BIO /TED

INMUNODIFUSION RADIAL

10 grupos de estudiantes
1. OBJETIVO DEL EXPERIMENTO

La inmunodifusion radial es una técnica cuantitativa muy sensible que se utiliza a
menudo clinicamente para detectar los niveles de proteinas sanguineas de los
pacientes. En esta practica, los estudiantes aprenderdan a determinar
cuantitativamente una concentracion desconocida de un antigeno.

2. COMPONENTES para 10 grupos de estudiantes

COMPONENTES Conservacion
A. Solucion de anticuerpos 4-80C
B. Solucién de antigeno estandar 4-80C
C. Agarosa UltraSpec™ 4-80C
D. Tampdn en polvo 4-80C
E. Concentracidon de antigeno desconocido 4-80C
COMPONENTES

Placas de Petri

Pipetas de 10 ml

Cortadores para pocillos (“well cutters”)
Pipetas de transferencia

Tubos de microtest

Plantilla de papel

Solucioén de carga para practicar

NOTA: Tras la recepcion, almacene los componentes a las temperaturas indicadas.

NOTA: Ninguno de los componentes de este kit se ha preparado a partir de material
humano.

NOTA: Todos los componentes de este kit estdn destinados a la investigacién
educativa. No pueden ser utilizados con fines de diagndstico o médicos, ni pueden ser
administrados o consumidos por seres humanos o animales.

2.1 Material requerido y no suministrado

e Micropipetas y puntas automaticas (5-50 ul)

e Bombas o peras de succion de pipeta (para pipetas de 10 ml)

¢ Regla.

¢ Caja o plato de plastico para incubar placas.

e Lamina de plastico para envolver (film transparente) o papel de aluminio.
e Toallas de papel.



e Agua destilada.

e Placa calefactora, quemador Bunsen o microondas.
¢ VVaso de 400 a 600 ml o frasco Erlenmeyer.

Vaso o frasco de 150 ml.

Bafio de agua.

Probeta graduado de 250 ml.

Estufa de incubacién (37°C).

NOTA: Asegurense que el material de vidrio esté limpio, seco y libre de residuos de
jabon. Para mayor comodidad, se pueden comprar pipetas de transferencia
desechables adicionales para los pasos de extraccién y de lavado con liquidos.

3. INTRODUCCION

Immunodiffusion radial

La reaccion fundamental de la inmunologia implica la interaccion de anticuerpos
(Ab) y antigenos (Ag). Estas interacciones son Uutiles en la defensa del cuerpo
contra infecciones bacterianas y virales y toxinas. Las capacidades de defensa
dependen del reconocimiento de antigenos por componentes humorales del sistema
inmunoldgico. A continuacion, se producen anticuerpos especificos en respuesta a la
exposicion al antigeno.

La formacion de complejos antigeno-anticuerpo es el primer paso para eliminar
agentes infecciosos del cuerpo. Debido a que cada anticuerpo puede unirse a mas de
un antigeno y cada antigeno puede estar unido por mas de una molécula de
anticuerpo, pueden formarse complejos macromoleculares muy grandes. Estos
complejos forman precipitados que pueden ser eliminados del cuerpo a través de
diversos medios. Estos precipitados son también Utiles para pruebas de laboratorio y
de diagnéstico.

Cuando los anticuerpos y antigenos se insertan en diferentes areas de un gel de
agarosa, se difunden entre si y forman bandas opacas de precipitado en la interfaz de
sus frentes de difusion. Las reacciones de precipitacion de anticuerpos y antigenos en
geles de agarosa proporcionan un método de analisis de las diversas reacciones
anticuerpo-antigeno en un sistema.

La doble difusion en dos dimensiones es un procedimiento simple inventado por el
cientifico sueco, Ouchterlony. Las soluciones de antigeno y anticuerpo se colocan en
pocillos separados en una placa de agarosa. Los reactivos se difunden de los pocillos
uno hacia el otro y precipitan donde se encuentran en proporciones equivalentes. Un
Unico antigeno se combinara con su anticuerpo homologo para formar una sola linea
de precipitacion.

La inmunodifusion radial (RID) es una técnica que puede determinar
cuantitativamente la concentracién de un antigeno. A diferencia de muchas técnicas
de precipitacién en gel y liquido que detectan cualitativamente el antigeno, el RID es
una técnica cuantitativa sensible que se usa a menudo clinicamente para detectar
niveles de proteinas sanguineas en pacientes.

