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RESUMEN

IMPLEMENTACION DE UN METODO PARA LA PURIFICACION DE
ALBUMINA A PARTIR DE PLASMA EQUINO

Mariangela Vargas Arroyo*

La principal actividad del Instituto Clodomiro Picado de la Universidad de Costa
Rica, es la produccion de suero antiofidico para el tratamiento de personas que
han sufrido mordeduras de serpientes. El suero se obtiene mediante el
fraccionamiento de plasma para purificar la fraccién de las inmunoglobulinas. En
dicho proceso se deshecha la albumina, una proteina plasmatica de gran utilidad,
tanto a nivel terapéutico como a nivel de reactivo de laboratorio. Con el fin de
recuperar y aprovechar esta proteina, en el presente trabajo se evaluaron varias
metodologias para la purificacion de albumina a partir de plasma equino. Las
metodologias empleadas fueron el fraccionamiento alcohdlico en frio, la
termocoagulacion selectiva con etanol y con polietilenglicol, y la cromatografia de
intercambio i6nico. Luego de evaluar el rendimiento y la pureza de las muestras
obtenidas por cada método, se concluyo que la termocoagulacion selectiva es mas
efectiva que el fraccionamiento alcohdlico en frio, y que la cromatografia de
intercambio iénico es una técnica util como etapa final del proceso de purificacion
de la albumina. Los resultados obtenidos en esta investigacion, sirven de
referencia para futuros trabajos relacionados con el desarrollo de un producto a
partir de plasma equino o humano, que cumpla con las especificaciones

internacionales y que sea util para la sociedad.

Palabras claves: albumina, fraccionamiento alcohdlico en frio, termocoagulacion

selectiva, cromatografia de intercambio i6nico, pureza, rendimiento.

* INFORME DE TRABAJO FINAL DE GRADUACION, Escuela de Biologia,
Instituto Tecnologico de Costa Rica, Cartago, Costa Rica. 2006.



ABSTRACT

IMPLEMENTATION OF A METHOD FOR THE PURIFICATION OF ALBUMIN
FROM EQUINE PLASMA

Mariangela Vargas Arroyo*

The main activity of the Instituto Clodomiro Picado from the Universidad de Costa
Rica is the production of antiofidic serum for the treatment of persons who had
suffered snake bites. The serum is obtained by fractionation of plasma to purify the
fraction of the immunoglobulins. In this process the albumin, a plasmatic protein of
great value at therapeutic and laboratory reactive levels, is dismissed. In the
present work, several methodologies were tested for the purification of albumin
from equine plasma, with the finality of recovering and exploiting such protein. The
methodologies employed were the cold ethanol fractionation, the selective
thermocoagulation with ethanol and polyetilenglicol, and the ion exchange
chromatography. After evaluating the yield and purity of the samples obtained from
each method, it was concluded that the selective thermocoagulation is more
effective than cold ethanol fractionation, and that the ion exchange
chromatography is a very useful technique as a final fase of the process of albumin
purification. The results obtained in this research are a reference for future works
related with the development of a product obtained from equine or human plasma,

which obey the international standards and be useful for the society.

Key words: albumin, cold ethanol fractionation, selective thermocoagulation, ion

exchange chromatography, purity, yield.

* INFORME DE TRABAJO FINAL DE GRADUACION, Escuela de Biologia,
Instituto Tecnoldgico de Costa Rica, Cartago, Costa Rica. 2006.
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INTRODUCCION

El plasma sanguineo, que corresponde a la porcidn liquida de la sangre
excluyendo a las células, es considerado como una materia prima biolégica de
gran complejidad. Posee mas de cien proteinas, las cuales se encuentran en
diversas concentraciones y presentan funciones fisioldgicas diferentes. Las
proteinas plasmaticas que se encuentran en mayor proporciéon son la albumina
(60%), la inmunoglobulina G (IgG) (12%) y el fibrindbgeno (4%) (Burnouf, 1995;
Madigan et al., 1999).

Tal como ha ocurrido con otras invenciones, el fraccionamiento del plasma nacio
producto de una necesidad militar en la década de los cuarentas para producir
albumina como expansora del volumen de la sangre en circulacién, de manera
que pudiese ser usada bajo condiciones de batalla. Para esto, Estados Unidos
implementé un programa a cargo de Edwin Cohn para que desarrollara dicho
producto en grandes cantidades. A partir del trabajo pionero realizado por Cohn y
sus colaboradores, en el cual se logro la separacion del plasma en diferentes
fracciones definidas, se establecieron los principios basicos en los cuales la
tecnologia de fraccionamiento moderno aun se fundamenta (More y Harvey,
1991).

El objetivo primordial de dicho fraccionamiento es el de proveer a la sociedad
productos de valor terapéutico seguros y efectivos, al menor costo posible. Dentro
de éstos, los productos tradicionales son la albumina, la inmunoglobulina G y los
factores de coagulacion (FVIII y FIX). No obstante, también se le ha dado
importancia a otras proteinas plasmaticas de uso terapéutico como la antitrombina
lll, la fibronectina, el fibrindgeno, las proteinas S y C y el plasminégeno, entre

otras (More y Harvey, 1991).

En nuestro pais, el Instituto Clodomiro Picado de la Universidad de Costa Rica

tiene como actividad principal la producciéon de suero para el tratamiento del
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accidente ofidico, es decir el envenenamiento por mordeduras de serpientes. El
suero antiofidico se produce mediante el fraccionamiento de plasma equino
hiperinmune (proveniente de caballos que fueron inmunizados con veneno de
serpiente) mediante la precipitacion con acido caprilico, con el fin de purificar la
fraccion de las inmunoglobulinas (Rojas et al.,, 1994). Dentro de las proteinas
plasmaticas que son desechadas en el proceso productivo de este suero, se
encuentra la albumina. Dicha proteina se produce y comercializa desde hace mas
de 50 afios como parte de una biotecnologia que permite aprovechar una proteina
plasmatica, ya sea de fuente humana o de otro animal. En el caso de la albumina
humana, esta es la proteina sérica mas utilizada en el mundo. Se estima que las
necesidades mundiales de reserva se situan en aproximadamente 500 toneladas
por afo, cifra que representa en el mercado un valor de 1,5 billones de ddélares
(Daniell, 2003). Por tanto, la albumina puede ser aplicada en el campo de la

medicina con fines terapéuticos y como reactivo de laboratorio.

El fin del presente trabajo es el de purificar albumina a partir de plasma equino
mediante el uso de técnicas de fraccionamiento ya establecidas. Esto constituiria
una primera fase que permita en un futuro la generacién de un producto que
cumpla con las especificaciones y requisitos internacionales, el cual pueda ser
utilizado en el campo veterinario en el tratamiento de caballos, y que ademas
satisfaga las necesidades de esta proteina dentro del Instituto Clodomiro Picado

(laboratorios y caballeriza).
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REVISION DE LITERATURA

AlbUumina: generalidades

Debido a sus caracteristicas y funcionalidad, la albumina ocupa una posicion
esencial entre las proteinas plasmaticas. Es la proteina de mayor concentracion
en el plasma; en condiciones normales, la concentracidn de proteinas totales del
plasma varia entre 6,2 y 7,9 g/dl, siendo la concentracién de albumina entre 3,6 y
5,2 g/dl. Su estructura y propiedades fisicas estan bien establecidas. Es una
proteina globular y monomérica, de cadena sencilla constituida por 585
aminoacidos no glicosilados, que posee un peso molecular de 66 500 Dalton;
contiene 17 puentes disulfuro entrecruzados en su molécula, que le confieren
cierta estabilidad. (IVIC, 2005; More y Harvey, 1991).

Minghetti y colaboradores (1986) encontraron que el gen de la albumina, el cual
se ubica en el brazo largo del cromosoma cuatro (4 q13 — q11), posee 16961
nucledtidos y 15 exones, estos ultimos se encuentran ubicados simétricamente
dentro de tres dominios homodlogos. Se cree que estos dominios surgieron
producto de una triplicacién de un unico primer dominio. Cada uno contiene de
cinco a seis puentes disulfuro y es producto de dos subdominios que poseen
motivos estructurales en comun. Las principales regiones de unién de ligandos a
esta proteina estan ubicados en cavidades hidrofébicas en los subdominios IIA y
1A (HPRD, 2006). (Ver figura 1)
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Fuente: Protein Data Bank

Figura 1. Estructura tridimensional de la albumina determinada
por cristalografia de rayos X

Esta proteina ostenta rasgos esenciales que la diferencian de las demas proteinas
del plasma y que estan estrechamente relacionados con su purificacion: tiene una
carga negativa alta a pH fisiolégico, su punto isoeléctrico es el mas bajo y es
extremadamente soluble en soluciones acuosas de hasta 35% w/v. Asimismo, es
notablemente estable a temperaturas hasta de 70° C (IVIC, 2005; Moya et al.,
2000; More y Harvey, 1991).

Con respecto a la fisiologia de la albumina, ésta representa aproximadamente el
10% de la actividad de sintesis proteica del higado, produciéndose de 9 a 12
gramos por dia. En este 6rgano es sintetizada en forma de preproalbumina, la cual
tiene un péptido N-terminal que es removido antes de que la proteina naciente sea
liberada por el reticulo endoplasmatico rugoso. ElI producto, denominado
proalbumina, es separado en las vesiculas del aparato de Golgi para dar paso a la

albumina que se secreta (OMIM, 2006).

Entre sus funciones se encuentra el transporte de muchas moléculas pequenas
en la sangre, ya sea endogenas o exdgenas, como bilirrubina, iones metalicos,

calcio, hormonas (cortisol, sexuales, entre otras), enzimas, acidos grasos libres,
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toxinas y drogas. Dicho transporte se debe a la alta afinidad, generalmente de tipo
hidrofobico, que se da entre la albumina y dichas moléculas. Sin embargo, bajo las
condiciones adecuadas, la tasa de disociacion entre éstas, puede ser elevada
(Budnick y Fitzgerald, 2003). La albumina también es de vital importancia para el
mantenimiento del 80% de la presion oncética de la sangre (evita la fuga de
liquidos a los tejidos). Esto se debe a que, a diferencia de las moléculas pequenas
como el sodio y el cloro, la concentracion de albumina en la sangre es mucho
mayor que en el liquido extracelular (University of Maryland Medical Center, 2004;
Matejtschuk et al., 2000). Cabe aclarar que se denomina presion oncoética o
presion coloidosmotica al efecto osmético conjunto de las proteinas, que es el
resultado de: la presion osmatica (que sélo depende del numero de particulas), la
presion provocada por el agua de hidratacién y la presion provocada por la

presencia de iones (Gonzalez, 1998).

Asimismo, la albumina posee otras funciones como: genera un balance &acido-
base, captura radicales libres al unirlos a sus grupos sulfhidrilo, tiene efecto
antioxidante y anticoagulante (inhibe la agregacién de plaquetas, aumenta la
inhibicion del factor Xa por parte de la antitrombina Ill) y afecta la permeabilidad

vascular (Negligan, 2001).

Fraccionamiento del plasma para la obtencién de albiumina

En la actualidad, existe gran diversidad de métodos para el fraccionamiento
proteico del plasma; Curling (1983) menciona la clasificacion de Rothstein et al.
(1977), la cual divide a los métodos basados en 1) solubilidad diferencial, 2)
interaccion diferencial con medio soélido e 3) interaccion diferencial con campos
fisicos. Entre las técnicas mas utilizadas en cada una de las categorias, se
encuentran respectivamente el fraccionamiento alcohdlico (1), la cromatografia de

intercambio idnico (2) y la desnaturalizacion térmica diferencial (3).

El fraccionamiento por la técnica de Cohn (fraccionamiento alcohdlico en frio) es el

método mas extendido y utilizado por la industria del fraccionamiento del plasma.
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(Ver figura 2). Este método se basa en la solubilidad diferencial de la albumina y
otras proteinas con base en cinco variables: pH, temperatura, concentracién del
etanol, fuerza i6nica y concentracién proteica. En el método original, se parte de
que la albumina posee la mayor solubilidad y el menor punto isoeléctrico de todas
la proteinas mayores del plasma; por tanto es la ultima proteina en precipitar bajo
condiciones donde la concentracién de etanol se aumenta en etapas, de 0% a
40%, con un descenso en el pH de 7 a 4,8 y de la temperatura a -5 °C. Otras
proteinas como el fibrindbgeno (Fraccion 1) y las inmunoglobulinas (Fraccion 11 + 111)
son precipitadas en etapas anteriores (etanol al 8%, pH 7.2, -3 °C, 0,1% de
proteina; y etanol al 25%, pH 6.9, -5 °C, 3% de proteina respectivamente) mientras
que la albumina (Fraccién V) se mantiene en la fraccion del sobrenadante durante
la separacién sélido-liquido de cada suspension proteica generada segun las

condiciones (More y Harvey, 1991).

