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RESUMEN 

En el presente trabajo se plantea la purificación de 

una protefna humana, denominada Factor B. >_/_. 
:~ ·_ ;,_ - ',· . ' ; : , ;,'. - ~ 

')::,:-:,;: .. , .. 

Se trabajaron tres 1 itros de suero ll'u~~ii~;~, d,ona.dcÍ por 

el banco de sangre del Hospital de Urgencias Ré'spiraforias, 

el cual provenfa de individuos sanos. 
;::;·:_;~:::·.:;·':~\-./_ 

.·-.-., 

El trabajo experimental con si sti6 en una pl"ecT~Ita--­

cidn con una sol uci6n de rivanol ¡ se continuó tra~aJ¡ndo _ 
•'•.:-.··,,:-

el sobrenadante, al que se le practicó una segunda'¡íreCip1 
- - -- -.-- . -_.·.:·- ;~;=··-;--·- - -

tach~n con una solución saturada de (NH 4)2so4.• Posferior­

mente se realizaron cromatograffas en DEAE-celulosa/'·~lui­
das con gradiente continuo. Las fracciones e~~J~-s-q~·e' se_ 

localiz6 el Factor B fueron pasadas en una col_ü'm~~:cle:'afi· 
' ,. .;~ ' ,. :~,,~ 

nidad preparada con Sepharosa 4-B y anticuerpó's'.;'é'spe.éffi-­

cos contra Factor B humano. ~ ,~~~;;Q;c;_;c~~c.¿~iti~~f~~J~,}_,->. 

• ,.--.·-~· .. :··';'~~<·-~:-::·.:"· -:·o··,-~·-;.;-.:•;i-: '°".,·7-

Fina lmente se inócularón éone'jds' p·ara.61ltiri~r·a·nti---
, --;-.• :·'"~- --~'-- -·,_"=.-...'...-:=-;'-::=.o~~~;"='o·:::;c~,;,·7,~~,""=.-lo-_~~ -:..-:..d..-~L ·.~-,='-": _ ~~~,' 

0
_ 

cuerpos es pee ffi cos con'fra Fáct~r 8: 
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Debido a la relaci6n que se ha encontrado entre algu­

nos alelos del Factor By la aparici6n de diabetes melli-­

tus. este trabajo podrfa servir en futuras investigaciones 

para el diagnóstico precoz de diabetes y como consecuencia 

la ap11caci6n de un tratamiento preventivo. 
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INTRODUCCION 

El Factor B (Bf), también conoddo como glicoprotefna 

beta rica en glicina (GBG) (14), CJPriiahtv~do~(c;i>Al 
(24) y ~ 2 -glicoprotefna II (17) •.es. una/~id~~-fna' que· se en 

,-. ., ::· - .-.,,•,-:· :'~ ;·'"J''.~ -: -. ' 

cuentra normalmente en el suero hum.ano' y:'~~,;~ef. d~,,j ai.mayo­
-" ; -~-·,_ < ;:d_;~;,%;_~:! '{~ /-:~~~~_,~;~:-~:;;'.;:;,'.;~~~-.:~~ ~:'.'.d,:/;;,J.'- ~-

:'·' :·' .·" ·;-, ,,._ .:·_:· .··-·· . .<;,";'.:.·-, 

. -.... :-;:.:' ~~:·\r::~~ ~-~'./"::-·, ~~'~+;~~,~)'·'.':~-e -

La funci6n del Bf es la de pa~tTci't~2~f~~~~l~t~ra' álter. 

rfa ele los vertebrados ( 3 7). 

-:_---:,:_~~: --o:~ct~~~·;¿,~.::t~¿~,:.;di:i~~,~~~i:.i-_,-... ,:::~~ ~ ~ ~--=- - '.. 

na del complemento, también denominaC!a'>sTstemade'li pro--

perdina por Pillemer en 1954 (34), j~·~~"€~~~~-j-tfa}pr()tef­
nas, conoddas como protefna D, c3·Y.)f:~~P~fe1(rie1-.y~Esta vfa 

alterna de complemento evita la acliv~ci6ri}de/los.compone.!l 
tes c

1
, c

4 
y c

2 
ele la vfa clhic~··,,~~~~¿)~.ó'.~i''~·j;~~ c

3
, c5-c

9 ': ', -,_:~-~ - -,.-.-;:"~¡~·-~;-. \' .: .'_--:"~ =·,~.:2 ~ ·, ',, ,,, 

e J). · , ,~ :' ' F!)i r:"X( < .'r · 
. :<-·:.--.,:~: -,;-:~, ~ '":::. - ;c:;-o-;;~- ,.·.:·-~_;,- -:·.~·;• .-- • 
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el cual requiere de la presencia de c3b (25), antiguamente 

conocido como Factor A (17)(3)(23); y de Mg2+.para activar 

al Factor B (25), que es dividido e~ dos frag~en{os'( Ba o 

GAG (glicoprotefna alfa rica en'. gl ~cinél.) con un·p~s·O ---
:;:. ·<·.: .. --

aproximado de 34000 o, y Bb o GGG ( gl icoprotefna .9.ánl~ r.ica 

en glicina) con peso aproximado de 72000 D (3)(32).· En --

cf6n del c3 (30). 

El factor fniciante, el factor D yBb int~r~ctOan de 
. 

Esta vfa a 1 terna de\~~tiv'a:ci6n posee un meca~ i smo de_ - '" ··" •',' . . . 
retroalimentación, en el i::IJa1<Ün complejo bimolecular BbD_ 

en la membrana celular provoca la fragmentación de c3 en 
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c3a y c3b, por lo que se hace indispensable un mecanismo 

de regulaci6n (42) 1 en el que participa el C3b INA, conoc! 

do también como KAF (Factor Activante del Conglutinógeno)_ 

(1) 1 y su función e~ J~ de interrumpir la retroalimenta--­

ci6n dividiendo al c3b en dos fragmentos denominados c3c y 
c3d (42); cuando la activación por el complejo BbD se lle­

va a cabo en la fase flufna, se requiere de otra protefna 

de control llamana B1H que está presente normalmente en el 

suero. y compite con el C3b por la superficie celular (42)9 

con esto se aumenta el tiempo de inactivaci6n del c3b por_ 

el C3b INA y adem4s se provoca una desestabilización del 

complejo trimolecular BbOC 3b (9). Este mecanismo de regu­

laci6n es importante. ya que si no ocurriera, el c3 actua­

rfa como un amplificador permanente de la vfa alterna con_ 

el consumo constante de c5-c9 , lo que resultarfa perjudi-­

cial para el organismo (42). 

Un aspecto importante de la vía alterna es que tam--­

bién puede ser activada por un factor de veneno de cobra 

(CVF). el cual actúa en forma parecida al c3b formando un_ 

complejo bimolecular CVF-Bf que tiene la propiedad de una_ 

c3 convertasa y adem&s de ser más estable que C3b-Bb no es 

inactivado por KAF (25). Asf mismo, la plasmina puede ac­

tuar directamente sobre el Bf (17). 
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En la Figura 1 se muestran los mecanismos de activa-

ción del complemento alterna,_ 

asf como la actividad biol6gi 

dos. 

importante en diversas propiedades del suero, incluyendo: . . . 

muerte de ciertas bacterias gram. negativas, neutra1Jza~f6n 

de ciertos virus y lisis~e erit~ocitos de p~tieritei~con 

Otra caracterfstt~i>j~jlº~rJ~ri~~~§s~.q~=~ S~?frf~~~1°terna, 
al actuar ; n depend; ente~en t"e-We .,1 él~fríls¡íÜ"es~ta'º~f~tímil:e}tiümo- -

ral, en comparación con la~'.f~c;~·{á~idál~·~ ~n~i~fda su_ 

acción. 
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PROPIEDADES GENERALES 

El Factor B (GBG) ha sido aislado y caracterizado 

como una glicoprotefna de movilidad beta rica en glicina_ 

(17), con un contenido total de carbohidratos de 10~6%; _ 

el an~lisis de los azGcares respectivos, asf como tt'c~m­

posici6n de aminoácidos se encuentran en las tablas l y_ 

11 respectivamente (14). 

Se encuentra en el suero normal humano en una conce~ 

trac16n de 100-200 µg/ml; tiene una constante de sed1men­

taci6n de 6.2 S y un peso mol~cular de 80000 D (17). 

