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RESUMEN

En el presente trabajo se p1antea 131 urifica

una protefna humana, denominada Facto

mente se realizaron cromatograffas en DEAE celulosa

das con gradiente continuo., Las fracciope§
localiz6é el Factor B fueron pasadas en y‘ dfi-
nidad preparada con Sepharosa 4-B y"i

cos contra Factor B humano.,::

La localizacién de la

fracciones de las cromatogra v 2diante




Debido a 1a relac16n1§0é;$e ha encontrado entre algu-
nos alelos del Factor'B_y‘ld aﬁarici6n de diabetes melli-~
tus, este trabajo podrfa servir en futuras investigaciones
para el diagnéstico preéoz de &1abetes y como consecuencia

1a aplicacidn de un tratamiento preventivo.




INTRODUCCION

EY Factor B (Bf), también conoc1do como%ﬁiiEBﬁFStefna
beta rica en glicina (GBG) (14)7a P >
(24) y B,-glicoproteina 11 (JT)

cuentra normalmente en el suero-h

rfa de lo0s vertebrados (37){

La funcibn del Bf es la de partic 1ter

trasfprtef-

nas, conocidas como protefna D;TC 0 ESfa via
: n componen
tes Cl' C4 y C2 de 1aryf§ c]

(3).

€1 inicio de 1a ac

cuando en el p]asma

para formar l1a enz1ma¢F;ac
tivantes se encuentran
lisacdridos, agar, a

1g6, de cobayo’(l?)

sobre la properdfﬁa pa

dina activa tfén




el cual requiere de Ja presenc1a de C, b (25). ant1guamente

tasa (42).

Posteriofm

Esta vfa afﬁérna

retroal1mentac16n, en: e]fcual‘ n'complejo blmolecular BbD_

en la membrana celular provoca 1a fragmentacién de C en _



C3a y C3b, por 1o que se-hace indispensable un mecanismo _
de regulacidn (42).:engé1jque'participa el C;b INA, conoci
do también como'KA?f(fﬂcfdr Activante del Conglutindgeno)_

(1), y su funcién

k:fs“dé'interrumpir la retroalimenta---
cién dividiendq‘ﬁl Céb én dos fragmentos denominados Cyc y
63d (42); cuando la activacién por el complejo BbD se lle-
va a cabo en la fase flufna, se requiere de otra protefna
de control llamana BIH que esta prgsente normalimente en el
suero, y compite con el C3b por la superficie celular (42),;
con esto se aumenta el tiempo de inactivacién del Cib por_
el C3b INA y adems se provoca una desestabilizacibn del _
complejo trimolecular BbDC3b {9). Este mecanismo de regu-
lacién es importante, ya que si no ocurriera, el C3 actua-
rfa como un amplificador permanente de la vfa alterna con_
el consumo constante de Cs-Cg, 1o que resultarfa perjudi--

cial para el organismo (42).

Un aspecto importante de la via alterna es gque tam---
bién puede ser activada por un factor de veneno de cobra _
(CVF), el cual actida en forma parecida al C3b formando un_
complejo bimolecular CVF-Bf que tiene la propiedad de una_
C3 convertasa y ademds de ser mds estable que cab-Bb no es
inactivado por KAF (25). As{ mismo, la plasmina puede ac-

tuar directamente sobre el 8f (17).



En la Figura 1 se muestran los mecanismos de activa-

cién del complemento pofWTégiﬁogiQfa

dos.

La activacidn a1terhéaﬁelﬁtbmbTémén§¢ 3déga?un~ﬁépel_

importante en diversasrprbﬁf" des §é1isuefo;Ciﬁ¢]Qy§hdo:

muerte de ciertas bactéﬁi§  grgmfﬁé§3iiya§.;héuffi1
de ciertos virus y lisis de erii tos »

hemoglobinuria parokfé

Otra caracteristi

al actuar independient
ral, en comparaciénjé@n

accién,
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PROPIEDADES GENERALES

ET Factor B (8BG) ha sido aislado y caracterizado __
como una g11coprdtefna'de'movilidad beta rica en gifcina_

(17}, con un contenido total de carbohidratos de 1'1 '?

el andlisis de los azdcares respectivos, asf como 1a com-
posicién de aminodcidos se encuentran en las tablas 1y _

11 respectivamente (14).

Se encuentra en el suerc normal humano en una concen
tracifén de 100-200 pg/ml; tiene una constante de sedimen-

tacién de 6.2 S y un peso molecular de 80000 O (17).

