C),

/Y

JR% UNIVERSIOAD WAGIONAL AUTONONA DE MEXIG

E.N.E.P. - ZARAGOZA

OBTENCION DE UN PATRON DE HEMOGLOBINA DE
CONCENTRACION CONOGIDA.

T E S | S

PARA OBTENER EL TITULO DE:
QUIMICO  FARMACEUTICO  BIOLOGO
P R E § E N T A

GRISELDA VICTORIA JORDAN NUNEZ

MEXICO, D, F, 1986.



pr—

%‘g Universidad Nacional
:‘\-A

2%  Auténoma de México
UNAM

UNAM — Direccién General de Bibliotecas Tesis
Digitales Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA
SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta
protegido por la Ley Federal del Derecho de
Autor (LFDA) de los Estados Unidos
Mexicanos (México).

El uso de imégenes, fragmentos de videos, y
demas material que sea objeto de proteccion
de los derechos de autor, sera exclusivamente
para fines educativos e informativos y debera
citar la fuente donde la obtuvo mencionando el
autor o autores. Cualquier uso distinto como el
lucro, reproduccién, edicion o modificacion,
sera perseguido y sancionado por el respectivo
titular de los Derechos de Autor.



CAPITULO

CAPITULD
CAPITULO
CAPITULO
CAPITULD

CAPITULO
CAPITULD
CAPITULO

CAPITULD

1

1.1,
1.2,
1.3.
1.4
1.5,
1.6,
t.7.

5.1.
5.2,
5.3.
5.3.1.
5.3.2,
5.3.3.
5.3.4,
5.3.5.

5.3.6,
5'3'7'

9

CAPITULO 10

INTRODUCCION . ovvvneivnvinniaans,

GENERALIDADES .. vvvnvuvvnvninreninenassn

ESTRUCTURA DE LA HEMOGLOBINA ....

.ess pag.
vees. PBG.
LA HEMOGLOBINA EN LA QUIMICA DE LA RESPIRACION ...

pag.

BIOSINTESIS Y METABOLISMO ............... teveresess PBg.

CARACTERISTICAD Y VALORES CLINICOS ........
TIPOS DE HEMOGLOBINAS
ESTUD10S DE ESTABILIDAD ACELERADA ........

s er e

PRI

ceerer s

RERRX]

IR

.. pag.
... pag.

.o. pag.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA..............0v.0uiey..s. pag.

OBJETIVOS ©v'revnnnarreneennnsriiins

HIPOTESIS

HATERIAL Y METODOS ..........
EQUIPO. s v vvvvennnnnssinns
REACTIVOS ...uvivnrnaeriniie

trrsarersees

teesareiies

V..., pag.

b PBG.

... pag.
... pag.

Vedissiaaes, POG,

HETODOS 4ovvveorreinonrerossvavosssaesiossanasees P8G,

PREPARACION DEL GEL Y EMPAQUETAHIENTOkDE LA COLUMNA pag.

CALIBRACION DE LA COLUMNA-, ... 0vvvyivs

PREPARACION DE LA MUESTRA .......

OBTENCIOM DE LA HEMOGLOBINA .,.,.

CRITERIOS DE PUREZA .......c0vvvene.

AJUSTE DEL PATRON DE HEMOGLOBINA ......

v cas s

et reacraes

reee e

. pag.

... pag.

R 11

esseesae

vers e

.e.. pBG.

R 11

ACONDICIONAMIENTD Y ESTUDIOS DE ESTABILIDAD ACELERA-

DA..........

RESULTADOS .............

ved s o aa e

DISCUSION DE RESULTADOS .........

CONCLUSIONES ., ....

BIBLIGGRAFIA ,.,.....

APENDICE

.

Pl s et e et e a1 e

srsres e



t. INTRODUCCION,

1.1 GENERALIDADES.

Dentro de la estructura y flslologla celulares, algunas protefnas son los --
conpues tos de mayor Importancia debido a que forman la masa principal de todos-
tos tejidos; entre las funclénes de Yas protelnas encontramos las sigulentes: -
reproducctén de las células; con el correspondlente traspaso de materlal gené--
tico del cuBl se encargan las nucleoprotefnas, la actlvidad enzimftica de las -
células estd a cargo de protefnas que ejercen accién catalltlica y determinan la
velocldad de reaccién y sentido del metabollsmo, el transporte de oxlgeno de ==
los manfferos, se lleva a cabo por la protefna llamada hercglobina, la cudl tle
ne la capacidad de flJar el oxfgeno molecular; clertas hormonas especiaimente -~
las hipofisiarias son tamblén derlvados de amino&cldos: los antlcuerpos que son
responsables de las reacciones y mecanismos de defensa a las infecclones son --
protefnas- plasmiticas 1lamadas Inmunoglobullnas; otras protefnas son responsa~-
bles del acortamfento & alargamliento de los misculos. { 1,7,9).

Desde el punto de vista qufmico, las protelnas son sustanclas cuaternarias -
complejas de alto peso molecular, formadas en su mayorfa por alfa-aminodcidos-
ligadas por unlones peptfdicas. Estdn compuestas por carbono, hidrégeno yloxT-~
geno, asf como de nitrégeno y azufre. A menudo se encuentran otros elementos ~-
como cobalto, hierro, zinc y fésforo. La importancla dentro de su composlcién ~
estructural es que las protefnas estdn formadas por i1a unlén de alfa-aminodcldos.
(158).

La clasificacién de las protelnés est4 basada en sus propiedades flslcas o~
blen en sus caracterfsticas de composi{cién. Fundamentalmente las protelnas pue-
den clasificarse de acuerdo a los sigulentes conceptos: protelnas simples las -
que solo contienen alfa~amlnoicldos y sus derlvados, las protefnas conjugadas -
son las que tienen alfa~aminodcldos y sus derivados ( fosfoprotefnas ) y las --

protefnas derivadas que son el resultado de la degradaclén de los dos tipos an-

terlores. { 1,5).
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La condensacién de dos § m&s aminodcidos por nedio de sus dos grupos COCH y -
NH produce compuestos con propledades caracterfsticas que se denominan péptidos,
Las protelnas estdn constituidas por numerosos aminodcidos agrupados en cadenas
pollpeptldicas para formar moléculas de gran tamado, Numerosas propiedades blo--
18gicas de las protefnas dependen de su gran tamaiio y de la forra y de la forma-
de sus moléculas, algunas tlenen formasvalargadas wjentras que otras son de ===
forma esferofdal. Existen métodos para especificar la forms y el tamado de las-
protelnas, dentro de Tas cuales el que ha dado mayores resultados es el anéii~~
sis por rayos X en e} cuél la longitud de onda de los rayos X es del orden de -
magn!tud de las distancias Interatémicas; nor ésta razén, si se emplea a modo ~
de la luz de un microscopio éptico, es poslbie obtener resoluciones de las es--
tructuras atémicas sltuadas en el {nterfor de las moléculas, Cuando un haz de -
rayos X choca con un cristal Implica la repeticién periédica y ordenada de los-
&tomos que componen la unidad fundamental. Con la ayuda de los rayos X se han =
anallfzado tanto protefnas globulares como en su forma cristallzada. las protefl~
nas desnaturalizadas que se encuentran en estado amorfo se han analizado por -~
reste método, Entre las grandes proezas en la Qufmica se encuentra el estudio ~--
por rayos X de la mioglobina y de 1a hemoglobina cuya estructura fué determina-
da por éste método. { 5,8,11,12,20,21 ),
M4s reclentemente se ha encontrado un notable parecldo en la estructura de -
Ia mloglobtna y la heroglobina de caballo, con lo cuél ha sido posible determl-
nar perfectamente la estructura de la heroglobina humana, asf como efectuar =--
distintos ensayos y pruebas para conocer su comportamiento y sus funclfones. =--

( 2'2' )I

1.2 ESTRUCTURA DE LA HEMOGLOBINA.

La hemogloblina es el compuesto més irportante en la vida del erltrocito, es-
una proteTna que en los vertebrados funclona como portadora de oxTgeno desde -~
los pulmones hacla los tejidos. La presencia de hemoglobina en e} organisro in-

crementa 70 veces aproxImadamente la capacidad portadora de oxfgeno en la san--
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La hemoglobina tlene un peso molecular de 64,450 daltons, es una molécula =-
globular que esté constituida por 4 subunidades, de las cuéles cada una contle=
ne la"mitad de una unldad hem conjugada a un pollpéptido. E1 grupo hem es un ==
derfvado porfirfnico que contlene hlerro. L;.porcldn globlna es aquella que es~
té constituida por los polipdptidos que contlenen dos unldades de un tipo y ==
otras dos de otro tipo diferente. ( 8,9,10,18,22),

La hemoglobina normal en el adulto es 1lamada hemoglobina A , la cuél se en~
cuentra constitulda por dos pares de cadenas alfa y beta. La c;dena alfa se ===
forma por 141 aminoécldos de un orden blen determinado que Inlcla con vallna-~-
y concluye con arginina, En cuanto a la cadena beta, ésta posee 146 aminodcldos
Intclando tamblén con valina pero del otro extyemo termina con histidina, Las =
cadenas aifa tienen un peso molecular de 15,750 daltons y las beta de aproxima=~
damente 16,500 daltons, la disposicién de las subunldades se conoce como estruc
tura cuaternarla, ( 5,8,11,20), )

Otros tlpos de hemoglobina tales como la hemogloblna fetal Hbf esté formoda~-
por dos pares de cadena pero en este caso son dos cadenas beta y dos gama; an =
el caso de la hemoglobina A contlenen tamblén dos pares de cadenas, las prime-
ras son beta y las segundaszdelta, esta hemoglobina se encuentra presente en el
humano pero en menor proporclién que la A . (4,7,8).

