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RESUMEN

Se propone una técnica de purificacidn para Bz-m;
la cual consiste en colectar orinas de pacientes post-trans
plante renal de 1-9 dfas. Las proteinas urinarias son adsor
bidas por cromatografia en DEAE-Celulosa y eluidas por gra-
diente discontinuo con solucién reguladora de fosfatos 0.05
0.1, 0.17, 0.2 M, pH 6.8. Se dializa la fraccidén 0.1 M para
luego liofilizarla. Se resuspende el liofilizado y se pasa
en una columna de sephadex G-75. La fraccidn de exclusidn
se dializa y filtra en amicdn M 50 ; se liofiliza. La pro -
teina obtenida se ajusta a una concentracidn de 150 pg/ml ,
y se caracteriza por doble difusidn en microtécnica con an-
tisuero comercial anti Bz-m'; su peso molecular se determi-
na mediante electroforésis en acrilamida-SDS en donde ade -
mds se ve el grado de pureza de la proteina; la inmunoelec-
troforésis con anti proteinas totales descarta la presencia
de proteinas sé&ricas humanas. La protefna se conjuga con =--
carbodiimida a alblmina sérica bovina y se inocula a cone -

jos obteniendose anticuerpos especificos.



INTRODUCCTION

La Beta-2-Microglobulina ( Bz-m) fué aislada por
primera vez por Bergglrd y Pearn en 1969 a partir de la ori
na de pacientes con alteraciones renales tubulares. Su fun-
cidn es aln desconocida, sin embargo parece tener relacidn_

con el aparato inmune por las siguientes razones:

a) La secuencia de aminodcidos tiene una gran homolec -~
gfa con el dominio 3 de la IgG.

) Se encuentra formando parte de receptores como el -
HLA loci A, B y C; asi como otros que tienen que ver con la
reactividad de linfocitos.

¢) Recientemente se ha demostrado la correlacidn entre
incrementos plasmiticos o urinarios de esta proteina con al
gunos estados de enfermedad, como en el rechazo inmunoclégi-
co de transplante renal, en estados de inmunodeficiencia --

como en el cincer vy el sindrome de inmunodeficiencia adqui-

rida (SIDA).



GENERALIDADES

La gz-m es una proteina peguefla constituida por_
100 amino&cidos gue pertenece por su mevilidad electroforé-
tica al grupo de las y-globulinas, en la posicidn 25 y 81
se une por un pﬁente disulfuro por lo que es una proteina -~
globular; se ha visto que carece de polimorfismo asi como -
de carbohidratos y que a un pH inferior de 5.5 se desnatura
liza.(2,12,89)

En la tabla 1 se muestran algunas de sus propie -

dades.

TABLA 1

Propiedades de la 82-m.(4)

Peso molecular 11,815
Punto isoceléctrico a 5°C 5.4-5.7
Coeficiente de sedimentacidn, S°2°w 1.6 8

Velocidad de friccidn f/fo 1.16




Se han estudiado B.-m de diferentes especies y se
encontrd que tienen propiedades muy similares. Las especies
que estan totalmente caracterizadas son: humana, conejo, co
bayo y rata; parcialmente las de pollo, bovino, perro y al-
gunos primates.(26)

En las especies estudiadas no se ha visto polimor
fismo aunque en cobayo se encontraron dos tipos. Tanto sus_
pesos moleculares, movilidad electroforética y secuencia de
aminodcidos son parecidos, pe;o a pesar de esto no se ha ~-
visto que los anticuerpos obtenidos en contra de unas reac-
cionen cruzadamente contra otras.(26)

El catabolismo de 1la 82-m es en rifién, en las cé-
lulas epiteliales del tiibulo proximal.(5;6,11).8n circuns -~
tancias normales la 82-m de suero es filtrada por el glomé-
rulo renal y catabolizada en los tdbulos proximales y en pe
quefias cantidades reabsorbida. En pacientes con dafio renal_
la actividad catabdlica de las cé&lulas tubulares estd perdi
da lo que provoca un incremento de la concentracidn de Bz-m

tanto en suero como en orina.({21,47)



aZ-M Y SU HOMOLOGIA CON LAS INMUNOGLOBULINAS

Smith y Poulik fueron los primexos en estudiar la
estructura primaria de la Bz-m humana y aungue incompleta -
su investigacidn encontraron que 24 aminodcidos son homSlo-
gos con la secuencia de la cadena pesada de la 149G princi -~
palmente el dominio 3. Posteriormente Peterson y colaborado
res establecen la secuencia completa de la protefna y en --

cuentran que la homologia entre §_-m y la IgG (dominio 3) ~

2
es de 28 aminodcidos.Sin embargo, se ha observado que a pe-
sar de su parecido no hay reaccidn cruzada dé anti 62-m con
las diferentes inmunoglobulinas ni con las cadenas ligeras_
K, A y la cadena J ni con anti inmunoglobulinas y Bz-m. la_
sintesis y-expresién de los anticuerpos y la Bz-m son inde-
pendientes.(4,25,26,30,33)