Esta protefna se desnaturaliza a 50°C en 30 minutos.
En el suera incubado con tripsina o Staphylococtus aureys
0 a 37°C en reposo, el Factor B se fragmenta (5), dando _
origen a una glicoproteina de movilidad gama Ylamada ¢li-
coprotefna gama rica en gliciné (GGG) 12 cual es 4.3 S y_
una glicoprotefna con movilidad alfa 1lamada glicoprotef-
na alfa rica en glicina (GAG) de similar tamafio (5). Es-
tudios recientes de 1a secuencia de aminodcidos del Fac--
tor 8 han demostrado que el fragmento GAG procede de la _
fraccidn amino y que el fragmento GGG se deriva del car--
boxilo termihai‘(33). E1 fragmento GAG tiene caracterfs-

ticas dcidas y no‘participa en la reaccifn de activacidfn_



del complemento, mientras que en el fragmento mis bésico,_

GGG, estd localizada la funcidn de activaci6n.dél;c$;(30).

Los determinantes antigénicos de los dos frdgméntos _
parecen ser distintos ya que el anti-GGG produce reaccidn_
de identidad entre el GBG y GGG, pero no reacciona con el_
GAG. Por otro lado, el anti GBG produce reacgiones con el

GBG y con los dos fragmentos (4)(14).

- 10 -



Carbohidratos del Bf

Fucosa -

Galactosa/manosa

| Acido N-acetilneuraminico

" 0.9%

0.1%

1:1

-1l -



Lisina’ o 7.40

Argibina”‘ 5.40

Treonina - 5.33

Ac. glutdmico 11.53

Glicirna 8.35

Cistina 2.48 .
Metionina 3
Leucina -

Triptofano. -

AMINOACIDO

Histidina 2.48
Ac. aspiritico 10.82
Serina | 6.17
Prolina 5.91
Alanina 5.14
gValina ©7.69
saiéuciha ;,I f' 4.73
Tirosina - 4.31

= I



POLIMORFISMO DEL FACTOR B

E1 polimorfismo del Bf fue inicialmente estudiado y _

descrito por Alper en 1972 (4).

Esta protefna ha demostrado ser altamente polimérfica_
cuando se le prueba en inmunofijacién a pH 8.6 y ain en -~
sueros de individuos homocig6ticos se detectan cuando me--
nos cinco bandas (4). Oicho polimorfismo es determinado _
por dos genes comunes BfF (rdpido) y BfS (lento) y dos ge-
nes raros SFFI y BfSl (37). Las frecuencias genéticas en_

diferentes razas se muestran en la tabla IIT (4)(37).

Debido a la presencia de los cuatro alelos han sido _
observados siente fenotipos: SS, FS, FF, F,F, Fls' FSl y
$5, {(4). Se ha sugerido que las variantes comunes BfF y _
BfS residen en el fragmento GAG y las variantes raras BfFl

y BFS, estin localizadas en el fragmento GGG (4).

- 13 -



TABLA 111

Frecuencias genéticas del Bf en
diferentes razas (4)(37)

RAZA

Negrés
Caucasicbs»rj

Orientales

S14 -



EL FACTOR B EN OTRAS ESPECIES

En distintos vertebrados ha sido demostrada la presen
cia del complejo polimolecular que constituye el complemen

to, aunque con distinta actividad segln la especie animal.

E1 Factor B ha sido observado en muchas especies de _
vertebrados y ha sido estudiado en ellas, encontréndose po

limorfismo en las siguientes:

Chimpance

-15 -



SINTESIS DEL FACTOR B

E) mecanismo de sfntesis en el organismo del Bf ha si
do estudiado por algunos investigadores, entre los que se_
encuentra Alper, quien sostiene 1a hipétesis de que el hf-
gado es el principal sitio de sfntesis del Bf. En sus es=-
tudios se realizaron transplantes hepdticos, determinindo-
se 1os alotipos de los donadores y receptores antes y des-
pués del transplante; el resultado ha sido un cambio al ti
po del donador sin que se vuelvan a encontrar rastros del_
alotipo original en los dfas posteriores al transplante ___
(6). Esta hip6tesis también es sostenida por Hauptmann, _
quien ha realizado estudios de transplante de hfgado en hu

manos, llegando a 1a misma conclusién (27).

También se ha encontrado que los macr6fagos peritonea

les de cobayos son capaces de sintetizar el Bf (15).

