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INTRODUCCION

~ El1 sistema del complemento constituye junto coh el apa-:
rato.inmune el mecanismo de defensa de los animales verte---
brados, estd formado cuando menos por 20 proteinas en su ma-
yoria termoldbiles que se encuentran normalmente en circula-
cién y se activan unas a otras en dos secuencias determinq—e :
das,’uha inidiada por la formacién de complejos antigeno-an-—
ticuerpo y la otra sin necesidad de éstos. |
. | Los efectos bioldgicos generados en este sistema pueden
ser clasificados en tres grupos: 1) enzimlticos, 2) quimio--
tdcticos y 3) modificadores de la permeabilidad vascular; —-
cuya finalidad es 1la lisis celular, promover la fagocitosis
y el proceso inflamatorio, viéndose asf razén para suponer -
que severas deficiencias en uno o mds componentes del COM=w
‘plemento pueden estar asociados con susceptibilidad a la in-
feccibn (1). '



. COMPLEMENTO

El complemento tiene dos vias de activacién, la via ——-
clésica y la via alterna;

Los componentes de ambas vias de activacién han sido --
caractefizados fisicoquimica y funcionalmente en el hombre,

En las especies menores el conocimiento de este sistema
es menos éompleto pero con los datos que se tienen es sufi--
ciente para permitir un andlisis filogénico de éste.

En las clases Arthropoda y Equinodermata'pertenecientes
al grupo‘de los invertebrados, se ha demostrado unicamente -
la presencia de la via alterna y de los componentes termina-
- les del sistema, lo que indica que la llamada via alterna es
la primera en desarrollarse, aun antes que la respuesta in--
mune con la cual se conectard posteriormente; Dentro de los
_vertebrados, los Ostracodermos (Agnatha) son la especie me—-

nor qﬁe 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 via cldsica. En la clase S
'Copdrictia se' ha demostrado la presencia de la via alterna y
se logrd aislar al componente C9. Con los estudios realizados
hasta el momento, los tnmicos animales en los que se ha de——-—
mostrado la preséncia de la via clésica son los mamiferoé(a).
Cada via es iniciada por diferentes agentes activadores,
siguiendo una‘secuquia determinada hasta que ambas conver--
gen en una ruta comin cuya finalidad es la destruccién de -

particulas extrafias,



VIA CLASICA

Los componentes de esta via podemos clasificarlos se—-
gun su funcidn en dos grupos: k
1) Proteinas activas: C1, C2, C3 y C4.

2) Inhibidores: C1 inhibidor (C1 INH), Proteina enlazante a
’ C4 (C4bp), C3b inactivador (C3b INA) yAlH.

Esta via es activada por complejos antigeno-anticuerpo
agregados de Ig G, bNA, proteiné C reactiva y algunas mem—-—
branas celulares (3,4).

La molécula encargada de iniciar la activécién es Cl,-
la cual estd formada por tres subunidades denominadas Clq,-
Clr y C1s, Clq se une a la regidn FC de las inmunoglobuli-—
‘nas o bien por unidn direcfa con la molécula activadora cu~
yos cambios conformacionales activan a Clr el cual a su vez
activa a C1s que es lLa subunidad que posee actividad pro-——-
teasa sobre las moléculas C2 y C4, rompiendé a cada una de
~_ellas en dos fragmentos: C2a, C2b, C4a, cab, generéndose la
onfmacién del complejo C4b,2a (C4,2) también dehominado "Cc3
cbnvertasa", complejo enzimdtico encargado de actuar sobre
el componente C3 rompiéndolo en dos fragmentos, C3a y CBb,-‘
y formar el complejo C4,2,3b con actividad ?CS convertasa® -
(4,5). - ,

La regulacién de esta via (4,5) es realizada de la si-~

guiente forma:



1.—TE1 C1 INH actda inhibiendo la actividad enzimitica de -
Cts por formacién de un complejo Ffirme e irreversible -
con €1,

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

" la formacién de C3bi que es una molécula inactiﬁa.

3.—- E1 b1H es un regulador que se une a C3b Pavoreciendo —-
asi la accién de C3b INA , es por ello que B1H es de--~
nominado C3b INA acelerador.

4, Lé proteina C4bp se une a C4b y Eacilitazasirsu destruc-

ciér por C3b INA.
VIA ALTERNA

Esta via también es conocida con el nombre de(via de -
la properdina. Esté constitufda por seis proteinas : Factor
B, Factor D, C3 y properdina, denominadas moléculas activas;
'y BIH V’C3b INA son los inhibidores de esta ruta,

‘ Su act1vac1on 1nmunoléglca puede ser por IgA y por IgG
- pero lo mds importante de' esta via es que puede ser activa-—
da por complejos de poliSacéridos , lipopolisacdridos, bac-
teriaé, virus, células infectadas por virus'y pardsitos en
ausencia de anticuerpos especificos, por lo cual constituye
.el componente molecular importante de defensa natural, don-
de no es necesaria la Fformacién del complejo antigeno-anti-

¢uerpo para su activacién (3,6).
El proceso de activacidén de la via alterna se puede —-

“dividir en dos etapas: Iniciacién y Amplificaciotn.



La etapa de iniciacién consiste en el depbsito de C3b
sobre las particulas biolbgicas, esto requiere del rompi---
miento enzimdtico de C3 en la fase fluida y generacién de -
C3b capaz de unirse a dichas particulas. Aparentemente hay
generacién constante de C3b, por rompimiento espontdneo de
C3, el cual al interactuar con el factor B en presencia de
iones Mg+ + y Factor D, el Factor B es dividido en dos ——w-
fragmzntos, Ba y Bb, forméndose el complejo C3b,Bb capaz —-
de romper mads C3. Una vez que C3b se ha unido a la superfi-
cie celular‘esté sujeto a dos procesos competitivos: Ampli-
ficacibébn y Control,

Durante la amplificacién se .depositan mds moléculas de
‘CBb alrededor de la molécula original de C3b. Este proceso -
se inicia con la formacién del complejo C3b,Bb, el cual —-
‘tiene una vida media de 1.5 min. a 37°C debido a la diso--—-
ciacién esponténea de la subunidad Bb en forma inactiva, el
sitio activo de esta enzima se encuentra precisamente en el
fragmento Bb, es por ello que requlere de la properdina pues,
actia como establllzador de tal manera que su vida medla a
37°C se incrementa a 10 min. (3,4).

Z1 _ompleJo formado es C3b, Bb(P) capaz-de actuar sobre
‘1as moléculas C3 y C5. o

Ev proceso nece51ua de un control eficiente, pues de -

' 10 contrarﬂo se dep051tarian moléculas de C3b en forma in--
' dlscrwmlnada sobre células del huésped y particulas extraﬁas.

