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INTílOOUCCrON 
• 

El sistema del complemento constituye junto con el apa-· 

rato inmune el mecanismo de defensa de los animales verte--­

brados, está formado cuando menos por 20 proteínas en su ma­

yoría termolábiles que se encuentran normalmente en circula­

ción y se activan unas a otras en dos secuencias determina-­

das, una iniciada por la formación de complejos antígeno-an­

ticuerpo y la otra sin necesidad qe éstos. 

Los efectos biológicos generados en este s~stema pueden 

ser clasificados en tres grupos: 1) enzimáticos, 2) quimio-­

tácticos y 3) modificadores de la permeabilidad vascular; -­

cuya finalidad es la lisis celular, promover la fagocitosis 

. y el proceso ~nflamatorio, viéndose así razón para suponer -

que severas deficiencias en uno o más componentes del com--­

plemento pueden estar asociados con susceptibilidad a la in­

fección (1). 
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. COMPLEMENTO 

El complemento tiene dos vias de activación, la via --­

clásica y la vía alterna. 

Los componentes de ambas vías de activación han sido -­

caracterizados fisicoquímica y funcionalmente en el hombre. 

En las especies menores el conocimiento de este sistema 

es menos completo pero con los datos que se tienen es sufi-­

ciente para permitir un análisis filogénico de éste . .. 
En las clases Arthropoda y Equ.inodermata pertenecientes 

al grupo de los invertebrados, se ha demostrado únicamente -

la presencia de la via alterna y de los componentes termina­

les del sistema, lo que indica que la llamada vía alterna es 

la primera en desarrollarse, aun antes que la respuesta in-­

mune con la cual se conectará posteriormente. Dentro de los 

vertebrados, los Ostracodermos (Agnatha) son la especie me-­

nor que presenta desarrollo de. la respuesta por medio de an­

ticuerpos, sin embargo, no ha sido posible demostrar la pre­

sencia de los componentes de la vía clásica. En la clase ---

. Condrictia se ha demo.strado la presencia de la via al terna y 

se logró aislar al componente C9. Con los estudios realizados 

hasta el momento, los únicos animales en los que se ha de--~ 

mostrado la presencia de la vía clásica son los mamiferos(2). 

Cada vía es iniciada por diferentes agentes activadores, 

sigui.ende una secue~cia determinada hasta que ambas conver-­

gen en una ruta común cuya finalidad.es la destrucción de -­

partículas extraflas. 

- 2 -
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VIA CLA.SICA 

Los componentes de esta via podemos clasificarlos se-­

gún su función en dos grupos: 

1) Proteinas activas: C1, C2, C3 y c4. 

2) Inhibido~es: C1 inhibidor (C1 INH), Proteina enlazante a 

C4 (C4bp), C3b inactivador (C3b INA) y~1H. 

Es~a via es activada por complejos antigeno-anticuerpo, 

agregados de Ig G, DNA, proteina e reactiva y algunas mem-­

branas celulares (3,4). 

La molécula encargada de iniciar la activación es C1 ,­

la cual está .formuda por tres subtuüdades denominadas C1 q, -

C1r y C1s. C1q se une a la región FC de las irununoglobuli-­

nas o bien por uni6n directa con la molécula activadora cu­

yos cambios conformacionales activan a C1r el cual a su vez 

activa a C1s que es la subunidad que posee actividad pro--­

teasa sobre las moléculas C2 y C4, rompiendo a cada una de 

ellas en dos fragmentos: C2a, C2b, C4a, C4b, generándose la 

formación del complejo C4b,2a (C4,2) también denominado "C3 

convertasa", complejo enzimático encargado de actuar sobre 

el componente C3 ro~piéndolo en dos fragmentos, C3a y C3b,­

Y formar el complejo C4, 2, 3b con actividad "C5 convertasa" 

(4,5). 

~a regulación de esta via (4,5) es realizada de la si­

guienc:e forma: 



1.- El C1 INH actúa inhibiendo la actividad enzimática de -

C1s por formación de un complejo firme e irreversible -

con él, 

·2.- La molécula C3b INA rompe a C3b, dando como resultado -

la formación de C3bi que es una molécula inactiva. 

3.- El µ1H es un regulador que se une a C3b favoreciendo 

así la acción de C3b .INA , es por ello que B1H es de-­

nominado C3b INA acelerador. 

4.- r,a proteína C4bp se une a C4b y facilita; asi su destruc­

ció~ por C3b INA. 

VIA ALTERNA 

Esta vía también es conocida con el nombre de(vía de -

l'a properdina. Está consti tuída por seis proteínas : Factor 

B, Factor D, C3 y properdina, denominadas moléculas activas; 

y ~1H y C3b INA son los inhibidores de esta ruta. 

su activación inmunológica puede ser por IgA y por IgG 

pero lo más importante de' esta vía es que puede ser activa­

da por complejos de polisacáridos , lipopolisacáridos, bac­

terias, virus, células infectadas por virus· y parásitos en 

ausencia de anticuerpos específicos, por lo cual constituye 

el componente molecular importante de defensa natural, don­

de no es necesaria la formación del complejo antígeno-anti­

cuerpo para su activación (3,6). 

El proceso de activación de la vía alterna se puede -­

dividir en dos etapas: Iniciación y Amplificación. 

- 4 -



La etapa de iniciación consiste en el depósito de C3b 

sobre las partículas biológicas, esto requiere del rompi--­

miento enzimático de C3 en la fase fluida y generación de -

C3b capaz de unirse a dichas partículas. Aparentemente hay 

generación constante de C3b, por rompimiento espontáneo de 

C3, el cual al interactuar con el Eactor B en presencia de 
++ 

iones Mg y factor D, el factor B es dividido en dos ----

Eragm~ntos, Ba y Bb, formándose el complejo C3b,Bb capaz -­

de romper más C3. una vez que C3b se ha unido a la superfi­

cie celular está sujeto a dos procesos competitivos: Ampli­

ficación y conLrol, 

Durante la amplificación se depositan más moléculas de 

C3b alrededor de la molécula original de C3b. Este proceso 

se inicia con la formación del complejo C3b,Bb, el cual --­

Liene una vida media de 1,5 min. a 37ºC debido a la diso--­

ciaci6n espontánea de la subu.nidad Bb en forma inactiva, el 

sitio activo de esta enzima se encuentra precisamente en el 

fragmento Bb, es por ello que requiere de ia properdina pues 

actúa como estabilizador, de tal manera que su vida media a 

37ºC se incrementa a 10 min.(3,4). 

El complejo formado es C3b,Bb(P) capaz de actuar sobre 

las moléculas C3 y c5. 

E~ proceso necesita de un control eficiente, pues de -
{ 

lo contrar~o se depositarían moléculas de C3b en forma in--

discriminada sobre células del huésped y partículas .extrañas. 

