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INTRODUCCION
Por muchos afos se ha intentado estudiar la composicién de todo lo que nos
rodea (el universo), sin embargo 1o que mds ha interesado al hombre es el

estudio de Ta composicion de la materia viva.

E1 atributo mds sobresaliente de los seres vivos es, quizd, su complejidad
y su aito grado de organizacion; poseen estructuras intarnas comp]icada§
que contienen muchas clases de moléculas complejas. Se presentan adem‘s en
una variedad asombrosa de especies diferentes. Por contraste la materia
inanimada de su entorno, representada por el suelo, el agua y las rocas es-
td constituida habitualmente pof mezclas fortuitas de compuestos quimicos
sencillos de organizacidén estructural més bien escasa. Cada uno de tos com
ponentes de la materia viva cumple un propdésito o funcidn especificos. Es-
to es cierto no solamente en lo referente a estructuras visibles como alas,
ojos, flores y hojas, sino también a estructuras intracelulares tales como
el nicleo, ribosomas, mitocondrias, membrana, etc. Ademids los compuestos
quimicos individuales de 1a célula como los 1ipidos, las proteinas y los

&cidos nucleicos poseen también funciones especificas.

En los organismos vivos es completamente v&lido preguntarse cull es la fun-
cidén de una molécula determinada en cambio carece de sentido plantear dicha

pregunta con relacién a la materia inerte.

Los filésofos medievales habr{an contestado que los organismos vivos estén
dotados de una fuerza vital misteriosa y divina, tal filosoffa fue reempla-
zada por completo por los grandes hallazgos en el campo de la fisiologfa,

biologia y bioquimica, de tal manera que en la actualidad el objetivo prin-



cipal de las ciencias antes mencionadas es determinar de que manera el con-
- Junto de moléculas inanimadas 1nternctu.an‘entre si para dar lugar a un orga
nismo vivo. Los compuestos orgdnicos presentes en la ma_teria viva mﬁestran
enorme variedad y 1a mayor parte de ellos son extraordinariamente comple jos
aun la més sencilla de las células contiene gran nimero de moléculas orgéni

cas distintas; se calcula que la bacteria Escherichia coli cqntie'no alrede—

dor de 5000 compuestos orginicos diferentes entre ellos, unas 3000 clases
diferentes de protefnas y mil tipos distintos de 8cidos nuc'l"l‘cos. AdemSs.,
la mayor parte de la materia orglnica en células vivas esté const'ltﬁ*lda por
mucromo‘licula; de pesos moleculares muy gv.'undqs que incluyen no solamente a
las protefnas y a los fcidos nucléicos sino también a sustancias poliméricas

tales como e1 almidén y 1a celulosa.

Si consideramos ahora organismos mayores y mfs complejos como son los anima
les y las p‘lintns supcrioros hallaremos que también contienen pi'c;tdnns y
Scidos nucl§icos, en mayor var*l‘cdad en @) organismo humano, por ejemplo,

' puede ha'ber hasta d"ez mil clases de protefnas diferentes en comparacibn
con las tres mil distintas de Escherichia coli.

Aunquo'olgu;las de las prouﬁas de ésta actuan de modo muy semejante que de

v terminadas protefnas humanas, ninguna de las moléculas proteicas de Escheri-

chia coli es fdentica c. cualquiera de las proto!nas'encontudu en el hombre.
De hecho, ca-dl especie de organismo posee su propio conjunto de moléculas
proteicas y de &cidos nucléicos quimicamente diferentes. Puesto que es pro
bable que existan alrededor de 1.5 millones de especies de organismos vivien

tes. puede calcularse que el conjunto de las especies vivientes debe conte-



ner entre 1010 y 1012 tipos distintos de moléculas protéicas y unas 1010
clases diferentes de acidos nucléicos ( 54 ). Si comparamos estas cifras
con la totalidad de compuestos orgdnicos cuya estructura sea conocida por
los quimicos tendremos que alcanza solamente 106. Por lo tanto es claro qde
icamente conocemos la estructura precisa de una fraccidn trivialmente pe-
quefia del conjunto total de moléculas organicas que se cree existen‘éﬁ-la
materia viva. Por todo ésto pareceria una empresa sin esperanza que 19$

bioguimicos ﬁntentafan aisltar, identificar y sintetizar todas 1as'q1feren—

tes moléculas orgdnicas presentes en la materia viva,:

das las macromoléculas, poseen otra’ caracter1st1ca 1mportant

sino que también son precursores de hormonas, los a]cd1oide§

nas, los pigmentos y otras muchas biomoléculas. D1versos mononiucledtidos

gia. Por todo ello, parece probable que las biomoléeul

las estructuras complejas fueron se1eccionadas‘é

1os‘org

Por lo qué'sabemos hasta”ahofa.

omoléculas
dad de las




biomoléculas, su comportamiento aislado se ajusta a todas las leyes fisicas

¥y quimicas que rigen el comportamiento de la materia 1nerte:(besovmo1equ1&r.

.carga, punto isoeléctrico, solubilidad, etc.).

en el cual se encuentran.

En las G1timas décadas se han desarrol1ado tecn1cas de de b1omo—

d1chas moléculas, cabe mencionar dentro de estas tecn

~ La centrifugacidén y la u]tracentrifugacién:que~5evb

de

~ Electroforesis cuyg‘fuhdaméntofﬁg bas

a la carga y peso mo]e#ulqh

- La cromatografia dé 1a~cuh1‘veremos su Fundamento ma

chas variantes, una de e]]as 1a cromatograf1a 15quid ) ido"am

pliamente ut111zada para 1a separac1on de b1omo1ecu1as noisoYamente -a ni-

vel 1nvest1gac1on s1norque tamb1en a escala 1ndustr1a1¢(_3]z){, Déhtfa de




una nueva rama de la bioquimica 1lamada biotecnologia.

Dada la creciente importancia que se le ha dado a la cromgfbgf$f1551?QUida

se decidid hacer la presente investigacidn bfb?iogréf{c
de ser un manyal de cromatografia sino que mas bieH:uné‘
nuevas aplicaciones de la cromatografia 1$quida‘dé“a]ta
para la separacién de compuestos bioqu?mico; impofﬁ t

ticuerpos, factores de crecimiento, linfocinas,=tox

.y polinucléotidos entre otros.



IT.

'solldo como soporte ‘de la fase liquida estacionaria, y como fase movl

-lar en- base a la solubllxdad de las: muesuras.

GENERALIDADES

Cromatografia es el nombre que reciben los métodos de separacidén molecular

en los cuales dos o mis componentes de una mezcla son separados fisicamente

por distribucidn entre dos fases; una fase estacionaria la cual puede ser

un soporte sélido o liquido y una fase mévil que puede ser un gas o un li-
quido ‘el cual fluye continuamente entre la fase estacionaria. En la croma-
tografia liquida la fase mévil es un liquido mientras que en la cromatogra-

fia de gases la fase mbévil es un gas.

La cromatografia fue descubierta y llamada 851 por Michael Tswet en 1906

separando pigmentos vegetales en solucio ;1h 1endolos pasar a traves de.

una cvlumna empacada con carbonato de calcio; los pigmentos a1~pasa
columna se separaron unos de otros formando. bandas coloridas de_adq

bre de Cromatografia del Griego cromatos = color y grafos = escrit

EL 51gu1ente paso fue.el desarrollo de la cromatografia 11qu1do~11qu1do ‘o

. de part1c1on descubierta por Martin y Synge en 1941. Usando un: adsorbente.

11qu1do 1nm151b1e con'la fase estac1onar1a; logrando la separac1on m lecu—

Paralelamente se desarrollé«lé cromacografia en papel la cua] gsﬂéby
ra identificar peguefias canLidades de compuestos purlflcados' d_‘
vé la cromatografla en capa f1na en la que la separacidn’ se llev

una capa muy delgada de un adsorbente sobre placas de v1dr1o olide cualqu:er

otro material rigido *nerte' este tlpo de cromatografia gano mucha popularl



dad después del trabajo clisico de Sthal en 1958 (19 ) - (73).

Un gran avance en las técnicas cromatograficas fue.la cromatografia de. pa—
ses descrita por Martin y James en 1952 ( 2 ), usada particularmenté para

separar mezclas de gases, de liquidos y sélidos volitiles.

En las (ltimas décadas se ha incrementado el interés por ié crométogfafia

liquida debido al desarrollo de nuevos geles de empaéue y.nhevaninstiumehtg
cién, dando lugar al desarrollo de la cromatografia 1iquida‘de aita presién
(HPLC); y de la cromatografia liquida de alta resolucién ﬁ%ra proteinﬁs. bg

lipéptidos y polinucledtidos (FPLC).

Principio Basico de la Cromatografia Liquida.

El sistema de cromatografia liquida comprende de’ una que esLac1onarla o de’

empaque consistente de particulas sélidas porosas normalmente menores de

150 um de di&metro, contenidas en un tubo de. \1dr10 © culumna. un pequeno

volumen de la muestra en soluciédn es 1nyectadg‘a‘la“columna rel eluyente [}
fase mévil-arrastra a la muestra a tréyés 16l
compuestos se irédn adsorbiendo y desadégr
do a su afinidad por éste. Céda cumpu; t

estacionaria (e) v la fase mévil (m)»al

do a la siguiente relacidn:
Xm ‘@7-

En donde el coeficiente de‘diétiibd sta-dado” por

la siguiente férmula:




En donde un valor grande de Kx indica que el compuesto es muy afin a la fa-
se estacionaria y por lo tanto se mueve muy lentamente por la columna, mien
tras que a valores pequefios de Kx nos dice que el compuesto tiene mayor afi
nidad por la fase mbovil y eluird rédpidamente de la columna. Al separarse
los compuestos adquieren distintas velocidades, por lo que la separacidn se
‘lleva a cabo por el flujo de la fase mdvil a través de la columna como se

muestra en la siguiente figura (51 ) (78).

La medida ae concentracidn de .cada cémponeﬂte a]'saii;_déﬁla coluﬁna buede

observarse en funcién del volumen de la fase mévil colectado y medido ex—
" ternamente por cualquier otro método, generalmente el flujo de 1a coiﬁmna

es monitoreado por un detector que mide propiedades fisicas o quimicas del

soluto en la fase mbvil.

Tipos de Cromatografia Liquida.

La diferencia en los tipos de cromatografia liquida se basa en el mecanismo
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de separacién y estd dada por la fase estacionaria. Los tipos de cromuto-
grafia liquida de mayor interés son:

A) Cromatografia de Exclusién Molecular.

La cromatografia de exclusidn molecular también 1lamada de: filtrac

gel ha jugado una posicidn clave en los dltimos veinte aifios y‘SC h

y no por su interaccidbn con factores externos tales como el pll

tracidén de iones metdlicos, cofactores, erc. El soporte o ma

moléculas mas grandes no pueden penetrar a. la ﬁatdré}eza int
gel siendo eluidas primero; las moléduias més‘pequéﬁasgsi_

lo que son retenidas y consecuentemente son eluidas éhl Sr
te proporcional a su peso -molecular, ademds de ser ‘una té
cién vambién nos sirve para calcular el peso moleculéf.'
componentes nresentes en la muestra mediante el uso de‘ﬁarcaddreS‘
so molecular conocido (73 ). Para llevar a cabo esta técnica éeaup;llf

zan diferentes soportes: a ca@:inuaciéh describirem&s~lagAcarhc;nrf%L{;
cas de cada uno de cllos, ' :
A.l Geles a Base Déifréhasi’ §

Estos geles estan formados por csferas de dextranas-cntreluradas mesn
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epiclorhidrinas, su estructura parcial es la siguiente:

~—CHy,

H ¢
1'.':):\" °\ {:0—(:”
O 15 e

El granvnﬁmero de grupos“hidfdﬁilo:hégé{qué eéste geffséa'demasﬁéds:hidfg
filico, por lo zue tiendé a'hidratéfééral ponerse en contacto con‘égha,,
trayendo como consecuencia que'el gél se hinche. Cdnvenientemenfe se ha
variado tanto el nimero de enlaces entrecruzados como el tamafio de las

esferas de dextranas, lo que ha dado como resultado difercntes didmetros

de esferas hinchadas (hidratadas) y consecuentemente un distinto inters
lo de fraccionamiento mclecular; estos geles son insolubles en casi to-
dos los solventes, siendo estables en soluciones &cidas o basicas, sin

embargo, al exponerlos a agentes oxidantes se afecta su estructura (72 ).



A.2 Geles a Base de Dextranas-Acrilamida.

Este tipo de geles son preparados a base de enlaces covalentes de

alil-dextranas con N,N-Metilenbisacrilamida, lo que aumenta la rigi-

- dez del gel considerablemente; su estructura hlnotétika es la siguien

te: ‘pﬁi
H H
L |
O c=0

o C"z—_&’——cﬂ——mz ;-C“E—P'—

c =% o
ah o S
| 1 %
?”2 % ‘o
TM
c=0 qr oL
[4)
NCH e CHpe CHe cH—&n ¥ %
L ~N Lo
o P N,
CHp
° oS b \‘/—%
o " % No
cho "o N
-0 H
oM
ch—o -,
cHz-0—

Los geles con esta estructura son insolubles en todus los solventes

sin afectar su naturaleza quimica, se han utilizado para separar pro

- s . s 203 LA
teinas, Acidos nucléicos, polisaciridos, algunos plasmidos e incluso

virus dé 300 a 400 nm de didmetro; al igual que los geles de dextra—
nas la separacién de molé&ulas se lleva a cabo de acuerdo al peso y
tamafio de los componentes de la muestra. El intervalo de fracciona-
miento molecular depende del nimero de enlaces de alil-dextranas

con'N.N—Metilenbisacrilamida.

Geles a Base de Agarosa.

En su estado natural la agarosa forma parte de una mezcla compleja
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de polisacéridos a los cuales se les conoce genéricamente como upar,
‘La agarosa que se utiliza en estos geles se obtiene por un proceso

de purificacién que remueve los polisacéridos cargados, quedando un
gel con una carga neta muy cercana a cerc. El gel se forma esponta-
neamente cuando a una solucién previamente calentada de agarosn se

le enfria, mediante este proceso las cadenas individuales e polisa-
ciridos forman dobles hélices y subsecuentemente se forma un agrega-

do en férma de gel estable como se muestra en la siguiente figura:

£
-k

Las subunidades repetidas del polisacirido. se muestran en.lua sigtien

te figura:

El intervalo de fraccionamiento estd dado por el porcentaje de agaro

sa contenida en el gel, siendo los mds comunes 2, 4 y £%Z. . .Se ha com

probado que la estructura del geél -de agérosa es estable por los enla

ces de hidrdgeno, y no por los enlaces covalentes (26 ).
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Se han desarrollado nuevos geles de agarosa que se han acoplado a
grupos 2, 3, dibromupropanol en condiciones alcalinas lo que pcrmité»
una mayor estabilidad quimica y térmica, esta estructura es semejan-

te a los geles de dextranas, su estructura se muestra en la siguien-

te figura:

iizéndolos con major velocidad de flujo sin afectar 1a resolucién

Este tipo de geles son estables en medios acuosos. v

clorhidrato de guanidina vy urea; también en presencia:de
tropicos como isztizziznato de potasic.
3, 6,anhidro-L-gzlactosa lo hacen resistente a la

gica. Sin embarze, z “4iferencia de los otros

puede ser esterilizais por calor, para 1o cual se tie
al tratamiento

1.

zzentes quimicos como el dieti




B) Cromatografia de Intercambio iénico.

Otra alternativa en cromatografia l{quida es el método de intercambio
iénico, el cual ha sido ampliamente utilizado para fraccionar diferentes

_ substancias; el principio bAsico de esta técnica es que reconoce peque-—
filas diferencias de carga que poseen las diversas moléculas de una mezcla,
estaAs caracteristicas combinadas con las matrices hacen al intercambio
iénico una técnica con buena resolucién para la separacién de biomolécu-
las ya que la mayoria de éstas son polares. En la cromatografia de in-
tercambio iénico se utiliza una matriz insoluble a la cual se le han aco’
plado covalentemente grupos cargados que van a tener la funcién de inter
cambiador, és decir que pueden ser asociadoé a iones contrarios, los cua
les pueden ser intercambiados reversiblemente sin alterar ia matriz ni

al intercambiador. Es posible cargar las matrices tanto positivamente
como negativamente; los intercambiadores cargados positivamente interac-
tuan con iones cargados. negativamente (aniones) llaméndosele a esta in-
teraccién intercambioc anidnico; igualmente los intercambiadores cargados
negativamente interaccionan con iones positivos (cationes) llaméndosele
a esta interaccidn intercambio‘catiénico. La siguiente figura muestra

diferentes intercambiadores ( 5 ). ( 70). -

S | <)
Q e < S
e~ T

Esta técnica se fundamenta primeramente en la adsorcién de la muestra a

la matriz por afinidad de cargas, las substancias no enlazadas se elimi-—
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nan por lavados, posteriormente la muestra problema se eluye de la ma-
triz. Esta separacién se obtiene -usando diversas substancias que tienen
distinta afinidad al intercambiador, debido a diferencias en su carga es
tas afinidades pueden ser controladas variando condiciones tales como
fuerza ibénica y pH. Este tipo de cromatografia se ha utilizado en la se
paracién de compuestos con propiedades de carga muy similares, por ejem—
plo en la separacién de proteinas que difieren en un sélo aminoicido,
por lo que esta técpica tiene un alto nivel de resolucién, practicamente
uno puede decidir entre adsorber a la matriz el compuesto de interés o
bien adsorber los contaminantes y permitir que la substancia de interés
pase libremente a través del soporte; generalmente se utiliza la primera

alternativa ya que permite un mayor grado de fraccionamiento.