El wecan-smo de regulaC16n se debe 1n1c1a1mente a la =



proteina sérica f1H que se une a C3b, evitando asi que --
éste interactiie con el factor B, formando el complejo C3b,
31H que es rapidamente inactivado por C3b INA.

El proceso por medio del cual se activa el mecanismo de
control ¢ de amplificacién no se ha determinado todavia pero
se han propuesto algunas explicaciones para esto. |
1.- Se sugiere que los carbohidratos cargados negativamente

' tales como membranas celulares unidas a &acido sidlico y
heparina, incrementan la afinidad de C3b unido a la —--
membrana por sTH, pero no para Bf, ‘ _

2,- Propone que el sitio de reconocimiento de‘CSb, es capaz
de interactuar con ciertas estructuras comunes para los
acti#adores de la via alterna y‘estas_interacciones.de;
‘bilitan el sitio de unién entre 41H y C3b (3,4).

VIA COMUN ' '

Fase de ataque a la membrana

std constituido por las reacciones de C5 a CB El e
complego originado aqui es-el responsable de la actlv1dad o
membranocl’tica del complemento,

‘Esta FPase se inicia con la activacién de C5, lo cual -
puede suceder por cualéuiera de las dos vias; es decir, por
'C4,2,3b o bien por C3b,Bb(P), rompiéndolo en dos Fracciones,
C=a que es un péptido bicldgicamente activo y C5b el cual se
wne a Cé y C7-de manera estable y se enlaza a la membrana,-

este complejo tiene una estructura tetramérica. A este com-—

L]



plejo se le une C8 y forma un complejo Csb-8, dos de estos
'cdmplejos se unen debido a la molécula C9 dando lugar al -
complejo (CS-—Q)2 que es el résponsable de la lisis celular
(3). '
CH ——————p~ CS5a=L5b
C5b+C6 ———m—spr C5b-6
CS5b~6+4C7 =t C5b-7
4 C5b=7 —~————e {C5b-7)
(€5b-7) 4+C8 e 4 C5D-8

2 C5b=846C9 ~mm—wmmmtn 2 C5b-9
2 C5b=9 mmmmmmmo~ (C5b-9),

. El mecanismo de regulacibn 1o ejerce la proteina S, la
éual se enlaza al complejo CS5b-7 modulando de esta Forma su -
capacidad citolitica. SR .

Durante el desarrollo de las reacc1ones del complemen—v

“to se generan una serie de actividades biolbgicas que indu-~
dablemente juegan un papel muy importante en numerosos fe-—-—
némenos inflamatorios de origen inmunoldgico y no inmunoléé
gico, ..

Estas actividades son causadas por algunos fragmentos
de los componentes liberados durante la activagién, comple-
jos multimoleculares y por ciertos componentes sin sufrir -
modificacién alguna (1 :4). En la tabla #1 se muestran algu—

nas de estas Euncxones.



FIG 1 VIAS DE ACTIVACION DEL COMPLEMENTO

VIA CLASICA
~activadores Ag-Ac

£ i : ref 5 e e

VIA ALTERNA
~ activadores  IgA o
~IF, B,C3,D lipopolisac.
o - polisac.

- _iFBC3 O



TABLA # 1
ACTIVIDADES ' BIOLOGICAS DEL COMPLEMENTO

ACTIVIDAD . COMPONENTES

Sobre células

Quimiotaxis sobre. polimorfonucleares _
' c3a, Csa

y macrbfagos
Incrementa movilidad de polimorfonu—

' cleares, " Ba
Inhibicién de la migracién de macrd-

fagos y difusién de macrébfagos, Bb
Movilizaéién de linfocitos medulares -  C3c‘
Agregacién y marginacién de polimor- o

’ fonucleares -en circulacién
y neutropenia (in Vivo)‘ . Cs5a
Agregacién de polimorfonucleares | '

' | ( in vitro ) Csa -
Secrecién de proteasas por macréfagés"; k '_‘C3b |
Liberacién de enzimas lisosomales de |

‘polimorfonucleares. : Csa

Inmanoadherencia - C4b, C3b
Opéonizacién: : . Cc3b

: Estimalacion de linfocitos B _ . C3b
Liberacién- de histahina por plaquetas Cc3, C1—6,

c1-9.

(ref;45



TABLA # 1
{ CONTINUACION )
- Citolisis c8, c9.
Modulacién de la respuesta inmune C3b, C4b,‘03d
“Sobre comple jos inmunes

Agregacibn , Clq
Solubilizacién ' , ‘ c3b

Sobre vasos y fibras de misculo liso

Incrementa permeabilidad vascular'y

contraccién del misculo liso LT C3a, Csa
" - Sobre formacidn de inmunoconglutinihas,_ L ‘ 'C3b‘,,
Sobre coagulacién

Mecanismo dependiente de plaquetas :

" ( solo conejo ) R oT- SN

Sobre virus
 Neutralizacién de herpes virus C t & CT, ca
Lisis de células infectadas con -

virus oncogénicos . Clq, C1-9

: v(ref-%}’)" “ |



TERCER COMPONENTE DEL COMPLEMENTO ( c3)

La molécula de C2 fue el primer constituyente del com--
plemento reconocido, aislado y descrito por Miiller-Eberhard

en 1960,

TABLA # 2
PROPIEDADES FISICOQUIMICAS DEL C3

Peso molecular . 180 000 Daltons {D) .
Movilidad electroforética beta

‘Constante de sedimentacién 9.58

Coeficiente de extincién (E,ge) 10

Contenido de carbohidratos 2,74

Cantidad en plasma . 80-130 hg%

'ESTRUCTURA QUIMICA

La molécula estd formada por dos éadenas"polipetidicés,
una de ellas con movilidad electroforética de alfa globuli-
'na,'constituida por 906 aminoicidos y peso molecular de.-——>
110 000 Ddltons y la otra de movilidad electroforética beta,
consta de 660 aminodcidos y un peso molecular de-7o‘000 Dal-
tons unidas por puentes disulfuro (3). ‘

“La serina es el aminodcido del N-terminal en ambas ca~
denas y C-terminal de la cadena alfa. E1 C terminal de la -
cadena. beta es una alanina (7). . '

La activacién de C3 se debe a la hidrélisis del enlace
peptidico qﬁmero 77 (entre arginina y serina) dé la cadena

alfa, por la "C3 convertasa". Este rompimiento;origina la -

RN &
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Formacién del Fragmanto C3a con un peso molecular de 9 000
Daltons v un fragmento mayor C3b de 171 000 baltons (7,8) .

