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The immunological and electrophoretic traits are described, as well as the sedi-
mentation constant of a haptoglobin fraction isolated from human serum through
phenolic precipitation, filtering the supernatant through a Sephadex G-200 column.
The antigenic analysis of the first peak of this elution has shown the existence of the
fraction identified as haptoglobin. An anti-haptoglobin monoespecific serum, identical
to the one used commercially, has been produced on immunizing rabbits with this
peak. Its electrophoretic migration corresponds to an alfa-2. This haptoglobin system
component possesses a 4.59 S20 sedimentation constant, arrived at through analytic
ultracentrifugation. Its approximate molecular weight is 100,000.

The immunogenic capacity of this haptoglobin has made possible the obtention of
a highly immunitary monoespecific serum.

This isolated haptoglobin component, in accordance with its sedimentation constant,
molecular weight and electrophoretic homogeneity, has been classifed as a Hp 1-1.

This method to isolate Haptoglobin, Hp 1-1, has a great valué on account of its
simplicity. It produces highly purified and poweful immunoserums which facilitate the
immunochemical studies of the haptoglobin system.

El aislamiento de la haptoglobina (Hp)
del suero humano ha sido realizado por
diferentes métodos: electroforesis en gel
de almidón (27); rivanol y columna de
DEAE celulosa (29); fraccionamiento sa
lino y gel filtración (2); sulfato amónico
(14, 17); acidificación del suero humano
y absorción selectiva por DEAE (4); elec
troforesis en gel de acrilamida (7). Esta 

diversidad de métodos se justifica por un
doble motivo. Por una parte, su impor
tante función biológica, como transpor
tadora de hemoglobina (Hb) y activadora
de su acción perosidáxica (24, 25), obliga
al perfeccionamiento progresivo de méto
dos eficaces de aislamiento, con los que
se facilita el estudio de las alteraciones
del metabolismo de este sistema funda

5



2US P. LISO-IRURZUN Y M. PÉREZ-MIRANDA

mental de transporte de O2 y Fe del or
ganismo (9, 33). Por otra parte, la com
plejidad molecular de la Hp conlleva di
ficultades técnicas que obligan a reitera
dos ensayos metodológicos.

El objetivo del presente trabajo es pre
sentar los resultados obtenidos mediante
la aplicación de la precipitación del suero
con fenol para el aislamiento de Hp, si
guiendo una sistemática similar a la pro
puesta con éxito por Kirby (15) para ais
lamiento de RNA celular.

Material y métodos

Sueros humanos normales (SHN). Se
han utilizado muestras de SHN, libres de
hemolisis (28), procedentes de donantes
normales de sangre (Banco de Sangre del
Instituto Provincial de Higiene de Nava
rra). Estos sueros fueron manipulados en
fresco, inmediatamente o tras un tiempo
máximo de 72 horas después de haber
sido depositados en nevera a 4o C.

Técnica de aislamiento. Fue utilizada
la precipitación por fenol descrita por
Kirby para el aislamiento de RNA celu
lar (15), con algunas modificaciones pro
pias que permiten su aplicación al suero
(19). El suero se precipitó mediante la
adición de igual volumen de fenol líqui
do, bajo agitación lenta, por espacio de
60 minutos (13). Esta mezcla fue cen
trifugada a 1.750 r.p.m. y 0o C, durante
60 minutos, recogiéndose el sobrenadante
acuoso.

El sobrenadante fue dializado contra
CINa 0,15 M, a 4o C, para total elimina
ción del fenol, tras ello fue eluido en una
columna de 40 X 2,5 cm de Sephadex
G-200 con CINa 0,15 M a un flujo de
25 ml/hora.