Halbwachs y Lachmann han encontrado que las células _
provenientes del Linfoma de Burkitt, tienen la capacidad _
de sintetizar Bf, sin embargo no han podido encontrar si _
el Bf estf normalmente presente en la superficie de los ___
Tinfocitos o si es secratado por ellos. Proponen 13 hip6-
tesis de que el Bf estd presente en la superficie celular_

en una forma no accesible a los anticuerpos y que los si--

- 16 -



tios que reaccionan con el veneno de cobra estén expuestos,
encontrindose el resto de 1a molécula dentro de 1a membra-

na celutar (25).

En otro estudio realizado en mujeres parturientas, se
demostré que el Bf no tiene la capacidad de atravezar la _
barrera placentaria, ya que los tipos Bf para la madre e _
hijo fueron diferentes en 1a mayorfa de los casos, sin en-
contrarse me2clas de ellos. Ademds se demostré que en la_
fase fetal hay sfntesis de Bf, encontr&ndose una concentra
cién muy baja en el corddn umbilical en comparacibn con 1a

concentracién de la madre (4)(45).

.



RELACION DEL FACTOR B CON EL HLA

El rechazokqg

aiin de la misma espe ~ o de injerto, repre~

sentS por mucho @i

transplante de tejfd sin e bargo, después‘;‘yyescubrxd

que ese rechazo no era deb1do a deflcienc1as en 1as tecn1—
cas quirirgicas, sino a unas . moléculas denominadas Antfge
nos de H1stocompat1b111dad 0 de Transplante, que proporc1o
nan a los teJidos de cada organISmo su propva 1dent1dad

qufmica (20). -

Actualhéﬁ{é= \be que esas moléculas de tra b]énfei
se encuentréﬁ jﬁ--
las que fof6:  0 jéépas
en un segméﬁtb de f’ 4
Dicho segméhf yma” H f@;o-

citario Hum

fuertemente:

kUna*s?

-18 -



E1 sistema HLA es importante para a regu]acidn de mu

entrellos que se en-

nte delhgqmp1e-—
mento. el
o que se codifican den-
L “uy c4 | 'E1 descubrimento_
de que el Bf se encontrab io a] HLA fue realizado por
Allen en 1974 (2). La loca11zac16n del gen para B8f dentro

del compiejo HLA fue motivo de -gran controversia, ya que _

algunos autores aseguraban que el orden era HLA-B,D (Bf c )

(38). Sin embargo, actuaTmeptelse sabe que d‘Ch°,9§!,§¢ .

’HLA;B“y HLA=D (7)(26).

localiza entre 1a regi

La representac16n esquemét1ca del compleJo HLA en el_

b‘dnndel Bf dentro del

cromosoma 6, asf como 1a localiz

mismo se muestra-en- la F1gur 2

- 19 -



FIG. 2 . LOCALIZACION OEL B¢ EN EL HLA. (7100



IMPORTANCIA CLINICA

E1 descubrimiento del sistemahHLA ylsu71m ortancia en

el transplante de tejidos atraJ

vestigadores, quienes tuviero
cho sistema podrfa estar re1acionad
1a aparicién de padecim1ent>

merosos estudios se lleg

mente dicho sistema tie

bilidad de una variedad de

ciacién 1nusua1 de

tace.
Actualment
to que se cod

er en deseqdfffbr}

- 21 -



medad (11)(38),"asf como‘Una'ihérementadélasociacidn'entre

el BfF1 y e] HLA 818 en n1nos

lancos . ‘("1'2‘)( s ! ).

Bw50 y que g],stLI

plotipo Aw30, B18,
sos (41). '

iabetes mellitus en ambos ca-

En otros estudios3reallzados en Islanda. se demostrd_
que.el HLA- B27 estd- asoc1ado fuertemente con el alelo BfS_
en pacientes con espondllltis anquilosante (8); mientras _
que en las investigaciones en Italia e Inglaterra no se en -

cuentra relacidn ‘entre el B27 con algiin alelo Bf (45).

Con todos Jos datos anteriores es ficil entender la _
importancia: de'la'genética de poblaciones ya que los resul’
tados que se obtengan en todo estudio, dependerd en gran -

parte de] origen étnico de 1a poblacidn que se estudre .

-2 -



MATERIAL 'Y METODOS

Materlal Biongico

Tres lztros de suero humano proveniente de donadores sanos
(Banco de Sangre de1 Hosp1ta1 de Urgencias Respirato-
rias de la SSA.)