El ~ecan~smo de regulación se debe inicialmente a la -

- 5 -



o 

proteína sérica {l 1H que se une a C3b; evitando asi que --

éste interactúe con el factor B, formando el complejo C3b, 

J1H que es rápidamente inactivado por C3b INA. 

El proceso por medio del cual se activa el mecanismo de 

control o de amplificación no se ha determinado todavía pero 

se han propuesto algunas explicaciones para esto. 

1.- Se sugiere que los carbohidratos cargados negativamente 

tales como membranas celulares unidas a ácido siálico y 

hepar~na, incrementan la afinidad de C3b unido a la ---

membrana por ~1H, pero no para Bf. 

2.- Propone que el sitio de reconocimiento de C3b, es capaz 

de interactuar con ciertas estructuras comunes para los 

activadores de la via alterna y estas interacciones de­

bilitan el sitio de unión entre /31H yC3b (3,4). 

VIA COP.UN 

Fase de ataque a la membrana 

Está constituido por las reacciones de C5 a C9. El 

complejo originado aquí es"el responsable de la actividad· -

mernbrano1:tica del complemento. 

Esta fase se inicia con la activación de C5, lo cual -

puede s·.:;.ceder por cualquiera de las dos vias, es decir, por 

84,2,3b o bien por C3b,Bb(P), rompiéndolo en dos fracciones, 

C~a que es un péptido biológicamente activo y C5b el cual se 

une a C6 y C7 de manera estable y se enlaza a la membrana,­

este complejo tiene una estructura tet~américa. A este COJll-



plejo se ¡e une es y forma un complejo C5b-8, dos de estos 

complejos se unen debido a la molécula C9 dando lugar al -

complejo (C5-:9)
2 

que es el responsable de la lisis celular 

(3}. 

C5b+C6 ---- CSb-6 

C5b-6+C7 ---- C5b-7 

4 CSb-7 ~ (C5b-7) 

(C5b-7) 
4

+c8 4 C5b-8 

2 C5b-8+6C9 ---- 2 C5b-9 

2 CSb-9 ----- (CSb-9) 2 

El mecanismo de reg-.ilaci6n lo ejerce la proteína S, la 

cual se enlaza al complejo C5b-7 modulando de esta forma su· 

capacidad citolítica. 

Durante el desarrollo de las reacciones del complemen­

to se generan una serie de actividades biológicas que indu­

dablemente juegan un papel muy importante en numerosos fe-­

n6menos inflamatorios de origen inmunológico y no inmunoló­

g::.c~. 

Estas actividades son causadas por algunos fragmentos 

de los ~omponentes liberados durante la activa~ión, comple­

jos mu::. timolecuL:u'es y por ciertos componentes sin sufrir -

modificación alguna (1 ,4). En la tabla #1 se muestran algu­

nas de estas funciones. 
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FIG 1 VIAS DE ACTIVACION DEL COMPLEMENTO 
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TABLA /f 1 

ACTIVIDADES'BIOLOGICAS DEL COMPLEMENTO 

ACTIVIDAD 

Sobre células 

. Quimiotaxis sobre polimorfonucleares 

y macrófagos 

;ncrementa movilidad de polimorfonu­

cleares. 

Inhibición de la migración de macr6-

fagos y difusión de macrófagos. 

Movilización de linfocitos medulares 

Agregación y marginación de polimor­

fonucleares en circulación 

y neutropenia (in vivo) 

Agregación de polimorfonucleares 

( in vi t.ro) 

Secreción de proteasas por macr6f agos 

Liberación de enzimas lis,osomales de 

polimorfonucleares. 

Inmunoadheren:cia 

opsonización 

Estimulacjón de linfocitos B 

Liberación de histamina por plaquetas 

(ref.4) 

- .9 -

COMPONENTES 

C3a, CSa 

C4b, 

C3, 

Ba 

Bb 

C3c 

esa 

esa 
C3b 

esa 
C3b 

C3b 

C3b 

C1-6, 

C1-9. 



Citolisis 

TABLA lf 1 

CONTINUACION 

Modulación de la respuesta inmune 

Sobre complejos inmunes 

Agregación 

Solubilización 

Sobre vasos y fibras de músculo liso 
. 
Incrementa permeabilidad vascular y 

contracción del músculo liso 

Sobre formación de imnunoconglutininas 

Sobre coagulación 

Mecanismo dependiente de plaquetas 

( solo conejo 

Sobre virus 

Neutralización de herpes virus 

Lisis de células infectadas c.on 

virus oncogénicos 

(ref .4) 

es, c9 
C3b, C4b, C3d 

C1q 

C3b 

C3a, C5a 

C3b 

C6 

C1, C4 

C1q, C1-9 



TERCER C01"1PONEl\TE DEL COMPLEMENTO ( C3) 

' La molécula de CJ fue el primer constituyente del com--

plemento reconocido, aislado y descrito por Miiller-Eberhard 

en 1960. 

TABLA # 2 

PROPIEDADES FISICOQUIMICAS DEL C3 

Peso molecular 

Movilidad electroforética 

Constante de sedimentaci6ri 

Coeficiente de extinción (E 280 ) 

Contenido de carbohidratos 

Cantidad en plasma 

ESTRUCTURA QUIMrCA 

180 000 Daltons (D) 

beta 

9.5 s 
10 

2.n 
80-130 mg>t 

La molécula está formada por dos cadenas polipetidicas, 

una de ellas con movilidad electro.forética de alfa globuli­

na, constituida por 906 aminoácidos y peso molecular de ---

110 ooo Déi.ltons y la otra de movilidad electroforética beta, 

consta de 660 aminoácidos y un peso molecular de 70 000 Dal­

tons unidas por puentes disulfuro (3). 

La serina es el aminoácido del N-terminal en anbas ca­

denas y e-terminal de la cadena alfa. El C "terminal de la -

cadena beta es una alanina (7). 

La activación de C3 se debe a la hidrólisis del enlace 

peptídico número 77 (entre arginina y serina) de la cadena 

alfa, por la "C3 cpnvertasa". Este rompimiento origina la -
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formación del fragmanto C3a con un peso molecular de 9 000 

Daltons y un fragmento nayor C3b de 17'1 000 Daltons (7, 8) • 

C3a es inactivado por la enzima sérica carboxipepti-­

dasa B, la cual remueve del e-terminal el residuo de ar-­

ginina ( 4). 

C3b es inactivado por C3b INA, el cual rompe la cade-

na alfa en dos fragme1itos, uno de 67 000 Dal tons y otro de 

43 ooo Dal tons. Ambos fragmentos están u:üdos por puentes 

disulfuro a la cadena beta, La molécula de ~3b rota , C3bi, 

tiene el mismo peso molecular que la molecula C3o intacta. 

C3bi es muy susceptible a ataque con n•ipsina la cual rom­

pe la cade11a alfa en la región cercana al N-terminal y --­

p~ojuce dos fragmentos C3c y C3d. 

La porción C3d contiene el sitio de unión a las part.f_ 

c~las de C3b y permanece enlazado cuando C3c es separado -

( 7, 8). 