Igualmente se encontrd homologfa en Bz-m de ratédn
y conejo y sus respectivas IgG y de igual modo se ha visto_
que no hay reaccién cruzada entre estas.(3)

Debido a su extraordinaria similitud entre la por

cidn CH3 de la IgG y la Bz-m se ha propuesto un origen evo-

lutivo, a partir de un gen ancestral comfin y que el gen -~



para Bz-m surgid antes de la duplicacidn del gen para IgG ;
0 que posteriormente ocurre una delecidn importante en el -
gen correspondiente a la Bz-m que ahora‘la presenta como -~
una unidad pequefia. Otra teorfia es que la unidad como la =--
ﬁz—m se haya duplicado genicamente dentro del DNA formando_
un cistrén que incluye la informacidn de 3 mondmeros conse-
cutivos. (3, 26)

Debido a este parentesco entre genes de inmunoglp
bulinas y la Bz-m, asf como su presencia en receptores que_
participan en interacciones celulares dentro de la respues-
ta inmunoldgica se ha propuesto que la Bz-m juega un papel_

modulador.



DISTRIBUCION DE BZ-M EN LIQUIDOS CORPORALES Y CELULAS

Y
La Bz-m se ha encontrado en orina, suero, liquido
cefalorraquideo, saliva, liquido sinovial, liquido seminal_
En la tabla 2 se muestran concentraciones de --

y calostro.

ez-m en algunos liquidos corporales humanos.

TABLA 2

Concentracién de By-m en 1fquidos

corporales humanos.(2,2é‘)

Calostro ' 19,700 ng/ml
L. amnidtico 1150 ng/ml
LCR 1.7 mg/lt

L. seminal 500 ng/ml
Orina 370 ug al dfa
Saliva 1100 ng/ml
Suero 2«4 ug/ml

LCR= Liquido cefalorraguideo




La sintesis de 82-m es exclusiva de células nu -
cleadas y se ha visto qgue se encuentra en la superficie de
los linfocitos, macrdfagos, células endoteliales y algunas_
epiteliales, trombocitos, mononucleares y polimorfonuclea -
res. Se encontrd en el epitelio celular citoplasmitico del
tibulo renal y ocasionalmente en la membrana basal tubular.
Tambi&n se ha observado en c&lulas tumorales de origen me -
senquimatoso y hematopoyético.(5,14,15) Se ha sugerido que_
la ez-m estd asociada a antfgenos tumorales especfficos =--
(TSA) y que los TSA son una modificacidn de los antfgenos -
HLA.(13,31)

Bernier y Fanger reportaron que en cultivo de 1lin
focitos normales hay sfntesis de Bz-m, la que no solo se ex
presa en la superficie celular, sinoc también se secreta al
medio, pudiendo ser incrementada por estimulacidn con fito-
hemaglutinina (PHA). (4,26)

En el ratdn Bz-m es reportada asociada con los an
tigenos de histocompatibilidad H-2, también estructuralmen-
te y genéticamente con otros marcadores como el TL, ant{ge-
no S, Qa-2 , H-Y y con un factor interaccional célula-célu-

la.(8)



ASOCIACION DE 52-M Y HLA.

Las células en su superficie expreéan un gran nG -
mero de diferentes moléculas gue cuando se realiza un trans
plante de tejiqo son extrafias para organismos diferentes, =
(alln de la misma especie) provocando el rechazo. El1 pequeifio
grupo de glucoproteinas capaz de desencadenar este fendmeno
se denomina antigeno mayor de histocompatibilidad (HLA) for
mado por dos cadenas: una ligera y constante y la otra pesa
da y variable. (figura 1) (44)

Poulik y Motwani demostraron que la Bz-m estd pre-
sente en la membrana de linfocitos y que estd Intimamente a
sociada a_los antfgenos HLA de los loci A, B y C es decir ,
se trata de la regién constante de estas proteinas y a pe =
sar de su interaccidn estructural son producidas por dos =--
cromosomas diferentes. El gen de 82-m estd en el cromosoma__
15 y el gen del HLA estd en el cromosoma 6.(18)

Se muestra un modelo de la asociacifn de la 82--m
y los antfgenos HLA del loci A, By C asi como con otros re
ceptores; por ejemplo para la fitohemaglutinina (PHA) y re-

ceptores de unidad de reconocimiento para cultivo mixto de
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linfocitos (MCL). Vemcs la forma mondmera de los antigenos_
HLA vy la forma dimera de los mismos con sz-m. Se observa --
que la Bz-m es una proteina extrfnseca, ya que es netamente
hidrofilica por lo que no puede interaccionar con los fosfo
lipidos de la membrana élasmética. La sz-m se une a la cade
na pesada del HLA por fuerzas no covalentes en el dominio -
dos; una porcidn de la cadena pesada penetra la membrana te
niendo esta un peso molecular de 10,000 daltons y contenien
do un puente disulfuro. La papaina nos puede fragmentar a -
la proteina en dos fracciones de 34,000 y 11,000 daltons -~
mientras que tratamientos con detergentes no ifnicos se ob-
tienen dos fraccibnes de 43,000 y 11,000 daltons. ( figu -
ra 2) (12,20)