Las matrices que se utilizan en esta técnica pueden ser compuestos inor-
ganicos, resinas sintéticas o polisacdridos; la naturaleza de la matriz
determina sus propiedades fisicas tales como resistencia mecénica y ca-
racteristicas de flujo, también determina su comportamiento hacia subs-
tancias bioldgicas y hasta cierto grado su capacidad de intercambio.

Los primeros intercambiadores descritos fueron resinas sintéticas eémplea
das en tratamiento de aguas, procesos de desmineralizacién y recupera-~
cién de iones en aguas de desperdicio, estos intercambiadores consisten
en polimeros hidrofébicos altamente substituidos con grupos idnicos, te-
niendo alta capacidad de retencidén de iones pequefios; debido al alto gra
do de entrecruzamiento requerido para darle suficiente resistencia meca-
nica a la matriz, la porosidad de estas matrices es muy baja para protei

nas y algunas otras macromoléculas. Ademis, debido a la densidad de car
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ga tan alta, la unién es tan fuerte que la matriz hidrofébica tiende a
desnaturalizar compuestos bioldégicos labiles, asi que, a pesar de sus ex
celentes propiedades de flujo y su alta capacidad de retencidén de iones

pequefios este tipo de intercambiadores no son adecuados para la separa-

cibn de biomoléculas.

Los primeros intercambiadores descritos para el uso de muestrés bio;égi-
cas fueron hechos de materiales a base de celulosa Hesarrolladosbpér Pé—
terson y Sober (90). Ya que la celulosa es de naturaleza hidrofilica
no existe el problema de desnaturalizacién de proteinas; desafortunada-
mente muchos intercambiadores de esta naturaleza tienen muy baja capaci-
dad de retencién (de lo contraric la celulosa seria solublec en agua).
Ademés, sus propiedades de flujo son muy pobres (lento) debido a su. for—

ma irregular ( 71).

Posteriormente se desarrcllaron soportes de dextranas y de agaroéa,ilés'

cuales poseen gran capacidad de intercambio, forma esfériéa, ﬁnjfdrm dad

y gran porosidad incrementando asi sus propiedades de flujo: 1aﬁsiguiéﬁ_

te figura muestra distintos grupos funcionales utilizados para intercam—

bio iénico (90) (54).

Intercambiador Grupo - i . ‘éstrﬁctur5" ,f'

aniénico e S T e

A.E. Aminoetil . . '~OCH2CHy=NHp

D.E.A.E. ‘Dietilaminoetil - . - —OCHCHaN(CyHs)y

T.E.A. . Trietilaminoetil . “OCH,-CHoN(C,Hg)s
' NH

G.E.  © Guanidoetil  ~OCH;CH,NH CNH,
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Intercambiador Grupo Estructura
anidnico ) '

P.A.B. Para-aminobenzil

Q.A.E. Amina cuaternaria
Dietil 2-hidroxipro=
pilamina L

Intercambiador Grupo

catiénico

C.M. ’ Carboximetil -

P o " Fosfato

SE “Sulfoetil:

SP

La preséngia de grupds:cafgaﬂos es:una bropiedédffunéamentél de

cambiador i6nico. el tipo’de ‘grupo determina la fuerze d

Los términos fuerte y débil se refieren a la variacid: cién del:

gel de acuerdo al pH. Los intercamhiadores fuertes sqn'-pmhfctéﬁcnte-io-
nizables dentro de un intervalo amplio de pH ¥ los intercombiadores idéni-

cos débiles varian marcadamente con el pH en su capacidad de intercambic.

La capacidad de un intercambiador ibénico es la medida cuantitativa de su

.
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habilidad de édsqrber iones contrarios, la capacidad puede’ser expresada
como cépacidad total y se da como la cantidad de grupos cargados por gra
mo dé intercambiadot ibénico seco. La cromatografia de intercambio iéni-
< co se lleva a cabo en varias etapas que son:
‘7L; Equilibrar el intercambiador.

2. Adicionar la muestra.

t3;.E1uir contaminantes.

4. Cambiar las condiciones para eluir la'mnéétré; :
5. Regenerar el intercambiador.

Estas etapas se muestran en la siguiente figura ( 71).

A =
n A
2 A el o e
O@O mﬁ U
: Dﬁ\_;fii (-~ :

: O A A A n o m e 0 6

o) A AL O & @

o P 9| nag
&

Paso1No. 1 Se equilibra el interéambiador con iones contrarios (amorti-
guador).
Paéo No. 2. Los iones contrarios son reemplazados por .la muestra.
Pgéb'ﬁo. 3 Después de la adsorcidén de la muestra se aplica un grﬁd:enLe
.de‘pH o fuerza idnica para eluirla.
lPasb No. 4 Sérreemplazan los iones del gradiente con iones contraribsipg
ra regenerar las condiciones iniciales. T ’

DPasc Yo, 5.E1 intercambiador esta listo para ser usado ndeVamente.;

‘Zleccién de la Matriz.
No existe una matriz ideal para poder llevar a cabo este tipo de cromatg

grafis, por lo que para seleccionarla se deberdn tomar en cuenta los si-
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guientes parametros:

1. Las caracteristicas de los componentes de la muestra.

Las substancias se unen al intercambiador idnico cuando su carga es
contraria llevandose a cabo una interaccién electrostatica y reversi-
ble; para las substancias que tienen un sblo tipo de carga es facil
escoger el intercambiador, sin embargo, para substancias que poseen
cargas tanto positivas como negativas (anfoteras) es necesario recor-
dar que su carga depende del pH: por lo anterior es aconsejable cono-
cer cual es el valor de pH en el cuél»alcanza su punto isoeléctriéo;
el punto isoeléctrico de una proteina se define como aqﬁel valor de
pH en el que la carga neta de la proteina es igual a cero, por lo tan
to, si los componentes son mas estables a valores de pH, mis bajos de
su punto isoeléctrico se debe utilizar un intercambiador catiéniéo.
por el contrario a valores de pH mds altos de su punto isoeléétficé

se debe utilizar un intercambiador anidénico (70 ) (93 ).

Tamafic de los Componentes de la Muestra.

La porosidad de un intercambiador iénico no tiehé-efecto en el'mééé—
nismo de enlace de la muestra. pero si tiene influencia éﬁ su tapaai-
dad ya que en matrices de baja porosidad los grupos cargados no se en
cuentran muy expuestos y las moléculas grandes no van a unirse adecua
damente; para evitar ésto es necesario determinar cual es el inﬁerva—
lo de exclusidn molecular del soporte a utilizar o ain mejor, es acon
se jable conocer el peso molecular aproximado de los componentes para
asi seleccicnar la matriz adecuada. La siguiente figura muestra un

cuadro para seleccionar el intercambiador idnico adecuado (71 ).



Intercambiador - L____ ) e
anionico &) . Carga N i

pH 2-10 ) ] 7pH‘>
(Debil) (Fuerte)
deae : Grupo S
Ae QAE 1ncercambindor

C) Cromatoenfoque,
El cromatoenfoque es un métédo diéeﬁadb
do a sus puntos isoeléctricos, ( pI )5»a1¢iguél

bio ibénico es una técnica de alta capac

a cabo en columnas cromatograflcas nor

cambiador hecho a base de agarosa'al,ém
una vez equ11:brado con una soluc1on amottlgugdor

muestra probiema y es elulda con ‘una bO1UC

mada poliamortiguador ajustado a un pH mas bajo que5ié-so ucidn: amo

guadora inicial. Estos eluyentes poseen compuestos aanad‘s cun Hna -

plia capacidad amortiguadora, por lo que "Forman gradlen:es de pH duadv
bdsicos hasta &cidos. FE1 pH en la solucidn que ecluye de la COl“m“d uf
comienzo de la eluciin es muy préximo al pH inicial a medxua quorla oty

cién progresa. el pH en cada segmento de la columna’ se hace gradualmentc
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més Acido debido a que se esti adicionando més solucién eluyente polia-—

mortiguadora generando de esta manera un gradiente de pH. En la etapa
. finél de la elucidn casi toda la columna alcanza el equilibrio con el

eluyente y el pH se acerca al pH de la solucidn poliamértiguadora, esto

se muestra en la siguiente figura.

o o w0

Vol,

Un gradiente de pH se genera normalmente utilizando un mezclador de gra-
dientés, en el cual una camara de mezclado es llenada con. una solucién
inicial a un cierto valor de pHy y la otra caAmara contiene la solucién
amortiguadora limitante a otro pH; el cromatenfoque aprovecha la capaci-
dad amortiguadora de los grupos cargados contenidos en los intercambiado
res idnicos especiales por lo que el gradiente de pH se forma automitica
mente a medida que la solucidén poliamortiguadora de elucién titula los

grupos del intercambiador especial.

Una proteina aplicada a la columna migrard con el eluyente hasta gue el
pH de. éste sea igual a su punto isceléctrico, no puede migrar mds allé

de este. punto porque si lo hace adquirird una cargz negativa y se uniré
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al gel intercambiador, la proteina tampoco puede migrar hacia el tope de
la columna porque adquirird carga positiva y serd repelida por la matriz
del gel intercambigdor. Por lo tanto, las proteinas eluyen como zonas

muy estrechas (enfocadas) de acuerdo al valor de sus puntos isoeléctri-
cos. Eéte efecto se ilustra en la siguiente figura en donde lo largo de

las flechas sobre la zona representa la velocidad de migracidn.

IITERR IR N g 00 o o o 2 2 0>
: TS N
» & POB
: @06
D @ ®0 6

+ 3 + Y FTNFYFFYFYFYF

Proteinas con distintos puntos isoeléctricos migrardn a diferentes dis-
tancias en la columna antes de encontrar el valor de pH que sea igual a
sus puntos isoeléctricos correspondientes, al agregar mis eluyente 'poli-
amortiguador seran eluidas de acuerdo a sus respectivos puntos isoeléc-

tricos (69) (93).

Cromatografia de Afinidad.

La cromatografia de afinidad ocupa un lugar finico en la tecnologia de se
paracién molecular ya que nos permite purificar casi cualquier molécula
en base a su funcién bioldgica y a su esfructura quimica individual, 1le
vandose a8 cabo ﬁna adsorcién especifica y reversible entre la molécule‘a
purificar y una substancia complementaria llamada ligando, inmovilizada
a un soporte insoluble., La alta selectividad de la separacion esta da-
da por la naturaleza especifica de las moléculas interaccionantes aprove
chando esta propiedad para purificar substancias biolégicamente activas

de mezclas; separar proteinas activas de proteinas desnaturalizadas, etc.
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Las primeras aplicaciones de la cromatografia de afinidad fue la adsor-
cién selectiva de amilasa en geles de almidén insoluble en 1910, en 1967
Axen y Porath reportaron el uso de matrices a base de polisacaridos para
acoplar grupos amino primarios activados con Bromu;o de cianégeno (78 ),

lo que rebresenté el inicio de la cromatografia de afinidad.

El principio de este tipo de cromatografia se muestra en la siguiente fi

DD = =D
3 © —
b D —ED

gura (68.).

fiid

s

= — D
3

Para llevar a cabo este tipo de cromatografia se requiere de un ligando

especifico, el cual debe unirse covalentemente al material cromatografi-

co dejando libre la zona de especificidad del ligando para llevar a czbo

la adsorcién de la muestra a separar. Los compuestos comunmente utiliza

dos como ligandos se muestran en la siguiente tabla:

Ligando ) Substancia a separar .
Substrato anilogo, cofactor. Enzima

Antigeno, célula, virus. Anticuerpo
Polisacarido, glicoproteina. Lectina

Base o secuencia complementaria. Acido nucléico
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Receptor. Hormona
Protefna especifica de superficie

celular. Célula

La matriz formada comunmente de agarosa juega un papel muy~iMpo"'"

ra la inmovilizacién biolégica de la molécula activa, los‘grﬁpq

dos. La eleccién del ligando esté dada por dos factores:

1. E1 ligandogdebe ser especifico y su enlace debe ser re€c 

recuperar la substancia unida., purificandola de estn“mﬁn

do por el ligando que a su vez esta acoplado diféctameﬁféﬁhl e
rosa, ésto ha méstrado bajas capacidades de enlace por:iﬁﬁbUEMQ
rico entre la matriz y la substancia a enlazarse al lgéando;lparwl;
se han interpugsto moléculas entre el gel ¥ elAligéndo'llamddnsyﬂ ;
espaciadores, facilitando un enlace

zos especiadores es critica, ya que

do con la muestra no se Jleva a cabo

hay-una reaccidn inespecifica dando

dad de separacidn.

La siguiente figura muestra el principio de'IDS'hfazosiespaCiadoreé:
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XXX
- xzxx

a) Ligando unido directamente a agarosa.

b) Ligando unido a agarosa por um brazo espaciador.

Existen brazos espaciadores de diferentes tamafios, siendd ‘los:mis usados

los de seis carbones de longitud.

Los adsorbentes comunmente usados son:

Adsorbente
Agarosa—-proteina A
Agarosa—concanavalina A
Agarosa~lentil lectina

Agarosa-lectina de germen de tri-
go

Agarosa-poli U

Agarosa-lisina

Agarosa-azul de cibacron’

Bioespecificidad
Regidén Fc de IgG

Grupo (alfa)-D-glucopiranosil terminal

_ Residuos carbohidrato simple

Residuos N-acetil-D-glucosamina

 Secuencia especifica de acido nucléi-
co-(poli-A)
RNA Ribosomal

"'Enzimas que requieren cofactores
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E) Cromatografia de Interaccién Hidrofébica.
La cromatografia de interaccién hidrofébica es una téenica quc separi
substancias en base a las diferentes fuerzas de 1nteracéi6n hidrpfﬁpfcn
con una matriz no cargada que contiene grupos hidrofébicos qxpuéﬁﬁq; Fn

su superficie, dicha propiedad es utilizada en este tipo de cromati

fia para separar protefnas y utiliza matrices sintetizadas: por
cién de la agarosa con Bromuro de Ciandgeno haciéndolas .reac

grupos diamino-alcanos.

En este tipo de separacién intervienen tres compuestos®principales qua
son:

1. La matriz hidrofébica.

2. E1 agua del 'solvente
3. E1 soluto hidrofébics
La fuerza de interacciéﬂyéntrélel SOith"y la matrizﬂdepéndé,du')u,hidrg

fobicidad del soluto, de’'la hidrofobicidad de la matriz y.de -]

ciones con y entre las moléculas de agua del solvente;: cualqiiie

bacién en el cambio de temperatura, pH y fuerza iénica.puédé,acht

comportamiento de estos .componentes. bésicos para una baena résﬁh

La siguiente figura muestra la -interaccidn que se lleva a cabo:
) Saluto
Hidrofdbico

7

Matriz .
Hidrofobica

-~ .
-~ \

- 8

-

[ Per‘urbadmnf[
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Las substancias son separadas en base a la diferencia en la fuerza de sus
interacciones hidrofébicas con el material de la matriz sin carga que

contiene grupos hidrofébicos.

La fuer;a de interaccidén entre el soluto y la mgtriz depende de la hidro
fobicidad del soluto, la hidrofobicidad de ‘la matriz (que depende del ti
po y nimero de grupos hidrofdbicos due contenga), y de las interacciones
con y entre las moléculas de agua del solvente. Los grupos acoplados a

la matriz que le dan caracteristicas hidrofdbicas son los siguientes:

Octilo, Fenilo, Aminohexil y Carboxihexil; los dos Gltimos se utilizan
para casos especiales en donde se necesita un efecto mixto de interaccidn
hidrofébica con intercambio idnico. Las substancias adsorbidas se frac-—
cionan alterando las condiciones de elucibén, ésto puede realizarse de

las siguientes maneras:

1. Disminuyendo la fuerza iénica.

2. Cambiando a un sistema de eluyente en el que los jiones tengan un efec
to caotrdpico mayor, es deci} una tendencia incrementada a romper la
estructura del agua y disminuir la interaccién hidrofdbica.

