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RESUMEN

Se describe un método de purificacion del componente Cls del sistema
complemento a partir de una mezcla de sueros normales mediante cromatografias
secuenciales en DEAE-celulosa, TEAE-celulosa y Sephacryl S-200. La presencia
de C1s en las fracciones eluidas en las diferentes corridas cromatograficas se
detect6 por nefelometria. La pureza del Cls obtenido se determin6 por
inmunoelectroforesis contra un suero antiproteinas séricas humanas y un antisuero
especifico. A partir del Cls purificado se produjo en conejos un antisuero de
buena calidad, atil para la cuantificacién del Cls sérico.

Descriptores DeCS:COMPLEMENTO 1S/aislamiento & purificacion;
CROMATOGRAFIA DEAE-CELULOSA/métodos; SUEROS INMUNES.

El C1s es el primer componente de la Para el estudio de los eventos
via clasica del sistema del complemento, el involucrados en el proceso intramolecular
cual es un complejo formado por 3 proteinas: de activacion del C1s, es esencial obtener
ElIC1q, el Clryel C15Después de launion proteinas altamente purificadas, inmuno-
de la molécula del C1 a la region Fc de las quimicamente homogéneas en forma no
inmunoglobulinas IgG e IgM por la sub- activada y en estado nati¥o.
unidad C1q, se inician procesos Se ha demostrado que niveles
intramoleculares que dan lugar @é&nera- disminuidos de Cls favorecen un aclara-
cion de una enzima proteolitica (C1s), la cual miento defectuoso de inmunocomplejos de
puede escindir el C2 y el C4 de la via clasica la circulacion, asi como una ineficiente
del complementsé. activacion del sistema del complemento a
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través de la via clasica, lo que explica la
posible asociacién con enfermedades
asociadas con inmunocomplejos como el
lupus eritematoso sistémico y las

amortiguadora de fosfato de sodio 0,047 M,
pH 705, 0,04 M NacCl, 0,001 M EDTA con

una conductividad de 9,3 mmhos/cm. Se
lavé la columna con 2 L de la solucién

infecciones con bacterias pidgenas, de ahi amortiguadora inicial, eluyéndose una parte

la importancia de su medicidéf.

El objetivo de este trabajo fue la
purificaciéon del Cls mediante una
combinacion de cromatografias de
intercambio iénico y filtracion en gel, y la
posterior obtencién de un antisuero
especifico.

METODOS

Fuente de Cl1s: 1 200 mL de suero
normal humano de donantes de¢ntral
Laboratory of The Netherlands Red Cross
Blood Transfusion Servicéa sangre se
dej6 coagular a temperatura ambiente
por espacio de 2 horas, se centrigugd6
a 2 000 rev/min durante 20 minutos y el

de las proteinas. A continuacion se empled
un gradiente lineal de concentracién de
NacCl (1,8 L de la solucion amortiguadora
inicial - 1,8 L de la misma solucién
amortiguadora que contenia 0,18 M NacCl),
con un flujo de 20 mL/h. Las fracciones que
contenian el C1s se unieron y se ajustaron
a pH 8,0 con NaOH 2 Ny conductividad de
14 mmhos/cm, aplicAndose a una columna
de 2,5x35 cm de TEAE - celulosa equilibrada
con solucion amortiguadora de fosfato de
sodio 0,047 M, pH 8,0, 0,09 M NaCl, 0,001
M EDTA (14 mmhos/cm).

La columna se lavé con 1,5 L de esta
misma solucion amortiguadora y las
proteinas adsorbidas se eluyeron con un
gradiente de concentracion de NaCl (1,5 L
de la solucién amortiguadora inicial -1,5 L

suero obtenido se conservo a -80 °C hastade la misma solucion que contenia 0,2 M

Su uso.