Existen numerosas modificaciones al método de Cohn que permiten que se deé el
fraccionamiento a un menor costo y con un mayor rendimiento. Curling (1983) y
More y Harvey (1991) mencionan que dentro de las modificaciones mas
importantes se encuentran la de Hink et al. (1957), la cual asegura mayor
rendimiento al recuperar proteinas plasmaticas normalmente descartadas en la
Fraccion IV-1 y IV-4; la de Kistler y Nitshmann (1962), que provee un
procedimiento mas simple, pues se omite la fraccion IV y se reduce el consumo
del alcohol y resulta con mayor costo efectivo; y la de Schneider (1975) que
corresponde al método de calentamiento con etanol. En la figura 2 se resumen los
pasos propuestos por Cohn y colaboradores para la recuperacion de las diversas
fracciones del plasma, asi como la modificacion a este método propuesta por

Kistler y Nitshmann.
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Cohn Method 6 Kistier &
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10?...4.5. -3, 3% | I 10%. 4.6, 3
¥
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40%.52, -5, 25% 40%, 5.2, 8, 25%
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Supematant Swé:'rua:ant
mpurities) (Irrperities)

Fuente: More y Harvey, 1991
Figura 2. Esquema de fraccionamiento de plasma segun método de Cohn y

método de Kistler y Nitshmann

Con respecto al método de Schneider, también conocido como desnaturalizacion
térmica diferencial o termocoagulacidn selectiva, varios investigadores la han
aplicado cuando el objetivo es obtener como unico producto albumina, puesto que
la temperatura se eleva hasta casi 70 °C, temperatura a la cual todas las demas
proteinas del plasma se desnaturalizan. Sin embargo, se emplean agentes como

el caprilato de sodio y el N- acetil triptofanato de sodio para mantener la
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estabilidad de la albumina a dichas temperaturas (Hao, 1979a; More y Harvey,
1991; Moya et al, 2000.).

Tal como lo hicieron Marcelino y Guidolin (1991) del Instituto Butantan en Brasil,
esta técnica se puede combinar con un paso anterior que consiste en la adicion de
un agente precipitante, en este caso, sulfato de amonio, que precipite a las
inmunoglobulinas antes del calentamiento, de manera que éstas no se
desnaturalicen y que puedan ser aprovechadas en la produccién de suero
antiofidico. Asimismo, se pueden emplear otros precipitantes como el etanol, el
rivanol y el polietilenglicol (PEG). EI PEG es un polimero sintético no todxico,
soluble en agua y es un agente frecuentemente empleado como precipitante en el
fraccionamiento de plasma, ya que precipita las proteinas selectivamente segun
su peso molecular y carga neta. Los pesos moleculares de PEG mas comunmente
usados son de 4000 y 6000. Esta técnica posee las ventajas de que no requiere
un control rigido de la temperatura y de la fuerza idnica debido a que existe bajo
riesgo de que se dé una desnaturalizacion proteica. (More y Harvey, 1991; Hao et
al., 1980).

Otra alternativa que con el paso del tiempo se vuelve cada vez mas popular
cuando se requiere fraccionar volumenes menores de plasma, es la purificacion de
albumina mediante técnicas cromatograficas tal como la cromatografia de
intercambio iénico. Esta consiste en la adsorcién reversible de moléculas de soluto
cargadas a una resina con grupos ionicos de carga opuesta. La separacién de
diferentes sustancias se lleva a cabo porque éstas tienen diferentes grados de
interaccion con el intercambiador iénico debido a diferencias en sus cargas,
densidades de carga y distribuciones de carga en su superficie. Estas
interacciones pueden ser controladas variando condiciones como la fuerza ionica y
el pH (Romero, 2002).

La cromatografia de intercambio iénico tiene muchas aplicaciones en el

fraccionamiento del plasma y esta adaptada a la extraccién de proteinas a partir
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de mezclas complejas. Los intercambiadores idnicos se utilizan tanto para extraer
la(s) proteina (s) de interés de una fraccion de plasma relativamente cruda o como
un paso posterior de purificacién para eliminar proteinas no deseadas. Como
muchas proteinas poseen carga negativa a casi el pH neutral requerido para que
se dé la actividad biolégica, usualmente los intercambiadores anidnicos son

empleados. (Burnouf, 1995).

Debido a la flexibilidad de estas técnicas y segun el objetivo deseado, éstas se
pueden combinar dentro del proceso de purificacién de la albumina. Por ejemplo
se puede iniciar el método de Cohn, y a partir de la fracciéon Il y lll, se puede
purificar el sobrenadante con cromatografia de intercambio i6nico; o se puede
realizar una precipitacion previa con sulfato de amonio o PEG antes de calentarlo
o de pasarlo por el intercambiador i6nico, con el fin de recuperar alguna otra
proteina ademas de la albumina; asimismo las variables dentro de cada técnica se

pueden modificar con el fin de purificar la albumina de la manera mas adecuada.

Utilizacion de la albamina: funciones y especificaciones

Como se menciond con anterioridad la albumina posee importantes aplicaciones a
nivel terapéutico y como reactivo de laboratorio, hecho que genera que sea

vendida alrededor del mundo en grandes volumenes.

Su utilidad terapéutica radica en que restaura y mantiene el volumen de la sangre
en circulacion (presion oncoética) para asi evitar el riesgo de infarto, en situaciones
tales como trauma, hemorragias, operaciones de cirugia, pérdida de sangre,
quemaduras e intercambio de plasma. También se aplica cuando el paciente
presenta desnutricion o deshidratacién e infecciones crénicas. En los casos de
enfermos de cirrosis o hepatitis, donde el higado esta danado y dificiimente
produce albumina, también es necesario suministrarla de forma exdgena.
(Matejtschuk et al., 2000; IVIC, 2005).
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Generalmente se comercializa en dos concentraciones diferentes: 4-5% y 20-25%.
La primera es una solucion isotonica con respecto a la sangre, que tiene como
funcion reponer los liquidos perdidos en caso de que se dé hipovolemia
(disminucion del volumen circulatorio). La segunda es una solucién hiperoncética
con una osmolaridad de 1,500 mOsm/L, que sirve para el tratamiento de pérdida
de fluidos cuando la administracion de electrolitos o fluidos esta contraindicada, o
en caso de hipoproteinemia. Esta solucion genera de cuatro a cinco veces la
expansion del volumen intravascular (Matejtschuk et al., 2000). Ademas, debido a
que dentro de las funciones normales de la albumina se encuentra el transporte de
diferentes sustancias, la funcionalidad de las Uultimas esta estrechamente
relacionada con esta proteina; por ejemplo, en los neonatos hiperbilirrubinémicos,
la bilirrubina se combina con la albumina limitando asi su ingreso a los tejidos
hidrofébicos del cerebro, atenuando con ello la toxicidad en los procesos
hemoliticos graves que se presentan a esa edad. En el caso del calcio, la mitad
del calcio circulante esta combinado con la albumina, por lo que la interpretacion
clinica de la disminucién del calcio sérico depende de la concentracién de la
albumina (IVIC, 2005).

Debido a que la materia prima de la albumina en el caso de esta investigacion es
de origen equino, a nivel terapéutico, unicamente puede utilizarse en actividades
veterinarias relacionadas con caballos; en este caso la albumina resulta util para
realizar terapia de fluidos, para atender caballos con problemas de deshidratacion,
que hayan sufrido algun accidente deportivo, heridas o quemaduras. También
puede emplearse en el tratamiento de enfermedades como anemia infecciosa

equina, brucelosis y salmonelosis (com. pers: Estrada, 2006).

Con respecto a sus propiedades farmacocinéticas, el 40-45 % de la albumina se
encuentra intravascularmente y el 55-60% en el espacio extravascular. Si se
aumenta la permeabilidad capilar, se puede alterar la cinética de la albumina y se
puede dar distribucion anormal de la misma en caso de quemaduras severas o

choque séptico. Bajo condiciones normales, la vida util de la albumina en el tejido
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es aproximadamente de 16 a 18 dias. El balance entre la sintesis y la degradacion
de la albumina normalmente se da por regulacion por retroalimentacion. La
eliminacién es predominantemente intracelular y la realizan proteasas lisosémicas
(Emerson, 1989).

Asimismo, la albumina posee diversas aplicaciones a nivel de laboratorio debido a
su estabilidad y a su capacidad de no interferir en reacciones bioquimicas, lo que
la hace una proteina muy util tanto en las labores de investigacion, desarrollo y
produccion que se llevan a cabo en laboratorios e instituciones de investigacion en
el pais. Por ejemplo, se puede emplear para: medios de crecimiento para cultivos
de tejidos y células, como patron de proteina, aditivo en diluyentes especificos,
produccion de vacunas, estabilizador de proteinas y conjugados, reactivos para
inmunoensayo tales como RIA o ELISA y aplicaciones en biologia molecular
(Matejtschunk et al., 2000).

Al igual que otros productos farmacéuticos que se mercadean alrededor del
mundo, la albumina debe cumplir ciertas especificaciones de manera que pueda
utilizarse con fines terapéuticos. El producto ideal es albumina monomeérica, libre
de la contaminacion de otras proteinas plasmaticas, endotoxinas, virus, iones
metalicos, agregados, activadores de la precalicreina, entre otros. Por ejemplo, en
el caso de las endotoxinas, estas se asocian a reacciones febriles y el activador de
precalicreina genera hipotension. Para esto, diferentes organizaciones como la
FDA (Food and Drug Administration), la EP (European Pharmacopeia), la USP
(United States Pharmacopeia) y la BP (British Pharmacopeia) exigen ciertos
requerimientos que debe tener un producto de manera que éste pueda ser

administrado a los pacientes. (Ver cuadro 1).

Con respecto a la venta de albumina como reactivo, ésta se encuentra en el
mercado en gran numero de presentaciones segun el fin o la técnica para la cual
se emplee. Sus caracteristicas dependen del grado del reactivo, por ejemplo grado

microbiolégico o grado para biologia molecular. Por lo tanto, cumplen ciertas
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caracteristicas como lo son: bajos en endotoxinas, libres de proteasas, acidos
grasos, endo y exo-desoxirribonucleasas, ribonucleasas y fosfatasas (Budnick y
Fitzgerald, 2003). Los productos pueden provenir de diferentes fuentes: humana,

bovina, porcina, equina, murina, canina, entre otros.

Cuadro 1. Especificaciones establecidas por la EP (European Pharmacopeia) para

la comercializacion de albumina humana con fines terapéuticos

Criterio Especificacion (es)
Materia prima / Fuente Plasma
Pureza de la albumina = 95%
., i 15% - 25 %
Concentracién de albumina 3.5% - 5%

Estabilizantes

Octanoato (caprilato de sodio) y/o
N-acetil triptofano

Agente antimicrobiano

Ninguno

Pasteurizacion 10h60+0,5°C
Apariencia Casi incolora, amarilla o verde
Identidad humana (usando antisuero especifico) | Precipitacion/Inmunoelectroforesis
pH 6,7-7,3
Contenido de hemo (absorbancia a 403 nm) <0,15
Actividad de la fosfatasa alcalina (ug™) <0,1
Activador de la precalicreina (PKA) <35iuml”

Agregados

Area del pico de agregados/2 <
5% (HPLC)

Potasio (umol g™') <50

Sodio (mmol litro ) <160
Almacenamiento a la oscuridad 5 aﬁNOS 2-8°C
3 afos < 25 °C

Aluminio (umol g ™) < 200

Pirébgenos

Prueba en conejos; dosis 10 ml
kg™ (presentacion al 5%), 3 ml
kg ' (presentacion al 20%)

Fuente: Matejtschuk et al., 2000

Nuevas alternativas para la obtencion de albumina

La falta de un volumen de reserva suficiente para cubrir la necesidad de albumina
a nivel mundial, ha llevado a muchos investigadores a buscar nuevas formulas
para multiplicar esta proteina. Aunque el gen y el ADNc (complementario al
ARNmM) de la albumina humana han sido expresados en una variedad de sistemas
microbianos, animales y vegetales, aun no hay un sistema recombinante de

expresion que esté accesible en el mercado. La transformacion nuclear es uno de
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los métodos mas utilizados para obtener albumina recombinante; ésta se ha
llevado a cabo en levaduras, bacterias y células de mamifero y de vegetales. Sin
embargo, su elevado costo en el mercado hace que estos métodos de obtencion

no sean competitivos (Andonegi, 2006; Daniell, 2003).