La hemoglioblna es una de las proterni: que presenta una estructura hellcol-~
dal, es decir en forma de hélice, En el espaclo de acuerdo a estudios de rayos-
X las distanclas para las unldades de ~C-N son de 1.32 A y de 1.54 A para las -
unfdades de ~C-C~ las formas de hélice se establecen a lo largo de la cadena ~--
y la posicién de un amlnoScldo con respscto al otro queda angulada a unos 1000;
&sta angulaclén requiere de un espaclo de 1.5 A y forma un cllindro en cuyo ==
borde, como espiral se disponen los aminoécldos unldos entre sf por puentes de-
hidrégeno. El puente de hidrégeno se forma slempre que un &tomo de hidrégeno =--
6 de nltrégeno con u; par de electrones llbres, se acerque & un grupo en el que‘

existe un protén H+ , unido deblimente al resto de la molécula., Asl en las pro-
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tefnas, muchos de los puentes de hidrégeno se establecen entre grupos -C~0 de «
una cadena peptfdlica y los NH~ de otra cadena vecina. ( 5,8 }.

La cadena peptldica, cuando estd extendida, adqulere una forma de zlg-zag y~
es denominada cadena beta, esta estructura se aplica a una dlsposicién en que -
las cadenas de pollpéptidos extendidos forman una estructura de tipo laninar en
las cuéles unas sc-sostienen flrmemente a las otras graclas a la presencia de -
puentes de hidrégeno. E1 hecho de que las protefnas estén formadas por partes -
Fellcoldales tas hace muy lrregulares. La dlisposicién final depende de los dis~
tintos re;Iduos de amlno8cidos, pués en algunos forman con mé&s facllidad cler-=~
tas uniénes por puentes de hldrégeno, por unlén de residuos simllares o por ===
fuerzas de Van der Waals., ( 1,9 ).

Se entiende por estructura cuaternaria el agrupamiento 6 polimerizacién de =
las cadenas polipeptfdicas para formar protefnas m&s complejas. E1 grupo hem se
acomoda en una especie de cavidad rodeada de los grupos hidrofSbicos de los -~
amlinodcidos veclnos, y untdos a los grupos imidazélicos de las histldinas. Por~-
lo tanto queda Integrada una molécula altamente hldrofébica en su Interior con-
baJa constante dieléctrica lo que le Impide captar el oxfgeno, sin que camble -
la valencla del hlerro; y muy hidrofflfca en su exterlor, lo que le conflere --
propiedades de gran solubilidad y carga, ( 8,11,18 ).

El grupo hem se considera formado por cuatro subunidades pirr6licas unidas -
por enlaces metileno,

La hemoglobina se consldera una cromoprotefna debido a que posee color y es~
te hecho permite su estudio desde el punto de vista de absorcién, especifica=--=
mente en las longltudes de onda de 400 a 632 nm, Otra de las denominaclenos ==
usuales es que se encuentra en el grupo de sustancias metaloprotelicss, ya que =
el ndcleo porfirfnico se combina con gran facilided a un metal, en este caso el
hierro. E1 hierro es un elemento electricamente neutro que puede pasar a la --
forma iénica perdlendo dos electrones y como éstos poseen carga eléctrica nega-

++
tiva, se convierte en Fe , o sea 16n ferroso. El misro hierro puede perder &3
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tres electrénes y quedar por lo tanto como [én férrico que se encuentra mis =~-
oxidado; ambos lones tienen un nimero de coordinacién 6, por 1o mismo poseen =~
una tendencia a formar complejos de coordinacién hexavalentes, por medio de la=-
combInacién de sels &tomos para formar sustancias estables. Cuando se unen al =~
nfcleo porfirfnico, en el caso del Fe++, cuatro de las uniones se establecen en
los nitrégenos de los anlllos pirréllicos de la porfirlna; quedan por lo tanto -
dos sitios de coordinaclén, que en este caso se establecen utilizando uniones -
con otros distintosgrupos que son electricamente neutros, entre los que se des-
tacan el Imidazélico de 1a histidina cuando se une a la globIna para formar la-
hemoglobina, { 1,9,18 ).

v Cuando el hierro se encuentra en forma férrica, el que forne el complejo de-
coordinacién en primera instancia se combina con los cuatro nitrégenos de los -
pirroles y posterlormente con dos &tomos mds, sin embargo como tlene una carga~-
positiva més, queda una carge llibre que habltualmente forma unién de tipo i6ni-
co con radicales negativos tales como OH-.'CN-, con lo cual se reestablece 1a -
neutralidad eléctrica. ( 1,8,20 ).

Cuando se combina una porfirfna, la protoporfirina 1X con el hierro en su ~-
forma ferrosa, se encuentra la ferroprotoporfirina 1X que se denomina habitual-
mente grupo hemo; la combinaclién de la protoporfirina con el hierro en estado ~
Iéntco férrico produce ta hemlna. El grupo hemo libre es muy Inestable y se oxi
da fécilimente para pasar a su forma férrica 6 hemina, Tanto la Ferroprotoporfi:
rina 1X ( hemo ) coro la ferrlprotoporflrlﬁa ( hemina ) suelen combinarse con -
la protefna simple 1lamada globina para la formacién de la hemoglobina. ( 1,9 )

Entre las situaciones m§s factibles de unién entre la globina y el grupo --
hemo esté la formada por dos valenclas de hierro que se unen a los nltrégenos =

de las histidinas dentro del grupo imidazélico. ( 1,9 ).

1.3 LA HEMOGLOBINA EN LA QUIMICA DE LA RESPIRACION,
Se denomina respiraclén al Intercamblo de oxTgeno y diéxido de carbono que =

se lleva a cabo entre el organismo y el medio que lo rodea. En la mezcla de ga-
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ses de! alre, cada gas ejerce su propla preslén parclal. Se sabe que al llevar-
se a_cabo la Inspiracién los gases del alre se ponen en contacto con la pared =
de los alveolos pulmonares, el Intercamblo entre ellos tlene lugar de acuerdo =
con las leyes flsicas hablituales de la difusién, lo que qulere declr que un gas
dlfundido @ través de la pared alveolar a la sangre o bien en sentldo unverso,=
de acuerdo a la diferencia de presiones, que e]erza ese gas en particular en ==
ambos lados de la pared, Habltualmente las presiones de un gas son expresadas =~
como tenslones. El Intercambfo de gases entre el alfre alveolar y la sengre pue-
de axpresarse de la sigulente forma:
Tensi6n de oxfgeno del alre alveclar: 107 mm de Hg,
Tensién de oxlgeno en le sangre venosa: 4O mm de Hg.

La diferencia de 67 mm de Hg. que existe en la presién es la que ocasiona =
que el oxfgeno difunda de la pated alveolar a la sangre.

Tensién de diéxldo de carbono en el alre alveolar: 36 mm de Hg.
Tensidn de didxldo de carbono en la sangre venosa: L6 mm 90 Hg.

Esta diferencla de 10 mm de Hg. es la necesarla para hacer que 5] diéxldo =
de carbono difunde desde la sangre hacla el alre alveolar.

En o1 caso del nitrégeno ( gas componente de &lre que Se encuentra en un ==
79% ) la tensién es la misma en la sangre veanosa como en el alre alvsolar que-
es de 570 mm de Hg,, por o que se consldara fislologlcamente {nerte. (1,9,11).

Al ocurrlr el Intercamblo gaseoso, la sangre se convierts en sangre arte--=-
rial y éstes tlene una tensién de oxfgeno de mas o menos 100 mm de Hg. y una =

. tensién de dl6xido de carbono de 40 mm de Hg.

s funcién princlpal de 1a hemogloblna es el transporte de oxigeno por la =
sangre, Este transporte se |leva a cabo por la' capacidad que tlene la hemoglo-
bina para combinarse con el oxigeno en forma reversible la cual! puede presen--
tarse de la sigulente nnnernf

Hb 4 0 ==eswmamemeeds HbO
2 2

Lo cual qulers decir que la hemogloblina reduclda conbinade con oxfgeno forma =
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oxihemoglobina. La formacién de éste compuesto puede conslderarse mas bién como
una unlén laxa & déb!l que como una combinacién quimica ya que la disoclaclén -
de la oxlhemogloblna para llberar oxigeno se ve determinada por la tensién de -
oxtgeno en el medio que rodea a la hemogloblét. La relacién que exlste entre la
saturacién de la hemoglioblna y la tensién de oxlgeno puede determinarse muy cla
remente examjnando una curva de disoclacién de oxthemogloblna en la que se ex-:
presa fécllmente el porcentale de saturacién contra tensién de oxlgeno. Esta =~
tensién de oxlgeno y por lo tanto la curva de saturacién se ve afectada por la~-
tenslén de diéxldo de carbono. Le curve de saturaclén que se obtlene con una =-
tens!én de diéxido de carbono de 40 mn de Hg. se considera representativa de -~
condislones fistolégicas normales y al mismo tiempo la tens!én de oxlgeno en =
la sangre arterlel es de 100 rm de Hg. La hemogloblna se satura en un 95-98%; -
es declr, que existe una formeclién cas! completa de oxlThemoglobina, A} Ir dis-~
minuyendo le tenslén de oxigeno cae alrededor de 50 mm de Hg. a partir de ese ~
momento hay una répida llberacién de oxlgeno. En los tejlidos donde 1a tensién -~
de oxlgeno se encuentra entre 40 mm de Hg. ( que es mas o menos la tenslén de =
descarga de la hemoglobina ) 1a oxlhemoglobina se disoclia para donar facllmente
oxigeno a les cSlutes. ( 1,7,9,11 ),

Transporte de didxido de carbono por la sangre. Como se sabe el C0 es trang
portado por las células y por el plasma sangufneo; el contenido de C0: de la :.
sangre arterial es de 50-53% en el volumen, E1 CO se encuentra principalmente=
en tres formas: la primera es como #ctdo carbénlcg en muy pequefa cantfdad, la-
segunda es como CO carbamfnlco que se transporta con la hemogloblna y la ter--
cera forma es comozblcarbonnto el cul!l se encuentra en combinaclones con lones~
teles como sodio y potasio. E1 CO que se encuentra en combinacién con la hemo=
globlni es alrededor de un 20% del diéxido de carbono total. La reacclén que se
tleva & cabo con la hemoglobina es 1a slgulente{

HbeNH  mmwememamecedgp Hb=NH~COOH
2

Como se nota en 1a reaccién se encuentra un grupo amino tlbre que se combina
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con ¢l CO para formar un compuesto carbaminfco. En la sangre el CO se conviep
2

te en &cldo carbénlico, de manera que su mecanlismo de transporte entraNe una =-=-
gran eflclencla para Inmpedir camblos de pH y movllizar volGmenes do gas. ( 1,9 ).