Albimina humana pura

Conejo Nueva Zelanda de 3 meses

Suero anti-Bf humano (Atlantic Antibody) »

Suero anti-Tf humana (Unidad de Transplante del C H
de Noviembre", ISSSTE)

Suero de conejo anti-protefnas totales humanas

Suero normal humano estandaf;;a una concentracidn:déii .
79/100 n1 Sl T

Transferrina humana pura (Un1dad de Transplante del

420 de Noviembre" ISSSTE)

Equipo
Agitador magnético -
Bomba para vacfo
Cémara hdmeda
Cimara para Inmunoelectrofores1s L

Centrffuga J-21 C Beckman e

-23-



Colector de fracciones LKB Ultrarrac 2000

Columna para cromatografia

EspectrofotémétréfSp?Eﬁrd{
Fuente de poder,fﬁ

Jeringa Hamilton;(Hami]ton
Liofilizadora Labdéﬁéﬂ
Medidor de pH ’

Perforador para inmunoelec

Pipeta automdtica de‘XOQ;

Placa para inmunodifuéi@hipgd

Placas para 1nmunoelectrdfd§e$isf
Refrigerador a 4°C
Rotor Beckman JA-14

Soportes y molde paré,#b§1

Tubo para didlisis

Reactivos:

Acido clorh

Agarosa

So1uc16n:§éf :
sHa0

- 24 -



Solucién amortiguadora de barbiturqtos pH 8.6-9.0, fuefza

i6nica 0.075 (Lab, Helena)

Solucibn amoffig#adéra,de:foéféibi"bJj

0.005 M, pH 7.5

Solucidn amortiguadqf&
0.005 M contenien

Azida de sodio‘(S%g

Solucidn de az

Dietil aminoetillce1uibéa
Glisina 1 M, pH 8.0

Hidrdxido de sodio 1

Soluci6n de sulfato de amonio saturada

- 25 -



METODO PARA LA PURIFICACION DEL FACTOR B .

Ajustar tres ).con una so-

luci6n de NaOH
Diluir lé:muegtr ”gyoncentracv&n de protefna de
6 g/100°m1; 1leva abo 1a cuantificacién de protefna_'

por el métbﬁbi 'Coomassie (Técnica 1)

‘Hanol (lactato de 6,9- diayb ‘
(Técnica 1)

Adadir tres

etoxiacridina)

Agitar igﬁr>’ftempeg;;ura mbiehteryflz;ﬁrs

Centrifugar a 4°C, 20 min., 9000 rpm.

Llevar el sobrenadante a una concentracién final de-

2.59/100 m1 de NaCl y agitar 5-8 hrs. a 4°C
Centrifugar a 499,72Q:min..,9000 rom.

Ajustar las protefnas de1 sobrenadante a una concentra--

cién de 0. 259/100 ml y pH 7 0.

Anadir una so]ucfdn saturada de (NH ). SO4 vo]umen a vo-

lumen y agitar 1 hr a 4 c

- 26 -



Centrifugar a 4°C, 20 min., 9000 rpm.

Dializar exa a una solu-

cién aﬁqr igu,
Liofiliza

Disolverﬂ_ : .1
dor de fosfatos 0 0 féudt@ -

en la columna de DEAE celu 'abgcidad

de la columna. Eluir col ‘con un amor

tiguador inicial de KP ;fiﬁai de KP

0.005 M, NaC! 0,171:'71;,.

- 27 -



Determinar las fracciones que contengan protefna (Densi-

dad 6pt1ca mayor a 0 05) con el método de azul de Cooma-

"AJustar el pH a 7.4 con NaOH 0.1 My

LiofiTizai volumen de PBS

Comprobar la presen ia “dpbie;ﬂffdéiﬁniéh mi -~

crotécn1ca con anti-Bf (Técnic f_‘,-‘ly“

Determinar la Durezafdévl‘

muestra por inmunoelectrofore
sis con ant1protefna ales y por doble difusidn en mi

crotécnica con antirtransferrina)

En caso de determihéfgé}féib}ésencia de transferrina co-
mo contamiante, hacef?agihéiones de un suero anti-trans
ferrina y agregar a cada d11uc16n un mismo volumen de la
muestra contam1nada. Incubar durante 2 hrs., a 20°C; la_
minima cantidad de suero anti transferrina que se debera
agregar estard representado por la ditucién m&s alta que

presente anillo de prec1p1ta

Para obtener los antlcuerpos especfficos contra Bf, ino-
cular conejos de raza Nueva Ze1anda, inmunoldgicamente _

virgenes (Protocolo de Inocylacjdn)