3. Disminuyendo la polaridad del eluyente.

4. Adicionando un detergente en el eluyente.

S. Elevando el pH del eluyente.

La fuerza idnica de la solucidén depende de la concentracidn de iones "y
ésto puede variar la fuerza de la interaccién hidrofébica de acuerdo a
la naturaleza quimica de éstos (79 ): & continuaci6n se muestrsg una ta-—

bla de iones clasificados de acuerdo a su hidrofobicidad.
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Qe Aumento en el efecto saltin out

Aniones:  P0,37, 80427. CH5C00™. C1~, Br™. NO3~. Cl0,™. I, SCN™

Cationes: NH,*. Rbt. K*, Nat. cst. Lit. Mg?*, ca?t. Ba?t

Aumento en el efecto Caotrépico m————py

Cromatografia en Fase Reversa.

La cromatografia en fase reversa es una técnica de separacién de molécu-
las en base a su hidrofobicidad, la separacidn de los componentes de la
muestra depende de sus caracteristicas respectivas de sélubilidad; ya
que la matrtzvse“ccmpo:ta-Iipofilicamente, mientras que el eluyepte tien
de a cambiar sus propiedades hidrofilicas por hidrofdbicas al adicionar
un solvente nrgdnico.en forma de gradiente, ésto permite que los compo-
nentes de la_muestra gue sean solamente solubles en soluciones acuosas y
aquellos que sélo:sean. solubles en solventes. orgdnicos puedan separarse
unos de otros en base a la solubildad, al unirse a la matriz lipofilica

en forma reversible,

El mecanismo de separacién se da por la adsorcidén de los compunentes de
la muestra a la fase estacionaria dada por las condiciones de la fase md
vil, la matriz estd hecha a base de esferas de silica recubiertas. por
una tapa de lipidos de cadenas de 2, 8 y 18 carbonos, usandose geﬁeral-
mente cadenas de 2 a 18 carbones para separacidén de péptidos y de ! y 8
carbonus para proteinas; para aminoidcidos se utilizan esferas de silica
mAs pequefias y cadenas lipidicas de 8 a 18 carbonos; la fase'ﬁévi]'deﬁg&
mina las condiciones de hidrofobicidad ¢ hidrofilicidad al aqmcntarﬁen

forma de gradiente la composici6n de un solvente orgénico. - Los'solven-

tes comunmente usadns er orden de hidrofobicidad son: Tetrahidrofurano,
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Acetonitrilo, Propanol y Metanol.

G) Cromatografia Liquida de Alta Presién.

La cromatografia liquida moderna se basa en una alta rapmd

cién y andlisis de mezclas de complejos qulmicos, combin

‘l) las d1Eercn

tes técnicas tradicionales como son la E11trac1on'molu ular

intercambio

idénico, cromatoenfoque y fase reversa. Inic1a1mente 1a LromaLograiJa 11v

quida era una técnica de separacién lenta realizada en coJumnas vertica—
les utilizando un flujo por gravedad, recientes desarrollos:1e~hnn,pro—,‘
porcionado gran versatilidad. El aumento en la velocidad ﬂe;flujo c$t5

dada por la presidén, ya que la solucidn eluyente se bombea é'lalcolumnah

con presiones muy altas. Un diagrama del sistema de cromat

da se muestra en la siguiente figura (82 ), (14 ).

Los componentes dela mue ra son LluldOS de 1a columnn ¥ pusen.a través,

de uno o mas deLecLure~'ba=¢dos en{

absorc1on de luz '8 V -”absorcién de

luz visible; pH{'COndQC;l‘i_aC, indxce de refranclun M
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El uso de distintos tipos de detectores en serie nos da mayor informa-
cién de los compoﬁentes separados, las sefiales del detector son registra
das en base a la desviacién de una linea base, la posicién de los picos
a lo largo de la elucién nos muestra los componentes en particular, los

cuales dependen de sus caracteristicas de elucién.

En este tipo de cromatografia no se pueden utilizar geles convencionéles
debido a que la alta presién utilizada los colapsa; para evitar ésto se—
han utilizado geles con didmetros de esfera muy pequefos, lo cual aumen—
ta enormemente el Area de superficie que al aplicarles una gran presidémn
permite buenas separaciones con alta resolucidn para moléculas peqﬁeﬁas,
desafortunadamente al intentar pasar moléculas grandes por estas matri-

ces se observaba que se desnaturalizaban (4 ), (30).

A principios de los ochentas Ugelstald y colaboradores (7 ), (103 ), de-
sarrollaron un proceso para hacer particulas esféricas, rigidas y poro-
sas de un mismo didmetro con una desviacidn estandar muy pequefia hechas
a base de poliéter estas pequeiias esferas se han usado para empacar co
lumnas cromatogréficaé y se han denominado moncesferas monodispersas

(91 ). Eluyendo con presiones relativamente altas, se ha geparado biomo
léculas grandes (proteinas, polipéptidos y polinucléotidos), conservando

su actividad biolbgica (47 ), ( 5).
Johansson B.L. ha reportado el uso de esferas de agarosa para cromatogrz
fia liquida de filtracién en gel de alta resolucién obteniendo magnifi;

cos resultados (45), (4€). {(47).

Las cualidades més impor;ante$‘de las matrices utilizadas para la croma-
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tografia liquida de alta resolucibén son:

a)
b)

c)

Su composicidn quimica debe permiti
bajas presiones de rebote.

Resistencia a solventes orgénicos.

Estas propiedades deben conservarse cuando erg!

.2

dores idnicos, asi como cadenas lipidicas’ para’“poder:ufili
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APLICACIONES

€n este capitulo se describen 1asraplicaciones de la cromatografia 17quida
de alta resolucidn (FPLC) publicadas en revistas de interés cientifico en
los GTtimos afios, asi como los resultados y cromatogramas obtenidos en cada

reporte, mostrando las ventajas de esta tecnologia que podrian resumirse en:

" 1. Minimizar tiempos de corrida.

2. Aumentar la resolucidn de la separacidn.
3. Preservar la actividad.bioldgica de la muestra permitiendo hacer posterio

res pruebas de actividad biolégica.

Estas ventajas se deben al uso de matrices hechas a base de silica y de resi

‘nas sintéticas hidrofilicas porosas, con un tamafio de esfera especifico per-

mitiendo realizar, cromatografia ligquida de intercambio anidnico, cromatogra
fia liquida de intercambio catidnico, cromatografia liquida de filtracién mo
lecular, cromatoenfoque y cromatografia liquida en fase reversa; dependiendo

del grupo que se le acople a dicha matriz.

ATPasa.

Finel M.y Rubinstein,M. (32) reportan la purificacidn de un facto; acoplado a
cloroplastos de espinaca que tiene una actividad enzimatica ai£é ﬂe ATPasa;
utilizando un lisado de cloroplastos de espinaca, haciéndolo pasar por una
columna preempacada con esferas de polieter de 10 um de didmetro sustituidas
con aminas cuaternarias: (columna Mono Q HR 5/5 intercambiador aniénico de
alta resolucidn FPLC). Encontrando cinco picos los cuales fueron caracteri-

zados por electroforesis en gel de SDS-Poliacrilamida, la actividad enzimd-
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tica de los picos fue determinada segin Nelson y Lien (63 ), Ja siguiente 3
gura muestra el cromatograma obtenido.

e

E R )
{neci), msa
Las condiciones de elucién fueron p.H. 8.5, gradiente de NaCl

de 0 a 400 nm
de los cinco picos obtenidos, cuatro de ellos conservaron su actividad enzi-
mitica de ATPasa,

Lo que muestra que la cromatografia liquida de alta reso~
lucidn de intercambio anidnico es una herramienta Gtil para la separacidn y
purificacidn de biomoléculas con actividad de AYPasa.

Glucesa 6-Fosfato Deshidrogenasa.

Lindblom,H, (55) reporta 1a purificacidn de glucosa-6~fosfato deshidrogenasa
de un concentrado de enzimas de levadura; utilizando una columna preparvativa
preempacada con esferas de silica de 17 um de diinetro. sustituidas con ami-
nas terciarias y una columna analitica preempacada con csferas de sflica de
8 um de dilmetro sustituidas con aminas terciarias; ambas son ‘intercambisdo-

res anibdnicos de alta resolucidn (coluwmnas Polysnidn S.1. 17 my Fo\yani&p
S.1. 8 um respectivamente). Las fracciones obtenidas fueron cnrlcurizidus
por electroforesis en gel de poliacrilamida, la activ{illd enzimbtica fue we-
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dida en placas de microtitulacidn, incubando con glucosa 6-fosfato como sus-
trato mid1qndo la reaccibén espectrofotometricamente. Las siguientes figuras

muestran los respectivos cromatogramas.

j2ee
.

5 1.0 Nide

H

3

H

g

Fraccionag

028 agal_
[} ]

Condic1on§s do'o’luc16n para 8mbos fueron pH 6.8 gradiente de NaBr 0.2 a 1 M,
1. .Columna preparativa Polyanion S.1. 17 um. '

2. Columna analftica Polyanion S.1. 8 am.

De acuerdo a estos resultados podemos concluir que para una mejor separacién
. de. qlucosa-ﬁ-fo{fato deshidrogenass por cromatograffa 11quida de alta resoly
ctén se deberk utiltizar una columna con esferas de sflica de 8 um, ya que es

en 1a que se observé una mejor separacidn molecular.
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Proteasa.

Mizunoy K.y Matsuo,H. (62) reportan la pu?ificaciénrdg uha'proteasé'¢qn activi

myces cervisiae utilizandb una’

radioinmunoensayo, utilizand

mente, Ta intensidad de

dios de actividad enzimdtica.
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Quimopapaina. .

Buttle, A. J. y BarretyA. J. (13) reportan la purificacién de papafna a partir
de.fruta de papaya (carica papaya). Utilizando una columna preempacada con
esferas &e polieter de 10 um sustituidas con grupos sulfonato (intercenbiador
catidnico de alta resolucidn columna Mono S HR 5/5 FPLC). De los picos elui
dos se identificaron los residuos N~Terminales, al reaccionar con cloruro de
dansilo; la actividad inmunoldgica fue medida por el método de doble inmuno-
difusidn utilizando anticuerpos anti-quimopapaina, la actividad enzimitica
fue determinada por la hidrdlisis de BZ—ARG—NPh-NOZ espéctrofotometr%bamente.
1a actividad proteolitica fue determinada usando azocaseina como sustrato.

La siguiente figura muestra el cromatograma obtenido:

vol.

Purificacién de Quimopapafna de Papaya.

Condiciones de elucidén pH 5.0 gradiente de NaCl de 0.15 a 0.8 M columna Mono
S HR 5/5 cromatografia liquida de alta resolucién FPLC. Identificando tres

tipos de enzimas papafna, quimopapaina y papaya proteasa, la 1{nea punteada

muestra la actividad de quimopapaira. Concluyendo que la cromatograffa 11-

quida de alta resclucidén es una técnica que nos ayuda a recoﬁoeer y a sepa-

rar distintas enzimas producidas por la fruta papaya (carica.papaya).
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Desoxiribonucleasa 1.

MarkeyyF. (60) reporta la purificacién de la enzima desoxiribonucleasa I, uti
lizando una co]uhna preempacada con esferas de polieter de 10 um sustituidas
con aminas cuaternarias (columna Mono Q. HR 5/5 intercambiador anidnico de
alta resolucidn FPLC). Las fracciones eluidas con mayor densidad dptica a
280 nm fueron caracterizadas por electroforesis en gel de SDS-Poliacrilamida

y su actividad enzimitica de DNAsa se determind por inhibicidn de la activi-

dad de DNAsa por actina; la siguiente figura muestra el cromatograma obteni-

do.

M t—1

Purificacidn de DNAsa I por cromatografia 1iquida de alta resolucidén de inter

cambio anidnico (columna Mono Q. HR 5/5 FPLC).

Condiciones de elucidn pH 7,6 gradiente de NaCl de 0-0.75 M monitoreando a
280 nm. La flecha vertical ( ¥ ) muestra el pico con mayor actividad de nu-
cleasa, 10 que indica que por este método podemos separar satisfactoriamente

enzimas del tipo de l1a desoxiribonucleasa 1.

Fosfoprotein Fosfatasa.

Sahyoun, N,y Cuatrecasas,P. (86) (108) reportan la purificacidn de una fosfo-
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protein Fosfatasa que actua desfosfor11ando 1a h1stona H 1 fosforilada, ais-

lada. de citosol de h1gado de rata. se ut111zo una co1umna preempacada con es-

tu1das con am1nas cuaternar1as

»]ta reso1ug10n FPLC).

A las fracc1ones e]uidas ‘se 1e m d1o su act1v1dad enz1mat1ca de: fosfatasa
utilizando como sustrato h1stona H 1. se caracter1zo por e]ectrofores1s en
_SDS—P011acn11am1da para 1dent1f1car h1stona,H—1 fosforﬂada e h1stonarH—1 no
fosfori1ada; ademds se observs la esbecificidad de eséa fosfop?dtein fosfata
sa utilizando como sustrafo las siguientes histonas: H 1, HpA, HéB. H3y ‘
H 4 encontrando una gran'especificidad hacia H 1. La siguiente figura mues-

tra las fracciones con mayor actividad,

conserva .la act1v1dad enz1mat1ca de Fosfatasa.
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Fosfatasa Alcalina.

Britton,V.I., Barry,A,y Ezra,E. (9) (27) reportan la purificacion de fosfata
‘sa alcalina de un extracto crudo de intestino equino uti1izandoldn$ columna’
preempacada con esferas de polieter de 10 um sﬁstituidas con aminas cuaterna
rias columna Mono Q. HR 5/5 intercambiador anidnico de alta resoluciéan FPLC.
A las fracciones obtenidas se les midid la actividad de fosfatasa alcalina:

de las cuales las que tuvieron mayor actividad fueron analizadas ahora por

cromatoenfoque utilizando una columna preempacada con esferas de silica de
10 um de diametro sustituidas con

poliaminas columna Mono P MR 5/20 y

eluida con una solucidén poliamortiguadora, separando por puntos isoeléctricos

. N < ’ .
caracterizando los picos obtenidos por enfoque isoelectrico,

]

{min) e 3 . -__30

Cromatograma de fosfatasa alcaline de intestinoc equino utilizando una columnea

guidz de alta resolucidn de intercambic anibni

)
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(* * #) actividad de nucleasa.

{min)

Cromatograma obtenido en una columna Mono P HR 5/20 el pico muestra el aisla

miento de la enzima fosfatasa alcalina.

Condiciones de elucién: eluido con polybuffer 74 a pH 4.0 ( -.) 280 nm (....)

actividad enzimitica de fosfatasa alcalina (- - -) gradiente de pH.

En resumen Ta cromatografia Tiquida de intercambio id6nico de alta resolu;ién
con monoesferas puede ser usade para purificar y asegqurar la calidad de enzi~
mas utilizadas en tecnologias como la de DNA recombinante por la rapidéz y

versatilidad del método aplicado en este estudio.

Butirobetain2 Hidroxilasa.

Lindstedt,S. y Nordin, I. (58) reportan la separacion de tres tipos de gama-bu-



a
tirobetafna hidroxilasa de rifidn humano, utilizando una columna preempacada
con esferas de po1feter de 10 um de didmetro sustituidas con poliaminas,
columna Mono'P HR 6/20 cromatoenfoque de alta resolucidén FPLC;: a las fraccig
nes eluidas con mayor absorcidn a 280 nm se les hicieron pasar a traves de
una columna preempacada con esferas de polieter de 10 um de didmetro sustitui
das con aminas cuaternarias, columna Mono Q. HR 5/5 intercambiador anidnico
de alta resolucidn FPLC, logrando separar tres picos a los que se les midid
actividad enzimitica de hidroxilasa, incubando la enzima purificada con 2-0X0

1—14ﬁj—glutarato. Observando la cantidad desprendida de 13(0p: cuantifica-
ron el contenido de proteinas por el método de Lowry y caracterizaron por

electroforesis en gel de SDS-Poliacrilamida y enfoque isoeléctrico.

€
A7
=2

4 T

10 '~ e,
i
w

(m!)

Cromatograma que muestra la separacidén de gama-butirobetaina hidroxilasa en

nes de elucidn: pH de
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Cromatogramas de los picos obtenidos por cromatoenfoque y pasados ppr‘una

columna Mono Q. HR 5/5 +intercambio anidnico FPLC condiciones de e]uciéhlpara

los tres fue: pH 6.5 ( - — ) actividad enzimatica ( o Yy 280 nm (e
gradiente de KC1 de O- 0.2 M.