La hidratacl6n de d16xldo de carbono para formar &cldo carb}énlco es muyy len-
ta, pero en los eritrocltos el €0 es répldamente hldratedo por la accién de la
enzima anhldrasa carbénlcs que tI:nen actividad reversible. Debldo al pH de la-
sangre todo e} écldo carbdnico se fonlze a Hco- Y H+. Por ta alts actividad de-
1a enzima, la deshidrataclén del &cldo carbénltco sucede en breves Instantes lo-
cual origina ta llberacidn de! CO a) pasar la sangre a través de los tefidos,=
facllitando la captaciSn del CO gor los tejldos, Cu3ando 18 sangre venosa pass-
por los capliares de los pulmonis. el CO provenlents cas! en su mayorfa por ~=
los erltrocitos, debldo @ la acclén de Ii anhldrasa carbénfca, convierte el ===
HCO- enco. (1,7,18).

gxlste ﬁn efecto smortlguador por parte de la hemoglobina dentro de éstos --
procesos y se debe a la presencla del grupo Imidezélico que forme parte del ---
amlnoécldo histldina. La histidina estéd untda al grupo hemo, que s el grupo =-
prostético de 1s hemogloblina, por 1o tanto las relaclones electréntcas entre ==
una y otra son muy estrechas, Cuando el grupo hemo copta-oxigano, el rearreglo~
elsctrénico consecutivo extiende su Influencla hacla ol radical imfdez§lico y -
tos elactrénes de éste. 0 sea que al captar el oxlgeno la hemoglobina permfte -
ta llberaci8n més féctl de un protén del grupo Imidazo! de la histidina; por lo
tento la hemoglobina oxlgenada es un #cldo més fuerte que la hemogloblna no ===
oxlgenada puesto que tlenen mayor tendencla a llberar un protén, en esto se ba-
sa la notable capacidad amortiguadora de la hemoglobina. ( 1,79 ).

En los pulmones, 1a formacién de oxlhemoglobina de la hemoglobina reducide =
pone en lfbertad iones de hidrégeno que reacclonan con el blcarbonato para for-
mar fcldo carbSnico. Debido a la baja tensién de CO en los pulmones, el equi-=
11brio se ve desviado hacla la praducclén de dl6x|d§ de carbono que se elimina~

en el alre esplrado.



H+ 4+ HED  mmmemmcnedr H GO mmme- wea-® H O 4+ CO
3 2 3 2 2
En los te)ldos donde la tensién de oxTgeno es més reduclda se dlsocla la ==
hemoglobina formando hemogloblna reduclda y suminlstrando oxtgeno a las célules.
Al mismo tlempo el CO que se produce en e! curso del metabollsmo penetre a la=
sangre donde se hidrata formando &cldo carbénlco que después se loniza dando ==
H+ % HCO-. La hemoglobina 4clda reduclda, con lo que ocurre un llgero camblo de
pH debldo a que los lones hidrégeno son amortiguados por la formaclén de un ===
écldo muy débl1 con lo cual se suprime la lonfzacién del hldrégeno.
Cuando la sangre vuelve a los pulmones y hay formaclén de un 4cldo m4s fuer-

te, los fones htdrénlo son 1lberados y neutralizados con 1a formaci6n de HCO -

que es la reacclén indlspensable para la Itberacién de €0 en los pulmones, -~=

2
(1,4,7,9,18).

Estructuras de la Hemogloblna Oxldada y Hemoglobina Reduclida.
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1.4 BIOSINTESIS Y METABOLISMO,

Blosfntes!s del ndcleo porfirfnico, La blosfntesls se lleva a cabo partfendo
de la unidn de la glicina y el 4cldo succinico, El nitrégeno elfa-amine de la -
gllcina y sus otros dos carbonos, junto con los del dcldo succlinlco Intervienen
en la formaclén de los grupos plrrél, La unlén del succlnato y la gliclna se ~-
1leva a cabo a través del ciclo metabéifco en el que se une el carbono alfa de-
la gliclna para formar el &cldo alfa-amino-cetadlpico que es un compussto [n===~
termedio que se descarbox!ia para la formaclén del &cido delta-amino-levulfnico
( ALA ), esta condensacién requlere de vitamina 8 y se lieva & caho en las ml-
tocondrias. Ex!ste un rearreglo Intramolecular ensdonde dos moléculas de este =
#cldo se unen para formar un monoplrrél llamado porfobl tindgeno. Con s unjén-
de cuatro mol8culas de porfobllinégeno se forma uroporfl!riiindgeno, que al des~
cerbox!larse se convierte en coproporflrilinSgeno., Le descarbox!laclén y oxida-
clén consecutlva de éstos ostablece la estructura de los protoporfobllinSgenos~

que se oxldan para dar porflrina; ésta protefna suele encontrarse en los eritrg

cltos ya maduros. £} hlerro se incerta en ta molécule de protoporfirina medlan-
te la enzlma mitocondrial llamada ferro-quelatasa y asl sa forma la molécula -~
hemo completa. ( 1,5,9,11,18),

STntesis de 1a globlna, Esta sfntesls se efectfia en el cltoplasma de las cé~
fules de la serie roja. Las pequenas moléculas de RNA soluble se unen & cada ==
aminodcido daterminado en cada lugar segfin e} cddlgo de RNA mensajera, El cre-
cInlento de 1a cadena de pollpéptodos se Inlcla a partir del grupo amine flnal,
Es muy factlble que las cadenss de polfpéptidos se doblen espontaneements para-
formar la estructura o conflguracién tridimensfonal, Las cadsnes alfa y beta de
1a hemoglobina se hayan evlidentemente bajo e} control de clertos genes, psro ss
sintetizan a ta misma velocldad. { 1,18,20 ).

Et hterro que se Iibera al destruivse }a hemoglobina as? como el que se ab--
sorbe con los allmentos, se encuentra almacenado como farrlt!na que no estmas -

que hidréxido de hlerro combinado a una protefna {lamada apoferritina. El hie==
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rro se absorbe en el duodeno y en las primeras porclones del intestino delgado;
en la mucosa Intestinal se oxidan los lones ferrosos y pasan a su forma férrica,
El1 hierro en su forma férrica circula por el plasma unido a la protefna 1lamada

albdmina beta=! tamblén )lamada transferrina que suministra la capacidad de fi-
Jaclén del hlerro. (1,18 ).

Reacclones para la BlosTntesis de la Hemoglobina,

Formacibn de Acido B-aminolevulinico (ALA)

(IZOOH
CHy ™ cooH T COOH
iucclnil-CoA l
"succinato |
activo™) (I:HZ (I:HZ (l‘"2
C=0 CHy G, =
P ALA sintetpsa
| 5-CoAi C=0 | Bg-POL; €0
| ! CoASH ; Paso que
: + !—-——-d_——y Il-C-Nl|2 controla la velocidad C“:'““z
S
| Cl Acld
l_?_____l 8 COoOH _| €0y ?S“m?;“"r
Giteime | H-C-NH, Ay
coon
2, Formacibn de porfobilinbgenc (PDG)
?oou ' ?oou]
(lEOOH (!:}‘2 (ITOOH CHy
. : - A . P
CHa CHy AiA~dehideasa CHz Cily
] | (&-aminolevulinanal N | ;
CHp=mmemonm --Ca0 4 R e ¥
| | Y 1; i
OnCo Gl 2 1,0 Lo - CH
/ \\\N// 2 12 // - -N”/
HyC i, € i
| |
NH, ity

2 molhculas de ALA

vartobl1iubgenn (¢1G)
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Sintesis de uroporfizinbgenns de tipos I y I2X

Uroporficrinbgeno
1 sintetass
? Intermediarios del polipizrriluetans

PBG
(eliminacién
de grupos NH
y condensac1dn)
Uropectlzinégeno
Il cozintstany
A P
o 2]
' cy
P 2 g 2 A
D wu uw n
A ) .
HoC ~CHy
| ¢ |
P A

Ygororficindijeno 111

Uropor tieinbquno I
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4. Sintesis Je la protoporficina III y del her

Descarboxilasa
{convierte A en
Mlnetilol)

Uroporficindgenc 131 ~——

—t

4 coy

/‘

5 o tirindg 111
Copropot { icidogéno g coproper fouene
111 descarboxilasa

llzoou ]
my L
(Descarboxilacidn, t
oxidacién) oy LUy CHy
[* A

2oof [ e |u|/t|:n2

&
2
i
H OB {Nota: ¥e viniio; solo
— \ " . ta convierten en grupos
= do Aciun proplénico sobre
5 v los anillos Ayl.)
Y
N
Vxldun — {0]
[4 ) S
~
Protopectiviibgenc 1T 50