Esta protefna se desnaturaliza a SOºC en 30 minutos. 

En el suero incubado con tripsina o Staphylococcus aureus 

o a 37ºC en reposo, el Factor B se fragmenta (5), dando _ 

origen a una glicoproteina de movilidad gama llamada gli­

coprotefna gama rica en glicina (GGG) 1a cual es 4.3 S y_ 

una glicoprotefna con movilidad alfa llamada glicoprotef­

na alfa rica en glicina (GAG) de similar tamano (5). Es­

tudios recientes de la secuencia de aminoácidos del Fac-­

tor 8 han demostrado que el fragmento GAG procede de la _ 

fracci6n amino y que el fragmento GGG se deriva del car-­

boxi lo terminal (33), El fragmento GAG tiene caracterfs­

ticas ácidas y no participa en la reacci6n de activaci6n_ 
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del complemento, mientras que en el fragmento más básico,_ 

GGG, está localizada la funci6n de activaci6n del c3 (30). 

Los determinantes antigénicos de los dos fragmentos_ 

parecen ser distintos ya que el anti-GGG produce reacci6n_ 

de identidad entre el GBG y GGG, pero no reacciona con el 

GAG. Por otro lado, el anti GBG produce reacciones con el 

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

- 1 o -



. Co~i~t:~d}'.1:~"g~,~'.o~h i d;a tos 
, :,.:~.~~~:_.~tD<;?'"· ·,:: ,:·L ;>:·.:,·;'.:~~. 

de'l Bf 

-:,-~~;~~:~~~:~tc~:~~t::·:~i~~;::-:~· ~~~~;~,~-~-.-. 

•··lie~~'~Íi;~~~~ •.••... · .. 5.0 

Acetilhexosamina 4.2% 

Acido N-acetilneuraminico 0.9' 

Fucosa 0.1\ 

Galactosa/manosa 1:1 
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T.ABLA 11 

facA~}~o!;2i dos 
; -~ '. 

AHINOACIDO AMINOACIDO 

Lisina 7.40 Hiatidina 2.48 

Arqinina 5.40 Ac. asp!ritico 10.82 

Treonina 5.33 Serina 6.17 

Ac. qluUmico 11. 53 Prolina 5.91 

Glicir.a a. 35 Alanina 5.14 

Cistina 2.48 Valina 7.69 

Metionina 1.23 , Isoleucina 4.73 

Leucina 7. 06.'> ' 4.31 

Triptofano L31 ":' 2.66 
-=-.--':---·eº =--o.-c-'-_-'-.,-:''---.0.- . ,, 
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POLIMORFISMO DEL FACTOR B 

El polimorfismo del Bf fue ;nicfalmente estudiado y_ 

descrito por Alper en 1972 (4). 

Esta protefna ha demostrado ser altamente polfm6rffca_ 

cuando se le prueba en inmunofijación a pH 8.6 y aQn en -­

sueros de individuos homocig6ticos se detectan cuando me-­

nos cinco bandas (4). Dicho polimorfismo es determinado_ 

por dos genes comunes BfF (r&pido) y BfS (lento) y dos ge­

nes raros BfF1 y BfS1 (37). Las frecuencias genftfcas en_ 

diferentes razas se muestran en· la tabla 111 (4)(37). 

Debido a la presencia de los cuatro alelos han sido 

observados siente fenotipos: SS, FS, FF, F1F, F1s, FS1 y 
ss1 (4). Se ha sugerido que las variantes comunes BfF y_ 
BfS residen en el fragmento GAG y las variantes raras BfF1 
y BFS1 están localizadas en el fragmento GGG (4). 
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RAZA 

Negros 

TABLA III 

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

BfF 

cauc~sicos 

Orientales 
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EL FACTOR B EN OTRAS ESPECIES 

En distintos vertebrados ha sido demostrada la prese!!, 

cia del complejo polfmolecular que 'constituye el compleme!!. 

to, aunque con distinta actividad segGn la especie animal. 

El Factor B ha sido observado en muchas especies de _ 

vertebrados y ha sido estudiado en ellas, encontr&ndose p~ 

ltmorftsmo en las siguientes: 

Mono 

Cobayo 

Raf6n 

Chimpance 
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SINTESIS DEL FACTOR B 

El mecanismo de sfntesis en el organismo del Bf ha si 

do estudiado por algunos investigadores. entre los que se_ 

encuentra Alper, quien sostiene la hip6tesis de que el hf­

gado es el principal sitio de sfntesis del Bf. En sus es­

tudios se realizaron transplantes hepáticos. determinindo­

se los alotipos de los donadores y receptores antes y des­

pu4s del transplante; el resultado ha sido un cambio al ti 

po del donador sin que se vuelvan a encontrar rastros del 

alot1po original en los dfas posteriores al transplante ~ 

(6). Esta hip6tesis tambi4n es sostenida por Hauptmann, 

quien ha realizado estudios de transplante de hfgado en h~ 

manos. llegando a la misma conclusión (27). 

Tambi4n se ha encontrado que los macr6fagos peritone! 

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

Halbwachs y Lachmann han encontrado que las c41ulas 

provenientes del Linfoma de Burkitt, tienen la capacidad 

de sintetizar Bf, sin embargo no· han podido encontrar si 

el Bf esti normalmente presente en la superficie de los ~ 

linfocitos o si es secretado por ellos. Proponen la hipó­

tesis de que el Bf está presente en la superficie celular 

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

- 16 -



t1os que reaccionan con el veneno de cobra est!n expuestos, 

encontr&ndose el resto de la molécula dentro de la membra­

na celular (25). 

En otro estudio realizado en mujeres parturientas, se 

demostr6 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 la mayorfa de los casos, sin en­

contrarse mezclas de ellos. Adem&s se demostr6 que en la_ 

fase fetal hay sfntesis de Bf, encontr!ndose una concentr! 

c16n muy baja en el cord6n umbilical en comparaci6n con la 

concentraci6n de la madre (4)(43). 

- __ -_ -- :__ - -- ---- ~ - ~ -<-- --
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RELACION DEL FACTOR B CON EL HLA 

El rechazo que ~s-e ·~reseri,t~ba en muchos organismos, 
• -. ·~-, ,~e; '.:'o ';=.' ; ;· 

aún de 1 a misma e~ peh'5'~'·i::!~bn: ~l 990'. tipo de i nj erfo, re pre­

sen t6 por mucho tie~p~.i~h} t)~:~~e~apárá la p;áctica del 

transplante de tejido·s'(!i1l1 e~b~rgo, después se descubrió_ 

que ese rechazo no era debido a deficiencias en las técni­

cas quirúrgicas, sino a unas moléculas denominadas Antfg! 

nos de Histocompatibilidad o de Transplante, que~proporci~ 

nan a los tejidos de cada organismo su propia identidad~ 

química (20). 
··-=-~"-' 

Actualment.e se -~~b~.q~~ ésas· ~oléculas de<fransplante 

se encuentran ··en:>l a {fr~~~ficie "d~ j~C~a~oFf~J.d'.~{\~s; éél u--

::·":":.:::::: ~~~:~~l~~~~~!~1~~l~é}~]~l~~!~Wrimt~;;d·· 
Di cho segmento i~~;:;_co'n:~:~~~~8':;~on1~-~LA (~:~:;'M~t .i{~·re·~~ Leuco-

-·.:: ".}",··'· ;_,.; ·-- ' ;;:.·,::::~,'· ~·· .. 

?e •. •·;~~:·?:···' 
ident\f1c~do~ an Un a ···ser{~ 't~_Tll-~.p~4-~é~',g~,ll~s· 

varias es pee; e:sc;(d:~: ~-~'lll'f.(E!f o(como .el : ratón (~2): ~erro 
(OLA}, mono 

'·"' ._·. 
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El sistema HLA es importante para la regulaci6n de m_!! 

chos aspectos de la respuesta inmune, entre los que se en­

cuentra la biosfritesis de'afguno{;co111ponenfes del comple--

mento. 