Antisueros. Se emplearon inmunosue-
ros polivalentes y monoespecíficos de dos
orígenes: a) Comerciales (Hyland, Los
Angeles, California, y Behringwerke, Mar-
burg-Lahan); b) Propios: para la obten

ción de los inmunosueros propios se uti
lizaron conejos machos de raza común
de 2,5 a 3 kg de peso. Se les administró
por vía subcutánea, durante cuatro se
manas, una dosis antigénica semanal de
0.25 mi de una solución de haptoglobina
a concentración de 5 mg/ml. Esta solu
ción se mezclaba con 0,25 de Adjuvanl
de Freund.

Técnicas de electroforesis, inmunodifu
sión (!.D.) e inmunoelectrojoresis (I.E.).
Fueron realizadas sobre porta de vidrio
en agar 1 %, pH 8,6, y siguiendo la me
todología clásica (11, 22, 23, 30, 31. 33).
La tinción de las preparaciones se realizó
con negro amida.

Cálculo de la constante de sedimenta
ción y del peso molecular. Para el cálcu
lo de la constante de sedimentación se
utilizó una ultracentrífuga analítica Spin-
co, Beckman, modelo E. siguiendo la me
todología habitual (4, 27).

El peso molecular de la fracción aisla
da se obtuvo a partir de la constante de
sedimentación previamente obtenida (3,
32).

Resultados

El estudio por I.D. del sobrenadante
acuoso de la precipitación por fenol de
SHN reveló la presencia de dos compo
nentes. Fueron identificados mediante an
tisueros específicos, como haptoglobina y
alfa-1. glicoproteína ácida (fig. 1). en la
que se reproduce este análisis inmunoló-
gico.

El análisis inmunoelectroforético del so
brenadante frente a un inmunosuero anti
humano polivalente, utilizando comparati
vamente SHN, reveló la existencia de dos
líneas de precipitación correspondientes a
ambas fracciones, y con migración en la
zona alfa-2. La figura 2 es un ejemplo de
uno de estos análisis realizados.

El paso a través de la columna Sepha
dex G-200 del sobrenadante acuoso de la
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Fig. 5. Estudio por LE. empleando el inmu-
nosuero monoespecifico anti-pico 1 frente a

suero humano normal.

excelente potencial, como ya hemos visto
en los estudios por I.D. e LE.

La ultraccntrifugación analítica a 42.000
r.p.m. dio como resultado la obtención de
un solo pico bien definido para la frac
ción haptoglobina (fig. 7), que permitió
calcular la constante de sedimentación de
este componente (S2„ = 4.59). De acuerdo
con los cálculos, a este valor de S2„ co
rresponde un peso molecular aproximado
de 100.000.

Fig. 6. Estudio por electroforesis en ge! de
agar de los componentes de los picos 1 y 2,
en la parte superior e inferior de la figura.

se obtuvo resultado positivo para el pico 2.
Este fue identificado como alfa 1-glico-
proteína ácida.

Un nuevo análisis por I.E. utilizando
nuestro inmunosuero anti-pico 1 frente al
SHN (fig. 5), proporciona una única línea
de precipitación superponible a la corres
pondiente a este componente sérico en el
desarrollo inmunoelectroforético del SHN
y a una de las fracciones seperadas del
SHN en el sobrenadante acuoso de la pre
cipitación por fenol.

La figura 6 muestra un estudio por elec
troforesis de ambas fracciones séricas,
haptoglobina y alfa 1-glicoproteína ácida.
confirmando la motilidad ya descrita y la
formación de una sola banda para la hap
toglobina previamente aislada.

La inmunización a conejos permitió
obtener un inmunosuero monoespecifico
para el componente haptoglobina de un

Discusión

Los componentes del sistema haptoglo
bina del SHN han sido aislados utilizan
do diferentes técnicas de precipitación
(2, 14, 17, 29), usando resinas de inter
cambio iónico (4), o mediante electrofo
resis (7, 9, 27).

El fenol ha sido empicado para la pre
paración de orosomucoidc y prcalbúmina
del suero humano (10. 20) y para la sepa
ración de ácidos ribonucleicos celulares
(13. 15, 16).