H

] B
/ F-
f u;h"',[”‘“ = Y
v . H

‘rotoport 2odne 113 (1lamaan
tamhiln (rat-porfdeing 1Xa)

terco-protopocrflrinaquelatasa "
(ferroquelatasa)

HEM P

{Parroprotopur firiny 131)
Fot?
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Metabolismo. Desde el momento en que el giébulo rojo plerde su RNA, sufre =
gradualmente camblos metab6licos a lo largo del trayecto de su vida { 120 dfes )
es entonces cuando se considera una célula wieja, y por lo tanto retlrada de la

“clrculactén. Tamblén clertas enzimas glucolfticas van decraclendo en su activl-
dad lo que origlna cemblos en la superflicie de la célula por lo que es propensa
a la fagocltosls, Las células son ellm!n;das por macréfagos del sistema reticu-
loendotellal. ( 1,9,18 ),

Debldo a que el eritroclto se encuentra fuers de circulacién la hemogloblna~
se desintegra dentro de las clulas del sistema reticuloendotellal en tres cong
tituyentes, los cuales son: la globulina, el Flerro v la protoporfiring, El ==~=
hlerro queda depositado y puede ser empleado otra vez; las cadenas de polipép~--
tidos que constitufan a la globullna son degradadas y regresan a la veserva de-
amlno8cldos del organismo. E1 grupo hemo al perder el hlerro da lugar a una se=~
rie de sustanclas coloridas que por su excrecién en bills se denominan pigmen~--

tos blllares. ( 9,18 ),

1.5 CARACTERISTICAS Y VALORES CLINICOS.

Como ya se explicd anteriormente, la hemoglobina es una protalna constltulda
por cuatro cadenas de polipéptidos a cada uno de los cuales se unen a un grupo-
hemo. Las hemogloblnas normales difieren segdn la etepa de desarrollo del Indl-
viduo, Hay tres hemogloblnas embrionarias: Portland - , Gower -t (GQ sy e
Gower -2 (4€); dos hemoglobinas fetales: HbF (4) y HbF1 =+, y varlas hemoglo
binas adultas tales como: HbA , HbA . Existon otros subtlpos que se encuentran-
unldos a glicoles tal es ol clso de21a hemoglobina HbA , que no es mls que la -
hemoglobina HbA unids a glutation oxldado. El enfoque del laboratorio para ===
dlagnosticar la; hemogloblnas normales es el mismo que el utllizado para el =-~
dlagndstico de las hemoglobinas anormales, Las hemoglobinas se anallzanvcon la~-

ayuda de dlversos métodos que pueden ser electroforéticos, cromatogréflcos ¢
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espéctrofbtométrlcos. La metodologla puede divlidirse en la cuantlficaclén e ~
fdentificacién preliminar de la hemoglobina; y la conflimacién de la identifl-=
cacién de la hemoglobina por medio de ensayos de pureza. ( 4,6,10,11 ),

La concentracién de la hemoglobina se expresa en gramos por milllitro de ==~
sangre o bién en gramos por decllitro. Para conslderar una prueba aceptable del
laboratorlo clinico deben tomarse en cuenta Tos slgulentes pardmetros: precisidn
de una sola determinacién en comparacién de un prototipo conocldo, reproduclbi-
lidad de la determinacién, velocidad toméndose en cuenta desde el punto de vis-
ta de disponlbilidad en un caso de emergencia y tamblén la Qencllléz del método
conslderando su bajo costo, ( 4,15 ).

Los métodos usualmente empleados para la determinacién de la hemoglobina son
los colorimétricos y entre ellos pueden mencionarse los sigulentes: Método de -
la Hematina Acida, Método de la Hematfna Alcalina, M&todo de OxlThemoglobina y -
el método que actualmente es considerado de eleccién el M&todo de la Clanometa=
hemogloblna. Tamblén como se explics existen métodos gasométricos como la prue~
ba de capacldad de oxigeno de Van Slyke; tambié&n existen m&todos qulmicos con =
los cuales se mide su contenfdo de hlerro.

Se han reportado en tablas los sigulentes valores normales;

Capacidad de oxigenacién de

lasangre . . . .. ... 4¢..... 1.34ccpor gramo

Contenldo de hierro de la ‘

hemsglobina . ., . . . ... ..... 0.33% gpor 100 g de Hb

La hemoglobina constltuye

aprox. en el eritrocitoun , ., , .. 3h4%

La hemoglobina const!tuye

aprox. en el peso de un eri-

trocltodesecado , , , , ... ... 8%

Usualmente los valores en sangre total deben encontrarse dentro de los si =-

gulentes Ifmites normales: ( 4,9,18 ).
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Mujer . ... . ... 12-16g /dl,

Hombre . ., . .. .. 13,5 -18g /dl,

1.6 TIPOS DE HEMOGLOBINAS.

Los glébulos rojos de un Individuo pueden poseer dos 6 tres especles molecu-
lares distintas de hemoglobina. Por ejemplo el feto de una especie de anlmal a-
animal produce un tipo diferente de hemoglobina que el mismo animal en su esta-
do adulto. En algunos casos de anemia se ha observado la formacién de hemoglo==~
bina fetal la cual normalmente ha desaparecido a clerta edad. La presencla en -~
el organfsmo de clertos tipos de hemoglobina puede verse acompadada de dlstin--
tas anormalldades en la morfologla de los hematfes asf como de manifestaclones=-
clfnicas blen defintdas. Las diferenclas qulmicas entre las hemogloblinas se de=<
terminan ldentificando el orden en que estdn colocados los aminofcidos de las =
globinas. Primeramente se hicleron estudios de Tas estructuras componentes de -~
las globinas utllizando para ello la tripsina proteolftica que es una enzima -~
1Ttice que fragmenta las cadenas del polipéptido en los lugares ocupados por -=
los reslduos de 1isina 6 arginina; después estos fragmentos se separan por cro=
matograffa; se utlllzan métodos electroforéticos para promover su polaridad, «~=
( 4,14,28,29),

Entre las hemoglobinas normales podemos cltar las sigufentes: HbA que es la-
més Importante de las hemoglobinas y se encuentra en el adulto normal; la he--
moglobina fetal HbF que es la que se encuentra presente en el feto y en el ==
reclén nacido; la hemoglobina HbA que constltuye la hemoglobina del adulto de~
un 1.5 a 3.5 % de la hemoglobina iotal; las hemoglobInas hembrionarias o del -
tipo Gower-1 y Gower-2 que se encuentran en los fetos humanos normales que tle-
nen un perfodo de gestacién de aproximadamente tres meses.

En cuanto a las hemoglobinas anormales la mayorla provienen de una sust!tu--
cl6n de un amlnodcido por otro, en una de las cadenas polipeptfdicas; pero tam-
blén en algunos casos puede deberse a una alteracién en la constitucién de la -

hemoglobina debido al tipo de cadenas pol!lpeptfdicas que Integran el tetrémero-
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se han encontrade casos raros como el de la hemoglobina formada por cuatro ca~=
denas beta, tamblén algunos Individuos al Infclo de su vida hemoglobina con -=-

cuatro cadenas gama ( 1,7,9,18 ).

1.7 ESTUDIOS DE ESTABILIDAD ACELERADA.

Exlsten razones, propésitos y necesidades para efectuar un estudio de esta=-
bilidad, La primera razén es de tipo sanitario debido a la neceslidad de deter--
minar si los productos de degradacién de un farmaco son o no téxicos. Otra ra--
26n es de tipo legal, ya que la ley exige que un producto cumpia con las con--
dlclones de ldentldad, efectividad, potencla, pureza e inoculdad durante el ==~
periddo que se encuentra en el mercado y hasta el momento de ser empleados.

Por lo dicho anterlormente se hace necesario Indlcar lo que se conoce como=--
fecha de venclmiento. Los factores que pueden alterar un producto con el tiempo
sonf temperatura, radlaciones, humedad, oxlgeno u otros gases at~osféricos, ===
presién, solventes, cambios de pH, interacciones, contaminacl6én mlcrobiana, etc,
Generalmente los procesos de degradaclén son reaccién qufmica qﬁe consuren ener~
gfa y pueden acelerarce por ahmento de la te~peratura. La mayoria de los mé&todos
de envejecirlento acelerado toman en cuenta esta hecho y se basan en la veloci-
dad de degradacién a.temperaturas superiores a la normal, para después Inferir=
lo que sucederla a temperatura amblente, { 25,27 ).

La cInétfca de reacclSn es Indispensabla para los estudios de estabilidad --
ya que por objetlvos tlene los slgulentes: obtencién experimental‘de datos ci-~
. nBtlcos, corretacién de los mlismos por ecuaciones matem&ticas, proponer un me--
canlsro de reaccién, establecer las condiciones para acelerar o disminuir la ==
velocidad de reacclén,

Se conoce como velocldad de reacclén la velocldad con la cual canbfa la con-
centraclén' de una sustancla que Interviene en dicha reacclén, La sustancia en-~
cuestiSn puede ser un reactivo 6 un producto de dicha reaccién. Es dé sumo in==

teres para la cInética determinar los cambios por los cuales se puede |tegar --

del estado Inictal al final. En la reaccién:
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A 4 B wevmecnmeaep (

A y B se conslderan los reactivos y C el producto, Por lo tanto la velocldad
de reaccién puede definirse como la velocidad de separactén de A 6 bién de B; -
también en cuanto al producto puede determinar la velocidad de aparicién del -
mismo ( C),

Esto puede esquematizarse de la sigufente manera;

-d)  -dB) ~de)
Y B emam ® oeeam B mem.
dt  dt dt

Orden de reaccién, Se denomina orden de reacclén al concepto bacado en nedi-
ciones cinéticas, y se reflere al nimero de moléculas de cuya concentracién d=-
pende 1s velocldad de reaccléﬁ. ( 25,27).