-'28 =



PURIFICACION DEL Bf

SOBRENADANTE

Concentrac. final NaCl

4
SOBRENADANTE

Concentrac, prot. 0. 259/100 m]
pH 7.0 5
(NH4)2804 sat., vol a vol

agitar 1 hr,, 4°¢ ;,;,,L,:ﬂ

centrifugar 9000 rpm, 4°C, 20 m;n;

v

SOBRENADANTE | o PRECIPITADO

Didlisis contra KP 0.005 M, pH 7.5 e - (desechar)
liofilizar

« 29 -



v
Disolver en minimo vol. de KP 0.005 M, pH 7.5

v
CROMATOGRAFIA EN DEAE-CELULOSA

Gradiente continuo formado por:
KP 0.005 M, pH 7.5 y
KP 0.005 M, NaCl 0. 11 M, pH 7. 5

|

Identificar fracciones positivas”:
para Bf con inmunodifusién radia
e identificar contaminantes con:
inmunoelectroforesis con
antiprotefnas totatles

Didlisis contra PBS

l

CROMATOGRAFIA EN SEPHAROSA 4-B

Eluir con solucibn HCl-glicina_O

2
Eluir con solucidn HCl-g]icina 0.2

Juntar fracciones con D.0. mayér
Rdpidamente pH 7.2 e
Didlisis contra pBS

Disolver en el mfnlmo vol de PBS‘:-  SRS ’quardaf“£f4°C

30 -



Doble difusidn en microtécnica con anti<Bf y anti-Tf
Comprobar pureza con inmunoelectroforesis con
antiprotefnas totales

,
Precipitacidn con Tf

V

Extraer sobrenadante el
Sobte difusién en microtécnica con anti- Bf y ant1-Tf,~,~‘
Inmunoelectroforesis con ant1protefnas totales

Vv
INOCULACION A CONEJOS NUEVA ZELANDA

v
OBTENCION DE ANTICUERPOS CONTRA Bf

- 31 -



TECNICA

CUANTIFICACION DE PROTEINAS POR EL METODO DE AZUL DE COOMASSIE

Fundamento

El colorante azul brillante de coomassxe

G-250 se enlaza a la proteina’“
':que se provoca un cambloﬁen
,m&x;ma del colorante, de 46
;ﬁa reacc16n se llevai
itos y el color permanece
,;La prueba es reproduclble y.isu

”dad es de 10 100 )Lg de proteIna

Método

- Adiciohdr;&ﬁ 1;de;Jafsd]u¢i6n de coomas

la mqestré?r
- Agitar y reposarflﬁ
- Leer a 595 nh}ut; ‘cqmo“BIag

co

- 32 -



- Comparar la deﬁsidaq 6pfica_qbtenida con una curva es-
tandar de éIbﬁmihd”ﬁﬂménéfﬁhf¢6n¢entraciones de 25, 50,

75, y 100 #g/0.1 ml

eterminar la concentracin de _

la muestra.

- 33 -



TECNICA

I

PRECIPITACION DE PROTEINAS CON RIVANOL

Mé&todo

. muc
fna-rivanol

bido a

Fundamento

A pHrdg‘s;oglla,mqyoﬁfdﬂdé‘15

- 34 -




a 4°c

- Agitar.24 hrs

- Retirdf : d@;éoh centrifugacién

e;jrqdp;dé»la muestra con NaCl a uma con

de 2.5 g/100 ml, agitando de 5 a 8 hrs.

- 35 -



TECNICA 111

CROMATOGRAFIA EN DEAE-CELULOSA

Fundamento

Las resinas de ihtérbamﬁi
constituidas por una matri:
que contiene grupos-thﬁj

fijos, que se unen electrostiticam

a las protefnas de car

cuales pueden ser

aliza un int

Método

- Dializar la muestra exaus

amortiguadora de fosf&tps

- Montar una columna ¢

una soluci6n amortig




- Colocar una alfcuota de la muestra diglizadagenfla‘co1um

na. La cantidad de la muestra ers de la‘ﬁéﬁféﬁtfi

cién de la protefna,qﬁgrd

celulosa)

- Lavar la columna con ‘un

tos 0.005 M, pH 7.5,

da de proteid@‘(dg

- Eluir las pfgtgfﬁa

por una soluci6

0.005 M, pH 7.5
fosfatos 0.00SfM*

- Colectar fracciones

cidn de protefh{sﬁ;a\

fica correspondiente

- 37 -



TECNICA IV

INMUNIDIFUSION RADIAL

Fundamento -

Los anticuerpos incorporados en una placa

de1g$da£d¢:§garp é;ﬁféé@?ibnan especifica -

“mente con el antfgeno colocado en pozos _

acién lineal entre el

ad"y:la cantidad de an- -

Método Cualitativo- - A

- Colocar 10 A1 de suero humano en el primer pozo de una

placa para inmunodifusién radial

- En los siguientes pqiosyco]ocar 10 M) de las diferentes

muestras que se deseen probar
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- Dejar la placa en reposo a temperatura ambiente{dhr}nte_
12 hrs. o hasta que el halo de precipitacién del primer_

pozo sea perfectamente distinguible.