C3z es inactivado por la enzima sérica carboxipepti--
dasa B, la cual remueve del C-terminal el residuc de ar-—--—
ginina (4). 7

C3b es inactivade por C3b INA, el <cual rompe la cade-
na alfa en dos fragmentos, unc de &7 Q00 Dalteons y otro de
43 000 Daltons., Ambos fragmentos estdn unidos por puentes
disulfuro a la cadera beta. La molécula de éSb rota , C3bi,
tiene €1 mismo peso molecular que ia molecula CSbvintacta.,
C3bi es muy susceptible a ataque con tripsina la cual rom-
pe la cadena alfa en-1a regibn cercana al N-terminal y ---
produce dos fragmentos C3c y C3d.

La porcién C3d contiene el sitio de unién a las partl
culas de C3b y permanece enlazade cuando C3c es separado -
(7,8). |
én la figura # 2, se encuentran representados en for-
ma esquematica los estados suscesivos de activacién y rom-

' piﬁientc de C3. ‘ o

23 sélo existe en el suero fresco, a medida que el --
suerc envejece esta globulina se degrada; el proceso de ~~
conversién puede ser inducido por calen;amiento, presencia
de cemplejes antidenc-anticuerpo, C1 esterasa y enzimas -
proteoliticas, entre las que destaca la plasmina (9).

Se na demcstrade que C3 es sintetizado en el higado -
como uha cadena polipéptidica ‘simple (SPC} denominada tame

bién pre-C3, tiene un peso molecular de 19700Q Daltons.,

- 12 - 4.



Esta proteina na sido aislada de plasma humano fresco
tratédo con inhibidofes de proteasas.

Pro-CS_reaccionaAcon suero anti C3 alfa y anti C3 www
beta, Adicionalmente suero anti SPC reacciona con C3 beta
revelando una reaccién de identidad entre SPC y C3 e iden-
tidad parcial entre SPC y C3 alfa asi como entre SPC y C3
beta, La composicidn de aminodcidos es muy similar entre -~
Pro-C3 y C3. En la tabla # 3 se puede apreciar la semejan-—
za entre estas dos proteinas (8).

La conﬁersién de pro-C3 en C3 ocurre posteriormente a
su sintesis, antes de la secresidn o bien, en la sangre --

por medio de las proteasas del sueroc (8).

77 ;113 -



FIG 2 REPRESENTACION ESQUEMATICA DE LA

MOLECULA DE €3 Y SUS PRODUCTOS

c3
HaN [ - —la COOH
' s S
3 H
C 18

3 convertasa -

2 ' < . J cab
S8 s
e 'S s
: . 2 L
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S Carboxupep ' '
tldasa B l <aC3b INA.
: J b 2 . i . 1
"C3ai Arg s s C3bi
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-3 Proteasa
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TABLA.- # 3

COMPOSICION DE AMINOACIDOS DEL C3

Mol de aminoécidosr/:uol_de protéina

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. aspéartico 145.4 148.7 144.9
Treonina 102.5 102,.6 100.3
Serina 107.1 106.4 . 107.5
Ac. Glutdmico - 202.0 . 219.0 217.2
Prolina 833 . 8l.5 77.0
Glicina . es.7 . eB.0 ~ 97.0°
Alanina ‘ 98.8 100.2 94,2
1/2 cistina = . ®w ND' ND -
Valina S 14009 1423 141.8
Metionina  42.4 40,9 44.3
Isoleucina 78.3 | 77.1° .77;6
Leucima - ' 156.0 154.3 155.4
Tirosina , 58.6 58.2. ¢ ' 56.2
Fenilalanina = 61.9 60.5  60.1
Triptofano - XD | . mp  14.4

ND:: No Determinado

'(ref.,8,11)b'
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METABOLIsMO

Como cualquier proteina del organismo, C3 esta sujeta -
a un equilibrio dindmico, su concentracibén en suero refleja
un balance entre sintesis y degradacién (2);

~ Por medio de analisis 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 plasma/hr. (2,10).

La proporcién de sintesis de G3 Ffue éalculada suponien-—
do un estado constante de catdlisis y concentracibn en'suerc,
obteniéndose un rango de 0.5 a 1.5 mg./Kg;/hr. (10).

SITIOS DE SINTESIS

Por medio de cultivo de tejidos se ha demostrado qué'CS
es sintetizado por médula ésea, ganglios linfdticos, mononu-
cleares, bazo e‘higado; siendo este dltimo el sitio princi--
pal se sintesis, esto fue probado porque al realizar trans§~‘
plantes de higado de un paciente a otro con diferente tipo -
~alélico se obsérvé que el receptor, deépués de la operacién,
poseia_la variante alélica de C3 del donador'(2,12). '

No existe paso transplacental pues la evidencia de di-- -

ferentes tipos de C3 en plasma fetal y maternd asi 1o dewm=—-
muestran, Esta proteina es sintetizada a las nuevevsemanés

~de vida incrauterina (2).

CARACTERISTICAS INMUNOELECTROFORETICAS -
En el suero fresco €l C3 se ve como un arco de predipi- 

tina siméirico 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 estd
un poco mas hacia el édnodo que el de la transferrina.

A veces aparecen trazados bifdsicos intermedios en el
- suero almacenado segin las proporciones presentes de estas -

globulinas (9).

GENETICA

Hasta el momento no se ha determinado en que cromosbma
se encuentra localizada su codificacién genética, pero se sa
be que se heredan como un carécter‘autosémico codominante —-
(13). ,

C3 es una molécula polimérfica (13, 14)

Existen 20 variedades alélicas determinadas electrofo-
_réticamente siendo las mas comunes C3 S (de cbrrimiénto'len—‘
to) y €2 F (de corrimiento rdpido); el resto de las varian-—-
tes se han designado de acuerdo a su movilidad relativa (ver
‘tabla #.4). La distancia entre C3 S y una variante rara de~-
signada'CS F1.0‘es'tomada como unidad y todas las otras Mmo=—

vilidades scon expresadas . coma un decimal con reSPecto a su -

distancia, Las diferencias alélicas se encuentran localiza-—-—

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

En la tabla # 5 se encuentran las frecuencwas alélicas
de C3 . en la poblac &n mundial.’

Existe también un alelo nulo‘denominado C3 . En homoci
gotos a este alelo, C3 estd ausente y las funciones del sue-

o medladas por complemento estdn disminuidas y presenta un

A




marcado incremento de sﬁsceptibilidad'a infecciones por bac-
terias piégenas (13,14) A '

En heterocigotos a esta deficiencia, la cantidad .de C3
en plasma esta reducida a la mitad de la concentracién nor--

mal (14).