Una reaccién de orden cero es aquella en la cual la velocldad de reaccién es
independiente de la concentracién de los reactivos. La ecuacién matemdtica que~
indlca esta {ndependencla es:

v = k
S1 se llamara " x '' a la concentracién iniciel puede abreviarse de la siguleg

te forma:

-d
X . é “dx = k dt
dt

Para formar la ecuaclén integrada se usan los 1Tmites de la concentraclén ==

Inlcial C y de la concentracién tomada al tlempo '' t ',
0

-~ dx = k dt

c
- \x ¢
c = k|t
0 t
0
¢ = ¢ - kt
0
k =¢ -¢
0
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La representacién de la concentracién en funclén del tlempo, en una reaccién
de orden cero, es una recta cuya pendiente es la constante de la velocidad de -
reaccién ( =k ) y la ordenada al origen es la concentracién Inictal (C ).

En una reaccién de primer orden la velocidad de reaccién es proporclgnai a -
la concentracién de reactivos. En su forma general la expreslén de velocldad de
reaccién de primer orden seré:

InC = ItnC =kt

En una reaccio6n de segundo ordgn, ia velocidad de reaccién es proporcional a

la concentracién del los reactivos o blen a la segunda potencia de uno de ellos,

lo que se sefala de la sigulente forma:

1 1
mmem = wmem ok kG
c c
0

La inversa de la concentracién estd en funcién del tiempo y es una recta de-

pendiente ¥ k ' y de ordenada al origen 1
CO

Tiempo de vida media y tiempo al 90%. Dentro de los estudios de estabilidad-
es nuy comiin encontrar este dato, en lugar del valor de la constante de velocl~
dad de reaccién, 1lamado tiempo de vida media, Recibe este nombre porque es el-
tiempo en que la concentracién de! producto se encuentra en un 50 % en cuanto -
al valor Iniclal. E! tiempo al 90% se refiere a cuanto la reaccién ha avanzado~
un 10 % en su degradacién. { 25,27 ).

Método de Arrhenlus, LlLemado también rmétodo de Garrett, ta reaccién cuantlta-
tiva entre velocidad de reacclén y temperatura dada por la ecuacién de Arrhenlus
es ! LH/RT

fnk = 1nA :féﬂ

RT



20
DondepH es la energla de activaclén, A es una constante, R es la constante de

los gases, y T es la temperatura absoluta. Para una aplicacién correcta de) mé-
todo de Arrhenius debe tomarse en cuenta las sigulentes conslderaclones:‘ segu==
ridad en el orden de reaccién, exactitud en la determinacién de las temperatu--
ras, ya que es de suma Importancia que la determinacién de las concentraciones-

del producto se hagan a la temperatura establecida inicialmente para evitar da-

tos erréneos. ( 25,27 ).
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA,

De los problemas a los que se enfrenta la ENEP Zaragoza estd el de adqulirir-
reactivos de Importacidn, uno de estos productos es el patrén de hemogloblna -~
11amado comerclalmente Acoglubin , el cual por su uso continuo en los labora=--
torfos de Andlisis Clfnlcos de las CiTnicas MultidicIplinarias de la UNAM tie-
ne gran demanda, E! problema a resolver consiste en obtener un patrén de hemo-
globina de concentraclén conocida y establecer las normas del material de em--
‘ pague y control de calldad adecuadas, acordes con un procedimiento éptimo y -~
econdmico a los que existen reportados y que permitan con la Infraestructura -

existente en nuestro plantel suprimir su compra,
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3. OBJETIVOS,

3.1 Obtencidn de un patrén de hemoglobina de concentracién conocida,

3.2 Acondiclonamlento de dicho patrén como producto termminado.

3.3 EJecucién de pruebas de Establ!lilidad Acelerada para determinacién de fecha
de caductdad.

3.4 Con base en los resultados obtenldos establacer coﬁdlclones de fabricacién,
acondiclonamlento, asf émmo los parémetros de control de calldad para la produce
clén de diversos lotes dentro de la Planta Plloto de Tecnologla Farmaceutica de-

la ENEP Zaragoza y su abastecimlento a los Laboratorlos de Anélisis Cllnlcos.
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4, HIPOTESIS.
E1 Patrén de Herogloblna obtenldo en la ENEP Zaragoza tendrd las caracterls-~
ticas blolsglcas, quimicas y de calldad comparables a los esténdares comercia--

les de hemogloblna,
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5. MATERIAL Y METODOS,

5.1 EQUIPO.

- Espectrofotémetro de Absorclén Beckman Model 25,
= Graflcador Beckman Recorder Model 25.

= Columna para Cromatografia Column k-16 Pharmacla Flne Chemical,
- Colector de Fraccliones LKB bromma 2112-redirarc.
= Centrffuga CiTnica Batsol Modelo 12,

- Refrigerador American A-2.

- Engargolador Vechl.

~ Equipo d; Electroforesis,

- Incubadoras.,

= Tubos de Ensaye de 13 x 100 Pyrex,

= Frascos viales de color &mbar de 8 ml,

~ Tapones de hule s{ilconlzados.

= Sellos de Aluminto.

- Plpetas graduadas y volumétricas de 5 ml,

= Plpetas graduadas de 10 ml,

- Pipetas graduadas de 1 ml,

- Plpetas de Salhi de 0,02 ml,

5.2 REACTIVOS,

- Solucién Amortiguadora de Fosfétos 0.01 N de pi = 7.4
= Reactivo de Drabkin,

- Acldo de Sodfo 0.1 N.

- Soluclén Salina Isoténlca

- Tolueno,

- Reactivo de Biuret,
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DIAGRAMA DE METODOS DE OBTENCION DE UN PATRON DE HEMOGLOBINA

HEMOGLOBINA ‘\\\\‘

OBTENCION

CRITERIOS DE PUREZA

AJUSTE DE HEMOGLOBINA A LA

CONCENTRACION REQUERIDA

ACOND IC1ONAMIENTO

ESTUDI0S DE ESTABILIDAD

ACELERADA,
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5.3 NETODOS .

5.3.1 Preparacién del gel y empaquetamiento de la columna.

Fundamento.~ Se denomina filtracl6n por gel a la técnica de separacién de -
moléculas de diferente tamado med/ante su paso a través de una columna de gel ;
e | método se basa en la propledad que tiene el Sephadex de excluir los solutos«
de peso molecular grande, mientras que es accesible para la difusién de molé--
culas de pequeda dimensién. { 2,3,13,14,23).

Procedimiento.

1.~ Pesar la cantidad necesarla de los geles Sephadex G=100 y G~200 ( pro--
porcién 1 g, en 20 mi. de 1fquldo para reconstitulr )

2,- Hldratar con solucién amortiguadora de fosfatos pH = 7.4 utillizando la=-
necesaria para reconstitulr el gel.

3.- Hidratar el gel reconstituldo por 80 hrs. a la temperatura arblente.

4.- Dealrear la suspensién con ayuda de vaclo para la eliminacién de burbu-

Jas,

5.- Empaquetar una columna de Cromatograffa de 60 cm. x 1 cm.

Nota.=~ En caso de formacién de burbujas al empaquetar la columna, golpear lige-
ramente con una varitla de vidrio en el sitio donde se encuentren las burbujas.

de no desaparecer éstas, vaclar la columna y dealrear.

5.3.2 Callbraclén de la Columna.

Una vez empaquetada la columna se procede a su calibracién para la determi-
nacién del volumen de exclusién y corroborar la resolucién del gel a utilizar.

1.~ Colocar 1 ml de Azul dextrén con la ayuda de una pipeta Pasteur en la-
superficie de la columna.

2.- Elulr la muestra con solucién amortiguadora de forfatos 0.01 N pH = 7.4

3.~ Colocar un tubo graduado y recolectar el volumen hasta que salga la --
primera gota de colorante ( Volumen de Exclusién ).

4.- Camblar el tubo vy recolectar hasta la Gltima gota de colorante.
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Caltbracién con Citocromo C.

1.~ Colocar 1 ml. de muestra de Cltocromo € en la superficie de la Columna.

2.~ Eluir la muestra con solucién Amortiguadora de Fosfatos 0.01 N pH = 7.4,

3.~ Colectar el volumen de exclusién correspondiente a la muestra de Cito---
cromo en diferentes fracciones.

L.~ Efectuar las lecturas de las fracclones al Espectrofotémetro en la re===

glén del visibie ( 540 nm.) para determinar la curva de absorcidn.

Calibracién con Citocromo € y Albimina Humana.

1.~ Elulr la mezcla de 1 m, de Citocromo ¢ v } m}, de Albdmina Humana con -
solucldn Amortiguadora de Fosfatos 0.01 N pH = 7.k, l

2.- Efectuar la recoleccién de distintas fracciones tomando en cuent; el vo-
Jumen de exclusién de la columna.

3.~ Determinar las lecturas espectréfotométrIcas para definir las curvas de-

absorcién tanto del Clitocromo C comoc de la Albidmina Humana,

Catlbracién con Citocromo C, Albdmina Humana y Albdmina de Huevo.

1.~ Colocar la mezcla de 1 ml, de Cltocromo €, m&s 1 ml. de Albimina Humana=
més 1 ml, de Albimina de Huevo.

2.~ Elulr la muestra con soluclén Amortiguadora de Fosfatos 0.01 N pH = 7.4,

3.~ Colocar las fracciones correspondientes a cada uno de los componentes de
la muestra en diferentes tubos.

L, - peterminar Ya curva de absorcién de cada componente.

5.3.3 Preparacién de la Muestra.

Para la determinacién y obtencisn de la Hemoglobina se utlliza un ' pool " =
de erftrocitos partiendo de sangre total.

Técnica,

Y.~ Lisar los eritrocitos con un volumen lgual de agua destllada.

2.- Centrifugar la muestra a 5 000 r.p.m, y separar el sobrenadante.