- De acuerdo a los anillos de precipitacién obtenidos, lo-
calizar la zona donde se encuentre la protefna en cues--

tién y Jjuntar las fracciones.
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TECNICA v
INMUNOELECTROFORESIS.

Fundamento -

La inmunoel

de electrofy

1a qu\‘e:’éAn.,jun-,} principi

sometidas a

e1ectrofore§js:ylg§}f:d”;vw

por succidn con vacfo



Lienar el primer pozo con suero-humano previamente tefii-

do con azul de bromofenal.. -

Dejar correr las,proﬁéfhagfha

suero se haya-separado

s antipro-

biente y eépéfarﬁiZja 24 hrs,

Observar las bandas 6bf§hf&é§}§}1§ép;f€icarl ‘fdedacuer-

do a su forma caracterfstica . =~
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TECNICA VI

CROMATOGRAFIA DE AFINIDAD EN SEPHAROSA 4-B

Fundamént;o -

Qﬁbffg poroso insoluble se inmovi-
‘Lh’enface covalente, una protef-
a»que tiene la capacidad de ad-
‘Viivamente aquel componente --
que.se desee separar. Como las
,e}ﬁﬁidn que regulan la adsorci6n
"tipaatovalente, la elucién puede _
;lfévé;gé_a cabo por acidificacién, aumen-
' f}n§6fc§nsiderab1emente la fuerza iénica_
ﬂdel‘éIuyente ¢ compitiendo.con haptenos _
(18)(30).

Método
,,'*.;;‘..»;v];.anVVi‘]v.iz:a_cidn de la prote!na

- Lavar e 1nchar el gel en un flltro de vidr1o con’ HC1

0.001 M (200 ml)‘por 15 m1nutos
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Disolver la protefna a'ser?acopTada (IQfWSJ gq'NaHCO3

0.1 M conteniendo NaCl 0.5 M

Mezclar la protefna con el

agitar durante 2 hrs. a te¢beratur

a 4°C (Va agitacién magnéfiﬁifdebé

do para evitar la fragmehfaéiﬁﬁ

Lavar el material no ‘enlaza
reaccionar cualquier

mina 1 M a pH 8.0 poﬁfl

A fin de remover 1a protefna
realizar tres ciclos de
cién de acetatos 0. 1 M cof

lucién de boratos 0. 1 M conte

Colocar el gel en unaJQQJUmn
pasar a través de é11a:500
fosfatos (PBS) 0.1 M, pH

La columna debe ser guar.
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Cromatograffa

Colocar en 1a columna un volumen de muestra igual a aquel
ocupado por la sepharosa; a] mismo tiempo, abrir la colum
na y permitir la salida del PBS hasta antes de que se pue

da visualizar la supeffibi@”de1'ge1

Dejar reposérvlzjhfgf\a 4§Cff

Lavar la columna con suficiente PBS

Eluir con una solucibn de Hc1-g1i;tna 0.2 M, pH 2.8 hasta
que la densidad Gptica dé 1és‘fr$cciones sea menor a ---

0.05 nm -

Vo1ver’3féfﬁfrﬁcon una solucidén de HCl-glicina 0.2 M, pH
2.2 hasta-que la densidad 6ptica de las fracciones sea me

nor a 0.05 nm

Cambiar r&pidamente a 7,4 el pH de las fracciones para _

evitar la desnaturalizacidn de la protefna
Neutralizar el gel con PBS para evitar su fragmentacidn

Juntar las fracciones que contengar una densidad 6ptica _

mayor a 0.05 nm
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TECNICA VII
DOBLE DIFUSION EN MICROTECNICA

Fundamento

Es una técnica para el andlisis de siste-- ..
mas antfgeno-anticuerpo, en donde cada uno

de ellos es colocado separadamente en pees
quefios orificios cortades en un medio semj =

sGlido de agar. Se permite la difusidh:dé%9?**

uno hacia el otro; una banda de precipita?;f'
cibn es formada cuando el antfgeno y el'qgkf
ticuerpo se encuentran en la zona de éqdf#f;
valencia. Esta técnica puede ser usada pa
ra caracterizar un antfgeno o anticuerpo

M&todo

- Hacer un frotis c@ﬁ

jar secar.