E1 uso de monoesferas para purificacidén de gama butircbetaina hidroxjlasa es
una buena herramienta para obtenerla en forma altamente pura para su poste—

rior caracterizacidén bioquimica.

Leucotrien Ag Hidrolasa.

RadmarkyO.y SamuelsonyB.(77) reportan el aislamiento de-la enzima~1edcoyfiéh'
A4 hidrolasa de leucocitos humanos: los leucotrienos constituyen un grppo:ae

metabolitos oxigenados de acidos grasos derivados del &cido araquid&njéo'coh

funciones relacionadas a inflamacién e hipersénsibilidad inmediatas después,

de un proceso de precipitacidn y cromatografia en Deae-Celulosa utjljz;pfféy
cromatografia 1iquida de intercambio anidnico de alta resolucidn co]umnbfbdé
lyanion SI FPLC. Después de este proceso las fracciones con actividad de hi’
drolasa se hicieron pasar por unz columna Aca 44 100 X 1.5 dg Fi!traciﬁp en
gel, de este paso se escog{eron las Fracciqngsicon actividad y se*pﬁrjffcaj

ron por cromatoenfogue de alta fesoluc{én; c¢1ﬁmna.Mono,P HR 5/20 eIUid&.¢on

una solucidn polybuffer 74,
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Figura 1 Cromatografia de intercambio aniénico de alta resolucidén FPLC. cp

lumna Polyanion SI eluida a pH 7.7 gradiente de KC1 de 0- 0.3 M.

Figura 2 Cromatografia de filtracidn en gel columna AcA 44 1QO;X'1.5'éiuid$‘
a pH 8.0. ’

Figura 3 Cromatoenfoque de alta resoluciénrco1umna~Mono_PiﬁRg /20°FPL

da con polybuffer 74 pH 4.8,

Las actividades enzimiticas fueron determinadas-en 61{cuqté§ dé51.5:m1.’pH
7.8 incubando con LTA4 durante 1 min. a 37°C y midieﬁdd,la cqqcentﬁa¢ﬁ6n'de

subproductos por cromatografia 1iquida de alta presion en fase Eeveréa,HPLC.

Como podemos observar en las figuras se logrd una alta purificacidn pdr:dis—

tintos métodos cromatograficos.

Transhidrogenasa.
Persson, B. y RydstromyJ. (67) rebortan(]a‘pufﬁf'"
cleotido transhidrogenasa de corazdn dE'pqy1n§;
pacada con esferas de polieter de 12 um de diam
cuaternarias. columna Mono O HR E/5 1nterc§mbi§
cién FPLC. A los picos eluidos se 1&: 5¢¢§(1
transhidrogenasa por reduccidn de 3-§xo;a;é§ éﬁd%nuc}eotido. en pre
sencia de NADPH; se caracterizb por éleC£}bfpre;‘ en géT:de SDS-Poliacrila—

mida revelando por tincidén de glat

Nota: Esta referencia. no muestfa’chdmatég
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La purificaciénrde transhidrogenasa mitocondrial por medio de la cromatogra-
fia 1iquida de alta resolucidén FPLC, en combinacién con otros métodos de
fraccionamiento dio lugar a una preparacion con actividad altamente especifi
ca y con un contenido homogéneo de dicha enzima, lo anterior se pudo compro-
bar mediante corrimientos electroforéticos en geles de poliacrilamida; la
preparacién obtenida comparada con preparaciones previas tiene mayor pureza
y el método ofrece gran reproducibilidad, recuperidndose grandes cantidades

de la enzima transhidrogenasa.

Isocitrato Deshidrogenasa.
Danson,M. J. y Wood,P. A, (17) reportan la purificacién de la enzima isoci-

trato deshidrogenasa de un cultivo bacteriano de Sulpholubulus acidocaldarius.

Utilizando una columna preempacada con esferas de polieter de 10 um de diame
tro, sustituidas con aminas cuaternarias, columna Mono Q HR 5/5 intercambia-
dor anidnico de alta resolucidn FPLC. A las fracciones eluidas con mayor
densidad dptica a 280 nm se les midid su actividad enzimdtica de deshidroge-
nasa incubando las fracciones a 55°C con isocitrato como sustrato: midiendo
la reaccidn espectrofotométricamente;. ademds, se caracterizd por electrofore

sis en gel de SDS-Poliacrilamida.

Nota: Esta referencia no muestra cromatograma.

La separacidn de enzimas del tipo deshidfdgenasa'es posible utilizando este
tipo de cromatografia, en especial con una columna '5/5 de inter-

cambio anidnico de alta resolucién FPLC, -~
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Fosfoprotein Cinasa.

Gacon,G. y Comog]io,P. M. (34) reportan la purificacidn de la enzima tirosin
fosfoprotein cinasa de una linea celular de linfoma murino., Primero se rea-
1izé el ensayo de actividad enzimitica de cinasa en el extracto crudo, utili
zando gastrina como sustrato e incubando con 32p-ATP, para separar la enzi-
ma. Se hizo pasar una fraccién solubilizada por detergentes de Qn extracto
de celuias marcada con 32P—ATP por una columna de. intercambio apiénico de al
ta resolucion, columna Mono Q KR 5/5 FPLC: encontrando tres picos, los cuales
fueron analizados por electroforesis en gel de SDS-Poliacrilamida y revelados

por autoradiografia.

Cromatograma de tirosin fosfoprotein cinasa purificada de un cultivo celular
de linfoma murino. columna Mono Q HR 5/5 eluida con un gradiente.de NaCl de

0-0.5 M pH 7.0, los picos fueron detectados en un contador de centelleo.

Como podemos observar la cromatografia 1iquida de intercambio anidnico de al
ta resolucibn es {itil para separar compuestos radicactivos a los que se les
determinard la actividad enzimitica de tirosin fosfoprotein cinasa por fos-—

forilacién de la gastrina como sustrato.
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Lisofosfolipasa Transilasa.
GrossyR. W. y Sobel, B. E. (36) reportan.la purifjcacién de 1a enzima lisofos
folipasa transilasa de miocardio de cqnéjd.uiilizando'tres métodos cromato-—

graficos:

1. Cromatografia de intercambio 1on1co co eae-Celulosa.

2. Cromatografia en H1drox1apat1ta.

3. Cromatografia de intercambio aniénico‘dena]ta resolucidn columna Mono Q

HR 5/5 FPLC.

A los picos eluidos en cada cromatograf1a se 1es m1d10

ca de 11sofosfo11pasa transilasa al incubar las Fracc1ones con ]40 L1s '

mitoil fosfocolina; a pH 7.0 y 37°C; separando los productos de reacc1on por;
cromatografia en capa fina. Una vez desarro]lada la placa, las reg1ones ‘co-
rrespondientes a dcidos grasos y Fosfatidi1colina fueron ana1izados éh’un'

contador de centelleo, ademds cada p1co fue caracter1zado por e]ectrofcres1s

en gel de SDS- Po]wacr11am1da.

Crmeint Ay
n[ 12

m
l -

Cromatogramas que ﬂuu,,
1. Deae-Celulosa; Z,

( o ) Acidos gratos .radi

( » ) Fosfatidilcolina raéiqeéh

( - ) D.O. 280 nm.
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(-—-) Gradiente de fosfatos 0-150 mM.
(.e...) Gradiente de NaCl 0-1 M.

De acuerdo a estas figuras. el método en el que se obtiene mayor resolucién
es utilizando la columna Mono Q. HR 5/5 FPLC: obteniendo una concentracién
de la muestra de 19,000 veces en su actividad de lisofosfolipasa y dg 69,000

veces en su actividad de transilasa, con respecto al extracto crudo.

Lipexigenasa Sintasa.

Shimizuy T, .y Samuelson, B. (89)lreportan la purificacidn.de una enzima con ac
tividades de lipoxigenasa y de sintasa, que act(a en 1a‘s§ntesis de 4cido
araquiddnico; la purificacién se l1levd a cabo utilizando hétodos cromatogra-
ficos tradicionales como cromatografia liquida de intercambio idnico y de
filtracién molecular con Deae-cephadex A-50 y sephacryi S~300 respectivamen-
te, después de estos pasos se hizo pasar la muestra por una columna preempa-
cada con esferas de-polieter de 10 um de didmetro sustituidas con poliami-
nas llevando a cabo cromatoenfoque de alta resolucidn columna Mono P HR
§/20. A los picos obtenidos por esta columna se les probd su actividad enzi
midtica de Tipoxigenasa utilizando un monitor de oxigeno., incubando a 24°C

pH 6.3 mas acido lincleico; midiendo la cantidad consumida de oxigeno; la ac
tividad enzimitica cde sintasa se midid en una mezcla de reaccidn a pH 6.3
con acido 5-hidroxi-6--rans-8-icosatetranocico. ana]izando los produégbs'de
reaccién por cromatografa iquida en fase reversa de a]ta]é}eéién‘HPLC;7¢6_
lumna nucleosil 50-S C4. Ademéds midieron la cantidad @é'pfogéiﬁas‘por‘el mé

todo de Lowry.
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200 nn o)

as)

Cromatograma obtenido de 1a purificacidén de la enzima lipoxigenasa sjntasa
de tuberculos de papa.  Columna Mono P HR 5/20 de cromatoenfoquevde alta re-
solucién FPLC. » ‘

("‘)PH ('——,)DO 280 nm.

Como se puede observar este metodo es altamente conf1ab1e para sep

mas del tipo 11ppx1genasa s1nt§sa.,

2

Poligalacturonidasa.

Pressey,R.,(75):répbkta'gn\hétdd6
ligalacturonidasa de téméte u

de polieter de 107um dgfdiémet

Mono S HR 5/5 infé;cémbfv

obtenidos se 1eS’midiéfsU‘activ

zando ac1do po]1galacturon1co c ustrato a‘pH 4.2 y 37°C, cuant1f cando

12" cantidad e’ grupos rnduc1dos por

el método de arsenomo]1hdato.~ i

T

¥ T
PG I PG X
40.229F
' M

do.1797 /1 . 0.1
J RN A
/’ \\~ / \\ -

- fa) 1 Ny v — 0
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Cromatogramas que muestran la purificacién de poligalacturonidasa, utilizan-

do en ambos una columna Mono S HR 5/5 FPLC eluida con NaCl 0.15 M, pH 6.0.

Una de las ventajas de este método es que la resolucidn de la enzima poliga-
lacturonidasa se 1leva a cabo en 20 min., se pueden analizar extractos conte
niendo niveles bajos de actividad y ademis se requieren volimenes pequefios

para ser separados.

Anticuerpos Monoclonales de 1u1dos.

Burchiely S. W. y Alben 7. R. (11). (81) reportan e] a1s1am1ento : pur1f1ca-

cibn de anticuerpos monoclonales react1vos contra a1gunos ant1genos,de ev1—

trocitos de borrego de fluido de asciti“nur1 o. ut1112ando una co]umna preem

acada con esferas de pct 1eter de 1 um:de d1ametro sustxtu1das con ‘aminak
p

cuaternarias, columna Mono 0 =R 3/5 ntercamb1ador an1on1co de alta rnrolu—

cién FPLC. Los picos obten1do, fuero ~1nmuno]og1camente por el né-

todo de ensayo 1nmunoenz1w=tAcrf( LLSA ut111zando ant1—IgG conJugada rnn

fosfatasa alcalina; m1c en ﬁé‘ nda 405 nm.

3

‘-
:
2
3
4

{min}

Cromatograma que mues+rz 'z curificacidn de anticuerpos monoclonales ohtent-
dos de fluido asciticc ~.rs-c. columna Mono O HR 5/3 FPLT &ii-zz.nss un grs

diente de NaCl 0-0.0% M » 20 =" tris, pH 7.7.
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En este craoinatograma se reconocieron los anticuerpos monoclonales IgGa,

IgG 2b: los cuales fueron caracterizados por electroforesis en gel de SDS-Po
liacrilamida. Este método combinado con cromatografia 1iquida de alta reso-
lucibn de filtracibn molecular da como resultado la separacién de IgG en un

957 del total de material protéico presente en el 1iquido de ascitis.

Inmunoglobulinas IgG, IgA e IgM.

Domicel J. A. (21) reporta la separacidn de las inmunoglobulinas IgG.dIgAQEe;i;.

IgM de plasma humano utilizando una columna preempacada con esfefasjderpblié;‘:

ter de 10 um sustituidas con aminas cuaternarias columna Mond'Q‘HRVS/Sfjupég[;

cambiador aniénico de alta resolucién FPLC, los picos obtenidas fuérén_ﬁdén f‘

tificados inmunoldgicamente por el método de doble inmunodifusién'rad{dl}ﬁnl

hacerlos reaccionar con anti-IgG, anti-IgM y anti-IgA, respectivamente.

-
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Cromatograma que muestra la separacidn de: IgG pico No. 1;rIgArtbn¥trd?as

de IgG pico No. 2 y IgM con trazas de IgA pico No. 3. Co]dmﬁS~Moh§§Q

5/5 eluida con un gradiente de NaH2PQ, ,0.025—0.31M. pH;GLS‘

ma humano.

Anticuerpos Mbndc]ohé}eé d

Tasaka, K. E. iﬁagaﬁy,cf (SQ),regqrtan‘iézcab%déypu}i%jcge;éﬁ:de ;nf;éuéfﬁbs
moﬁoc]onales:de clase IgG;Zb cbétra 8cido etacrinico, préduc%doﬁ por hisridg
mas y mantenidos en 1iquido ascitico de ratones Balb-C; utilizando una colum
'na preempacada con esferas de polieter de 10 um de didmetro éustituidas con
“aminas cuaternarias, columna Mono Q. HR 5/5 intercambiador anidnico de alta
resolucidn .FPLC; A Tas Tracciones eluidas con mayor densidad &ptica a 280
am se les midié su aétividadkinmuno16gica‘por el método de inmunoperoridasa
indirecta utiliigndﬁ;én;i;ééﬁaig]obulih%;dé réién ligada a pero5fdasa. utili

zando cortes ‘histoldgicos shro.der ricos“en dci tacrinico,>en-

contrando gran ac en-los picos: a-

nalizados,
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Cromatograma que muestra la purificacidn de-anticuerpos monoclonales de hi-

bridomas, columna Mono Q HR 5/5 eluida con,NaC1‘T M a~bH:8‘O

En este caso la cromatografia 1€qgida 
ofrece vantajas de rapidez para_]é‘;;
sino que también es neceéﬁ;ﬁaihaka
de 1iquido ascitico cuéﬁd§ va

tologia.

Ciq -

na preempacada con esferas de polieter:

grupos sulfonato. columna Mono{S.HR 5/5

por inmunoelectroforesis.y caracter

crilamida y comprobando su actividad
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Cromatogramas. que muestran la separacidn de C1qrde; a),Sugfd Humuhp, b) Sue-

ro de cuyo, c¢) Suero de ratén. Co1umn;iﬁ§no'd HR 5/5

metro sustituidas con.aminas cuat

dor aniénico de alta resolucid

preempacada con esféras;de pp ie
pos sulfonato, column

cién FPLC.  Las frqc

inmuno1qgicamén;a‘p
y anti-Lambda,  encon

28C nm tenian mayor ac




54

Cromatogramas que muestran la separacién de las cadenas'ligeras de IgG a par

tir de orina de pacientes con mielomatosis.

Fig. 1. 'Columna Mono Q HR /5.
Fig. 2, Columna Mono S HR 5/5,

Por este método es posible exam1nar muestras de pac1entes con m1e10matos1s o

-.con: proteinurias facw]mente ya que los t1empos ‘de corrida son: mvn»mos.

Inmunoglobulina M. :
Sampsong [.A. y Arthun I.H. (87) rep&rtan la separacién y puriffcadién de in-
munoglobulina M al pasar directamente suero humano a una columna preempacada
con esferas de polieter de 10 um de diametro, sustituidas con aminas Euater—
narias, columna Mono O HR 5/5 intercambiador anidnico de alta reso1uéién
FPLC. A Tas fracciones eluidas de esta columna con mayor densidad 6ptiéa a

280 nm se les probd su actixidad iquno]égica por inmunodifusién radiel.
- v

BUFFER 8

\

o o
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Cromatograma que muestra la purjficac16n de 1nmunog1obu11na M IgM de suero

humanao.

Pico No. 1: I1gG, IgA.

Pico No. 2: IgM.

E1 uso de este tipo de ce?umnas~pafa la sepaféé‘
a: separac1on‘se g
: A‘;on;:r7
teniendo aproximadamente 607 de suero humano
La IgM obtenida estd virtua1meﬁti u fynciénled]ééiéaend

se ve alterada.

Interleucina 1.