3,~ Preparar la muestra con 2 ml. de sobrenadante y con 10 mY. de Azida de -
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sodio 0.01 H,
4,~ Colocar los 2 ml. de la muestra en la superficie de la columna y elulr ~

con solucidn Amortiguadora de Fosfatos 0.01 N pH = 7.4,

5.3.4 Obtencidn de la Hemoglobina.

Técnica.

1.~ Colectar los volimenes de ta Columna con la ayuda de un colector de frac-
ciones ajusténdolo a 18 gotas por minuto.

2.~ Desechar los primeros mililitros de soluclén incolora.

3.~ Efectuar a partir del primer tubo colorido la recoleccién de las distin-
tas fracciones tomando en cuenta la franja muy colorida correspondiente a la -~
Hemoglobina.

L, ~ Trabajar una vez recolectadas las diferentes fracciones de la slgulente=
manera:

Determinar las Proteinas Totales por el Método de Bluret.

Fundamento. - Las proteinas dan coloracién violeta en presencia de 1dnes cii--
pricos en solucién alcalina, proporcional & la cantidad de protelnas totales. -
La reaccidn es del enlace peptldico de las proteinas. ( 1,k,15).

Técnlca.

1.~ Colocar en un tubo de ensaye 9.5 ml. de cloruro de sodio al 0.85 %y -~
0.5 ml. de la muestra a analizar,

2.~ Poner &n un tubo de ensaye de 13 x 100 mm. 2 ml. de la muestra diluida.

3.~ Colocar en otro tubo de ensaye de 13 x 100 mn. que servird de blanco -~
2 ml. de solucién de cloruro de sodfo al 0.85 % .

L.~ Agregar a cada tubo 8 ml. de Reactlvo de Biuret y mezclar por inversién.

5.- Dejar reposar 30 min, a temperaturs ambiente y leer una longitud de onda

de 540 nm,

6.~ Ajustar a 100 % de transmitancia y a O de Absorvancia con un blanco de ~

reactivos.
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Determinacién de cianometahemoglobina por el M&todo de Drabkin,

Fundamento.- La hemoglobina es transformada en cianometahemoglobina median-
te la adlcién de ferrocianuro de potasio y cianuro de sodio. La densidad del -
color producido es directamente proporcional a la cantidad de hemoglobina pre=-
sente, E1 ferrocianuro convierte el hierro ferroso de la hemoglobina en férri-
co para formarse as7 la metahemoglobina que se combina wn el clanuro de pota-
sio para formar clanometahemoglobina. ( 4,15,28 ),

Técnica.

1.~ Colocar exactamente 5 ml, de solucién de Drabkin en tubos de 13 x 100 -
mm. de acuerdo a la cantidad de muestras para anallzar, utilizando una perilla
de succién,

2.~ Tras3adar exactamente 0.02 ml. de la muestra a analizar con una plpeta-
de Sahli exactamente estandarizada a cada tubo.

3.- Mezclar la muestra con la soluclén dando vueltas a los tubos.

4.- Dejar en reposo durante 10 min. para permitir la formacién de cianome-~
tahemoglobina.

5.- UtlVlzar otro tubo como blanco conteniendo dnicamente la solucién de --
Drabkin.

6.- Ajustar con el blanco el espectrofotémetro conteniendo Gnicamente la --

solucién de Drabkin a 100 % de Transmici6n y a 0 de Absorcién a una longitud -
de onda de 540 nm. .

7.~ Efectuar las lecturas de cianometahemoglobina para cada tubo.

5.3.5 Criterios de Pureza.

Como criterios de pureza de la hemoglobina se utilizaron los sigulentes:

A.- Electroféresis.

Fundamento. - La Electroféresis se utlliza para la separacién y medicién de
sustancias cargadas alectricamente, como es el caso de las fracciones de las-

proteinas. Estas sustancias en solucién emigran en un campo eléctrico que ===
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puede ser el dnodo cargado positivamente o blén el cétodo cargado negat!vamen-
te. Se aplica la ruestra al medio soporte ( acetato de celulosa ) saturado con
solucién amortiguadora y se hace pasar la corriente eléctrica. La solucién .-~
Amortiguadora permite el paso de la corriente que causa la separacidn de las -
moléculas segin su densidad de carga neta. Se interrumpe la corriente a la -«
celda electroforética, se extrae el medio soporte, se introduce en una solucién
fiJa y tide las diversas fracciones. El1 andllsis cuantitativo de las fraccio~~
nes se hace por medio de un densitémetro que mide la intensidad de ta luz re--
flejada por la fraccién tedlda o la cantidad de luz transmitida. Las &reas ba-
Jo los picos, en cada una de las bandas obtenides, son proporcionales a las -~
concentraciones de las fracciones. ( 4.9).

Técnica.

1.= Preparar la muestra, Transferir una peque’a gota de la muestra en una =
pequeia tira de papel parafilim. se colocs en una superficie plana cerca de la-
celda, Se deja espacio entre una y otra tira suficiente para accionar el apli-
cador.

2,~ Llenar la celds. La celda se coloca frente a la fuente de poder con los
electrodos terminales de frente. Primero se llena la celda con solucién amor--
tiguadora pH = 8.,6: el sIfén se coloca en posicién horizontal de manera que no
queden burbujas de aire, después la celda hasta que el 1fquido quede entFe las
dos Ifneas paralelas o al nivel del 1fquido.

3.-Llenar los recipientes de polipropileno. En primer lugar en el recipien~
te nimero uno se colocan 50 ml. de solucién amortiguadora pH = 8.6 y se tapa. =~
En el segundo reciplente se colocan 100 ml. de soluclén colorante fljadora. En-
el tercer recipiente se colocan 50 m1, de 4cido acético al 5 7% y se tapa. En el
cuarto reciplente se colocan 50 ml, de alcohol absoluto y se tapa. En el quinto
recipiente se colocan 100 m!, de solucién clarificante y se tapa.

4.- Instalar la membrana de la celda. En el primer recipiente con snlucién -
amortiguadora pH = 8.6 se coloca la membrana. ésta se toma por un extremn con -

las pinzas, se coloca de tal manera, que quede flotando en la superficie de la-



3t

solucién amortiguadora por unos segundos, una vez impregnada se sumerge en la -
solucién. Con las pinzas se saca la membrana de [a solucién amortiguadora, se -
coloca entre dos papeles secantes, se pasa la palma de la mano sobre el papel -
secante varias veces para secar el exceso de la solucién amortiguadora, esté ~-
operacién se efectia répidamente. Se toma la membrana con las pinzas, se coloca
en el puente abriendo los extremos de éste, se hacen colncidir los hoyos de la-
membrana con los sallentes del puente, se afloja el extremo movible y ya colo-=
cada la membrana, se regresa a su lugar para que quede estirada, se cierran los
extremos del puente, se quita la cublerte de la celda se coloca sobre la calde~
el puente con la membrana, de tal modo que los extremos de la membrana queder -
sumergidos en la solucién emortiguadora, se coloca la cublerta y se tapa, se --
cierra, se conectan los cuatro electrédos terminales con la fuente de poder,

S.- Aplicar las muestras. La gota de la muestra problema se coloca en un cua-
drito de papel parafilm, sobre ella e} aplicador y se presiona en el botsn blan=
co, asf en los filamentos se Impregnan perfectamente;'se presiona el botén rojo-
del aplicador, con lo que los filamentos se levantan, Inmediatamente se qulta la
tapa de la celda, se coloca el aplicador en el ndmero uno: debe coincidir la -~
punta del aplicador con la concavidad en la cublerta de la celda: sucesivamente-
se coléca la muestra dos en el nimero dos, la tres en el nimero éres.. se presig
na el botén blanco, caen los fllamentos cargados con la muestra problema sobre -
la superficie de la -membrana, se esperan 10 seg. la membrana absorve toda la --
muestra, se presiona el botén rojo para levantar los fllamentos, inmedlatomente=
se lavan con una piseta, la cual no debe tocar los filamentos porque son muy ma-
leables y pueden deformarse, se secan con una absorvente tocéndolos levemente,

€.~ Conectar la celda a la fuente de poder para un voltaje determinado. Poner
el selector de voltaje constante en la marca de 0-300:

a.- Poner el voltfmetro en la marca de 0-500 V ({ volts ).
b.~ Girar a la derecha el control interruptor de ajuste de salida, prender el --

botén que indica el paso de corriente.
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c.~ Cuando la fuente de poder se calienta. la aguja de la escala se mueve brus-
camente de derecha a lzquierda, se continda a la derecha el control del inte---
rruptor del ajuste de salida hasta que la aguja estd en el centro de la escala.
( lectura de 250 V ).

d.= El voltimetro marca 0~15 mA, lo que indica que pasa la corriente correcta-
mente.

e.- Medir 20 minutos con un cronémetro.

f.~ Revisar a los 20 mlnutos si el desplazamiento es normal, se vuelve a colo--
car el indicador del voltfmetro en la marca de 0-15 mA; la aguja de la escala -
debe dar una lectura de 4.5 a 9.5 mA.

g.~ Girar hacia el lado lzquierdo el control de ajuste de salida hasta que se -
apague,

h.- Desconectar los electrodos terminales de la celda de la fuente de poder.
I.= Quitar la tapa de la cubierta de la celda.

