DETERMINACION FENOTIPICA DE LA HAPTOGLOBINA MEDIANTE LA
"TECNICA ELECTROFORETICA EN GEL DE POLIACRILAMIDA

INTRODUCCION

L.z haptoglobina es una glicoprotefna del plasma sangufneo.
A parte del papel fisiologico que desempeiia en la especie
humana por su polimorfismo constituye un marcador gené-
tico de identificacién, muy utilizado en genética legal, co-
mc en los casos de legitimidad de la paternidad, de cambio
involuntario de recién nacidos y en investigacién para la
confirmacién de homocigosidad de gemelos, la consanguini-
dad, etc. Con raras excepciones, en la pobiacién general fa
haptoglobina presenta 3 patrones fenotfpicos (figura Nro.1)
que corresponden a los genotipos 1-1, 2-1, y 2-2_ La identi-
ficacidn fenotipica se realiza mediante separacifin individual
de sus componentes coh base en el tamafio de la molécula v
de su carga eléctrica {movilidad electroforética); para ello se
usa muy frecuentemente, la electroforésis vertical en gel de
poliacrilamida, los cuales son polfmeros sintéticos de molé-
aulas de acritamida, de bajo peso molecular, obtenidos con
un alto grado de pureza. La red polimérica se forma con
enlaces carbarrcarbén con grupos amido libres. Desde el
punto de vista quimico, son relativamente inertes y presen-
tan pocos grupos idnicos o ninguno; ademss son termoesta-
bles, transparentes, eldsticos v resistentes. E] tamafio del
poro del gel depende de la concentracion del monémero ko
" que permite una amplia variacidn y ajuste al didmetro desea-
do. Una concentracidn de 7ofo de mondémero da un gel con
poros de aproximadamente 50 & de didmetro, Todas éstas
propiedades del gel de poliacrilamida le confiere gran utili-
dad para separar protefnas y especfficamente para la deter-
minacion fenotipica de haptoglobina.

OBJETIVO

Determinar ¢l fenotipo de haptogicbina del suero o plasma
en gel de poliacritamida,
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FIGURA No 1. Diagrama de los patrones fenotfplcos comunes de

la hapto globina (hb) revelados por electroforssis en gel de poliacri-
lamida,

MATERIALES Y METODOS
I EQUIPO

Tubos de vidrio 75 mm de longitud y 5 mm de didme-
tro interno.

Tapones de goma que sirven de base a los tubas.
Jeringa de 20 mi.

Aguja parz jeringa,
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Tubos de ensayo de 13 mm de didmetra.
Alambre para despegar jos geles del tubo,

Fuente de poder.

Aparato Electroforético. (ver figura No.2),

FIGURA Nc. 2, Aparato electroforético

2 REACTIVOS
a Soluciones Primarias
Sol A

HCIIN 4800 ml
Temed 0.23ml

Tris 3660 g
HyOcsp 100 ml
pH 89

Sof F.

Sacarosa 40,00 g

HyO0csp 100 mi

Sol C

Acrilamida  28.00 g
Biszcrilamida 0.735g

HoO esp 100 ml
Sof No.2

Persulfato de

amonhio 025¢

HaO csp 100 mi

Amartiguador de fos Vasos 5ol No, 3

Tris 6,00 g
Glicina 28,80 ¢

HyOcsp  1.000 mi
pH 89

Sol. Hemoglobing

Sol, indicadora

Azu! de brome-

fenol 16,50
H40 25.ml

DO. =1.20 Hemalizar eritrocitos lavados con
MaCl 0,900 en igual votlimen de CCly.

Actualidades Bioldgicas, Val, 8, Nos, 29 y 30

Sol No, 4 { Revelador para 20 muestras).

Q - dianisidina 015¢
Ha049 al 300f0 0,075 mi
Acido acético 0,45 ml
Sol. No, 5 75 mi,

b.  Solucidn detrabajo para preparar ¢l gel de polia-
wrilamida, '

Sol No, 1

1 parte de Sol. A
2 partes de Sol. C
1 parte de H;O
pH&9

. Muestras:

Se puede utilizar plasma con EDTA, plasma he-
parinizado o suero fresco o almacenado en con-
diciones de congelacion.

PREFARACION DEL GEL DE SEPARACION

Los tubos deben estar lavados con alcohol, se-
cos vy sobre los soportes de goma.

El ge} de poliacrilamida estd conformado de una
parte de 1a Sol. No.1 y una parte de la Sol.
MNo.2,

Tanto 1a Sol. No. T como la 5Sol. Me.2 deben
burbujearse con nitrogeno, durante 3 minutos
para eliminar ef aire disuelto, luego se mezclan
en las proporciones anctadas y con la inyecta-
dora se coloca 1,2 mi en cada tubo, lo que debe
hacerse con mayor rapidez posible para evitar la
polimerizacién; luego se llena el tubo con 0,2
ml de agua v se deja que gelifique a tempera-
tura ambiente.

PREPARACION DE LA MUESTRA

Sol. F 200 i

Suero o plasma 20 p!

Sol. Hemoglcbina (D*=1,2) 5
ELECTROFORESIS

El amertiguador tris-glicina se diluye en la proparcion
1:10 vy se coioca en la parte superior e inferior del
aparato electroforético, de tal suerte que cubra los
dos extremos del tubo. Con una pipeta adecuada se
colocan 50 ml de la muestra dentro de cada tubo,
atravesando el amortiguador del vaso catddico (supe-
rior) y se afiaden a éste 50 ul de sol. No.3 que sirve de
indicador.
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Se conecta a Ia fuente de corriente cerrindose el cir-
cuito, con aproximadamente 3 mA por tubo, La ¢o-
rrida se deticne cuando el indicador ha- llegado al ex-
tremo inferior deltubo. ‘.

Con fa ayuda de una aguja ﬁna'de'i'_nyectar s¢ saca el
gel, corriéndolo a o largo del tubo, una vez extrardo
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