Sijmons y colaboradores realizaron el primer intento reportado de expresar
albumina humana en plantas transgénicas en 1990, pero se obtuvieron niveles
muy bajos de expresién (0,02% del total de proteinas). En caso de que se haya
expresado, la albumina no fue detectada en el citoplasma, lo que sugiere que la
proteina no es estable en dicho compartimiento debido a su gran susceptibilidad a

la degradacion proteolitica (Daniell, 2003).

Al respecto, cabe mencionar que la creciente produccion de proteinas en
huéspedes heterélogos por medio del uso de la tecnologia de ADN recombinante,
ha puesto en evidencia el problema de la degradacion proteolitica, el cual
representa uno de los mayores obstaculos en la produccion de albumina
recombinante, puesto que las proteinas recombinantes usualmente son
consideradas por la célula como foraneas, y por tanto, son degradas mucho mas

rapido que aquellas endoégenas (Daniell, 2003).

Por dicha razén, en la actualidad, la extraccion de esta proteina a nivel comercial,
se continua realizando a partir de fuentes como la sangre y en menor grado,

placenta (Andonegi, 2006).

Por otra parte, Inmaculada Farran, investigadora de la Universidad Publica de
Navarra (UPNA), logré producir albumina humana de una manera facil y
econdmica en papas transgénicas. Segun explica Farran, la gran ventaja de las
plantas en este tipo de procesos es su gran flexibilidad en cuanto al volumen de

produccion, y a los bajos costos de implantacién y produccién (SARP, 2002).

En el afno 2003, Alicia Fernandez y colaboradores desarrollaron una técnica

novedosa y mas eficiente basada en la transformacion plastidial, para producir de
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forma recombinante albumina humana en los cloroplastos de plantas de tabaco.
Dicho método podria ser empleado como un sistema modelo para purificar o
enriquecer, a partir de plantas transgénicas, proteinas biofarmaceuticas que sean
altamente susceptibles a la degradacion proteolitica. EI método consiste en la
hiper-expresion de la albumina humana en cloroplastos transgénicos haciendo uso
de una secuencia denominada Shine-Dalgarno (SD), la cual por lo general, facilita
la hiper-expresién de transgenes. Sin embargo, en dichos ensayos, la expresion
resulté en un nivel muy bajo (0.02% del total de proteina); por lo que se optd por
modificar las secuencias regulatorias de la albumina utilizando regiones no
traducidas (UTRs por sus siglas en inglés) de los cloroplastos. Dicho cambio
resultdé en un incremento en el rendimiento de 500 veces con respecto a la
expresion de albumina humana en hojas transgénicas (11.1% de la proteina total)
(Daniell, 2003; Fernandez et al., 2003).

El sistema plastidial permite extraer grandes cantidades de albumina. Con la
transformacién nuclear, el nivel maximo que se obtiene es el 0,5% de la proteina
soluble total de la planta, mientras que si se aplica el sistema plastidial el
porcentaje se eleva al 7%, lograndose una media de 0,9 miligramos de albumina

por gramo de peso fresco de hoja (Daniell, 2003).

A pesar de las ventajas demostradas por los expertos, todavia hay mucho camino
por recorrer, pues deben mejorarse los mecanismos de purificacion de la proteina,
asi como asegurar que la proteina obtenida posea una estructura idéntica a su

analoga en el mercado (Andonegi, 2006).
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Técnicas empleadas para la evaluacion del rendimiento y el grado de
pureza de la albumina

Determinacion del rendimiento de albumina mediante técnicas
colorimétricas

Método de Biuret

El método de Biuret sirve para determinar proteinas totales en una muestra, ya
que permite detectar la presencia de compuestos con dos o mas enlaces
peptidicos, por tanto se utiliza para identificar todas las proteinas y péptidos
cortos, excepto los dipéptidos. El reactivo de Biuret estda compuesto por sulfato de
cobre (CuSO4) e hidroxido de sodio (NaOH). El fundamento de este método se
basa en que el i6n Cu®** en medio alcalino, interacttia con los iones N de los
grupos amino de las proteinas formando un quelato de color violeta. La intensidad
del color es directamente proporcional a la concentracion de proteinas presentes
en la muestra, por tanto se puede medir la misma por espectrofotometria
(Wikipedia, 2006; Schosinsky et al., 1997).

Verde de Bromocresol

Este método se basa en la capacidad que tiene la albumina de fijar la forma
anionica (disociada) del indicador verde de bromocresol. Se produce un cambio en
la intensidad del color (pasa de amarillo a azul) proporcional a la concentracion de
albumina presente en la muestra. Esto se debe a que la albumina favorece la
disociacion del indicador y a que la forma anidnica presenta un espectro de

adsorcion diferente a la no asociada (Schosinsky et al., 1997).

Determinacion de la pureza

En cuanto a la calidad de la albumina obtenida, el parametro principal por evaluar
es el grado de pureza de la muestras. Para esto se emplean técnicas que no sélo
permitan verificar la existencia de la albumina en la muestra, sino también otras

proteinas que estén presentes y que deberian eliminarse.
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Electroforesis y analisis de densitometria

La electroforesis de proteinas en geles que comprenden una unica matriz de
poliacralamida comunmente denominada electroforesis en poliacrilamida (PAGE),
es una de las técnicas mas ampliamente usadas para separar mezclas proteicas
complejas, y asi poder investigar las subunidades que la componen y verificar la

homogeneidad de las muestras (Arguelles et al., 2004).

Los geles de poliacrilamida se forman por la polimerizacién de la acrilamida por
accion de un agente interconector (bis-acrilamida) en presencia de un iniciador y
un catalizador. Como catalizador se suele utilizar TEMED (N, N, N, N'-
tetrametilnediamina) y como iniciador el ién persulfato que se afiade en forma de

persulfato de amonio (Madriz, 2005).

La técnica mas poderosa para separar proteinas de una mezcla, es agregando un
detergente i6nico denominado SDS (duodecilsulfato de sodio) antes y durante la
electroforesis. De esta manera, el SDS elimina los efectos de las diferencias en
forma y longitud de la cadena mediante la modificacion de la carga de las
proteinas (Lodish et al., 2003).

Las SDS-PAGE se pueden realizar empleando sistemas de una o mas fases, en
estos casos se habla de sistemas continuos o discontinuos. En los sistemas
discontinuos se utiliza un gel espaciador o compactador que asegura la migracion
de todas las proteinas en el frente de migracion. Sin embargo, la separacion
realmente comienza a partir del momento en el que el frente de migracién alcanza

la frontera del segundo gel (de separacion). (Arguelles et al., 2004).

Con respecto a la densitometria, esta permite cuantificar proteinas que han sido
separadas electroforéticamente. Luego de pasar un electroferograma por un
analizador densitométrico, se genera un trazo o curva donde el valor de densidad

Optica es proporcional a la concentracion proteica. El area bajo la curva de cada
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pico electroforético es proporcional a la cantidad de proteina en la banda

correspondiente (Lomonte, 1998).

ELISA

La técnica ELISA, cuyas siglas corresponden en inglés a “Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay, que significan “ensayo inmonoenzimatico ligado a
enzimas", es una prueba para identificar anticuerpos o antigenos, que utiliza
anticuerpos especificos que se unen covalentemente a enzimas, de manera que a
través de la adicion del sustrato adecuado, se genera un producto coloreado que
puede medirse por espectrofotometria y que indica el grado de compatibilidad
entre el anticuerpo y el antigeno. Las enzimas de unidn tipicas son la peroxidasa,
la fosfatasa alcalina, y la B - galactosidasa. Hay ELISAs de tipo competitivo o no
competitivo. Ademas dentro del ultimo, existen dos metodologias de ELISA, una
para la deteccion de antigeno (directo o “sandwich”), en la cual el antigeno es
atrapado entre dos capas de anticuerpo, y la otra para la deteccién de anticuerpos
(indirecto) (Reina, 2003 y Madigan et al., 1999). Para efectos de la presente
investigacion, el ELISA directo es util para conocer la presencia de
inmunoglobulinas en las muestras de albumina, con tal de determinar el grado de
pureza de las mismas, ya que en este caso, las inmunoglobulinas son proteinas

no deseadas.

Cromatografia en fase reversa por HPLC

Este tipo de cromatografia esta constituida por una fase estacionaria no polar y
una fase movil polar, de manera que los solutos no polares son retenidos y los
solutos polares, eluidos. La fase estacionaria esta formada por cadenas alifaticas
de hasta dieciocho carbonos unidas a una matriz de silica. La fase mévil es un
solvente polar como metanol, propanol, etanol o acetonitrilo. Las interacciones
hidrofébicas son en general bastante débiles, por lo que se usan contraiones como

el acido trifluoroacético para asociarse con grupos cargados en la proteina y
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aumentar su hidrofobicidad. Ademas, este tipo de interacciones son a menudo
muy numerosas, y para eluir las moléculas es casi siempre necesario disminuir la
polaridad del disolvente; para ello se puede sustituir el agua de la fase mévil con
un solvente organico cuya concentracion se va aumentando gradualmente
(Romero, 2002).
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OBJETIVOS

Objetivo General

Implementar un método para la purificacion de albumina a partir de plasma equino.

Objetivos especificos

1.

Realizar una investigacion bibliografica acerca de la albumina y sobre los
meétodos existentes para su extraccion y purificacidon a partir de plasma.
Realizar la purificacién de albumina a partir de plasma equino mediante
las  siguientes técnicas: fraccionamiento alcohdlico en frio,
termocoagulacion selectiva y cromatografia de intercambio iénico.

Evaluar el rendimiento y la pureza de la albumina obtenida.

Disenar un procedimiento para la purificacion de albumina a partir de los

resultados de las técnicas evaluadas.
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MATERIALES Y METODOS

Adquisicion de las muestras de plasma

Las muestras de plasma fueron proporcionadas por el Instituto Clodomiro Picado.
Se utilizé plasma equino hiperinmune, el cual se tom¢é a partir del mismo plasma
que se procesa para la obtencion del suero antiofidico. El plasma se separa de la
férmula roja de la sangre, que se obtiene de la sangria de los caballos que fueron
inmunizados previamente con veneno de serpiente. Dicha separacién se logra
mediante la adicién de un anticoagulante (mezcla de acido citrico, citrato de sodio
y dextrosa anhidra). En el caso, en que se empled plasma normal, este se extrajo

de la sangre de un caballo sin inmunizar.

Para prolongar la estabilidad del plasma, a este se le adicion6 timerosal a una
concentracion de 0,005%. Para la mayoria de las pruebas, se tomaron volumenes
de plasma de 50 ml, el resto del plasma que no se estuviese utilizando, se

mantuvo en refrigeracion a 4 °C.

Purificacion de albumina

Se probaron diferentes técnicas descritas por diversos investigadores para valorar
la eficacia de las mismas en cuanto a rendimiento y calidad de la albumina
obtenida. Las metodologias evaluadas fueron las siguientes:

e Fraccionamiento alcohdlico en frio

e Termocoagulacién selectiva con etanol

e Termocoagulacion selectiva con polietilenglicol

e Cromatografia de intercambio i6nico

Se variaron factores clave propios de cada una, con el fin de establecer los
parametros que proporcionaran mejores resultados. En general, se realizaron
minimo tres repeticiones de cada una de las pruebas realizadas, para evaluar la

reproducibilidad de los resultados de las mismas.
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Fraccionamiento alcoholico en frio

Se utilizé6 como base el protocolo de Hao (1979b), el cual es una modificacién del
método de Cohn. La metodologia empleada se divide en dos etapas (ver figura 3):
en la primera se diluyé plasma hiperinmune con agua destilada desionizada, se
adiciond etanol, se bajé el pH de dicha mezcla a 5,8 con HCI 2M y se incubd
durante minimo dos horas a -5 °C. En la segunda etapa, se centrifugo la mezcla; al
sobrenadante recuperado se le bajo el pH a 4,7 con HCI 2M. Finalmente se realiz6
una segunda centrifugacién del sobrenadante acidificado y se recuperd el
precipitado, el cual se resuspendié en NaCl al 0,9%. Las centrifugaciones se
realizaron en una centrifuga refrigerada marca Sorval General Purpose RC-3, a

3000 r.p.m por 12 minutos.