J .- Sacar el puente que contiene la membrana, sln tocarla con los dedos.

k.- Quitar la membrana con las pinzas y colocar en el recipiente que contlene -
1a solucién colorante fijadora, sumergir durante 10 min,

1.- Sacar la membrana pasando ese tiempo, escurrir y colocar en el recipiente -
que contiene &cido acético al 5 %, agitar la membrana en la solucién para quitar
el exceso de colorante y lavar con nueva solucién cuantas veces sea necesario,-
hasta que !a solucién esté compietamente clara.

m.~ Sacar la membrana de este recipiente, transferir al siguente que contiene =
alcoho! absoluto, poner a funcionar el crondmetro, agltar constantemente duran-
te 1 minuto exacto.

n.- Pasar al sigulente recipiente que cgnttene solucidn clarificante, agltar --
hasta completar un minuto exacto, este reciplente tiene en su parte baja un --

plato de vidrio rectangular, la membrana queda sobre €1, sacar el plato con la-

membrana usando las pinzas, pasar al escurridor varias veces sobre la membrana,
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o.- Colocar el plato de vidrio con la membrana en el horno durante 10 6 15 mi--
nutos, entre 100 y 110°C.

p.~ Sacar del horno el plato de vidrio con la membrana, dejar enfriar, despren-~
der la membrana ya seca y transparente del plato de vidrio, Separar con una na-
vaja un extremo de ella, jalar cuidadosamente, no tocar las bandas de separa---
cién de las protelnas.

q.~ Colocar la megbrana en un sobre de pléstico, las bandas de separacién que--
dan en el centro, cortar los extremos de la membrana que sobresaten del sobre -
pléstico, quede lista para graficarse y cuantificarse.

B.- Determinaci6n del peso molecular medio a través de la Columna de Croma--

tografia.

Fundamento.~- Se denomina filtracién en gel a la téenica de separacibn de mo-
léculas de diferente tamano mediante su paso a través de una columna de gel. --
Los pollsacéridos conocidos con el nombre de dextranes se unen cuidadosamente -
por enlaces cruzados de manera que constltuyan pequedtos globulos hidrofflicos -
de naturaleza insoluble que cuando se colocan en agus se hinchan de manera con=
siderable para formar un gel insoluble. Sephadex es el nombre comercial de es--
tos geles. El fundamento de este método de separacidén es la propiedad que tie-
ne e1 Sephadex de excluir los solutos de peso molecular grande, mientras que es
accesible, pars 1a difusién de moléculas de pequeda dimensidn

Técnica.

Para determinar pesos moleculares se selecciona el gel adecuado, en este ca-
so fué Sephadex G-100 y 6-200. { 2,3,6,14,23,26,29 ).

1.- Preparar culdadosamente la columna v daterminar los voldmenes de exclu-~
sidén de algunas protelnas puras y de peso molecular conocldo para establecer ~--
una curva de calibracidn.

2 - Colocar la protefna cuyo peso molecular se va a determinar en la misma -

columna y determinar su volumen de exclusién en condiciones idénticas a las em-
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pleadas en las protelnas conocidas.

3.~ Determinar su absorvancia a la longitud de onda en la cual absorva la ~
protefna que se recolectd de la columna y corroborar su pureza.

€.~ Espetro de Absorcién para la Hemoglobina Oxidada y para la Hemoglobina-

Reducida con Bisulfita de Sodio en la Regidn Visible,

Fundamento.~ La técnlca de espectrofotometria es de gran importancia para -
la Investigacién bioquimica ya que con frecuencia los compuestos se identifi--
can por la determinacién de sus caracterfsticas en base a su espectro de ab--~
sorvancia en las regiones de ultra violeta 6 en el rago del visible.

Téenica.~ Determinar la absorcién de la Hemoglobina Pura tanto en su forma-
reducida como en su forma oxlidada.

1.~ Colocar en la celda de un espectrofotémetro como blanco 5 mi. de Solu--
cién de Reactivo de Drabkin.

2.~ Ajustar en el blanco a 100 % de Transmisién y a 0 de Absorcién en una -
lorgitud de onda de 540 nm. { regién visible ).

3.- Colocar en una celds la hemoglobina reducida y bajar la longitud de on~
da a 510 nm.

4, - Encender e graficador y correr el espectro de absorcién haste una lon~
gitud de onda de 650 nm

5.~ Colocar en otra ceida la Hemoglobina Oxidada y volver a disminuir la ==
longitud de onda @ 510 nm.

6.~ Encender el graficador y sublr la plurilla y cambiar la tinta.

7.~ Correr el espectro de absarcién hasta 650 mm.

8.~ Corroborar visualmente la pureza de la hemoglobina.

5.3.6. AjJuste del patrén de Hemoglobina,
V.- Ajustar la hemoglobina de la siguiente Formaf tomay un vo lumen de Hemo-
globina pursa y dilulr un reactive de Drabkin haste alcanzar una concentracidn-

final de 15 g./ 100 m!. de sangre, equivalente a 0.42 rm. de Absorvencia a une
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long! tud de onda de 540 nm
2.- Efectuar la verificacién de la concentracién de protefna por el Método -

de Biuret y comparar con un patrén de concentracidén conocida.

5.3.7 Acondicionamiento y Estudios de Establ1idad.

Téenica de Acondicionamiento.

1.~ Colocar con la ayuda de una jeringa estéril 5 ml., del patrén de Hemoglo-
bina en frascos de 8 ml. color &mbar.

2.~ Tapar y sellar los frascos hermeticamente. ( engargolado ).

3.~ Colocar los frascos a 4 diferentes temperaturas y efectuar los Estudios-~
de Estabilidad.

Estudios de Estabilidad Acelerada.

Generalmente los procesos de degradaciSn son reaccidnes qufmicas que consu--
men energla y que pueden acelerarse por aumento de la temperatura. Fundamentan-
do el método en mediciones de la velocidad de degradacidn a temperaturas supe--
riores a lo normal, para luego sacar inferencias de lo que sucederfa a la tem--
peratura ambiente.

Técnica.

1.~ Obtener los Datos.

a). Someter el producto terminado a 4 diferentes temperaturas teniendo como di~-
ferencia ﬁrn!ma de 10 grados entre cada temperatura.
b). Efectuar tiempos de anélisis.
b.1 An&lisis Iniclal
b.2 Anlisis Semanal ( por tres meses ).
¢). Determinar parémetros para cada anélisls,
c.1 Estabilidad Qulmica: Detorminar el porcentaje de protefna active.
c.2 Estabilidad Flsica.
2.- Ordenamiento de Datos. Agrupar los datos en una tabla de Concentracién -

con respecto al tiempo.



36

3.- Determinar el orden de reaccién a la temperatura mis alta por método -
gr&fico. Graficar los datos en las tres siguientes formas: en la primera el -
porciento de la concentracién con respecto al tiempo, en la segunda el loga--
ritmo natural de la concentracién contra el tiempo, en la tercera el inverso-
de la concentracién contra el tlempo.

3.1 Obtener la ecuacién de la recta para cads gréfica y ajustar por mini--
mos cuadrados,

3.2 Determinar para cada recta el valor del coeficiente de correlacién més
cercano a 1.

4.- Determinar el orden de reaccidén en base al valor del coeficiente de -=
determinacién més cercano a 1.

5.- Obtener las constantes de velocldad ' k '* para las cuatro temperaturas
graficando de acuerdo al orden de reaccién le concentracidn contra el tiempo.
E1 valor de la pendiente de cada 1Tnea corresponde al valor de '' k .

6.~ Obtener las constantes de la ecuacién Arrhenlus. Determinar grafica---
mente por el método de mInimos cuadrados la ordenada al origen (A ) y el va-
lor de la pendiente de los cuales se determina la energfa de activacién en --
base al valor de la éonstante de los gases.

7. - Determinar el valor de '' k ' a 25°C en la ecuacién de Arrhenius.

8.- Determinar por medio de! valor de " k ' a 25 °C los valores de tiempo-
8l 95 % y tiempo al 50 %.

9.- Concluir la estabilidad de! producto as! como su fecha de caducidad.
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6.1 Callbracién de la columna,

Protelna Peso Molecular

Citocromo C
Albdmina Humana

Albdmina de Huevo

13 370

68 500

43 000

Fraccién

41

3

34

6.2 La hemoglobina se detect en la fracclién ndmero 32 ( ver gréfica # 1 ).

Gréflca # 1

Calibracién de la Columna.
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6.3 Comparacién de los métodos de cuantificacién por Biuret ( protefnas --

totales ) y por Clanometahemoglobina obteniende una " t ' apareada.

Lote Método de Biuret Método de Drabkin nen
1.785 1,821 1.920 1,877
1.875 . 1,82t 1.821 1,928
1 0.64
1.785  1.857 1.857 1.785
1.857 1.872 1.857 1.850
1.892 1,785 1.821 1.785
2.929 2.928 2.920  3.000
2.857 2.821 ’ 2,875 2.850
2 0. 04
2,857 2,892 2.850 2,920
2.821 2,857 2.780 2.920
2.857 2.890 2,850 2.850
3.214 3,250 3,214 3.214
3.178  3.250 3. 182 3,214
3 -0.63
: 3,214 3,214 3,285 3,214
3,178 3.214 3,285 3.214

6.4 Criterfos de Pureza,

a.- Electroforesis, Hemoglobina perfectamente pura.

b,~ Determinacién de la pureza de la hemoglobina por su peso molecular,

Fué determinado el peso rolecular partiendo de la calibracién de la colurna-
como se demuestra anteriormente en el punto 6.1.

c.~ Determinacién de la pureza de la hemogloblna por Espectrofotoretrfa,

Se efectud un barrido espectrofotorétrico desde la longitud de onda de 510 nm,

hasta los 650 nm, tanto de la heroglobina en su forma reducida covo en su forwa

oxldada. ( observar gr&fica # 2 ).
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GRAFICA # 2.

BARRIDO ESPECTROFOTOMETRICO DE HEMOGLOBINA REDUCIDA Y HEMOGLOBINA OXIDADA.
Rango de Absorcién: 510 nm a 650 nm.

Rango de lectura: 0 a 2 de extincién,

Velocidad de la carta: 20 nm/ cm.