Aislamiento de C1s: 1 200 mL de suero
normal con una concentracion de 35 pg/mL,
determinada por nefelometrfase
precipitaron a pH 7,0 con acido acético
glacial puro a 0 °C, manteniendo un control
estricto de la temperatura. El precipitado se

NaCl). Las fracciones eluidas en el pico que
contenia el Cls se unieron y se
concentraron por ultrafiltracion con un filtro
de Amicon YM 10 (Amicon Corporation)
hasta un volumen de 1,5 mL, y se aplic6 a una
columna de 2 x 100 cm de Sephacryl S-200
equilibrada con una solucién amortiguadora de

dializ6 a 0 °C durante 4 horas con 10 L de fosfato de sodio 0,0047 M, pH7,5,0,1 M NaCl,

solucion amortiguadora de fosfato de sodio
0,013 M, pH 7,0 conductividad 1,8 mmhos/cm.
Se centrifugé a 9 000 rev/min durante 30
minutos a 4 °C (Sorval G-53), y el precipitado
obtenido se lavd 2 veces con 250 mL de la
solucién amortiguadora de dialisis y se
disolvi6 en 250 mL de solucion
amortiguadora de fosfato de sodio 0,047 M,
pH 7,0, 0,04 M NaCl, 0,001 M EDTA.

La muestra se fraccion6 mediante
cromatografia de intercambio i6nico en una
resina de DEAE-celulosa en una columna
de 10,5 x 12 cm equilibrada con solucién

55

0,001 M EDTA, con una conductividad
de 15 mmhos/cm. Se unieron las fracciones
en las que se detectd la presencia de Cls
por nefelometria y se realiz6 una
precipitacion diferencial con sulfato de
amonio al 33 %.

El precipitado se redisolvio en solucion
amortiguadora fosfato salina y se controlo
la fuerza por inmunoelectroforesison el
empleo de un suero anti-proteinas séricas
humanas y un suero anti C1s; se observo
en ambos casos una sola linea de
precipitacion al C1s.



El Cls purificado se concentrd por Con las condiciones empleadas en la
ultrafiltracion con un filtro Amicon Ym 10  cromatografia de intercambio i6nico en
hasta 50 mL y se conservo a -80 °C. TEAE-celulosa, una gran cantidad de

La concentracién del C1s se determind proteinas pasaron a través de la columna.
mediante inmunodifusion radial simple, con Laaplicacion de un gradiente salino lineal
el uso de placas comerciafes. dio como resultado la elucion del Cls

Preparacion de un suero anti C1s: el (fig. 2).
suero anti Cls se obtuvo en conejos,
después de una inyeccion de 100 mg de DO a280 nm
C1ls con adyuvante completo de Freund 0,14 —
cerca de los nodulos linfaticos popliteos. 12 —

Cuatro semanas despueés se inyectaron ; ; |
por via intramuscular y subcutanea 150 mg 0.08—
de Cls con adyuvante incompleto de
Freund, después de una semana los
animales se desangrarry, se comprobo
la especificidad del antisuero por 0027

0,06 —
0,04 —
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RESULTADOS —O- Fracciones positivas paraC1ls por
nefelometria
En la figura 1 se observa el FIG.2. Cromatogramaen TEAE - celulosa.
cromatograma en DEAE-celulosa a pH 7,5.
Las proteinas adsorbidas en la resina
eluyeron con un gradiente lineal de
concentraién salina.

El resultado obtenido producto de la
cromatografia de filtracion en Sephacryl S-200,
se presenta en la figura 3, donde el pico de
proteina del C1s eluye a una posicién intermedia.
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0,6 —
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0,5—
0,09
0,4 — 0,08
0,07
037 0,06
0,2 — 0,05 —
0,04 —
0,1— 0,03
o000 0,02 —
0 T T T T T 0,01
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o Lectura a280nm  VO- defracciones TSS83883R83 3
-O- Fracciones positivas paraCls por _e— Lectura a280nm  \NO. de fracciones
nefelometria —{- Fracciones positivas paraC1ls por
nefelometria
FIG. 1. Cromatograma en DEAE - celulosa. FIG. 3. Cromatograma en Sephacryl S-200.
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Se comprobd la obtencién de Cls estrecha, que contenia resina de TEAE-
relativamente puro mediante una celulosa, paralograr el fraccionamiento de
inmunoelectroforesis con el empleo de un las proteinas y una mejor separacién con el
suero anti-proteinas séricas humanas y ungradiente empleado. A partir de las
suero anti C1s comercial. De igual forma se condiciones empleadas, una gran cantidad
obtuvo una linea de precipitacion en la de proteinas pasaron a través de la columna,
inmunoelectroforesis, empleando el suero incluyendo las inmunoglobulinas G y M,
anti Cls obtenido contra suero normal factor D y lipoproteinas. Por medio de
humano. inmunoelectroforesis se detectd la

El rendimiento logrado a partir de los presencia de algunos contaminantes, en las
1200 mL de muestrainicial fue del 35%.  fracciones que contenian C1s.