En la figura# 2, se encuentran representados en for­

ma esqaemática los estados suscesivos de activación y rom­

piMiento de C3. 

:3 sólo existe en el suero fresco, a medida que el 

suerc envejece esta globulina se degrada, el proceso de 

conversión puede ser inducido por calentamiento, presencia 

de cc:-:plejcs ar,ti.ge11c-anticuerpo, C1 esterasa y enzimas 

p~oteoliLicas, entre las que destaca la plasmir.a (9). 

Se ha cemostrado que C3 es sintetizado en el higado -

como una cadena polipéptidica ·simple (SPC) deno::'.inada tam­

bién pro-C3, tiene ';.1!1 peso molecular de 197000 Dal tons. 

- 12 - • 



Esta proteína ha sido aislada de plasma hu.mano fresco 

tratado con inhibidores de proteasas. 

Pro-C3 reacciona. con suero anti C3 alfa y anti C3 --­

beta. Adicionalmente suero anti SPC reacciona con C3 beta 

'revelando una reacción de identidad entre SPC y C3 e iden­

tidad parcial entre SFC y C3 alfa asi como entre SPC y C3 

beta. La composición de aminoácidos es muy similar entre -

pro-C3 y C3. En la tabla # 3 se puede apreciar la semejan­

za entre estas dos proteínas (8). 

La conversión de pro-C3 en C3 ?Curre posteriormente a 

su síntesis,. antes de la secresión o bien, en la sangre -­

por medio de 1 as proteasas del suero ( 8). 
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FIG 2 REPRE=SENTACION ESOUEMATICA DE LA 
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TABLA# 3 

COMPOSICION DE AMINOACIDOS DEL C3 

Mol de aminoácidos / Mol de proteína 

Pro C3 C3 C3 

Lisina 113. 9 . 115.2 111. 6 

Histidina 28.0 25.4 27.7 

Arginina 79.1 76.9 81.2 

Ac. aspártico 145.4 148.7 144.9 

Treonina 102.5 102.6 100.3 

Serina 107 .1 106.4 107. 5 

Ac. Glutámico 202.0 219.0 217.2 

Prolina 83.3 81.5 77.0 

Glicina 95.7 98.0 97.0 

Alanina 98.8 100.2 94.2 

1/2 Cistina ND ND ND 

Valina 140.9 142.3 141. 8 

Metionina 42.4 '40.9 44.3 

Isoleucina 1a:3 _77.1 -77.6 

Leucina 156.0 154.3 155.4 

Tirosina 58.6 58.2 56.2 

Fenilalanina 61.9 60.5 60.1 

Tripto.fano NO NO 14.4 

ND.: No Determinado 

(ref. s.11) 
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METABOLISMO 

Como cual~ier proteina del organismo, C3 está sujeta -

a un equilibrio dinámico, su concentración en suero refleja 

un balance entre síntesis y degradación (2). 

Por medio de análisis radioactivo se ha estudiado su -­

vida media en humanos normales, en diferentes trabajos, las 

proporciones de recambio de C3 son de 1.3 a 3.4; de 1.6 a --

2.7 y de 0.9 a 2.2 mg/100 ml. de plasmajhr. (2,10). 

La proporción de síntesis de C3 fue calcúlada suponien­

do un estado constante de catálisis y concentración en suero, 

obteniéndose un rango de Q,5 a 1.5 mg./Kg.jh.r. (10). 

SITIOS DE SINTESIS 

Por medio de cultivo de tejidos se ha demostrado que C3 

es sintetizado por médula ósea, ganglios linfáticos, mononu­

cleares, bazo e hígado, siendo este último el sitio princi-­

pal se síntesis, esto fue probado porque al realizar trans~­

plantes de hígado de un paciente a otro.con.diferente tipo -

alélico se observó que el receptor, después de la operación, 

poseía la variante alélica de. C3 del donador (2,12). 

No existe paso transplacental pues la evidencia de di-­

ferentes !ipos de C3 en plasma fetal y materno así lo de---­

lltllestran. Esta proteína es sintetizada a las nueve semanas 

de vida in~rauterina (2). 

CARACTERISTICAS INMUNOE:LECTROFORETICAS· 

En el suero .fresco el C3 se ve como un arco de precipi­

tina simé:rico que va desde la transferrina hasta la IgG •. 

- 16 -



En el suero almacenado tenemos C3bi el cual posee ma-­

yor movilidad electroforética y su arco de precipitina está 

un poco más hacia el ánodo que el de la transferrina. 

A veces aparecen trazados bifásicos intermedios en el 

suero almacenado según· las proporciones presentes de estas -

globulinas ( 9). 

GENETICA 

Hasta el momento no se ha determinado en que cromosoma 

se encuentra localizada su codificación genética, pero se sa 

be que se heredan como un caracter autosómico codominante 

(13). 

e 3 es una molécula polimórfica ( 13, 14) 

Existen 20 variedades alélicas determinadas electrofo­

rét~camente siendo las más comunes C3 S (de corrimiento len­

to) y C3 F (de corrimiento rápido): el resto de las varían-­

tes se han designado de acuerdo a su movilidad relativa (ver 

·tabla# 4). La distancia entre C3 s y una variante rara de-­

signada C3 F1.0 es tomada como unidad y todas ~as otras mo-­

vilidades son expresadas como u.n decimal con respecto a su -

d~stanc~a. Las diferencias alélicas se encuentran localiza-­

das en la porción C3c de la molécula (13,15) 

En la tabla # 5 se encuentran las Erecuencias alélicas 

¿e C3 en la poblacién mundial.· 

Existe también un alelo nulo denominado C3 • En homoci 

gotos a este alelo, C3 está ausente y las funciones del sue­

ro mediadas por complemento están disminuidas y presenta un 
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marcado incremento de susceptibilidad a infecciones por bac-

terias piógenas ( 13,14) .. 
En heterocigotos a esta deficiencia, la cantidad de C3 

en plasm~ esta reducida a la mitad de la concentración nor-­

mal (14). 