Hemoglobina Oxidada: Méximos a 540 nm y 575 nm,

Hemoglobina Reducida: MéxImo a 540 nm.

Nota: A continuacién se [lustran los resultados de estabflidad obtenidos a

diferentes temperaturas.




Tabla # 1. RESULTADOS DE CONCENTRACION Y TIEMPO.

Lo

TEMPERATURAS TIEMPO ( SEMAMAS ). CONCENTRACION { ABSORCION EN NM.)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 n 12
6°C - 286°K 0.2 |o.k2 | o042 Jo.42 |o0.42 | 0.42 Jo.k2 | o.k2 |o0.h2 0.42 0.42 0.42
24°C = 297°% 041 {o.32| 0.31 Jo.30 [o0.30 | 0.30 [0.30 | 0.30 [o.29 0.29 0.28 0.28
37°C = 310K 0.37 {0.,32( 0.28 [0.28 |0.28 | 0.28 |o0.28 | 0.27 |0.25 0.25 0.23 0.23
47°c = 320% 0.37 |o0.30{ 0.28 [o0.24 }o.24 | 0.23 Jo.23 | 0.23 |o0.22 0.22 0.21 0.18




Tabla # 2. RESULTADOS DE CONCENTRACIOM Y TIEMPO,

L1

TEMPERATURAS TIEMPO ( SEMANAS ), C(»)VNCEVNTBACIVON { ABSORCION EN NR.)
1 2 3 k 5 6 7 8 9 0 11 12

6°C = 286°K 100 {100 [too (100 |1oo {100 |100 |t100 {100 | 100 100 100

24°C = 297°K 97.61 ‘76.19 73.80 | 71.43 ) 71,431 71.43 | 71.43 | 71.43 | 69.05 [ 69.05 | 66.66] 66.66

37°C = 310°K 88.10 | 76.19 | 66.67 166.67| 66.67 | 66.67 166.67 |64.29 |59.32 | 59.32 | 54.76} 54,76

L7°c = 320°K 88.10 | 72.62 | 66.67 |57.14 | 57.14 | 54,76 [54.76 {54.76 |52.38 |52.38 | 50.00 bz.as'
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Tabla # 3. LOGARITHO NATURAL DE LA CONCENTRACION Y TIEMPO.

TIEMPO ( SEMANAS ).

TEMPERATURAS LOGARITHO NATURAL DE LA CONCENTRACION

1 2 3 k 5 6 7 8 9 10 11 12
6°C = 286°K | 4.6051| 4.605t | 4.605 [4.605] L.605 | 4.605 |4.605] b.605] 4,605 4.605 ] 4.605) 4.605
24°C = 297°K | h.580 | 4.3332| 4,301 |4.268| 4,268 [4.268 |4.268] 4.268 | 4.234 {h.234 | 4.199] 4.199
37°C = 310°K | L.A78 14.333 {4,199 |h.199] 4,199 {4.199 |4.199 1 4 163 | 4.082 {4 082 | 4.002]| 4.002
h7°C = 320°K L.b78 14.285 | 4.199 1L.ok5] 4. ols [4.003 |%.003 |4.003|3.958 {3.958 | 3.912 | 13.%75




Tabla # 4, INVERSO DE LA CONCENTRACION Y TIEMPO.

TEMPERATURAS INVERSO DE LA CONCENTRACION TIEMPO. ( SEMANAS ).

L3

6°C = 286°K 0.0t (.01 lo.01 Jo.o1 je.01 jo.01 [0.01 [o.01 jo.01 Jo.01 0.01 0.01

24°C = 297°% 0.010 1 0.073 {0.0135/0.01390.0139 |0.0139 0.0139/0.0139 {0.0144 00154 | 0.015 | 0.015
37°C = 310% 0.0113)0.0113]0.0149)0.0149 0.0149 [0.0149 10.0149 |0.0155 }0.0168 [0.0168 | 0.0182] 0.0182
L7°c = 320K 0.0114]0.01380.015 |0.0175(0.0175 p.o183 0.018310.0183 0.0191[0.0191 | 0.02 | 0.023
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6.5 Estudlos de Estabilidad Acelerada.
- €n base a las tablas anteriores se determing gr&ficamente el orden de reac--
cién a la temperatura mas alta, se obt;ene fa ecuacién de la recta y se deter--

mina el coeficiente de deteminacién r con lo que se deduce el orden de reac--

cién. Para 24°C { gréfica # 3 ).

ORDEN COEF {CIENTE DE DETERMINACION.
0 0.9L4478307 -
1 0.9924hL4
2 0.999840

De acuerdo a los valores obtenidos para el orden de reaccién se determina -
la reaccidn de segundo orden para fa Hemoglobina como producto terminado.
Obtencién de tas constantes de velocidad { " k ') para las cuatro diferen-

tes temperaturas ( ver gréfica # 4 ).

TEMPERATURA VALOR DE " k Tnde ' k" VALOR DE " b
286°K 0 - -
297°K 0.00275 -5.8961 0.01202
310°K ' - 0.00051 -7.5810 0.01204
320°K 0.0007 ~7.264h 0.0125

Obtencién de las constantes de Arrhenjus. ( Gr&fica de In K entre inverso
de la Temperatura ).

Forma lineal de la Ecuacisn de Arrhenius, N

In*k = In A -

Obtencién de los valores de la Ecuacisn Lineal a 25°C.
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GRAFICA # 3.
GRAFICA DE INVERSO DE LA CONCENTRACION CONTRA EL TIEMPO PARA OBTENCION DE LAS CONSTANTES DE

VELOCIDAD (' K '*) A LAS CUATRO D!FERENTES TEMPERATURAS,
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obtencién de los valores de la Ecuacién Lineal.

ORDEN n A Ea /R Ea ( kcal / mol )i
0 3.895574 1435.212 2851,7668
1 2.79291 2394 4373 L757. 74

2 1.951253 3483.019 5920.7588
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Determinacién de " K ' a 25°C ( k-25 ) en la Ecuacién de Arrhenlus.~

) -5
K = 5.89x10
25

Determinacién del valor de t y de t
95 50

valorde t = 18,69 dfas
95

Valor de t = 170 dfas
50
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7. DISCUSION DE RESULTADOS.

7.1 Calibracién de la Columna. Como se observa en los resultados de la --
columna se calibré con tres protefnas de concentracién conocida y de peso mo--
lecutar blen determinado; al calibrar la columna es de supa importancia la ve-
riflcacién de el volumen de exclusidén de la columna. Una vez calibrada se de--
temminé la fraccién de la cual aparece la Hemoglobina determinando su peso mo-
tacular lo que es de suma importancia como criterio de pureza.

7.2  la comparacidn de los métodos de cuantificacidn ( mé&todo de Biuret y
método de cianomtahemoglobina ) se encuentra equivalente ya que la pureza de -
fa Hemaglobina es muy importante porque al determinar ta '' t " de Student de -
acuerdo a los datos se observa que los dos métodos son equivalentes con un 95%
de confianza,

7.3 La determinacién de hemoglobina se cuantificé como ya se explicéd an--
teriormente por tres métodos, el de peso molecular en hase al gel utilizado --
que es determinante para pesos moleculares dentro de los cuales se encuentra -
1z hemoglobina, el segundo método es el espectrofotométrico y se observé tanto
la pureza de la hemoglobina en su forma oxidada como en la forma reducida esto
es posible verificarlo al observar las gr&ficas de absorcién del rango de lon-
gitud de onda de 510 a 650 nm. Otro Criterio de pureza utilizada fué la elec-~
troféresis para corroborar la pureza de la Hemoglobina .

7.4 En cuento a los Estudios -de Estabillided Acelerada pudo determinarse -
una posible fecha de cadﬁcidad de 18.69 dlas a temperatura ambiental, encon---
fr&ndose un tiempo at 50 % de 170 Hres. Se propone un estudio de Estabilidad -
de varfos lotes para determinar perfectamente una fecha posible de vencimiento
a otras temparaturas, En este caso se observa que no hay ninguna degradacién -
de 1a protelna en el transcurso de tres meses a temperatura de rafrigeracidn -

‘ que es una de las indlcaciones de almacenaje de! producto.



8. CONCLUSIONES.

De acuerdo a los resultados obtenidos y discutidos anteriormente se puede -~
conclulr que el protén de Hemoglobina obtenldo dentro de la ENEP Zaragoza se en=~
cuentra dentro de las condiciones &ptimas de fabricacién, acondiclonamiento y re=
gldo dentro de normas aceptables de Contro! de Calldad para su uso dentro de las-
Cifnicas Multidiciplinarias. Es de tomarse en cuenta el resultado del Estudio de-
Establlidad Acelerada ya que nos proporclona una probable fecha de vencimiento --
del producto. Se propone la fabricaclén de varlos lotes como objetivo de estudio-
para determinar mayores parémetros en cuanto a los Estudios de Estabilidad y asf-

especificar con mayor exactitud una posible fecha de vencimlento,
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APENDICE.
PREPARACION DE REACTIVOS,

Solucién Amortiquadora de Fosfatos pH = 7.2,

1.~ Preparacién de fosfato de sodio monobésico 0.2 H.

Disolver 27.22 g. de fosfato de sodio monobdsfco { KH Poh ) en agua y aforar
Z

con agua a 1006 ml,

2.~ Preparacidén de la solucidén amortiguadora pH = 7.2,
Tomar 50 ml.de la solucidn de fosfato de sodio monobdsico y transferir a un -
matréz volumétrico de 200 ml., asadir 34.7 ml. de solucidn de hidréxido de sodio

0.2 M. adadir aqua para completar a volumen

Solucidn Salina Jsotdnica.

Pesar 0.9 g. de cloruro de sodio, diluir y aforar a 100 mi. con agua.
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