Plazma hiperinmune + agua

Adicion de Etanol
pHass

Incubacion por 2 horas a -5 °C

Centrifugacion a -5 °C

Precipitado Sobrenadante

L ] Dezcenzode pH a 4,7

|

Centrifugacion

|
| l

Precipitado Sobrenadante

+

ALBOMINA

Figura 3. Esquema del método de Cohn modificado empleado para realizar el

fraccionamiento alcohdlico en frio para la obtencion de albumina
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Dentro de esta metodologia se evaluaron los siguientes aspectos:

e Dilucion del plasma

El plasma se diluy6 en agua destilada y desionizada, con el fin de que, al afadir el
etanol, la concentracion proteica quedara en un porcentaje determinado. Se
probaron tres valores: al 1,3%, 1,5% y 1,7%. Estos datos tedricos se obtuvieron
tomando como base que el plasma posee aproximadamente 7,5 g/dL de proteinas
totales. Por otra parte, se hicieron pruebas en las que no se diluyo el plasma con

agua antes de anadirle el etanol.

e Concentracion alcohdlica
La concentracion de etanol empleada fue al 42%. Ademas, se probaron

concentraciones al 38% y al 45%.

e Condiciones de incubacién

La temperatura de incubacién utilizada fue de -5°C. Otras temperaturas evaluadas
fueron: -10°C, 4°C y a temperatura ambiente. Todas las incubaciones se realizaron
por 2 horas y para aquellas que debian hacerse a menos de 0°C, se empled una

centrifuga refrigerada marca Sorval General Purpose RC-3.

e pH

Corresponde al descenso del pH, aplicado al sobrenadante que se genera
después de la primera centrifugacién. Se estudiaron dos factores: el valor de pH 'y
el tiempo que se deja pasar para que dicho descenso sea efectivo. Los valores de
pH que se evaluaron fueron 4,7 y 4,4 con tal de determinar si dicha diferencia de
valor genera que la albumina quede en el sobrenadante o en el precipitado. El
tiempo que se dejé pasar antes de llevar a cabo la segunda centrifugacién fue de
20 horas.
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También se probd una condicion dentro del proceso que fue la sustituciéon de la
centrifugacion por la filtracidn. En lugar de realizar dos centrifugaciones, se

llevaron a cabo dos filtraciones con papel filtro de 8 um.

Termocoagulacién selectiva

En todas las pruebas, se adicion6 al plasma antes de calentarlo, caprilato de sodio
como establizante, en una concentracion de 0,004 M. Se emplearon dos
sustancias diferentes: etanol y polietilenglicol (PEG). La incubacion de las
muestras se hizo en un bafio maria con regulacién de temperatura marca DIGI
SYSTEM Lab Instruments modelo WB-1000D. Al igual que con el procedimiento
anterior, las centrifugaciones se realizaron a 3000 r.p.m por 12 minutos, y segun el
volumen de las muestras y la temperatura requerida, se utilizé una centrifuga

refrigerada marca Sorval General Purpose RC-3 o una centrifuga Eppendorf 5810.

Termocoagulacién selectiva con etanol

Inicialmente el procedimiento consisti® en mezclar el plasma con caprilato de
sodio (0,004 M) y calentarlo a 60 °C por hora y media (Ver figua 4). A partir de este
punto se continu6 exactamente igual que el procedimiento anterior de
fraccionamiento alcohdlico en frio. Se bajé su pH a 5,8 con HCI 2M, y se adicion6
etanol en una concentracién del 42%. La temperatura se bajé a 5°C y se
centrifugo; al sobrenadante generado se le bajé el pH a 4,7 con HCI 2M y se volvio

a centrifugar. Se recupero el precipitado y se resuspendié en NaCl al 0,9%.
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Plasma hiperinmune + caprilato de sodio (4 mh)

lpHa 6,7

Calentamiento a 60 %2 durante 1 ¥z h

lpHa 5.8

Adician de etanol al 42%
Descenso de temperatura a S°C

}

Centrifugacion

|
} |

Precipitado Sohrenadante

=& desmarta Dezcenzode pH a 4,7

|

Centrifugacion

|
! l

Precipitado Sobrenadante

+

ALBOMINA

Figura 4. Esquema del método inicial de termocoagulacion selectiva con etanol

empleado para la obtencion de albumina

Este procedimiento se varié considerablemente con base en un método propuesto
por Schneider et al. (1979). En la figura 5 se muestra un esquema que incluye las

modificaciones realizadas, las cuales, se detallan a continuacion:

e Concentracién alcohdlica
La concentracion de etanol se bajé a 9%. Ademas, la adicion se realiz6 antes de la

incubacion y no después.

e Condiciones de incubacion
Se subid la temperatura a 65 °C y el tiempo de calentamiento se bajé a 30

minutos. Luego de la incubacion, en lugar de llevar la mezcla a 5°C, se llevo a
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temperatura ambiente con hielo. No obstante, también se evalud el tiempo de

calentamiento de 172 hora, que es el que se aplico en la primera metodologia.

e pH

En lugar de descender el pH a 4,7 se bajé a 4,4. Este paso se realiz
inmediatamente después de que se enfri6 la mezcla incubada sin haber
centrifugado, es decir s6lo se aplicd un unico paso de centrifugacion. Sin embargo,
se hicieron tres pruebas en las que se esperd 20 horas después de bajar el pH y

antes de centrifugar.

e Pretratamiento del plasma con sulfato de amonio ((NH4)2SO4) al 32%

Esta modificacién tiene como fundamento un método propuesto por Marcelino y
Guidolin (1991). Se diluyeron 50 ml de plasma en 100 ml de agua destilada
desionizada y se adicionaron 38 g de sulfato de amonio a dicha mezcla (al 32%).
El pH de la mezcla se llevo a 7 y se agité durante 1 hora; posteriormente, se dejo
reposar por 1% hora a temperatura ambiente. Luego de este tiempo, se realizd
una centrifugacion y el sobrenadante recuperado, se dializé contra agua destilada
durante 12 horas. El dializado resultante se ultrafiltré en un sistema de
ultrafiltracién marca Amicon 8050. A la muestra ultrafiltrada obtenida, se le aplicé
la metodologia que se presenta en la figura 5 y que incluye las modificaciones

anteriormente presentadas.

Ademas, dentro de esta metodologia modificada, se probaron otros aspectos
como lo fue la dilucion del plasma 1:2 y al 30% con agua destilada desionizada al
realizar la mezcla inicial; la exclusion del caprilato de sodio y la agitacion durante
el calentamiento. Asimismo, se hizo una prueba en la que en lugar de emplear

plasma hiperinmune como materia prima, se utilizé plasma normal.
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Flastma + Caprilato de sodio (0,004 b3 + Etanol al 9%

pH 6,7
v
Calentamiento a 65 °C par 30 min.

L 2

Descenso de tempaeratura hasta
temperatura ambiente

¥
Descenso de pH a 4,4

L 2
Centrifugacian

1 !

Sobrenadante Precipitado
ALBOMINA Se descarta

Figura 5. Esquema del método final de termocoagulacion selectiva con etanol

empleado para la obtencion de albumina

Termocoagulacion selectiva con polietilenglicol (PEG)

Se tomo6 como base la metodologia elaborada por Hao (1979a). En la figura 6 se
muestra el esquema de la metodologia ensayada y que se describe a
continuacién. Se prepararon 50 ml de una mezcla que contenia NaCl 0,15 M,
caprilato de sodio 8 mM y EDTA (acido etilendiaminotetraacético) 6mM, y se
adicionaron a 50 ml de plasma hiperinmune. El pH de la mezcla se llevo a 6,2 y se
calenté a 65 °C durante 1 2 h. Luego, se bajo la temperatura a 10 °C con hielo y
se adicionaron 20 g de polietilenglicol (PEG) (al 20%). La mezcla se centrifugo y
se recuperd el sobrenadante. Se disminuyd el pH de este a 4,7. Se centrifugo
nuevamente bajo las mismas condiciones, y se recuperd el precipitado, el cual se

resuspendio en solucion salina (NaCl) al 0,9%.
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FPlazma hipetinmune + Mezcla (MaCl 015 M + Caprilato de Sodio S mb + EDTA 6ml

pH B2
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Calentamiento a2 65 C durante 1 2 h

L

F
Descenso de temperatura & 10 *C v adicidn de PEG al 20%

Centrifugacion & -5°C

Predpitado Sobrenadante
AL S Descenzode pH a 4.7

|

Centrifugacian

|
! l

Precipitado Sobrenadante

+

ALBOMIN A

Figura 6. Esquema del de termocoagulacién selectiva con polietilenglicol (PEG)

empleado para la obtencion de albumina

Se llevaron a cabo dos variaciones, la primera fue centrifugar una unica vez, es
decir que luego de anadir el PEG, se bajé inmediatamente el pH a 4,7 y se
centrifugd. La otra fue llevar a cabo el proceso a temperatura ambiente, sin anadir

el caprilato de sodio a la mezcla inicial.

Cromatografia de intercambio i6nico

Cromatografia de intercambio idnico a partir de plasma hiperinmune sin

tratamiento previo

Se pasaron 50 ml de plasma hiperinmune a un valor de pH alrededor de 7, por una

membrana de intercambio anidnico recubierta de amonio cuaternario de la marca
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Sartorius, modelo Sartobind Single sep 5. Posteriormente se hicieron pasar por la
columna 2 litros de agua destilada y desionizada. Para eluir la proteina de interés,
se emplearon 1% litros de NaCl al 30%. A lo largo de la corrida cromatografica, se
fueron recogiendo fracciones, en el primer ensayo de 200 ml y en el segundo de
50 ml. La membrana se lavé con 3 litros de agua destilada. Seguidamente se leyo
la absorbancia de cada una de las fracciones a 280 nm en un espectrofotdmetro
marca Shimadzu; con los datos obtenidos se construyeron cromatogramas. Se
escogieron aquellas muestras con mayor absorbancia a 280 nm para determinar

su contenido proteico, de albumina y realizar una SDS-PAGE al 10%.

Cabe mencionar que antes de cada una de las corridas, se realiz6 una
determinacién de cloruros con nitrato de plata (AgNOs) en el agua que iba
saliendo de la membrana de intercambio al lavarla, con el fin de asegurarse que
no quedaran particulas de cloro adheridas a esta que fueran a interferir con la

interaccion idnica en el momento de la corrida (Ver anexo 1).

Cromatografia de intercambio idénico a partir de muestras finales de

albumina

Las pruebas consistieron en realizar cromatografias de intercambio idnico a las
muestras finales de los siguientes procedimientos: termocoagulacion con PEG,

termocoagulacién con etanol al 9% y fraccionamiento alcohdlico en frio.

En este caso se empled el mismo sistema de membranas de intercambio idnico
recubiertas con amonio cuaternario de la marca Sartorius. Sin embargo, se
empled el modelo Q15, el cual es de menor tamafio y adaptable a jeringa. Se
utilizaron jeringas estériles de 10 ml para pasar las muestras a través de las
membranas. Antes de realizar la cromatografia, se hizo un lavado de cada
membrana de la siguiente manera: se equilibraron con 10 ml de NaCl al 0,9%,
luego se regeneraron con 10 ml de NaOH 1M vy finalmente, se re-equilibraron con
20 ml de NaCl al 0,9%.
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En las corridas cromatograficas, se inyectaron 3 ml de cada muestra a través de la
membrana. Para eluir, se utilizd6 un gradiente de solucién salina (NaCl) de 5%,
10%, 15%, 20% y 25%; en este caso, también se inyectaron 3 ml de cada
solucion. Se recogieron 22 fracciones por prueba, y se leyo la absorbancia de
cada una a 280 nm en un espectrofotdmetro marca Shimadzu para construir
cromatogramas. Se escogieron aquellas muestras con mayor absorbancia a 280
nm para cargarlas en una SDS-PAGE al 10%.

Evaluacién del rendimiento y pureza de albumina en las muestras
obtenidas

Determinacion del rendimiento de albimina mediante técnicas
colorimétricas

Para cuantificar la presencia de proteinas en las muestras, se realizd6 una
determinacién de proteinas totales mediante el método de Biuret basado en la
modificacion de Schosinsky et al. (1997). Se adicionaron 50 pyL de cada muestra
por analizar a 2,5 ml de reactivo de Biuret; se hicieron triplicados de cada una; en
el caso del blanco de reactivos, este se preparé empleando agua destilada. Las
muestras se incubaron durante 10 minutos a 37 °C. Seguidamente, se ley6 la
absorbancia de las muestras a 540 nm en un espectrofotometro marca Shimadzu

UV-1203. En el Anexo 2 aparece la preparacion del reactivo.