La cadena pesada del HLA es extremadamente sensi-
ble a protedlisis cuando 62-m es removida. Como la Bz-m es
un tercio del tamano de los antigenos HLA expuestos nos ==~
hace pensar que ésta probablemente influye en la conforma -

cidn de la cadena pesada estabilizindola. (44¢)
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QTROS ESTUDIOS

Incubando linfocitos en cultivo se ha visto que -
hay sintesis y secrecidn en el medio de az-m. Esta sintesis
puede ser incrementada cuando los linfocitos son estimula -

dos con fitohemaglutinina (PHA) o concanavalina A (Con A)

perc no son estimulados con el mitdgeno de fitolaca (PWM)

lo que sugiere que es secretada por linfocitos timo depen
dientes. Tratamiento de linfocitos normales en cultivo con_
anti 82-m y complemento mata el 20% de las células e impide
la produccién de Bz-m.(4,20)

Si se marcan células con fluorescefna ant; Bz-m -
se observa brillo en todas ellas a la luz ultravioleta, =~-
siendo més intenso en un 15 a 20% de las mismas. Utilizando
anticuerpos anti cadenas ligeras marcadas con rodamina y an
ti 82-m marcada con fluorescefna ambos antisueros marcan la
misma proporcidén de células pero distinguiendo subpoblacio-
nes diferentes, lo que sugiere gue las células poseedoras -
de grandes cantidades de 32-m pertenecen a la poblacién ti-

modependientes. (16)
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Un tercio de linfocitos normales expresan recepto
res para IgG y si son tratados con Bz-m exSgena se ve gue
el niimero de linfocitos normales que expresan receptores Fc
aumentan al doble. Si se ponen anticuerpos anti 82-m a los
linfocitos tratados con Bz-m el incremento de la expresidn
de receptores es suprimida.(4)

También se ha visto gque promueve la formacidn de
rosetas entre macrdfagos y globulos rojos de borrege, fija_
complemento y ademis tiene propiedades citofflicas, activi-
dad quimiotictica, no se une a receptores Fc y se ha obser-
vado que 62-m puede impedir la polimerizacifn de la fibrina
cuando est8 presente en una gran cantidad. La protefna fué_
capaz de prolongar el tiempo de trombina pero no daii6 la ac
tividad de trombina esterasa. Incubacién con anti B -m inhi
bi8 marcadamente esta actividad anticoagulante. Por otro la
do se ha demostrado que anticuerpos anti 92-m son capaces -

de agregar plaquetas.(3,4,22)
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QZ-M EN_MEDICINA CLINICA

La sz-m se puede encontrar elevada en orina y sue

ro. Este incremento puede estar gobernado por dos procesgos:

1) La velocidad de desaparicidn-degradaci8n de la pro-

teina.

2) La velocidad de sfntesis liberada de las células.

Una reduccidn en la velocidad de filtracibn es a-
sociada con un aumento en suaro de Bz-m por lo tanto puede_
ser ‘'usado en la evaluacidn clfnica de la funcibn renal post
transplante, incluyendo la prediccidén de rechazo agudo y =~
crdnico o la viabilidad del injerto.(1,8,35,37,38)

Por lc tanto mediciones de 92-m son de valor diag
ndstico en dafio renal y ademis se puede diferenciar entre -
infeccidn del tracto preglomerular y postglomerular.(2?, 35,
45)

Cuando la concentracifn sérica es elevada y la --
funcidn renal es normal, aparentemente es debido a un incre

mento en la sf{ntesis.
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A las enfermedades que caen en este tipo se les -

puede dividir en dos categorfas:

a) Enfermedades inflamatorias crénicas.

En pacientes con lupus eritematosc sist8mico, ar-
tritis reumatoide, sindrome de Sj8gren's, sarcoidiosis, al-
gunas enfermedades hep&ticas como cirrosis Y hepatitis vi -
ral aguda; as{ también en el 80-100% de los pacientes con -

sindrome inmuno deficiente adquirido.(217,27,26,34,46)
b) Enfermedades Neoplisicas.

Valores séricos incrementados de 82-m han sido en
contrados en pacientes con leucemia linfocftica crénica, --
mieloma mdltiple, carcinoma, linfoma y linfoadenopatfas por

lo que es un candidato como marcador tumoral.(10,14,32,40)

Anti Bz-m es capaz de suprimir la reactividad de_
los antligenos HLA locus A, B y C, mientras la expresividad_

de otros antfgenos como DR es incrementada.(9,24,25)
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Como ya se vid la 82-m es de gran importancia por
lo que el estudio de dicha protefna va en aumento ya que en
un gran nimero de enfermedades se observan incrementos con-
siderables de gran utilidad tanto para el diagnfstico de es
tas enfermedades asi como para valoracibn prondstica. Por -
lo anterior, el objetivo de este trabajo, es la purifiacidn
de 82-m con un método sencillo y econdmico. La purificacién
de esta proteina también es importante porque abre_camino -

para nuesvos estudios.



MATERIAL Y METODOS

!.- Material.