El anticuerpo se incorpora en agarosa fundida que se vierte en una placa de Petri y se
deja solidificar. Se cortan pequefios pocillos en la agarosa y se llenan con
concentraciones conocidas de antigeno que interacciona con el anticuerpo presente en
la agarosa. Se colocan muestras de concentraciones desconocidas en pocillos
similares. Los antigenos en solucién difunden entonces hacia fuera desde el pocillo en
un patrén circular que rodea al pozo. El anticuerpo estad presente en exceso y la
difusion del antigeno continuard hasta que se forme un anillo estable de antigeno-



anticuerpo. Hay complejos antigeno-anticuerpo en toda la zona que rodea el pocillo
dentro de la linea de precipitacién. En la linea de precipitacion es donde se puede
encontrar el mayor nimero de complejos porque el antigeno y el anticuerpo estan
presentes en proporciones aproximadamente iguales. Esto se conoce como la zona de
equivalencia o el punto de equivalencia. Generalmente, es necesario de 24 a 48 horas
para que ocurra la difusion optima y aparezca la precipitacién.

Para cada antigeno, se formara un anillo de precipitacion de punto final de cierto
didmetro. A partir de las concentraciones patron conocidas, se puede trazar una curva
patron trazando la concentracion de antigeno frente a las medidas cuadraticas de
didmetro de los anillos. A partir de esta curva de calibracion lineal se puede
determinar la concentracion de las muestras de antigeno desconocidas.

4. DESCRIPCION DEL EXPERIMENTO

La inmunodifusion radial es una técnica cuantitativa muy sensible que se utiliza a
menudo clinicamente para detectar los niveles de proteinas sanguineas de los
pacientes. En esta practica, los estudiantes aprenderan a determinar
cuantitativamente una concentracion desconocida de un antigeno.

4.1 Precauciones
1. Se deben usar los guantes y gafas de proteccién de forma rutinaria como buenas

practicas de laboratorio.

2. Deben tener mucho cuidado al trabajar con equipos que utilizan calor y/o fusion de
los reactivos.

3. NO PIPETEAR LOS REACTIVOS CON LA BOCA - PIPETEAR CON PERAS DE SUCCION.

4. Lavarse bien siempre las manos con agua y jabon después de manipular reactivos o
materiales bioldgicos del laboratorio.

5. Tener cuidado al usar cualquier equipo eléctrico en el laboratorio.

6. Elimine las placas RID mediante los procedimientos apropiados de eliminacién de
residuos de laboratorio.

4.2 Libreta de laboratorio
Los cientificos documentan todo lo que sucede durante un experimento, incluidas las

condiciones experimentales, las hipdtesis de trabajo y las observaciones durante la
realizacion del experimento y, por supuesto, cualquier dato recopilado. Se debera
documentar la practica en una libreta de laboratorio o en una hoja de trabajo
separada.

Antes de iniciar la practica:

e Leer atentamente la introduccion y el protocolo. Utilizar esta informacion para
formular una hipodtesis para la practica.

e Predecir los resultados de la practica.

Durante la practica:
e Anotar las observaciones.



Después de la practica:

e Interpretar los resultados: ¢los datos respaldan o contradicen la hipotesis
formulada?

¢ Si se repitiera la practica, ¢qué se podria cambiar? Revisar la hipétesis para reflejar
los cambios realizados.

5. PRACTICA

A. PREPARACION DE PLACAS DE AGAROSA
1. Colocar la plantilla debajo de la placa para que el patrén esté centrado.

2. Realizar los pocillos utilizando el cortador de pocillos (proporcionado en el kit)
con un suave movimiento de perforacién. Retirar los tapones de agarosa con
un palillo o espatula de borde plano.
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B. PREPARACION DE LAS SOLUCIONES ESTANDAR (DILUCION SERIAL)
1. Marcar cuatro tubos de microtest: 1:2, 1:4, 1:8 y 1:16.
2. Utilizando una micropipeta, afiadir 50 pul de Tampoén a cada tubo.