TABLA # 4 

VARIANTES A~ELICAS DE C3 

Corrimiento lento Corrimiento rápido 

C3 s C3 F 

C3 s 0.25 C3 . .f' 

C3 s 0,4 C3 F 0.5 

C3 s 0.5 C3 F 0.6 

. C3 s 0.6 C3 F 0.7 

C3 s 0.65 C3 F o.8 

C3 s 1.3 C3 F 0.85 

C3 s 1. 55 C3 F .0.9 

C3 F 1. o 

C3 F 1. 1 

C3 F 1.15 

C3 F 1. 2 

{re.e. 12~ 13, 14) 



TABLA# 5 

FRECUENCIAS ALELICAS EN LA POBLACION MUNDIAL 

POBLACION NUMERO s F ALELOS RAROS 

Caucásicos (USA)' 472 0.773 o. 219 0.008 

Noruegos 2590 0.789 0.205 0.006 

Suecos 1196 0.797 0.194 0.008 

Daneses 1164 0.823 0.177 0.001 

Finlandeses 1034 0.830 0.170 

Germam,: 3675 0.792 o. 200 0.003 

Australianos 600 0.788 0.207 0.005 

Bulgaros 127 0.815 0.185 

Georgianos (URSS) 232 o. 768 0.228 0.010 

Españoles 961 0.783 0.211 0.006 

Iranies 101 0,792 0.208· 

Islandeses 246 0.810 0.190 

Finlandés Mestizo 589 o. 940 0.060 

Suecos mestizos 148 0,973 0.027 

Nor~egos mestizos 198 0.937 0.063 

Cheremisses (URSS) 271 o.887 0.111 

Esquimales (Groelandia)63 0.936 0.064 

Orientales (USA) 68 0.993 0.007 

Negros (uSA) 154 0.948 0.049 0.003 

Angoleses 707 0.952 0.044 0.004 

Etiopes 218 o.888 o. 112 

( re.f.13) 
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APLICACIONES 

{

PRODUCCION DE ANTICUERPOS 

ANTI GENO 

( C3) RECEPTORES CELULARES (16) 

COOMBS.-HEMOGLOBINURIA PAROXISTICA NOCTURNA (1) 

INMUNOELECTROFORESIS.-FACTOR NEFRITICO (1 ,17,18) 

INMUNOHISTOLOGIA.-DEPOSITOS TISULARES (19,20 1 -

ANTICUERPO -21,22) 

(anti-C3) INMUNOGENETICA.-POLIMORFISMOS (23,24,25,26) 

INMUNODIFUSION RADIAL] 
CUANTIFICACION 

NEFELOMETRIA---------

-,20 -
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OBJETIVOS 

1.- Purificación del tercer componente del' complemento (C3) 

mediante la obtención de la fracción euglobulina por 

diálisis del suero humano contra agua, crornatografia en 

DEAE-celulosa y electroforesis en gel de poliacrilarnida, 

2.- caracterización del C3 

3.- Producción de anticuerpos específicos anti-C3. 

4.- Aplicación de estos anticuerpos para: 

Determinar la concentración sérica de C3 por inmu­

nodifusión radial, ya que la concentración de C3 es un 

excelente indicador de consillno de complemento, pues es­

ta proteína es activada tanto por la vía ciásica como -

por la via alterna. La determinación de C3 tiene además· 

otras venta~as que son:• 

a) es el componente más abundante de este sistema, lo 

cual facilita su determinación ; y 

b) es termoestable. 

- 21 -



2 
.TílABAJO 

EXPERIMENTAL 

·:l • 

~ 22 - ' 

, .. : . 



OBTENCION DE ANTICUERPOS ESPECIFICOS 

CONTRA C3 

PRECIPITADO DE 500ml DE 
SUERO DIALIZADO CONTRA 
AGUA DE LA LLAVE 

t 
REOISOLVER EN 75 mi DE PBS 

CROMATOGRAFIA EN 
Sephadex G200 

o ., 
.... 
o 
o 

trace 
'-DIALIZAR vs Po¡ 0.01, pH7 

ANTl-CJ 

o 
co 
N 
Q 
o 

,, 

O.OlM O.SM 
. -~ 

P04 pH7 

DEAE Ce.lulosa 
EQUILIBRADA EN 
P04 0.01M, pH 7 

frac e 
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PURIFICACION DE C3 

?u.ndamento 

PRECIPITACION DE PROTEINAS PLASMATICAS 

POR INFLUENCIA DE LA FUERZA IONICA 

cuando la fuerza ionica es baja no existen suficientes 

iones para formar la atmósfera necesaria alrededor de los -

grupos cargados de la molécula, es decir, se pierde el e--­

qu~librio entre fuerzas soluto-disolvente, ocasionando asi 

que las proteínas precipiten, siendo las primeras en hacer­

lo las moléculas más grandes (9,30). 

MATERIAL: 

Membrana de diálisis (3.5 cm. de diámetro) 

Centrifuga 

Tubos de centrifuga 

REACTIVOS: 

Plasma humano 

Agua de la llave 

Sol. amortiguada salina-fosfatos 

METODO: 

1.- El plasma humano se introduce en las membranas de diá-

lisis. 

2. - Se dializa contra agua de la llave toda la noche. 

3.- se centrifuga a 3 ooo rpm. durante 10 min. 

4.- El precipitado se resuspende en sol. amortiguada sali­

na-fosfatos. 
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Fundamento 

CROMATOGRAFIA POR PESO MOLECULAR 

EN SEPHADEX G 200 

Usando geles porosos de dextrán, como lo es el sephadex, 

las partículas pueden ser separadas basándose en sus dimen-­

sienes moleculares, 

Las proteínas que se encuentran sobre el límite de ex-­

clusión del gel no entran a las partículas de sephadex, 

mientras que las moléculas pequeñas sí, por tanto, las molé­

culas saldrán de la columna en orden decreciente (31 ,32). 

MATERIAL: 

Baño maria a 37ºC 

Bomba de vacío 

Columna de vidrio de 90 x 1.5 cm. 

Colector de fracciones 

Tubos de ensaye de 13 x 100 mm. 
Pipetas de 5 ml. 

Pipetas Pasteur 

Colorimetro (Spectronic 20, Bausch.and Lomb) 

REACTIVOS: 

Precipitado de la diálisis 

Sol. amortiguada salina fosfatos 

Sephadex G-200 (Pharmacía Fine Chemicals) 

Agua destilada 

:':" 

- 25.- '· , .. _' 



Polietilenglicol 20 000 (Sigma Chemical Company) 

Sol. de azul coomasie: azul coomasie brillante G-250 

(Sigma Chemical company) 0.01%, 4, 75~~ y 

ác. fosfórico al 8.5%. 

MONTAJE DE LA COLUMNA 

1.- Pesar 4.0 g. de sephadex G-200, hidratarlo en agua des­

tilada e incubar toda la noche a 37°C. 

2.- De a ere ar el sephadex y la sol. amortiguadora. 

3.- Ad'_cionar a la columna la sol. amortiguadora y vertir 

el sephadex cuidadosamente sin que se formen burbujas. 

4.- Una vez '1!7lpacada la columna se equilibra con la sol. a­

mortiguadora salina fosfatos. 

CORRIMIENTO DE LA MUESTRA 

1.- Eliminar la sol. amortiguadora de la parte superior del 

sephadex e inmediatamente aplicar la muestra dejándola 

caer suavemente por las Paredes de la columna. 

2.- D,ejar que penetre completamente la muestra. 

3.- Eluir con la so:. amortiguadora colectando fracciones 

de 2 ml. 

4.- De·:ermir~ar concentración de proteínas a las .fracciones 

por el método de Azul Coomasie (33) y trazar una curva 

de Densidad óptica contra número de fracción. 
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Para determinar en que parte de la cromatografía fué e­

luido el C3 se realizó IDR (18) para esta proteína en placas 

comerciales (Helena). Una vez identificadas las fracciones -

positivas a C3 se juntaron y se concentraron en Polietilen-­

gl 'col 20 ooo y se realizó una electroforesis en gel de po--

1 i.acr:Llamida. 

ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA 

Es un método ampliamente usado en la separación de 

proteínas y ácidos nucleicos ya que el medio de soporte, es 

decir, la acrilamida, es un material inerte y variando su -

concentración es posible separar unas proteinas de otras -­

( 34, 35). 

MATERIAL: 

cámara de electroforesis 

Fuente de poder 

Bomba de vacío 

Agitador magnético 

2 placas de vidrio· de 19 x 15. 5 cm. 

2 separadores de 19,5 x 0.2 cm. 

1 peine para nueve aplicaciones de 2mm. de espesor. 

Pipetas serológicas de 10.0, 5.0 y 1.0 ml. 

1 jer->.nga Hamilton de 50 microlitros (Hamilton Company) .. 
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REACTIVOS: 

Agar noble ( Laboratorios Difco) al 2~{ 

TEMED (N,N,N',N' tetrametilendiamino) (Sigma Chemical 

Company). 

Persulfato de amonio (Sigma Chemical Company) al 1()%. 

Sol. amortiguadora para el gel concent!ador: TRIS/HCL 0.5 .M 

pH 6.7 TRIS (hidroximetil) aminometano (Merck) 

Sol. amortiguadora para el gel resolvedor: ~RIS-HCL 1.5 M 

pH 8,9 

Sol. amortiguadora para corrimiento: TRIS 0.025 - GLICINA 

(Merck) 0.192 pH 8.3 

.. Azul de bromofenol (Sigma de México) al 2% 

Sol. de tinci6n: rsopropanol 25%, ác. acético 10%, azul 

coomasie brillante R (Sigma Chemical Company) 0.05% 

Sol. de acrilamida-bisacrilamída al 30 - o.8% Acrilamida 

(Sigma Chemical Cornpany) 

N, N-metilenbisacrilamida (Sigma Chemical Company) 

Sol. para desteñir: ác. acético al 5% 

METODO: 

Montaje de las placas de vidrio 

En una de las placas de vidrio marcar una linea a r2.o 
cm. d~ d '.s'=aricia y '.lna segunda linea a 1. o cm. de la ante-­

rior. Acoplar las dos placas de vidrio en la cámara de elec­

troforésis y entre ellas colocar los separadores vertical-­

mente, sellar los tres lados de la placa con agar, dejar se-

car. 
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Preparación del gel resolvedor al 10% 

Agua destilada 

Sol. acrilamida-bisacrilamida 

Sol. amortiguadora del gel resolvedor 

Persulfato de amonio 

12.4 ml. 

10.0 

7.5 

0.15 

Deaerear 5 min. con agitación, adicionar 15 microlitros 

de TEMED, agitar y aplicar.a la placa hasta la primera marca 

cuidando que ~o se formen burbujas. Adicionar agua destilada 

con una pipeta Pasteur dejándola caer suavemente para no rom­

per la interfase. 

El tiempo de polimerización es de 30 min., después de -

los cuales se lava con agua destilada y se seca con papel ~­

filtro. 

Colocar el peine en la segunda linea. 

Preparación del gel concentrador al 4.53 

Agua destilada 

Sol. de acrilamida-bisacrilamida 

Sol. amortiguadora del gel concentrador 

PersulfatÓ de amonio 

4.0 ml. 

1.0 

1.6 

0.07 

Deaerear 5 min. con agitación, Adicionar Q,003 ml. de -

TEMED, con agitación y aplicar a la ·placa con pipeta evitan­

do la .formación de burbujas. El gel polimeriza en 30 min., -

después de los cuales se retira el peine, se lava con agua 

destilada y se seca. 
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Preparación de las muestras 

1.- Las muestras se dializan contra la sol. amortiguadora 

qel gel concentrador (diluido 1:5) para evitar interfe­

rencias debidas a la concentración de sales. 

2.- Ajustar la concentración de proteína a 350 microgramos. 

3. - El vol. má.ximo por celda es de 50 microl i tros . 

Aplicación y corrimiento de la muestra 

1.- Aplicar las muestras en las celdas correspondientes, a­

gregar a cada celda 5 microli tros de azu:i:· de bromofenol, 

Llenarlas con sol. amortiguadora de corrimiento con una 

pipeta Pasteur, teniendo cuidado de no i'ebotar las ---­

muestras . 

. 2. - Llenar con sol. amortiguadora de corrimiento ambas cá--

maras. 

3.- Colocar el electrodo positivo (ánodo) en la cámara in-­

feriar y el electrodo negativo (c~todo) en la superior. 

4.- Apl1car al gel concentrador 10 miliamperios (nL~) totales, 

hasta que el frente del colorante entre al gel resolve­

dor, entonces incrementar el amperaje a 25 nlA. totales. 

5.- El corrimiento finaliza cuando el co-lorante sale por el 

ext~emo inJ:erior del gel resolvedor. 

Revelado 

1. - Sumergir la placa en la sol. di: tinci6n durante dos ho­

ras~ 

2.- Lavar la placa con sol. para desteñir, haciendo varios 

cambios hasta lograr visualizaci6n de las bandas. 
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Fundamento 

CROM.ATOGRAFIA DE INTERCAMBIO IONICO 

fül DEAE-CELULOSA 

La DEAE-eelulosa es empleada como una matriz de ínter-­

cambio ani6nico, capaz de enlazar electrostáticamente a pro­

tei.nas que poseen cargas opuestas a ella. El grado de unión 

depende de la intensidad de carga de ambas. 

Las proteínas pueden ser eluídas diferencialmente por: 

a) Incremento de la fuerza iónica del medio 

Al aumentar la concentración de iones, éstos compiten -

con las proteínas por los grupos cargados del intercambiador. 

b) Alteración del pH 

Cuando el pH de l~ sol. amortiguadora está cercano al 

punto isoeléctrico de cada proteína, la carga neta llega a -

ser cero, es entonces cuando la proteína se separa del inter­

cambiador (32,36). 

MATERIAL: 

Bomba de vacío 

Pipetas serol6gicas de 5.0 ml. 

Bomba peristáltica 

Colector de fracciones 

Tubos de ensaye de 13 x 100 mm. 

colorímetro (Spectronic 20, Bausch and Lomb). 

Tubos de diálisis de 3.5 cm. de diámetro 
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REACTIVOS: 

DEAE-celulosa (dietilaminoetil celulosa} (Sigma Chemical 

Company) 

Columna de 4.0 x 20 cm. 