1) MATERIAL BIOLOGICO.
30 litros de orina de pacientes post-transplante re
nal de 1 a 9 dias. (Unidad de transplante del C.H.
" 20 de noviembre " ISSSTE).
Anticuerpos anti 82~m (Tilburg Berchem Antwerpen -
London).
Suero normal humano concentracidn 7g/100 ml.

Suero de conejo anti protefnas totales humanas.

2) EQUIPO.

Agitador magnético

Cidmara de electroforésis
Cimara humeda

Clmara de inﬁunoelectroforésis
Centrifuga J-21 C Beckman

Colector de fracciédnes LXB Ultrarrac 2000
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Conductimetro Travenol

Cortador de ge{ LKB

Espectrofotdmetro Spectronic 20, Bausch & Lomb
Filtro Amicén‘Diaflo

Fuente de poder Gelman

Jeringa de 20 ml y aguja no. 18

Jeringa Hamilton (Hamilton Co.)
Liofilizadora Labconco

Medidor de pH

Molde para doble difusidn en microtécnica .
Membrana ultrafiltracidn 10 x M 50 43 mm
Parrilla

Perforador para inmunoelectrofor@sis LKB
Pipeta automitica de 100 jl

Rotor Beckman JA-14

REACTIVOS.

Azida de sodio (Sigma)

Solucidén amortiguadora de fosfato monobdsico de po
tasio (KP) 1 M, 0.2 M, 0.1.5 M, 0.1 M, 0.05 M, 0.02M
pH 6.8

S50lucidn de azul de coomassie G-250 para cuantifi -
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car proteinas (Sigma Ch. Co.): 50 ml de etanol, ac.
fosfdrico 100 ml, azul de coomassie 0.1 g, aforar a
1 1t con agua destilada; filtrar 2 veces la solu --
cidn.
DEAE-Celulosa: Dietil aminoetil celulosa (Sigma Ch.
Co).
Sephadex G-75 (Pharmacia)
Solucién reguladora de fosfatos (PBS) 0.1 M, pH 7.2
Agarosa O0.8% en PBS 0.1 M, pH 7.2
Agar noble al 1% en agua destilada
Acrilamida 30% - Bisacrilamida 0.8%
Acrilamida (Sigma Ch. Co.)
N,N,-metilenbisacrilamida (Sigma Ch. Co)
Solucibn amortiguadora para el gél concentrador:
Tris -HCl 0.2 M, pH 7.0
Tris: Hidroximetil aminometano (merck)
Solucidn reguladora para gel resolvedor: Tris - HCl
1.75 M, phk 8.4
Persulfato de amonio al 10% (Sigma Ch. Co.)
SDS al 10%: Dodecil sulfato de sodio (Sigma Ch. Co)
TEMED: N,N,N'N' tetrametilendiamino (Sigma Ch. Co).

Solucidén reguladora para corrimiento: 6 g Tris, 28g
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glicina, sbS 0.1%, aforar a 1 lt con agua des~
tilada y ajustar pH 8.3

Solucidn fijadora: Metanol 50%, &c. acético 10%, a-
gua destilada 40%.

Solucidn tefiidora: Metanol 50%, §c. acético 10%, co
lorante 0.1%, agua destilada 408 (Colorante a-
zul de coomassie brillante R, Sigma).

Solucidn destefiidora: Metanol 10%, &c. acético 10%,
agua destilada 80%.

Azul de bromofenol 2% (Sigma de Mé&xico).

Agar noble al 1% en solucidén amortiguadora de bar -
bituratos (Lab. Difco).

Solucidn amortiguadora de barbituratos pH 8.6 - 9.0
fuerza idnica 0.075 (Lab. Helena).

Solucidn salina fisioldgica (SSF); Cloruro de sodio
0.9%.

Acido acético al 5%

Rojo de Ponceau: Rojo de Ponceau S (Sigma de Méx.)
0.5 g de colorante, 7.5 g de dc. sulfosalicflj
co, 7.5 g de dc. triclorcacético, disolver en
250 ml de agua destilada.

Acetato de sodio-acético 0.2 M, pH 5



Glicina-HCl 0,2 M, pH 2.8 y 2.2
Glutaraldehido 2.5%
K, HPO, 0.1 M, pH 7.4

Solucidn reguladora de fosfatos (PBS) que contenga

NaCl 0.15 M, KHPO4 0.01 M, pH 7.4

22
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I1.- M&todos.

PURIFICACION.

1) TRATAMIENTO DE LA MUESTRA.

La orina es colocada en garrafones que contengan_
azida de sodio en una concentracidén del 1% y 40 ml de solu-
cién reguladora KP 1 M, pH 6.8 para 4 litros de muestra. Se
centrifuga a 5,000 rpm 15 min; determinar protefnas por el_

método de azul de coomassie y es refrigerada a 4°C.
2) METODO DE AZUL DE COOMASSIE PARA CUANTIFICAR PROTEINAS,

FUNDAMENTO.