Para cuantificar la albumina en las muestras, se emple6 la técnica del verde de
bromocresol. Se modificd el protocolo descrito por Schosinsky et al. (1997) y se
prepard una dilucion de la muestra de 100 pL en 2,5 ml de solucion salina de
cloruro de sodio (0,85 g/dL). Posteriormente, se tomaron 0,5 ml de dicha dilucion y
se adicionaron a 2,5 ml de verde de bromocresol; las muestras se incubaron 5
minutos y se leyd su absorbancia a 630 nm. En el anexo 2 aparece la preparacion

del reactivo
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Para ambas determinaciones, se crearon curvas de patrones con concentraciones
conocidas, y se empled el programa computacional Excel para que generara una
ecuacion de recta, que sirvié para interpolar las absorbancias de las muestras
obtenidas y conocer la concentracién (en g/dL) de proteinas totales o albumina de
las mismas. En el caso del método de Biuret se emplearon patrones de albumina
comerciales grado estandar de proteina (Sigma-Aldrich) de concentraciones de 2,
4, 6, 8 y 10 g/dL. Para generar la curva del método de verde de bromocresol, se

emplearon estos mismos patrones pero en concentraciones de 2, 3y 4 g/dL.

Determinacion de la pureza

Electroforesis

Se realizaron electroforesis SDS-PAGE al 10 % para observar el patrén de bandas
generado por cada muestra segun su contenido proteico (Laemmli, 1970). Se
empled un sistema electroforético discontinuo. Para cargar las muestras en el gel,
primero se diluyeron 1:2 en buffer no reductor, y se cargé en cada pozo la
cantidad de microlitros necesaria para que todas las muestras quedaran ajustadas
a una concentracion proteica de 20 ug/pL (el ajuste se hizo con base en la
concentracion proteica determinada por el método de Biuret). En aquellos casos
en que la concentracién proteica fuera muy baja, se cargaron 10 yL de todas las
muestras en el gel para que fuera comparativo. Cabe mencionar que en todas las

corridas, se cargd una muestra de plasma y un patron comercial de albumina.

Las muestras se corrieron durante 45 minutos a 180 V en una fuente de poder Bio-
Rad Power PAC 300. Para realizar la tincion de los geles una vez terminada la
corrida, se utilizé azul de Comassie, y luego de decolorarlos, se visualizaron en un
transiluminador de luz blanca marca Logan Desk Top Light Box (En el anexo 3 se

presentan la preparacion de los reactivos y las cantidades de preparacion de gel)
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Densitometria

El analisis de la densidad 6ptica se llevd a cabo con el software computacional
Image Pro Plus®. Se escanearon los geles tenidos y decolorados obtenidos en las
SDS-PAGE, y las imagenes resultantes se sometieron a un analisis por parte del
software. A partir de los datos de densidad éptica que se obtuvieron, se generaron
curvas. Al determinar el area bajo la curva correspondiente a la albumina, se pudo
establecer el porcentaje de pureza y rendimiento de recuperacion de albumina de

cada una de las muestras sometidas al analisis.

El porcentaje de recuperacion de albumina se obtuvo a partir de la siguiente

formula:

% rendimiento albumina =  [albumina]sna X volumen recuperado x 100

[albuminalinicial X volumen inicial de plasma

En todos los calculos, el dato de la concentracion inicial de albumina fue de 29 g/L.
Cabe mencionar que los datos de la determinacion de albumina y de rendimiento
de recuperacion de esta, se reportan basados en el analisis densitométrico y no en
el método de Verde de Bromocresol. Esto se debe a que los resultados que se
obtuvieron por este método fueron bastante inconsistentes y por tanto, se

excluyeron en los calculos

Cromatografia liquida de alta precision (HPLC)

Se realiz6 una cromatografia de fase reversa en un equipo de HPLC marca
Agilent 1100 Series, a través de una columna analitica C4 (cuatro carbonos)
marca Vydac de 150 x 4,6 mm. Se prepararon dos fases moviles, una contiene
95% de agua desionizada y 5% de acetonitrilo, y la otra contiene 95% de
acetonitriio y 5% de agua desionizada (cada una con 0,1% de a&acido
trifluoroacético). Se corrieron muestras finales de los procedimientos, asi como de

dos patrones comerciales (Sigma-Aldrich) de albumina (grado reactivo y estandar
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de proteina), plasma hiperinmune (los tres ultimos en una concentracién de 2
mg/ml). Se inyectaron 20 yL de muestra por corrida; cada corrida dur6é 45 minutos

y se realizé con un flujo de 1 ml/min.
ELISA

Se realizaron tres ELISA del tipo directo a las muestras finales de los
procedimientos para cuantificar la cantidad de IgG de caballo en las mismas. Las
placas fueron recubiertas con veneno de serpiente (Bothrops asper
Atlantico+Pacifico), con 3 pg/hoyo. Las muestras se diluyeron en leche al 2% en
PBS en diluciones de 1/1000. Ademas, se monté una curva patron a partir de
suero antiofidico del lote 380PO en diluciones dobles. El conjugado empleado fue
anti-lgG de caballo unido a peroxidasa y se afnadié en una dilucion de 1/6000; el
sustrato fue peroxido de hidrogeno (H2O2) unido a un cromégeno (OPD). Las
lecturas espectofotométricas se realizaron en un lector de ELISA marca Shimadzu
UV-1203 a 492 nm.

Disefio de un procedimiento para la purificacion de albumina

Luego de probar y evaluar las diferentes técnicas de fraccionamiento del plasma
para la purificacion de albumina, se propuso un procedimiento adecuado, en el
cual se combinaron las técnicas evaluadas de forma secuencial segun su
funcionalidad, de manera que en cada etapa del procedimiento se vaya

obteniendo albumina mas pura.
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RESULTADOS

Proceso de purificacion de albumina

En los procesos de purificacion de albumina basados en precipitaciones, es decir,
el fraccionamiento alcohdlico en frio y la termocoagulacion selectiva con etanol y
PEG, en general, se observaron a nivel macroscopico comportamientos similares
entre si. Una vez que se anadié el etanol o el PEG segun el caso, se observo un

precipitado blanquecino (Figura 7 A1y B1).

A2

o

1: Adicion del agente precipitante. 2: Sobrenadante después de
incubacioén y de la primera centrifugacion. 3: Luego de bajar el pH
a ese sobrenadante.

Figura 7. Imagenes de las diferentes etapas de la purificacion de albumina

mediante fraccionamiento alcohdlico en frio (A) y termocoagulacién con PEG (B).
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Como se puede observar en la figura anterior, en el caso del PEG (B1), la
precipitacion es inmediata y por eso el precipitado aparece en el fondo del
recipiente. En el caso del etanol (A1), la mayoria de las proteinas precipitadas
queda en suspension; esto ocurre tanto en el fraccionamiento en frio con etanol,
como con la termocoagulacién con etanol. Estas mezclas pasan por un proceso de
incubacion por un lapso determinado, ya sea a -5°C o a 65°C, y posteriormente se
realiza una centrifugacion. Las imagenes A2 y B2 corresponden al sobrenadante
que se genera luego de dicha centrifugacion, el cual contiene la albumina y se le
han eliminado las proteinas contaminantes que habian sido precipitadas en el
paso anterior. Se puede notar, que en el caso del PEG (B2), el liquido es
transparente y amarillo; en cuanto al etanol en frio (A2), éste es un poco opaco y
verdoso; este mismo comportamiento ocurre en la termocoagulacion con etanol. El
precipitado que se deshecha en este punto es blanco y pastoso. Por ultimo, las
imagenes A3 y B3, muestran la precipitacion de proteinas en dicho sobrenadante
producto de la acidificaciéon del mismo. Se puede observar que en ambos casos, el
sobrenadante se vuelve turbio. Después de este paso, dicho sobrenadante es
nuevamente centrifugado para recuperar la albumina, que segun el valor del pH al
que se haya ajustado, se recupera en el sobrenadante (pH = 4,4) o el precipitado
(pH =4,7).

Resultados de purezay rendimiento

Fraccionamiento alcoholico en frio

En las figuras 8, 9 y 10 se muestran electroforesis con los resultados de las
modificaciones realizadas al método de fraccionamiento en frio con etanol
modificado a partir del método de Cohn. En general todas las muestras obtenidas
poseen algun grado de contaminacién de proteinas o agregados de éstas, de alto

peso molecular (alrededor de 150 kDa).

En la figura 8, se muestra el patron de bandas de las muestras finales de
albumina obtenidas con diferentes concentraciones de etanol (al 42%, al 38% vy al

45% respectivamente). La banda correspondiente al peso molecular de la
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albumina se muestra con una flecha. Se puede observar que en los tres casos, se
lograron eliminar proteinas contaminantes con respecto al plasma (carril “PI”), sin
embargo, la pureza y recuperacion de albumina es mayor en el caso de la

concentracion de etanol al 42% (85% de pureza y 57,68% de rendimiento).

= - 212 kD
a
' - 170 kDa
— - 116 kDa
= 76 kDa
66.5kDa=> Gy @) —— | 53kDa
Pl 1 2 3
Pl: plasma. 1: etanol al 42%
2: etanol al 38% 3: etanol al
45%

Figura 8. Electroforesis SDS - PAGE al 10% de muestras finales de albumina
obtenidas mediante fraccionamiento alcohdlico en frio con diferentes

concentraciones de etanol.

Al variar la temperatura de incubacion, se obtuvieron los resultados que se
presentan en la figura 9, los carriles 1, 3 y 5 corresponden a las precipitados
finales obtenidos a temperatura ambiente, 4 °C y -5 °C respectivamente. Se
denota que a -5 °C se obtuvo el mejor resultado en cuanto a pureza (85%); sin
embargo la muestra obtenida a -10 °C, cuyo patrén de bandas no se muestra en la
figura, presentd un porcentaje de pureza cercano al 80%. Notese que en todos los
casos se pierde algun porcentaje de albumina, puesto que queda en el

sobrenadante que se descarta.
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Pl: plasma. 1: precipitado final obtenido a temperatura
ambiente. 2: sobrenadante descartado (temperatura
ambiente). 3: precipitado final obtenido a 4°C. 4:
sobrenadante descartado (4°C). 5: precipitado final obtenido
a -5°C. 6: sobrenadante descartado (-5°C). PM?T: marcador
de alto peso molecular.

Figura 9. Electroforesis SDS - PAGE al 10% de muestras finales de albumina

obtenidas mediante fraccionamiento alcohdlico en frio a diferentes temperaturas.

En la figura siguiente se muestran los resultados del patrén de bandas obtenido al
evaluar el pH y el tiempo de incubacion que se dejo pasar luego de bajarlo y antes
de centrifugar por segunda vez. Al evaluar la acidificacion del pH a los valores de
4,7 (carriles 3y 4) y 4,4 (carriles 1y 2), los resultados fueron similares; la mayor
diferencia radica en que, la muestra final del tratamiento a pH 4,4 es un
sobrenadante y que por lo general, la muestra final a pH 4,7 es un precipitado.
Con respecto a esto, es importante mencionar que aun bajando el pH a 4,7, en
algunas pruebas la albumina quedd en el sobrenadante. Asimismo, se observo
que cuando se incubaron las muestras 20 horas después de bajarles el pH, la
pureza aumentoé significativamente, pues por analisis densitométrico, la muestra
posee un 96% de pureza, sin embargo el rendimiento disminuyd, principalmente

en el caso de la muestra a pH 4,7.
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1. sobrenadante final a pH 4,4 -0
horas. 2: sobrenadante final a pH
4,4 - 20 horas. 3: precipitado final
a pH 4,7 - 0 horas. 4: precipitado
final a 4,7 - 20 horas.

Figura 10. Electroforesis SDS - PAGE al 10% de muestras finales de albumina
obtenidas mediante fraccionamiento alcohdlico en frio con diferentes valores de

pH y tiempos de incubacién luego de bajar el pH.

Ademas se realizaron otras variaciones a la metodologia, como evaluar la
eficiencia de la filtracion en lugar de la centrifugacién y diferentes porcentajes
proteicos producto de la dilucion inicial del plasma con agua destilada. En cuanto a
la filtracion, esta fue eficiente en el caso de la primera separacion, en el cual se
eliminan las proteinas precipitadas luego de la incubacion. No obstante, en la
segunda separacion, el filtro de 8 ym no fue capaz de separar las proteinas,
obteniéndose una muestra final muy contaminada con un 33% de pureza. (Ver
imagen en anexo 4). Con respecto a la dilucién del plasma se probaron tres
diluciones diferentes para obtener una concentracion de proteinas de 1,3, 1,5y
1,7%. Sélo funciond la concentracion a 1,7%, la cual fue la que se empled en
todas las muestras analizadas. En el caso de las otras dos concentraciones, al
bajar el pH en las etapas finales del proceso, se presentd poca o nula precipitacion
de proteinas y las electroforesis no mostraban ningun patrén de banda. Asimismo,
se hicieron pruebas sin diluir el plasma, y si bien la pureza fue de 83%, el

rendimiento de recuperacion de albumina fue de 12,45%.

