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Nomenclatura

AU Unidades de absorbancia

AIR Actividad intrinseca relativa
BPL Buenas practicas de laboratorio
CAF Cromatografia de afinidad

CCF Cromatografia en capa fina

CEM Cromatografia de exclusiéon por
tamafio molecular

CFR Cromatografia de fase reversa
CFG Cromatografia de filtracion en gel
CFN Cromatografia de fase normal

CL Cromatografia de liquidos

CLAP Cromatografia de liquidos de alta
presion

CLAR o HPLC Cromatografia de liquidos
de alta resolucion o por sus siglas en
inglés  High  performance liquid
chromatography

CLUR o UPLC Cromatografia de liquidos
de ultra resoluciéon o por sus siglas en
inglés  Ultra  performance liquid
chromatography

CP Cromatografia en papel

CV Coeficiente de variacién o Desviacion
estandar relativa

DL5so Dosis requerida para matar al 50% de
animales en un grupo dentro de un tiempo
especifico

FG Filtracidén en gel

K Coeficiente termodindmico de
reparticion

K4 Coeficiente de distribucion
K promedio Coeficiente de reparto

K” Factor de capacidad o razon de
reparto

LC Limite de cuantificacion
LD Limite de deteccién

Lf Limite de floculacion
MM Masa molecular

mg Miligramos

ml Mililitros

pl Micro litros

pg Microgramos

n Numero de mediciones o muestras o
determinaciones

N Numero de platos tedricos

PCB policlorobifenilos o bifenilos
policlorados son una serie de
compuestos organoclorados

pl Carga eléctrica

R Resoluciéon

a Retencion relativa o selectividad o
separacién entre picos

S Desviacién estandar
SNC Sistema nervioso central
Ref. Sustancia de referencia

Tr Tiempo de retenciéon



TT Toxoide tetanico

to Tiempo muerto

Vr Volumen de retencion

VE Volumen de la fase estacionaria
Ve Volumen de elucion

Vo Volumen vacio



Resumen

Se describe un método de cromatografia liquida de alta resolucion por filtracion en gel
(CLAR-FG), para realizar estudios experimentales acerca de la integridad en la estructura
proteica del Toxoide Tetanico (TT) del lote: TAM137 y su conjugado hapteno-proteina (M-
TT lote: 2) durante el almacenamiento a baja temperatura (4 £2°C) y sobre los efectos que
causa la exposicion prolongada a diferentes temperaturas sobre la conformacion estructural

de la proteina del TT y su conjugado.

El TT es utilizado como proteina acarreadora en una formulacion hapteno-proteina, este
conjugado es utilizado en un modelo de inmunédgeno dirigido contra compuestos opidceos
causantes de generar dependencia fisica, psicologica y abuso a estas sustancias con un
potencial altamente adictivo. Con el objetivo de desarrollar un tratamiento que genere
anticuerpos especificos contra dichas sustancias y su bloqueo en sangre periférica evite que

surta efecto positivo en el SNC.

Los resultados mostraron que el método disefiado por CLAR-FG logra la caracterizacion de
la materia prima y del conjugado (TT y M-TT) mediante una columna Shodex PROTEIN
KW-803. Para el TT lote: TAM137 un Tk de 9.04 min y para el conjugado M-TT lote: 2
presenta dos compuestos importantes detectados a 280 nm de A el primero con T a 9.202
min y el segundo con Tg b 16.341 min. Los ensayos realizados demuestran los cambios en la
conformacion de la proteina del TT durante el almacenamiento en disolucion y a temperatura
controlada se muestra paulatinamente el cambio por el fendmeno de agregacion a lo largo del
estudio (2 afos y 2 meses) donde se observa que la mayor area bajo la curva corresponde a
compuestos de alta masa molecular y durante el envejecimiento no se produce fragmentacion
o compuestos de baja molecularidad, por lo que se considera que la temperatura 6ptima de

almacenamiento es 4 £2°C. Por otro lado, los estudios realizados a 22 +£2°C no mostraron
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tener efecto en la integridad de la estructura proteica, sin embargo los ensayos mostraron que
después de someter la proteina a temperaturas mayores (37-50 °C) durante una semana
presenta una fragmentacion acelerada. Asimismo, la evaluacion del conjugado muestra que la
integridad en la estructura varia a lo largo de tres afos después de ser formulado, los perfiles
cromatograficos muestran una agregacion para la estructura proteica (a) y fragmentacion para
los compuestos de menor masa molecular (b). Los perfiles cromatograficos obtenidos para
las muestras del conjugado que fueron sometidas a 22°C demuestran que mantiene el mismo
perfil y por tanto la estructura no presenta cambios en su conformacion. El ensayo para la
proteina después de ser sometida a temperatura de 37°C presenta una modificacion en la
integridad de su estructura por fragmentacion a compuestos de menor masa molecular. En
tanto, la muestra sometida a 55°C tiene un efecto de agregacion para la estructura que
corresponde a la proteina (a) y fragmentacion para compuestos derivados de menor masa
molecular (b) debido a las interacciones intermoleculares y del medio por las altas

temperaturas.

Los resultados obtenidos mediante el método descrito demuestran que existen modificaciones
en la conformacion de la estructura de la proteina del TT debido al tiempo que permanece en
almacenamiento, estos cambios se dan de forma gradual, por lo que se requiere llevar
controles de calidad y periodos de analisis mas frecuentes para evaluar la calidad de los lotes
de proteina utilizados en la formulacion del conjugado. El método por CLR-FG resulto ser
util para el control de calidad para la proteina del TT y su conjugado. El estudio de integridad
estructural del TT y su conjugado a diferentes temperaturas muestra que la proteina es 1abil a
temperaturas mayores de 22°C, ya que la capacidad inmunizante esta relacionada con la
estructura proteica es importante controlar la temperatura durante el almacenamiento de

dicho conjugado utilizado en la formulacion de un modelo de inmundgeno contra opiaceos.
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Introduccion

La cromatografia se introduce en los métodos de separacion en 1903 y su posterior desarrollo
y evolucion se produce hacia 1930. La primera persona que definio la cromatografia fue el
botanico ruso Miguel Tswett (1872-1913) en 1906 y eligido el término cromatografia
procedente de las palabras griegas khromatos (color) y graphos (escrito) ya que utilizo el
término cromatografia para describir la separacion de pigmentos vegetales en distintas zonas
coloreadas V. Aunque la mayor parte de las separaciones que se realizan actualmente son de
compuestos incoloros, el término inicial cromatografia se ha mantenido. El mayor avance se
produce en 1930 con Lederer cuando consigue separar los colorantes de la yema de huevo.
Posteriormente los quimicos Khun, Kamer y Ruzucca desarrollan la cromatografia en el
campo de la quimica organica e inorganica, y obtienen el premio Nobel por sus trabajos en

1937, 1938, 1939 respectivamente.

A partir de 1940 los métodos cromatograficos adquieren extension mundial de forma que, en
1940 Tiselius divide los métodos cromatograficos en cromatografia por andlisis frontal,
desarrollo por elucion y desarrollo por desplazamiento, obtuvo el premio Nobel por sus
trabajos en 1948. Al mismo tiempo la cromatografia se aplicaba en el campo de la

bioquimica, y asi Martin consigue separar algunos aminoacidos acetilados.

A partir de estos descubrimientos el uso de la cromatografia se ha extendido debido a su gran
versatilidad y sencillez en algunos casos como la cromatografia en papel (CP) la cual fue
desarrollada por Martin. Y que tiene como soporte papel de celulosa. La CP adquirié una
gran extension por su sencillez y presenta la ventaja de poder utilizar mg y pg, ademas
presenta la opcion de utilizar tanto la técnica descendente (en columna) como la técnica
ascendente. La cromatografia en capa fina (CCF) fue originada por los trabajos de los

investigadores rusos Izmailov y Schraiberen en 1938 al separar mezclas de tinturas
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farmacéuticas. En este tipo de cromatografia la fase estacionaria se extiende sobre un soporte
inerte, la dificultad que presentaba el método era el crear una capa homogénea, sin ningin
tipo de rugosidad. La CCF tuvo valor limitado hasta que Stahl estandariz6 el método para
elaborar capas finas por métodos mecéanicos. En 19541, Martin y James empleaban una
bureta automética para detectar y determinar aminoécidos . El verdadero potencial no se
pudo alcanzar hasta la publicacion de Ray, del primer cromatograma hasta 1954, el detector
utilizado fue conductividad térmica. La cromatografia es una de las técnicas mas utilizadas e
importantes, de forma que ha revolucionado el campo de la quimica analitica y la
biotecnologia entre otros, debido a la amplia gama de compuestos desarrollados como fases
estacionarias y materiales de empaque, columnas, fases moviles y accesorios que permite

tener aplicaciones en muchos campos de la ciencia.

El desarrollo de la CFG por Flodin y Porath en 1958 descubre que utilizando como fase

estacionaria geles se consigue separar polimeros sintéticos de alta masa molecular @),

La cromatografia de afinidad (CAF) ideada por Porath en 1967, usando como fuente un
péptido o proteina unida covalentemente a un ligando fue utilizada para la separacion de

moléculas protéicas.

En la actualidad, existe una necesidad de desarrollar nuevos métodos analiticos que puedan
ayudar a determinar la integridad estructural de biomoléculas que son utilizadas para generar
una respuesta inmune en contra de farmacos que actiian sobre el SNC, y que tienen gran
trascendencia, tanto desde la terapéutica como desde la toxicologia, ya que este factor influye
directamente en la calidad, seguridad y eficacia de cualquier producto utilizado con fines

preventivos o terapéuticos. ¥
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Desde el punto de vista neurobioldgico, es necesario conocer el modo en que actian los
psicofarmacos para poder desarrollar nuevas estrategias, lo que se traduce en un espectro mas

amplio de enfoques posibles para el tratamiento de la adiccion como enfermedad mental. ©

En el proceso de vacunacion, se usa la capacidad innata del cuerpo de protegerse a si mismo
frente a agentes dafiinos inmunizando el cuerpo con antigenos que no provocaran la
enfermedad pero que estimularan la formacion de anticuerpos que protegeran frente a la
enfermedad. Sin embargo, no siempre es posible estimular la formaciéon de anticuerpos

simplemente inyectando el agente extrafio.

La preparacion de una vacuna debe ser inmunogena, es decir, debe ser capaz de inducir una
respuesta inmune durante periodos prolongados de tiempo. Ciertos agentes tales como el
toxoide tetanico (TT) son inmundgenos de manera innata, y pueden administrarse en vacunas
sin modificacion después de almacenarlo por varios meses a bajas temperaturas. Sin
embargo, otros agentes importantes como algunos farmacos que crean dependencia no son
inmunogenos y deben convertirse en moléculas inmundgenas antes de que puedan inducir
una respuesta inmune. El uso de vacunas que median la respuesta a través del sistema inmune
por medio de la accion de anticuerpos, son dirigidas en un intento de bloquear la sustancia en
la sangre periférica y evitar su llegada al SNC, con el fin de evitar que la respuesta fisiologica
a la conducta adictiva surta efecto positivo. Para ello se realiza un conjugado hapteno-
proteina. Dicha conjugacion promueve las respuestas de anticuerpo potenciadas al motivo,
donde el motivo es cualquier sustancia que es capaz de estimular la respuesta inmune por si
misma o una vez acoplada. Los motivos incluyen haptenos, antigenos o combinaciones de los

mismos.

Los métodos de analisis que se aplican tanto a la proteina inmunégena como al conjugado

deben evaluar su identidad, pureza y actividad. La cromatografia de liquidos de alta
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resolucion (CLAR) es ampliamente utilizada en el estudio, desarrollo y control de
biomoléculas, con fines analiticos, a microescala o preparativos, en procesos de laboratorio o
industriales, para purificar diversas sustancias. Existen variantes las cuales se basan en
caracteristicas inherentes al analito, en este caso las proteinas pueden aislarse de acuerdo al
tamafo, solubilidad, polaridad, adsorcion, y afinidad. La cromatografia de exclusion
molecular (CEM) se caracteriza por ser una técnica de separacion de biomoléculas basada en
el tamafio molecular, al hacer pasar la mezcla a través de una columna con una matriz con
esferas porosas a alta presion se consigue la separacion de acuerdo con el tamafio molecular,
eluiran primero los componentes de mayor masa molecular seguido de los de menor tamafio,
la CEM es una técnica rapida, sencilla, confiable, facil de reproducir, requiere de un
equipamiento sencillo, las preparaciones cromatograficas presentan buena resolucion y no

. IS r 8-9
dependen de factores fisicoquimicos como lo son pH, temperatura y concentracién. ¢ )
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Fundamentacion teorica

Técnicas de separacion por Cromatografia

Existen muchas técnicas cromatograficas, el objetivo de todas es separar las sustancias que
forman una mezcla y enviarlas secuencialmente a un detector para que las determine y
cuantifique. Todas se basan en el mismo fendmeno: permitir que las sustancias que forman
una mezcla entren en contacto con dos fases. Una de las fases es estatica y tendera a retener
las sustancias en mayor o menor grado; la otra, fase movil, tendera a arrastrarlas. Cada
sustancia quimica tiene distinta tendencia a ser retenida y a ser arrastrada. Dependiendo de la
naturaleza de la fase estatica y de la fase moévil se pueden distinguir distintos tipos de

cromatografia.
a) Cromatografia sélido-liquido. La fase estacionaria es un s6lido y la mévil un liquido.

b) Cromatografia liquido-liquido. La fase movil es liquida y la estacionaria es un liquido

anclado a un soporte solido.

¢) Cromatografia liquido-gas. La fase estatica o estacionaria es un liquido no volatil

impregnado en un so6lido y la fase moévil es un gas.

d) Cromatografia solido-gas. La fase estacionaria es un so6lido y la movil un gas.

16



Figura 1. Clasificacion de los distintos tipos de técnicas cromatograficas.

Segun el tipo de interaccion que se establece entre los componentes de la mezcla y la fase

movil y estacionaria podemos distinguir entre.

a) Cromatografia de adsorcion. La fase estacionaria es un so6lido polar capaz de adsorber a

los componentes de la mezcla mediante interacciones de tipo polar.

b) Cromatografia de reparto. La separacion se basa en las diferencias de solubilidad de los

componentes de la mezcla en las fases estacionaria y movil, que son ambas liquidas.

¢) Cromatografia de intercambio idnico. La fase estacionaria es un solido que lleva
anclados grupos funcionales ionizables cuya carga se puede intercambiar por aquellos iones

presentes en la fase movil.
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Tabla 1. Tipos de Técnicas cromatogréficas.

Tipo Fase movil Fase estacionaria
Cromatografia en papel liquido Liquido (moléculas de agua
contenidas en la celulosa del
papel)
Cromatografia en capa fina Liquido Sélido
Cromatografia de gases Gas Sélido- Liquido

Cromatografia liquida de fase normal

Liquido (menos polar)

Sélido o liquido (polar)

Cromatografia liquida de inversa Liquido (polar) Sélido o liquido (menos polar)
Cromatografia de intercambio iénico Liquido (polar) Sélido
Cromatografia liquida de adsorcién Liquido Sélido
Cromatografia liquida Quiral Liquido-gas Sélido
Cromatografia de Afinidad Liquido Sélido
Cromatografia de reparto Liquido Liquido
Cromatografia liquida de exclusion Liquido Sélido
molecular
Electrocromatografia Liquido Sélido-gel
Cromatografia de fluidos supercriticos Fluido supercritico Sélido

La evolucion de la CL ha determinado el desarrollo de nuevas técnicas conocidas como

CLAR las cuales tienen una aplicacion muy amplia entre las que destacan:

Farmacos: Antibioticos, sedantes esteroides, analgésicos

Bioquimica: Aminoacidos, proteinas, carbohidratos, lipidos

Productos de alimentacion: Edulcorantes artificiales, antioxidantes, aflatoxinas, aditivos

Productos de la industria quimica: Aromaticos condensados, tenso activos, propulsores,

colorantes
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Contaminantes: fenoles, Pesticidas, herbicidas, PCB

Quimica forense: Farmacos de abuso (Drogas), venenos, alcohol en sangre, narcoticos
Medicina clinica: Acidos biliares, metabolitos de farmacos, extractos de orina, estrogenos.
Separacion y purificacion de metabolitos en muestras de sangre

Separacion y purificacion de los metabolitos de farmacos procedentes de muestras de orina
Purificacion y separacion de enantidmeros

Purificacion de compuestos naturales

Purificacion y caracterizacion de enzimas y proteinas

Caracterizacion por Cromatografia

Actualmente se recomienda el uso de la CLAR, para el analisis de péptidos, oligonucleo6tidos,
proteinas, aminoacidos, asi como muchos otros compuestos sintéticos utilizados como
principio activo para diversos medicamentos, ya que al emplear una presion elevada para
forzar el paso de la fase moévil conteniendo la muestra o compuesto de interés por una
columna que contiene particulas muy finas, se consigue asi separaciones de gran
resolucion.®) Al obtener una fraccion purificada es posible establecer las condiciones

cromatograficas para definir un perfil cromatografico para dicha fraccion.

Ademas de su sensibilidad, su facil adaptacion a las determinaciones cuantitativas exactas, su
idoneidad para la separacion de especies no volatiles o termoldbiles y gran aplicabilidad a

. . S, e (10
sustancias que son de primordial interés en muchos campos de la ciencia. ¥

Cromatografia de Liquidos en columna
Los avances en la biotecnologia han requerido el uso de técnicas mas eficientes para la
separacion y purificacion de biomoléculas. Como su nombre implica, la cromatografia de

liquidos (CL), emplea una fase movil liquida que recorre una fase estacionaria. La gran
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ventaja de la CL reside en la combinacion de diversas propiedades de las fases moviles con
distintas fases estacionarias y diversos detectores. ® La CL ha resultado ser una herramienta
muy poderosa y eficiente para separar mezclas complejas, tanto de compuestos de baja masa
molecular como de proteinas, péptidos, oligonucleotidos y acidos nucleicos entre muchos

otros compuestos.

En los inicios de la CL se utilizaban columnas de vidrio con didmetros de 1 a 5 cm y
longitudes de 50 a 500 cm. Mas tarde se encontr6 que se podia aumentar la eficiencia
disminuyendo el tamafio de las particulas de los rellenos. A finales de los afios sesenta se
logré desarrollar la tecnologia adecuada para producir y utilizar particulas del orden de 3 a 30
pm. A esta nueva forma de cromatografia se le llamo cromatografia de liquidos de alta
resolucion CLAR o HPLC por sus siglas en inglés (High Performance Liquid

Chromatography). !