El método para cuagntificar protefnas involucra la
unién del azul de coomassie brillante G-250 a la protefna.
La unidn del colorante a la protefna causaa un cambio en la
abgoreién mdxima del colorante de 465 a 695 nm. La prueba _
es reproducible y rdpida. La reaceién total se lleva a cabo
en 2 minutos con una estabilidad de 1 hr. La sensibilidad _

del método es de 10 a 100 vg de protefna. (7)

METODOQ.,
1.- Adicionar 5 ml de la solucidn de coomassie a 0.1 ml de

la muestra.
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&.- Agitar y reposar 15 min, a temperatura ambiente.
3.~ Leer a 595 nm usando como blanco solucidén de coomassie.

4.- Determinar la concentracién de la muestra comparando la

y
A

densidad Sptica obtenida con una curva estandar de albil

mina humana en concentracidnes de 25, 50, 75 y 100 ug/0.1ml

3) CROMATOGRAFIA EN DEAE-CELULOSA.

FUNDAMENTO.

La cromatograffa de intercambio iénico involucra_
la unibn electrostdtica de una protefna con una matriz inso
luble que contiene grupos quimicoes con ecarga opuesta a la
de la protefrna. El grado en el que la prote{;a se une depen
de de su densidad de carga. La DEAE-Celulosa es una resina_
con carga positiva (interecambio aniénieo).

Lage protefnas pueden ser eluidas por:

a) Inerementos de la fuerea idnica:.al inerementar la
concentracibn de itoneg estos compitern con las protefnas por
loe grupos cargados.

b) Alterando el pH: como el pH se acerca a el punto i-
soeléectrico, la carga neta llega a ser cero y asf la protef

na c¢€ desprende. (23,29)
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METODO.

1.-

~
.
]

o

W
]

Diluir las orinas hasta una conductividadde 5-7 mhos/cm2
Pasar las orinas a través de la columna de DEAE montada
Determinar el volumen de orina a usar en la cromatogra-
ffa de acuerdo a la concentracidn de proteina que con -
tenga, asi como a la capacidad de la columna para adsor
ber (100 mg de protefna por gramo de DEAE-Celulosa).
Lavar la columna con la solucidn reguladora KP 0.02 M.
Eluir las proteinas con las siguientes solucidnes regu-
ladoras; KP 0.05, 0.1, 0.15 y 0.2 M, pH 6.8

Determinar el volumen de las solucibnes reguladoras mi-
diendo la cantidad de protefna y cuando la densidad Sp-
tica sea menor a 0.05, cambiar la solucidn regquladora.
Cuantificar protefnas de las diferentes fracciones.
Conservar la fraccidn correspondiente a KP 0.1 M,
Dializar la fraccidn anterior contra agua de la llave -
por 24 hrs. Posteriormente liofiiizar y resuspender en

la menor cantidad de agua destilada.
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4) CROMATOGRAFIA EN SEPHADEX G~75.

FUNDAMENTO,

Usando geles porosos dextran (sephadex), agarosa,
poliacrilamida o meygclas de agarosa y acrilamida las protef
nas pueden ser separadas en base a su dimensibn molecular .
Estos funeionan como tamices molecularee de diferentes ti -
pos de micelas, que al humedecerse se convierten en partfcu
las eeferoidales con trama de diferentes grados lo cual ha-
ce que loe solutos se seleccibnen segdn su tamano molecu -
lar. Cuando una solucibn acuocsa atraviesa un gel filtrante,
las moléculas pequefias de didmetro inferior al de la trama_
de las partfeculas que originan el gel, penetr;n en las misg-
mas y deben correr al ser eluidas un trayecto mayor que lae
que no penetran por lo que partfeulas de gran tamafio sal --

dran antes que las de tama#o pequefio,(29)
METODO.

l,- Equilibrar la columna con PBS (200 ml como mfnimo).
2.- Colocar la muestra obtenida de la columna de DEAE.
3.=- Eluir con PBS y colectar veclimenes de 3 ml. |

4,- Leer pfotefnas a 280 nm.

5.- Colectar la fraccién 2.
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Dializar contra agua y por dltimo contra PBS.

Filtrar por Amicén.

Liofilizar.

ﬂesuspendet la protefna en agua obteniendo una concen -

tracidn final de 150 ug/ml.
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CARACTERIZACIGN DE Bg:ﬁ-

1.- Identificacibn.

a) DOBLE DIFUSION EN MICROTECNICA.

FUNDAMENTO .

Téenica cualitativa o semicuantitativa basada en
el prineipio de que el antfgeno (Ag) y el anticuerpo (Ac)
se difunden a través de un medio semisélido (agar) y forman
complejos Ag-Ac estables que pueden ser tidentificados vi-
‘gualmente. La técnica consiste en colocar agar en platos de
vidrio o pldstico y hacer perforaciones, en donde son colo-
cados por separado el Ag y el Ac y se dejan difundir de 18_
a 24 hrs. Lfneas de precipitacidén vieibles se forman en el_

agar en el punto de equivalencia. (29,43)
METODO.

l.- Hacer un frotis en un porta objeto con la agarosa.

2.=- Dejar secar.

3.~ Poner los soportes y encima el molde.

4.~ Poner por capilaridad la agarosa.