Los componentes <l,~l,~om,)J~~~~'.i'l, que se codifican den-,, __ , 

tro del sistema HLA so~,,~l ei'_.,j'C¿ y c4• El descubrimento_ 

de que el Bf se encontraba ligado al HLA fue realizado por 
, __ .,_ .. __ ,--!,_:- -

Allen en 1974 (2). La localizlcf6n del gen para Bf dentro 

del complejo HLA fue motivo ,de gran controversia, ya que _ 

algunos autores aseguraban que el orden era HLA-B,D (Bf,C 2) 

(38). Sin embargo, a~~u,aO[mente· se sabe que dicho gen se_ 

locaHza entre la reg161l'HLA;;.B y HLA-D (7)(26). 

La representaci6n esquemHica del complejo HLAen el 
' ' 

cromosoma 6, asf como la,Jocalización del Bf dent'ró del 

mismo se muestra en la Figura 2. 
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IMPORTANCIA CLINICA 

El descubrimiento del sistema HLA y su importancia en 

el transplante de tejidos atrajo la atend6n 8e ~~chos in­

vestigadores, quienes tuvferonil~\inquietú/d~~~b~r'ii dj_ 

cho sistema podría estar relac\onaa:r!e!~<f;·~unos}cáSos con_ 

· ::,::::; ::::.::. ·: :·~ :: ::" ~~¡~~W~~)jj~,~~~~~~f ~~;;Tt::: 
mente di cho sistema ti érl~·J~~i~~~61·ti~Ye~~~t~·.ii~,J ~·;~scept; 

_ ~-cc--~-,~:i~~~~ .. \~;~fi_~'.'~-~~~:;~~~~Ú.-'_.:_~~~:;.:.~'"; ~~;2~7#~~;_-~~;~F;;~c:_,'.-~--- · -
bilidad de una variedad de~enfermedadés d~b,ido:coá,iJna aso--

cfaci6n inusual .de aiej~s';'éiien?n/tnaa~:'Jú~~!Jjj{~.~io~~<!e en-
'~"=~:4';~·;.1~-.',é.';o~o;~<-=;;~ ~<~=-:~·~-~"~é·;~C: "_:~~'-o~·.'~~ . ··- r

0

' • - ; • -;-; ;- .-. ~~\~·~=::.~::-:~_~;~ •-·• ·---
1 a ce. ···· ·· · ,. 'i·': :e; L':>'·L ·' ·' ::t ' ··:,:y· ::e; 

Ac tua 1 me~ te ·~~;· ~Í~'.~ ~;Ü~i1'~:~·;··c;mp~·~·e,nte·s~~~d~l 1~~J~eme!l 
to que se c o d ;'~.rc~'n 'ct'~~;t'~~~J.~:~~?·.H~~·;;t~f . , isi~li~'.ii\;·,pü~·~:; n e~ 
er en desequi 1 ibrio:~def.e.nlac8/ico11•"genes;·Ve~jrios~a el)o.s; _ 

es to se refiere. ~'1 f~n~%!:~t·;-',cfa 1 ~966\Nr~~;·:.d.0X~~f~·~esip~rt i c~ 
, ª rme n te ª s º c i ª d,9j~rfaMt·~·W~~~\f !?~··g~fte~r~?;~'.~llli~~?cii2~º-~~-Lº; gu e 
mue has veces con düc en a¡ l á a pá ri e í6 n de. e·~'(~'~,~~dkde~; 

-. >·::.?:·:< ~<::~::~§\~<:\- .- ;';.:~~;¡'.~:~·:/- ~;;><~-· •_ •: ··,; .. ·_.'.;·_·>: ... ,. ,.-.:e---., • ;. ~~~-:'." ~.;•ic~:¿ -';:~ .. ~ ... , _·::'; 

:;: ::~:::;~'.illill~~!ili!f tl!ll!f i!il!~;¡¡::~ 
ene on t rado una ··rue rte· rel¡ci·~·~··· eÓ;;~ ~1·s';~ 1 '..'/'c!Gha en fe _i: 

_- =--- _._."_:--·,_-
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medad (11)(38), asf como una.incrementada asociacf6n entre 

el 8fF1 y el HLA-818 en niños blancos (12)(36)(44). En 

Francia, Alemania y Australia, l~ Pft!IDesU mc1s .fuertemen­

te asociada con el alelo 818 ~ue con el 88 (41}. 

Kfrk y colaboradores aseguran que la relaci6n de la 

DMID con el 8fF 1 depende mucho d~.}.ª/~dad ya.queJit-s\fre-­

cuenc i as encont r.ada s entre .n iflo.~;:~k/a_duft~s. va~'fin;ti~nifi) 
, .. --

cativamente (11)(29). 

Stewart y Cann encontt"áron;qüe>en tacs po_bla~jÓ_rie~ ~H.!!. 
._;-:=-~o'-oc-_c:..-=: O~~~-=~~¿~;Í~-';:.°'=i-=-}~---._ :~·--. 

cc1sicas, el srs1 esÚ~pre~orii'tnantémente asociado cop ~l<~; 
- '· -·""~"- ::_:,·, ,·,' ., .~ . ,.,. ' '- " - .-_ - _- --= ·' • 

Bw5o y que el Bf_~ 1 ~-c~'r'fEetC>Jf't~_á.Yor frecuencia con el ha:;;._ 

plotipo Aw30, Bls~'c~Us:ilrfdo.'dla'tíefes mellitus en ambos¿a-

s os ( 41 ) . < :>/;·;. . >< 
En otros estu~ios ~~aVi~:ados en Is landa, se demostr6_ 

que.el HLA-827 est6 asociado fuertemente con el alelo BfS_ 

en pacientes con espondilitis anquilosante (8); mientras 

que en las investigaciones_en Italia e Inglaterra no se en 

cuentra relaci6n entre el 827 con algún alelo Bf (45). 

Con todos los datos anteriores es f&cil entender la 

importancia de la genética de poblaciones ya que los resul 

tados que se obtengan en todo estudio, dependerá en gran_ 

parte del origen étnico de la población que se estudie . 
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MATERIAL Y METODOS 

Material Bioldgico 

Tres litros de suero humano proveniente de donadores sanos 

(Banco de Sangre del Hospital de Urgencias R~spirato-

rias de la SSA.) 

Albúmina humana pura 

Conejo Nueva Zelanda de 3 meses 

Suero antf-Bf humano (Atlantic Antitiody) 

Suero anti-Tf humana (Unidad de Transplante del C. H. "20_ 

de Noviembre", ISSSTE) 

Suero de conejo anti-protefnas totales humanas 

Suero normal humano estandar, a una concentración de 

7g/100 ml 

Transferrina humana pura (Unida~ de Transplante del C. H. 

"20 de Noviembre", ISSSTE) 

Equipo 

Agitador magnético 

Bomba para vacfo 

C&mara húmeda 

C&mara para Inmunoelectroforesis 

Centrffuga J-21 C Beckman 
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Colector de fracciones LKB Ultrarrac 2000 

Espectrofotómetro 

Fuente de poder 

Jeringa Hamilton 

L iofi 1 izadora 

Medidor de pH 

Perforador para 

Pipeta automStica de 100 

Placas para inmunoelectrofo 

Refrigerador a 4°C 

Rotor Beckman JA-14 

Soportes y molde para 

Tubo para diálisis 

Reactivos 

Ac ido e 1 o~tlict~i~o ,:o::ooi · M 
:· ,' '-: -~ 

Acido clorn'}'ci,:.Ci'ib'i M' 

d/'i~;~d~ ,'~lorh'idrico~gl i cina, 
, :·;>.::·< .. · ,o~·!.' ;;oo<;.. ,::,~··_\'..'<····'-""· 

-·. '.~ ~ '.'.,/~·=·'.~/ :'.j;· .. ~';-· 

Solución 

Agarosa 

So 1 uc i ón de aC:et~VosfCl~ i. M ~e: ont e'n i.en dÓ 

pH 4.0 
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Solución amortiguadora de barbituratos pH 8.6-9.0, fuerza 

iónica 0.075 (Lab. Helena) 

Soluci6n amortiguadora 

0.005 H, pH 7.5 

Solución 

Azida de 

Soluci6n 

Soluci6n 

pH 

Soluci6n 

Clorul'O _de 

Dietil aminoetil 

Glisina 1 M, 

Hidróxido de 

Soluci6n 

Solución 

clo 
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METODO PARA LA PURIFICACION DEL FACTOR B 

con una so-

1 uci6n de NaOH;l' Nii;;X~?.i'.·i',~···· 
. ·, .. _\\~ :·:vy·, .. -

: :»'··ú . ..:;.- .··~ 

- Diluir la muestrattás):auna concentraci6n de protefna de 

6 g/100 ml • 11~~~.!".y~·d6a~o la cuantificaci6n de proteína 

por el método de\~i'J1 de Coomassie (Técnica I) 

- Añadir tres li~t~~SJe~rtvanol (lactato de 6,9-diamino-2-

etox i acri di na )'.á'l'f1\68% (Técnica I I) 
_:_-~-' ' _,·._,'~' ~-· _: - . ' 

- Agitar 1 nr a~fernperatul"a amblente y 12 

- Centrifugar a 4°C, 20 min., ~000 rpm~ 

- Llevar el sobrenadante a una concentrac16n final de 

2.Sg/100 ml de NaCl y agitar 5-8 hrs. a 4ºC 

- Centrifugar a 4°C, 20 min., 9000 rpm. 