Newtons F. C. y Reed, D. L. ¢ EG)Arepprfah la purificacidn de\jnter]edc{na 1
(ITL-1) de monocitos de sangre périférica humana utilizande unai;olumna
preempacada con esferas de polieter Ee 10 um de diametro sustitu}dag con
aminas cuaternarias, columna Mono O HR 5/5 intercambiador ani6n1cd“de‘alta
resolucidn FPLC, A las fracciones eluidas se les midid =u :ctividgq‘de

interleucina 1.
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Cromatograma de interleucina 1-de monocitos humanos., Columna Mono Q HR.5/5

eluida con un gradiente de NaCl de 0-1 M pH 7.0f-encoﬁtkando tres;idbt% og?ﬁé:ﬁ

ITL-1.

Fragmentos de Igh. g
BiewengasJ. ¥ 8ruin,G. M. (6) reportan 14 pur c '_ § ‘dei i nmu-
ncglobulina 4, estos fragmentos se ubtﬁ&fe?on

proteasa de IgA v pepsina,’ 1a separacién.si
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preempacada con esferas de polieter de 10 um de didmetro sustiuidas con ami-
nas cuaternarijas, columna Q@ HR 5/5 intercambiador anidnico de alta resolu—

c¢ién FPLC y una columna preempacada con esferas de polieter de 10 um de dia=

poliaminas wlumna Moro P HR 5/20 de cromatoei

metro sustituidas con
Las fracciones eluidas de ambas columnas con

foque de alta resolucidon FPLC,
mayor densidad optica a 2B0 nm fueron identificadas inmunoldgicamente por in

munoprecipitacién y caracterizadas por electroforesis en gel de SDS-Poliscri

Tamida.
t 1
’ Ha P8 r
i
i :
: " i
§ ‘ ;t-- % H
i j i o
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i RS pryrs em
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Fig. 1. Purificacidn de los fragmentos Fab y Fc

Fig. 2. Purificacién del fragmento Fab dé IgA.;»,

Ambos cromatogramas se realizaron en una.calumn

gradiente de NaCl de 0-0.4

nnuu-’caue. .
P
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Fig. 3 Purificacidn de Fab y Fec, columna Mono P HR 5/20 (—.f.) pH (-)

D.0. 280 nm eluida con polybuffer 96 pH 6.0.

grafia liquida de alta resolucidon FPLC.

Inmunoglobulina ¥ Contra Rubeola.

ta resolucidn FPLC, Los picos obtenidos de esta columna f”

por el método inmunoenzimdtico de ELISA indirecta, utiliza
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Cromatograma obtenido de suero de muJeres embarazadas identificando’ p1co No.

1 IgG pico No. 2 IgA ¥y Pvco No. 3 IgM columna Mono Q HR 5/5 eluwda’a pH ‘6.

E1 uso de la cromatoﬁfaf?a']?quida de alta resolucidn para la purifiéac%én

de IgM es de suma ihboftéﬁp{axyq que contribuye a que el diagnds

beola en mujeres embarazadas. sea mis eficiente.

obtenidas de ambes
contacto con macré®
les puso .en cq%taﬁﬁ:
con 5lcr, 1a 1ibe-

se tratd al macré<z

X p325
H
7 }1cc
! ™
; Dulcl TS
. -
e : -
EG -
P & }50
e = £
i 2
: 25
'
e S 0
Pbtey

w x R “
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Cromatogramas que muestran la separacion del factor activador de macréfagos
(MAF).

Fig. 1. Columna Biosil TSK-2580, Fig. 2. ‘Columna Mono P HR 5/20 (=) ac
tividad de MAF. (....) D.0. 280 nm, ’ S

e

Las técnicas de cromatografia liquida de alta resolucibn se ut%]izqh;
binacion no solamente para separar componentes de una mezcla, sindjfgmbféﬁ
para caracterizar bioguimicamente a2 las biomoléculas, tal es el caso de este
reporte (88) en donde se llega a la conclusibn que la actividad de. MAF y de
interferdn gama residen en una misma molécula. Por otra parte Higuchi,M. y
Osawa,T. (40) (66) establecieron otro tipo de linea hibridoma de células T,
la cual produce &os clases distintas de factor activador de macrdfagos, uno
responsable de activar macréfagos para consumir glucosa (MAF-G), y otro res-—
ponsable de activarlos para la formacitn del i6n 05 (MAF-0), sin embargo es-—
tas dos moléculas carecen de actividad de interferon, reportado por Schreiber

v Katz (88).

Nuevamente para llegar a esta conclusidn se tuvo que hacer una separacion de
estas dos moléculas de todo el sobrsnadante del cultivo, siendﬁ'ﬁa'crématoj

grafia liquida de alta resolucidn de’intercambio anidnico el método de elec-

Factor de Diferenciacidn Celular.
Yoshizaki, K. y Kishimoto&T: (110) reportan la purificacién cel %qétof'aé‘aﬁ_
ferenciacidn de células B., secretado por una clona de una I{nea'ce1;1af Tin
foblastoide B, purificado directamente de un concentrado de sobrenédante de

cultivo, utilizando las ziguienzes columnas:
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1. Columna de filtracién molecular ACA 34 HPLC.

© 2. Columna de cromatoenfoque Mono P HR 5/20 FPLC.

3. Columna de intercambio anidénico Mono Q HR 5/5 FPLC.

4. Columna de filtracién molecq1ar TSK G-2000 SW HPLC.
5. Columna de filtracidn molecular I-125 HPLC.

A las fracciones obtenidas de cada una de estas columnas:se’l

tividad biolégica de linfocina incubando estas fracci@ﬁéé"g

lar de c&lulas B. a 37°C durante 2-4 horas midiendo 1a pro

IgM.

5.1-5.2 por cromatoeféaqye: Columna Mono Q HR 5/5 eluida E;,f

Fig. 1. Cromatograma del factor de diferenciacidn celular, coiumna Mono P
HR 5/20 ( - ) D.0. 220 r=. (i ) actividad biolégica (v..., M eluida

”

con polybuffer 74 pH 4,3,

Fig. 2. Cromatografia.de intercambio anibnico de la fracéjén'enfoqadé‘ pht

pH 7.0,
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Fig. 3. Cromatografia de filtracidn molecular de la.fraccibén enfocada a pH
5.1-5.2 por cromatoenfoque; Columna I-125 ( - ) D.O. 280 nm ( Z1)actividad bio

16gica.

Fig. 4. Cromatografia de filtracidn molecular de la fraccidon enfocada a pH
5.1-5.2;: y fraccionada en la columna Mono O HR 5/5 de intercambio aniénico

para remover el polybuffer; Columna TSK G-2000 SW.

Todas las fracciones fueron caracterizadas por electroforesis en gel de SDS-
Poliacrilamida. Como puede observarse el andlisis porvcromatoenfoque mostrd.’
una gran actividad biolégica, la fraccibén enfocada a pH 5.1-5.2, esta prime—.
ra purificacidon sirvidé para una segunda purificacidén por filtracidn molecu-—
lar; ademis la utilizacién de la cromatografia cz intercambio anibnico sir-
vid para afinar aln mas el factor de diferenciacidn celular en un grado;a]té..

mente puro.

Interleucina 2.
8211, S.M, y Stern, P.L. (3) reportan 1z caracte?izacién por puntos isoe]éctri .
cos de interleucina 2 producida bor células T, ]. vando & cabo’ una nrec1p1ta

cién del sobreénadante del cultivo de cémya's-{ c_1= ch’ de rata con s»u!.ato_ de
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amonio, posteriormente el precipitado se redisolvid y se pasd a traves de una
columna de hidroxiapatita para finalmente pasar las fracciones con actividad
a una columna preempacada con esferas de polieter de 10 um sustituidas. con a-
minas terciarias; columna Mono P HR 5/20 de cromatoenfoque de alta rgsqucﬁén
FPLC; encontrando cinco diferentes puntos isoceléctricos, la actividad inhhuo—

16gica fue probada incubandoc estas fracciones con células deriVadandeltjMoin

37°C con metil -3 {H] -timidina; midiendo 1a incorporacidn-de marca

na columna Hono P.HR 5/20 de
FapH B0

tricos, $ino que también

una misma actividad biold
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Factor de Crecimiento Mitogénico (MGF).

Brockes, J.P. (10) reporta el aislamiento del factor de crecimiento mitogéni;
co de cerebro de un anfibio, dicho factor interviene en el proceso de regene
racidén celular cuando al organismo se le ha amputado uno de sus miembros,

La purificacidén se Tilevd a cabo en una columna preempacada con esferas de po
lieter de 10 um de didmetro sustituidas con grupos sulfonato, columna Mono S
HR 5/5 intercambiédor catibnico de alta resolucién F.P.L.C. A las fraccio-
nes eluidas se les midid su actividad biolééica incubdndolas con un.cultivo
celular conteniendo 3 H_ -Timidina, y midiendo la incorporaciéhbdélmé;ga en
nicleos celulares de células de Schuan, estas fracciones FueranCSEﬁcteriié;»

das por electroforesis en gel de SNS-Poliacrilamida.

de’ amonio




65

tidnico resultd ser la mejor técnica para separar un factor de diferenciacién
celular producido por células nerviosas contribuyendo asi al conocimiento en

el campo de las neurociencias.

Interferon Gama. .

Stone-Ho\f, D. S. y VilcekyJ. (98) reportan la purificactién de interferon ga-—
ma y su interrelacidn con linfotoxinas producidas por monocitos humanes. uti
1izando una columna presmpacada con esferas de polieter de 10 um de diimetro
sustituid;s con aminas cuaternarias, columna Mono Q HR 5/5 intercambiador
anibnico de alta resolucidén FPLC. Las fracciones que presentaron actividad
biol6gica fueron subsecuentemente cromatografiadas en una columna preempaca-—
da con esferas de polieter de 10 um de difmetro s_ustituidas con grupos sulfo
nato, columna Mono S HR 5/5, 1nteica;nbiador catiénico de alta resolucién
FPLC. La actividad biolégica fue medida por la accidn antiviral del interfe
ron presente en las fracciones eluidas por ambas columnas, observando inhibi
cidén del efecto citoplitico en un cultivo celular infectado con virus de la
encefalomiocarditis. todas las fracciones fueron caracterizadas por electro-
foresis en gel de poliacrilamida: enfoque isoelectrico, pH 3.5-1.0 y por inmu

noprecipitacién utilizando anticuerpos anti-interferon gama humano.
Mota: Esta referencia no muestra cromatograma.

Con la utilizacin de la cromatografia 1fquida de aita resolucidn en combina
cidn con las técnicas arriba sefialadas, fue posible separar del sobrenadante
de cultivo de células adherentes (linfocitos), una molécula con actividad de

linfotoxina y una con actividad de interferon.
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Factor de Crecimiento de Fibroblasto§ de Pituitaria.
Bohlen,P. y Gospodarcwikzy D. (8) reportan la purificacion del factor de cre-
cimiento de fibroblastos producido por la glindula pituitaria utilizando dos

procedimientos:

Procedimiento No. 1:

E1 homogenizado se hace pasar bor una co]umng preempacada con esferas de bo—
Tieter de 10 um de diédmetro sustituidas con grupos sulfonato, columna Mono é
HR 5/5 intercambiador catidnico de alta resolucidn FPLC, posteriormente se
hace pasar por una columna preempacada con esferas de silica de 5 um susti-
tuidas con cadenas alifaticas de 3.carbonos. columna C-3 de fase reversa de
alta presién HPLC; y después por una columna preempacada con esferas de sili
ca de 7 um de didmetro sustituidas con cadenas aliféticas da 8 carbonosy Zo-

lumna Aquapore_RP—BOO fase reversa de alta presion HPLC.
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matografiado en una columna C3 e1u1da con. un grad1ente de acetonitrilo-dcido

trifluoroacético. ( - ) D.O. 280 nm... ( ) Actividad biolégica.

Fig. 3. La fraccidn de la co1dmné c ,con act1v1dad bioldgica. se rerromato—
grafibd en una columna Aquapore: RP 300 e1u1da con un gradiente de aceton1tr1—

To al 42%. ( - ) D.0. 280 nm. " (" ) Act1v1dad bioldgica.

Procedimiento No. 2:

E1 homogenizado de pituitaria sé hizo pasar por una columna empacada con un
gel de filtracidn molecular biogg1 P-10, y posteriormente por una columna
preempacada con esferas de polieter de 10 um de didmetro sustituidas con gru
pos sulfonato, ¢olumna Mono S 4R 5/5;: intercambiador catidnico de a1t§ reso-
lucién FPLC: después de este Fraccionamiento se midié la pureza del factor

de crecimiento de f%brob]astos de pituitaria tomando la fraccidn colectada

en la columna Mono S HR 5/5, con mayor actividad biolégica y haciéndola pasar
por una columna preempacada cor esferas de silica de 5 um de d1aw°tro susti-.

tuidas con radicales a11fat1cos de cuatro carbonos. Co1umna VJdar C4 de fase

reversa de alta resolucidn ~PLC
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Fié. 1. Filtracion en gel con Biogel P-10 eluida a pH 9.2 ( . ) D.0. 280 nm.

( o ) Actividad bioldgica.

Fig. 2. Intercambio catidnico de una fraccidn obtenida con Biogel P-10; Co-
Tumna Mono S HR 5/5 FPLC eluida con un gradiente de formato de amonio de

0.5-0.9 M, pH 6.0,

Fig. 3, Fraccfones 40-50 de la columna Mono.S HR 5/5, recromaiografiada en
1a misma columnakMono S HR 5/5 y eluida con un gradiente de NaCl 0.1-0,6 WM,

pH 8.3.

Fig. 4. Alicuota de la columna Mono S HR 5/5 fracciones S3 y S4 cromatogra-—
fiada en una columna Vydac C4 de fase reversa eluida con 4cido trifuoroacéti

co/acetonitrilo.

A todas las fracciones obtenidas por las distintas columnas utilizadas se
les midid su actividad biolégica de la siguiente forma: midiendo la habili-
dad de estimular la proliferacidn de cédlulas endoteliales de aorta bovina y
detectando el factor de crecimiento de fibroblastos por el método de radioin
munoensayo, utilizando antiéuerpos anti-factor de crecimiento de fibrob]as—
tos conjugados a un isotopo radioactivo, -1a _caracterizacidn se realizé hor’

electroforesis en gel de SDS-Poliacrilamida.

Como puede observarse en oz :romatograﬁas se bueden obtener diferentes per-
files de actividad bioidgicz debido a que la glandula pituitaf1a contiene
miltiples especies moleculares er donde la comﬁinacién de diferentes técni-
cas cromatograficas de alta resoiucidon, fue de gran ayuda para obtener los

resultados Optimos de purifizacién del factor de crecimierto de fisroblastos.
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Factor de Crecimiento Epidérmico Murino.

Burgess, A. W, y NicegE. C. (12) reportan la purificacidn del factor de creci
miento epidérmico murino presente en glandulas salivales, utilizando una co-
lumna de filtracidn molecular, columna TSK 3000 SW de alta resolucién HPLC,
y una columna de intercambio anidnico, columna Mono Q HR 5/5 de alta resolu-
cién FPLC y una columna de fase reversa, columna Ultrasphere ODS de alta re-
solucion HPLC. Todas las fracciones fueron detectadas por D.0. a 280 nh. u.
V. y por fluorescencia de triptdfano, la actividad bioldgica fue registrada . :
en un cultivo de fibroblastos conteniendo suero fetal bovino .y un pulso de.
3i H: ~Timidina incubando a 37°C durante dos horas. midiendo la incorpprécﬁén}

de marca en un contador de centelleo.
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Fig. 1. Cromatografia de intercambio anidnico. columna Mono 0N 4R 5/5

con un gradiente de NaCl. 0-2.5 M, pH 6.5

Fig. 2. Cromatografia en fase reversa{iﬁq]gmna U]tfasbhergﬂUDﬁ 
CH4CH/Acetonitrilo-Ague, el siso de;purifi;acién.po?‘fjl&raé{%'

fue reemplazado por la columna de intercambic- anidnico Mona: f;
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Todas las fracciones fueron caracterizadas por enfoque isoelectrico pH 4-6.5.
E1 analisis del factor de crecimiento epidérmico por cromatografia 1iquida
de alta resolucidn permitié encontrar dos subclases del factor 1lamandolos
EGF-Alfa y EGF-Beta, ﬁermﬁtiendo ademds la purificacién rapida para poder
realizar posteriores estudios, como son: la cristalografia y la espectroscgo
.pia ya que también es posible utilizar este tipo de cromatografia a nivel

preparativo.