5.~ Poner en cada pozo 0.05 ml de muestra y en el centro --

los anticuerpos.
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Poner en medio humedo y esperar de 24 a 48 hrs. a tempe

ratura ambiente.

NOTA: El espesor del agar queda de 1.5 mm, el didmetro_
de los pozos es de 4 mm, la distancla entre cada

pozo es de 4 mm y la capacidad es de 50 ul.
b) ELECTROFORESIS EN GEL DE ACRILAMIDA-SDS.

FUNDAMENTO.

En la electroforésis la migracidn de las protef -
nag es dependiente de la carga, tamaro y forma de la molécu
la. Sin embargo, en la presencia de SDS todas las protefnas
se vuelven cargadas negativamente y tienen carga eimilar a
proporeidn de peso, debido a su unidén a moléculas de deter~
gentes cargadae negativamente. Cuando estas protefnas ocu -
biertas con SDS son puestas em un campo eléetrico, la sepa-
racidn de las protefnas ahora dependerd solo de su. tamahio y
forma. Variando la concentpacibn del gel de poliaerilanmida,

diferentes rangos de peso molecular pueden ser puestos.(23)

METODO.

Todo el procedimiento se lleva a cabo a temperatu.
ra ambiente. Preparar el gel resolvedor de la siguiente ma-

nera:



GEL RESOLVEDIR AL 10% {56 m1).

Acrilamida-Bisacrilamida

Solucidn requladora del resolvedor
SDS 10%

TEMED

Agqua destilada

Persulfato de amonio (fresco)

16.5

10.0

0.5

0.03

22.5

0.5

ml

ml

ml

ml

ml

ml
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Agregar la mezcla a la placa evitando que se for-

men burbujas hasta la primera linea y ponerle agua destila

da lentamente para evitar el menisco, dejar en reposo 1 hr

lavar el exceso de persulfato de amonio con agua destilada

y secar con papel filtroc.

Colocar el peine en la segunda linea y agregar -

el gel concentrador.
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GEL CONCENTRADOR AL 4.5% (10 m1).

Acrilamida-Bisacrilamida 1.5 ml

Solucidn reguladora del concentrador 5.0 ml

SDs 10% 0.1 ml
TEMED 0.0f ml
Agua destilada 3.3 ml
Persulfato de amonio (fresco) 0.1 ml

Agregar la mezcla evitando la formacién de burbu-
jas. Se deja polimerizar 1 hr., quitar el peine y lavar con
agua destilada, secar con papel filtro. Dejar reposar la --

placa de 2 a 24 hrs. con solucidn reguladora de corrimiento.

PREPARACION DE LA MUESTRA.

l.- Dializar todas las muestras a analizar contra la soclu -
¢idn reguladora de corrimiento 24 hrs. a 4°C, diluida -
1:40 y 1% de sDS para evitar interferencias debido a 1la
concentracién de sales.

2.~ Ajustar a una concentracién de 25 ug.

3.- Preparar la siguiente mezcla:
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Glicina (50%) 2.5 ml
SDS 10% 1.0 ml
Tris 0.2 M, pH 7.0 0.5 ml
Agua destilada 1.0 ml

Azul de bromofenol 0.1 %

Poner cantidades iguales de la mezcla anterior vy
de la muestra.

4,- Hervir en bafio marfa 5 min. la mezcla anterior.

MONTAJE DEL APARATO Y APLICACION DE LA MUESTRA.

l.~ Poner la solucidn requladora en la parte,inferior de la
cimara de electroforésig, sin olvidar que tiene que es~
tar equilibrada antes de colocarlo.

2.- En la ﬁarte superior se encuentra& la solucibn regulado-
ra y con ayuda de la jeringa hamilton, poner en cada __
celda la muestra microlitro por microlitro, esto se ha-
ce con la finalidad de que la muestra no rebote y conta
mine otros pozos.

CORRIMIENTO DE LA ELECTROFORESIS.

1.- Colocar el electrodo positivo en la cidmara inferior y _
el negativo en la cimara superior.

2.~ Aplicar 10 miliamperg (mA) .
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El procedimiento finaliza cuando el colorante recorre -
aproximadamente 10 cm del gel resolvedor.

Poner en la solucidén fijadora el gel 4 hrs.

Tefiir la placa de 6-12 hrs.

Destefiir la placa haciendo varios cambios hasta que 1la

placa quede clara y se vean las bandas.
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2.- Determinacion de la pureza.

La determinacidn de la pureza es realizada por in
muncelectroforésis y por electroforésis en gel de poliacri-

lamida-SDS.
a) INMUNOELECTROFORESIS.

FUNDAMENTO.

Ee una téonica por la que las protefnas primera -
mente son separadas en un gel de agar de acuerdo a su carga
superficial, por exposicibén a un campo eléctrico. Después _
de la separacidén electroforética, las protefnas son puestas
para reaccionar, por doble difusibn, con un antisuero depo-
sitado en un canal paraZeZo; El resultado es una serie de -

ifneas de precipitacién.(36)
METODO.