- Ajustar las protefnas, del sobrenadante a una concentra--

ci6n de 0.25g/100 ml y pH 7.0 

- Añadir una soluc16n saturada de (NH4 )2so4 volumen a vo.,. 

lumen y agitar 1 hr.· a 4ºC 
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- Centrifugar a 4°C, 20 min., 9000 rpm. 

- Dializar exaustivan1ente el sobrenadante c.o.nJra una sol u­
f. 

et 6n am~rft;!lti~cid~·~;,d~::f'ri~i'a'tbs*;o; oó5U~·~ LI'~ ;];'s.:· 
.-:··- ,-;-,,, -.:,··it: 'º:·.~- ;.,·.":~i~~;:: ·:;· ·r:/ :·,v;:· ·.· .. ·::··::- ~:~<>~;~~>{~'.·_~\~'i::>-." '· _/~ ~. 

L i ofi 1 fz~\.'; .. ·t ;; :;f,:);~;~'~····,;,~;~~:~:¡.~;';'.i~f, 01sHU: ;!~:;~'};2 ·.j)"h'.~. 
~ .... ~- :;; • ~-:.;~::~;~ '.,·,; ,;, /,'.<,-::'.;·':,;.;.~;:J,"-_;:,.¿k ·', ~-~:~<..~¡.-\~·:í' ,, 

~--.-. ,:. ;:; ~~~'~, '~·-·'.· :,~ +: ~ .::;. '<•.'.'. .·.~.::..- ; _.,.,.\~".,/-::': •. :'~:,/·. ~-:· 

- Disolver.· la :p;~di;ei~~·:. e.n•.:~zl, ~.~.;·;hi~.:k.'.~,.,i~'f6~en;;·~~'. ~fub rt i gua-
. ' . . .. ·.: ·-~---'- : ~\=/:~·.;,;··. 

0.005 M, 
::;;1:'. ,:·.~·;~J~~~~f~~~;~ry¡¡r: final d• ., 

--· ---.,.~-.. ~_-, -~-. - . ~~~º:.~~;:~_;7·::~;:: .- --~~~;:_;.---:;.:~·c-_o::_.t,~~-.~:':~~ . -. ,'--· ~ .' 
e--,_ --=:e;.---,~--.--;·-.,-; =-"~--='.;.;f~-.'#:-~~~·;::o;~"=~:"='.: ·.,'.:_:~;_-c~·.¡_...;~;'.¿~-;.c.l,-;.:-'-· 

- probar las fracc i one'$.i'otiten'{das<con ·rri~u1Ú>cl ifus'f6n ra-- -

diª, (réc.n 1 ca····1v LE!i_;:~E!rih·r;1d~~'~:;1·g~· ~~Xi~Mfrianie~<presen 
tes p º r · f~·mu º º~·; J¿'i.~'~ia'~~~ i'~~';'6Hri;~ak't:'i''p'~6'i~~~~·~ 1'.~t~ta ·, es 

( Técn ,
··c·a· 'v/·,··.-··;1 ·_~ ... ·. , _·};:,>: :;;·~.;(. '.;L;t.•:> .~ .:'.';.~"''~;! L),\;./ -

- - " - . ., . ·: "-r: "·'·'' ·::;·;-·~· ";. ·-·-::;.· ,o·:·,-;'1'!' ~:;:>-- ·-~ .-:·.", ·~;..:·,~,- ,. -~ 

.·.,., .. ,;:-:-:" ,, -, ,_ ---.. --,<:: .," ~';::r·· --.. ~.· ,; };;-- ~~~?~-t¡<~.~J-~ ~-.. :·.: <-::_·~~;~ ,_.'. :",:· __ -· · 

- Di a 1 izar·. con }~-h~-, ~~·r~CN~n' ~~~~,~-fa~~~rn:~,·~~~~¡i.~s (PBS) 
=c~-~~O_'=o~~~-3~:~~~~:~.f~~~;~j~~~~~~J:ji~~~l~~?:;~i'.~~~~~~t~~;~~~Ei~~;i~t%~-[,~~~~~;~.--,.~~~-~- -o 

- Re a 1 i za r,c;roTKto''g;a·¡J;~:~,;c;d~',~~c;:f ~jªª~y·~n;~s;~;~Ra}o'~ a 4- B a e~ 
pl ada ~on eari:~~#~~~{,p,~'.s>~,~p~,(ffí:e1~--6~ri,t~a;.s? ~·u~;no (Uc-

ntca VI ).'l'Efü\~ 2Ón:,~'olúé\t5rr' ~~C>rti ~'úado~a .·.de HGl-gl; ci 

na 0.2 M,>p~, 2'(á·'i9:2.~·.·. 
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- Determinar las fracciones que contengan protefna (Densi­

dad 6ptica mayor a 0.05) con el método de azul de Cooma­

ssie y juntarlas'.· Ajustar el pH a 7.4 con NaOl'l 0.1 M y 

dializar cbniª~:T~ >·~~;;<·····.· 
·:. · ... ,:~.:<··;: ,;_,··:;::~=,.,,~;~<~-: ·· -~l : • • ~,~, ;iD·~;;/.-~: 

- Liofiliza¡. f''~;~.~iV~f~~k~tHmJ.rimo 
·_._;~~·~~'.:~:'.;:'.".'_" ~>-.·: 

volumen de PBS 

crotécnica con ahÚ~BfJT~cniéa VII) 

~ Determinar la pureza·d~'la m~estra por inmunoelectrofor~ 

sis con antiprotefnas~totales y por doble difusi6n en m! 

crotécnica con anti-transferrina) 

- En caso de determinarre la pr~sencia de transferrina co­

mo contamiante, hacer diluciones de un suero anti-tran1 

ferrina y agregar a ca.da dilución un mismo volumen de la 

muestra contaminada. Incubar durante 2 hrs. a 20ºC; la_ 

mfnima cantidad de suero añti-transferrina que se debera 

agregar estará representado por la diluc16n más alta que 

presente anillo de precipitación 

- Para obtener los anticuerpos especfficos contra Bf, ino­

cular conejos de raza Nueva Z~la~da, inmunológicamente _ 

vfrgenes (Protocolo de Inoculaci6n) 
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PURIFICACiotl DEL Bf 

Concentrac. 

SOBRENADAtlTE 

Concentrac. prot. 0.25g/100 ml 
pH 7.0 
{NH4)2so4 sat. vol a vol. 