TABLA # 4
VARIANTES ALELICAS DE C3

Corrimiento lento - Corrimiento rdpido

Q
w
)

C3
C3
C3
c3
-C3
c3
- c3
‘ 03}

0.25 SR R o
0.4 e e
0.5 . cs
0.6 - - o3
0.65 . . c3
R
:1;55‘ f‘ ;};!,'i ::f?‘*f   C3
i s s
.3

R
’f'Lwif i;,;  ,{V?;f?; ¥ip?¢3g

0.5

0.6

0.7

0.8 |
O.85_“'1¥7'."
0.9

1.0

11

B2 T 7 T 7 S 7 T N

1.1’75' ‘
1.2

Cm oo omg e

. (re£. 12, 13, 14)




TABLA # 5

FRECUENCIAS ALELICAS EN LA POBLACION MUNDIAL

POBLACION

CéuCASiEos (usa)

Noruegos

Suecos

Daneses

+ Finlandeses

Germanc:

Australianos

Bulgaros
Georgianos (URSS)

-Espariioles:

‘Iranies

Islandeses

Finlandésfmestizoi

Suecos mestizos
Nortiegos mestizos
" Cherenisses (URSS)

NUMERO

472
2590
1196
1164
1034
3675

600
127

232.

961
101

246

589
148

198

271

Esquimales (Groelandia)63

Orientales (USA)
‘Negreos (USA)
' Angoleses

Etiopes

(ref.13)

68
154
707

218

19

S

0.773.

0.789
0.797
0.823
0.830
0.792
0.788
0.815
0.768
0.783
0.792
0.810
0.940
0.973

0.937

0.887
0.936

0.993

0.948

0.959
' 0.888

_ ALELOS RAROS.

0.008
0.006
0.008
0. 001
0.003
0.005
0.010
00006



APLICACIONES

PRODUCCION DE ANTICUERPOS

" ANTIGENO-

( c3) - LRECEPTORES CELULARES (16)

ANTICUERPO-
(anti-c3)

FCOOMBS;—HEMOGLOBINURIA PAROXISTICA NOCTURNA (1)
rfNMUNOELECTROFORESIS.—FACTOR NEFRITICO (1,17,18)
T NMUNOHI STOLOGIA. -DEPOSITOS TISULARES (19,20,-

' ' | ~21,22)
- INMUNOGENETICA.~POLIMORFISMOS (23,24,25,26)

 -INMUNODIFUSION RADIAL

CUANTIFICACION (18,27,-
R -28,29)

“NEFELOMET RIA—m—=mmwm e




OBUJETIVOS

'1.;'Puri£icaci6n del tercer componente del‘ébmplemento»(CS)
‘mediante la obtencién de la fraccibn euglobulina por —-
didlisis del suerc humano contra agua, cromatografia en

' DEAE-celulosa y electroforesis en gel de poliacrilamida,

2.- Caracterizécién del C3
3.~ Produccién de anticuerpos especificos anti-C3.

- Aplicacidn de estos anticuerpos para:

:  Determinar la concentracién sérica de C3 por'inmu—
nodifusiébn radial, ya que la concentracién de C3 es un
excelente indicador de consumo de complemento, pues es-—

T ta proteina es activada tanto por la via ciasica'como -
por la via alterna. La determinacién de C3 tiene ademas
otras ventaias que son:: ' ’ ‘

a) es el componente mis abundante de este sistema, lo -

. cual facilita su determinacién iy .

b) es termoestable,
-




TRABAJO
~ EXPERIMENTAL




OBTENCION DE ANTICUERPOS ESPECIFICOS
CONTRA €3

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

]

REDISOLVER EN 75 m| DE PBS

‘L 0.01M O.5M
POy pH7
CROMATOGRAFIA EN e
el dex G200 DEAE Celulosa
ephadex , EQUILIBRADA EN
L T PO, 0.01M, pH 7

fracc : . frace

DIALIZAR vs PO, 0,01, pH7

- e - o
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PURIFICACION DE C3
PRECIPITACION DE PROTEINAS PLASMATICAS
- POR INFLUENCIA DE LA FUERZA IONICA
Fundamento ,

Cuando la fuerza ionica es baja no existen suficientes
icnes para formar la atmbsfera necesaria alrededor de los -
grﬁpos cargados de la molécula, es decir, se pierde el g-——
quilibric entre fuerzas soluto-disolvente, ocasionando asi
que las proteinas precipiten, siendo las primeras en hacer-
1o las moléculas m&s grandes (9,30).

MATERIAL: ‘

Membrana de didlisis (3.5 cm. de diémetro)

Centrifuga |

Tubos de centrifuga~'

REACTIVOQS: '

Plasma humano

' Agﬁa de la llave ; i

Sol. amortlguada sallna—fosfatos

METODO: ’

-~ 1 - El plasma humano se 1ntroduce en las membranas de dla— |
lisis, ‘ '

2.~ 8¢ dializa contra agua de la'llave‘todarla ﬁoche.

‘3.— Se centrlfuga a 3 000 rpm. durante 10 min.

'4 - E1 precipitado se resuspende en sol. amortlguada sall—

na—fosfatos.~




CROMATOGRAFIA POR PESO MOLECULAR
EN SEPHADEX G 200

Fundamento

Usando geles porosos de dextrdn, como lo es el sephadex,
las particulas pueden ser separadas baséndose en sus dimen—-—
siones moleculares.

'Las proteinas que se encuentran sobre el limite de ex--
clusién del gel no entran a las particulas de sephadex, ——w-
‘mientras que las moléculas pequefias si, por tarnto, las molé-

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

MATERIAL:

Bafio maria a 37°C

Bomba de vacio :
.Columna de vidrio de 90 x 1. 5 cm.
Colector de fracciones

Tubos de ensaye de 13 x 100 mm.

Pipetas’dé's ml.
PLpetas Pasteur -
‘Colorimetro (Spectronlc 20 Bausch and Lomb)

REACTIVOS:
Precipitado de la didlisis

Sol. amortlguada salina. fosfatos
Sephadex G-200 (Pharmacia Plne Chemlcals)
Agua destllada .




Polietilenglicol 20 000 (Sigma Chemical Company)

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

(Sigma Chemical Company) O.

4c. fosférico al 8.5%.

MONTAJE DE LA

1.- Pesar 4.0 g, de sephadex G-200,

tilada e incubar toda ia noche
2.~ Deaerear el-sephadex y la sol.
3.~ Adicionar a la columna la sol.
el sephadex cuidadosamente sin
4.- Una vez ampacada la columna se

mortiguadora salina fosfatos,

CORRIMIENTO DE LA

1.~ Eliminar la sol. amortiguadora

01%' 4- 75% y

COLUMNA

hidratarlo en agua des-
a 37°C.

amortiguédora.
amortiguadora y vertir
que se formen burbujas.

equilibra con la sol, a-

MUESTRA

de la parte superior del

sephadex e inmediatamente aplicar la muestra dejéndola

.caer suavemente por las paredes de 1a‘c01umna.