La técnica de precipitación por fenol
que se ha utilizado para el SHN repre
senta una ligera modificación del método
original de Kirby (18). Tras la precipita
ción se hizo una filtración del sobrena
dante acuoso a través de una columna
de Sephadex G-200. Con ello se consiguió
aislar dos fracciones séricas, reveladas
por I.D. frente a un inmunosuero anti
humano completo.

El análisis antigénico del primer pico
por I.D. evidenció precipitación positiva
frente al inmunosuero anti-haptoglobina.
El primer pico cuando fue inyectado a
conejos proporcionó un inmunosuero mo-
noespecífico. Este inmunosuero se com
portó tanto en la I.D., como por LE.,
como el suero monespecífico anti-hapto
globina. Este tipo de inmunosuero no
reaccionó frente a la fracción contenida
en el pico 2, ni frente a la del pico 3. El
pico 2 se identificó como alfa 1-glicopro
teína ácida; el 3 demostró contener áci
dos ribonucleicos.



UAPTOGI.OBINA : UN MÉTODO DE AISLAMIENTO 211

Flg. 7. Resultado del estudio por ultracentrifugación analítica del componente pico 1
a 42.040 r.p.m.

El elevado grado de pureza con que se
consiguió el aislamiento de un único com
ponente sérico en el pico 1 queda eviden
ciado por las características del análisis
antigénico que hemos comentado, que no
permitió demostrar la presencia de otros
componentes proteicos. Este hecho se ra
tifica porque ni con el análisis inmuno-
elcctroforético, ni con la ultracentrifuga
ción analítica se pudo detectar la presen
cia de contaminantes.

La migración en la zona alfa 2 (1, 26)
y. sobre todo, su identificación inmunoló-
gica permite afirmar que la fracción séri
ca aislada en el pico 1 de la elución del 

sobrenadante acuoso de la precipitación
por fenol es un componente del heterogé
neo sistema haptoglobina (5, 21, 28). La
presencia de una sola banda en la elec-
troforesis (8) y, sobre todo, la constante
de sedimentación y peso molecular calcu
lado sugieren que se trata de una subclase
Hp 1-1, puesto que para ésta se describen
cifras semejantes (8). Por el contrario.
son muy diferentes a las de los compo
nentes Hp 2-1 ó 2-2. Estas últimas, debi
do al mayor peso molecular de las cade
nas alfa-2 y a su tendencia a formar po
límeros (8) dan lugar a moléculas hete
rogéneas y. en todo caso, de más elevada 
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constante de sedimentación y peso mo
lecular (8, 12, 17).

La capacidad inmunológica de esta
fracción es elevada, proporcionando in-
munosuero monoespecífico de suficiente
potencial para los análisis por I.D e LE.
utilizando la pauta de inmunización que
habitualmente se emplea en nuestro labo
ratorio (19).

Resumen

Se describen las características inmunológi-
cas, electroforéticas y la constante de sedimen
tación de una fracción de haptoglobina que se
ha aislado del suero humano. El aislamiento
se ha realizado mediante precipitación por fe
nol, y ulterior filtración a través de una co
lumna de Sephadex G-200 del sobrenadante
acuoso de la precipitación. En el primer pico
de esta elución, el análisis antigénico ha de
mostrado la existencia de la fracción identifi
cada como haptoglobina. La inmunización de
conejos con este pico ha dado lugar a un sue
ro monoespecífico anti-haptoglobina, idéntica
al de origen comercial. Su migración electrofo-
rética corresponde a una alfa-2. Este compo
nente del sistema haptoglobina posee una cons
tante de sedimentación de 4,59 S20, calculada
por ultracentrifugación analítica, con un peso
molecular aproximado de 100.000. De acuerdo
con su constante de sedimentación, peso mo
lecular y homogeneidad electroforética, la frac
ción aislada ha sido identificada como Hp 1-1.
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