SOBRENADANTE 

Df~lisis contra KP 0.005 M, pH 7.5 

1 Hofilizar 

PRECIPITADO 

(desechar) 
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l 
Disolver en mfnimo vol. de KP 0.005 M, pH 7.5 

l 
CRGIATOGRAFIA EN DEPE-CELUL.DSA 

Gradiente continuo fonnado por: 
KP 0.005 M, pH 7.5 y 
KP 0.005 M, NaCl 0.11 M, pH 7.5 

1 
Identificar fracciones positivas . 
para Bf con inmunodifusi6n radial 
e identificar contaminantes con ' 
inmunoelectroforesis con 
antiprotefnas totales 

1 juntar fracciones pOSi~Vai Déll:c:l · cu: 

Dicilisis contra PBS 

1 
00>\ATOGRAFIA EN SEPHAROSA 4-B 

Eluir con soluci6n HCl-glicina 0.2 M, 
Eluir con soluci6n HCl-glicina 0.2 M, 

Juntar fracciones con D.O. mayor a.o.os nm·•··· 
Rcipi damente pH 7. 2 · · · · · ·· 
Diálisis contra pBS 

l 
Disolver en el mfnimo vol. de PBS 

r 

···•·•·.······ ····.•····· 1 ·· .-.,1--:.:· -
Neutralizar el gel 

. Cón,PBS

1 
Guardar a 4ºC 
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i 
Doble difusión en microtécnica con anti-Bf y anti-Tf 
Comprobar pureza con inmunoelectroforesis con 
antiprotefnas totales 

l 
Precipitación con Tf 

l 
Extraer sobrenadante 
Sable difusión en microtécnica con anti-Bf y anti-Tf 
Inmunoelectrofores1s con antiprotefnas totales · 

1 
INCX:ULACION A CONEJOS NUEVA ZELANDA 

l 
ÜBTENCION DE ANTIClERPOS CCM'RA Bf 
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TECNICA 

CIWíl"IFICACI~ DE PROTEINAS A:JR a ft'ETOOO DE AZUL DE ~IE 

Hétodo 

Fundamento 

El colorante azul brillante de coomassie 

G-250 se enlaza a la prote.ína, .con lo 

que se provoca un cambio en la·,;h~C>J:b~~~nC .. 

máxima del colorante,. de .. 465 .~ •. ·~~~· .. ;ririi;:. h 
:::-.:-i:º-:.~-.--, .. :-:.=.;~_,·-~;,::1:..-r/i--,.., __ 

La reacci6n se lleva a. c~~c):eri.i~~p~t~~~;i~..:~ .• 
::i. >: "'t .,~' . 

tos y el color permanece esf~bieipof.;i.hr:. 

La. prueba es reproducibl~ y s·~:·~~ti~;{~fli;{·. 
dad es de 10-100 ;¿g de proteína (l6f: 

- Adicionar 5 

- Leer 

co 
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- Comparar la densidad 6ptica obtenida con una curva es­

tandar de albúmina humana en concentraciones de 25, 50, 

75, y 100 pg/O~l~!J:~,~!~ermfnar ta concentración de_ 

la muestra. 
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TECNICA Il 

PRECIPITACION DE PROTEINAS CON RIVANOL 

Método 

- Ajustar 

- Ajustar 

- Agregar. 

- Agitar 

Fundamento 

A pH de a.o, la mayorfa de Jas 
del sue~;·•son cargadas,~eg~·~:1Vlni~~·t:~.¿~ ..... . 

:-.'~:_...::~~~>.::_:,·_ .. - ·."(d•'_< .·--_.·/<:;":t'. .;.; ___ ,, ___ ·_{·,._:2-~ -- . 

El·.• r i v~n:oités'\Un~cofo'f~rl te {dé}fa'cri•d i'fi a 0~f_ •. ~,-~ 
>,,"··;·:.;>:'·"'-.:~;,:':'_., __ :·.~~~~ -~- >:J.-i-:o·,__;_._:· :·,:~~--L.:.;-:: .. :.>(.::::;,',;,·:;;.;., ... , 

e 1 cual"~!ófma;;compléJ~sJih~o 1 Ublei0 .. c0n\~ •e•.·• 

mu Ch as·~:'~·t.~f~~s]R.rPg~·r]~~si;f~~J~i.:ü·[1~J,~.·~~~~}~·{7 '·· ·.· 
fna~rivanol l!f.'d~. tipo el e~t'r?~t&tJéa--di:'·· 

bi do.•a·.·¿úe/e1'riva•11<J1 Jst:á _C:a~g~~of ?.osi .:···· . 
'•. -~--· -
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- Agitar 24 hrs. a 4ºC 

- Retf rar el precfpttado con centrifugación 

- El rivánol is;;"r·iyiy~:do de la muestra con NaCl a una co!! 
'" 

centra~i6ri fi"'_aY de 2.5 g/100 ml. agitando de 5 a B hrs. 

a 4°C 
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TECNICA III 

CROMATOGRAFIA EN DEAE-CELULOSA 

M~todo 

Fundamento 

Las resinas de intercambio ión'icó/~sfán 
:.: .. 

constituidas por una matriz insoJ~_ble._'.'.. , 
"r .o.:;.~"~'«--- -- ~:/ :.~·:\_<:J::·_:>. 

que contiene grupos qu1niicC>!i_cat9ados1~_¿ .· .. ··.···· 
t ;- '·· 

fijos, que se unen el eúr.~~YÚ!";![~~tJf; \ >> 
a las protefnas de ~ca~~-~-4:e>ellls~~X~~21 .••.. :ª .•.. ~s .• ·.~~§;;~--~~c 

;.: ;'.,'-'- -~ . ·;.: . . .. 

cuales pueden ser e.\~J~_a2f:"~§,~Si~~~~;\e~S~},:!~} 
de pH o .por increrñentd~!<lt?-úa~füe'rZa?M_6:~ • .c·-'/·; 

~-o".-·-.- - - - '-' '· ·-'- - --" ·-···.> :5-,._:,.=,_;.o_ ___ ~~=--~;,;.,_-;,il,-=='.;=.';ó·~~';o~'-: ~-""-'~_o·- -'.·-~::'=-~~¿·~:,;.::.ic-'.: ·,...._,.~.:;:,~_~, 

- Dializar la muestra exaustivamente contra>unas61ución 

amortiguadora de fosf~tos. ¿.~as~. pH·7.5 . . .. 
. . _:_'.-.~~.-_._-•.'._;:::.>t __ ;:_ ;·:::! ·-.. -_._ -; ·- '•. 

.. '- - ,·.-f"'.:·:·):--:~ :.::/ .'.-J; 

- Montar una col umn.a c .. º.·. "·····.···.--·i·:·····.º. E .. ···.A···.··· E.-.·~.·c·····.···.e·.·· .. 1·u. · ... -1. ··.º.-.« .. s_.-.·.·.á·· .. ·.·•·. Y_.· '~qJ\fi b~~~l a' con 
una sol uc i 6n amort i g-~fü~-~-~~:;¡'~:::f;~~~~'.f~~ ~'.'6h:;fi;iff"t~~¡{7. s 

'"''··.,. ... . ' ? .·.,. ' 
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- Colocar una alícuota de la muestra dializada en la colu! 

na. La cantidad de la muestt"a cfep~~deráde la ~oncentra 
•.e•'~:.:-:-' • .,-, ;-_ •: "''• • • ·., ,-, ' ' -·: ,' .,•• -

c i 6n de 1 a pro te fna que .. conte,n'~f;.,Jsí "cómo. d,e:} a)capac; -

dad de la columna (lOOmg'ci~'.?!'cikerll'~{~oh .. 9~k~:c;<a~·;bEAE-
celulosa) 

tos 0.005 M, pH 7.5 .• tiasta'qii'e::ya~nose·regÜfrela' salj_ 
.<,•. -~:;' ', ····.e"'. .. ':;:,· ::,._-,' r. "~•-: 

da de pro te fna' ( densj~ti·~6~~~~~S]l~~~~jR~iE·fil~E&~:~~~~~~~·:?~~- . 
-;- ; : >.;,-;.-:, ~· - "--· .-.;=--;-~--¡:'•••:-e- •• - "", --,,,- L ~_::-;._-;:, ,'_ ',;.'.¿';;,; ;,• '·-'-'-:~--'; 

- Eluir las protefrias':·¿oh,;ünjff~_<(i~·~~·~,·8·ont'(~üo.~0 ~fo·~·1Tlado -
-_ ~- .-. 

por una so 1 uc f6n· amortigÚadora~3 ni ciaÜtde''':fosfat6sr - --
- -·=-';:· -~~ <-=~:~-.:::), .'-=-, ~-;:.-=:-~"~-·--yj :-'O-'.o~_'=':.:.;::':-;-::;~~~~-~~;:~_ -~-;-.;:;";;,.-!c-~-o;,,~: ;¡~·--~~--,.~.;;~·:;_~;~o:-"-~'o--1( 

- ;:~~--:~::·,;~~. - , ... , ,.,~>'-~. \>~:~··· ', , .. 