Factor Citostatico.
Nissen-lieyery I. y Andersen,0. K. (65) reportan la purificaciﬁﬁ del factor ci
tostatico a partir de un sobrenadante de cultivo de monocitos humanos, utili
zando una columna preempacada con esferas de polieter de 10 um de didmetro
sustituidas- con grupos sulfonato, columna Mono S§ HR 5/5 intercambiador catid
nico de alta resolucidn FPLC y una columna preempacada con esferas de polie-—
ter de 10 um sustituidas con poliaminas, columna Mono P HR 5/20 croma
toenfoque de alta resolucidn FPLC. A todas las fracciones se les midid su
actividad bioldgica incubindolas con un cultivo de células K 562 en un medio
conteniendo metil~3 TH -Timidina y midiendo la incorporacibn de la marca a
tas 10 horas de incubacidn. Ademds se les caracterizd por electrofoﬁesjs‘eﬁ‘

gel de 5DS-Poliacrilamida y se reveld por autoradiografia. )
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Todas las fracciones fueron céracterizadas por enfoque isoelectrico pH 4-6.5,
E1 andlisis del factor de crecimiento epidérmico por cromatografia liquida
de alta resolucidn permitidé encontrar dos subclases del factor 1lamandolos
EGF-Alfa y EGF-Beta, permitiendo ademds la purificacidén ra3pida para poder
realizar posteriores estudios, como son: la cristalografia y la eépectroscg
pia ya que también es posible utilizar este tipo de~cromatograf1$ a.njvel

preparativo.

Factor Citostatico. :
N1ssen—Meyer,I. y Andersen,0. K, (65) reportan ]a pur1f{cacvon del factor ci
tostatico a partir de un sobrenadante de cu1t1vo de monocitos humanos. utili
zando una columna preempacada con esferas de polieter de 10 um de diametro
sustituidas- con grupos sulfonato, éolumna Monb S HR 5/5 intercambiador catid
nico de alta resolucidn FPLC‘y uha columna. preempacada con esferas de polie-
ter de 10 um sustituidas con. po}?iaminas. columna ‘Mono P HR 5/20 croma’

toenfoque de alta rasolucién FPLC. A todas las fracciones se 1es m{aié su

actividad biolégica incubdndolas.con un cultivo de ce]u]as K 562 en un medio

conteniendo metil-3 “H -Timidina y m1d1endo la 1ncorporac1on de, aimarca a

las 10 horas de incubacién. Ademis se les caracter1zo por elec+rofores1s en’

gel de SDS-Poliacrilamida y se reveld por autoxaduograf1a.v

LT =N S
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74 testicular inhibina de fluido ?anébia

n

Fig. 1. Cromatografia de intercambio -catidnico del factor citustatico, co-

Tumna Mono S HR 5/5 eluida con un dradjénté Tineal de MaC1. 0-0.6 M. pH 5.7.

Fig. 2. Cromatoenfoque de la misme muestra.que la Fig. -1, columna Mono P- HR

5/20, pH 7.4 eluida con polybuffer 74, pH 4.0

En este estudio se encontré que el factor-citostitico estd: constituido por’
una poblacidn heterogenea de proteinas que difieren en sus puntos isoeléctri

cos de pH 6.0~5.0 determinado por cfométéenfédbg. ademds estas proteinas di-

fieren en su carga dada por la composicidn de aminoicidos, determinada por

intercambio catiénico.

Inhibina Testicular.

Dijk,S. V. y Van Der MoTen,V:‘(ZQ)1ké§oFfA ﬁuﬁifjcagién;de la hormona.

zando Una combinacidn de
cromatografia de afinidad-en .rojo:

en gel, en sephadex G-25 y una co1qﬁ{:

10 um de didmetro sustituidasicén'é

intercambiador anidnico de alta-rasoiics

venuncultivo celular y se caracteriza

{dé. revelado por tincidn de pla-

ta.
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tmn]

Este es el primer reporte de el uso de 1a crohatogréfhl 1iquida de alta reég

Tucidn para separar compuestos con actividad biolégica del plasma seminal

V'dcya\r_‘,‘ijde frjip's'in‘a.

Jochumy M. y Bitnery A, (44) re'ppr‘tén:]a purificacién del inhibidor inter—alfa

tripsina de suero humano, utilizando.un na: preempacada con.esferas: de

aminas cuaternarias,-columna. .
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Nota: Esta referencia no muestra perfil cromatografico.

Inhibidores de Prdteasas.

Kuenn y Reinauer,H. (53) reportan la purificacién de tres distinto; {ﬁﬁibidg
res de Proteasa de suero de rata, <<1 P1, RP~I, RP-II, utilizando unayéombi;
nacidén de cromatografia de afinidad (Affi-Gel Blue), intercambio iénicbl
(Deae—Sephacel) y por Gltimo cromatografia liquida de alta reso]ucj69~éqh
una columna de intercambio anibnico Mono Q HR 5/5 FPLC, a las fractionés‘
eluidas se les determind su actividad inhibitoria contra quimotripsina, elag
tasa y tripsina.,utf7izando SUC-ALA—~ALA-PRO-PHE-NPh-NOp como sustrato;'a las
fracciones cohiéét{?idéd,inhibitoria se les caracterizd por electroforesis

en SDS-Poliacrilanid

H
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Fig. 1. Separacién.de los'iﬁhibiddrés ?§1’P}, yfRPI; ytﬁli:andovhna columna
Mono @ HR £/5 =luida con un gradiente de NaCl de 0-2.0.M, pH 6.0 ( --) D.O.

") Gradiente.

Fig. 2.

ciones de elucidniil ™’

Conen. d:NaCl (m)
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La relacidn entre estos tres inhibidores se hizo por inmuncdifusién doble,
encontrando que inmunoldgicamente difieren de los inhibidores de proteasa de
Vorigen humano, el uso de Ja cromatografia liquida de alta resolucién en com-
‘binacién con otras técnicas cromatograficas enunciadas anteriormente fueron

de gran ayuda a establecer estos resultados.

Inhibidor de Alfa Cistein-Proteasa ( o(CPI).

GounarisyA. D. y BarretyA. J. (35) reportan la purificacidén del inhibidor de
alfa-cistein proteasa de plasma humano utilizando un gel de cromatoérafﬁa de
afinidad (CM-Papain-Sepharosa) y una columna preempacada de cromatografia 11
quida de alta resolucidn, de intercambio anidnico, ‘columna Mono Q HR 5/5
FPLC. Las fracciones eluidas con mayor densidad 4ptica a 280 nm se les deter
miné la actividad inhibi“oriz por titulacién por fluorometria, utilizando
amino metil cumarina como sustrato en una reaccidn medida a 360 nm. Las

fracciones con mayor actividad bioldgica fuercon caracterizadas por electrofo

resis en gel de SDS-Poliacrilamida.

Proteid )
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Cromatograma del dnhibidor de alfa cistein-proteasa, columna Mono Q HR 5/5,
eluida con un gradiente de cloruros de 0.18-0.25 M. pH 8,0. E1 uso de esta
metodologia permitid encontrar dos kipos de inhibidores de diferente P.M.
con la misma actividad, por otra parte al tener purificada el o< CPI fué

posible obtener un suero hiperinmune, con e]ycua1 se-.corrieron ensayos inmu

noelectroforéticos para cuantificar ©<CPI.en el suero humano.

NADP.

Hanssgn,K (38 ) reporta la purificaciéﬁfdéwp{b§£in—adenin;dinuc]eot{do fos—
forilado grado comercia1.buti1iz$nd;:das*colﬁmn$s‘a;fcﬁ§matografia 1iq;ida

de alta resolucidn de intercambio aﬁf&ﬁi&ﬁ. la Bffmé;a a‘hiveI prepafativo.
columna Polyanion SI-17 um y la otfa_ébpivé1‘aha1%tico. columna Polyanion

SI-8 um.

Fig. 1. Cromatograha de NADP, columna PGl an oh>SI—]7 pm eluida . con un gra

dierze de fosfatos de 0-0.5 M, pH 6.

ig. 2. Misma muestra columna Polyanion SI-2 um, mismas condiciones;



77

Como podemgs cobservar la mejor separacidn se hizo en la columna analitica.
sin embargo, al utilizar cantidades mayores de muestra es conveniente utili-

zar primero la columna a nivel preparativo, con el fin de eliminar impurezas

y posteriormente utilizar la columna analitica. Siendo sus aplicaciones’

principales, que pequefias cantidades de muestra se pueden utilizar para opti

misar el proceso y el uso de dos matrices similares simplifican el procedi-

miento para llevarla a gran escala, otro dato importante es que al utilizék

un i6n eluyente como fosfatos, la concentracibn utilizada es de 0 5 M. en’.

cambio cuando se utilizan iones acetato la concentracidn debera de ser aumen

tada hasta 3 M para obtener resultados reproducibles.

Polimeros de Paraproteina.
Cooper, E. H. y Crockson, R.A. (16) reportan la identificacidn y purificacién .

de polimeros de paraproteina de IgA de pacientes con macroglobulinemia de

Waldstroms. Utilizande una columna preempacada con esferas de égarosa de 13

um de diametro, columna Superosa 6, de cromatograf1a 1{quida de F11tracvon

molecuiar de alta resolucidn FPLC, las fracciones eluidas con mayor dens1dad

identificadas 7nmuno1ogvcamente con ant1uuerpor mono- 

dptica a 280 nm fyeron

por la tecn1ca de “inmunoprecipitacian. .

clonales especificos

g
|

275
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Fig. 1. Cromatografia de un mieloma de suero pico 1 = IgG3. pico 2 = Albiimi

na columna Superosa 6, eluida con fosfatos —-KC1.

R Fig.-2..Aislamiento de IgM pico 1 = IgM monomerica 2 = IgG, 3 = Albdmina.

La separacién de paraproteinas por filtracidn molecular de alta resolucidn
es un paso adelante en la reproducibilidad para la purificacidn de este ti-
po de moléculas, 1o cual es de gran importancia para la valoracidén de pa-

cientes neoplasicos.

Proteina con Afinidad a Somatomedina.

Povoa,Gﬂ y HallyK. ( 74 ) reportan el aislamiento y caracterizacién de una
proteina con afinidad a somatomedina de 1liquido amniético hymano. realizan-~
do una precipitacidn con sulfato de amonio., el precipitado fue resuspendido
y se: hizo pasar a través de una columna de interaccidén hidrofébica Gti]izag
do como soporte Phenyl Sepharosa, las fracciones obtenidas de esta columna
con afinidad a somatomedina fueron'récromatografﬁadas en una columna preem;
pacada de intercambio aniéniéo de alta resolucidn, columna Mono Q HR 5/5
FPLC. La caracterizacion de las proteinas separadas por los métodos seﬁa]gk
dos anteriormente se realizd por cromateografia de-exclusidn molecular de 3]
ta resolucidn columna ACA 44, utilizando marcadcres de peso.molecular para
determinar é] peso de la proteina con afinidad a somatomedina, también uti-
Yizaron una columna preempacada de cromatoenfoque de alta resolucidn, colum
na Mono P HR 5/20, con el fin de conocer los puntos isoeléctricos de las
proteinas presentec. A las fracciones eluidas se les caracterizd por elec-
troforesis en gel de poliacrilamide en condiciones desnaturalizantes y ns
desnaturalizantes. Ademds se hizo el andlisis de secuenciacién de aminoéci

dos en su residuo N-Terminal; el ensayo de actiyidad se hizo utilizando u-
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sistema de radioreceptor unido,a'l125, utilizando p1acenta'humana como sfs—

temna de identificacidn.

Fig. 1. ‘Croma€o§E$fié de exclusién naIequar¥dire¢tEment d
ticoi columna ArA Ad_pH 7.5 (v;‘) D.C. 280 nm.:(. dioz

Azen
25

Fig. 2. “Crome

del precjpiiado conisu
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Fig. 3. Crbmatograf{a de intercambio anibnico. columna Hono,Q HR,S/S:Lde_
las fracciones obtenidas por Fenil Sepharosa. Fig. 3 Cérrida origﬁnh?}

Fig. 3H Corrida por segunda vez en la misma columna.
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Fig. 4. ' Cromatoenfoque, columna Mono P HR 5/20 pH 1n1c1a] de’ Ia co]umna 5.5

eluida con polybuffer 74 pH 3.5: el pico con actividad mo_tro un P I.de 4 3.

Este estudio tiene corp objeto aislar una proteina con afinidad a seretomeding utilizando
distintos tipos de cromatografia liquida con el fin de obienerla pura y con-—
servando su actividad biolégica para posteriormente desarrollar una técnica

de cromatografia ligquida de afinidad especifica para ei zislamiento de soma—

tomedina.
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Transferrina.

Soderberg,L. y Fagerstam,L. (92 ) reportan la purificacion de transferrina
humana grado comercial al pasarla a través de una columna de cromatografia
de afinidad empacada con un gel de agarosa acoplada con neuraminidasa, coﬁ
el fin de eliminar el 3cido sidlico contaminante, la eficiencﬁa.de este méto
do fue evaluada utilizando. ura olumna preempacada de crpmatpénfoque'de‘a1ta

resolucidén FPLC, columna Mona P HR 5/20.

y
i

Fig. 1. Cromatoenfoque de trans{ér(id?fantes'de pasarla por la columna neu-
raminidasa-sepharosa, pH inici31 7.0ié1uid§ con.po]ybuffer 74 pH 3.5, colum-

na Mono P HR 5/20.

Tig. 2. Misma columna, cor Y5 muestrs después de pasarla por la'columna neu

raminidasa-sepharosa, misTas condiciones de elucibn,
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Como podemos observar el contenido de jones contaminantes es posible de de-
tectar utilizando esta técnica cromatogréficaﬁ tal es el caso de la transfe
rrina que cambia sus caracteristicas debido al contenido de iones fierro o

bien de su contenido en icido sidlico.

Alfa-Fetoproteina Bovina.

WonggL. T. y Hsiayd. C. { 109) reportan la purificagién de alfa-fetoproteina
bovina utilizando una columna de afinidad que utiliza azul de cibacrdn como

ligando y una columna preenpacada de intercambio aniénico de alta resolucidn,
columna Polyanidén SI; a las fracciones eluidas se les determind la cantidad

total de proteinas por el método de Biuret y su actividad bioldgica por in-
mumodifusidn radial, ademds fueron caracterizadas por electroforesis en gel

de SDS-Poliacrilamida.

o8
a4
b
oa g
e
a
R
T 3
£
H o
e o3 E
& 5 -
a -
2 .
g
H ?
H 1°
£
S
£
£
o
T
i
-
3
i
< s . 24 3? ac .8

VO IMES L )

Cromatograma de alfa-fetoproteina “ovina; aislada de suero fetai bovirs, co-
Tumna Polyanion 5!, eluida con un gradiente de acetato de sodio ©-0,8°,

pH 8.0.
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La combinacién de té&cnicas cromatograficas como son la cromatografia de afi-
nidad y el intercambio anidnico han demostrado ventajas en la purificacion
de alfa-fetoproteina sobre métodos convencionales. Ya que el azul de piba—
crén retiene selectivamente la dlbumina y la alfa-fetoproteina, todas la de-
mas proteinas son eluidas ya que no tienen afinidad hacia el ligando., poste~
riormente en una segunda cromatografia las fracciones adsorbidas son separa-
das en base a su diferencia de cargas por cromatografia liquida de -intercam-
bio anidnico de alta resolucidn.

Neocarsinostatina.
Denklauy,D. y Stellmach,J. ( 18 ) reportan la purificacién de un antibiético
anti-tumoral 1lamado neocarsinostatina, secretado por Stéegtomxces carzinos-
taficus. Utilizando una columna preempacada de intercambio 3nidnico de alta
resolucidén, ocolumna Mono Q HR 5/5 FPLC, a las fracciones obtenidas se les
probd su actividad de antibidtico, impregnando discos de papel filtro de 6 -
mm de didmetro con las fracciones obtenidas y determinando- Una zona déﬁénhiQ'
bicién de crecimiento bacteriano de una placa de agar 506Eéf16'§ua125é’sem_

bré urna cepa de Bacillus subtilis.

283 B q ,ac

.2}

b
e
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fig. 1. Cromatograma de homogenizado de Strégtom1ces garsinostaticus: Colum
na Mono Q HR 5/5 eluida con un gradiente de NaCl de 0-0.8 M pH 5,0 ( - ) D.O.
280 nm. (M3 ) actividad bioldgica de antibidtico.

Fig. 2. Pico con actividad bioldgica recromatografiado por segunda vez en

la misma columna y bajo las mismas condiciones.

E1 uso de este tipo de columnas para la separacidn de proteinas de extractos
crudos del tipo zinostatina permite la reproducibilidad de resulta&os y la

hacen ideal para-su uso a gran escala en trabajos preparativos.