Esta evolucion en las técnicas cromatograficas es particularmente importante en el campo de
la bioquimica y la quimica analitica para realizar estudios sobre proteinas de interés
biofarmacéutico. Avances en las areas de gendmica, protedmica y metabolomica, la biologia
molecular y del sistema siguen revolucionado el diagnostico y tratamiento de enfermedades e
incrementa nuestra comprension fundamental de los procesos bioldgicos. Una posterior
evolucion de la CLAR ha llevado a utilizar tamafios de particula ain mas pequefios y ha
permitido el desarrollo de la Cromatografia de liquidos de ultra resolucion (CLUR) y sus

siglas en inglés UPLC (Ultra performance liquid chromatography).

Cuando un analito en particular tiene una mayor afinidad con la fase estacionaria que con la
fase movil, se necesitarda mas tiempo para eluir de la columna y llegar al detector. Esto

requiere cierto tiempo, llamado tiempo de retencion (Tg), en general es dependiente del
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eluyente(s) utilizado, la proporcion de disolventes (con un gradiente) y la velocidad de flujo

de la fase movil.

La principal diferencia con CLAR es que en CLUR opera a una presion mucho mas alta
(alrededor de 1,000 bares), mientras que un CLAR esté trabajando hasta 250 bares. Ademas,
la técnica por CLUR también trabaja con un tamafio de particula mas pequefio en la columna,
que resulta en una densidad superior, lo que produce mayor resistencia al atravesar la fase
movil. Esto se traduce en mejores separaciones, pero se asocia con tiempos de retencion mas
largos, con el fin de eliminar este efecto se trabaja a una presion mayor que en CLAR. Por
tanto al trabajar bajo una presion mas alta con una matriz de tamafio de particula mas
pequefio se consiguen mejores separaciones con mayor resolucion, picos mas estrechos y una
reduccion considerable de cantidad de muestra y sin cambios en los tiempos de retencion
obtenidos. Estas particulas mas pequefias de tamano uniforme de diametro 1.7, 1.8 y 2.5 um
proporcionan una mayor area de superficie de la fase estacionaria dentro de la columna,
haciendo que la separacion de las sustancias pueda ser eficiente, y con una mejor resolucion.
El tamafio de particula mas pequefio en el empaque, hace necesario elevar la presion para que

las particulas del disolvente y la muestra puedan atravesar la matriz.

Por ejemplo, si se reduce a la mitad el tamafio de particula, la presion necesaria es 4 veces
mas grande. La mayor diferencia entre la CLAR y CLUR es que este ultimo utiliza potentes
bombas y tubos metalicos para soportar alta presion. Como resultado, se puede alcanzar una
presion de 1000 bar utilizando CLUR, esta presion es necesaria para mantener el mismo

tiempo de retencion.

La CLUR es el resultado de una innovaciéon que llevo al disefio holistico simultaneo de una
nueva tecnologia de particula para CL, un nuevo disefio de columna, inyectores, bombas y

detectores. La combinacion de la mejora de las columnas rellenas de material hibrido con
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tamaio de particula inferior a 2 pm y la capacidad unica del sistema CLUR de suministrar la
fase movil a alta presion y con una minima dispersion, que permite aprovechar al maximo los
beneficios de ese nuevo material, produce como resultado picos mas estrechos y mas
concentrados. Los sistemas CLUR aumentan el rendimiento y reducen el consumo de

eluyente sin comprometer los resultados analiticos.

Actualmente, se dispone de sistemas CLUR con el objetivo de facilitar mejoras en la
resolucion y sensibilidad analiticas, que brinden confianza en la consecucion de los objetivos
sea cual sea la aplicacion. Ademas, utiliza un 95% menos de eluyente que la CLAR es el
menor consumo entre todos los sistemas CL actuales. Si el mismo trabajo se realiza con
menos instrumentos, significa que la CLUR ahorra energia ademas de ahorrar eluyente y
genera menos desechos. Mejora la responsabilidad e implicacion medioambiental reduciendo
el espacio necesario, el consumo de eluyente, la generacion y necesidad de eliminacion de

desechos organicos y el consumo de energia.

Se ha extendido el uso de CLUR en la ultima década, gracias a las diversas aplicaciones en
varios campos como la quimica analitica y biotecnologia, asi como el desarrollo de nuevos
materiales para el relleno de la columna que contienen las propiedades de tener un tamafio de
particula uniforme como la silice y de no expandirse y la opcion de utilizarlos en un rango de
pH mucho mas amplio. Las desventajas de este tipo de métodos de analisis es que se requiere
de instrumentos y equipo especializado, las columnas son caras y el personal tiene que estar
capacitado para llevar a cabo el proceso. Por lo que, la implementacion de esta tecnologia no

ha sido de facil acceso, a pesar de los buenos resultados que ha mostrado.
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Cromatografia de Liquidos de Fase enlazada

Fase Normal (CFN)

La fase estacionaria es mas polar que la fase movil. Los enlaces de la fase estacionaria tienen
momentos dipolo mas grande que los enlaces en las moléculas de disolvente. Las fases
estacionarias suelen ser polimeros inorganicos que tienen gran nimero de poros de tamafio
molecular de modo que sus areas superficiales son grandes. Los dos materiales mas
comunmente utilizados son el 6xido de silicio hidratado o polimeros de 6xido de aluminio

hidratado, aunque existen diversos compuestos dependiendo la muestra a separar.

La polaridad de la fase movil es el principal factor que determina los volimenes de elucion.
Cuando los disolventes son mas polares, los solutos se desplazan con mayor rapidez y se

eluyen mas rapido. (10)

Fase Reversa (CFR) (11-13)

Todas las formas de cromatografia de liquidos de fase reversa (CFR) son procesos de
migracion diferencial, donde los componentes de la muestra son selectivamente retenidos por
una fase estacionaria y eluidos secuencialmente mediante el cambio de polaridad de la fase
movil. En la CFR se utiliza un empaque hidrofobico, usualmente un grupo funcional
octadecilo u octilo, aunque existe actualmente una amplia gama de compuestos utilizados

como fase estacionaria, y una fase movil polar.

La fase estacionaria para CFR consiste en una matriz porosa e insoluble a la que se le han
unido quimicamente compuestos hidrofobicos. Los soportes para casi todos los rellenos se
preparan con silice rigida, formada por particulas mecénicamente resistentes, porosas y

uniformes, con didmetros que van de 3 hasta 30 pm.
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La silice presenta las ventajas de resistir la aplicacion de altas presiones sin contraerse, y de
no expandirse al contacto con los disolventes. Pero tiene la desventaja de ser quimicamente
inestable; a un pH menor de 2 los ligandos unidos a la silice pueden ser removidos y a un pH

mayor de 7.5, la silice se solubiliza.

A diferencia de la silice, las matrices de poliestireno-divinil benceno son muy estables
incluso a intervalos de pH que van desde 1 hasta 12, lo cual permite lavar y regenerar la
columna con hidroxido de sodio que es el agente mas efectivo para la remocion de proteinas
fuertemente unidas a la superficie de la fase estacionaria. Ademas, el poliestireno-
divinilbenceno tiene un caracter hidrofobico por lo que ya no requiere ser derivatizado,
evitandose asi el inconveniente de procesos ineficientes de union de ligandos. Sin embargo,
presenta la desventaja de expandirse al contacto con los disolventes organicos tipicamente

empleados en CFR.

El acoplamiento de los ligandos a la silice generalmente se efectiia usando reactivos de tipo
clorotrialquilsilanos. En esta reaccion, no todos los grupos silanol reaccionan ya que las
cadenas alquilo generan un impedimento estérico que impide la derivatizaciéon completa de
todos los grupos disponibles. Los grupos silanol residuales imparten una polaridad indeseable
a la superficie, y son responsables del efecto de retencion de modo mixto. Para reducir este
efecto, los grupos silanol residuales se hacen reaccionar con compuestos cloroalquilsilanos
mas pequefios como el clorotrimetil y clorotrietilsilano. A este proceso se le conoce como
bloqueo. Por lo general, el grupo alquilo del siloxano en estos recubrimientos es una cadena
C8 (n-octilo) o una cadena C18 (n-octadecilo), sin embargo, existen una diversidad de

compuestos para cubrir las necesidades de selectividad para cada tipo mezcla en particular.

El mecanismo que se ha propuesto para explicar como estas superficies retienen a los solutos

es el siguiente: Cuando un soluto se disuelve en agua, las fuerzas de atraccion entre las
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moléculas de agua se distorsionan o se rompen. Unicamente los solutos altamente polares o
iénicos pueden interaccionar con la estructura del agua. Los solutos no polares casi no
interactian con estas estructuras y como consecuencia “abandonan” la fase movil para
adsorberse a la parte alifatica o aromatica de la fase estacionaria. La fuerza motriz de la
retencion no es la interaccion favorable del soluto con la fase estacionaria, sino el efecto de

repulsion del disolvente por el soluto.

Cromatografia de Liquidos de intercambio I6nico !>

En disolucion, una de las causas por las que dos iones se enlazan es la atraccion de cargas
contrarias. Los sitios con carga negativa alta tienden a retener los protones con mas fuerza.
Del mismo modo, si se anclan grupos con cargas positivas a una fase estacionaria, atraeran
iones de carga opuesta. Estas interacciones se emplean para separar las especies que se
eluyen segln sus diferencias de carga promedio. Los materiales con fases estacionarias que
tienen cargas enlazadas se llaman de intercambio i6nico. Se llaman asi porque las soluciones
ionicas siempre contienen un numero igual de cargas negativas y positivas. Los iones del
soporte de resina siempre se asocian con alglin ion de carga opuesta de la fase movil. El ion
asociado inicialmente con el sitio solo lo deja cuando se intercambia por otro nuevo. Las
fases estacionarias formadas por polimeros entrecruzados con cargas negativas fijas se
intercambian con iones positivos y se llaman resinas de intercambio catidnico y los polimeros
con cargas positivas enlazadas covalentemente sobre ellos intercambian iones negativos y se

llaman resinas de intercambio anionico.

Debido a la dependencia crucial del pH, la fase movil casi siempre se amortigua a un pH fijo

elegido cuidadosamente.
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Cromatografia de Exclusién por tamafio Molecular "% '*'”

La cromatografia de exclusion por tamafio molecular (CEM) es una técnica conveniente y
altamente predecible para la separacion de mezclas cuyos componentes son suficientemente
diferentes en masa molecular. Para moléculas pequefias, un tamafio diferente de
aproximadamente 10% es necesario para obtener una resolucion aceptable, para

macromoléculas es necesario el doble de la diferencia de su masa molecular.

La CEM se puede utilizar para indicar la complejidad de una mezcla y para proporcionar
valores aproximados de peso molecular para los componentes de dicha mezcla. Es una
técnica facil de entender, y puede ser aplicada a la separacion de biomacromoléculas

delicadas, asi como a la separacion de polimeros organicos sintéticos.

En la CEM especies en disolucion se separan sobre la base de su tamafio molecular, que a su

vez esta relacionado con el logaritmo de la masa molecular.
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Figura 2. Cromatograma tipico en exclusién molecular (arriba). Principio de calibracion (abajo). Modificado de la web

Existe una simple relacion entre masa molecular y volumen de elucion V.. Arriba del limite
de exclusion todos los compuestos son eluidos en el volumen vacio V. Abajo del limite de

penetracion todos los compuestos son eluidos en el volumen total V..

Hay dos tipos de cromatografia de exclusion por tamafio: cromatografia de filtracion en gel
(CFG) y cromatografia de permeacion en gel (CPG). En la CFG, fases moviles acuosas y
fases estacionarias hidrofilicas se utilizan para separar e identificar macromoléculas
biolodgicas. Por otra parte, por lo general en CPG se utilizan fases estacionarias hidrofobas y
fases moviles organicas para obtener informacion de la distribucion de la masa molecular de
los polimeros, porque los solutos se eluyen todos dentro de un pequefio volumen de
retencion, los picos en la CEM estan generalmente estrechos, mejorando asi la sensibilidad y
permitiendo el uso de métodos de deteccion relativamente poco sensibles tales como indice
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de refraccion (IR). La deteccion del IR es particularmente adecuada para la CPG, ya que

muchos polimeros no tienen cromoéforos u otras propiedades detectables.

Mecanismo de Retencion

La fase estacionaria en la CEM es un sustrato altamente poroso cuyos poros pueden ser mejor
penetrados por pequefias moléculas de soluto. Debido a que las moléculas de soluto mas
grandes no pueden entrar tan profundamente en los poros, son totalmente excluidas de los
poros, y se eluyen primero de la columna. Debido a que las moléculas de la fase movil son
generalmente las mas pequefias, son normalmente las tltimas en ser eluidas. El resto de las
moléculas de soluto se eluyen entre estos dos extremos, a la vez dependen de su capacidad

para penetrar en los poros. Como se muestra en la siguiente imagen (Fig. 2).

En la CEM, por lo tanto, a diferencia de otros métodos cromatograficos, la totalidad de la

muestra a menudo se eluye antes del tiempo muerto, ty, del pico de la fase movil.
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Figura 3. Mecanismo de retencién para la separacion de una mezcla con componentes de diferente tamafio molecular.
Modificado de la web

Fases Estacionarias para Cromatografia de Exclusion por Tamafio Molecular

Hay dos tipos de fases estacionarias para la CEM, un tipo para CFG y la otra para CPG. Las
fases estacionarias para CFG son hidrofilas e incluyen polidextranos, gel de alcohol
polivinilico, y gel de silice estos compuestos pueden ser modificados para cubrir con las
necesidades particulares para cada andlisis especifico; las de CPG son hidréfobos y
tipicamente reticulado, geles rigidos de poliestireno-divinilbenceno 0
polihidroximetilacrilato, igualmente existen variantes para objetivos particulares de analisis.
Generalmente, se utilizan columnas de 50 a 300 mm de longitud, con un didmetro interno
entre 0.3 y 8.0 mm, y empaquetado con particulas de entre 3 a 18 um. En la CEM, a
diferencia de otros métodos cromatograficos, la fase estacionaria es el principal factor para

controlar la retencion.
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Al establecer la separacion por exclusion de tamafo, la decision primaria relativa a la fase
estacionaria es el tamafio de poro de la columna. La eleccion de la columna depende del
compuesto de interés. Las columnas para CEM estan etiquetadas de acuerdo con el limite de
exclusion o tamafio de poro, y, para cualquier columna dada, la retencion del soluto puede ser

, ~ [ 18
representada por un grafico de tamafio molecular contra el volumen de retencion, Vg. ¥

La accesibilidad de la muestra a la matriz depende en gran medida del tamafio de poro. Existe
un rango amplio para el tamafio de poro en las columnas que son utilizadas para exclusion
molecular que va desde 100 hasta 10,000 A°. Las moléculas pequefias (masa molecular
<5.000 Da) se separan mediante columnas con los tamafios de poro mas pequefios (100 A°).
Una columna que contiene un material con un solo tamafio de poro nominal es capaz de
separar un intervalo de masa molecular de aproximadamente dos 6rdenes de magnitud. Los
empaques con tamafos de poro alrededor de 250 A° se usan para la separacion de péptidos
pequeiios y oligonucleotidos. Para macromoléculas se recomiendan tamafios de poro mayores
de 300 A°, como para la separacion de proteinas, como se menciond anteriormente, los poros
grandes generan mejor resolucion para biomoléculas mas grandes, en este caso el tamafio

maximo de la particula usada como fase estacionaria es de 10,000 A°.

Para la separacion de proteinas grandes hay una preferencia a usar gel de silice cubierto con
grupos hidroxilo hidrofilicos, ya que las biomoléculas no son capaces de intercalarse en los
poros de las esferas como lo hacen las moléculas pequefias; ademas, no se genera una
adsorcion tan fuerte de las proteinas y por consiguiente, se requiere menor cantidad de

disolvente para la elucion, lo cual disminuye el riesgo de desnaturalizacion de la proteina.
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Fases moviles para Cromatografia de Exclusion por Tamaiio Molecular

Las fases moviles para CEM se dividen en dos grandes categorias: los tampones acuosos
como disolventes en CFG y organicos para CPG. En la CEM, se selecciona la fase movil no
para el control de la selectividad, pero si por su capacidad para disolver la muestra. Ademas,
la fase movil debe tener una viscosidad baja y ser compatible con el detector y relleno de la
columna. El gel de silice puede utilizarse con una amplia gama de disolventes, incluyendo el
agua, pero se limita a un rango de operacion de pH entre 2 y 7.5 por encima de este valor el
gel de silice es hidrolizado. Todos los disolventes, soluciones amortiguadoras, sales, asi como
el agua usada para preparar la fase movil, deben ser de alta pureza quimica, libre de iones
metalicos, asi como de particulas suspendidas. La pureza quimica es importante en la CEM,
puesto que cualquier contaminante en la fase movil puede producir alteracion, y contaminar

la biomolécula purificada.

Consideraciones Practicas

Las separaciones isocraticas usan la misma composicion de fase movil a través de la
separacion. Las eluciones isocraticas se usan cuando la mezcla a separar no es muy compleja

o cuando los componentes de la mezcla tienen tiempos de retencion muy diferentes.

También es importante elegir la fase movil para evitar la interaccion de los componentes de
la muestra con la superficie del relleno de la columna por adsorciéon u otros efectos no
deseados estos efectos no de exclusion por tamafio, por lo general se pueden evitar mediante

la seleccion de combinaciones adecuadas de las fases estacionaria y movil.

Los factores primarios que afectan a la resolucion en la CEM incluyen el volumen de la

columna, tamafio de particula y distribucion de tamafio de poro, la velocidad de flujo, y la
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conformacion del soluto o analito, sin embargo, también deben ser considerados la viscosidad

y temperatura de la fase movil.

La velocidad de flujo tiene un efecto significativo sobre la eficiencia de la columna; un
aumento de la velocidad de flujo tendra resultados en la disminucion de la eficiencia. El
efecto es mucho mayor para materiales de masa molecular mas alta que para los de masa
molecular mas baja. Debido a tal efecto, las columnas de CEM se operan normalmente a
velocidades de flujo bajas, cabe mencionar que la velocidad del flujo depende de las
dimensiones y caracteristicas de la columna. Las proteinas tienen menor difusibilidad que las
moléculas pequefias, por lo que se obtiene una buena eficiencia atin con flujos bajos cercanos
a 0.2 hasta 1 ml/min dependiendo de las dimensiones de la columna. La temperatura se aplica
por lo general en la CEM para ayudar en la disolucion de la muestra o para ayudar a
disminuir la viscosidad del disolvente. La viscosidad de la muestra debe ser menor al doble
de la fase moévil, o puede resultar el ensanchamiento de los picos y prolongarse el tiempo de
elucion. Ambos efectos se traduciran en asignaciones erroneas de las masas moleculares, por
lo que, siempre que sea posible, la muestra se debe disolver en la fase movil. La temperatura
puede afectar profundamente a la CFG, porque las proteinas se desnaturalizan por un
incremento de la temperatura, la estructura de éstas se desdobla y tiene mas sitios de

interaccion con la fase estacionaria, por lo tanto, se incrementa el tiempo de retencion.
r e . 11
Componentes basicos de un sistema para CLAR 1D

La técnica de Cromatografia de liquidos de alta resolucion (CLAR), al utilizar presiones
elevadas para hacer pasar un flujo de fase movil a través de una columna empacada con
particulas micrométricas. Sin la aplicacion de presion seria practicamente imposible que el

eluyente pasara a través de la columna.
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Dadas las caracteristicas de una columna de CEM, se requerira de un equipo de CLAR para
realizar la separacion. Asi que es relevante comentar de forma general como estd conformado

este equipo.