fas fa tos o. 005 ·M •. Nac1··.o~.JrN.·.1;H''?~.~v-:·'· ·:!" /[;··.·:· )r;L 
· .. :.:,~-')::;)~~ ?:: 0:~~{. :~ :.--':;\:" ::-- ;~~x~:-:.~2:-:;:,.-· 

- Colectar fracciones, de 3 ánt.i ficar fa!i:onéentra--
, , -. -,=;-_'e--~ --, z:;ó-c_-,_-' •• :~:::¡f~~~•\?:'~~f~ .. ~~;:,~\0'-~.~~:-~~~'.;{~;::7~~;;/0~- ;~:~.:.::,·:-:·' 

ci6n de protefnas ca.da' ~irico.tÚbos~ pára\reat;z~r: 1~ gr! 

fica correspondiente 
,: ,· :::·_:-~~::~~:~---;_,' 
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TECNICA IV 

INMUNIDIFUSION RAD.IAL 

Fundamento 

Los anti¿uerpos incorporados en una placa 
' .. · " 

delgada de agarosa, reaccionan especffic!_ 
' , . . . 

mente con elantfgeno colocado en pozos _ 

de d~ á~etrcl.~nNorme en 1 a placa. La di -

fusiól1 d~l >arfÚgeno en la agarosa forma 

un ani tfC>.~3de~~;re~i pitación si el reconoci 

miE!ri'to~g}'.f9~-~~-;,ánticuerpo se lleva a ca­

bo.· úY5t0··:uw·a,:·r.e1ac16n 11nea1 entre e1 

área §ef.tf'f~r~3·f,i't~~do y la cantidad de an­

tfgeno~ pres'erite (is). 

M~todo Cualitativo 

- Colocar 10 JJ. l de suero humano en el primer pozo de una 

placa para inmunodifusi6n radial 

- En los siguientes pozos colocar 10 ~1 de las diferentes 

muestras que se deseen probar 
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- Dejar la placa en reposo a temperatura ambiente dur~nte_ 

12 hrs. o hasta que el halo de precfpftacf6n del primer_ 

pozo sea perfectamente distinguible. 

- De acuerdo a los anillos de precipftaci6n obtenidos, lo­

calizar la zona donde se encuentre la protefna en cues-­

ti6n y juntar las fracciones. 
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TECNICA V 

INMUNOELECTROFORES IS 

Método 

car 

- Hacer 

Fundamento 

La inmunoelect~oforesis es uria combi~aci6n 
de electrofo;e~:is 'C'Óri: inm'u~óciú'usi 611 {en 

' -_-,•,·-·.>:'"'>:/oº-~º:? o.;.:.:-_~-.<o-_ '.;:-;' ·.>-'--.'- --- ··-·- -_-.' --·-_-,'----'--•'-=-"•,,_,. ---'--!· , __ ; -

, a que en un ?~tHcf pfri)1 a~'.:prpJe1'~ias:. son _ 
.. -· . . ,. ' ' •"' . '" .. "•"" .,, ... , ,."; ;~.·:.-.:.~:: - . -· .;' ~=~~\·_:i_ __ :¿~~ -~:) '· ..... ·. 

s om et; das ~~·<~E~·~~~!.iK~'t&ríl],~~~,~~z~:t~J·.~~,t-~ ... 
'0.";''.·.~t~.:,. _;_.; · · · ·C .-e'..:-. ' 

son sepa radas il~;.acu~erd~ ~.'sü)arg~ :sup'ér-:- .• 

t; c i a 1. _ .Poste·r;{o·~_nien~t~·. }L~'G~d,~h~·~~1~~v~~l~ 
de 1 ge 1 .. de a·~~·~~J)~ia·~,f~'ifc:°'rü~a~~;tiih~tü'~~'~n·~·· .. 

ti suero C~l~c~do'e~ Íln C~llrf;para"i~Jo;ob-···· 
- ·- - -· .,__ - ,'t-· . - -~ - - - . -- - --.~ .-.,- - - - - -- - - --

teniéndose '1 f~e-~'sici'~~.·p/e'C: ip{ta¿/6n #~ract~.···· 
, .. 

rfsticas a cada uf{~ ci~'Jas .. protefnas pre~· 
' · .. · 

sentes (18) .. ·· 

-~- '- -'--=-----:____:,_=-·-

•< '_.' '·.·h ·/.:-./_>_ "·:.·.-.: .. -·; , .. 

electroforesis y extraer el agar Cinicamente de lóspozos 
- - -.o·o~ '.. -_- ·_:c--;co.·.;-.~'.oo-. _·c;._=,,-0'----- -

por succión con vacfo 
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- Llenar el primer pozo con 

do con azul de bromofenol 

- En los siguientes pozos 

- Colocar la placa dentro de 

que contendrá una solución 

- Conectar la c&mara a 

evitar evaporación y ajustar 

- Dejar 

suero se 

- Sacar 

- Colocar 

biente y esperar 

- Observar las bandas obtenidas e id~ntificarlas de acuer-. . . . 

do a su forma caracterfstica 
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TECNICA vr 

CROMATOGRAFIA DE AFINIDAD EN SEPHAROSA 4-B 

Método 

Fundamento 

En-uri-soporte poroso insoluble se inmovi­

liz~·'.J~n. un enlace cov.alente, una protef­

na ri}~dora que tiene la capacidad de ad-

sorbe'Fú.e1ect1vamente aquel componente --
-=- _ ___,,.__~":_:-:';::_;·~-."=--:~ 

delniédio que se desee separar. Como 1 as 

fuerz·ascde uni6n que regulan la adsorci6n 
- - . ' _;- . _--'.:-: ~--· - ~ _-, -

soncle'ttpo covalente, la eluci6n puede_ 

llevarse a cabo por acidificaci6n, aumen­

tando considerablemente la fuerza i6nica 

del eluyente o compitiendo.con haptenos _ 

(18)(30), 

· Inmovilizacil'.5n de la prote!na 

- Lavar e inchar el gel en un fi 1 tro de vidrio con HCl 

0.001 M (200 ml) por 15 minutos 
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- Di solver 1 a protefna a ser acoplada ( l O m.g) en NaHC0 3 

O.l M conteniendo NaCl 0.5 M (finl.) 

, ; . ~ ' . : 

- Mezclar la protefna con el gel;en un' tubo'.devidrióy _ 

agitar durante 2 hrs. a temperaÚra· a~b~.é~'ie o.12\hrs. 

a 4ºC (la agitación magnética debe·realif:é~'~ cd~\cuid.! 
~~ ''> \ ·~ ~_;J:;o.;~·~~~~;-~<~ '.: ·:··;:· .~. ~ .·;_> . -

do para evitar la fragmentaci'<ln•~i~ü,9~\f, .••. :.:. . .. 
- - ,,,____ _ --·:-.~~·t.·:-.:~--~;;~~::;_ ~···=f;~ <~~~~Z/0~-~,~:: 

- Lavar e 1 materia 1 no en 1 az ad_()~·~rini:B.c!J~IQ_;,9,01_;,~JY~t.~,ª~S.~.W"­
reac e fon ar cu a 1 quier g u rilo act:i'Jó'~~¿;~~~.{;'~·~lla' o '.'~'t¡~Ól a -

-'= ·--'.-:!-- ·:-.-:.~ ' ~ .;¿_' '" º~- -• - ,_-,:·-- ~- ---~;;'-:-¿:~,--~ ·-. ".....<.~~~';._'.; - -, - ' 

mina 1 M a pH a.o por -l-Z'hl',~'.:~·:~:,_:;,~2.:;"c.':~,(}f0 D e) 
- - ~--'."~~~~~;-;.~,: ~~,j~~~-~i;:;_~_;::~-;~--~~;~~_.:.:~~;;.~~~--- -.:.;!_ .:~,;'._~tt'' ~ .. 