,\2.+—Degar que penetre completamente la. muestra‘

3.~ Eluir con la sol. amortlguadora colectando fracc1ones

de 2 ml.

4.~ Dezerminar concentraciéon de proteinas a las fracciones

‘por el método de Azl Coomasie

(33) ¥ trazar una curva

de -hnsmdad éptica contra nimero de fraccibm.




Para determinar en que parte de 1a cromatografia fué e-
luido el €3 se realizé IDR (18) para esta proteina en placas
comerciales (Helena). Una vez identificadas las fracciones -
positivas a C3 se juntaron y se concentraron en Polietilen--
glicol 20 000 y se realizb una electroforesis en gel de po--

liacrilamida,
ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA

Es un método ampliamente usado en la separac*én de w—-
protelnas y Acidos nucleicos ya que el medio de soporte, es
decir, la acrilamida, es un materlal inerte y variando su -~
concentracibdn es p051ble separar unas proteinas de otras —-

(34,35).

© MATERIAL:

Camara de electroforesis

Fuente de poder ’

Bomba de vacio

~Agitador magnético _ ; .
2 placas de vidrio:de 19 x 15 5 cm. _
2 separadores de 19.5 x O. 2 cm

1. peine para nueve aplicaciones de 2mm de espebor.
‘Pipetas seroldgicas de '16.0, 5.0 y 1.0 mL.

1 Jerwnga Hamilton de 50 mlcrolltros (Hamllton Company)




REACTIVOS: -

Agar"noble‘( Laboratorios Difco) al 2%
TEMED (N;N,N'.N' tetrametilendiamino) (Sigma Chemical
. Company) .
Persulfato de amonio (Sigma Chemical Company) al 10%.
Sol. amortiguadora para el gel concentrador: TRIS/HCL 0.5 M
PH 6.7 TRIS (hidroximetil) aminometano (Merck)
Sol. amortiguadora para el gel resolvedor: TRIS-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 tincién: Isopropanol 25%, &c. acético 10%, azul
. coomasie brillante R (Sigma Chemical Company) 0. 05%
'7861. de acrilamida-bisacrilamida al 30 - 0.8% Acrilamida
’ (Sigma Chemical Company)
. N, N-metilénbisacrilamida (5igma Chemical Company)
. S0l. para destefiip: 4c. acético al 5%
METODO:
| Mentaje de las placas de vidrio
‘VEn una de las placas de vidrio marcar uﬁa linea a 12.0
cm,>dé diétaﬁcia y una segunda linea a 1.0 cm. de la ante--
rior. Acoplar las dos placas de vidrio en la cémara de elec-
troforésis y entre ellaé colocar los separadores verticél-—
mente, sellar los tres lados de la placa con agar, dejar se-

- car,



Preparacibn del gel resolvedor al 10%

Agua destilada . 12,4 mi.
Sol. acrilamida-bisacrilamida 10.0
Sol. amortiguadora del gel resolvedor 7.5
Persulfato de amonio 0.15

Deaerear $ min; coh agitacibn, adicionar 15 microlitros
- de TEMED, agitar y aplicar a la placa'hasta la primera marca
cuidando que no se formen burﬁujas. Adicionar agua destilada
con una pipeta Pasteur dejdndola caer suavemente para no rom-
. per la interfase. | ' |

El tiempo de polimerizacién es de 30 min., después de -
~los cuales se lava con agua destilada y se seca con Papel‘;—
filtro, - ‘

Colocar el peine en 1a‘segunda 1inea, -
Preparacibn del gel concentrador al 4.5%

 Sol. de acrilamida-bisacrilamida 100
' Sol. amortiguadora del gel concentrador . 1.6
Persulfato de amonio B : 0.07

Deaerear 5 min. con’agitacién. Adicionar 0,003 ml, de -~
VTEMED; con agitaéién y aplicar a la placa con pipeta evitan;
do 1la férmacién de burbujas, E1l gel pdlimeriza en 30 min., - -
después de los cualeSVSe retira el‘peiye, se 1a&a‘con agua -

destilada y se seca,:



Preparacidn de las muestras
Las muestras se dializan contra la sol. amortiguadora -
del gel concentrador (dilufdo 1:5) para evitar interfe-
rencias debidas a la concentracién de sales
Ajustar la concentracidén de proteina a 350 microgramos.

Bl vol. mdximo por celda es de 50 microlitros .

Aplicacién y corrimiento de la muestra
Aplicar las muestras en las celdas co?respondientes, 2~
gregar a cada celda 5 microlitros de azu¥ de bromofenol,
Llenarlas con sol., amortiguadora de corrimiento con una
pipeta Pasteur, teniendo cuidado de no rebotar 1as =—w—-
muestras .

Llenar con sol, amortigunadora de coryimiento ambas Cl-—-—

maras.

Colocar el electrodo positivo (dnodo) en la cémara 1n~—

ferior y el electrodo negativo (cétodo) en la superior.

- Aplicar al gel concen*rador 10 miliamperios (ma) totales,

“hasta que el frente del colorante entre al gel resolve—

dor, entonces incrementar el amperaje a 25 ma. totales,
El corrimiento finaliza cuando el colorante sale por el

extremo inferior del gel resolvedor,

Revelado ‘
Sumergir la placa en la 501. de tincién durante dos ho-

rast

‘Lavar la placa con sol, para destefiir, haciendoc vafidsi

cambios hasta lograr visualizacién de-las bandas.
. L

'f":BQ ot



CROMATOGRAFIA DE INTERCAMBIO IdNICO
EN DEAE-CELULOSA

Fundamento

La DEAE-celulosa es empleada como una-matriz de inter——
cambio aniénico, capaz de enlazar electrostdticamente a pro-
tefinas que poseen cargas opuestas a ella; El grado de unién
depende de la intensidad de carga de ambas.

Las proteinas pueden ser eluidas diferencialmente por:

a) Incremento de la fuerza idnica del medio

Al aumentar la concentracién de iones; éstos compiten -
éon las proteinas por los grupos cargados del intercambiador,
b) Alteracién del pH '
' Cuando el pH de 1a sol. amortlguadora estd cercano al —'
punto isoeléctrico de cada proteina la carga. neta llega. a -
ser cero, es entonces cuando la proteina se separa del inter-

cambiador (32,36).

MATERIAL:

Bomba de vacio ’

Pipetas serolébgicas de‘S;O mli

Bomba peristdltica ;

" Colector de fracciones

Tubos de ensaye de 13 x 100 mm.