- Colocar los soporte:
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Introducir la agarosa entre el molde y el portaobjetos_

por capilaridad (espesor 1.5 mm )
Agregar al primer pozo 50 M1 de suero control

Agregar a los siguientes pozos 50 M1 de las muestras --

que se deseen probar
Agregar 50 M1 de antisuero en el pozo central

Dejar reposar de 24 a 48 hrs. en una cémara himeda a tem

peratura ambiente

Cuando en el pozo del suero control se tenga una banda -
de precipitacién perfectamente distinguible, se puede --
proceder a observar la aparicién o ausencia de bandas en

el resto de los pozos,

- 46 -



PROTOCOLO DE INOCULAC'IVONVV e

INOCULACION

Primera semana

Segunda semana

Tercera semana

Cuarta semana

Quinta semana
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RESULTADOS

Cromatograffa en DEAE-celulosa

La Grdfica | muestra la forma caracteristicﬁ‘de ]aV -

curva obtenida en la cromatograffa de DEAE-celulosé;

La zona de predominio de Bf se localizé por inmunodi -

fusién radial.

Entre los contaminantes presentes después de la croma
tograffa se encontraban: albdmina, inmunoglobulinas y --
transferrina, los cuales fueron identificados por inmuno--

electroforesis con antiproteinas totales.

Cromatrograffa en Sepharosa;4§8ghﬂ-qk

Por medio de esta ckohﬁtog:*'{fa se logrd separar al_

Bf de la mayoria de 1os'COE}Qmjhante§: sin embargo, la do-
ble difusién en microtécnica y 1a inmunoelectroforesis con
antiprotefnas totales mostraron la presencia de transferri

na, aunque las bandas visualizadas eran muy tenues.
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DENSIDAD OPTICA A 2S5 mm.

0.3 +

0.2 A

0.1

Q i >
< U 3 4 L | O b <= d & " b s "y Y 3 b . ol
Al Al AN T T L T A T M Al Al T L T L L Al L] i
10 20 30 40 %0 & 90 100 110 120 130 140 ®O 160 17O 180 {90 200
No. FRACCION

GRAFICA I: Cromatografia en DEAE=-celulosa con gradiente
oontinuw formado por: KP 0.005 M, pH 7.5 y
KP 0.005 M oconteniendo NaCl 0.11 M, pH 7.5,
Se localizs la zona de predaminio del Bf por
irewunodifusisn radial v se identificaron tres
contaminantes en dicha zona por inmuncelec--
traforesis con antiprotefnas totales,



Precipitacibn con antitransferrina .

Con adea &f

gré encontr?ﬁ f?
para separar']h transfe

La doble difusien
na y la inmunoéTéctrbf

traron finalmente una alf

- 50 -



Fig. 3:

‘Doble difusi6n en.microtécnica. En el
~ pozo A, fue colocado un antisuero con=
tra\tr&nsferrina; en el pozo B, un an-

tisuero contra Factor B y en el pozo C,
se colocS la muestra finalmente purifi

cada. Como puede notarse, s8lo se ob-

serva reaccidn entre la muestra purifi
cada y el antisuero contra Factor B,
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H fInmunoelectrofore51s con .antiproteinas:

caracteristlca del Pactor B.




Fig. 5:

Inmundelectfoforesis con suero de cohejo
“obtenido de la inoculacién. En los dos_
pozos fueron ccldcados 10 A1 de suero =--
normal humano. En el canal fue colocado
el antisuero abtenido de la inoculacién_

al conejo. Puede observarse la apari---:
cién de una sola banda de precipitacién_
con movilidad beta, caracterfstica del _
Factor B. e
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DISCUSION

Antes del desarrp]]bf

de los diversos componentes

nfa de fracciones obtenida
con calor, zimosan o amo
ciones preparadas en divers

de una o de otra de las:fr

tives, agregandO'diTQC1

" Esto se hacfa con el

alguno de 1q5fc

sando algin estad

problema por;sé

métodos costosos.

ra la que reétha d

diante enséybly



Inic1a1mente se practicaron precipitaciones con riva-
nol y sulfato de amonio. con lo que se logrf separar al Bf
de una gran cant1dad de protefnas presentes en el suero.
ademds de que es '|a meJor' forma de evitar grandes pérdldas
de nuestra protefna. ya que Ia mayor parte “de e

ce disuelta en 105 sobr'enadantes

cac16n, 1a r'azdn se debe a. que mu has,
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fisicoquimicas de la transferrina ;on,muy,semejantes a las_

del Bf, entre.las que se,encuéhtr [ 'jepu-
lar y semejantes movilidad electr
trico. k

Ese contaminante pudo.
una precipitacién con antitransfer

guié,aljanQf

obtenerse

ca del Bf.