. ·,·· ~,)'; ''·t"" 

- A fin de remover la protefo~·enjX~~.da¡,,J?Yd6i~f~~t~~~nte, 
real izar tres ciclos de l'av~d;o~i~~·6·,f;~5f~n~é~s\:d~:>~sol u--

:-:-·· ,;-,-;~~;<:;,:;_,->:.;:-~,.;···:-:.;_~!~~~;~;.~:f:b.·:o ... i(J:!}.:~-,': ··~'.~· < ... :.;:_,, •• 

ción de acetatos 0.1 M con(~nie;~~:~.3~~~S}'.:;t;.í.[z;~i~i~;:;·;_~.Y· so-

lución de boratos 0.1 M conteni.~·~d.~)~~.9\:i;iy·M~ .. P~ 8.~ 

-:::::•: ::.::: :: :;;, c:::m~;;~)~~ft~f f~~~~¡~f~::r 
",,\-,;~.: .•:··,,_. ',-~c:f.;;·",<' '.~·; ,.·.>')j< .. : - -

fosfatos (PBS) 0.1 M, pH·/7:~'.·2-;:.:.~~".:\ ·.-·.·,-·:<: . .:·~--·. ··-~ ---....... 
" •;.:,_·'.·-·:,;: .. , .--~·:>-;:'.>::~. >~."v·: .. ·:·:-'·, 

.. . _, .. ,;V,:;. 
':·,'-·',·:· ... _.,_, ... 

- La columna debe ser guardada a 4~c hasta su uso 
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Crornatograf!a 

- Colocar en la columna un volumen de muestra igual a aquel 

ocupado por la sepharosa¡ al mismo tiempo, abrir la colu!!!_ 

na y permitir la salida del PBS hasta antes de que se pu~ 

da visualizar la superficie del gel 

- Dejar reposar 12 hrs. a 4ºC 

- Lavar la columna con süficiente PBS 

- Eluir oon una soluci6n de HCl-glictna 0.2 M, pH 2.8 hasta 

que la densidad 6ptica de las fracciones sea menor a 

O.OS nm 

- Volver a eluir con una soluci6n de HCl·glicina 0.2 M, pH 

2.2 hasta que la densidad 6ptica de las fracciones sea m~ 

nor a o.os nm 

- Cambiar ~ápidamente a 7.4 el pH de las fracciones para _ 

evitar la desnaturalización de la protefna 

- Neutralizar el gel con PBS para evitar su fragmentaci6n 

- Juntar las fracciones que contengar una densidad 6ptica 

mayor a 0.05 nm 
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TECNICA VII 

DOBLE DI FUS ION Efl MI CROTECNI CA 

M~todo 

Fundamento 

Es una técnica para el an~lisis de siste-­

mas antfgeno-anticuerpo, en donde cada uno 

de ellos es colocado separadamente ~n pe-­

queños orificios cortados en un medio semi 

s6lido de agar. Se permite la difusidn de 

uno hacia el otro; una banda de precipita-· 

ci6n es formada cuando el antfgeno y el an 

ticuerpo se encuentran en la zona de equi­

valencia. Esta técnica puede ser usada p~ 

ra caracterizar un antfgeno o anticuerpo 

(42). 

- Hacer un frotis 

jar secar. 

y de--

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

por capilaridad (espesor 1.5 mm ) 

- Agregar al primer pozo 50 }ll de suero control 

- Agregar a los siguientes pozos 50 }ll de las muestras 

que se deseen probar 

- Agregar 50 }ll de anttsuero en e• pozo central 

- Dejar reposar de 24 a 48 hrs. en una c&mara hGmeda a tem 

peratura ambiente 

- Cuando en el pozo del suero control se tenga una banda -

de prec1pftaci6n perfectamente distinguible, se puede 

proceder a observar la aparición o ausencia de bandas en 

el resto de los pozos. 
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PROTOCOLO DE INOCULACION 

INOCULACION 

Primera semana 

Segunda semana 

Tercera semana 

Cuarta semana 

Quinta semana 
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RESULTADOS 

Cromatografía en DEAE-celulosa 

La Gráfica I muestra la forma caracterfstica de 1a 

curva obtenida en la cromatograffa de OEAE-celulosa. 

La zona de predominio de Bf se localiz6 por inmunodf­

fusi6n radial. 

Entre los contaminantes presentes después de la crom~ 

tograffa se encontraban: albúmina, fnmunoglobulinas y 

transferrina, los cuales fueron identificados por inmuno-­

electroforesis con antiprotefnas totales. 

Cromatrograf!a en Sepharosa 47B 

Por medio de esta cromatografifa se logr6 separar al 

Bf de la mayoría de los contami"n;a~tes; sin embargo, la do­

ble difusi6n en microt~cnica y la inmunoelectroforesis con 

antiprotefnas totales mostraron la presencia de transferrl 

na, aunque las bandas visualizadas eran muy tenues. 
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GRAFlCA I: Cranatografía en DF.l\E-celulosa con gradiente 
continoo fOill'ado por: KP 0.005 M, pH 7.5 y 
l<P 0.005 M oonteniendo NaCl 0.11 M, pi! 7.5. 
Se localiz6 la zona de predaninio del Bf por 
iml.loodifuai6n radial y se identificaron tres 
contll!linante1 en dicha zma por izmlnoelec-­
trofOreai 11 oon antiprotefuu totales. 



Precipitaci6n c~n antitransferrina 

Con ayuda de l~as'cHTucioilesCde ·antitransferrina se lo 
-,: :-;>" ::·· '.· .· ~.' '. 

gr6 enc.:intrar la ~ério~c~:nndad''necesaria de ese antisuero 
o·< .. ·.<~,;:.;-:'.:_-~-'.·'" . -.-~'" -. .'<." .--:-,_ . .. ·. ,.·, 

para separar la t~,ª~~~~rc·tr1~:~··~./)_ilf,~.~,;1,~h~,e.f' /;.i!'.t<·· .. 
La doble d 1 fusid;ri:,~'rF~rrn;;¡~~~:~2t~~n a:ht.Ü~~n~fe rr i. 

na y la inmunoelectro,;o~es:'¡'.~é;·~~o'~·~i~~·il~:;~~·;~~a~~··iofaJe's mos 

traron tina1mente una a1f~~1ip~urft~i~ér~~·Ü~;.·8(;~.~djg'.~.:.<a·y A ¡~ 
,.,_ ~:~ =c.'¡.::~~-: ~(7'.<~~~-~~4~:~~~t_t~::'Á~-/( : >~ ,_ -_-e_=;;'-;! :_: 

-~ ·.~; ·:::~.:, :~:( ;.- :·~-~-~..... '' ·:.~ ;·~:.~.>-.:~ ,~- ~~· ~-~--=l :~~~;-~~>--/~.:;;-~ -_ 

Anticuerpos obtenidos•de. ~¡·:j_~~~u·l¡d~~ri_,,~ ·;·ft:~.·· ,': .. · .. 
'---.---~~-'-"--=--"= - .-. __ ,,_ o -·-'~:=,~}:·:- :--

~ -- - ~--

Los anti cuerpos obten i dgs d~ ;1 a:in~clJJac i(,111 al \~ne:io 
:-:·- ·,,"~-' '·:i .-~1 '.t ., , ; .. ,.- -~ 

se h i e i e ron·.· re ~ce ;óo'a;.·.:~n:•J~'~urid¿1 e~tio'r ó~~s i s~'.66¡;'; suero ··-
humano fresco, ;obt:n°~~n~·~si~··uR~, 'J·ó;l~: b~~·d:~.··rd'~?·p~e'cTpi ta---
c i 6n corre spond i ellt e. ;a ·un:~· ;;,·v-i li dacf be'ta , (Fi 9~ '5 ).,> 
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Fig. 3: Doble difusi15n en.microt~cnica. En el 
- pozo-A/~fue e-alocado un antisuero con­

tra transferrina; en el pozo B, un an­
tisuero contra Factor B y en el pozo e, 
se colocl5 la muestra finalmente purifi 
cada. Como puede notarse, s6lo se ob­
serva reacción entre la muestra purifi 
cada y el antisuero contra Factor B. 
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--- ' 

F'ig. 4: · rnmui1oelectf6f:6~~si.s con anÚproté!n<l.s t!?_ 
tales . ~n ei·-pÓ~o superior se col.ocaron ( 
1 o µ1 de sü~rocn2.~l1lªl humano~Y,ejé.n"firfl.ilf~C:c.' .. _ 
·d.or~~f!~c;~t66~~n 1 o JL i<Cie. rá'ifuUestra~ fi:.. 