Colorimetro (Spectronlc 20, Bausch and Lomb)

Tubos de didlisis de 3.5 cm. de dlémetro




REACTIVOS:
DEAE-celulosa (dietilaminoetil celulosa) (Sigma Chemical
Company)

Columna de 4.0 x 20 cm. »

So0l. 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 dc. fosférico -
al 8.5% .

Polietilenglicol 20 000 {(Sigma Chemical Company)

Segunda fraccién de la cromatografia es sephadex G-200‘

MONTAJE DE LA COLUMNA
La columna se empacd de acuerdo a las siguientes con-—
diciones : ‘ ‘ |

| 100 mg. de proteina por gramo de DEAE—celulosa

1.0g de DEAE-celulosa por 10 ml. de sol. amortiguadora de -
Fosfatos 0.01M pH 7.0 . '

1.~ Empagcar la columna con DEAE-celulosa previaménte acti~—,

~ vada y deaereada (37). '

o 2.- Equilibrar la DEAE-celulosa con Sol. amortiguaddré de -
v fosfatos 0.01M pH 7.0 (deaereado) porvlo mencs con 5 -~

veces el volumen de 1la columna.

CORRIMIENTO DE LA MUESTRA
1.~ Eliminar la sol. amortiguadora de la parte superior de
la DEAE~celulosa e inmediatamente adiciondr la muestra

“(2a. fraccién de la cromatografia en sephadex que fue -




previamente dializada contra la sol. amortiguadora con
la que Se equilibré la columna) dejéndola caer suave-—-
mente por las paredes de la columna.
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.~ Bluir entonces con gradiente salino formado por:
Sol. amortiguadora de fosfatos 0.01M pH 7.0
Sol. amortiguadora de fosfatos 0.01M, NaCl O.5M, 7.0
5.- Colectar fracciones de 7 ml. aproximadamente y deter——
minar la concentracién de proteinas por el método de —-—
Azul Coomasie y trazar una grafica de densidad Optica -

contra numero de fraccibn.

Para determinar en que tubos fue eluido el C3 se rea-—
1iz6 IDR en placas comerciales {(Helena) y una. vez détermi—u
nada. se procedlé a juntar las fracciones p031t1vas ac3y -~
a concentrar con polietilenglicol 20 000.

_’ Se realizé electroforesis en gel de poliacrilamida con
1o que se revelé la presencia de contamlnantes en la frac—-—
cién que contlene al ' C3 por lo que se procedid a realizar -

una. electroforesis preparativa en gel de peliacrilamida.

ELECTROFORESIS PREPARATIVA EN GEL
DE POLIACRILAMIDA -
El material y método de esta técnica fue descritq(an--

teriormente,

B




. La cantidad de muestra por celda es de 50 microlitros,
tambiéﬁ se aplica un suero normal humano como marcador de —-
referencia,

En esta técnica se emplea un método de visuwalizacidn —
inmediata y desnaturalizacién minima para las proteinas, (38)

lo que nos permite recortar unicamente “la banda de C3.

Método de Visualizacidn

MATERIAL:

Lampara de luz ultravioleta UVL-22
Licuadora '
Centrifuga

Névaja ‘

Tubos de centrifuga

REACTIVOS:

sol. salina fisiolégicé: Cloruro de sodioc al 0,9%
Sol. patr6n de sulfonato'de anilino naftaleno img/ml (Sigma
' Chemical Company). Para su uso se hace ‘una dilucibn alﬁ
0.063% con sol. amortiguadora de fosfato_monobasico de
-sédlo 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.~ Revelar con la 1ampara'dé luz ultravibleta,‘sobre un —

- 34 -



fondo obscuro.
.- Identificar la banda de C3 y recortarla.
5.- Colocar la banda de C3 en los vasos de la licuadora y -
agregarle sol, salina fisiolégica. |
6.~ Molexr en la licuadora por 10 min.
.- Centrifugar esta mezcla.
8.~ Separar el sobrenadante y determinar proteinas.
Sg ajusta a una concentracién de 1mg/ml y se procede a

su caracterizacibn.

- CARACTERIZACION DE C3

La caracterizacién de C3 se efectud por:
1.~ Movilidad elecfrbforética en gelkde.poliacrilamida.
2.~ Inmunoelectroforesis. - '
3.~ Doble difusién.

INMUNOELECTROFORESIS
- Fundamento - |

Es un método cualitativo que combina loé'prinéipiOS‘de
la electroforesis de zona con reacciones antigeno-anticuer- -
po en gel. E1 proceso se lleva a cabo en dos etapas: en la
Primera, la mezcla de proteinas es sebarada por electrofo--
resis de zona, y en el segundo paso los grupos de proteinas
son analizados con antisueros especificos permitiendo la -

formaC16n de arcos de precipitacién (18,28).
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MATERIAL:

Placas de vidrio

Separadcres de 2 mm., de espesor

Pinzas metalicas

Fuente de podexr

Ccamara de electroforesis

Electrodos

Perforador para inmunoelectrqforesis LKB ' »
Cortador para inmunoelectroforesis LKB

Capilares ' v

Cémara humeda

REACTIVOS: _ ;

Sol. amortiguadora de barbituratos pH 8.6,‘fuerza.i6ni¢a _—
0.075 barbiturato de sodio;(Meick)'15.4 g/t v 4C. “em
barbitirico (Merck) 2.76 g/lf. . - ' '

Agar noble (Laboratorios Difco) a1‘1.0% en‘éol. amortigua——
dora de barbi turatos. B

ROJO de Ponceau: rojo de Ponceau 8 (Slgma de Méx1co) O Sg,
4c. sulfosalicilico 7.5g, &c. tricloroacético 7.54, -
disolver en 250 ml. de agua destilada; o

501. de ac. acético al 5.0%

Suero normal humano

C3 purificado

Suero de conejo antl—proteinas totales de humano -

=36




METODO:

1.— Un lado de una placa se barniza con agar y se deja'secaf,

| esto se hace don la finalidad de que no se despeque €l -~
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.

.~ 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. L

8.~ Colocar en la cémara la placa y la sol. amortiguadora de
barbituratos. '

9.~ Aplicar 100 volts hasta que el colorante migre 2.5 cm. —
- aproximadamente. ' ERE 7

10.~ Sacar de la cé&mara, retirar el gel del canal y adicio-- .
' par el antisuero. ' ' ' }

11.- Incubar en camera humeda, toda la noche permitiendo asi 
~la difusidén del antisuero, .

:12‘~_Lavar la placa con varios cambios de sol. salina fisio-
légiqé. 7 ' '

13.- Lavar con agua destilada.

14.- Secar la placa. ‘ .

15.- TeRir con rojo de Porceau durante 10 min,

 16.~ Destefiir con dcido acético al %?.