CONCLUSIONES

En este traba‘d;

'bfgsthﬁiunfnuevo método,péra:]a pu

rificacidn de una protefna sérica humana, denominada Factor

ortante, ya que los suero

an ser muy caros.

pe
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GLOSARIO

Alotipo: Una de dos o mds formas alternat1vas de unigen.

Bf: Factor B; GBG (G]1coproteina beta r1ca
C3 proactivador; 82 gl1coprotefna I 

BffF: Variante electroforética del Bf~(}épida)
BfS: Vairiante electrofor ‘
BIH: Compite con elrc3b

DBbC3b.

CsbINA:  Conocido tambi

romper la m

CVF: Factor de

una Cé convertas
DMID:
1gG,
FI:

GAG:

de activacion del_
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GGG:

HLA:

©l

PBS:

Glicoproteina gama rica en glicina; fragmento "b" --
del Bf cuya funcién es la de activar al Cy enla via
alterna del! complemento.

(Primer Sistema Leucocitario Humano). La mayor re--
gibén de histocompatibilidad en el hombre localizada_
en el brazo corto del cromosoma.seis.

Properdina activa, participante en la vfa alterna --
del complemento.

Solucidn reguladora de fosfatos.

Polimorfismo: Mezcla estable de diferentes genﬁtipﬁgiﬁ:

- 59 -



BIBLIOSRAFIA

Arnason, A,,Larsen B, Marshall

tion. Nature 268'*

« 60 -



9.~ Benacerfaf 'B. Textbock of Immunology vol 2. The Wi-

ll;ams and Wilkins Company, Baltimore, 1979.

10.- Bender,:K;:Mayarova, A: Frank, R. Haplotlpe Analy51s -
of the'ﬁinkage group HLA-A: HLA-B: Bf: and ;ts Bearlng
on-the Interpretatlon of the ankage steq,
Hum.. Genet 36 191-196, 1977._ S

11.- Bernal, J E; Ellls, D. A, Halgh J




¢

17.- Curtis, A. w, Merrlll W C. 'Methods in Immunology _
and Immunochemlstry' J

. 6.. Academic Press, U.S.A.,

J. Immunology 5 97— 704, 1‘976.

- 62 -



26.-

27.-

28.-

29.-

30.-

3i.-

32.~

33.-

34.-

Hauptmann,,G., Sasportes, M.: Tongio, M. M. The Lo-
callzatlon of . the Bf Locus w1th1n the MHS reglon on_
Chromosome 6. " Tissue Antlgens A 52 54 1976

Hauptmann, G.; Tonglo M.kM., Kleln. J. Change 1n o
Serum Factor B phenotyp _Fo;lowmn Human Orthotopxc _
Liver Transplantation. g ?Immunology 124" 1524,_ o

Practical Immunology. Black-~
London, 1980. '

Hudson,L.; Hay, F{:c
well aClenblfl

‘11catuxm,

merlcana, Buenos Alres, 1977‘

Z of {Hé”Pepﬁide Maps of
Human c2 and Factor B- Ev;dence for Structural Homo
: Immunology 120 1788

logyfandMCommon”Ancestrx,

Niemanh,'M. A.; Mole, J. E. Preliminary Alignment _
andIN-Terminal Amino Acid Sequence of the Cyanogen _
Bromide Peptides of Human Factor B. J. Immunology _
124 1533, 1980. )

Pillemey,L.; Blum, L.; bepow, I. H. The properdin
System and Immunity, Demostration and Isolation of
@ New Serum Prtoein, Properdin, and its role in Immu
ne Phenomera. Science 120 279-285, 1954, -

- 63 -



35.- Putnam, Frank._ The Plasma Protelns. SLructure Func—

tlon and ‘Genetic Control

- 64 -



44 .- Weltkama L. R., Barbosa, J.: Guttormsen 5. A. Insu
lin: Dependent Dlabetes Mellltus and Properdln Factor
B.Y'The Lancet 2 369 370 1979' :

‘dence for s;ngle subun1L strudture
Immunolog: 114 1649 1653"" '




	Portada
	Índice
	Resumen
	Introducción
	Propiedades Generales
	Polimorfismo del Factor B
	El Factor B en Otras Especies
	Síntesis del Factor B
	Relación del Factor B con el HLA
	Importancia Clínica
	Material y Métodos
	Método para la Purificación del Factor B
	Resultados 
	Discusión
	Conclusiones
	Glosario
	Bibliografía