n~lm~n te,. puri fic~da , ' El; canal f~~ >'ú'~na-
•1· do C:on:üll 'añtisuero co'nfra prdteina.~ fot~ 

les h~ana~: ·Se.puede obs~rva/~n él. ~o­
zo infer'io'r '1~ aparición de un~ sol~ l:l~ri­
da. de pieéipitaci6n- con moviÜd~ii:íeta, . .. _,,_:,,·-·· .·. . 

característica del Factor B. 
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Fig. 5: Inmunoelectroforesis con suero de conejo 
obtenido de la inoculaci6n. En los dos_ 
pozos fueron colocados 10)41 de suero -­

normal humano. En el canal fue colocado 
el antisuero abtenido de la inoculaci6n_ 
al conejo. Puede observarse la apari--­
ci6n de una sola banda de precipitaci6n_ 
con movilidad beta, caracter!stica del _ 

Factor B. 
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DISCUSION 

Antes del desarrolfo de mÚod~s para la puH~icaci6n_ 

de los di versos componenf~s del .?~~~l ~m~~to'~;·sd]o .se\disp.Q_ 

nfa de fracciones obtenidas por E~1J~j~~?~:0i.~~·~c'f~~~~~s. 
con calor, zimosan o amoniaco. '.[a's'?~eic'l~·'ic';o<l¿.,:~~f~~·fiac;: 

't2-:'.-•: o_-'-¡;~-;. )~~,';'.~_;~~~~,·~._'.~-~~'_'.}',~;; "°'·~/:,~:--O~~t·~{---- - .-C 

e iones prepara das en di ve r~ts\combi íí'aé:foHe's ;<iue::,c:a ret r ª" _ 

:: v~:: :, ::,:::: :: 1 ::: ~ii~f~Í~~~~~;~~~f ~~~f~::::E 
Esto se hacfa 

alguno de los 

-'·. -·. ·\,-'. :;-~;.;:Jr. h . -.> _.-;.:_,~::.~: > 

con el 1' in Cíe~~e.tei~Tiía ~~s ;.~~la carencia ~de··· .· 

componell-~-és~:a~1~'.'.~~~pleme!nto ·•pod{f~ est~r ca~ 
,1·,- ·,. __ ,. -··· : •• 

sando algan estado patoi'6gico.~ · ·L.<,. 
< ' - --,,· - _,,_- ~-., -,.;..:,,~,;,·:~,,·~--~..:..::~-

Ac tu él r~Jh'r i:r<·i~f i!JJ'"J~'ó~j~,;I~~·~ ;·t na~ d;~~~·s 1 '~ad la~L mé tCI dos 

que sirven _¿o:~o-:'.·h'~~r-~·m{ektN•p·~·ra cti·spclíle;fái~rn~rfre de_ 

protefnas altami~i~~u1"11'i2:a'ci;s:y .ª~Ú\u~r:?ii.~~~p~¿{ficos. 
No obstan te ~d EÚ t ~da': ~i~'s,"1aci~f ari t~,5~;e"f1~~~J·~·~'t6:n·"te~ pu -

métodos costosos; 

trar un método senci116'y po{o'C:i~~tcÚo:'·····. ··• 
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Inicialmente se practicaron precipitaciones con riva­

nol y sulfato de amonio, con lo que se 1ogr6 separar al Bf 

de una gran cantidad de protefnas presentes en el suero, 

adem~s de ·que es la mejor forma de evitar grandes pérdidas 

de nuestra protefna, ya que la mayor parte de ella perman! 

ce disuelta en 1 os. sobrenadantes. 

Se eligi6 el··uso de cromatograffas•en~EAf;ce)~~~sa 
porque S(!<~t.rabaja a un pH casi "~~~tr~=·-~E!Xh~~~~gi'"~s~~~~,_n_~_r.L 
pi da desnatúral izaci6n de la protefna\' en :comparaci6n con 

to·~=~.:,:·:'.:. • ~<'· :~· .. ::.::';,;:~~-~-; ~-;_,',{)}-;~,-~-~~·~~;/' ' .. -• . -

~::o:::::::::· e ~o:::::·. ::::~~:~~~~~J.t*~·~~J;~~~:l~:·::~! 
:.· .. , ... -.,, ,_;, ,,;·.:'.-:',,.'º 

t r u c c i 6 n· ·~ .• ~ 1 "· .. ~~;¿.,~f.:\.~,;.;:.~~:t~1,~¡G~.:~~;l~,.,~;.~k.4~;~,~,t"l;r.~,zf ?f EIT.i:~.·~;º,••.~e-
i nmu n oe 1 ectrof o re si 51 .• c'ón'\án tJprótefria si\tó tal e s;lógramos - -

e omp roba r.1}.:~,~~a(:J~:;¡~·e:;·{~\·it~~~ f~~~;¡~°(¿,·1~-hi~~~E~·~ elul-o ~ 
sa , ya que; s6i~·;·]e' 1:~,rifa11t:r41.úi·;1~~~.H~~}~~;J~>tl'~Scoritami­
n ª n tes : ~-1~_iw i_o1~~~.c~mli!iJ:g~1i~~Jii.~~··_i.'ci:ciiifütii2:_fa~~~1}L1 ~:~ 

·>>'·::~::~-~". ::;;-,-:·.::·.):' ,¡r:"· '--~'..:-J;•'.')~- ~:.··,:\<_t·.~·· ,'·'·.·'..<~~~~~:<{>< _._ .·-:._y ~.-;' 

se 

. -e·~·~,,·;,,.''-- - . 

Esta última prote.fna. resul t6> ser úñ;'. contaminante persisten 
':·:-..•. ', ·.· '.:'· .. :' - · •.. ,>''·.-.;·:-··>;",.,:..,._,,'·;__''-'·-;..:"·:,:~-:·-;.::·-,:'··;;·;);>:>,;·-:·: -- _:,:· -
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fisicoqufmicas de la transferrina son muy semejantes a las_ 

del Bf, entre las 

lar y semejantes 
" trico. 

Ese 

una 

guió a i 

con 

ca 

1 a 

na r con 

vándose s 

Bf. 

ferrina 
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CONCLUSIONES 

En este trabajo se present6 un nuevo m~todo para la p~ 

rificación de una ~ro't~fna sérica humana, denominada Factor 

B (Bf). 

Es de gran/el~evaM:~:ia<qüecada laboratorio llegue a -­

ser a u tos ~Ú~i-~n~U:{~-fi;~~1'{1r~:~é)~i~c¿i 6n ·de 1 os anti su eros que 

requiera, éon;~eáda'~'g'~f~·s .. eérin6micas y sencillas; por lo 
, .... '

0 
- --'-_~'.- - i;~:-_-:--;::~:-':'·.=:- ~;~_,-S:~.:' -- l~·~_-;:::..::=~;:- -. -·--

es senci 1 lá>:rs1.k.H9~~ercirt.áe-'"'9'ra.n meto do 1 ogf a 

comp 1 i ca do s=r= rciaCI =¿~r;,c·:ti~::1;~~rta "te. ya que 
' •·. -· f - < ·-._;· ' ., -~. ,. '•;:' ' ' - : 

para la puri 

de efectiva, 

ni aparatos 
-o ·,--.~:-~: 

los sueros y 

anti sueros c~~er~i~1;~I}r~~~lta~ ser muy ca ros y muchas ve--

e es di ff e i l:~r'.:f~ !~;·~~~~i".~i~~····>-• '· 

,. 
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GLOSARIO 

Alotipo: Una de dos o m~s formas alternativas de un gen. 

Bf: Factor 89 GBG (Glicoprotefna beta rica en glicina); 

c3 proactivador; e2-glicoprotefna 

ticipante 

BfF: Variante 

BfS: 

B1H: Compite 

DBbC 3b. 

C3bltlA: 

CVF: 

O: 

DMID: 

1 gG, 

F 1: 

GAG: Gl i 

del 
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GGG: Glfcoprotefna gama rica en glicina¡ fragmento "b" -­

del Bf cuya funci6n es la de activar al c3 en la vfa 

alterna del complemento. 

HLA: (Primer Sistema Leucocitaria Humano). La mayor re-­

gi6n de histocompatibilidad en el hombre localizada_ 

en el brazo corto del cromosoma.seis. 

P: Properdina activa, participante en la vfa alterna -­

del complemento. 

PBS: Soluci6n reguladora de fosfatos. 

Polimorfismo: Mezcla estable de diferentes genotipos. 
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