1,« Llenar las placas con agar al 1% y dejar gelificar.
2.- Colocar sobre la placa de agar el perforador para la in
‘ munoelectroforésis y extraer el agar de los pozos por_
succidn con pipeta pasteur y vacfo.
3.~ Poner las muestras en los pozos y agregar una gota de

azul de bromofenol al suero.
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Llenar la cdmara de electroforésis con la solucidén amor
tiguadora de barbituratos.

Se conecta a la fuente de poder ajustando a 100 volts -
y se deja hasta que el colorante se desplace 2.5 cm dei
lugar de donde se depositd.

Sacar la placa y con el cortadoxr para el gel, abrir los
canales y poner en ellos los anticuerpos antiprotefnas_

totales.

Dejar difundir de 12-24 hrs. y ver resultados.



OBTENCION DE ANTICUERPOS

Para la obtencidn de anticuerpos inocular la pro-

tefina acoplada a alblimina bovina 1 ml mds 1 ml de adyuvan-

B

te ‘de Freund a un conejo de raza New Zealand de 4 meses.

(19)
TABLA 3
Protocolo de inoculacibn
82-m AlbGmina bovin Carbodiimida | inoculacidn ] adyuvante
g mg mg Fxeund
375 0.02 15 primera completo
300 0.017 iz segunda incompleto
eangrfa
300 0.017 12 tercera incompleto
sangrfa
277 0.015 11 cuarta incompleta
sangbfa cada ocho dfas
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Para acoplar, mezclar 1la Bz-m con albdmina a la
carbodiimida, agitar 1 hr. a temperatura ambiente. Poste -
riormente dializar contra agua destilada 24 hrs.

Detectar la produccidn de anticuerpos por precipi
tacidn en capilar directa; con inmunoelectrofor@sis y doble

difusidn en microtécnica.

1.- Obtencidn de antisuero monoespecffico.

a) CROMATOGRAFIA DE AFINIDAD.

FUNDAMENTO.

Es fsta una cromatograffa de adsorcién en la que
se arrovecha la especificidad de interaceibnes biolégicas -
entre protefnas aisladas, como lo es la reacciébn antfgeno -
anticuerpo. Mediante la imsolubilizacidn de uno de los reae
tivos se consiguz una substancia fijadora insoluble com afi
ntdad bioldégica para la substancia a ser captada o purifi -

cada.
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El glutaraldehtdo es un agente que ayuda a la pre
paracién de adsorbentes efectivos estables y espectfficos. -
Reacciona con grupos epstilon amino de lisina. La adicién de
este agente a la solucidn de baja concentracidén de protefna
produce polfmeros de bajo peso moleculiar las cuales son so-
lubles en agua. Su adicidn posterior a una solucibn de alta
concentracidén de protefna produce polfmeros de protefna de_

alto peso molecular las cuales son insolubles en agua.(42)

METODO.

1.~ Agregar a 40 ml de suero 4.8 ml de la solucién regulado
ra de acetato pH 5 y ajustar el pH a 5 si es necesario.

2.- Agregar 11.2 ml de glutaraldehfdo, dejar 3 hrs. a tempe
ratura ambiente éon agitacidn lenta,

3. - Homogenizat el gel formado por jeringa con aguja del ng
mero 18,

4.- Lavar con PBS (250 ml aproximadamente)

5.- Lavar con glicina-HCl, pH 2.2 0.2 M (100 ml)

6.- Dispersar en 50 ml de fosfatos 0.1 M, pH 7.4 hasta que
la concentracidn de proteinas que salga sea menor de _

0.05 de densidad bptica a 280 nm.,



9.-

10.-

11.-

12.-

13, -
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Rehomogenizar y dispersar en 50 ml de HCl-Glicina 0.2 M

pH 2.8, agitar 15 min. a temperatura ambiente.
Neutralizar con 10 ml de KZHPO4 1 M, adiéionar
agua destilada y centrifugar.

Dispersar el gel en 160 ml de glicina 1 M.

Incubar toda la noche a 4°C.

Lavar con PBS

40 ml de

Incubar con el antisuero de conejo obtenido (anti Bz-m)

a temperatura ambiente y agitar durante 24 hrs.

Centrifugar y guardar el sobrenadante.

NOTA: El inmuncadsorbente puede ser guardado a

PBS con 0.01% de azida de sodio.

4°C en_



RESULTADOS Y DISCUSION

Purificacibn

1) se colectaron 30 lt. de orina, seleccionando las orinas_

con mayor concentracidn de protefna.

2) En la cromatografia de intercambio idnico se eluyeron =~
las proteinas por gradiente discontinuo con las siguien-
tes solucidnes reguladoras: 0.05 M, 0.1 M, 0.15 My 0.2M
pH 6.8, obteniendose en cada una litro y medio. Se cuan-

tificd protefnas por azul de coomassie; en cada fraccidn

(gréfica 1).

Como se observa la mayor concentracidn de p;ote!-
na se obiiene con la solucidn reguladora 0.1 M; &sta ==
fraccidn es dializada contra agua de la llave por 12 hrs.

La muestra antes de dializar es amarilla j poste-
riormente el color disminuye, ademis se forma un precipi
tado blanco que se elimina por centrifugacidn.