Sol. amortiguadora de fosfatos 0.01M pH 7.0 

Sol. amortiguadora de fosfatos 0.01M, NaCl 0.05M pH 7.0 

Sol. de azul coomasie: azul coomasie brillante G~250 {Sigma 

Chemical Company) 0.01%, etanol 4.75 y ác. fosfórico -

a.1 a.53 • 
Polietilenglicol 20 000 (Sigma Chemical Company) 

Segunda fracción de la cromatografia es sephadex G-200 

MONTAJE DE LA COLUMNA 

La columna se empacó de acuerdo a las siguientes con-­

diciones : 

100 mg. de proteína por ~amo de DEAE-celulosa 

1.0g de DEAE-celulosa por 10 ml. de sol. amortiguadora de -

fosfatos 0.01M pH 7.0 • 

1.- Empacar la columna con DEAE-celulosa previamente acti-­

vada y deaereada (37). 

2.- Equilibrar la DEAE-celulosa con sol, amortiguadora de -

fosfatos 0.01M pH 7.0 (deaereado} por lo me11os con 5 -­

veces el volumen de la columna. 

CORRIMIENTO DE LA MUESTRA 

1.- Eliminar la sol. amortiguadora de la parte superior de 

la DEAE-celulosa e inmediatamente adicionar la muestra 

(2a. fracción de la cromatografía en sephadex que fue -
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previamente dializada contra la sol. amortiguadora con 

la que se equilibró la columna) dejándola caer suave--­

mente por las paredes de la col'Ulllna. 

2.- Dejar que penetre· completamente la muestra a la DEAE:-~ 

celulosa. 

3.- Adicionar sol. amortiguadora de fosfatos 0.01M pH 7.0 

y lavar con ella hasta que en el eluado no salga pro--­

teina. 

4.- Eluir entonces con gradiente salino forma.do por: 

Sol. amortiguadora de fosfatos 0.01M pH 7,0 

Sol. amortiguadora de fosfatos 0.01M, NaCl 0.5M, 7.0 

5.- Colectar .fracciones de 7 ml. aproximadamente y deter--­

minar la concentración de proteinas por el método de -­

Azul Coomasie y trazar una gráfica de densidad óptica -

contra número de .fracción. 

Para determinar en que tubos .fue eluido el C3 se rea-­

lizó IDR en placas comerciales (Helena) y una vez determi~ 

nada se procedió a juntar las .fracciones positivas a C3 y -

a concentrar con polietilenglicol 20 000. · 

Se realizó electroforesis en gel de poliacrilrunida con 

lo que se reveló la presencia de contaminantes en la frac-­

ción que contiene al C3 por lo que se procedió a realizar -

una electroforesis preparativa en gel de poliacrilamida. 

ELECTROFORESIS PREPARATIVA EN GEL 

DE POLIACRILAMIDA 

El material y método de esta técnica .fue descrito an-­

teriormente. 
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La cantidad de muestra por celda es de 50 microlitros, 

también se aplica un suero normal humano como marcador de -­

referencia. 

En esta técnica se emplea un método de visualización -­

inmediata y desnaturalizaci6n mínima para las proteínas, (38) 

lo que nos permite recortar únicamente 'la banda de C3. 

Método de Visualización 

MATERIAL: 

Lámpara de luz ultravioleta UVL-22 

Licuadora 

centrífuga 

Navaja 

Tubos de centrífuga 

REACTIVOS: 

Sol. salina fisiológica: Cloruro de sodio al 0.9% 

Sol. patrón de sulfonato de anilino naftaleno img/ml (Sigma 

Chemical Company). Para su uso se hace una dilución al 

0.003% con sol. amortiguadora de fosfato monobásico de 

sodio 0.1 M pH 6.8 

METODO: 

1.- Una vez terminada la electroforesis colocar el gel en -

la caja de Petri y cubrirlo con la sol. de sulfonato de 

anilino naftaleno. 

2.- Esperar 10 min. 

3.- Reve~ar· con la lámpara de luz ultravioleta, sobre un --
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fondo obscuro. 

4.- Identificar la banda de C3 y recortarla. 

5.- Colocar la banda de C3 en los vasos de la licuadora y -

agregarle sol. salina fisiológica. 

6.- Moler en la licuadora por 10 min. 

7,- centrirugar esta mezcla. 

·1 

8.- Separar el sobrenadante y determinar proteínas. 

Se ajusta a una concentración de 1mg/ml y se procede a 

su caracterización. 

CARACTERIZACION DE C3 

La caracterización de C3 se efectuó por: 

1.- Movilidad electroforétíca en gel de poliacrilamida. 

2.- Inmunoelectroforesis. 

3.- Doble difusión. 

INMUNOELECTROFORESIS 

F'Undamento 

Es un método cualitativo que combina los principios de 

la electroforesis de zona con reacciones antigeno-anticuer- · 

po en gel. El proceso se lleva a cabo en dos etapas: en la 

primera, la mezcla de proteínas es separada por electroro-­

resis de zona, y en el segundo paso los grupos de proteínas 

son analizados con antisueros especificas permitiendo la -­

Formación de arcos de precipitación (18,28). 
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MATERIAL: 

Placas de vidrio 

Separadores. de 2 mm. de espesor 

Pinzas metálicas 

Fuente de poder 

Cámara de electroforesis 

Electrodos 

Perforador para inmunoelectr~foresis LKB 

Cortádor para inmunoelectroforesis LKB 

Capilares 

Cámara húmeda 

REACTIVOS: 

• 

soL amortiguadora de barbi_turatos pH 8.6, .fuerza iónica -­

o. 075 barbi tura to de sodio, (Merck) 15.4 g/lt y ác. --­

barbitúrico (Merck) 2.76 g/lt. 

Agar noble (Laboratorios Difco) al 1.0% en sol. amortigua-­

dora de barbituratos. 

Rojo de Ponceau: rojo de Ponceau s (Sigma de México) o. 5g, 

ác. sulfosalicilico 7,5g, ác. tricloroacético 7,5g, 

diso~ver en 250 ml. de agua destilada. 

Sol. de ác. acético al s.or. 
Suero normal humano 

C3 purificado 

suero de conejo anti-proteinas totales de.humano 
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METODO: 

1.- un lado de una placa se barniza con agar y se deja secar, 

esto se hace con la finalidad de que no se despegue el -

agar. 

2.- Colocar el separador que cubre tres lados de la placa y 

cubrir con la otra placa de vidrio. 

3.- Sujetar con pinzas para que no se muevan las placas. 

4.- Adicionar el agar caliente, dejar gelificar. 

5.- Quitar las pinzas y retirar la placa de vidrio y el se--

parador. 

6.- Hacer las perforaciones en el gel. 

7.- Retirar el gel de los pocitos y aplicar la muestra. 

8.- Colocar en la cámara la placa y la sol. amortiguadora de 

barbi turatos. 

9.- Apl~car 100 volts hasta que el colorante migre 2.5 cm. -

aproximadamente. 

10.- sacar de la cámara, retirar el gel del canal y adicio-­

nar el antisuero. 

11.- Incubar en cámara húmeda, toda la nocpe permitiendo asi 

la difusión del antisuero. 

12.- Lavar la placa con varios cambios de sol. salina fisio-

lógica. 