Peptidos de Termolisina.
VitayC. y FontanayA. (104 ) reportan el aislamiento de grandes péptidos obte
nidos por.fragmentacidn selectiva de termolisina en los residuos metionina

por accidén del bromuro de cianégeno. Utilizando dos mé&todos cromatograficos:

1) Cromatografia de intercambio anidénico de alta resolucién, columna Mono Q
HR 5/5.
2) Cromatografia de intercambio catidnico de &1ta resolucidn, columna Mono S

HR 5/5.

Las fracciones eluidas de ambas columnas fueron caracterizadas por electrofgo

resis en gel de SDS—Poliacrilamida,
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Fig. 1. Cromatograma de termolisina fragmgﬁﬁédq;ébn;bfomhrqidg;éiah5geno,
columna Mono Q HR 5/5 eluida con un gradiehiéyde(NéC1 050,15 M, pH 6.0 urea
7 M, E.0.T.A. 1 mM, o ;

Fig. 2. Cromatograma del pico No. J’obtehidd»eni1a_¢roMatogf§fﬁa anterior;
Columna Mono S HR 5/5 eluida con un'gradiente ‘de’ acetato de sodio 0~0.15 M

pﬂ 5.0.

E1 uso de 1a cromatografia liquida de alta resolucidn de interﬁambio idnico
puede ser orientado para el aislamiento de péptidos medianos y grandes obte-
nidos por fragmentacidn de una proteina nativa con CNBr, los resultados pue-
den ser analiticos o preparativos, ademds, las fracciones obtenidas son de
tal pureza que pueden utilizarse para otro tipo de andlisis' como secuencia-

cidn de aminodcidos.

Proteinas de Pituitaria Humana.

Staton, P.G., y ﬁ;arn,T.w. ( 94 ) reportan 12 separacidn de distintas protei-
nas de pituitaria humana éica en prolactina, utilizando una columna preempa-
cada de intercambio anidnico de zlta resolucidn, columna Mono Q HR 5/5, las

fracciones eluidas de esta columna con mayor densidad Sptica a 280 nm fueron
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identificadas por radioinmunoensayo competitivo, utilizando prolactina unida

a iodo radioactivo, determinando al mismo tiempo si la prolactina obtenida

era inmunoreactiva.

Cromatograma de un éfoécgo crudb'ae pituitaria humana, columna Mono O HR
5/5 eluida con un gradiente de NaCl de 0-300 mM pH 9.6.

'};_ - 7; L ; -
En este reporte se dgécribe la separacidn rapida de mezclas complejas de ﬁrg
teinas, dicha rapiddz es debida a una combinacién de la manipulacién del pH
con fuerza idnica del eluyente, la capacidad de la columna va desde .un haﬁoQ‘:

mol de muestra hasta niveles preparativos.

Receptor de Progesterona.

Heubnery A. Pollow, K. ( 39) reportan la purificacidén de receptores de proges-
terona uterina humana @ partir de muestras de citosol de tejidos humanos, u-
tilizando una columna preempacada de intercambio anidnico de alta reso]ucjén,
columna Mono O HR 5/5, y una columna preempacada de cromatoenfoque de alta
resolucién, columnaz Mono P HR 5/20; a los receptores presentes en el citosol
se les marco radiactivamente por medio de una reac;ién de afinidad con

21-3 7

[N

H]-Dehzdro—01g 2058 el cual es altamente especifico hacia el receptor
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de progesterona, por lo tanto las fracciones eluidas de ambas columnas. con
marca se identificaron como receptores de progesterona:; y se‘caracterizaron

por electroforesis en gel de poliacrilamida.

WL, welth--

Fig. 1. Cromatograma de 'ecnv

eluida con un gradiente de MaCl:de:

. Fig. 2. Misma muestra’'eluid

<luida con polybuffer 74 ;Q 4%

Por esta metodologia fue cosi 1a func1on

de receptor de progestercna, ademas -en: e1 ana11s1s e]ectroforetvco ‘en SDS Po'

Jiacrilamida aparecen dos Ja'Cas.' ’e_la prote1na psta con<t1

tuida por dos péptidos.

Proteinas de Membrana de Zritrocitos Humanos.

Lundahl, P. y Greijer, L. (53 {5%,, r=povtan 15 separ"’acién de las proteinas de mem
brana de eritrocitos humer~.c sbtenidas-a partir de un lisado de eritrocitos-
en presencia de d{versos tetergantes COMOS octﬂglucoﬁdé’ . Berol 185, Mege

¢ entre otros. Utilizande ur2 Zolumna preempacada de intercambio anidnico
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de alta resolucidn: columna Mono Q HR 5/5; Las fracciones eluidas de esta co

lumna fueron caracterizadas por electroforesis en geles de poliacrilamida.
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Fig. 1. Cromatograma de protzinas membranales de eritrocitos humanos, colum
na Mono Q HR 5/5 equilibrada con 50 mM de etanolamina pH 9.0 en presencia de

2mM de ditiotreitol, eluida con un gradiente de MNall 0-1.0 M pH 9.0.

Fig. 2. Aislamiento de glucosa. transportasa’a-partir de una preparacién par
cialmente purificada de eritrocitos humanos;. misma columna y condiciones de

elucidn que la figura 1.

E1 uso de este tipo de ¢rométograf§§ pefmité una muy buena sgparacién de pro
teinas membranales de eritrocités humanqs en presencia de detergentes no i6-
nicos, de tal forma éue fue posible purificar la glucosa transportasa para
llevar a cabo una secuenciacién de aminodcidos. Ademis también fue posible

separar adecuadamente glicoproteinas y la proteina transportadora de iones.

Proteinas del Virus Sendai.

Welling,G. ¥. y Welling-Westery, S. (106) (107) repprtan le separacion de la
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proteina de fusidén (F) del virus sendai, utilizando primeramente una c¢olurna
preempacada de filtracién molecular de alta resolucidn, columna TSK 4000 Xiv,
por otra parte un extracto de protefnas virales se hicieron pasar por una
columna preempacada de intercambio anidnico de alta resolucién, columna MonS
Q HR 5/5; por Gltimo otro extracto de proteinas fueron cromatografiadas en
una columna preempacada de fase reversa de alta resolucién, columna Cq TMS-
250, a las fracciones eluidas de todas las columnas se les probd su. activi~
dad inmunolégica por el método ensayo inmuncenzimatico (ELISA) utilizando an
ticuerpos anti-virus sendai unidos a peroxidasa, todas 1as'fraq6%6nes;fuoron

caracterizadas por electroforesis en gel de poliacrilamida.

— ety

12 min - 20

Fig. 1. Filtrac16n>mo1écula

4000 sk,
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De los tipos de cromatografia realizados se concluye que la filtracidn mole-
cular y el intercambio i6nico son los adecuados para separar la proteina F,
aszcomo otras proteinas constitutivas del virus, ya que de la cromatografia
en fase reversa se obtienen fracciones que no son inmunoreactivas, debido

principalmente a los solventes utilizados para su elucidn.

Proteinas de Superficie del Virus de la Diarrea Bovina.

Karsngs,P. ¥ Moreno-Lépez (48 ) reportan la purificacién de proteinas de su-—
perficie del virus de la diarrea bovina, utilizando una columna de cromato-
grafia de afiﬁidad a base de un gel de agarosa unida a lectinas y una calum-
na preempacada de intercambio anidnico de alta resolucidén, columna Mbno.Q HR
§/5. las fracciones eluidas fueron caracterizadas por electroforesis en gel

de SDS-Poliacrilamida.
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Fig 1. Cromatograma de las proteinas de superficie del virus de la dyarrea
bovina separadas previamente por cromatografia de afinidad a lectinas. colum

na Mono Q HR 5/5 eluida con un gradiente de NaCl 0-1.0 M pH 7.0.
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Fig. 2. Picos con actividad biolégica de la f%gura 1 pasados por la misma co

lumna, eluida con un gradiente de NaCl 0-1.0 M.pH 6.0 en amortiguador de pipe
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Fig. 3 Cromatograma . del material obtenido de la priméra'ctématograffa

en la columna Monon‘HR 5/5'bajb las mismas condiciones de eiuéién;

En esta revisidén podemos obsarvar que el material purificado bajo unas prime-
ras condiciones de elucién puede ser recromatografiado utilizando la misma co
1umha incrementando 1a resolucién de ias proteinas aisladas sobre todo si el

material con que se estd trabajande contiene detergentes. La resolucién serd

mayor si en la segunda corrida se varian las condiciones iniciales.

Proteinas Ribosomales de Escherichia coli.

En Technical Review Series, summer (1985) (80) se reporta la purificacién de
proteinas ribosomales de Escherichia coli utilizando primeramente una columna
preempacada de intercambio catiénico de alta resolucidn, columna Mono S HR

5/5 y posteriormente una columna preempacada de fase reversa de alta resolu-
cibn, columna PRO-RPC HR 5/10, todas las proteinas separadas fueron identifi

cadas por electrcforesis en gel de poliacrilamida en dos dimensiones.
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Fig 1. Cromatografia de intercambio Catidnico de proteinas Ribosomales de
E: coli, columna Mono S HR 5/5 eluida con urea 6 M, Na HzPO4 50 mM, 6mM-2—

Mercaptoetanol pH 6.5; ahadiendo un gradiente de 10-45Z con NaCl1 1 M.

Figs, 2 a 8, Picos de la figura 1, Columna RPC eluida con un gradiente de

trietilamonio/acetonitrilo 18-457 pH 7.2,

Como se puede apreciar en este trabajo la combinacién de estas dos técnicas
cromatograficas dan resultados oOptimos para la separacidn y caracterizacidn

de proteinas ribosomales bacterianas; otra ventaja es que utilizando una co-

lumna de fase reversa relativamente corta (5 X 0.5 cm) los resultados obte-

nidos fueron alin mejores que en aquellos experimentos en donde se utilizan

columnas mas grandes.

Enterotoxina de E, ¢oli.

Ronnberg,B. y Wadstrom,T. ( 85) tébdntanijajl ficéciéhide ja enterotoxina

de Escherichia coli estable al:caibff(éT):basandq_ niéébfenédénte de cultivo

por una columna de cromatografia ’d

rosa CL-4B, posteriormente. se pa%é;dér

empacada con biogel P-6, para f 7uti]izaﬁ dné‘co1umna preempacada de

intercambio anidnico de alta ré}é?ypjs éoiéhna'mono Q HR 5/5, 1la actividad
biclégica de las fracciones seideterﬁihé jﬁochTéndo.diTuciones seriadas de
la enterotoxina purificada en fé%p és;factantes y observando la dosis minima
efectiva que estd reportada cghé:iéi;én;idad minima‘nécesaria de -tosina que
provoca una respuesta pnsitiva{ é;ragtérizada por acumulacién de liguidos en

=1 intestino del ratén lactantz.
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—A280
= [Na] M

Cromatograma de la enterotoxina ST de E. coli, columna mono Q HR 5/5 eluida:

con un gradiente de NaCl 0-400 mM, pH 7.6.

Podemos decir que el uso de la cromatografia liquida de alta resolucidn es
de gran ayuda ya que nos da una gran pureza de la enterotoxina sustituyendo
asi a métodos cromatograficos lentos y no tan eficientes como 1a cromatogra-—

fia liquida tradicional.

Enterotoxina de Clostridium difficile.

Rihn;B.y Monteil (- 83) reportan la purificacidn de una enterotoxina de (los-

tridium difficile. Utilizando una columna preempacada de intercambio anidni

co de alta resolucidn, columna Mono Q HR 5/5 y una columna preempacada de

cromatoenfoque de alta resolucion, columna Mono P HR 5/20;a las fracciones e-
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luidas de ambas columnas se les probé su actividad enterotoxigénica por los
siguientes métodos:
1. Inoculando el intestino delgado de conejos por el método de asa ligada, op

servando la acumulacidén de fluidos.

2. Observando e1 efecto citopdtico en un cultivo de células Mac Coy.




96

Cromatograma de las fracciones obtenidas en 1a columna Mono Q HR 5/5 que pre-
sentaron actividad biolégica, columna de cromatoenfoque, Mono P HR 5/20 deter
minando la actividad enterotoxigénica por los mismos métodos. pH inicial de

1a columna 8.3; eluida con polybuffer 74 pH 5.0.

Debido a l1a utilizacidn de estas dos técnicas cromatograficas se pudo separar
la enterotoxina de €. difficile en 2 subunidades que la constituyen; para su

posterior caracterizacidn electroforética.

Deteccidn de Productos del Metabolismo de Cultivos Celulares.

Frejy,A. y Hedman,P. ( 33) ( 37) reportan el analisis de los productos del me-
tabolismo de cultivos celulares, utilizando las columnas preempacada; de inter
cambio anidnico de alta resolucidn, columna Mono Q HR /5, y de intercambio
cgtiénico de alta resolucidn columna Mono S HR 5/5; los productos de metabo-
1ismo analizados fueron: la produccion de anticuerpos monoclonales IgG 1 con

tra Neisseria gonorrhoeae por cultivoc de hibridomas; la produccidn de protei-—

nas por un cultivo de E. coli, vy la identificacidn de beta galactosidasa pro-

ducida por fermentacidn.
Ay o 1 i . -

‘e emmemes up—
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Cromatogramas de los productos del metabolismo de un cultivo de E. coli, sepa
rados en la olumna Mono Q HR 5/5 eluida con un gradiente de NaCl 0-0.6 M,

pH 5.8.

Fig. 1 Comenzando la fermentacién.
~Fig. 2 Tres horas de crecimiento.

Fig. 3 Después de seis horas de crecimiento. -

‘Anilisis cromatogrifico del sobrenadante de cultivo de hibridomas utilizando
ta columna Mono S HR 5/5 eluida con un gradiente de NaCl 0-0.5 M..acetato de
sodio 20 mM, pH 5.0,

Fig. 1 Después de 16 horas de crecimiento.
Fig. 2 Despues de 120 horas de crecimiento.

Fig. 3 Después de 230 horas de crecimiento.
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Como se puede observar el uso de la cromatografia l1iquida de alta resolucidn
resulta ideal para el andlisis de los productos de metabolismo de cultivos ce-

Tulares.

Particulas de 22 S de Qocitos de Ovario.

Kleinschmidtyd. A. y Franke,W._(SO ) reportan la purificacion de particulas
con un coeficiente de sedimentacidn de 22 S de oocitos de ovario de Xenopus
laevis, obéenidos por ultracentrifugacién en gradientes de sacarosa. Las
fracciones 22 S se purificaron haciéndolas pasar por una columna de Deae-se-
phacel y posteriormente por una columna preempacada de intercambio anidnico
de alta resolucidn, columna Mono Q HR 5/5. Las fracciones obtenidas fueron
analizadas por microscopia electrénica (ME) y caracterizadas por electrofore-

sis bidimensional,

IMinm

1 © 20 20 Pracoon o

Cromatograma de partfgu1a5>22 S de- Xenopus leavis, columna Moro Q HR 5/5 elui

da con un gradiente de KC? '0-0.06 M.
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El uso de la cromatografia iiquida de alta resolucidn permite la purificacién

de particulas 22 S presentes en células de ovarios de Xenopus -laevis, por and

1isis en electroforesis bidimensional se concluyd que dichas particulas estén

constituidas por doce polipéptidos y por M, E. se observd que su morfologia

es de cilindros de 10 nm de diimetro por 16 nm de altura. A pesar de tener

una buena caracterizacidon bioguimica., se desconoce a la fecha la funcidn de

estas particulas.

Hemoglobina Piridoxilada.

PristoupilyT. I. y kramlova V. (76 ) (52 ) reportan la purificacidn de hemoglo

bina copolimerizada con albimina sérica, por medio de la accibén de piridoxal
5~-Fosfato y gluraraldehido, utilizando una columna preempacada de intercam-

bio anibénico de alta resolucidn, columna Mono Q HR 5/5.
i

Cromatograma de hemoglobina siridoxilada separada en 1a co]dhna'?ohafﬁ‘?F_5/5,

eluida con un gradiente de Lall 0-0.3 M, pH £.0.

Las proteinas separadas fueron albimina sérica, hemoglobiha bif.dslﬁiéde.~#e—
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tahemoglobina y algunos otros picos que corresponden a 1a hemoglobina polime-—
rizada; ademds se comprobé que la cromatografia l1iquida de alta resolucidn
muestra reprodﬁcibi1idad en trabajos de rutina por lo que se aconseja el uso
de este tipo de columnas para separar mezclas de hemoglobinas o bien mezclas

comp]ejas de protefinas.

Hemoglobina Glicosilada.

StenmangU. H. y TeramagK. (97 ) reportan la purificacidn r3pida y cuantifica-
cibn de hemoglobina glicosilada humana a partir de un lisado de eritrocitos,
utilizando una columna preempacada de intercambio catidnico de alta resolu-
cion, columna Mono S HR 5/5. Las fracciones fueron identificadas espectrofo-

tométricamente por el método de Trivelli (101).