. ;'37'_‘” J;



DOBLE INMUNODIFUSION

Fuhdamento

Es una técnica en la cual el antigeno y el anticuerpo
difunden uno hacia el otro a través dé un gel, formdndosé -
una banda de precipitacién donde alcanzan su punto de equi-
valencia (18,28). |
MATERTIAL:
Portacobjetos ; - .
Separaaores de 2 mm de espesor S :
Jerihga Hamilton de 50 microlitros (Hamiifon Company)
Camara himeda \ '

Molde para doble difusibn

REACTIVOS:

Agarosa 0.8%

Sol. sallna flSloléglca. Cloruro de sodlo al 0. 9ﬂ_

.Sol de rOJo de Ponceau: rojo de Ponceau S .(Sigma de México)
0.5%,: éc. sulfosalicilico 7. sg, disolver en 250 ml.
"de agua destilada.

Sol. de 4c. acético al 5%

“Suero anti-C3 comercial (Sigma Chemical Company)

" Suero anti-C3 de conejo |

c3 puro o

METODO: _ . L :

1.~ Colocar entre el portaobjetos'y'el:molde'los'seﬁaradbres

2.~ Dejar difundir la agarosa callente _por. uno de los: 1ados

S 3.~ DeJar gelificar-

o  '-“38 ¥f;{_‘




4. -

50"
64"

-

8., -
9.~

Depositar en cada pozo 50 microlitroes de la muéstra que
corresponda,

Permitir su difusién en cdmara himeda.

Retirar el molde y lavar con sol. salina fisidlégica.

Lavar con agua destilada

‘Secar

Teflir 10 min. con rojo de Ponceaun -

10. -~ Decolorar con sol, de &q. acético al 5%.




PRODUCCION DE ANTICUERPOS
Se inoculd a dos conejos por via intramuscular con C3 a

una concentracién de 1.0 mg/ml cada semana, las dos primeras
dosis se aplicaron con wn vol. igual de aceite mineral como

adyuvante.
Se realizaron sangrias cada semana a partir de la ter—-

cera inoculacién, cbservandose el titulo de anticuerpos por

inmunoprecipitacién en capilar contra C3 puro.

CARACTERIZACICN DE LOS ANTICUERPQOS

Para determinar la especificidad del anticuerpo anti--
C3 obtenido se utilizaron las técnicas de inmunoelectrofo—;
resis vy doble difusibén (materiales y métodos previamente —— .

descritos).

APLICACION DE LOS ANTICUERPOS
DETERMINACION SERICA DE C3.POR
- INMUNODIFUSION RADIAL SIMPLE
Fundamento : ' ' '

" Es un método cuahtitativo de difusibdn en gel, en el ~-
cual un antisuero especifico se encuentra uniformemente -—-—-—
" distribuido en el agar y el antigeno se adiéiéﬁa posterior-
mente en pozos circulares del gel, permitiendo que difunda '
y forme halos de precipitacibn, los cuales son prdpbrciona;

. les a la concentracién de antigeno.(18,28) .




MATERIAL:

Placas de vidrio

Separadores de 2 mm. de espesor

Pinzas metdlicas

Perforador LXB

Pipeta Pasteur

Bomba de vacio _
Jeringa Hamilton de 50 microlitros (HamiltonfCompany)v
Estufa a 56°C 7 :
Cémara himeda

Regla

REACTIVOS: ,
Agar noble (Laboratorios Difco) al 2.0% en sol, amortiguada.
salina fosfatos, ' ' : ‘ N
Suero. de conejo ahti—CB
Estandares de C3

Muestras problema

METODO: ‘ . ) )

1.~ Colocar los separadores entre las placds de‘vidrio per—~
fectamente limpias. ‘ Ak

2.- Presionar con las pinzas.v

3.- Mezclar en un tubo la cantidad de agar y antisuero que
éorrespbnda a la dilusién deseada (air.1:5). -

4.- Vaciar la mezcla a la placa y dejar,gelificaf.

R



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 cdmara himeda 24 horas.

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

10,~ Trazar una grafica de Didmetro al cuadrado'(D2§ VS, ——m
concentracién de los estidndares y extrapolar en ella la

concentracién de los problemas.




RESULTADOS

. PURIFICACION DEL C3,
 CROMATOGRAFIA EN SEPHADEX G-200

- Al realizar la cromatografia en sephadex G-200 del ~——'
precipitadc obtenido por diélisis del suero contra agua de
1?'11ave,'se obtuvo la .grafica que se muestré'en la fig.# 4.
i Mediante esta gromatografia eliminamos una gran canti-
dad ﬁe proteinas contaminantes de alto peso molecular, ta-—-—
les come Ig M, a, macroglobulina;,B—Lipoproteina e Ig G que
'son eluidas casi totalmente en la primera fracciétm. En l1la -
segundé fraccién tenemos al C3 contaminado Ig G, -albimina,~
transferrina y a, macroglobuiina (fig.# 6 C), La tercera - , -

fraccién contiene albtmina principalmente.
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FIG § CROMATOGRAFIA EN DEAE- CELULOSA
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CROMATOGRAFIA EN DEAE-CELULOSA

La gréfica de.la Figura # 5, muestra la cromatografia
en DEAE-celulosa en la segunda fraccién de la cromatografia
en sephadex G-200.

Cbmo se puede apreciar en la fig. # 6 D, mediante esta
cromatografia se eliminaron algunas de las proteinas conta-
minantes de C3, sin embargo, debido a la contaminacidn exis-
tente en esta fraccibén, se procedid a reélizar la eleétro~—
foresis prepavrativa en gel de poliacrilamida.

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

purificacién de C3.

. CARACTERIZACION DEL C3

T~ La movilidad electroforética en gel de poliacrilamida. -

C . (fig. #€) corresporide a la descrita por Putnam (39).

2,~ Por inmuncelectroforesis contra suero anti-protefnas —-
totales (Fig.#7) forma 4in soclo arco. de precipitina en

la regibn beta que corresponde al reportado por Kawai
(9). |

3.~ En doble difusién se observa reaccibén de precipitacibn

de C3 con anti-C3 comercial (fig.#8). ~



"‘FIG.YS.) Electrbforesis en gel de poliacrilamida que muestra

; 1a secuencza de la pun.f:‘:cacmn de C3, A) Suero normal huma

v"“no, B) Precxplt:ado de 1a d1a1151s con. agua de la uave,
L Segunda fracc16n de 1a cromatografia en sephadex G-200, S
D) Segu.nda fracc:.én de la cromatografia en DEAE-celulosa.

.E) c3 puro. e ' :
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CARACTERIZACION DE LOS ANTICUERPOS

1.- Por ihmunoelectroforesis (fig.#7) se observa que con -
suero| humano normal se forma wn Solo arco de precipiti-
na enila regibn beta que corresponde a la reportada por

(9).