El sobrenadante se liofiliza quedéndo un polvo a-
bundante y con apariencia salina poco soluble en agua; -

el precipitado se elimina por centrifugacidn.
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3) El sobrenadante se pasa por Sephadex G-75 y se cuantifi-

ca proteina midiendo la densidad dptica a 280 nm.(Grdfi-
ea 2)
¥
En la columna se observa gue se separan dos frac-
cidnes amarillas. La fraccidn de exclusidn es dializada_
contra agua y posteriormente contra PBS. Se filtra por'g
micdén M-50 para quitar rastros de albiimina y se liofili-

za. El liofilizado se resuspende en el menor voldimen de

agua posible quedando en promedio a 150 ug/ml.



DENSIDAD OPTICA A 595 nm.

GRAFICA 1
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A
0.05 0.1 0.15

FRACCION DE KP EN MOLES/1lt.

Cromatografia en DEAE-Celulosa con gradiente
discontinuo. se colectd la fraccibn co~
rrespondiente a 0.1 moles/lt que con-
tienen la mixima concentracidn de --

Bz-m en un volumen de 1500 ml.



DENSIDAD OPTICA A 280 nm.
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GRAFICA 2
3
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NO. DE FRACCION

CROMATOGRAFIA EN SEPHADEX G-75.
Se usd una columna de 90 x 1.5 cm y se
colectaron fraccidnes de 3 ml juntando

de la 26-40 que corresponden a la ﬁz-m.
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CARACTERIZACION DE 32-M.

1.- Ildentificacidn.

a) Se hizo una doble difusidn en microtécnica con un anti -
suero comercial especifico anti Bz-m donde se obtuvo --

reaccidn positiva,

En la electroforésis en acrilamida-$DS se identificéd 1la
Bz-m de acuerdo a su peso molecular.

2.- Determinacibén de la pureza.

Ya caracterizada la proteina se determina la pure
za por medio de inmunoelectroforésis con anticuerpos an
ti protginas séricas, en la cual no se observa reaccidn
positiva. Como complemento de la determinacidn de la pu
reza esti la electroforésis en poliacrilamida-SDS, que
ademas de determinar el peso ﬁolecular se -aprecia pure-
za, ya que no hubo otras bandas contaminantes de protef

nas.



45

OBTENCION DE ANTICUERPOS.

Debido al peso molecular pequefio de 1la Bz-m se a-
copld quimicamente a albimina sérica bovina (BSA) con el -
fin de aumentai su tamafio y por tanto su inmunogenicidad.

Se obtuvo produccidén de anticuerpos cﬁntra 82- m
hasta la cuarta semana de inoculacidn. Se determind 15 pré
sencia de anti 82~m por prueba cualitativa enm capilar, -~
Cuando se realizd la inmunoelectroforésis con Bz-m, se ob~
tuvieron varias bandas de precipitacidn por lo que se de -
¢idid adsorber el antisuero por cromatografifa de afiﬁidad_
con proteinas plasmiticas inmovilizadas; finalmente se ob-
serva ' una sola banda de precipitacidn correspondiente a la

Bz-m.



ONCLUSTIONES

La orina de pacientes recién transplantados de rifién es

una buena fuente de Bz-m.
Es una buena técnica para la obtencidn de ﬁz-m.

Es un método sencillo en comparacién con otros realiza-
dos hasta la fecha, gue ademis de complicados requieren
de reactivos y aparatos de d@ificil adquisicidn en nues-

tro medio.

Es una técnica que resulta econdmica lo que es importan

te para todo laboratorio.

La técnica aunque no tiene un buen rendimiento se obtie
ne en pureza suficiente para obtener anticuerpos especi

ficos en contra de ella.



GLOSARTIDO

Cadena

Cadena

Cadena

Cadena

CH

Fc

H-2

Cadena polipeptidica’ que normalmente se encuentra
en las inmunoglobulinas poliméricas, en particu -
lar IgA e IgM.

Una de los 2 tipos principales de cadena L.

Uno de 2 tinne mavores de cadena L.

Cadena de polipéptidos presente en todas las molg

culas de inmunoglobulinas.,

Cadena pesada dominio 3 de las inmunoglobulinas.
Receptor presente sobre diversas subclases de lin
focitos para el fragmento Fc de las inmunoglobuli

nas.

Complejo mayor de histocompatibilidad en el ratdn



HLA

H-Y

196G

KP

PB!

Qa

Qa,
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(Antigenos leucocitarios humanos) .La mayor regidn

"de histocompatibilidad en el hombre.

Antfgeno de histocompatibilidad del ratdén en el -

macho - (localizado en el cromosoma Y)

Inmunoglobulina que de acuerdo a su cadena pesada

es de la clase gama.

Solucién reguladora de fosfato monob&sico de po -

tasio.
Solucidon reguladora de fosfato.

Marcadores de subpoblacidn de linfocitos T peri -~

féricos.

Subregidn de Qa.



TL

439

Regidn del complejo H-2, que controla la expre --
sidn cuantitativa y cualitativa de una B-globu ~
lina del suero; que corresponde al C-4 del comple

mento.

Antfgeno de membrana timo-leucemia en el ratén.
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