Un equipo de CLAR bésicamente debe contar con un sistema de bombeo que impulse el flujo
de la fase movil a través de la columna, una columna que separe los componentes de la
muestra, un detector que mida alguna caracteristica de dichos componentes conforme van
saliendo de la columna y un procesador que convierta la sefial electronica del detector en un

cromatograma.

La figura 3 muestra un esquema de un sistema para CLAR tipico; enseguida se explicara

brevemente cada uno de los componentes.

Figura 4. Diagrama basico de un sistema de cromatografia de liquidos de alta resolucidon. Modificado de la web
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Figura 5. Componentes de un cromatografico de liquidos de alta resolucion. Foto equipo de CLAR-FG en el Instituto
Nacional de Psiquiatria Ramén de la Fuente Mufiiz.

Sistemas para el tratamiento de los disolventes

Los recipientes que contienen los disolventes a menudo se equipan con un sistema para
eliminar los gases disueltos, como oxigeno y nitrogeno, que interfieren formando burbujas en

los sistemas de deteccion.

Un degasificador puede consistir en un sistema de bombeo por vacio, dispositivos para
calentar y agitar los disolventes o sistemas de difusion que permiten arrastrar los gases

disueltos fuera de la solucion mediante finas burbujas de un gas inerte de baja solubilidad.

Para poder hacer eluciones por gradiente, los equipos de CLAR modernos cuentan con
recipientes conectados a una mezcladora, lo que permite variar la relacion de los disolventes

en forma programada y modificar los valores de manera lineal o exponencial.
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Sistemas de bombeo

Las bombas utilizadas en el CLAR son muy potentes y precisas. El flujo debe ser libre de
pulsaciones y con un flujo que pueda variar entre 0.001 y 30 ml/min, la presion puede ser
hasta de 6000psi (Ib/pulg?) y todos los componentes deben ser resistentes a la corrosion. Los

distintos tipos de bombas dependen del disolvente y tipo de columna que se va a utilizar.

Existen tres tipos de bombas: bombas reciprocas, bombas de jeringa y bombas de presion

constante o neumatica.

Las bombas reciprocas son las mas utilizadas, el 90 % de los equipos de CLAR modernos
cuentan con este sistema de bombeo. El disolvente o fase movil es expulsado de una camara
por el movimiento de vaivén de un piston accionado por un motor. Las bombas reciprocas
tienen la desventaja de que producen un flujo con pulsaciones que se manifiesta como ruido
en la linea base del cromatograma. Entre las ventajas de estas bombas se pueden citar su
pequefio volumen interno (35 a 400 pl), sus altas presiones de salida (por encima de las
10,000 psi), su facil adaptacion a la elucion con gradiente y sus caudales constantes que son
practicamente independientes de la contrapresion de la columna y de la viscosidad del
disolvente. Como una parte mas del sistema de bombeo esta el restrictor colocado a la salida
de la bomba. Cualquier diferencia entre la sefial y un valor preestablecido, se utiliza para

aumentar o disminuir la velocidad del motor de la bomba.
Sistema de inyeccién de la muestra

A menudo, el factor limitante en la precision de las medidas en CLAR, es la reproducibilidad
con que se puede introducir la muestra en la columna. El problema se agrava por el
ensanchamiento de banda que acompafia a la sobre carga de las columnas. Por ello, los

volumenes que se emplean han de ser muy pequefios, de entre 0.2-5 ul para CLUR y de 20 pl
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hasta 500 ul para CLAR. Ademas, se ha de poder introducir la muestra sin despresurizar el

sistema.

El método mas ampliamente utilizado para la introduccion de la muestra utiliza dispositivos
en forma de bucle, que pueden introducir la muestra a presiones de hasta 7000 psi con una
precision aceptable. El sistema de inyeccion de la muestra debe estar ajustado al sistema de

bombeo de otra forma no funcionara correctamente.

Termostatos

En muchas aplicaciones no se necesita un control estricto de la temperatura y las columnas
trabajan a temperatura ambiente. Sin embargo, si se controla la temperatura de las columnas
se obtienen mejores cromatogramas, algunas componentes pueden ser labiles a altas
temperaturas por lo que el uso de termostatos esta restringido al tipo de muestra. La mayoria
de los aparatos lleva hornos que controlan la temperatura de las columnas, estos pueden estar
en K, °C o °F. Otra forma de controlar con precision la temperatura es colocando las

columnas en camisas con agua que provenga de un bafio de temperatura constante.

Detectores

Los detectores en CLAR son de dos tipos basicos. Los detectores basados en una propiedad
de la fase movil que responden a cambios en el indice de refraccion, la constante dieléctrica o
la densidad, las cuales se modifican por la presencia de los analitos y, en contraste, los
detectores basados en una propiedad del soluto responden a alguna de las propiedades de la
muestra como es la absorcion en UV, fluorescencia, actividad optica, etc. Algunos de estos

detectores se describen a continuacion.
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Detectores de absorbancia

Son los detectores mas empleados ya que tanto las proteinas como los acidos nucleicos
absorben luz de esta region. Las longitudes de onda tipicamente monitoreadas son: 210 a 280
nm que corresponde a la absorcion de la union peptidica. Se usa principalmente para

monitorear péptidos que carecen de aminoacidos aromaticos:

- 228 nm para His

- 240 nm para Cys

- 254 nm para Phe

- 250-260 nm para medir oligonucle6tidos
- 280 nm para Trp y Tyr

Los detectores de absorbancia ultravioleta mas simples son los fotometros de filtros con una
lampara de mercurio como fuente. La desventaja que presentan estos sistemas es que el
efluente no se puede monitorear a varias longitudes de onda al mismo tiempo, razon por la

cual existe un arreglo que utiliza luz blanca como fuente.

Detectores de dispositivo de diodos

Este tipo de instrumentos permiten hacer barridos a distintas longitudes de onda de cada uno
de los componentes separados. De esta manera, se generan una coleccion de cromatogramas a
diferentes longitudes de onda de cada pico. El rango de deteccion va de los 400 nm hasta los

200 nm de longitud de onda.

Mediante los dispositivos de diodos se puede determinar la mejor longitud de onda a la cual

absorbe el compuesto de interés.
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Detectores de fluorescencia

La fluorescencia puede ser detectada con un monocromador para encontrar emisiones tipicas
de compuestos presentes en CLAR. Ademas, permite visualizar las manchas producidas por
una CCF si los compuestos o los reactivos de reveladores son fluorescentes. Los detectores
de fluorescencia para CLAR son semejantes en disefio a los fluorimetros y
espectrofluorimetros. La fluorescencia se detecta por medio de un detector fotoeléctrico
colocado perpendicularmente respecto al haz de excitacion. Una ventaja de los detectores de
florescencia es su alta sensibilidad, unas tres 6érdenes de magnitud mayor a la obtenida por
métodos de absorbancia. Esta tecnologia es particularmente importante en el campo de la
bioquimica y de los estudios sobre proteinas, por ejemplo, en inmunofluorescencia e
inmunohistoquimica; o en el analisis de ADN, mediante la técnica de PCR en tiempo real, en

perspectiva de la mayoria de compuestos aromaticos.

Detectores de infrarrojo

Particularmente los detectores infrarrojos son dispositivos electronicos capaces de medir la
radiacion electromagnética infrarroja de los cuerpos en su cambio de vision. Todos los
cuerpos reflejan una cierta cantidad de radiacion, esta resulta invisible para nuestros ojos pero
no para estos dispositivos electronicos ya que se encuentran en el rango del espectro justo por

debajo de la luz visible.

Una de las mayores limitaciones del uso de detectores de infrarrojo se debe a la interferencia
generada por los disolventes que se utilizan. Por ejemplo, las bandas anchas de absorcion
infrarroja del agua y de los alcoholes impiden practicamente el uso de este detector para

muchas aplicaciones.
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Detectores de indice de refraccion

Son considerados detectores universales, pues el indice de refraccion es una propiedad fisico-
quimica de todos los compuestos. Miden las variaciones en el indice de refraccion de la fase

movil cuando hay diferentes solutos presentes.

Estos detectores tienen la desventaja de no ser tan sensibles como la mayoria de los otros
detectores, por ejemplo, son dos a tres veces menos sensible que un detector de absorbancia.
Ademas, son muy inestables a los cambios de temperatura por lo que se requiere un estricto

control de ésta.

La velocidad de flujo proveniente del sistema de bombeo de la fase movil tiene que ajustarse
a la capacidad de la celda del detector, segtn la calibracion del detector para una cantidad de

muestra determinada.

Columnas

Como se explicod antes, la separacion de los componentes de la muestra se produce en la
columna. La mayoria de las columnas para CLAR se construyen con tubos de acero
inoxidable o polimeros como el polieteretercetona (PEGK) de didmetro interno uniforme.
Esta clase de tubos miden entre 50 y 300 mm de longitud. El diametro interno de las
columnas es a menudo de 0.3 a 8.0 mm y los tamaios de las particulas de los rellenos mas

comunes son de <2 a 18 um.

Para aumentar la vida de la columna analitica se coloca previamente una pre-columna que
elimina la materia en suspension y los contaminantes de los disolventes. La composicion del
relleno de la pre-columna debe ser semejante al de la columna analitica; sin embargo, el

tamafio de la particula es por lo comin mayor para minimizar la caida de presion.
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Tipos de relleno de la columna

Existe una gran variedad de compuestos utilizados para la matriz o relleno de las columnas,
este se elige de acuerdo con la muestra que se vaya a analizar y se busca que sea lo mas
selectivo para el compuesto de interés. Los rellenos de particulas porosas para CLAR estan
formados por micro particulas porosas con didmetros entre 2-10 pm y con la menor
dispersion posible para un tamafio determinado. El gel de silice es el material mas
comunmente empleado en columnas para exclusion molecular para este tipo de columnas,

debido a que se pueden producir particulas con didmetros muy uniformes.

Actualmente los sistemas cromatograficos pueden ser adquiridos por modulos de manera que
se puede disponer de arreglos en los componentes del cromatografo de acuerdo con las
necesidades y caracteristicas de la muestra y tipo de analisis particular. De tal forma que se

puede configurar el sistema a conveniencia del analista.

’ 7 1
Parametros cromatograficos generales )

Se mencionan a continuaciéon los parametros mas utilizados en cromatografia y con fines

estadisticos.

El comportamiento de retencion de un compuesto refleja la distribucion del soluto entre la
fase movil y la estacionaria. La concentracion en cada fase estd dada por el coeficiente
termodindmico de reparticion. Cuando K = 1, el soluto se encuentra igualmente distribuido

entre las dos fases.

K=[]e/[Im

Donde [ gy [ ]m son las concentraciones de soluto en la fase estacionaria y la fase movil

respectivamente.
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Factor de capacidad (k")

La razon de reparto o razén de capacidad, k’, relaciona el equilibrio de distribucion de la
muestra dentro de la columna, es decir, es la relacion del tiempo transcurrido en la fase
estacionaria contra el tiempo transcurrido en la fase movil. Matematicamente se define como

el cociente de los moles de un soluto en la fase estacionaria entre los moles en la fase movil:

k'=[]exVe/[ Im*Vm

El factor de capacidad puede ser calculado para cada pico utilizando la siguiente relacion:

k'=Tr —to/to

Donde Tk es el tiempo de retencion de la muestra y ty es el tiempo de retencion de un soluto
que no interactia con la fase estacionaria, también conocido como tiempo muerto. El tiempo
de retencion transcurre desde la inyeccion de la muestra hasta que el compuesto alcanza el
detector. El primer componente eluido debera tener un tiempo de retencion del doble del

tiempo muerto.

Dicho de otra manera, la razén de reparto es el tiempo adicional que un soluto requiere para

eluir, en comparacion con un soluto no retenido, para el cual k’= 0.

La fase movil seleccionada debe dar valores de k’ que estén en el rango de 1 a 20. Valores
mayores de k’ generan tiempos de retencion largos que resultan en tiempo analitico
desperdiciado; y los valores menores que la unidad no proporcionan una resolucion adecuada

entre los solutos.

Los disolventes fuertes proveen pequenos valores de k’, mientras que los solventes débiles
dan valores de k’ mas altos. Se ha visto que por cada 2 unidades de diferencia en el valor de

polaridad de una mezcla de disolventes, el factor de capacidad k’ cambia un orden de
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magnitud aproximadamente, lo que significa que la retencion del compuesto en una columna
particular puede variarse simplemente mediante la modificacion de los solventes de la fase

movil.
Eficiencia (N)

Una caracteristica importante de un sistema cromatografico es su eficiencia, expresada como
una cantidad adimensional llamada nimero de platos teoricos. El término “plato tedrico”
proviene de un estudio teérico en el que se tratd a una columna como si estuviera constituida
de numerosas, discretas y contiguas capas denominadas platos teoricos. Refleja el nimero de
veces que el soluto se reparte entre las dos fases durante su paso a través de la columna. Entre
mas grande sea el numero de platos tedricos de una columna, mayor sera su eficiencia y por

tanto se podra lograr una mayor resolucion.

La eficiencia de una columna puede determinarse a partir de un pico del cromatograma

mediante la siguiente ecuacion:

TR

N =554 ——
w1/,

Donde Tr es el tiempo de retencion del pico y Wi, es ancho del pico medido a la mitad de la

altura del mismo.

El numero de platos tedricos puede ser reportado como platos por metro de columna. En la
siguiente expresion, la altura equivalente a un plato teérico H estd dada por la ecuacion:

y L

"N

Donde: L es longitud de columna y N es el nimero de platos teodricos.
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La eficiencia depende principalmente de las propiedades fisicas de la matriz y de la columna.
La eficiencia mejora mucho al disminuir el didmetro de la columna, al aumentar su longitud y
al reducir el tamafio de particula del empaque o al bajar la viscosidad del disolvente o fase

movil.
Selectividad (o)

La selectividad se refiere a la capacidad del método para distinguir las propiedades de los
componentes a nivel molecular y que permite diferenciarlos. Es importante determinar las
caracteristicas de la molécula que nos permitiran separarla, ya sea masa molecular, caracter

acido base, polaridad, tamafio, actividad bioquimica, 6ptica, etc.

La selectividad (o) es equivalente a la retencion relativa de los picos de la muestra y esta dada

por la siguiente expresion:

k2 _ Vr2
k1 Vvrl

a =

Donde Vr; y Vr; son los volimenes de retencion, k' y k’; son los factores de capacidad para

los picos 1 y 2 respectivamente.

Resolucion (R)

La resolucion de una columna constituye una medida cuantitativa de su capacidad para
separar dos solutos. Los parametros que contribuyen en la resolucion (R) de los picos son la

selectividad (a), la eficiencia o niumero de platos tedricos (N) y el factor de retencion k.

Estos parametros se relacionan en una ecuacion de la siguiente manera:

R = (a-1) (\/N) k’

4a (1+k")
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Para mejorar la resolucion de una columna se pueden variar cada uno de los siguientes

parametros:

(k"): es el elemento mas manipulable debido a que depende de la polaridad de la fase movil.

Para una resolucion optima, k’ debe estar en el intervalo entre 2 y 5.

(N): los platos teoricos se incrementan aumentando la longitud de la columna. Sin embargo,
una consecuencia adversa es un incremento del tiempo necesario para la separacion. La
relacion entre N y R estd definida por el cuadrado de N. Por ejemplo, un incremento en el
numero de platos teoricos N de 100 a 625 aumentara la resolucion por un factor de 2.5 y no
por uno de 6.25. Otra forma de mejorar la resolucion consiste en reducir la altura de los
platos lo cual puede conseguirse disminuyendo el tamafio de particula del relleno o bajando la

viscosidad del disolvente.

(a): implica modificar las caracteristicas quimicas del relleno de la columna.

. ’ e 16,18,19
Parametros para cromatografia de exclusion molecular )

Es facil determinar los volimenes de elucion (V) desde los picos simétricos en filtracion en
gel, sin embargo, el V. no define completamente el comportamiento de la muestra, ya que V.
varia con el volumen total (V;) y la manera en que es empaquetada la columna. La elucion de

una muestra es mejor caracterizada por el coeficiente de distribucion (Kq)

El volumen vacio (Vy) es igual al volumen de eluciéon de moléculas que permanecen en el
buffer porque son mayores que los poros mas grandes de la matriz y pasan directamente a
través de ella. En una columna bien empaquetada el V es aproximadamente el 30% del V, de

la columna.
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El volumen de la fase estacionaria (Vi) es el volumen del buffer dentro de la matriz que esta
disponible para moléculas muy pequenas. El V. de moléculas que se distribuyen libremente
entre la fase movil y la estacionaria menos el V. Donde en la practica el Vg es dificil de
determinar, es mas conveniente sustituirlo por el término (V;—Vy). El volumen estimado de la

fase estacionaria, por lo tanto, incluye el volumen del material s6lido que forma la matriz.

K4 representa la fraccion de la fase estacionaria que esta disponible por difusion de una
especie molecular dada. La fase estacionaria puede ser sustituida por el término (Vi— V) para

obtener el valor de Kpromedio-

Kpromedio =(Ve— Vo) / (V= Vo)

Figura 6. Volumen vacio. (Vo) Volumen total de la columna. (V) Volumen de las esferas. (Vg)

Donde (V- Vj) incluye el volumen de la matriz que es inaccesible a todos los solutos,
Kpromedio N0 €s un verdadero coeficiente de particion. Sin embargo, para un medio dado hay
una razon constante de Kyromedio: Kq que es independiente de la naturaleza de la molécula o su
concentracion. Kpromedio €5 facilmente determinada y, como Ky, define el comportamiento de

la muestra independiente de las dimensiones de la columna y del empaque.
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Curva de Selectividad y medios de seleccion

El Kpromedio €sta relacionado con el tamafio de la molécula. Moléculas de forma y densidad
similares mostraron una relacion sigmoidea entre sus valores de Kpromedio y €l logaritmo de la
masa molecular. Por tanto, existe una relacion lineal entre Kyromedio Y €l log MM en un
intervalo definido. La selectividad de un medio por filtracion en gel depende tnicamente de
la distribucion y tamafio de poro y, es descrita por una curva de selectividad. Graficando
Kopromedio contra el log (MM) para un conjunto de proteinas estandar, la curva de selectividad

es creada para cada medio de filtracion. Como se observa para en la siguiente figura.