13,_ Lavar con agua destilada. 

14.- Secar la placa. 

15. - Te!:ir con rojo de Pc:c1c.E'au durante 1 o min. 

16.- Destef'::'..l' cnn ácido acético al ~· 
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DOBLE INMUNODIFUSION 

Fundamento 

Es una técnica en la cual el antígeno y el anticuerpo 

difunden u.no hacia el otro a través de un gel, formándose -

una banda de precipitación donde alcanzan su punto de equi­

valencia (18,28). 

MATERIAL: 

Portaobjetos 

Separadores de 2 mm de espesor 

Jerihga Hamilton de 50 microlitros (Hamilton Company) 

Cámara húmeda 

Molde para doble difusión 

REACTIVOS: 

Agarosa 0.8% 

Sol. salina fisiológica: Cloruro de sodio al o. 9~~ 
Sol. de rojo de Ponceau: rojo de Ponceau S (Sigma de México) 

o. 5%, ác. sulfosalicilico 7. 5g, disolver en 250 ml. 

de agua destilada. 

Sol. de ác. acético al 5% 
Suero anti-C3 comercial (Sigma Chernical Company) 

suero anti-C3 de conejo 

C3 puro 

METODO: 

1.- Colocar entre el portaobjetos y el molde los separadores 

2.- D,ejar difundir la agarosa caliente por ui;.o de los lados 

3.- Dejar gelificar 
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4.- Depositar en cada pozo 50 microlitros de la muestra que 

corresponda. 

5.- Permitir su difusi6n en cámara húmeda. 

6.- Retirar el molde y lavar con sol. salina fisiológica. 

7.- Lavar con agua destilada 

8.- Secar 

9.- Teñir 10 min. con rojo de Ponceau • 

10.- Decolorar con sol. de ác. acético al 5%. 

/ 
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PRODUCCION DE ANTICUERPOS 

Se inoculó a dos conejos por via intramuscular con C3 a 

una concentración de 1.0 mg/ml cada semana, las dos primeras 

dosis se aplicaron con un vol. igual de aceite mineral como 

adyuvante. 

Se realizaron sangrías cada semana a partir de la ter-­

cera inoculación, observándose el titulo de anticuerpos por 

inmunoprecipitaci6n en capilar contra C3 puro. 

CARACTERIZACION DE LOS ANTICUERPOS 

Para determinar la especificidad del anticuerpo anti-­

C3 obtenido se utilizaron las técnicas de inmunoelectrofo-­

resis y doble difusión (materiales y métodos previamente -­

descritos). 

APLICACION DE LOS ANTICUERPOS 

DETERMINACION SERICA DE C3.POR 

INMUNODIFUSION RADIAL SIMPLE 

·Fundamento 

Es un método cuantitativo de difusión en gel, en el -­

cual un 3ntisuero especifico se encuentra uniformemente --­

distribuido en el agar y el antígeno se adiciona posterior­

mente en pozos circulares del gel, permitiendo que difúnda 

y forme halos de precipitación, los cuales son proporciona~ 

les a la conqen~ración de antigeno.(18,28) 
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MATERIAL: 

Placas de vidrio 

Separadores de 2 nun. de espesor 

Pinzas metálicas 

Perforador LKB 

Pipeta Pasteur 

Bomba de vacío 

Jeringa Hamilton de 50 rnicrolitros (Hartlilton Company) 

Estufa a 56ºC 

cámara hruneda 

Regla 

REACTIVOS: 

Agar noble (Laboratorios Di.feo) al 2.or. en soL amortiguada 

salina fosfatos. 

suero de conejo anti-C3 

Estándares de C3 

?{uestras problema 

1-!ETODO: 

1. - Colocar los separadores entre las placéis de vidrio per­

fe~ La~ente limpias. 

2.- Presionar con las pinzas. 

3.- Mezclar en un tubo la cantidad de agar y antisuero que 

corresponda a la dilusión deseada (dil.1:5). 

4.- Vaciar la mezcla a la placa y dejar gelificar. 
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.5. - Remover un vidrio y los separadores. 

6.- Hacer las perforaciones necesarias y retirar el gel de -

los pocitos. 

7.- Aplicar las muestras en el pozo que corresponda. 

8.- Incubar en cámara húmeda 24 horas. 

9.- Medir los halos de precipitación en cada pozo. 

10.- Trazar una gráfica de Diámetro al cuadrado (D2 ~ VS. --­

concentración de los estándares y extrapolar en ella la 

concentración de los problemas~ 

' .. 
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3 
RESULTADOS 

PURIFICACION DEL C3. 

CROMATOGRAFIA EN SEPHADEX G-200 

Al realizar la cromatografia en sephadex G-200 del 

precipitado obtenido por diálisis del suero contra agua de 

l~ llave, se obtuvo la .gráfica que se muestra en la fig.# 4. 

Mediante esta cromatografía eliminamos una gran ~anti­

dad de proteinas contaminantes de alto peso molecular, ta-­

les como Ig M, o 2 macroglobulina, B -l·ipoproteina e Ig G que 

son eluidas casi totalmente en la primera fracción. En la -

segunda fracción tenemos.al C3 contaminado Ig G, albúmina,­

:ransferrina y ,1 2 macroglobulina (fig.# 6 e). La tercera -

fracción contiene albúmina principalmente. 
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FIG 4 CROMATOGRAFIA EN SEPHAOEX 
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FIG 5 CROMATOGRAFIA l:N DE.AE- CELULOSA 
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CROMATOGRAFIA EN DEAE-CELULOSA 

La gráfica de.la figura# 5, muestra la cromatografia 

en DEAE-celulosa en la segunda fracción de la cromatografia 

en sephadex G-200. 

Como se puede apreciar en la fig. # 6 D, mediante esta 

cromatografía se eliminaron algunas de las proteínas conta­

minantes de C3, sin embargo, debido a la contaminación exis­

tente en esta fracci6n, se procedió a realizar la electro-­

foresis preparativa en gel de poliacrilamida. 

En la fig. # 6 se muestra la secuencia completa de la 

purificación de C3. 

CARACTERIZACION DEL C3 

1.- La movilidad electroforética en gel de poliacrilamida. -

. ( fi g. # € ) corresponde a la descrita por Pu tnam ( 3 9) . 

Por inmunoelectroforesis contra suero anti-proteínas 

totales (fig.# 7) forma un solo arco de.precipitina en 

la región beta que corresponde al reportado por xawai 

(9). 

3.- En doble difusión se observa reacción de precipitación 

de G3 con anti-C3 comercial (fig.# 8). 
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FIG. 6 •. Electroforesis en gel de poliacrilarnida que muestra 

la secuencia de la purificación de C3. A) suero no.rmal hWll! 

··no; B) riecipitado de la dialisis con agua de la llave, 

e) Segunda fracción de la cromatografía en sephadex G-200, 

.D) segunda fracción de la cromatogra.fia en DEAE-celulosa. 