3. Con una punta de pipeta nueva, afiadir 50 pl de "solucion de antigeno
estandar" al tubo con la etiqueta 1:2. Mezclar.

4. Con una punta de pipeta nueva, transferir 50 pl de la dilucién 1:2 al tubo
etiquetado 1:4. Mezclar.

5. Con una punta de pipeta nueva, transfiera 50 ul de la dilucién 1:4 al tubo
marcado con 1:8. Mezclar.

6. Con una punta de pipeta nueva, transfiera 50 pl de la dilucién 1:8 al tubo
marcado con 1:16. Mezcla.

7. Ahora hay cinco muestras de antigeno para la curva estandar (véase la tabla

siguiente).
DILUCION | CONCENTRACION
Sin diluir 2 mg/ml
1:2 1 mg/ml
1:4 0,5 mg/ml
1:8 0,25 mg/ml
1:16 0,125 mg/ml




C. PRACTICAR LA CORRECTA CARGA DE POCILLOS (OPCIONAL)

Esta practica contiene una solucién de carga para practicar. Esta solucion se incluye
para permitir que los estudiantes practiquen cargar los pocillos de la muestra antes de
realizar la practica real. Utilizar micropipeta automatica o una de las pipetas de
transferencia de plastico incluidas en el experimento para practicar la carga de los
pocillos de muestra con la solucién de carga de practica. Se deben hacer suficientes
copias de la plantilla para cada grupo de laboratorio.

1.

Se debe preparar una placa de practicas para cada dos grupos. Se
proporcionan suficientes reactivos para este propdsito.

Utilizando los cortadores de pocillos proporcionados, cortar varios pocillos en la
agarosa como se muestra en la plantilla. Explicar las instrucciones a los
estudiantes para la preparacion de pocillos de muestras.

Practicar la carga de los pocillos de muestra con la solucién de carga de
practicas utilizando una micropipeta automatica. Cargar 5 pl por pocillo y
asegurarse que la muestra cubra toda la superficie del pocillo. Si no dispone de
una micropipeta automatica, utilizar las pipetas de transferencia suministradas,
teniendo cuidado de no llenar excesivamente los pocillos. Si usa pipetas de
transferencia, colocar suficiente muestra para cubrir el fondo del pocillo.

D. LA CARGA DE LAS MUESTRAS

1.
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En la parte inferior de la placa, numerar los pocillos en el perimetro de la placa
del #1 a #5. Dejar el pocillo del centro sin marcar (sin nimero).

Cargar los pocillos #1 a #5 con la misma micropipeta o pipeta de transferencia.
En el pocillo #5, cargar 5 ul de la dilucion de antigeno 1:16. Asegurarse que la
muestra cubre toda la superficie del pocillo extendiéndola cuidadosamente con
la punta de la pipeta.

En el pocillo #4, cargar 5 yl de la dilucién de antigeno 1:8.
En el pocillo #3, cargar 5 ul de la dilucién de antigeno 1:4.
En el pocillo #2, cargar 5 ul de la dilucién de antigeno 1:2.

En el pocillo #1, cargar 5 ul del antigeno no diluido.

NOTA: Puede usar la misma micropipeta o pipeta de transferencia para cargar los
pocillos #1 a #5, comenzando con la dilucién de antigeno mas diluida y terminando
con la mas concentrada. Usar una punta nueva para si no estan seguros.

7.

Con una punta de micropipeta nueva o una pipeta de transferencia, cargar 5 pl
de la solucién de antigeno desconocido en el pocillo central.

Marcar la cubierta de la placa de Petri con el nimero del grupo de laboratorio o
las iniciales de los estudiantes. Colocar la tapa sobre placa, colocar la placa
hacia arriba (no invertir) dentro de la cdamara de incubacién sobre las toalla de
papel hiumedas. Cubrir la cdmara de incubacién y colocarla en una estufa de
incubacion a 37°C o a temperatura ambiente durante 24 a 48 horas.

E. LECTURA DE LOS RESULTADOS

Los anillos de precipitina seran visibles en 24 a 48 horas. Sostener con cuidado una
placa para que las luces del techo del aula brillen a través de ella. Deberian ser
capaces de ver los circulos opacos alrededor de cada pocillo donde el antigeno vy el
anticuerpo han precipitado.



Con una regla, medir el diametro (a partir de los centros de los pocillos) del anillo de
precipitacion en milimetros. Para trazar la curva estandar, elevar al cuadrado el valor
del didametro, para realizar la grafica indicar la concentracion del antigeno en el eje X y
el diametro al cuadrado en el eje Y. Dibujar la linea que mejor se ajuste entre estos
puntos. Calcular el valor de la concentracién de antigeno desconocido de esta grafica.

6. PREGUNTAS DE LA PRACTICA

6.2 Preguntas
Responder a las siguientes preguntas en la libreta de practicas:

1. ¢Qué representan los anillos circulares de precipitina?
2. ¢Por qué cambian los tamafios de los anillos hasta que se alcanza el equilibrio?

3. Predecir los resultados si se cargd una concentracion muy baja de antigeno en
un pocillo. ¢Qué sucederia si no se incorporara suficiente anticuerpo en la
agarosa?