Figura 7. Ejemplo de una curva de calibracion para una columna de exclusién por tamafio molecular

El medio de filtracion en gel deberia ser seleccionado de modo que las moléculas de alta
masa molecular sean eluidas en el volumen vacio (Kpromedio= Vo) con un pico de anchura
minima y minimo tiempo en la columna. Y las sustancias de menor masa molecular deberian

eluir cerca de Vi (Kpromedio= 1)
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Resolucion (R)

La resolucion final es el grado de separacion entre picos, es influenciado por muchos
factores: como el volumen de la muestra, el volumen de la columna, la velocidad de flujo, las
dimensiones de la columna, tamafio de la particula, la distribucion del tamafo de la particula,
la densidad del empaque, la porosidad de la particula y la viscosidad de la fase movil. El
¢xito de la filtracion en gel depende de las condiciones elegidas inicialmente que dan la

selectividad y contrarrestan los efectos del ensanchamiento de picos durante la separacion.

La resolucion es definida por la siguiente ecuacion:

R= (Vi — V.1)2/(W+Wy)

Doénde: V;; y V2 son los volimenes de elucion de dos picos adyacentes medidos por el centro

del pico. W; y W, los anchos de los picos respectivamente a 4 unidades c.

(V11-Vyo) representa la distancia entre los picos y 2 (W+ W;) mide la anchura de dos picos.

Figura 8. llustra como se realiza la medicion de los parametros que definen la resolucion. (R;)

La resolucion es funcion de la selectividad del medio y este produce el pico estrecho (minima

anchura del pico).
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La eficiencia del empaque de la columna define la capacidad de producir picos estrechos y
simétricos durante la elucion. La eficiencia es particularmente importante en filtracion en gel
en el cual la separacion se lleva a cabo, con solo un volumen de buffer que pasa a través de la

columna. La eficiencia es definida por el nimero de platos teéricos por metro (N).
N=5.54 (V. /W1,5)> x 1000/L

Doénde: V. es el volumen de elucion del pico. Wy»: el ancho del pico medido por la mitad

(2.360). L: es la longitud de la columna (mm). V. y W}, estan en unidades de volumen.
Analisis cuantitativo

La cromatografia también puede proporcionar informacion cuantitativa acerca de las especies
separadas, lo cual le da un impacto de aplicacion ain mayor a esta técnica. La cuantificacion
se basa en la comparacion del area del pico del compuesto problema con las de uno o mas

estandares.

Los instrumentos cromatograficos estan equipados con integradores electronicos digitales, los

cuales permiten una precisa estimacion de las areas de pico.

Existen cuatro técnicas principales para la cuantificacion: normalizacion de area, calibracion

con estandar interno o externo, y la adicion de estandar.
Normalizacion de area

El area de los picos se reporta como un porcentaje de area total. Esta técnica es muy
empleada para estimar las cantidades relativas de impurezas en una muestra; la desventaja es
que asume que todos los componentes tienen el mismo nivel absorcion a la longitud de onda

que se monitorea.
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Calibracion con estandar externo

Implica preparar soluciones del estindar con una concentracion conocida. Se inyecta el
mismo volumen de cada solucion y se construye una curva de calibracion en funcion de la
concentracion y las areas de pico. La concentracion de los estandares debe ser parecida a la
concentracion que se espera para las muestras. Las muestras de concentracion desconocida se
preparan, inyectan y analizan de la misma manera. La concentracion de las muestras se

obtiene a partir de la curva de calibracion.

A este método se le llama estandar externo porque los estdndares se analizan en

cromatogramas separados de las muestras.

Calibracion con estandar interno

Consiste en la adicion de un compuesto diferente al analito a cada una de la soluciones que se
van a analizar. Se analizan soluciones de muestra de diferentes concentraciones a las que se

ha afiadido la misma cantidad de estandar interno.

Requerimientos para un estandar interno:
- Tener buena resolucion (R>2)
- k” similar al compuesto problema

- El compuesto que se utilice como estandar interno no debe estar presente en la muestra

original

- Que tenga alto grado de pureza

Adicion de estandar

Este método se usa para analisis de trazas. Diferentes cantidades del analito que se desea

medir se adicionan a la solucion problema, la cual contiene una concentracion desconocida de
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analito. A la cuantificacion total se le resta el valor de la cantidad adicionada; de esta manera

se puede calcular la concentracion desconocida.

Determinacion de la masa molecular

La determinacion de la masa molecular por filtracion en gel se puede hacer por la
comparacion de los parametros de volumen de elucion, tal como Kpromedio de la sustancia de

interés, con los valores obtenidos de varios estandares conocidos en la calibracion.

Una curva de calibracion se prepara por la medicion de los volumenes de elucion de varios
estandares, calculando sus valores de Kpromedio correspondientes, y trazar los valores de
Kpromedio contra el logaritmo de sus masas moleculares. La masa molecular de una sustancia
desconocida puede ser determinada, por la curva de calibracion una vez que el valor de

Kpromedio €8 calculado por la medicion del V..

Para la determinacién exacta de la masa molecular, debe tener la misma relacidén entre masa

molecular y tamafio molecular que la sustancia de interés.

Método de calibracion para determinacion de la masa molecular

Preparar una nueva disolucion filtrada de azul dextran 2000 kDa (1.0 mg/ml) en la disolucion
amortiguadora. Aplique azul dextran a la columna usando un volumen <2% del V. para

determinar el V, y comprobar el relleno de la columna.

Disolver las proteinas seleccionadas para la calibracion en el buffer de corrida (a la
concentracion recomendada por el fabricante). Permita unos minutos para la disolucion, y
agite suavemente, no caliente o agite vigorosamente. Si es necesario filtre la solucion de

calibracion.

Aplicar la solucion de calibracion a la columna, en un volumen de <2% del V..
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Determinar los V. para los estandares, por la medicion del volumen eluyente por el centro de

los picos.

Calcular los valores de Kpromedio para los estandares y grafique la curva de calibracion de
Koromedio contra el log MM con la siguiente ecuacion: Kyromedio = (Ve— Vo) / (Vi— Vo) donde:
V. es el volumen de elucion de la proteina. Vj es el volumen vacio = volumen de elucion del

azul dextran 2000 kDa. V; volumen total de la columna.

Graficar sobre papel semilog, trazar los valores de Kpyromedio para cada estandar de proteina
contra los valores de las masas moleculares correspondientes (sobre la escala logaritmica).
Dibujar una linea recta que una mejor los puntos sobre el grafico. La alternativa es usar un

paquete estadistico y calcularlo por regresion lineal.

Aplicar la muestra en un volumen <2% del V;y determine el V. para la molécula de interés.

Calcule el valor de K, omedio para €l componente de interés y determine su masa molecular por
p

interpolacion mediante la curva de calibracion.
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, .z 23-2
Farmacologia de los compuestos opiaceos (23-25)

Los opiaceos son los compuestos alcaloides derivados del opio. El opio es el jugo de la

corteza de las capsulas verdes de la adormidera o Papaver somniferum. Contiene gran

cantidad de principios activos los mas importantes son morfina, codeina, tebaina, narcotina y
papaverina. En 1806, el quimico aleman Friedrich Serturner consiguié aislar el principal
elemento del opio en su forma pura y que llamo6 morfina (se muestra la estructura quimica de

la morfina Figura 7 izquierda).

Figura. 9 Estructuras quimicas de la morfina y heroina, respectivamente. Tomado de Antén y cols.,

20089.

Tras minimas alteraciones quimicas se pudieron obtener opidceos semi-sintéticos. Uno de
estos compuestos analogos es la heroina cuya modificacion a la estructura de la morfina (Fig.
7 derecha) dio como resultado una sustancia con un potente efecto analgésico y placentero,
convirtiéndola en una sustancia de abuso por su alto potencial adictivo. Desde hace 50 afos,
es posible obtener substancias completamente sintéticas, casi sin relacion quimica con la
morfina, pero con el mismo efecto. A menudo se utiliza el término opidceo en vez de opioide.
No obstante el término opidceo se refiere al origen de la sustancia con respecto al opio, es
decir, son sustancias que se extraen de la capsula de la planta del opio. Por extension, se
denominan también asi los productos quimicos derivados de la morfina. El término opioide
se utiliza para designar aquellas sustancias endogenas o exdgenas que se caracterizan por

poseer afinidad selectiva por los receptores opioides, causando analgesia de eclevada
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intensidad, por lo que presentan un efecto andlogo al de la morfina y poseen actividad

intrinseca.

Hughes describié en 1975 los péptidos del cuerpo humano que tenian efectos similares a la
morfina. Los opioides actian como estos péptidos endogenos, denominados también
endorfinas. Los péptidos opioides endogenos y las moléculas opioides, reaccionan en la
misma posicion en los receptores especificos de la superficie de células nerviosas y de células

del musculo liso del intestino.

Los analgésicos opiaceos tienen sitios de reconocimiento especificos, que se denominan
receptores opioides. Estos receptores son utilizados por péptidos opioides enddgenos. Los
mas importantes son la 3-endorfina, la Met encefalina, la Leu encefalina y Dinorfina. Estos
péptidos son capaces de ocupar selectivamente los receptores opioides y de inducir las

: - : 25
acciones farmacologicas propias de la morfina. ¢ )

Tanto los opioides enddgenos como los farmacos opidceos pueden interactuar con diversos

tipos de receptores.

La accion de los derivados del opio es la analgesia. A nivel del SNC hay modulacion de la
respuesta dolorosa. Desde la corteza parten fibras descendentes que hacen escala donde lo
hacen las ascendentes para disminuir la respuesta dolorosa. La analgesia es consecuencia de

la accion de los péptidos opioides sobre los receptores situados en diversos puntos del SNC.

Clasificacion de los compuestos opiaceos

Agonistas puros: actian como agonistas de los receptores. El mas significante es la morfina.

Otros son la codeina, la heroina, la metadona, la meperidina y el fentalino.
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Agonistas parciales: tienen afinidad por un receptor, pero su accién intrinseca es menor que
la morfina. Son analgésicos cuando se administran solos, pero antagonizan los efectos de un

agonista puro. Un agonista parcial es la buprenorfina.

Agonistas - antagonistas mixtos: bloquean (antagonistas) receptores p y agonistas de k. Por

ejemplo nalorfina, pentazocina, butorfanol y nalbufina

Antagonistas puros: Se unen a su receptor, pero no muestran actividad intrinseca, e impiden o
revierten la accion de los agonistas, ademas carecen de efectos analgésicos. Estos farmacos

bloquean los receptores. Los constituyen la naloxona y la naltrexona.

Los ligandos de receptores opioides son sustancias que se unen especificamente a los
receptores opioides. Una vez unidos al receptor desarrollan un efecto que se denomina
actividad intrinseca, y por esta razon son sustancias denominadas agonistas. Los ligandos de
receptores opioides que se unen al receptor, pero no desarrollan efecto alguno, carecen de

actividad intrinseca y se denominan antagonistas opioides.

Los opioides naturales y sintéticos, asi como los péptidos opioides enddgenos, se unen
especificamente y con gran afinidad a los receptores opioides. Los receptores opioides se
localizan frecuentemente en la porcion final del axén pre sinaptico de la célula nerviosa y
modulan la liberacion de los neurotransmisores al inhibir la entrada en funcionamiento del
potencial de accion, con lo que disminuye la cantidad de sustancia transmisora liberada. El
efecto de este receptor opioide es muy marcado en las células nerviosas que transmiten el
dolor, donde la liberacion de las sustancia transmisora del dolor o sustancia P se inhibe, lo
que explica el efecto analgésico sobre los transmisores receptores opioides. Los diferentes
opioides se unen con mas o menos fuerza a los diferentes tipos de receptores de opioides: mu
(n), delta (8) y kappa (x). Los opioides preferidos por los adictos y con un mayor efecto
analgésico son los actuan particularmente sobre el receptor .
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La actividad intrinseca relativa (AIR) se define como la capacidad de los ligandos para
producir un efecto determinado en un receptor. La morfina y la metadona tienen la misma
especificidad por el receptor opioide y como agonistas puros tienen el valor maximo de AIR.
En principio producen el mismo efecto. Las diferencias subjetivas en lo que se refiere a su
eficacia, se explican a través del comportamiento farmacocinético que es distinto para cada
sustancia, en la capacidad de atravesar la barrera hematoencefalica, en la distribucion por los
diferentes compartimentos (sangre, tejido cerebral, 6rganos internos) y finalmente en el

metabolismo y la excrecion.

Cuando hablamos de farmacocinética, nos referimos a las variaciones de las concentraciones
plasmaticas en funcion del tiempo, en el lugar del efecto. El curso temporal de la
concentracion depende de la absorcion de la sustancia, la distribucion en el organismo, el
metabolismo y la eliminacion. La absorcion y la distribucion determinan la presencia del
farmaco en el lugar del efecto. El abandono del farmaco del lugar de accion esta

practicamente determinado por el metabolismo y la eliminacion.

La biodisponibilidad, es la entrada en el torrente sanguineo, varia segun la via de
administracion. Esto es asi principalmente para sustancias con un alto efecto de first pass, es
decir, el conjunto de modificaciones que sufre la sustancia administrada antes de llegar al
torrente circulatorio. Los opioides utilizados por los pacientes producen efectos similares,
aunque presentan diferente farmacocinética. Las diferencias percibidas subjetivas y
objetivas, se basan en diferencias en la concentracion plasmatica en funcion del tiempo. Este
efecto, como dijimos, depende de las formas de consumo, donde el consumo intravenoso

tiene un efecto a los pocos segundos y el oral aproximadamente media hora.

Los términos vida media y acumulacion son importantes para comprender los diferentes

transcursos de los efectos de los opioides. La vida media de eliminacion es el tiempo
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necesario para que una determinada concentracion de un farmaco se reduzca a la mitad, tras
un proceso de metabolismo y/o excrecion. El tiempo de vida media efectivo es el tiempo en
el que la dosis de un farmaco llega al 50% de la concentracion plasmatica y produce solo la
mitad del efecto. Cuando una sustancia se consume reiteradamente y el intervalo de
administracion es muy corto, la sustancia sufre acumulacion en el organismo, se incrementan
sus efectos y su toxicidad. Por ejemplo, la heroina tiene una vida media corta, y la metadona
tiene una vida media larga y se acumula en administraciones diarias repetidas Las sustancias
de accion rapida acceden al lugar de accion rapidamente y cuando los opioides alcanzan
rapidamente y a altas concentraciones dicha localizacion, los adictos sienten con respecto a
otras drogas y presentes en su organismo, un gran placer llamado flash. El flash no es un
efecto absoluto, sino que depende de la percepcion del cambio relativo del efecto. Con las
inyecciones intravenosas y ciertas técnicas de inhalacion es posible conseguir un flash. Los
patrones de consumo estan condicionados no so6lo por la cinética y dinamica del farmaco,
sino también por las influencias culturales (modas), sociales, la disponibilidad u oferta, y

variables individuales (motivaciones, enfermedades, etc.)

Es importante tener en cuenta la relevancia de los conceptos farmacologicos basicos que
hemos expuesto. Como ya hemos dicho, el inicio del efecto de un farmaco depende en gran
medida de como se consume la sustancia en cuestion. Por el contrario, la duracion del efecto,

es principalmente una propiedad de la sustancia.

Tratamientos para la Adiccion

Desde el enfoque clinico, el tratamiento que se da a pacientes adictos a morfina y heroina

como a otras sustancias adictivas consta de dos fases:

En la primera, el sujeto adicto tendra que ser sometido a un tratamiento de desintoxicacion,

en donde se sustituye el uso de la droga adictiva por un farmaco que genere efectos similares
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pero con menor potencia farmacologica (terapia de sustitucion); posteriormente, después de
un periodo de interrupcion en el uso de la terapia de sustitucion, al sujeto adicto se le somete
a un tratamiento encaminado a mantener la abstinencia por largo periodo de tiempo y evitar
las recaidas en el consumo de la droga. El principal tratamiento de la adiccion a la heroina ha
sido la metadona, un agonista parcial opiaceo sintético el cual bloquea el efecto de la heroina
y elimina los sintomas del sindrome de abstinencia por un periodo de 24 a 36 horas. Los
preparados de heroina (o morfina) que tienen una vida media corta en comparacion con la
metadona, causan un efecto perceptible que dura todo el dia. No se atenfian
permanentemente los sentidos de alerta, ni la libido o la potencia sexual. La diferencia
subjetiva entre un estado de equilibrio y un efecto perceptible que dura todo el dia es

realmente grande.

Sin ninguna duda seria mejor no consumir opiaceos, pero muy pocas personas adictas a ellos
han conseguido dejar de consumirlos. Una prescripcion diversificada de opiaceos presenta
ventajas clinicas para el tratamiento de los adictos. Podriamos decir que la atraccion de cierta
forma de consumo de un opiaceo para un adicto, reside en la rapidez de producir su efecto y
en la vida media del farmaco. Con sustancias que no provocan rapidamente un efecto, como
la metadona, se puede captar a un enorme niimero de adictos a los opidceos para iniciar un
tratamiento y se puede evitar, en parte, que acudan al mercado ilegal. El deseo de opioides se
mitiga con la metadona oral porque no se aprecian los sintomas del sindrome de abstinencia.
Sin embargo su atractivo es limitado, porque el recuerdo de otros efectos de reforzamiento
secundarios, como el flash tras la inyeccion, y los deseos y necesidades que llevaron a la
adiccion siguen vivos. Aunque la terapia sustitutiva ha sido solo ligeramente eficaz, habia
sido la unica opcién disponible para muchos adictos a la heroina. Sin embargo, la terapia de
sustitucion solo es utilizada por un tiempo ya que genera severos efectos secundarios y en el

caso de la metadona genera en principio dependencia y a largo plazo adiccion. Se ha
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reportado que la metadona, la buprenorfina y la pentazocina producen trastornos del suefio,
ansiedad y deterioro emocional. Otros farmacos actualmente utilizados para prolongar la
abstinencia y la prevencion de recaidas contra la adiccion a morfina / heroina en pacientes
desintoxicados comprenden los antagonistas del receptor p como la naloxona y naltrexona, en
ellos los efectos secundarios toxicos son observados durante la administracion a largo plazo
de estos compuestos, debido al bloqueo del sistema opioide enddgeno (encefalinas y
endorfinas) en el cerebro, causando importantes efectos emocionales negativos @3 Por lo que
a la fecha actual no hay evidencias de que estas terapias funcionen a largo plazo y de que los

adictos no tengan recaidas.