En el cuadro 2 se presenta el porcentaje de pureza y rendimiento promedio de

cada uno de los diferentes tratamientos mencionados. El porcentaje de pureza

49



proviene del analisis de densitometria y el porcentaje de rendimiento de la
determinacién de proteinas totales por el método de Biuret. Ademas, se muestra el
porcentaje de rendimiento de recuperacion de albumina, calculado a partir de los
dos datos anteriores. En general, todas las muestras presentaron una
concentracion proteica baja (entre 1,4 y 7,6 g/L). En cuanto a pureza el mejor
resultado (96%) se obtuvo con el fraccionamiento alcohdlico al 42% de etanol, a
pH 4,4 y dejando que pasaran 20 horas antes de la segunda centrifugacion; no
obstante, el rendimiento de recuperacion de albumina de esta variacion fue muy
bajo (alrededor del 5%). En referencia a este aspecto, el rendimiento de albumina

mas alto (57, 68%), lo presentd el fraccionamiento con etanol al 42% a pH 4,7.

Cuadro 2. Resultados del rendimiento y pureza obtenidos en muestras finales de
albumina mediante fraccionamiento alcohdlico en frio.

Prueba Volumen Volumen final | Concentraciéon Concentracion Rendimiento Pureza
inicial recuperado final proteinas | final albumina albumina (+1%)
plasma (ml) (ml) (g/L) (g/L) (%)
Etanol al 50 125 7,60 6,46 57,68 85
42% pH 4,7 ’ ! ’
Etanol al ek
38% 50 133 - - 38
Etanol 45% 50 165 rex - - 23
Etanol al
42% a 50 100 7,00 5,53 39,50 79
-10°C
Etanol al 50 91 7,00 5,22 33,90 75
42% a 4°C ’ ! ’
Etanol al
42%aT 30 91,5 2,50 1,43 15,52 57
ambiente
Etanol al
42% pH 4.4 30 22,5 1,40 1,02 2,74 73
Etanol al
42% pH 4,4 30 25 1,70 1,63 4,86 96
+20h
Etanol al
42% pH 4,7 30 25 1,80 1,40 4,18 78
+20h
Etanol al
42% con 30 21,5 4,80 1,58 4,05 33
filtracion
Plasma sin 30 21 6,00 4,98 12,45 83
diluir

*** El método de Biuret no detectd la concentracion proteica en la muestra
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Termocoagulacién selectiva

Termocoagulacion selectiva con etanol

Inicialmente, se llevd a cabo una metodologia similar a la anterior, con la
diferencia de que al inicio el plasma fue calentado a 65 °C (Ver figura 11). Con
dicha variacion (carril 1) se obtuvo una pureza del 72%, sin embargo el porcentaje
de recuperacion de albumina no se pudo determinar debido a la
considerablemente baja concentracidn proteica en la muestra. Por otra parte, se
aplicé otra metodologia de termocoagulacion con etanol al 9% (carril 3) que dio
como resultado una pureza de 94% y una concentracion proteica de 20 g/L (ver
cuadro 3). En el caso de la primera metodologia la albumina se obtiene en el

precipitado y con etanol al 9%, la albumina queda en el sobrenadante.

o - . —— y
- u 212 kDa
. ‘ - 170 kDa
- === |116 kDa
76 kDa

66,5 kDa=p ‘—mw ' - —_— . * 53 kDa

Pl Pat 1 2 3 amie

PI: plasma. Pat: patron comercial grado reactivo.
1: precipitado etanol al 42%. 2: sobrenadante
descartado etanol al 42% 3: sobrenadante final
etanol al 9%. 4: precipitado descartado etanol al
9%.

Figura 11. Electroforesis SDS - PAGE al 10% de muestras finales de albumina

obtenidas mediante termocoagulacién selectiva con etanol

Entre las variaciones que se realizaron a la metodologia, se encuentra la mezcla
inicial del plasma antes de calentarlo, especificamente en cuanto a la dilucidon con
agua destilada y la adicion de caprilato de sodio. Al diluir el plasma 1:2 y al 30%

(carriles 2 y 3 de la figura 12), se obtiene un buen grado de pureza, incluso al diluir
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el plasma con una tercera parte de agua, se obtiene una pureza de practicamente
el 100%, pero la recuperacion de albumina es muy baja. Con respecto a esto,
cuando el plasma se diluyd con agua en partes iguales, el porcentaje de
recuperacion de albumina fue de los mayores en relacién al método en cuestion
(34%). Ademas, en el cuarto carril de la figura 12, se presenta una muestra final a
la cual no se le adicion6 caprilato de sodio a la mezcla inicial, se denota que la

recuperacion de albumina fue muy baja.

212 kDa
-— 170 kDa

116 kDa
76 kDa

66,5 kDa=p . @ -

1 N A

1: muestra final etanol al 9% sin
diluir 2: muestra final etanol al
9% diluido 1/2 3: muestra final
etanol al 9% diluido al 30% 4:
muestra final etanol al 9% sin
caprilato de sodio

Figura 12. Electroforesis SDS - PAGE al 10% de muestras finales de albumina

obtenidas mediante termocoagulacién selectiva con etanol

Otras modificaciones realizadas a la termocoagulacién con etanol al 9%, fueron
aumentar el tiempo de calentamiento a una hora y media, y aplicar agitacion
durante dicho proceso (carril 1 y 2 de la figura 13). En ambos casos, se logro
eliminar gran parte de las proteinas contaminantes (principalmente al calentar por
un periodo mas largo), pero el rendimiento en ambos casos fue bajo. Por otra
parte, también se probd dejar pasar 20 horas después de bajar el pH a 4,4 y
centrifugar (carril 3); en este caso, fue cuando se obtuvo mayor volumen de
sobrenadante con albumina (35 ml a partir de 50 ml de plasma), por lo que el
rendimiento de recuperacion de esta proteina fue el mas alto (35%) y con una

pureza del 92% (ver cuadro 3).
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Con respecto a los resultados que se obtuvieron al pre-tratar el plasma con sulfato
de amonio (carril 4 de la figura 13), se obtuvo una pureza del 84%, y se observo
que esta sal precipitd mayoritariamente proteinas contaminantes, dejando la
albumina en suspension. Por ultimo, al aplicar el proceso de termocoagulacion
selectiva a plasma normal (carril 5), se obtuvo la mayor concentracion proteica
(23, 4 g/L) de todas las muestras evaluadas en esta investigacion, con una pureza
del 94%, por lo que se recuperaron 22, 00 g/L de albumina; pero, el rendimiento

de recuperacion fue del 25%.

212 kDa
170 kDa

116 kDa
76 kDa

66.5 kD
ad X N -. 53 kDa

1 2 3 4 (5

1: muestra final etanol al 9% calentamiento
por 172 h. 2: muestra final etanol al 9% con
agitacion 3: muestra final etanol al 9% con
20 h después de bajar pH. 4: muestra final
plasma pretratado con sulfato de amonio 5:
muestra final etanol al 9% a partir de
plasma normal

Figura 13. Electroforesis SDS - PAGE al 10% de muestras finales de albumina

obtenidas mediante termocoagulacién selectiva con etanol

Cabe mencionar que al llevar a cabo la metodologia con etanol al 9%, luego de la
incubacion a 65 °C, se formé una estructura sdlida de color amarillento similar a un
“flan” que dificulta considerablemente las siguientes etapas del proceso. Dicha
estructura no se formé cuando se diluyo el plasma, al agitar y con el tratamiento

previo del plasma con sulfato de amonio.

A continuacion se resumen los resultados de rendimiento y pureza promediados
de las muestras que se mencionaron anteriormente. Se puede notar que en el

caso de la termocoagulacion con etanol al 9%, en general la pureza es alta y que
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la concentracion proteica de las muestras es la mas alta entre los métodos

evaluados en este trabajo. Sin embargo, los porcentajes de recuperacion de

albumina con respecto a la que habia inicialmente en el plasma son bajos.

Cuadro 3. Resultados del rendimiento y pureza obtenidos en muestras finales de

albumina mediante termocoagulacion con etanol.

Volumen Volumen ., ., .
o - Concentracién | Concentraciéon | Rendimiento
inicial final : ) : S oo Pureza
Prueba final proteinas | final albdmina | albdmina o
plasma | recuperado (g/L) (g/L) (%) (£1%)
(ml) (ml) 9 9
Etanol al 42% 50 25 e - - 72
Etanol al 9% 50 23 20,00 18,80 31 94
Etanol al 9%
plasma diluido 50 55 11,40 8,66 34 76
1/2
Etanol al 9%
diluido al 50 20 5,04 5,04 7 >99
30%)
0,
Etanol al 9% 50 15 9,04 8,45 9 85
sin caprilato
Etanol al 9%
calentado por 50 17,5 9,00 8,01 10 89
1%h
0,
Etanol al 9% 50 20 9,00 6,30 9 70
con agitacion
Etanol al 9%
con20h 50 35 15,00 13,80 35 92
después de
baja pH
Etanol al 9%,
pretratamiento
del plasma 50 65 11,60 9,74 45 84
con sulfato de
amonio
Etanol al 9% a
partir de 50 16 23,40 22,00 25 94
plasma no
hiperinmune

*** El método de Biuret no detecto la concentracion proteica en la muestra
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Polietilenglicol (PEG)

Los resultados obtenidos por la termocoagulacion selectiva con PEG, se resumen
en la figura 14 y el cuadro 4. Los carriles del 1 al 4 de la figura 14 presentan el
patron de bandas proteico de las muestras generadas a partir de todo el proceso
de obtencién de la albumina. El carril 1 corresponde al sobrenadante recuperado
luego de la incubacién a 65°C con PEG y el carril 2, al precipitado que se descarta
en este punto. Al bajarle el pH a 4,7 a dicho sobrenadante y centrifugarlo, se
obtienen las muestras de los carriles 3 y 4; el carril 3 es el sobrenadante que en
este caso se descarta, y el carril 4 es el precipitado final donde se recupera la
albumina. Se puede notar, que en la primera centrifugacion se da una buena
separacién entre la albumina y las proteinas contaminantes, e incluso este primer
sobrenadante presenta un grado alto de pureza (93%). Luego de que a este se le
baja el pH a 4,4 y se centrifuga, el precipitado obtenido (carril 4), presenté en
promedio un porcentaje de pureza del 95%. Con respecto a las variaciones del
método, se probd bajar el pH después de calentar e inmediatamente centrifugar
(analogo al proceso del etanol al 9% directo); en el caso del PEG, no se
obtuvieron buenos resultados, tal como lo muestran los carriles 5 y 6 de la figura
14, pues no se logré separar la albumina del resto de proteinas. Ademas, se
realizd el procedimiento original, solo que el plasma no se calentd, es decir se
dejaron precipitar las proteinas a temperatura ambiente; en los ultimos dos carriles
de la figura 14, se muestra el primer sobrenadante y el precipitado final, los cuales,
si bien presentan menor cantidad de proteinas que el plasma, no igualan la pureza

del método en caliente.
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PlI: plasma. Pat: patrén comercial grado estandar de proteina. 1: sobrenadante
inicial PEG. 2: precipitado descartado PEG. 3: sobrenadante final descartado
PEG 4: precipitado final PEG. 5: sobrenadante final PEG directo 6: precipitado
final PEG directo 7: sobrenadante inicial PEG a temperatura ambiente 8:
precipitado final PEG a temperatura ambiente.

Figura 14. Electroforesis SDS - PAGE al 10% de muestras finales de albumina

obtenidas mediante termocoagulacién selectiva con polietilenglicol

Al igual que en los cuadros anteriores, en el cuadro 4, se presentan los
porcentajes de rendimiento y pureza promediados de las muestras finales
obtenidas por la termocoagulacién con PEG. En este caso fue en el que se obtuvo
mayor porcentaje de recuperacion de albumina, y en el caso del proceso sin

modificaciones, se obtuvo un porcentaje de pureza alto (95%).

Cuadro 4. Resultados del rendimiento y pureza obtenido en muestra finales de

albumina mediante termocoagulacion con polietilenglicol (PEG).