4. Comparar y contrastar la inmunodifusion radial, la técnica de la placa de
Ouchterlony, realizada por los diferentes grupos.

7. GUIA DEL PROFESOR

7.1 Requisitos de tiempo (aproximado) de los procedimientos de la practica
El horario lectivo y personal, asi como los requisitos de tiempo determinaran cuando

deben prepararse las placas RID. Se necesitan aproximadamente 30 minutos para
preparar las placas (generalmente se requieren 10 minutos de este tiempo para la
solidificacion).

Es aconsejable que los propios estudiantes sean los que preparen las placas, si el
tiempo lo permite.

7.2 Preparaciones previas a la practica

Notas a los preparativos del profesor de la practica
El tamafio de la clase, |la duracidén de las clases de practicas y la disponibilidad de los

equipos son factores que deben ser considerados en la planificacion e implementacion
de esta practica con sus alumnos. Estas directrices pueden adaptarse para encajar en
sus circunstancias especificas.

Instrucciones generales i
A. PREPARATIVOS ANTES DE LA PRACTICA
PREPARAR LA AGAROSA

1. En un vaso de precipitados de 400 a 600 ml o Erlenmeyer, afadir todo el
contenido del envase de Tampdn en polvo (componente D) a 200 ml de agua
destilada. Agitar la solucion hasta que el polvo esté totalmente disuelto.
Separar y guardar 100 ml para usar como tampdn de dilucién en un vaso de
precipitados separado.

2. Afadir el contenido completo del paquete de agarosa (componente C) a un
matraz o vaso de precipitados que contenga 100 ml de tampdn. Agitar
vigorosamente la solucién para dispersar los grumos. Con un marcador, indicar
el nivel de volumen de la solucion en el exterior del matraz o vaso.



3.

La solucion debe llegar a punto de ebullicién (pero sin dejar hervir la solucion)
para disolver la agarosa. Esto se puede lograr con una placa calefactora o
microondas. Usar gafas de seguridad y guantes de proteccién para el calor
durante este proceso. Calentar hasta que se disuelva toda la agarosa.
Comprobar que no haya grumos o particulas pequenas y claras de agarosa. La
solucién final debe ser clara y transparente (como el agua) sin particulas no
disueltas.

A. Método de microondas:
e Cubrir el frasco con una envoltura de plastico para minimizar la
evaporacion.
e Calentar la mezcla durante 1 minuto.
e Agitar la mezcla y calentarla en intervalos de 25 segundos hasta que toda
la agarosa esté completamente disuelta.

B. Método de placa caliente:
e Cubrir el frasco con papel aluminio para evitar el exceso de evaporacion.
¢ Calentar la mezcla hasta punto de ebullicién sobre una placa calefactora
agitandola ocasionalmente. Calentar hasta que la agarosa esté
completamente disuelta.
e Calentar la mezcla para disolver el polvo de agarosa. La solucién final
debe ser transparente (como el agua) sin particulas sin disolver.

Si se ha producido una evaporacion de solucidon detectable, agregar agua
destilada caliente para ajustar el volumen de solucion hasta el nivel original
marcado en el matraz o vaso de precipitados en el paso 2. No usar agua fria o
la solucién de agarosa puede enfriarse demasiado rapido y solidificarse de
forma prematura.

Enfriar la solucién de agarosa a 55°C en un bano de agua. Agitar la solucidn
ocasionalmente mientras se enfria.

PREPARACION DE LAS PLACAS PARA PRACTICAR

1.

Si se van a preparar placas de practica, pipetear 2,5 ml de agarosa fundida en
cada una de las 10 placas petri con una pipeta de 10 ml. Extender suavemente
la agarosa con la pipeta en la parte inferior de la placa para cubrir toda la
superficie. Volver a colocar la agarosa fundida restante de nuevo en el bafio de
agua.

Permitir que las placas de agarosa se enfrien. Guardar las placas a 4-8°C si no
se deben usar en pocas horas.

Placa para practicar



PREPARACION DE PLACAS DE ANTICUERPOS

1.

Verter 26 ml de solucidon de agarosa fundida en un tubo grande o en un
matraz.

Afadir el contenido completo de la Solucién de anticuerpos (Componente A) a
la solucidon de agarosa caliente de 26 ml. Mezclar la solucién con una pipeta.
Mantener la solucion caliente (con el bafio de agua a 55°C) para que no se
solidifique prematuramente. La concentracion del anticuerpo sera de 1 mg/ml.