En conclusion, debido al poco éxito que han tenido estos farmacos y al gran niimero de
efectos toxicos colaterales que presentan, desde los afios 70°s se han venido desarrollando
nuevas alternativas para el tratamiento contra dicha adiccion, un ejemplo de ello es la
inmunoterapia, que consta de la inmunizacion activa del paciente, teniendo como ventaja

efectividad a largo plazo y menos efectos secundarios. @3)

, < .s 26-29
Proteinas: composicion y estructura #**”

Las proteinas son los principales polimeros estructurales y funcionales de los seres vivos. Las
proteinas y los péptidos son biomoléculas formadas por cadenas lineales de L-alfa-
aminoacidos en enlace peptidico que, al plegarse forman cuatro niveles estructurales. Estas

complejas macromoléculas son imprescindibles para el funcionamiento y desarrollo de
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cualquier organismo, y realizan una enorme cantidad de funciones distintas, entre las que

destacan:

Estructura celular y de los tejidos. Esta es la funcion mas importante de una proteina
Contraccion muscular y motilidad celular
Catalizadores biologicos (enzimas)

Homeostatica: colaboran en el mantenimiento del pH (ya que actian como un tampéon

quimico). Moléculas reguladoras (hormonas)
Defensas Inmunolégicas (anticuerpos, componentes del complemento)
Coagulacion sanguinea

Transmision nerviosa, y transporte de vitaminas, minerales y oxigeno entre otros.

Figura 10 Formacién del enlace peptidico. Tomado de Garre J. and Grisham. Biochemistry. 42 ed.

20089.
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La unién de un bajo numero de aminoacidos da lugar a un péptido, y si el nimero es alto, a
una proteina, aunque los limites entre ambos no estan definidos. En general se considera
como péptido a una cadena de hasta 50 aminoacidos, se pueden diferenciar como
oligopéptido si se trata de un péptido pequeiio, y polipéptido para un péptido grande. Por otra
parte, las proteinas de masa molecular mayor pueden ser denominadas oligomeros, que a su

vez estan formados por subunidades idénticas 1lamadas protomeros.

Clasificacion de las proteinas

Las proteinas se clasifican, atendiendo a su composicion, en simples y conjugadas. Las
proteinas simples u holoproteinas son las que estdn compuestas exclusivamente por
aminoacidos y las proteinas conjugadas o heteroproteinas son las que estan compuestas por
aminoacidos y otra sustancia de naturaleza no proteica que recibe el nombre de grupo
prostético. Las proteinas conjugadas pueden a su vez clasificarse en funcion de la naturaleza
de su grupo prostético. Asi, se habla de glucoproteinas, cuando el grupo prostético es un
glucido, lipoproteinas cuando es un lipido, metaloproteinas cuando es un ion metalico,
fosfoproteinas cuando es un grupo fosfato, etc. Otro criterio de clasificacion de las proteinas
es la forma tridimensional de su molécula. Las proteinas fibrosas son de forma alargada,
generalmente son insolubles en agua y suelen tener una funcién estructural, mientras que las
proteinas globulares forman enrrollamientos compactos de forma globular y suelen tener

funciones de naturaleza dinamica (cataliticas, de transporte, etc).
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Figura 11. Niveles de organizacion estructural de las proteinas. Tomado de Lehninger Principles of
Biochemistry. 52 ed. Freeman, 2009.

La caracterizacion de una proteina puede obtenerse conociendo la composicion de
aminoacidos y calculando la Carga eléctrica (pl) para poder conocer la estructura primaria,

secundaria, terciaria, y en las proteinas multiméricas, su estructura cuaternaria.

Estructura primaria

La informacion que se puede obtener a partir de la secuencia de aminoacidos es: la prediccion
de su estructura tridimensional, sus propiedades funcionales, localizacién celular y su
evolucion, ademas de identificar la familia a la que pertenece y describir los polimorfismos,
es decir, una proteina puede variar en diferentes especies y dentro de la misma especie entre
individuos, tejidos del mismo individuo y fase del desarrollo (aproximadamente entre el 20 y
30% de las proteinas humanas son polimorficas), e identificar las proteinas mutantes que
causan enfermedades moleculares, por ejemplo una mutacion puntual puede producir un
cambio en la secuencia de aminoacidos que resulta en una proteina defectuosa, causando una

patologia. En otros casos se producen deleciones, las cuales dardn como resultado una
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proteina incompleta y por tanto no funcional, ya que la funcion de una proteina depende de su
secuencia de aminodcidos. La secuencia se determina a partir de la secuencia del gen o
secuenciando a la misma proteina ya que cada proteina tiene un numero de residuos y
secuencia caracteristicos. Las proteinas contienen regiones esenciales para su funcion, cuya

secuencia se encuentra conservada, es decir, se encuentra codificada en los genes.

Estructura secundaria

Son patrones repetitivos que se forman al plegarse los polipéptidos, puede predecirse con
bastante fiabilidad a partir de la secuencia de aminoéacidos. Los tipos de estructura secundaria
mas frecuentes son: hélice alfa, lamina plegada p y giro . El tinico enlace presente que
estabiliza este nivel estructural es el puente de hidrégeno, un enlace débil que se establece
entre los componentes del enlace peptidico, CO y NH. Este enlace es susceptible de ruptura

por cambios en la temperatura, el pH, la agitacién mecénica y la concentracion de sales.

Estructura terciaria

Es la estructura de la proteina en el espacio, depende de la secuencia de aminoacidos y puede
predecirse mediante difraccion de rayos X. La estructura terciaria de las proteinas presenta
dos caracteristicas esenciales: dominio y motivo. El Dominio es la region de la cadena
polipeptidica que puede plegarse de manera estable e independiente, y el Motivo es el patron
de plegamiento caracteristico que aparece en varias proteinas. Cada proteina posee una nica

estructura tridimensional la cual, depende de la secuencia de aminoacidos.

La funcion de una proteina depende de su estructura tridimensional y esta se estabiliza

mediante enlaces disulfuro y fuerzas no covalentes. La mayoria de los enlaces que
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determinan la conformacion (estructuras secundaria y terciaria) y la asociacion (estructura

cuaternaria) son de tipo no covalente.

Las fuerzas que estabilizan la estructura terciaria de una proteina son:

e Puentes disulfuro.
e Atraccion electrostatica.
e Puentes de hidrogeno.

e Interaccion hidrofobica.

Estructura cuaternaria

Las proteinas no se componen, en su mayoria, de una unica cadena de aminoacidos, sino que
suelen agruparse en cadenas polipeptidicas (o mondémeros) para formar proteinas
multiméricas mayores. A la agrupacion de varias cadenas de aminoacidos (o polipéptidos) en

complejos macromoleculares mayores, se llama estructura cuaternaria de las proteinas.

La estructura cuaternaria modula la actividad bioldgica de la proteina y la separacion de las
subunidades polipeptidicas, a menudo conduce a la pérdida de funcionalidad. Las fuerzas que
mantienen unidas estas subunidades son, generalmente, las mismas que estabilizan la
estructura terciaria. Las mas abundantes son las interacciones débiles (hidrofobicas, polares,
electrostaticas y puentes de hidrogeno), aunque en algunos casos, como en las

inmunoglobulinas, la estructura cuaternaria se mantiene mediante puentes disulfuro.

Para que una proteina desempefie su funcion bioldgica debe permanecer intacta su
conformacion tridimensional nativa (la mas estable). Como ya se menciond anteriormente las
interacciones que estabilizan la conformacion nativa de una proteina son los puentes disulfuro
y las interacciones no covalentes. La conformacion mas estable es la que permite la

formacion del maximo nimero de puentes de hidrogeno dentro de la proteina, asi los residuos
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hidrofébicos quedan orientados hacia el interior de la proteina, lejos del contacto con el

entorno acuoso, y los residuos hidrofilicos quedan orientados hacia el exterior.

Desnaturalizacion proteica

Ahora bien los factores que determinan la conformacion proteica ademas de la estructura
primaria, son las condiciones fisico-quimicas del entorno como el pH, la concentracion
salina, la temperatura y otros factores ambientales, que pueden llegar a afectar la

conformacion estructural, al grado de desnaturalizar la proteina.

La desnaturalizacién es la modificacion de la conformacion estructural de una proteina.
Consiste en la pérdida de la estructura terciaria, al romperse los enlaces no covalentes que
forman dicha estructura. Todas las proteinas desnaturalizadas presentan una conformacion
muy abierta y con una interaccion maxima con el disolvente, por lo que una proteina soluble
en agua cuando se desnaturaliza modifica su solubilidad transformandose en insoluble, y por
lo tanto precipita. La desnaturalizacion se puede producir por cambios de temperatura y

variaciones del pH. Por lo tanto, una proteina desnaturalizada pierde su actividad biologica.
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Toxina tetanica
El progreso en el entendimiento de la enfermedad del tétanos comienza con la deteccion de la
bacteria causante y sus toxinas a finales del siglo XIX, fue nombrada como Clostridium

tetani, un organismo anaerobio que se encuentra extensamente disperso en la naturaleza.

Los Clostridium son bacilos anaerobios, generalmente son gran positivo y muchos producen
exotoxinas. Varias especies son patogenas y muchas existen como saprofitas en el suelo y en
el tracto intestinal de humanos y otros animales. La toxina tetanica es una proteina, que no
contiene restos de lipidos o hidratos de carbono y tiene una masa molecular de 150, 700 Da
es producida por las variedades vegetativas toxigénicas de C. tetani como una unica cadena
polipeptidica inactiva, y después de la liberacion por las bacterias, es procesada por proteasas
endogenas en dos subunidades. La exotoxina tetanospasmina se activa por escision
proteolitica selectiva, la cual genera dos cadenas ligadas por puentes disulfuro: L (ligera, 52
kDa) y H (pesada, 98 kDa). (3932 De acuerdo con la nueva nomenclatura (8° Conferencia
Internacional sobre el Tétanos, Leningrado, 1987), la toxina estd compuesta por tres
dominios, A, By C. La estructura de esta toxina tetanica ha sido esclarecida por Helting *?
como se muestra en las Figuras 8 y 9. La papaina escinde la toxina tetdnica en dos
fragmentos: la cadena pesada,
compuesta por 451 aminoacidos,
también denominada fragmento
C; y la otra parte contenia la
porcién complementaria
denominada fragmento B, ligada
a la cadena ligera (fragmento A)

mediante un puente disulfuro.

Figura 12. Toxoide Tetdnico Estructura Fragmento C Tomado de la web
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La secuencia de aminoacidos de la toxina tetanica fue determinada simultaneamente por dos

grupos por clonacion del gene que codifica para la toxina.

Figura 13. Estructura tridimensional de la toxina tetanica. Tomado de rcsh.org/pdb/explore/RCSB
PROTEIN DATA BANK AN INFORMATION PORTAL TO BIOLOGICAL MACROMOLECULAR STRUCTURES.

El péptido mayor se une a ganglidsidos, en tanto que el péptido menor parece conferir la
actividad toxica. En donde se une la membrana pre sinaptica en la unién neuromuscular, una
vez que esta toxina alcanza el SNC a través de la circulacion sistémica por transporte
retrogrado a lo largo de los axones penetra en la neurona motora para llegar al citoplasma de

las neuronas inhibidoras de la médula espinal. Aqui bloquea la liberacion de
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neurotransmisores que actuan como mediadores inhibitorios en la sinapsis de las neuronas

motoras, causando la paralisis espastica caracteristica del tétanos.

Como resultado se producen espasmos musculares, al inicio localizados y después
generalizados. Cantidades muy pequefias (ug o menores) de toxina pueden ser mortales para
los humanos. En muchas especies animales la DL (la dosis de toxina requerida para matar al
50% de animales en un grupo dentro de un tiempo especifico) estd dentro de un rango de 1 a
5 ng/Kg. Desde hace tiempo se sabe que la enfermedad es debida a la secrecion de la toxina
activa y el ascenso de la inmunologia ha llevado al desarrollo de toxoides y anticuerpos que

abri6 el camino para el tratamiento y la profilaxis de la enfermedad.

En personas con un sistema inmunitario normal, el tétanos puede prevenirse mediante

Inmunizacion con toxoide tetanico.

Vacunas con toxinas inactivadas

Las toxinas bacterianas se inactivan siempre con formalina, acido o calor para producir
toxoides de tal manera que pierdan su toxicidad pero que retengan su antigenicidad. Son
preparaciones obtenidas a partir de toxinas bacterianas inactivadas. Generalmente se utiliza el
formol (c.a. 38% de formaldehido en H,O). Los toxoides son muy efectivos en la prevencion

del tétanos y otras enfermedades.

Produccion de toxoides bacterianos e inactivacion

El toxoide tetanico (TT) es el antigeno protector inmunizante contra los efectos adversos de
la infeccion por el organismo que provoca el tétanos, para producir la vacuna contra el
tétanos convencional, la cepa de Harvard altamente toxigénica se cultiva en un medio semi
sintético fermentador durante aproximadamente una semana, hasta que las bacterias se lisan y

liberan la toxina tetanica en el sobrenadante el rendimiento medio obtenido en estas

67



condiciones es de aproximadamente 60 a 80 Lf/mL (Lf, el limite de floculacion, es igual a la
cantidad de la toxina de floculacion mas rapidamente con una unidad de antitoxina) (1 Lf=2 -

2.5 pg de toxina tetanica).

El cultivo se filtra a continuacion, y el filtrado contiene la toxina que es detoxificada por
adicion de formaldehido a una concentracion final de 0.5%. El pH es ajustado a 7.6 y el
sobrenadante luego se almacena a 37°C por cuatro semanas para permitir la completa
detoxificacion de la toxina tetanica. Durante el proceso de detoxificacion, el formaldehido
reacciona con las moléculas de toxina, peptonas y otras proteinas que estan presentes en el

medio.

La primera reaccion consiste principalmente en los grupos €- amino de la lisina, es rapido,

completamente reversible y resulta en la formacion de imina (base de Schiff).

Reaccién 1. R-NH2 + H2CO < R-NH-CH2OH + H+ < R-NH+=CH2 + H20

Reaccion 2. R-N+H=CH2 + H2-NR <> R-NH-CH2-NH-R + H+

Considerando que la segunda reaccion ocurre mucho mas lentamente e implica la reaccion de
uno de los productos inestables sobre una segunda molécula que contiene un grupo amino, un
anillo imidazol, o un fenol. El resultado final del tratamiento con formaldehido a la toxina
tetanica implica una reticulacion entre un grupo g-amino de la lisina y un segundo grupo
amino, una histidina, y una tirosina o triptéfano, a través de un puente metileno estable (-

CH2-).

Estos productos estan presentes en los acidos hidrolizados de toxoides y pueden ser

facilmente identificados por analisis de aminoacidos.
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Obviamente, estas reacciones pueden ocurrir entre aminoacidos de la misma molécula de
toxina, resultando la floculacion interna de la proteina; entre dos moléculas de toxina,
resultando en la dimerizacion; o entre un péptido pequeiio presente en el medio y una

molécula de toxina.

Una representacion de este proceso se muestra en la reaccidon anterior: cuando el
formaldehido es afiadido al sobrenadante del cultivo conteniendo moléculas de toxina
rodeado por exceso molar de peptonas derivado del medio de cultivo, la reaccion principal
que ocurre es una floculacion entre peptonas y moléculas de toxina, de tal manera que en el
fin del proceso, el toxoide esta recubierto con un nimero de péptidos derivados de la carne

usada para preparar el medio. Estos péptidos no son necesariamente antigenos determinantes.

Aislamiento

La purificacion del toxoide es llevada a cabo en dos etapas. El toxoide crudo primero es
sometido a ultrafiltracion utilizando membranas con un tamaiio de poro de 0,001-0,05 um y
el toxoide concentrado es entonces sometido a precipitacion fraccionada con sulfato de

amonio.
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Vacunas conjugadas

Las vacunas conjugadas son eficaces, pero caras de producir. 7*¥ Un problema en la
preparacion de vacunas conjugadas es retirar la proteina no conjugada de la proteina unida de
manera covalente. Tipicamente, esto se hace por filtracion en gel de exclusion de tamafio y
requiere una columna grande y especializada. Houen y colaboradores demostraron que los
péptidos podian acoplase a proteinas absorbidas a adyuvantes de aluminio en fase sélida. ©”
Ademas, descubrieron que la respuesta de anticuerpo anti-péptido inducida por los
conjugados en fase solida era mayor que la inducida por conjugados preparados en fase de
solucion. La sintesis de estos conjugados en fase sdlida era simple porque el péptido no
conjugado y los reactivos podian retirarse por centrifugacion de los componentes en fase
solida. En gran medida, ya que la fase solida es adyuvante por si misma, no habia necesidad

para el conjugado de retirarse de la estructura en fase sélida en la que se sintetizaba el

inmunogeno.

De este modo, se simplifico la técnica de preparacion de vacunas conjugadas con vehiculos

duales en fase solida, en particular la de retirar de hapteno y proteina libre.

Al proporcionar un método mejorado para preparar vacunas conjugadas en fase solida donde
una hapteno se une a una proteina aumenta la posibilidad de llevar a cabo la formulacién de

una vacuna conjugada muy efectiva dirigida contra farmacos causantes de dependencia. **

Por ejemplo, la ausencia de un receptor especifico para la cocaina ha animado a grupos de
investigadores a buscar nuevas estrategias de bloqueo periférico con anticuerpos especificos a
la cocaina. Cuando se une la cocaina a un transportador o antigeno proteinico se ha podido
inducir una respuesta inmune en animales de experimentacion. (3436) 1 o5 resultados han sido
prometedores, ya que la produccion de anticuerpos especificos de tipo Ab2B han sido

obtenidos en ratas, lo que ha permitido bloquear la cocaina en la sangre periférica e impedir
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su ingreso al SNC. Asimismo, esta vacuna disminuye la autoadministracién de la droga, ©®*~*

lo que promete ser una gran posibilidad terapéutica en un futuro préoximo. Se requiere de mas

estudios clinicos antes de disponer de este tipo de tratamiento.

Entre los medicamentos susceptibles a la degradaciéon a causa de una variaciéon en la
temperatura, las vacunas merecen una especial mencion debido a su naturaleza y a su

finalidad

La pérdida de actividad de las vacunas puede deberse a diversos factores como la exposicion
a temperaturas elevadas, la congelacion, la luz y el envejecimiento. Estas son causas
asociadas a la pérdida de su capacidad inmunizante, la cual es irreversible, por lo que, aun

cuando se restablezcan las condiciones idéneas, no se recuperaré la actividad inicial “**.

En general las vacunas mas estables a exposiciones de temperaturas mas altas de las

recomendadas son las anatoxinas difteria y tetdnica “¥.