Prueba Volumen Volumen Concentracion | Concentraciéon | Rendimiento | Pureza
inicial final final proteinas | final albumina albimina (x1%)
plasma recuperado (g/L) (g/L) (%)

(mD (mD)
Segundo
precipitado del 50 121 7,00 6,65 57 95
método normal

Primer

sobrenadante 50 90 10,00 9,30 60 93
del método

normal

Segundo
precipitado a 50 70 16,00 11,82 59 74
temperatura
ambiente
Primer
StObre”ada”te 50 120 7,60 4,46 38 59
emperatura
ambiente
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Cromatografia de intercambio i6nico

Cromatografia de intercambio idnico sin tratamiento previo del plasma

La figura 15 contiene los cromatogramas de la absorbancia a 280 nm de las
diferentes fracciones recuperadas a partir de dos cromatografias de intercambio
anionico de plasma. En ambos, se observan dos picos bien definidos,
correspondientes a la presencia de una mayor concentracion proteica. Una vez,
que se cargd la fraccion con mayor absorbancia a 280 nm de cada una de las
corridas, en una electroforesis de SDS-PAGE, se obtuvieron los patrones de
banda que se presentan en la figura 16. Los porcentajes de pureza en ambas
pruebas fueron muy bajos, 53% para la prueba 1 (carril 1) y 32% para la prueba

dos (carril 2). Ademas, la concentracion de proteinas totales fue de 7 y 8 g/L

respectivamente.
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Figura 15. Cromatogramas de la absorbancia a 280 nm de la cromatografia de

intercambio anidnico de plasma hiperinmune
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Pl: plasma. Pat: patron
comercial grado reactivo. 1:
muestra final intercambio
iénico. 2: muestra final
intercambio idnico 2.

Figura 16. Electroforesis SDS - PAGE al 10% de muestras finales de albumina
obtenidas mediante cromatografia de intercambio i6nico sin

tratamiento previo del plasma

Cromatografia de intercambio idénico a partir de muestras finales de

albumina

Al pasar muestras finales de los procedimientos de fraccionamiento alcohdlico en
frio y termocoagulacién selectiva con PEG y etanol al 9%, se observaron
comportamientos similares entre si, ya que en todos los casos se elimind algun
porcentaje de proteinas contaminantes, es decir, se incrementd el porcentaje de
pureza. En el cuadro 5 y en la figura 17, se incluyen los resultados de cada
muestra antes y después de pasarla por las membranas de intercambio. Cabe
mencionar que durante las diferentes corridas cromatograficas, el pico de la
albumina es el que corresponde a la fraccion eluida con NaCl al 5%. En el anexo 5

se muestran los cromatogramas correspondientes.
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Cuadro 5. Comparacion del porcentaje de pureza de muestras finales de albumina

antes y después de la cromatografia de intercambio i6nico

Pureza de la muestra
. Pureza de la muestra antes . .
Método o después de la cromatografia
de la cromatografia (%) (%)
Termocoagulacion selectiva con PEG 72 91
Termocoagulacién selectiva con etanol al 9% 92 93
Fraccionamiento alcohdlico en frio al 42% 73 >99
==
W - '
: 212 kDa
170 kDa
e - 116 kDa
76 kDa

65k w @D WP O o w 53 kDa

Pl Pat 1 2 3 4 5 6

—_—

Pl: plasma. Pat: patron comercial grado estandar de
proteina. 1: muestra final termocoagulacion con PEG 2:
eluido de termocoagulaciéon con PEG 3: muestra final
termocoagulacion etanol 4: eluido de termocoagulacion
con etanol. 5: muestra final fraccionamiento en frio. 6:
eluido de fraccionamiento en frio.

Figura 17. Electroforesis SDS - PAGE al 10% de cromatografia de intercambio

idnico de muestras finales de albumina

La figura 18 muestra los cromatogramas de una cromatografia de fase reversa
realizada por HPLC. En los tres graficos, la albumina se encuentra en el segundo
pico (sefialado con una flecha), el cual presentdé un tiempo de retencion de
alrededor de 18 minutos. En todos se observa que las muestras estan
relativamente puras, en comparacion con el plasma (Ver cromatograma en anexo

6). Asimismo, se denota que la muestra proveniente de la termocoagulacion
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selectiva con etanol (B), es la mas pura, e incluso se asemeja al cromatograma
del patrén de albumina comercial grado estandar de proteina que se muestra en el
anexo 6. En cuanto a las otros dos cromatogramas, ambos evidencian que las
muestras finales de termocoagulacion con PEG y de fraccionamiento alcohdlico
en frio que se corrieron, aun poseen cierto grado de contaminantes, puesto que

luego de que sale la albumina se ve un incremento en el nivel de la curva.
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Figura 18. Cromatogramas de cromatografia de fase reversa en HPLC de
muestras finales de albumina obtenidas mediante diferentes métodos de
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Por ultimo, en referencia a los resultados obtenidos en el ELISA, todas las
muestras finales obtenidas mediante los métodos ensayados, presentaron niveles
muy bajos de anticuerpos IgG de caballo, ya que en promedio presentaron menos
del 1% de las inmunoglobulinas que presenta el suero antiofidico empleado como

control.

Disefio de un procedimiento para la purificacion de albumina

La figura 17 presenta un esquema general del procedimiento que se propone para
la obtencion de albumina, el cual no incluye las condiciones de cada técnica, sino

la secuencia de las mismas.

Flasma

l

Tratamiento previo con (MHak S04 &l 32% o fraccionamiento a -3 °C con etanol

Inrnunoglobulings Albumina

Ternocoaguiacian a 63 °C con etanol al 9% o con PEG &l 20%

|

Cromatografia de intercamhbio anionico

l

Albdmina purificada

Figura 19. Esquema del proceso para la purificacién de albumina con la

combinacion de las técnicas evaluadas
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DISCUSION

Los diversos métodos de purificacidon de proteinas que existen, se fundamentan en
las propiedades que tienen las proteinas en solucion. Por lo tanto, para separar
mezclas de éstas, se usa como base alguno de los siguientes criterios: el tamafo
de la proteina (peso molecular), la solubilidad, la carga eléctrica y la afinidad
bioldgica de la proteina por otras moléculas. En el presente trabajo, los métodos
de purificacion empleados, se basan en el criterio de la solubilidad en el caso del
fraccionamiento alcohdlico y la termocoagulacion selectiva, y en la carga eléctrica,

en el caso de la cromatografia de intercambio i6nico (Matthews et al., 2003).

La solubilidad de cualquier soluto depende de la afinidad o tendencia que tenga ya
sea por moléculas de su misma especie, o bien por moléculas del disolvente. La
solubilidad aumenta cuando se reduce el grado de interaccién de las propias
moléculas del soluto, en este caso las proteinas, lo que trae consigo que se

produzca un mayor contacto del soluto y el disolvente (Badui, 1996).

El hecho de que no todas las proteinas reaccionan de igual forma ante un cambio
en el medio donde se encuentran disueltas, es de gran utilidad durante los
procesos de aislamiento y purificacion de las mismas. En algunos casos, la
desnaturalizacion (pérdida de la estructura tridimensional secundaria, terciaria y
cuaternaria sin que exista hidrdlisis de los enlaces peptidicos) conduce a la
pérdida total de la solubilidad, con lo que la proteina de interés o la que se quiere
eliminar precipita; como en algunos casos este fendmeno es reversible, es posible

precipitar proteinas de manera selectiva (Belitz y Grosch, 1992).

La solubilidad de las proteinas esta determinada por tres factores principales: su
grado de hidratacion, su densidad y distribucién de cargas a lo largo de la cadena,
y la presencia de compuestos no proteicos como fosfatos, carbohidratos o lipidos
que pueden tener un efecto estabilizante. Las proteinas son electrolitos de alto

peso molecular y de un gran orden estructural, por tanto son muy susceptibles a
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cambios profundos en su solubilidad cuando se altera alguno de los factores
anteriores. Los principales agentes que logran afectar estos son: la fuerza ionica,
el pH, las propiedades del disolvente y la temperatura. La insolubilizacion
completa de las proteinas produce su precipitacion, lo que sucede cuando varias
moléculas del polipéptido llegan a estar en contacto muy intimo, de tal manera que
forman grandes agregados, cuya solubilidad es menor que la de las moléculas en
forma individual (Badui, 1996). Es necesario mencionar que la solubilidad de las
proteinas es el resultado de la influencia en forma conjunta de los distintos
factores y que no se pueden aislar facilmente uno de otro por ejemplo, la
desnaturalizacion por temperatura depende fuertemente del pH y viceversa. En el
fraccionamiento por solventes organicos, el pH y fuerza idnica deben estar

claramente definidos (Calvo, 2003).

Fraccionamiento alcohdlico en frio

El método de fraccionamiento alcohdlico en frio se basa en la solubilidad
diferencial de la albumina y otras proteinas con respecto a las propiedades del
disolvente, el pH, la temperatura, la fuerza iénica y la concentracion proteica (More
y Harvey, 1991). En la presente investigacion, se evaluaron todos estos aspectos

por aparte, excepto la variable de la fuerza idnica.

En cuanto al disolvente organico empleado, es decir el etanol, se comprob6 que
logra precipitar proteinas plasmaticas, lo cual ocurre porque interactua con el
interior hidrofébico de las proteinas y desorganiza su estructura tridimensional,
provocando su desnaturalizacion y precipitacion (Gonzalez, 1998). Existen dos
explicaciones sobre cdmo ocurre dicha interaccion, la primera y la mas antigua es
que el etanol posee una constante dieléctrica mas baja que el agua. La constante
dieléctrica es una medida de la tendencia del disolvente a oponerse a las fuerzas
electrostaticas de atraccion entre iones de cargas opuestas. Por lo tanto, la fuerza

de atraccion o interaccion entre dos moléculas de proteina puede aumentar si se
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colocan en un disolvente con un valor bajo de su constante dieléctrica, o que

genera que tiendan a agregarse y precipitar (Badui, 1996).

La segunda explicacion proviene de estudios realizados por Van Oss (1989),
quien afirma que el etanol no disminuye significativamente la constante dieléctrica
del agua. Segun este investigador, el etanol se asocia con el agua de manera mas
estrecha que lo que lo hacen las proteinas. Por lo tanto, su verdadero efecto es
deshidratar la superficie de estas, las cuales luego se asocian entre si mediante
fuerzas de van der Waals. Ademas, la remocién de las moléculas de agua
alrededor de los grupos ioénicos superficiales de las moléculas proteicas, genera
que la interaccidon entre estas sea mas fuerte, en el caso de proteinas con carga
opuesta en su superficie. Ambos factores provocan la agregacién y posterior

precipitacion de las proteinas.

Por lo tanto, emplear la concentracion adecuada de este disolvente es esencial, de
manera que en la primera etapa del proceso, precipiten solamente las proteinas
contaminantes. Con base en los resultados obtenidos, la concentracion mas
apropiada es al 42%. Las otras dos concentraciones evaluadas, resultaron en
porcentajes de pureza muy bajos, debido a que hubo una separacion proteica
deficiente. Al emplear una concentracion menor (al 38%), probablemente muchas
proteinas se mantuvieron disueltas debido a que el poder precipitante del etanol
no fue el suficiente. En el caso de la concentracion al 45%, pudo haber ocurrido lo
contrario, y que precipitaran la mayor parte de las proteinas incluyendo la
albumina. Sin embargo, es importante mencionar que en todas las pruebas
realizadas mediante esta técnica, el etanol precipité algun porcentaje de albumina,

lo que representa una reduccion del rendimiento al final.

En cuanto al factor del pH, antes de incubar la mezcla inicial, el pH se ajusté a un
valor de 5,7; este valor facilita el hecho de que la albumina se mantuviera en
solucién al cargarse negativamente por estar en un medio con un pH mayor a su

punto isoeléctrico (pl = 4,7). Esto se debe a que la solubilidad de las proteinas

65



globulares esta muy influenciada por el pH al que se encuentran, ya que es
minima en su punto isoeléctrico, pero aumenta considerablemente al alejarse de
él. Dependiendo del pH del sistema, las proteinas pueden actuar como cationes o
como aniones, de tal manera que al tener la misma carga eléctrica desarrollan
fuerzas de repulsiéon entre si que repercuten en un aumento de su solubilidad y
estabilidad (Badui, 1996; Matthews et al., 2002).