2,~ Por dgble difusidn (fig.# 8) se observa banda de iden-—-—

¥awai

- tidad |[con el suero de conejo anti-~C3 comercial.

 APLICAGION DE LOS ANTICUERPOS

- ~Fueron probados 45 suefos humanos en las placas de in-
“munodifusién elaboradas con el suero de conejo anti-C3'y en

las- placas comerciales (Helena), obteniéndose los resultados

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

“estadistlcanente con una regresibn llneal obteniendo un —-

'coe£1c1ente de correlacién (r) de 0.94 .




TABLA # 6
DETERMINACION SERICA DE C3 POR IDR
C3 sérico en mg.%

Muestra Obtenido por : " Placa comercial -

este trabajo ( Helena )

76.0 ~105.0
62.0 © 60.0 .
72.0 . 15.00
150.0 . 115.0
5.0 o k0.0
0.0 oo
. 80.6 . 83.0
63.0 . . 60.0
75.0 . 13.0
| A 680 : L 20,0
t:,d?erv‘ i ’ 7?:Q'L' o i; ,. 70,0 S
a2 s3.0 o ss.0
13 610 s
e 74.0 . 7000
s 920 740
16 . 90,0 . 900
17 B30 .7‘ff ol B0.O
J18 85.0 ~ . 87.0
19 st T 1800
20 %00 ;,f ~f.‘ - 91.0

——d

Lo B+ S IS TN DI L ST

-
=]

© ‘continda -~ - .




21
22
23
24
25
26

27
28

29

.;31

S
33

34

35
k;f58 
39
40 -
' g4t

4

a5

&

TABLA # 6

55.0
100.0
111.0

20.0

. 30.0
102.0
115.0°
120.0 .
122,0
96.0
87.0
- 83.0
- 50.0
- 20.0
57.0

. 63.0
68,0

©55.0-
80.0
93.0
'99.0
73.0
105.0

92,0

[66.0

continuaciér. ..

58.0
110.0
120.0
40.0
38.0
100.0
- 130.0
130.0
135.0
11000
81.0
77.0
55.0
38,0
55.0
70.0
5.0
 5056
78.
87,
100.
- .70,
' 110.0 |
1 86.0
70,0

O 0o 0’0o



' CONCLUSIONES -

_ Deiacuerdorcon ibs‘resultadoébqbtenidos observamos que
1é'pr¢teina se logrd purifiéar por el método propuesto, en
el cual. se realiza una precipitacién de las protefnas del -
suero humano al disminuir la fuerza i6mnica y por medio de -
las cromatografias en sephadex G-200 y DEAE-celulosa se lo-
gra el;mlnar contaminantes de manera que al reallzar la ——-
electrqfore51s'preparatlva en gel de poliacrilamida es po--
sible recortar la banda de C3 sin contaminante alguno.'
En la tabla # 7 se'comparan varios métodos para puri-- -
’fi;ar C3-y observamos que el prdpuesto en este trabajo cons—
ta de Tenos pésos, con lo cual se reduce el tiempo, § ade—-
méskse obtiene un rendimiento igual al de los métodos pre--
viamente descritos; lo cual hace de éste un buen método de

eleccién en la purificacién de C3 en un laboratorio de esca-

os3 -



TABLA # 7

COMPARACION DE METODOS DE PURIFICACION

Método ‘ A B. C D E
Muller-Eberhard H.J 0.1-0.2% 2 2 _ -
et al (40) '

Muller-Eberhard H.]J. 0.2% . -2 T é. o1
et al (40) o ’
Lachmann P.J.and Hobart N.R; 4 3 - S e
M.J. (41) ' o :
Lachmann P,J.and Hobard N.R. 2. 2 b L
S MJJ. (41) ‘ o LT e
' Método propuesto en 70,1%'~ B 2f, 7¢1“— T

este trabajo

‘A = Rendimiento e e
B = Precipitaciones S G :

C = Cromatografias

D = UltracentrlfugaC16n‘ -

E = Electrofor931s preparatlva

NR = No reportado B S e ]




SOS recursos.
La proteina purificada fue caracterizada cdmo C3, pues:
a) Su movilidad electroforética en gel de poliacrilamida a-
sf lo confirma.
b) Reacciona de manera especifica con el suero anti-C3 co--
mercial,
¢) Al probarlo por inmunoelectroforesis contra suero anti--
proteinas totales de humano se observd una sola-bapda -

que correspondié a C3.

Una vez caracterizada la proteina se procedib a la ——-
produccidén de anticuerpos por inoculacién de éste al conejo.
La'especificidad de los anticuerpos anti-C3 humano fue con-

firmada por:

a) Doble difusién,>en la que observamos. banda de identidad
kentré el suerc anti-C3 de conejo y éi'suero anti-C3 co=- -
mercial, lo cual indica que realmente obtuvimos anti-C3 |
‘bumano. | ' ' ' _

b) Por 1nmunoelectrofore31s, este suero . de conego fue pro~—

',bado contra suero humano y contra C3 purlflcado en este
i‘trabaao observéndose en ambos una sola linea de pre01-—‘

p1tac16n.,

»Cuando se establecid la especificidad del suero anti--
C3, fue empleadd en la elaboracién de placas de IDR, para -
cuantificacién sérica de C3, las cuales. tuvieron buena w=—w-

correlacién de resultados con respecto a los obtenidos en -




la placa comercial (Helena) con que se estableci¢ la compa-

racibn.

Los anticuerpos aqui obtenidos podrén tener otras apli-

- cacliones, tales como:

‘a)

b)

o

Determinar la presencia de C3 como contaminante en la pu-

rificacién de otras proteinas.

Determinacién de polimorfismos.

i) para establecer la frecuencia de cada aielq en la po-
blacién mexicana.

ii) establecer si se encuentra asociada a alguna enferme-
dad para emplearée como un marcador genético.

“Probar la presencia de C3b sobre los eritrocitos de pa--

cientes con hemoglobinuria paroxistica nocturna, ya que

estos pacientes enlazan mayor cantidad de C3b que los —--

eritrocitos normales durante la activacién del complem—-—

" mento por cualquiera de sus dos vias.

a)

Determinacién del factor nefritico en el suero de pacien~

t

" tes con glomerulonefritis membranoproliferativa.

) diaghcéticavpara esta patologia.

Conjugando anticuerpos anti-C3 con Pluoresceina es posi-

' ble detectar la presencia de C3b depositado sobre el ———

glomérulo, en biopsias de pacientes con glomerulonefritis

~membranoproliferativa; llegando a constituir una -prueba
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