Estudio de estabilidad para vacunas utilizando toxoides “>**

La estabilidad de un producto en su envase primario, asi como la de sus componentes es una
caracteristica fundamental que debe evaluarse tras la conservacion del producto en distintas

condiciones ambientales.

Para proteinas conjugadas debe determinarse la estabilidad térmica e identidad de los

productos de degradacion pertinentes.

Los resultados del estudio de estabilidad nos permiten conocer el efecto que la temperatura,
la humedad y la luz pueden tener en la calidad del producto, su seguridad y su eficacia. El
principal objetivo de este tipo de estudios es determinar cuanto tiempo el producto conserva

71



sus caracteristicas y/o porcentaje de principio activo en el envase en que se almacena hasta su

administracion.

Estos resultados se utilizan para establecer las condiciones de almacenamiento y la caducidad

del producto.

La estabilidad de una vacuna es la resistencia a la degradacion fisica que hace que tenga su
propiedad inmundgena. La pérdida de la capacidad inmunizante es permanente e irreversible
y si se produce la exposicion a temperaturas elevadas, las pérdidas son acumulativas, es decir,
no se recupera por almacenarla de nuevo a la temperatura correcta. Los factores que pueden
modificar la estabilidad pueden ser inherentes a la propia vacuna o externos (luz, temperatura

elevada, congelacion, tiempo transcurrido desde su fabricacion y manipulacion).

El estudio de la estabilidad acelerada se usa para determinar el envejecimiento del producto a
elevadas temperaturas. El método de eleccion para determinar la estabilidad acelerada es el
que establece que el producto sea conservado a 53 °C durante una semana. Para productos
que no sean estables en estas condiciones, hay otras condiciones alternativas: 45 °C durante 2
semanas, 35 a 37 °C durante 6 semanas o 22 a 25 °C durante 18 semanas. El estudio de la
estabilidad acelerada no sustituye al estudio de estabilidad a tiempo real, pero permite
aproximar la tasa de degradacion. No obstante, puede darse que, habiendo superado la
estabilidad acelerada, un producto no de resultado satisfactorio en la estabilidad a tiempo

real.

El estudio de estabilidad a tiempo real (storage stability) normalmente se realiza durante un
periodo de 12 meses (este periodo se puede prolongar si los resultados demuestran que el

producto se mantiene estable).
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El producto se conserva en refrigeracion 5 °C £2 °C, en el envase en el que se almacena hasta
su administracion. Tanto la temperatura como la humedad deben ser monitorizadas. Ademas
del analisis inicial y final, deben realizarse analisis intermedios: 3, 6 y 12 meses. Se debe
observar también si ha habido interaccion entre el envase y el producto. Para que el producto
se considere estable, en funcion del contenido inicial de la proteina conjugada en el producto,

se aceptan las siguientes variaciones:

% Proteina Variacion aceptable de la Proteina (%)
<97 +15
297 + 10

El estudio de estabilidad de largo plazo a baja temperatura tiene la finalidad de asegurar que
las propiedades de los productos no se vean afectadas negativamente durante el
almacenamiento por periodos prolongados de tiempo. Si el producto estd destinado a ser
almacenado en condiciones refrigeradas y/o se considera que el producto puede salir de
disolucion, o si puede ser que ocurra una separacion de fases, debe llevarse a cabo un estudio

de estabilidad a una temperatura no inferior a 0 °C.

La estabilidad de cada vacuna esta condicionada por su capacidad para resistir la degradacion
fisica tras la exposicion a altas temperaturas. Las tasas de degradacion varian notablemente
de una vacuna a otra, siendo el intervalo estandar de temperatura aconsejado para su
conservacion entre 2 y 8°C. Un inadecuado procedimiento de conservacion en frio de las
vacunas puede contribuir a la pérdida de actividad con efecto acumulativo, la inactivacion

irreversible y/o producir mayores efectos adversos.
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En general, las vacunas que llevan adyuvante se pueden inactivar por la congelacion.

También es importante resaltar que, aunque no estén congeladas si se han almacenado y se

administran a temperaturas inferiores a 2°C pueden ser mdas reactogenas, especialmente

aquellos preparados en cuya composicion se encuentre el TT. Ante la sospecha de

congelacion, en las vacunas adsorbidas TT o combinada es 1til hacer la prueba de agitacion o

floculacion como se describe a continuacion:

1.

Seleccionar un vial/vacuna sospechosa y otro que no haya sido expuesto a bajas
temperaturas (de la misma vacuna).

Agitar enérgicamente el vial/vacuna sospechosa de haber sido congelado y colocarlo
en una superficie plana y ante una luz.

Se repite la operacion con otro vial/vacuna que no haya sido expuesto a bajas
temperaturas, y se comparan ambos.

Observar la vacuna: la vacuna no congelada aparece lisa y turbia mientras que las
vacunas adsorbidas congeladas presentan particulas granulosas o fléculos y es menos
turbia.

A partir de los 15 minutos, las evidencias se hacen mas evidentes, de manera que en la
vacuna congelada se visualizan sedimentos en el fondo del frasco y tras 30-60
minutos se observa en el fondo del vial un sedimento compacto totalmente separado

del liquido, que no se mueve al inclinar el frasco.

74



Planteamiento del Problema.

A mediados del siglo XIX y principios del XX el incremento en el uso indiscriminado de
compuestos opiaceos con fines analgésicos pero también de alteraciones en la conducta o
estado psiquico desencaden6 un problema de salud publica en buena parte de la poblacion de
distintos continentes, expuesta a dichas sustancias, ya que en la mayoria de los casos
presentaban dependencia fisica y abuso al medicamento, aunado a ésto el desarrollo de
jeringas hipodérmicas facilito la introduccion directa de los principios activos a la circulacion
sanguinea, sin embargo, también resultd el contagio de otros padecimientos como
tuberculosis, hepatitis, VIH, etc. Posteriormente, se modificaron estructuralmente para
potenciar el efecto placentero, de tal manera que se tiende a repetir el consumo, y el uso
continuo del psicofarmaco crea un trastorno adictivo dada su acciéon reforzante positiva,
dando con ésto un numero creciente de mas de 16.5 millones de adictos a derivados de
opiaceos. > ® Como una respuesta a dicha problematica los investigadores han disefiado una
vacuna anti adictiva dirigida contra compuestos opiaceos, conjugando un hapteno a una
proteina acarreadora, @ se logra obtener una respuesta inmune en contra de epitopos de la
proteina y también hacia el hapteno, al generar anticuerpos especificos hacia el opiaceo la
droga sera bloqueada en la circulacion. Sin embargo, las proteinas en disolucion son
susceptibles a transformaciones quimicas como hidrolisis, oxidacion, desnaturalizacion o
agregacion provocando su degradacion afectando la seguridad y eficacia ®”. Las proteinas se
desnaturalizan y pierden su estructura nativa y actividad irreversiblemente, por la exposicion
a altas temperaturas por periodos prolongados de tiempo “®. Ya que no es posible observar
directamente la degradacion del producto biologico, se requiere de métodos indirectos
sensibles a los estadios de la estructura nativa y de la proteina desnaturalizada, para conocer
las condiciones en las que la proteina conjugada tiende a fragmentarse, agregarse,

descomponerse o sufrir una reaccion proteolitica. Para ello se requiere implementar una

75



técnica por cromatografia que establezca caracteristicas y condiciones iniciales de analisis
para la proteina nativa, luego someter al conjugado sintetizado al analisis bajo estas mismas
condiciones, y finalmente llevar controles contra tiempo con las muestras almacenadas a baja
temperatura y analizarlas bajo las mismas condiciones del analisis inicial para determinar la
integridad estructural y vida util de la proteina como materia prima y del producto

conjugado después de acoplar el hapteno opiaceo a dicha proteina.

Las alteraciones en la estructura terciaria de la proteina se manifiestan cromatograficamente
en cambios en la intensidad de la sefial, tiempo de retencion y la modificacion en el perfil
cromatografico para la misma muestra bajo las mismas condiciones de analisis. La técnica
cromatografica debera estar dirigida a estudios de cambios en la estructura especifica, en el
caso del TT la CEM no desnaturalizante puede ser util para detectar las alteraciones en la
estructura proteica y demostrar experimentalmente, ya que no existen referencias de la
estabilidad estructural para el TT del lote: TAM137 el cual fue utilizado en la formulacion de
un conjugado con fines preventivos como vacuna anti adictiva, por lo que también se tendra
que determinar su estabilidad estructural durante el almacenamiento. Con el fin de obtener
una proteina acarreadora de estructura estable en condiciones de refrigeracion, para su
posterior uso como proteina estructural de inmundgeno contra opiaceos, y asi determinar la

vida util del TT y sus derivados M-TT a través del tiempo mediante controles periddicos.

Como objetivo final del proyecto se espera obtener un anticuerpo monoclonal especifico para
farmacos derivados de opiaceos, para su posterior uso en deteccion de drogas de abuso u
otros métodos de identificacion, y dar mas alternativas para el tratamiento de las adicciones

como enfermedad mental.
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Objetivo general

Implementar una técnica por cromatografia de exclusion por tamafio molecular por filtracion
en gel para caracterizar, determinar la pureza, e investigar sobre la integridad estructural de
la proteina del Toxoide Tetanico, utilizada como proteina acarreadora en la formulacion del
conjugado hapteno-proteina y para llevar un control en el comportamiento de la formulacion
del inmundégeno (M-TT) durante el almacenaje a temperatura controlada y estudiar los

efectos en la integridad estructural cuando se sometan a distintas temperaturas.
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Hipotesis

La proteina purificada del Toxoide Tetanico en su estado nativo y el conjugado de interés
pueden ser estudiadas por la técnica de CLAR-FG. La proteina del TT y su conjugado
presentaran un perfil (cromatograma) caracteristico bajo las condiciones cromatograficas
establecidas inicialmente. Si las proteinas en disolucién son susceptibles a la degradacion
irreversible por factores quimicos, o fisicos como la temperatura, e intrinsecos de la misma
formulacion en periodos largos de tiempo durante el almacenamiento, entonces el perfil
cromatografico se vera afectado en forma significativa cuando se comparen los perfiles
cromatograficos de la proteina y sus derivados sometidos a almacenamiento bajo condiciones
Optimas, contra muestras sometidas a diferentes temperaturas de almacenamiento, después de
que se analicen con el mismo método y bajo las mismas condiciones de operacién, y en
comparacion con las mediciones iniciales se podra asi estimar la tasa de degradacion para

nuestra proteina inmunogena y su conjugado.
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Diseiio Experimental

Dada la necesidad de obtener informacion acerca de cambios significativos en la estructura
proteica durante el almacenamiento es necesario caracterizar al TT y al conjugado (M-TT)
ambas macromoléculas pueden ser analizadas mediante la técnica de CLAR-FG. Para el TT
se analizara el lote: TAM137, el cual se utiliz6 para la sintesis del conjugado M-TT del lote:

2 disefiado y sintetizado en el Instituto Nacional de Psiquiatria Ramon de la Fuente Muiiiz.

Se realizara un estudio experimental, por CLAR-FG, sobre el TT del lote: TAMI137
manufacturado por P.T. Bio Farma el cual fue utilizado en la formulacién de un modelo
estructural de inmundgeno contra opiaceos (M-TT Lote: 2), para observar el efecto de la
temperatura sobre la integridad estructural de esta proteina y su conjugado. Se someteran a 3
distintas temperaturas durante 7 dias y se llevard un control en condiciones Optimas de
almacenamiento, para ello se tendran dos grupos para ambas biomoléculas, el primer grupo
se sometera a incubacion a tres distintas temperaturas durante 7 dias, y el segundo grupo se
almacenaran a 4 £2 °C la frecuencia de analisis sera de 0, 8, 14, 20, 26 meses para el ensayo a
largo plazo en condiciones de refrigeracion. Los perfiles cromatograficos obtenidos seran
utilizados para determinar si la proteina conserva su integridad estructural nativa o hubo
agregacion o fragmentacion tanto del TT como para el conjugado M-TT sintetizado a partir

del toxoide.
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Diagrama de Flujo para los Estudios de Integridad Estructural realizados para el conjugado M-TT
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Materiales y Recursos

Se utilizard un cromatografo de liquidos de alta resolucién equipado con un automuestreador
Waters 717, una bomba Waters 515, un detector de dispositivo de diodos (210-380 nm)
Waters 2996 acoplado a un computador Dell con el programa Millenium 32 para la obtencion
y procesamiento de los cromatogramas. Las corridas cromatograficas se realizardn en una
columna Shodex PROTEIN KW-803E de 4.6 mm de didmetro interno x 250 mm de longitud

y con un limite de exclusion para proteinas de 700 000 Da.
Condiciones cromatograficas

Para la eleccion de la fase movil se consideraron la compatibilidad con la muestra de proteina
(no desnaturalizante), la minima interaccion con el relleno de la columna y el pH dentro de
un rango de 6.8 a 7.2 por lo cual la fase mévil consistird en buffer de fosfatos con salina a pH
7.0 conteniendo KH,PO4 50 Mm, K;HPO4 50 mM y NaCl 300 mM Los reactivos utilizados

son marca J. T. Baker.

Para la preparacion de la fase movil se necesitard agua filtrada mediante un equipo de
purificacion de agua MilliQ Biocel Millipore Equipo. 2MQ560F01 con filtro de membrana
con poro de 0.22 um, matraz Erlenmeyer de 1 L. Un juego para filtracién por membrana, y
filtros de membrana GN-6 de 45 mm de didmetro y 0.45 um de tamafio de poro para

disolventes acuosos, y una bomba para vacio Millipore.
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Condiciones del Estudio de Integridad Estructural

La proteina purifica del TT y el producto conjugado se sometera a ensayos de integridad
estructural a largo plazo (4 periodos de estabilidad estructural) en condiciones de
almacenamiento. Para ello, se requerira realizar analisis por CLAR-FG para el TT a partir de
los 8, 14, 20 y 26 meses de la fecha de analisis inicial y para el conjugado se realizaran
analisis a los 9, 18, 24, 30 y 36 meses a partir de la fecha de sintesis de acuerdo con la
siguiente tabla (Tabla 1). Para los ensayos en incubacion para ambas muestras a diferentes

temperaturas como se muestra en la Tabla 2.

Tabla 2. Ensayos de integridad estructural para TT lote. TAM137 y M-TT lote: 2 a largo

plazo

Nombre de la Temperatura pH Frecuencia de analisis (meses)

muestra y lote (+/-2 °C)

TT (TAM137) 7.0 A partir del analisis inicial, 8, 14, 20,

26

\% Cf N () 4 7.0 A partir de la fecha de sintesis 9, 18,
24, 30, 36

Tabla 3. Ensayos de integridad a diferentes temperaturas para TT Lote: TAM137 y M-TT

Lote: 2

Tiempo de incubacion

Temperatura (+/-2 °C)

(GIEY))

22 7.0 7
37 7.0 7
55 7.0 7
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Metodologia

Preparacion de la fase movil

La fase movil que se utilizo para la corrida consistié en un amortiguador de fosfatos dibasico
y monobasico de potasio con salina a una concentracion de 50 mM y 300 Mm
respectivamente. La fase movil una vez ajustado el pH a 7.0 fue filtrada por una membrana

GN-6 con poro de 45 pum para remover particulas en suspension.

Se realizaron pruebas para determinar la velocidad de flujo a la cual el TT muestra el mejor
perfil. Se determind que los andlisis se realizaran a un flujo de 1 mL/min. Y la deteccion se
efectud a 280 nm por ser la longitud de onda a la cual absorben mejor los aminoacidos con

grupos aromaticos.

Preparacion del estandar para CLAR-FG Bio-RAD. Cat#151-1901 Control 22004147

—

Rehidratar el vial con 0.5 ml de agua des ionizada.

2. Agite la mezcla y deje el vial del estandar en hielo por 2 a 3 minutos.

3. Agite el vial nuevamente

4. Para la aplicacion a CLAR, el estandar debe ser centrifugado a 2500 rpm antes de
aplicarlo para remover cualquier particula fina.

5. Agregar a un vial para inyeccion el contenido del estindar mas las muestras de KLH,

Endomorfina y BSA.

6. Inyectar 76 pl a la columna de separacion por exclusion molecular.

La mezcla hidratada debe mantenerse en un rango entre 2 y 8°C hasta por dos semanas o en
congelacion hasta por 8 meses. Se afiadieron como estandares internos Endomorfina,
Albumina de suero bovino (BSA) y hemocianina de molusco (KLH). Las especificaciones de

cada estandar se muestran en la siguiente tabla (Tabla 4).
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Resultados

Marcadores de masa molecular

Figura 14. Cromatograma para los Marcadores de masa molecular.

Figura 15. Cromatograma para los Marcadores de masa molecular. 1 KLH, 2 Tiroglobulina, 3 y-

Globulina, 4 BSA, 5 Ovoalbumina, 6 Mioglobina, 7 Vitamina B12, 8 Endomorfina.
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Tabla 4. Marcadores de masa molecular Bio-RAD y estandares internos para CLAR-FG.

Masa molecular

Proteina (MM) Cantidad (mg)

KLH 6 x10° 2 6.9
Tiroglobulina 6.7 x10° 5 7.5
v -Globulina 1.58 x10° 5 9.4
BSA 6.6 x10* 2.9 10.3
Ovoalbtimina 4.4x10* 5 10.7
Mioglobina 1.7 x10* 2.5 11.5
Vitamina B12 1.35x10° 0.5 13.5
Endomorfina 7.59 x10* 0.5 20.7

Recta de calibracion

Con los datos obtenidos de los marcadores de masa molecular se realizO una recta de

calibracion como se muestra en el siguiente grafico (Grafico 1).

8
__6 y =-0.5125x + 10.068
E . R? =0.9815
5
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Grafico 1. Curva de calibracién para una mezcla de proteinas como marcadores de masa molecular
Bio-RAD mas estandares internos.

86



Al graficar el log (MM) contra el V. se obtuvo una recta de calibracion lineal en el rango de
6000 a 1.35 kDa con un coeficiente de correlacion de 0.9815. La columna Shodex KW 803 (8
x 300 mm) mostrd tener un rango de permeacion apropiado para el andlisis de TT y el
conjugado, tomando en cuenta que actualmente no existe una columna con un rango mayor

de exclusion molecular para proteinas.
La preparacion de la muestra de TT se describe a continuacion:

Se tomo directamente del recipiente que lo contiene, la proteina se encuentra disuelta en PBS
0.1M a pH de 7.2 y a una concentracion de 1.976 mg/ 200 pl. Se tomo una alicuota de 25 pl
para obtener una dilucion con concentracion final de proteina de 247 pg/ 2.5ml de esta
muestra se inyectaron 152 pl para aplicar una cantidad en masa de 15 pg de proteina a la

columna Shodex W-803.