E) C3 puro~ 
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FIG. 7. Inmunoelectroforesis de suero normal humano (1 ,3) 

y C3 ( 2, 4) ante. suero de conejo anti-prcíteinas totales (A) 

y suero de conejo anti-C3 ( B). 
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FIG.8. Doble in,munodi.fusión. C3 puro (1 ,2,3), suero anti-­

C3 de conejo (4,7) y suero anti-C3 comercial (5,6), 

- 49 ... 



CARAC'fERIZACION DE LOS ANTICUERPOS 

1. - Por i:1munoelectroforesis (fig .# 7 ) se observa que con -

suero humano normal se forma un solo arco de precipiti­

na en la región beta que corresponde a la reportada por 

Kawai (9). 

2.- Por cic1ble difusión (fig.# 8) se observa banda de iden-­

tidad con el suero de con~jo anti-C3 comercial. 

'éPLICACION DE LOS ANTICUERPOS 

Fuero probados 45 sueros humanos en las placas de in­

munociifusHn elaboradas con el suero de conejo anti-C3 y en 

las placas come~ciales (Helena), obteniéndose los resultados 

que se muestran en la tabla # 6 los cuales fueron analizados 

estadistica:nente con una regresión lineal, obteniendo un -­

coeficiente de correlación (r) de 0.94 • 
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TABLA # 6 

DETERMINACION SERICA DE C3 POR IDR 

C3 sérico en mg.% 

Mu.estra Obtenido por · Placa comercial 

este trabajo Helena ) 

1 76.0 105.0 

' 2 62.0 60.0 

3 72.0 75.0 

4 150.0 115.0 

5 5.0 30.0 

6 o.o o.o 
7 so.o 83.0 

8 63.0 60.0 

9 75.0 73.0 

10 68.0 10.0 

11 71 .o 70.0 

12 ·53.0 55.0 

13 61 .o 65.Ó 

14 74.0 10.a 

1 5 72.0 74.0 

16 90.0 90~0 

17 83.0 80.0 

18 85.0 87.0 

19 81.0 76.0 

20 90.0 91.0 

continiia·-
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... TABLA # 6 con tinu ac i 6:r: ••• 

21 55,0 58.0 

22 100.0 110.0 

23 111. o 120.0 

24 20.0 40.0 

25 30.0 38.0 

26 102.0 100.0 

27 115. O· 130.0 

28. 120.0 130.0 

29 122. o 135.0 

30 96.0 100.0 

31 87.0 81. o 
32 83.0 77.0 

33 50.0 55.0 

34 20.0 38.0 

35 57.0 55.0 

36 63.0 70.0 

37 68.0 65.0 

38 55.0, 50.ó 

39 80.0 78.0 

40 93.0 87.0 

41 99.0 100.0 

42 73.0 70.0 

43 105.0 11 o. o 

44 92.0 86.0 

45 66.0 70.0 
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4 
CONCLUSIONES 

De acuerdo con los resultados obtenidos observamos que 

la proteína se logró purificar por el método propuesto, en 

el cual se realiza una precipitación de las próteinas del -

suero hwnano al disminuir la fuerza iónica y por medio de 

las cromatografías en sephadex G-200 y DEAE-celulosa se lo­

gra eliminar contaminantes de manera que al realizar la 

electroforesis preparativa en gel de poliacrilamida es po-­

sible recortar la banda de C3 sin contaminante alguno. ' 

Er.. la t:i.bla # 7 se comparan varios métodos para puri--

ficar C3 y observamos que el propuesto en este trabajo cons­

-::a de ;:1enos pasos, con lo cual se reduce el tiempo, § ade-­

más se ob:iene un rendimiento igual al de los métodos pre-­

viamente descritos; lo cual hace de éste un buen método de 

elei:=cit.n en la purificación de C3 en un laborato:r.'io de esca-
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TABLA# 7 

COMPARACION DE METODOS DE 

Método A 

Muller-Eberhai.'d H.J 0.1-0. 2% 

et al (40) 

Muller;-Eberhard H.J. 

et al (40) 

Lachmann P.J.and Hobart 

M. J • ( 41) 

Lachmann P,J.and Hobard 

M.J • ( 41) 

Método propuesto en 

este trabajo 

A = Rendimiento 

B = Precipitaciones 

e = cromatografias 

D = Ultracentrifugaci6n 

o.2r. 

N.R. 

N.R. 

o.1% 

E = Electroforesis preparativa 

NR = No reportado 

..... .54 -
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sos recursos. 

La proteína purificada fue caracterizada como C3, pues: 

a) su movilidad electroforética en gel de poliacrilamida a­

sí lo confirma. 

b) Reacciona de manera específica con el suero anti-C3 co-­

mercial. 

c) Al probarlo por inmunoelectroforesis contra suero anti-­

proteínas totales de humano se observ6 una sola· banda 

que correspondió a C3. 

· Una vez caracterizada la proteína se procedió a la --­

producción de anticuerpos por inoculación de éste al conejo. 

La especificidad de 10s anticuerpos anti-C3 humano fue con­

firmada por: 

a) Doble difusión, en la que observamos banda de identidad 

entre el suero ant"i-C3 de conejo y el. suero anti-C3 co-­

mercial, lo cual indica que realmente obtuvimos anti-C3 

humano. 

b) Por inmunoelectroforesis, este suero .de conej9 fue pro-­

bado contra suero humano y contra C3 purificado en este 

trabajo, observándose en ambos una sola linea de preci~­

pi taci6n •. 

cuando se estableció la especificidad del suero anti-­

C3, fue empleado en la elaboración de placas de IDR, para -

cuantificación sérica de C3, las cuales ~vieron buena 

correla~i6n de resultados con respecto a los obtenidos en -
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la placa comercial (Helena) con que se estableció la compa­

ración. 

Los anticuerpos aqui obtenidos podrán tener otras apli­

caciones, tales como: 

a) Determinar la presencia de C3 como contaminante en la pu­

rificación de otras proteínas. 

b) Determinación de polimorfismos. 

i) para establecer la .frecuencia de cada alelo en la po­

blación mexicana. 

ii) establecer· sí se encuentra asociada a alguna enferme­

dad para emplearse como un marcador genético. 

e) Probar la presencia de C3b sobre los eritrocitos de pa-­

c.ientes con hemoglobinuria paroxística nocturna, ya que 

estos pacientes enlazan mayor cantidad de C3b qu.e los -­

eritrocitos normales du.xante la activación del comple--­

mento por cualquiera de sus dos vías. 

d) Determinación del factor nefrítico en el suero de pacien­

tes con glomerulonefritis membranoproliferativa. 

e) Conjugando anticuerpos .anti-C3 con .fluoresceina es posi­

ble detectar la presencia de C3b depositado sobre el --­

glomérulo, en biopsias de pacientes con glomerulonefritis 

membranoproliferativa¡ llegando a constituir una prueba 

diagnóstica para esta patología. 

;.. 56 -
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