Cromatograma de'1{Sadozde e ﬁehtifitaﬁdo_HB~Ala -Hb:ﬁibblﬂbﬁklc,

b F, Hb Ald, Hb Ao, Hb AZ. Columna Mono S HR 5/5.

tos resultados obtenidoc por cromatografia 1iquida de alta résé1ué¥3h S§n,;og

zarables con la técrica de eleccidn propuesta por Trive]11; ]afcua17Uti}iza
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una matriz 1lamada Bio-rex para la separacidn, pero con la ventaja de que por
cromatografia liquida de alta resolucién los resultados se obtienen en 7 minu

tos contra 40 minutos que se 1leva 1a técnica de eleccién.

Identificacidn de Hemoglobinas Humanas Anormales.

Robinet,D. y Funes, A. ( 84) reportan la identificacion de hemoglobinas anorma
les en pacientes con hemoglobinopatias a partir de muestras de sangre hemoli-
sadas y deslipidizadas utilizando las columnas de intercambio anidnico y catid
nico de alta resolucidn, columna Mono Q HR 5/5 y columna Mono S HR 5/5; las
fracciones eluidas de ambas columnas fueron caracterizadas por e]ectroforégﬁ;
en acetato de celulosa utilizando hemoglobinas anormales de origen comercial
como controles, ademis éstas fueron cromatografiadas por separado con el obje

to de determinar su tiempo de retencién.

Cromatcgrama de un hemolisado proveniente de un paciente con hemoglobinopatia,

utilizando la columna Mono S HR 5/5,
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Se identificaron la presencia de las siguientes hemoglobinas Hb F, Hb Alc, -

Hb Al, Hb Bd, Hb E, Hb S. Hb C1.

Con el advenimiento de la cromatografia 1f{quida de alta resolucidn es poéjb]e‘

separar las distintas variantes de hemoglobinas descritas en la litergtUFa i

evitando técnicas como la electroforesis la cual sdlo da resultados sat

de Ta Hb A1,

Trombospondina,

Cleazardin,P. y Clemetson,X. J. (15 ) reportan el ais]aﬁj
na de un lisado de plaguetas humanas estimu]adasiéén g;o@ ina ;qé%iiéégdbfuﬁé
:columna preempacada de intercambio anfénicokde altéffésofdcién;7;31;ﬁgqlMgﬁb»,
Q HR 5/5; las fracciones eluidas fueron identiffcédas‘por'inhunoelecﬁfofore-

sis en cohete {Laurell) y radioinmunoensayo {RIA), caracterizadas por eleétfg

foresis en SDS-Poliacrilamide.
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Cromatograma de un extracto crudo de plaquetas humanas, columna Mono

Fige 1
Q HR 5/5 eluida con un gradiente de NaC} 0-1.0 M, pH 6.0 (e} pico
con 1a flecha es la trombospondina con actividad biolbégica). -
Separacién de la trombospondina de otras protéinas contaﬁinahﬁés. co-

Fig, 2
" Jumna Mono Q HR 5/5 eluida con las mismas condiciones.

Como se puede observar la cromateografia liquida de alta resolubiéh aelintefcag
bio anidnito puede utilizarse para separar proteinas secretadas por:pléquefas

humanas, y asi 1levar a cabo estudios posteriores para comprender mejor surfug

cién evitando de esta manera la desnaturalizacidn de la muestra. Por otra par
te el proceso de separacidn es rapido (20 min.). Es importante sefalar que

esta proteina también se puede separar por cromatografia de afinidad empiean-

do Heparin-Sepharosa como soporte; sin embargo:eT‘proteSQ.no es tan répido co

mo el mencionado.

Beta~Endorfina.
Stenmang V. H. y Huhtata,M. L. ( 96) reportan la purificacién de beta-endorfina

en plasma de mujeres embarazadas en labor de.paktp. primeramente las protefnas
plasmaticas fueron eliminadas por un procesc de prec{pitacién a pH acido dejan
do solubles a las beta-endorfinas presentes; el sobrenadante se pasd por una
columna ﬁreempacada de intercambio catidnico de alte resolucidn, <olumna Mono
S HR 5/5; las fracciones eluidas fueron analizadas por radioinmunoensayo utili

zando anti-beta-endorfina acoplada a |2 10
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Cromatograma de beta-endorfina purificada de plasma humano en la columna Mono
S HR:5/5 eluida con un gradiente de acetato de amonio 0.05-0.5 M conteniendo

207 de acetonitrilo, pH 5.5.

El uso de esta metodologia permite la separacidn de beta-endorfina en plasma
de mujeres embarazadas, ademds de separacién la técnica de intercambio iénico
de alta recolucidn tiene un efecto de concentracidn el cual fue aprovechado

pare hacer mds zensible e método de andlisis posterior a 1a cromatografia.

Separacibén de Proteinas del Plasma.

Tomono, T. y Tokunaga,E. (100) reportan el ané]As de plasma humano por cromato
grafiz liquide de alta resolucidn de intércgﬁbjo éniénico.:utflizando las. co-
Tumnas preempacadas Mono 0. HE'S/S y PQ]yQﬁéh’S.I. Déspué:'de ancontrar los
fectores ideales para la separacién'como\son:f‘éthosidnén de1‘:§1yeh€e, pH.
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fuerza ibnica, etc., se obtuvieron varios picos, 1os cuales fueron caracteri-—
zados por electroforesis en gel de SpS-Poliacrilamida y por inmunoelectrofore

sis.

g
wn
NaCl conciM)

o

o 3 ) 9 7]
{min)

{min)
Cromatograma de plasma humano en la columna Mono Q HR 5/5 eluida

Fig. 1 con

7 un gradiente de NaCl 0-0.5 M, pH 6.0.
Fig. 2 Misma muestra columna Polyanion SI, mismas condiciones de elucidn.

Se observé que en la columna Mono Q HR 5/5 se obtuvo mayor nimero de proteinas
sebaradas que con la columna Polyanion SI; por lo que la hace ideal para el a-—
nalisis de plasma de pacientes con anormalidades como mielomas y leucemia: ade

mds las fracciones obtenidas conservaron su actividad bioldgica.

Proteinas Humanas Anocrmales.

Hi1l, E. ( 41) reporta la deteccidn de proteinas anormales presentes en suero y

orina de pacientes con padecimientos renales, utilizando una columna de inter-—

cambio anidnico de alta resolucidn, columna Mono Q HR §/5, encontrando princi-

palmente albumina, beta-2-microglobulina, etc.
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Cromatograma de una muestra de orina de un paciente con padeéimiénto'rénalry

proteinuria, coiumna Mono Q HR 5/5.

La identificacién de proteinas excretadas en orina han sido detectadas ‘tradi-
cionaimente por técnicas electroforéticas; ahora utilizando la cromatografia

liquida de alta resolucidn mezclas complejas de proteinas son separadas Fficil

mente, recomendando utilizar patrones para su identificacidn; el tiempo reque

rido para la separacibén es minimo en comparacidn con técnicas tradicionales.

Proteinas de Suero Humano.
Fagerstam,L. y Wahlstrom,L. ( 28) ( 29 ) (105) reportan el andlisis da protes

nas de suero humano por cromatoenfoque de alta resolucidn utilizando ls =olum
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na preempacada Mono P HR 5/20: los picos obtenidos fueron caracterizados por
enfoque isoeldctrico y por electroforesis en gel de poliacrilamida e identifi

cados inmunoldgicamente por electro—inmunodifusidén en cohete (Laurell).

Cromatograma de suero humano en la columna Mono P HR 5/5, pH inicial de la co
Tumna 6.2 eluida con polybuffer 74 pH 4.0: se identificaron las proteinas al-

fa-1 antitripsina y gldbu1ina Ge.

El uso de cromatoenfoque permitid separar las proteinas de suerc humano en un
intervalo de pH de 4,3-3.8 realizado en menos de 60 minutos. ‘Esta técnica:
tiene las mismas ventajas que el enfoque isoeléctrico, pero ademis puede ser

utilizada con fines preparativos.
Andlisis e Proteinas del Liquidc Cefalorraquideo.
Kjellin, K. 6. y HallanderyL. B. (49) reportan el andlisis de las proteinas

que componen el liguido cefalorraquideo, utilizando cromatoenfoque de alta re

solucidn, columna preempacada Mono P HR 5/20, las fracciones eluidas fuergn
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caracterizadas por inmunoelectroforesis e inmunonefelometria.

o ‘ . somi”
Cromatograma de L.C.R. columna Mono P HR 5/20, pH inicié] de la columna 7.4

'_}eluidé con polybuffer 74, pH 4.0.

E1 uso del cromatoenfoque en cromatografia liquida de alta resolucidén permite
el andlisis de las proteinas de liquido cefalorraquideo por puntos isoeléctri
cos, lo que puede ser utilizado para detectar proteinas. anormales en L.C.R.:

por otra parte la separacién se obtiene en fcrma rapida y las fracciones eiui

das pueden ser analizadas por otros métodos como los inmunoelectroforéticos.

Proteinas en Orina.

Lindblom H. y Turner R. ( 57) ( 56) reportan ei andlisis de orina humana de
pacientes con problemas renales utilizando una columna preempacada de inter—
cambio anidnico de alta resolucidn, columna Mono D HR 5/5 y una columna preem
sacada de cromatoenfoque de alta resolucidn, columna Mono P HR 5/20: a los pi

cos eluidos de ambas columnas se les identificd por inmunoelectroforesis y se
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por electroforesis en gel de poliacrilamida.

oH 4 ~ p2-micioglobulin ‘ .
7.0- ‘ 7

L R .o
- Elution volumen

Cromatograma de orina:de pacientes con deficiencia renal identifican-

Fig, 1
do: ) ’
f. Beta—z—m1croglobu11na. 2. Cadenas L de IgG, 3. Transferr1na.,4. Al
fa’ mcr‘oé obuhna. A'lfa anti-tripsina y glicoproteina ac1da. 5. A]bu-
mina co]umna Mono 0 HR 5/5 e1u1da con un grad1ente de Nam kO-—O 35 M.
=8 9.5

Fig. 2,‘Mismé"‘wri\:n;éﬁs‘t'rf;,#eparahdo' Beta-2-microbiobulina, co‘lumna‘ib‘,onofP,-H /Zd.

»Hg{ﬁi;{a1§de‘1a calumna 7.1 eluida con polybuffar 745 pH-
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la eleccidén del pH al cual se 1leva a cabo el intercambio iénico.

Venenos de Insectos de Origen Proteico.

Einarssoq,R. y RenckgB. (23) (24 ) reportan la separacién de las proteinas
presentes en venenos de insectos como abeja§ y véspidos utilizando una colum-
na preempacada de intercambio catidnico; columna Mono S HR 5/5: prgvjamente
las condiciones de elucidn se establecieron 1levando a cabo una éqfﬁa’dé’titg

lacién electroforética de la muestra: a las fracciones obtenidas se’ lés probd

las siguientes actividades:

1. Actividad de fosfatasa acida por hidré]jsis'dl~“

4. Actividad proteolitica demostrada por difusién radiéTﬁénféQéﬁSsS coﬁtenieg

do albumina como sustrato.
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A FOSFOLIPASA A
H FOSFOLIPASA B
& HIALURONIDASA
73 FOSFATASA ACIDA

Cromatograma de veneno de insectos; columna Mono S HR 5/5 eluida con un gré—

diente de NaCl 50 mM-350-mM, pH 8.4,

La cromatografia liquida de alta resolucidn es una herramienta Gtil en la ca—
racterizacién de los componentes en ponzofias y venenos de insectos, y tomando

ern cuenta que el tiempo de corrida es muy corto. Este método es ampliamente
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utilizado para el control de calidad en la preparacién de alergenos con fines

terapéuticos.

Veneno de Echis ecarinatus.

Dyry J. E. y Vodrazka, Z. (22 ) reportan la separacidon de las proteinas presen—

tes en el veneno de la serpiente fchis carinatus, utilizando una columna pre—

empacada de intercambio aniénico de alta resolucidn, columna Mono Q HR 5/5, a

las fracciones eluidas se les detectd las actividades de:

1. Accidn ¢oagulante.

2. Hidr6lisis de un sustraté cromogénico que se utiliza para la prueba,dé trom
bina (TS-TOS-GLY-PRO-ARG-pNa-HC1).

3. Actividad fibrinolitica determinada por el! aumento de] tiempo de ?éagu]a—

cién de una muestra control.

o2
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Cromatograma del veneno de Echis carinatus identificando las proteinas que lo

componen, columna Mono Q HR 5/5 eluida con un gradiente de NaCl 0-0.35 M,

pH 8.0.

Con el uso de la cromatografia liquida de alta resolucidn de intercambio anid
nico se pudo no solamente fraccionar en sus diversos componentes el veneno de
Echis carinatus, sino que también se comprobd que algunas fracciones tienen
actividad -procoagulante (ecarina); y otras tienen actividad fibrinolitica.
Ademas las fracciones separadas pueden ser caracterizadas por otros métodos

como .la electroforesis en SDS—Poliacrilamida.

Compuestos Antibacterianos no especificos en Leche.

Ekstrand, B. y BjorrckylL. (25 ) reportan la separacidén de diferentes factores
antibacterianos no especificos como lactoferrina, lactoperoxidasa, lisosima,
utilizando una cromatografia previa con CM-cellulosa y posteriormente cromato
grafia liquida de alta resolucidn en una columna preempacada de intercambio
catidnico, columna Mono S HR 5/5, las fracciones eluidas se les midid su acti
vidad de lactoperoxidasa utilizando un sustrato cromogénico (2.2-Azino-D1-3-

atil-benzatiazolin sulfonato) (ABTS), vy se les hizo un andlisis de aminoaci-

dos.
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Cromatogramas de proteinas antibacterianas presentes en leche, co]umnakMonqAS

HR 5/5 eluida con un gradiente de NaCl 0~1.0 M, pH 7.0 en Q.01 M deﬁmidézoﬁv )

Fig. 1) Lactoperoxidasa, 2) Lactoferrina, 3) Lisosima Humana, 4) Lactoferrina .’
humana. Ademds se aplicaron a la columna muestras de lactoferrina bovina, 1i-
sosima humana, y lactoferrina humana purificadas y de origen comercial cqn‘ el

cbjeto de determinar los tiempos de retencidén de la columna.

E% uso de la cromatografia liquida de alta resolucidén da como resultado el te-~

nes un método rapido, cuantitativo o cualitativo para el andlisis de proteinas
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antibacterianas presentes en la leche, ademis permite el estudio de la varia-
cibn de estos componentes durante los distintos perfodos de secrecidn de le-

che.
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IV. CONCLUSIONES

De acuerdo a la revisién bibliogrédfica realizadé»sg puede concluir'qge;

1. La cromatografia 1fquida de alta resdluciSnAFPpcipgrmite separar grandes

biomoléculas sin afectar su estructura ni su funéiéﬁ‘biblagiéa;

2. Este método ofrece una gran versatilidad en la seﬁatqciﬁn ya que podemos
realizar técnicas cromatogrdficas como filtracidn molecular, iﬁcercanbio
iénico, éromutoenfoque y fase' reversa, basandose en gran medida en la
naturaleza intrinseca de cada soporte, asf como tzmbién del grupo funcional
con el cual estos hayan sido sustituidos, por ejemploc aminas cuaternariss,

grupos sulfonatos, poliaminas, etc.

3. La separacidn de biomoléculas por esta metodologfa estd dada exclusivnmehtq'
por las matrices utilizadas y de &stas depende una buena resolucién en

la separacidn,

4, La cromatografia lfquida de alta resolucién FPLC aprovecha las caracterfsticzs

flsicoquinicas de las moléculas tales como pH, punto isoeléctrico ‘dén’:dé¢>r,

de carga, solubilidad, etc. para poder separarlas.

5. La cromatograffa quuidu.de alta resolucibn FPLCﬁes'éih‘d

para la separacidn de biomolé&culas de origen pro:eicp‘ééléb

'
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mejores resultados y por otra parte pueden complementarse con técnicas
analfticas como la electroforesis, secuenclacién de aminodicidos o bien

secuenciacién de &cidos nucleicos.

7. Por Glvimo se concluye que los resultados que se encuentran en esta
revisidn bibliogrdfica pueden servir como una gufa para todos aquellos
laboratorios de 1investigacidn y laboratorios clfnicos interesados en separar
una biomolécula dada debido a que se plantean diversas alternativas y

se hace referencia a la cita bibliogrdfica original para que ésta pueda

ser consultada oportunamente, ayudando de esta manera a tener mids clara

la estrategia de purificacidn por parte del investigador.
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