La deteccion se realizéo mediante un detector de dispositivo de diodos a una longitud de onda
de 280 nm, ya que es la longitud de onda idonea en la cual se puede identificar a la proteina
del TT por los aminoacidos Trp y Tyr. A una velocidad de flujo de 1 mL/min. Los ensayos se

llevaron a cabo a la temperatura del cuarto, y a una presion alrededor de 400 psi.

Linealidad del sistema tomando a la proteina del Toxoide Tetanico como analito

Se prepararon 7 diluciones de concentracion (intervalo) de la solucion de referencia. La
concentracion central de las diluciones debe ser igual a la concentracion que represente al
100% en la muestra procesada para su medicion @9 en este caso 247 pg/ 2.5 ml de TT

disuelto en PBS 0.1M (carga en masa 15 pg).
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A partir de la disolucion de referencia para el Toxoide Tetanico (TT) del lote: TAM137
manufacturado por P.T. Bio Farma con una concentracion de 1.976 mg/ 200 pl de proteina.

Se prepararon 7 diluciones a las siguientes concentraciones como se muestra en la tabla 5.

Tabla 5. Datos para determinar la linealidad del sistema.

Volumen :
Carga en de Concentracién Dilucién . :
masa (ug) | Inyeccién /2.5ml Area bajo la curva
()

2 152 13.1 33.6 39388
5 152 32.9 82 169034
10 152 65.8 164 509915
15 152 98.6 247 839921
20 152 131.6 329 1171645
30 152 197.4 494 1787133
60 152 394.7 988 4379160

Con los datos obtenidos se realizo el siguiente grafico (Grafico 2.) para asegurar que los datos

obtenidos, son proporcionales a la concentracion del analito dentro de un intervalo

determinado.
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linealidad del sistema
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Grafico 2. Linealidad del sistema cromatografico para 7 diluciones de una muestra de proteina.

En el intervalo de 5 a 60 pg de proteina, el sistema mostré un comportamiento lineal al

graficar el 4rea bajo la curva contra cantidad de proteina aplicada, con una r* de 0.9914

Limite de Deteccion

Este procedimiento aplica a métodos que utilizan instrumentos para medir la respuesta
analitica y presentan una sefial de ruido basal. Para determinar la cantidad del analito que
genere una respuesta con respecto a la muestra blanco en una proporcion de por lo menos 3 a
1, lo que corresponde a la concentracion asociada al limite de deteccion. Se realizo el calculo

para determinar el limite de deteccion con base en la sefial de ruido %
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Tabla 6. Datos de area y promedio del area basal para los blancos.

Blancos Area (respuesta analitica medida)
1 38624
2 39222
3 39519
4 40546
S 40364
6 40421
Promedio (area basal) 39782

Tabla 7. Datos de areas para determinar el limite de deteccidn.

Concentracion Dilucion Area bajo la Area bajo la curva menos
Muestra (ng/ nl) (ng/2.5 ml) curva el area basal

1 13.1 2 39679 730

2 16.4 2.5 44367 5418

3 19.7 3 109066 70117
4 23 3.5 143724 104775
5 26.3 4 178466 139517
6 29.6 4.5 213149 174200

LD =3 x Ruido 3 x 39616 = 118848 UA equivale a la respuesta obtenida por la dilucion

cuya concentracion fue 24 ng/ pl.
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Limite de Cuantificacion

Para determinar la cantidad del analito que genere una respuesta con respecto a la muestra
blanco en una proporcion de por lo menos de 10 a 1, lo que corresponde a la concentracion
asociada al limite de cuantificacion. Se realizo el calculo para determinar el limite de

. ., ~ . 4
cuantificacion con base en la sefial de ruido .

Tabla 8. Datos para determinar el limite de cuantificacion.

Concentracion Dilucién Areabajola  Area bajo la curva menos el
Muestra (ng / nl) (ng /2.5 ml) curva area basal
1 32.9 5 218939 179990
2 52.6 8 356306 317357
3 65.8 10 486474 447525
4 78.9 12 672213 633264
5 98.7 15 833382 794433

LC = 10 x Ruido LC =10 x 39616 LC = 396160 UA equivalente a la dilucion mas

cercana con una concentracion de 62 ng / pl.

Caracterizacion de la muestra

Se utiliz6 la CLAR-FG para el analisis de la proteina purificada del TT del lote: TAM137 ya
que la técnica esta basada en la exclusion por el tamafio molecular y es utilizada para la
caracterizacion de la materia prima, control de calidad, y control de degradacion de proteinas
bajo condiciones de trabajo no desnaturalizantes. Ademas, se contd con una cantidad
suficiente de proteina de dicho lote para realizar los ensayos para el TT sintetizado por P.T.
Bio farma en noviembre del 2007, ya que este se utilizd como proteina acarreadora en la

formulacion de un lote experimental de 50 mg de conjugado (M-TT lote: 2).

Como se muestra en el siguiente cromatograma (Figura. 16) una vez purificado el TT

presenta el siguiente perfil donde se observa un pico que comienza en el limite de exclusion
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de la columna, presenta un solo pico con un Tr 9.047 min. Las condiciones para obtener los
resultados fueron, velocidad de flujo para la fase movil fue de 1 mL/min, presion alrededor
de 400 psi, la deteccion se realizd a 280 nm y se aplicaron 180 pl (corresponde a 15 pg en
masa) de inyeccion a la columna. El andlisis cromatografico sugiere que la proteina esta
conformada por compuestos de alta masa molecular (alrededor de 6000 kDa) unidos a
compuestos de menor masa molecular (alrededor de los 150 kDa), formando una
macromolécula de estructura compleja. Las lineas paralelas a la absorbancia corresponden a

los marcadores de masa molecular que se muestran con fines comparativos.

Figura 16. Perfil cromatografico tipico de una muestra de TT por CLAR-FG.
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Estudio de integridad estructural a largo plazo para el TT lote: TAM137

Figura 17. Resultados del estudio de integridad estructural para el TT a los 0, 8, 14, 20, 26 meses de

almacenamiento.

Tabla 9. Datos obtenidos para el TT del lote: TAM137

Area bajo la
Nombre de la muestray Fecha de curva menos Porcentaje

Periodo lote ensayo drea basal (%)

Inicial TT (TAM137) 09-02-2012 978426 100
ler periodo TT (TAM137) 12-12-2012 969885 99.12
2do periodo TT (TAM137) 16-04-2013 966505 98.78
3er periodo TT (TAM137) 16-12-2013 884568 90.41
4to periodo TT (TAM137) 02-04-2014 878972 89.83
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Se realiz6 el estudio de estabilidad a largo plazo para el TT del lote: TAM137 con fecha de
manufactura de noviembre del 2007, durante dos afios y dos meses, para establecer el perfil
cromatografico de integridad estructural, bajo condiciones controladas de temperatura
durante el almacenamiento. La muestra stock permaneci6 en refrigeracion a 4 £2°C y solo

sali6 del refrigerador en el momento de preparar la dilucion de la misma.

Las muestras se corrieron por triplicado para cada periodo y no presentaron diferencias
significativas entre inyecciones (CV= 0.8%) mostrando buena repetibilidad. En el ensayo
inicial (09-02-12) se observa el perfil caracteristico para el TT con un Tr de 8.994 min, para
el primer periodo (12-12-12) existe una pequeiia diferencia, una disminucion en el Tr (8.198
min.) para el TT, para el siguiente perfil correspondiente al 2do periodo (16-04-13) se
observa que la conformacion en la estructura se mantiene sin presentar cambios significativos
en el perfil y con un minimo aumento en el Tr 8.531 min, posteriormente se observa para el
tercer periodo (16-12-13) una notoria agregacion proteica al 20° mes del estudio con un T de
8.640 min, sin embargo, el perfil muestra una separacion entre los compuestos mas pesados y
los de menor masa molecular. Para el ultimo periodo (02-04-14) continua el efecto de la
separacion entre los compuestos mas pesados y los de menor masa molecular, el Tr de 9.650
min indica que existe una fragmentacion acentudndose esta separacion al final del estudio de
integridad. Los valores de la Tabla 9 muestran que el patrén de masas moleculares para el TT
se mantiene homogéneo en area para los primeros tres periodos de andlisis, seguido de un
decremento en el area bajo la curva de casi 9% para los dos ultimos periodos, lo que indica
una variaciéon de la estabilidad en la estructura proteica del TT conforme al tiempo de

almacenamiento, dando una tasa de degradacion promedio cercana al 5% anual.
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Ensayo de integridad estructural a diferentes temperaturas para la muestra del TT lote:

TAM137

Figura 18. Resultados del estudio de integridad estructural para el TT sometido a 4 diferentes

temperaturas.

Tabla 10. Datos de las muestras de TT sometidas a incubacién a diferentes temperaturas.

Nombre de la Tiempo de Area bajo la curva
Temperatura muestra y lote Retencion (min) menos area basal Porcentaje (%)
7°C TT (TAM137) 9.529 879702 100
22°C TT (TAM137) 9.562 862361 98.03
37°C TT (TAM137) 9.653 853461 97.02
50°C TT (TAM137) 9.761 834779 94.89

Se realizaron ensayos con la proteina del TT con el objetivo de determinar la influencia de la
temperatura en el almacenamiento de dicha proteina, evaluando cuatro temperaturas
diferentes en el almacenamiento (7, 22, 37 y 50°C) durante 7 dias en incubacion. Los perfiles
cromatograficos revelan que la proteina mantiene la estructura nativa a 7 y 22 °C, y las
muestras sometidas a 37 y 50°C presentan un cambio significativo en los cromatogramas,

como se observa, (figura 18) una disminucion en la intensidad de la sefial y un lomo del lado
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derecho del pico por fragmentacion de la proteina a compuestos de menor masa molecular.
Los valores del area bajo la curva mostrados en la Tabla 10 indican que la cantidad de
proteina aplicada para todos los ensayos permanece dentro de un rango aceptable de
cuantificacion +£6%, a pesar de que una parte de la masa de la proteina se transforme a
compuestos de menor masa molecular al perder la integridad en su estructura por efecto de la
temperatura de exposicion. Este ensayo muestra las condiciones a las que debe ser
almacenada para que no se vea comprometida la integridad en su estructura para nuestra

proteina acarreadora.
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Estudio de Integridad Estructural a largo plazo para el conjugado M-TT lote: 2

Figura 19. Resultados del estudio de integridad estructural para el conjugado M-TT lote: 2.

Tabla 11. Datos obtenidos para el conjugado M-TT lote: 2

Nombre de la Fecha de Area bajo la curva Porcentaje
Periodo Muestra y lote ensayo menos area basal (%)
ler periodo M-TT (2) 02-02-2012 1535435 100
2do periodo M-TT (2) 04-12-2012 1512119 98.48
3er periodo M-TT (2) 01-04-2013 1487965 96.91
4to periodo M-TT (2) 16-12-2013 1481183 96.47
5to periodo M-TT(2) 02-04-2014 1475382 96.09

Una vez que se logro acoplar el hapteno (derivado de opiaceo) a la proteina acarreadora (TT-
TFCS-NH;) con un método eficiente de acoplamiento y rendimientos altos en la conversion

para dicha conjugacion hapteno-proteina (M-TT), se realizé un lote (lote: 2) con el tamafo
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adecuado para ser evaluado en varios aspectos relacionados con su actividad

inmunoprotectora y su estructura.

Se realizo el estudio de integridad estructural a largo plazo para el conjugado M-TT lote: 2
(sintetizado el 09-Mayo-2011) durante dos afios y dos meses, con la finalidad de establecer el
perfil cromatografico y posteriormente realizar controles periddicos para determinar la
integridad estructural del conjugado, bajo condiciones controladas de temperatura durante el
almacenamiento. La muestra stock se mantuvo en refrigeracion a 4 £2°C y solo salio del

refrigerador en el momento de la preparacion de la dilucion para su analisis cromatografico.

El analisis a largo plazo llevado a cabo, para todos los ensayos, muestra un patron de masas
moleculares similares, donde se observa un pico mayoritario (a) correspondiente a la proteina
del conjugado M-TT y otro pico (b) en menor proporcion, este compuesto ain no se ha
identificado. La CLAR-FG bajo las condiciones de trabajo establecidas, presenta al inicio del
estudio (02-02-12) una separacion entre compuestos macromoleculares correspondiente a la
proteina del TT y compuestos de baja masa molecular que presenta elementos detectables a la
longitud de onda establecida. Para el segundo periodo (04-12-12) se observa una
fragmentacion general en el perfil, en menor grado para el pico “a” que para el pico “b” que
eluye en el volumen de inclusion de la columna. Para el tercer periodo (01-04-13) se aprecia
una agregacion considerable para ambos compuestos, ésto se ve reflejado en los Tr para
ambos picos en comparacion con el periodo anterior, sin embargo, es mas notoria la
diferencia de 6 minutos para el compuesto de baja masa molecular pico b. Para el cuarto
periodo (16-12-13) se observa que el perfil muestra buena separacion de los diferentes
compuestos y presenta una eficiencia mayor. El pico “a” de mayor masa molecular mantiene
la conformacion estructural al periodo anterior y es muy similar en Tg, sin embargo, para el
pico “b” se aprecia una ligera fragmentacion debido al tiempo de almacenamiento y aparece
un tercer pico en el volumen de inclusion. Para el quinto periodo (02-04-14), se observa un
patrén en el perfil de masas moleculares muy similar al periodo anterior pero se observa una
diferencia en los Tr para los compuestos a y b, debido a la fragmentacion de ambos
compuestos detectados en el ensayo del conjugado en el cual, también se detecta un tercer
pico. De acuerdo con los datos de las areas bajo la curva como se muestra en la Tabla 11. Se
mantiene dentro de un rango el mismo patron de masas moleculares para todas las muestras,
con una variacion minima del 4% al final de los ensayos en comparacion a la inicial, lo que
indica que las modificaciones que se observan en los perfiles son debido al tiempo de

almacenamiento e inherentes a la formulacion.
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Ensayo de integridad estructural a diferentes temperaturas para la M-TT lote: 2

Figura 20. Resultados en stack del estudio de integridad estructural para el conjugado M-TT lote: 2.
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Figura 21. Muestra M-TT_4°C en comparaciéon con M-TT_22°C

Figura 22. Muestra M-TT_4°C en comparacion con M-TT_37°C

Figura 23. Muestra M-TT_4°C en comparacion con M-TT_55°C
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Tabla 12. Datos de las muestras de M-TT sometidas a diferentes temperaturas.

Tiempo de Retencion

Temperatura (min) .
Nombre de Area bajo la curva
Muestra y lote menos area basal Porcentaje (%)
4°C M-TT (2) 9.447 17.208 1497425 100
22°C M-TT (2) 9.550 17.247 1416842 94.62
37°C M-TT (2) 9.493 17.104 1326155 88.56
55°C M-TT (2) 6.919 17.740 1323382 88.37

En los cromatogramas mostrados anteriormente (Figura 20) se observan cuatro muestras
analizadas con el método desarrollado por CLAR-FG para la proteina del TT y el conjugado

M-TT lote: 2, el cual fue sometido a 4 diferentes temperaturas.

Como control se tomo la muestra del conjugado almacenada a 4°C del ultimo periodo del
estudio de integridad a largo plazo ya que se agot6 la muestra del lote para realizar el ensayo
de integridad estructural a diferentes temperaturas, considerandose como la temperatura
optima de almacenamiento como se determiné en los ensayos de integridad estructural para la

proteina del TT mostrado anteriormente.

Se observa el perfil caracteristico para el conjugado M-TT en la Figura 21 en comparacion
con el ensayo realizado a 22°C el cual mantiene el perfil, al parecer no tiene efecto en la
estructura del conjugado, sin embargo, se observa un pequefio cambio por fragmentacion en
el lado derecho del pico a de dicho cromatograma, este efecto se ve mas acentuado y es mas
notorio en la muestra incubada a 37°C (Figura 22), lo que sugiere que, el conjugado expuesto
a esta temperatura por un periodo de siete dias, produce la fragmentacion que modifica el
perfil produciendo un lomo del lado derecho del pico correspondiente a la proteina.
Finalmente se observa en la muestra sometida a los 55°C después de siete dias de incubacion
(Figura 23) se presenta un fendmeno de agregacion y desnaturalizacion proteica para el
compuesto de mayor masa molecular por la interaccion entre biomoléculas y el medio
acuoso, de continuar la exposicion de la muestra a esta temperatura daria como resultado una
precipitacion de la misma. Para el pico de menor masa molecular se pude apreciar una

fragmentacion que puede atribuirse a la desestabilizacion por la temperatura de exposicion.
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Discusion

El objetivo principal de la presente tesis es proporcionar datos para demostrar de manera
experimental las condiciones de temperatura en el almacenamiento para que la proteina
purificada del TT y su conjugado dirigido contra sustancias adictivas sea minimamente
afectada. Asi como determinar la temperatura a la cual la proteina acarreadora se ve
comprometida en su conformacion estructural. Ya que no se encuentra bibliograficamente
resultado alguno de integridad estructural estudiado por cromatografia de liquidos de alta

resolucion en filtracion en gel para el toxoide tetanico.

La técnica descrita fue evaluada de acuerdo con las necesidades del proyecto de investigacion
para llevar un control analitico para el TT utilizado en una formulacion de un inmunogeno
dirigido contra sustancias adictivas. Se evalud el rango de separacion para la columna Shodex
KW-803, inyectando una mezcla de proteinas patrébn, como marcadores de masas
moleculares mostrando tener un rango de permeacion entre 6 x10° a 759 Da como se muestra
en la Figura 15, de acuerdo con la curva de calibracion calculada a partir de los datos
obtenidos con un R’= 0.9815 que resulta apropiado para el analisis de la proteina del TT y
compuestos derivados de acuerdo al analisis para la caracterizacion del TT, tomando en
cuenta que actualmente no existe una columna analitica para CLAR-FG con un rango mayor
de exclusion molecular para proteinas. Sin embargo, el resultado no permite dilucidar si la
estructura del toxoide esta compuesta por dos cadenas una pesada y una ligera, ya que
durante el método de detoxificacion se llevaron a cabo reacciones entre la toxina y derivados
de péptidos del medio, lo que resulta en la modificacion y aumento, por adicion de péptidos

en la masa molecular.