Las condiciones de la solucién

amortiguadora de elucidon se ajustaron
DISCUSION tomando en cuenta que a bajas
concentraciones y pH de 7,0 o menores, no

Estudios anteriores deSakaiy se logra un buen intercambio en la resina
Stroud? indicaron que el Cls se puede con diversas proteinas, lo que facilita la
precipitar del suero a un pH entre 5,4y 7,0, elucion posterior del CISA continuacion
manteniendo un control estricto de la se empledé un gradiente lineal de
temperatura durante la precipitacion inicial concentracion con el objetivo de desunir al
a 0 °C; sin embargo, este control no es Clsde laresina.
necesario para los siguientes pasos. La cromatografia de filtracién en Sephacryl

La cromatografia de intercambio i6nico  S-200 permitio separar el Cls de los
es uno de los procedimientos mas comunescontaminantes, que se separaron en 2 pequefios
empleados en la purificacion de picos, que eluyeron antes y después del pico
componentes del sistema compleméhtp.  principal que conteniael Cls.

La utilizacion de cromatografias de Con el objetivo de concentrar el C1s se
intercambio i6nico en DEAE-celulosa y efectud una precipitacion con sulfato de
TEAE-celulosa son pasos necesarios paraamonio al 33 %. Estudios preliminares han
la obtencion de altos rendimientos de €1s. revelado que el Cls precipita comple-

En la fase inicial del proceso de tamente al 33 % de saturaci®&l resultado
purificacion de C1ls se emplearomter- es un Cls relativamente puro, segun se
cambiadores i6nicos, DEAE-celulosa y comprobo mediante la inmunoelectroforesis
TEAE-celulosa, que son celulosas de con un antisuero anti-proteinas séricas
elevada capacidad especialmente parahumanas y otro especifico.
moléculas grandes, ademas de ser resinas  Se obtuvo un redimiento del 35 % de
estables y durader#s. Cls relativamente puro, lo que es similar a

La cromatografia en DEAE-celulosase lo planteado por otros autor&s?® Se
utilizé como una primera etapa en una inmunizé a un grupo de conejos con el C1ls
columna corta y ancha que facilitaba el aislado, paralo cual se utilizé adyuvante de
procesamiento de un gran volumen de Freund, que favorece una buena respuesta
muestra, con el objetivo de concentrarla, y por parte del animal, dirigida principalmente
eliminar gran parte de los contaminantes. al componente principal, en este caso el Cls,

En una segunda etapa se utilizé una ya que no se descarta que pudieran existir
columna de menor volumen, larga y trazas de algin contaminante.
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Ademas, el empleo de bajas diversas enfermedades y en procesos
concentraciones de antigeno permite la sépticos.
sintesis de anticuerpos de alta afinidad, muy Los resultados presentados muestran
uatil en diversas técnicas. la aplicacion de un método de purificacion

Resulta importante destacar el alto del componente Cls del sistema
costo de este producto: 53,90 USD 50 ug complemento a partir de suero normal
de C1s (SIGMA Chemical Co.), y el costo humano, con el cual se logra un buen
aproximado de su produccion en el redimiento, con una pureza adecuada, lo
laboratorio es de 4,50 USD. A esto se que se demostro mediante la produccion
afiade su utilidad en el seguimiento de de un antisuero de calidad.

SUMMARY

A method to purify the C1ls component of the complement system starting
from a mix of anormal sera by sequential chromatographies in DEAE-cellulose,
TEAE cellulose and Sephacryl S-200 is described. The presence of Cls in the
fractions eluted in the different chromatographic runs is detected by
nephelometry. The purity of the Cls obtained is determined by
immunoelectrophoresis against an antihuman serum protein serum and a specific
antiserum. A good quality antiserum, useful for the quatitation of serum Cls, was
produced in rabbits starting from purified Cls.

Subject headings: COMPLEMENT 1S/isolation & purification;
CHROMATOGRAPHY, DEAE-CELLULOSE/methods; IMMUNE SERA.
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