NOTA: Asegurarse que la temperatura de la solucién de agarosa se encuentra a 55°C
al afiadir la Solucion de anticuerpos para evitar la degradacion de los mismos.

3.

4.

Con una pipeta de 10 ml, dispensar 2,5 ml en el fondo de cada placa de Petri,
extender suavemente la agarosa con la pipeta para cubrir el fondo. Dejar que
la agarosa se solidifique. Este proceso debe durar aproximadamente 10
minutos. Si las placas no se van a utilizar el dia de la preparacién, se pueden
envolver con film transparente de plastico y almacenar en la nevera durante no
mas de una semana.

Cada grupo debe tener 1 placa de anticuerpos y 1 placa para practicar.

B. PREPARATIVOS EN EL DiA DE LA PRACTICA
PREPARACION DE ANTIGENOS

Los estudiantes deben preparar diluciones seriadas de la Solucion de Antigeno
Estandar (Componente B) para determinar la curva estandar.

1.

2
3.
4

Marcar 10 tubos de microtest como "Estandar".
Marcar 10 tubos de microtest como "Desconocido".
Marcar 10 tubos de microtest como "Tampodn".

Alicuotar 75 ul de Solucion de Antigeno Estandar (Componente B) en cada tubo
microtest marcados como "Estandar".

Alicuotar 10 pl de Soluciéon de Antigeno Desconocida (Componente E) en cada
tubo microtest marcado como "Desconocido".

Alicuotar 1 ml de Tampodn (guardado de la etapa de preparacion de agarosa del
apartado 7.2 -A.1-) en cada tubo microtest marcado como "Tampon".

Cada grupo necesitara un tubo de cada una de las soluciones: Estandar,
Desconocido y Tampon.

NOTA: Se pueden alicuotar las soluciones antes del dia de la practica, en ese caso se
deberan guardar a 4-8°C hasta el dia de la practica.

PREPARACION DE LA CAMARA DE INCUBACION

Se debe preparar el mismo dia de la practica

1.

Conseguir un recipiente de plastico o un plato con tapa (que puedan entrar en
el interior de la estufa de incubacién). Si no hay una tapa disponible, el envase
puede estar cubierto con una envoltura de plastico (film transparente).

Extender en la parte inferior del recipiente varias toallas de papel. Agregar
agua destilada a las toallas hasta saturarlas de agua. Todo el liquido debe ser
absorbido por las toallas. Cubrir la cdmara con la tapa o envoltura de plastico.

7.3 Material gque debe recibir cada grupo

Cada grupo de practicas debe recibir los siguientes componentes antes de iniciar el
procedimiento experimental:

1 tubo de Tampodn
1 tubo de solucion de anticuerpos estandar



1 tubo de solucién de antigeno desconocido

4 tubos de microtest

1 placa para practicar

1 placa experimental RID

1 cortador de pocillos

1 plantilla

Micropipeta y puntas (u 8 pipetas de transferencia)
Papel cuadriculado

Regla

Rotulador/Marcador

7.4 Evitar los errores mas comunes
1. Segquir las instrucciones cuidadosamente al preparar los geles. Asegurarse que la
agarosa esté completamente disuelta.

2. Se deben hacer pocillos limpios y correctamente posicionados en la placa de petri
con los cortadores de pocillos. Tomar las medidas necesarias para asegurar que los
pocillos estén espaciados apropiadamente de acuerdo con la plantilla en la pagina 4.

3. Anadir las muestras a los pocillos con cuidado y precision. Evitar sobrellenar los
pocillos.

4. No inclinar o invertir las placas de petri al transferirlas a la cdmara de incubacion.

5. La colocacién de la cdmara de incubacion en un horno de incubacién a 37°C
acelerara la formacién de arcos de precipitacion.

8. RESULTADOS DE LA PRACTICA

8.1 Resultados

En un papel cuadriculado regular, se debe obtener una curva lineal estandar. Si la
curva no es lineal, la concentracion desconocida no se puede determinar con precision.
Los anillos de precipitaciéon variaran en funciéon de la concentracion de los antigenos,
anticuerpos, agarosa y el tiempo y la temperatura de incubacion.

A partir de la curva estandar, se puede determinar la concentracién desconocida
encontrando el valor del cuadrado del diametro en el eje Y, encontrando el punto de
interseccion en la linea de la curva estandar y obteniendo el valor en el eje X. El valor
en el eje X es la concentracion de antigeno en la solucidn.

La concentracion de la Solucion de antigeno desconocido proporcionada es de 0,40
mg/ml.