En base a los perfiles cromatograficos obtenidos, mostrados anteriormente en la Figura 17, se
demuestra que, a la temperatura controlada durante el almacenamiento, en un rango de 2 a 6
°C, la proteina del TT, mantuvo su integridad estructural sin presentar cambios significativos
en el perfil para el primer y segundo periodo con minima reduccion en los Ty, esto debido a
las interacciones de compuestos proteinicos en disolucion, estas interacciones
intermoleculares dan como resultado la agregacion proteica. Para el tercer y cuarto periodo
del estudio de integridad estructural, el perfil presenta una separacion entre los compuestos
mas pesados y los de menor masa molecular de la proteina, debido a la agregacion proteica
de los compuestos mas pesados por efecto del tiempo en almacenamiento. Una de las causas

a estas diferencias se pueden atribuir a que no fue controlada la temperatura de la columna,
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ya que los ensayos se realizaron a temperatura ambiente, porque no se cuenta con un horno
para controlar la temperatura de la columna, y dado que los valores estan relacionados a la
concentracion de la muestra y la sefial de absorbancia esto puede atribuirse a la preparacion
de la dilucion, al volumen de inyeccion o a la pérdida por degradacion de la muestra al
concluir el estudio de integridad estructural después de dos afios y dos meses. Con una
variaciéon de alrededor del 9%, sin embargo, tomando en cuenta que de la fecha de
manufactura reportada por el fabricante hasta concluido este estudio de integridad estructural
a largo plazo, han transcurrido seis afios con cinco meses, lo que se puede considerar
aceptable para la estabilidad estructural de la proteina purificada del TT tomando en cuenta

su alta masa molecular y la conservacion de la proteina en disolucion.

Para evaluar el efecto de una exposicion prolongada a temperaturas mayores de la
temperatura Optima de almacenamiento (4 £2°C), se sometiéo al TT a cuatro temperaturas
diferentes en el almacenamiento (7, 22, 37 y 50°C) durante 7 dias en incubacion. Los perfiles
cromatograficos revelan que la proteina mantiene la estructura nativa a 7 y 22 °C, y las
muestras sometidas a 37 y 50°C presentan un cambio significativo en los cromatogramas,
¢ésto debido a la temperatura a la que fueron expuestas. Al elevarse la temperatura la energia
cinética de las moléculas aumenta con lo que se desorganiza la envoltura acuosa de las
proteinas, y se produce una desorganizacion en la estructura de la proteina, de forma que al
desdoblarse el interior hidrofébico interacciona con la matriz de la columna y se produce el
cambio en el perfil de la proteina. El decremento del area bajo la curva, a la mayor
temperatura de exposicion, se cuantifica alrededor de 5% menos que a condiciones dptimas
de almacenamiento, ésto puede deberse a la degradacion de la proteina y preparacion e

inyeccion de la misma.

En el estudio a largo plazo para el conjugado (M-TT L=2) mostrado anteriormente (Figura
19) se observa dos compuestos el pico “a” correspondiente al conjugado y el pico “b” un
compuesto de baja masa molecular, lo que sugiere un producto derivado de la reaccion al
realizarse el acoplamiento del hapteno con la proteina (M-6-H/ EDC + TT-TFCS-NH,). En el
segundo periodo se observa una fragmentacion en general, esta diferencia puede ser a una
menor temperatura a la que se corrid la muestra en comparacion con el andlisis anterior. Para
el tercer periodo se observa una agregacion para ambos compuestos mas marcada para el pico
“b”, ésto puede deberse a que las proteinas en disolucion forman agregados cuando son
almacenadas largos periodos de tiempo por el efecto de la interaccion entre biomoléculas en

un medio acuoso. Para los periodos cuarto y quinto se aprecia una fragmentacion y un tercer
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pico en el volumen de inclusion, lo que sugiere que podrian ser trazas de fragmentos del
conjugado, esto debido al tiempo en almacenamiento del conjugado en disolucion, y a la
descomposicion inherente a la propia formulacion. En los datos mostrados en la tabla 11 se
indica que la cantidad de masa aplicada es la misma para todos los ensayos y que el perfil
varia conforme al tiempo. Con lo que se demuestra que la formulacion tiende a fragmentarse
y agregarse por los efectos entre las interacciones intermoleculares y el medio de disolucion
manteniéndola en refrigeracion a 4 12°C, lo que afecta directamente a la integridad

estructural del conjugado M-TT que varia por accion del tiempo de almacenamiento.

Al someter el conjugado M-TT a 22, 37, y 55° C, el estudio reveld que a la temperatura de
22°C existe indicio de modificacion en la estructura de la proteina sin resultar en
fragmentacion, para la muestra sometida a 37°C se observo una fragmentacion acelerada, y
por ultimo la agregacion y desnaturalizacion proteica a temperatura de 55°C que de
prolongarse daria como resultado la precipitacion de la proteina. Esto se puede atribuir a que
cuando la temperatura es elevada aumenta la energia cinética de las moléculas con lo que se
desorganiza la envoltura acuosa de las proteinas responsable de neutralizar las cargas dando
estabilidad a la estructura de la proteina, resultando en un desdoblamiento, este aumento en la
temperatura destruye las interacciones débiles y desorganiza la estructura de la proteina, de
forma que se produce la una fragmentacion seguido de la desnaturalizacion proteica. Ya que
las formulaciones que contienen toxoides presentan el fenomeno de perder la capacidad
inmunizante de manera acumulativa, se demuestra que una vacuna o conjugado que haya sido
expuesto a temperaturas mayores de 37°C por un periodo de siete dias perdera su

conformacion estructural relacionada con la capacidad inmunizante.

Se utilizaron dos columnas para realizar los estudios de integridad estructural por razones de
uso de cada columna en funcion de la cantidad de inyecciones soportadas por dicha columna
para la proteina del TT asi como para el conjugado M-TT, ambas con el mismo limite de
exclusion (700000 Da). Se realizaron ajustes en la metodologia para las variables de la
columna como presion, velocidad de flujo para que no afecte el cambio de una columna a
otra los resultados y obtener perfiles con las mismas caracteristicas, en base a el traslado de
caracteristicas de columna a columna por medio de algoritmos en sistemas computacionales
en columnas cromatograficas y poder realizar una comparacion de manera eficiente, ya que
no varia el area bajo la curva ni el tiempo de retencion de los cromatogramas de las muestras
por el cambio de columna. Ambas presentan buena resolucion para la muestra, sin embargo,

la primera presenta una eficiencia mas baja que la segunda seguramente por la carga de
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trabajo por el uso previo, a diferencia de la segunda la cual no habia sido utilizada para

analisis previos.

La cromatografia de liquidos de alta resolucion por filtracion en gel, demostrd ser util como
una herramienta para obtener la caracterizacion de biomoléculas mediante perfiles
cromatograficos y asi tener antecedentes experimentales para tener controles de pureza y
poder realizar el control en la integridad de la estructura proteica y la conservacion del TT y
su conjugado durante el almacenaje, utilizado para la formulacion de un inmunégeno dirigido

contra opiaceos.
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Conclusiones

Los resultados mostraron que empleando el método disefiado por CLAR-FG logra la
caracterizacion del TT y la M-TT. Para el TT lote: TAM137 un Tg de 9.04 min y para el
conjugado M-TT lote: 2 presenta dos compuestos importantes, el primero con Tr a 9.202 min
y el segundo con Tr b 16.341 min. Los ensayos realizados demuestran los cambios en la
conformacion de la proteina del TT durante el almacenamiento en disolucion y a temperatura
controlada se muestra paulatinamente el cambio por el fendmeno de agregacion a lo largo del
estudio (2 afos y 2 meses) donde se observa que la mayor area bajo la curva corresponde a
compuestos de alta masa molecular y durante el envejecimiento no se producen compuestos
de baja masa molecular por fragmentacion o proteolisis, por lo que se considera la
temperatura optima de almacenamiento es a 4 £2°C. Por otro lado, los estudios realizados a
22 +2°C no mostraron tener efecto en la integridad de la estructura proteica, sin embargo los
ensayos mostraron que después de someter la proteina a temperaturas mayores (37-50 °C)
durante una semana presenta una fragmentacion acelerada, ya que se observa un decremento

en la intensidad de la sefial y un corrimiento del Ty a la derecha.

La evaluacion del conjugado muestra que la integridad en la estructura varia a lo largo de tres
afios después de ser formulado, los perfiles cromatograficos muestran una agregacion para la
estructura proteica (a) y fragmentacion para los compuestos de menor masa molecular (b). El
patréon de masas moleculares es muy similar entre ellos, como se reporta en la Tabla 11. Las
areas bajo la curva reportadas demuestran que los cambios en los perfiles son debido a las
variaciones inherentes a la formulacion ya que existe una constante en la cuantificacion con
una variacion minima de 6% para la muestra del conjugado analizado. Los perfiles obtenidos
para las muestras del conjugado que fueron sometidas a 22°C demuestran que mantiene el
mismo perfil y por tanto la estructura no presenta cambios en su conformacion. El ensayo
para la proteina después de ser sometida a temperatura de 37°C la muestra presenta una
modificacion en la integridad de su estructura por fragmentacién a compuestos de menor
masa molecular. En tanto, la muestra sometida a 55°C tiene un efecto de agregacion para la
estructura que corresponde a la proteina (a) y fragmentacion para compuestos derivados de
menor masa molecular (b) debido a las interacciones intermoleculares y del medio por las

altas temperaturas.
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Perspectivas

Con la implementacion del método de CLAR-FG se estableci6 el precedente para identificar
la estructura nativa de la proteina del TT utilizada como inmunégeno en un modelo de
vacuna contra opiaceos; ya que la estructura esta directamente relacionada con la actividad y
formacion de anticuerpos, se espera con ésto establecer normas internas de calidad para la
evaluacion de dicha proteina, asi como el producto final. Por lo que se sugiere que se realicen
estudios paralelos que evaltien la actividad bioldgica como es la respuesta inmune humoral,
para determinar si la integridad estructural al tiempo ensayado cromatograficamente en el
presente trabajo, corresponde de igual forma para la actividad biologica, ya que es el objetivo
final de la formulacion del conjugado. Asimismo es necesario realizar mas estudios como,
analisis por espectrometria de masas, microscopia electronica, y cristalografia de rayos X
para determinar la masa molecular y la estructura del conjugado y asi poder dilucidar sus
posibles mecanismos de accion y sus interacciones con las células del sistema inmune y

sistemas endogenos.
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Glosario de términos

Adiccién: En la actualidad se acepta como adiccion cualquier actividad que el individuo
sea incapaz de controlar, que lo lleve a conductas compulsivas y perjudique su calidad
de vida. En este mismo plano, se encuentra el alcoholismo, la drogodependencia, la
adiccién a la comida (comedores compulsivos) y el tabaquismo, que conducen a un
estado psicofisiolégico, caracterizado por la modificaciéon del comportamiento, a causa
de un impulso irreprimible por consumir una droga o sustancia. No obstante, esta es la
definicion puramente bioquimica.

Es una conducta impulsiva e irresistible a ejecutar algo irracional o contrario a la
voluntad de quien lo ejecuta. Es un padecimiento o sindrome, que presenta un cuadro
muy exuberante de signos y sintomas caracteristicos dependiendo de la sustancia
adictiva. Existen adicciones tanto a sustancias quimicas, vegetales, asi como a
actividades y hasta a ciertas relaciones interpersonales.

Analito: Es una especie quimica cuya presencia o contenido se desea conocer,
identificable y cuantificable, mediante un proceso de medicién quimica.

Antigenicidad: Propiedad que tiene una sustancia de reaccionar con anticuerpos o con
receptores de células previamente formados, pero no es capaz de inducir una respuesta
inmune.

Cambio significativo: Al cambio en las propiedades cualitativas y/o cuantitativas del
parametro a evaluar final con respecto al primer andlisis (medicidn inicial) bajo las
mismas condiciones.

Cromatografia: Método usado principalmente para la separacion de los componentes
de una muestra, en el cual los componentes son distribuidos entre dos fases, una de las
cuales es estacionaria, mientras que la otra es mdvil. La fase estacionaria puede ser un
s6lido o un liquido soportado en un sélido o en un gel (matriz). La fase estacionaria
puede ser empaquetada en una columna, extendida en una capa, distribuida como una
pelicula. Es un conjunto de técnicas basadas en el principio de retencion selectiva, cuyo
objetivo es separar los distintos componentes de una mezcla, permitiendo identificar y
determinar las cantidades de dichos componentes. Al colocar los componentes de la
muestra que se va a separar se distribuye entre dos fases, una de las cuales es estacionaria
(fase estacionaria) mientras la otra (la fase moévil) se mueve en una direccion definida. Las
diferencias sutiles en el coeficiente de particiéon de los compuestos da como resultado
una retencion diferencial sobre la fase estacionaria y por tanto una separacion efectiva
en funcién de los tiempos de retencién de cada componente de la mezcla.

La cromatografia puede cumplir varias funciones que no se excluyen mutuamente
como: Separar los componentes de la mezcla, para obtenerlos puros y que puedan ser
usados posteriormente. Identificar compuestos de interés, puede consistir en un simple
componente o una mezcla de varios y medir la proporcion de los componentes de la
mezcla. En este caso, las cantidades de material empleadas son pequeiias.

Cromatograma: Es el resultado grafico de la cromatografia. En el caso de separacién
optima, los diferentes picos del cromatograma se corresponden a los componentes de la
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mezcla separada. En el eje X se representa el tiempo de retencion, y en el eje Y una sefial
obtenida del detector correspondiente a la respuesta creada por los diferentes analitos
existentes en la muestra. En el caso de un sistema 6ptimo, la sefial es proporcional a la
concentracion del analito especifico separado.

Eluyente: Sustancia que se utiliza como fase movil en la separacién de componentes en
una mezcla. Es la fase movil que atraviesa la fase estacionaria para llevar a cabo la
elucién de la muestra.

Epitopo: Determinante antigénico. Es el lugar donde se une el anticuerpo.

Estabilidad: La capacidad de un firmaco o un medicamento de permanecer dentro de
las especificaciones de calidad establecidas, en el envase que lo contiene durante su
periodo de vida.

Especificidad: Capacidad de un método analitico para obtener una respuesta debida
unicamente al analito de interés y no a otros componentes de la muestra.

Fase estacionaria: Consiste en particulas, generalmente sélidas, pequefias y con una
superficie microporosa, de forma que presenta un amplio desarrollo superficial. Puede
estar empaquetada en forma de columna o extendida en forma de capa. En ocasiones es
necesario un tratamiento quimico de la fase estacionaria para conseguir unas particulas
de tamafio y poro adecuados. Existen una gran variedad de compuestos utilizados como
fase estacionaria, de acuerdo con las necesidades y caracteristicas del componente o
sustancia de interés.

Fase movil: Puede ser un liquido, gas o un fluido supercritico. Es la fase que es
impulsada por un sistema de bombeo y se mueve en una direccién definida. La fase
movil consiste en la muestra que esta siendo separada y/o analizada y el disolvente. En
CLAR la fase movil se mueve a través de la columna de cromatografia (fase estacionaria)
de forma que la muestra interacciona con la fase estacionaria y se separa. Puede estar
compuesta de diferentes sustancias o de una sola, la eleccién de las propiedades de la
fase movil depende de la muestra a analizar y del sistema cromatografico utilizado para
llevar a cabo dicho anélisis.

Hapteno: Es una sustancia quimica de pequefio peso molecular (menos de 10.000
daltones) que no induce por si misma la formacién de anticuerpos, pero al unirse a una
proteina transportadora como la albimina estimula una respuesta inmunitaria. En
resumen, un hapteno es la parte de un antigeno que por si sola no dispara la respuesta
inmune, pero si posee especificidad.

Los haptenos son antigénicos pero incapaces de inducir por si mismas una reaccién
inmunitaria especifica, es decir, tienen antigenicidad pero no son inmunogénicos. El
acoplamiento quimico de un hapteno a una proteina inmunoégena grande, llamada
acarreador, genera un conjugado hapteno-portador inmundgeno. La inmunizacién con
tal conjugado produce anticuerpos especificos para tres tipos de determinantes
antigénicos, anticuerpos contra el hapteno (principalmente), anticuerpos contra el
portador y anticuerpos contra el hapteno y el portador.
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Inmunogenicidad: Propiedad que tiene una sustancia para inducir una respuesta
inmune, es decir, a la capacidad que tiene el sistema inmunitario de reaccionar frente a
un estimulo bioquimico de naturaleza generalmente proteica.

Linealidad del sistema: Habilidad para asegurar que los resultados obtenidos
directamente o por medio de una transformacion matematica definida, son
proporcionales a la concentracién del analito, dentro de un intervalo determinado.

Limite de cuantificacion: Concentracion minima del analito, que puede ser
determinada con precision y exactitud aceptables, bajo las condiciones de operacién
establecidas

Limite de deteccion: Concentracion minima del analito en una muestra que puede ser
detectada, pero no necesariamente cuantificada, bajo las condiciones de operacién
establecidas

Muestra: Constituye una parte representativa del objeto, tomada en el espacio y el
tiempo. Debe contener la(s) alicuota(s) de interés. Es lo que realmente se somete al
proceso analitico.

Opiaceo: Se refiere a los alcaloides presentes en el opio y a los derivados naturales y
semi-sintéticos de la morfina.

Opioide: es cualquier agente que se une a receptores opioides situados principalmente
en el sistema nervioso central y en el tracto gastrointestinal.

Precision: Expresa la reproducibilidad de una medida, es decir la concordancia entre
varias medidas sobre alguna propiedad, hechas a una poblacién o muestra.

Repetibilidad: Precisiéon de un método analitico, expresada como la concordancia entre
determinaciones independientes realizadas por un solo analista, usando los mismos
instrumentos y método.

Tiempo de retencion: Es el tiempo caracteristico que tarda un analito particular en
pasar a través del sistema (desde la columna de entrada hasta el detector) bajo las
condiciones fijadas.

Toxoide: A la toxina que ha sido tratada con productos quimicos o calor, a fin de perder
su efecto toxico, pero que conserva su inmunogenicidad.

Vacuna: Son un preparado de antigenos que una vez dentro del organismo provoca la
produccién de anticuerpos y con ello una respuesta de defensa ante agentes
potencialmente dafiinos como microorganismos patégenos. Esta respuesta genera, en
algunos casos, cierta memoria inmunitaria produciendo inmunidad transitoria frente al
ataque patogeno correspondiente. Son aplicados a individuos con el objeto de inducir
inmunidad activa protectora contra la enfermedad correspondiente. Existen varios tipos
de vacunas como son: las vacunas inactivadas, vivas atenuadas, acelulares,
recombinantes de subunidad, vacunas utilizando toxoides, las vacunas polisacaridicas,
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de vector recombinante, vacuna de ADN y las vacunas sintéticas estan compuestas en
parte o completamente de péptidos, carbohidratos o antigenos.

Vida util de los biolégicos: Es el periodo de vigencia de los productos biolégicos
determinado por esta norma en los diferentes niveles de la cadena de frio, o en su fecha
de caducidad si ésta ocurre antes.
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