El punto isoeléctrico es un aspecto fundamental en esta técnica, ya que es el que
permite separar la albumina de otras proteinas. Es por esto que en la mayoria de
las pruebas, el sobrenadante obtenido después de la primera centrifugacion, se
acidifica hasta 4,7 de manera que la albumina pueda ser recuperada en el
precipitado luego de la segunda centrifugacion. Dicha precipitacion se da porque
en el punto isoeléctrico la carga neta de la albumina es cero, pero cada una de las
moléculas de la proteina todavia tiene zonas en la superficie con carga negativa y
positiva. Las interacciones carga-carga, junto con otras clases de interacciones
intermoleculares como las fuerzas de van der Waals, hace que las moléculas
tienda a aglutinarse y precipitar (Matthews et al., 2002). Con respecto a los
resultados obtenidos al estudiar este factor, se evidencié que por lo general, la
albumina precipita en este valor de pH. No obstante, también se obtuvieron
buenos resultados al bajar el pH hasta 4,4, dejando la albumina en el
sobrenadante; hecho que ocurre por la misma razon expuesta en el parrafo
anterior, solo que en este caso, la albumina esta cargada positivamente. Se logro
comprobar ademas, que el porcentaje de pureza en la muestra increment6 al dejar
pasar 20 horas luego de haber bajado el pH, esto porque hubo mas tiempo para
que se dieran las interacciones moleculares, y que pudieran precipitar ya sea

mayor cantidad de albumina (pH 4,7) o de proteinas contaminantes (pH 4,4),

Con respecto a la temperatura, se determind que la temperatura mas adecuada es
a -5 °C. A temperatura ambiente, el porcentaje de pureza fue el mas bajo (57%),
esto se debe a que el etanol puede desnaturalizar las proteinas, especialmente

cuando se emplea en altas concentraciones, por tanto este método se deberia
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realizar a bajas temperaturas (entre -3 y -7°C) (Schneider et al., 1979). En el caso
de las pruebas llevadas a cabo a 4 °C y a -10°C, se obtuvieron mejores resultados;
si se optimizara la metodologia de cada una podrian obtenerse porcentajes de
pureza y rendimiento mayores, sobre todo en el caso de la temperatura a -10 °C,

con la que se obtuvo casi un 80% de pureza.

Por ultimo, con respecto al porcentaje inicial de proteinas, a diferencia del método
propuesto por Hao (1979b), en el cual propone un porcentaje del 1,2%, se
establecié que se obtienen mejores resultados, con una concentracion proteica
mas alta (al 1,7%), hecho que concuerda con el método original planteado por
Cohn, en el que la etapa de recuperacion de albumina se hace a 2,5% de

proteinas.

El valor mas alto de rendimiento de recuperacion de albumina se obtuvo con el
método que emplea etanol al 42%, una temperatura de -5 °C y un ajuste de pH a
4,7. Dicho valor corresponde a un 58%, el cual se aproxima al reportado por el
método de Cohn que, por lo general presenta un rendimiento del 60-70%. Sin
embargo la pureza de este método fue del 85%, dicho porcentaje fue superado
cuando se realizé la metodologia con etanol al 42%, a -5 °C, pero con un ajuste de
pH al 4,4 y dejando pasar 20 horas antes de centrifugar, con el cual se obtuvo una
pureza del 96%, que concuerda con el método de Cohn, el cual presenta una
pureza del 95% (Matejtschuk et al., 2000). En general, la concentracion final de
proteinas en todas las muestras fue muy bajo (menos de 10 g/L), hecho que
difiere con el rendimiento obtenido por Cohn que es de 22 a 23 g/L (Hao, 1979a).

Termocoagulacion selectiva

Al calentar una mezcla de proteinas, la energia cinética de las moléculas aumenta,
con lo que se desorganiza la envoltura acuosa y la estructura de las proteinas, asi
como las interacciones en las que estas participen, de manera que el interior
hidrofobico interacciona con el medio acuoso y se produce la agregacion y

precipitacion de la proteina desnaturalizada (Gonzalez, 1998). Por lo tanto, el
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proceso de calentamiento a temperaturas entre 60 y 70 °C, se hace con el objetivo
de desnaturalizar proteinas plasmaticas no deseadas, y dejar la albumina en
suspension, puesto que esta soporta temperaturas de hasta 70 °C, especialmente

en presencia de un agente estabilizante.

Edsall (1984) menciona que la presencia de pequefos iones organicos en las
preparaciones de albumina, favorece su estabilidad térmica. Dentro de estos
iones, el que tiene mayor capacidad estabilizante es el caprilato de sodio, seguido
por el propionato y por ultimo el acetato. El caprilato de sodio es un acido graso de
cadena larga (CH3(CH2)sCOONa) que se une con elevada afinidad a sitios
especificos de la molécula de albumina, lo que mejora la estabilidad de esta
molécula y la protege de la desnaturalizacién por efecto del calor y condiciones de
pH extremos (Orfani, 1999). Moya et al. (2000) expresan que dicha afinidad se da
como resultado de la atraccién de diferentes grupos de la molécula de albumina

por las porciones polares y no polares de los aniones de acidos grasos.

Etanol

Inicialmente, se empled una metodologia muy similar a la aplicada en el caso del
fraccionamiento alcohdlico en frio, con la diferencia de que llevaba un paso inicial
de calentamiento del plasma. Luego del calentamiento, se adicion6 etanol al 42%
para precipitar aquellas proteinas contaminantes que se hayan desnaturalizado.
Esta metodologia dio un porcentaje de pureza de 72%, pero su inconveniente, fue
que todas las pruebas que se llevaron a cabo produjeron muestras finales con una
concentracion extremadamente baja de proteinas, hecho que incide directamente
sobre el rendimiento de la prueba. Esto pudo haberse dado porque la
concentracion de etanol era alta y al precipitar las proteinas desnaturalizadas,
también desestabilizé a gran parte de la albumina, precipitandola. Asimismo, ya
que este precipitado fue descartado luego de la primera centrifugacion, el
sobrenadante que se recuperé6 para seguir con el proceso, tenia una

concentracion baja de proteinas. Al respecto, Schneider (1979) y Moya et al.
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(2000), proponen emplear concentraciones mucho mas bajas de etanol, al 9% en

el primer caso y al 5% en el segundo.

Es por esto que como base de la termocoagulacion selectiva con etanol se empled
la metodologia propuesta por Schneider (1979) con algunas modificaciones. Dicha
metodologia resultd en porcentajes de pureza mucho mas altos (de 94%) y con
una concentraciéon de albumina promedio de 18,8 g/L, la cual concuerda con
Orfani (1999) que obtuvo 16,8 g/L. Ademas, el proceso dura menos tiempo ya que
el tiempo de calentamiento es de 30 minutos y s6lo ocupa de una centrifugacion.
La albumina se recupero6 en el sobrenadante, lo que facilita los pasos siguientes
relacionados con la formulacion del producto. Sin embargo, esta situacion también
representa una desventaja debido a que el volumen de sobrenadante que se
recupera es bajo, por lo que en general el porcentaje de rendimiento de albumina

es aproximadamente del 30%.

El mayor inconveniente que se presentd con esta metodologia fue la formacion de
una estructura solida luego del proceso de calentamiento, que dificultd la
acidificaciéon de la mezcla para separar la albumina. Esto ocurre porque las
proteinas interaccionan fuerte e irreversiblemente después de su
desnaturalizacion a través de una serie de reacciones complejas conocidas como
coagulacion, gelificacién o floculacién. Este proceso ocurre en dos etapas, primero
se da un desdoblamiento y desnaturalizacion de las proteinas, que en una
segunda reaccidén se asocian gradualmente para producir una red tridimensional
de moléculas que retiene gran cantidad de agua, lo que resulta en la formacion del
coagulo o gel (Badui, 1996; Belitz y Grosch, 1992).

Lo anterior coincide con lo afirmado por Marcelino y Guidolin (1991), de que en
experiencias realizadas con termocoagulacién siguiendo exactamente la técnica
de Schneider, se verificd una gran dificultad al filtrar la albumina en este punto de

la metodologia, hecho que también fue reportado por el mismo Schneider.
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Es por esto que se implementaron varias estrategias con tal de disminuir la
formacion del coagulo, como lo son la dilucion inicial del plasma con agua
destilada y la agitacion durante el proceso de calentamiento. En ambos casos, no
se dio formacion del coagulo, sin embargo, el porcentaje de pureza disminuyd. En
cuanto al porcentaje de recuperacion de albumina, al diluir el plasma, se obtuvo un
mayor porcentaje (34%) debido a que se generé mayor cantidad de sobrenadante.
Lo contrario ocurri6 al agitar el plasma, pues dicho porcentaje fue muy bajo. Orfani
(1999) afirma que es indispensable agitar durante este proceso, por lo que se
considera necesario optimizar las condiciones bajo las cuales se realiza la
agitacion, de manera que este paso pueda incorporarse adecuadamente a la

metodologia que se utilizé en el presente trabajo.

Otras pruebas que produjeron resultados utiles, fueron emplear plasma normal
como materia prima y esperar 20 horas luego de bajar el pH y antes de
centrifugar. En el primer caso, se presento la concentracion de albumina promedio
mas alta de los ensayos efectuados en este trabajo (22 g/L) y con una pureza de
94%. Esto probablemente se debe a que el plasma hiperinmune posee un
porcentaje mas alto de inmunoglobulinas y mas bajo de albumina con respecto al
que se encuentra en un plasma plasma, es decir, que en este hay mas albumina

que se pueda purificar.

En el caso de la otra prueba, se obtuvo que al esperar 20 horas luego de bajar el
pH, la coagulacién del plasma disminuye y que al centrifugar, se obtiene un
sobrenadante mayor que en los otros casos (35 ml por cada 50 ml de plasma),
hecho que concuerda con los resultados obtenidos con el fraccionamiento en frio.
Por lo tanto, dicho paso deberia considerarse dentro de un proceso de

fraccionamiento para la obtencion de albumina.

Con respecto al uso del sulfato de amonio como tratamiento previo del plasma, se
demostrd su capacidad como agente precipitante de proteinas. Dicha precipitacion

se dio porque la presencia de esta sal aument6 considerablemente la fuerza idnica
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del sistema, lo que provocd una disminucién en el grado de hidratacién de los
grupos ionicos superficiales de las proteinas, ya que esta sal compite por el agua y
rompe los puentes de hidrégeno o las interacciones electrostaticas entre las
proteinas y el agua, de manera que las moléculas proteicas se agregan y
precipitan; a este proceso se le conoce como insolubilizacién por salado o "salting
out” (Gonzalez, 1998; Badui, 1996; Matthews et al., 2002). 2002). El hecho de que
el proceso de termocoagulacion se llevo a cabo a partir de una muestra con menor
contenido proteico, generd que luego de calentar, no se formara el coagulo, que
por lo general se forma al realizar esta técnica y que dificulta el proceso. Otra
ventaja de este paso previo es que este tipo de precipitacidn permite recuperar las
inmunoglobulinas del plasma, para su posterior procesamiento. Esto de debe a
que en muchos casos, la precipitacion provocada por el aumento de la fuerza
ionica es reversible y mediante una dialisis se puede eliminar el exceso de soluto y
recuperar tanto la estructura como la funcién original de las inmunoglobulinas
(Gonzalez, 1998).

Polietilenglicol (PEG)

El PEG es un polimero sintético muy soluble en agua, que posee caracteristicas
muy ventajosas: no provoca reaccion exotérmica cuando interactua con una
solucion, la precipitacidon ocurre muy rapido a diferencia con el etanol, y la
centrifugacion se realiza inmediatamente, por lo que se reduce el riesgo de

contaminacion y degradacion proteica (Curling, 1983).

Los resultados obtenidos al emplear PEG como agente precipitante de las
proteinas desnaturalizadas por el calor, fueron buenos. Se cree que dicha
precipitacion se da como producto de un proceso de exclusion en el cual las
interacciones de las proteinas con el solvente, son reemplazadas por las que se
generan entre las redes del polimero y el solvente, es decir, similar al caso del
etanol y el sulfato de amonio, el PEG compite con las proteinas por el agua
(Curling, 1983)
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El porcentaje de rendimiento en la recuperacion de albumina fue el mas alto entre
las metodologias evaluadas (alrededor del 60%) y el porcentaje de pureza de las
muestras finales estuvo entre 90 y 95%. Esto se debe a que el polietilenglicol a
una concentracién del 20%, precipita eficientemente las proteinas plasmaticas de
manera selectiva. Incluso, se observd que el sobrenadante generado luego de la
primera centrifugacion, es bastante puro y por tanto, habria que considerar si es
necesario bajar el pH del mismo para precipitar la albumina, puesto que es
ventajoso que la misma se recupere en el sobrenadante y porque el proceso
duraria menos tiempo. Un factor que pudo contribuir a que la metodologia fuera
mas eficiente fue la adicion del EDTA que tiene una interaccidn positiva en
presencia del PEG, ya que reduce la estabilidad de la transferina (al romper el
complejo transferian-hierro) y otras metaloproteinas, generandoles cambios
conformacionales que facilitan su precipitacion por parte del PEG, generando que

la muestra quede mas pura (Hao, 1979a).

A pesar de haberse obtenido resultados satisfactorios, no se logré igualar el valor
de la concentracion proteica obtenida en las muestras finales (alrededor de 10
g/L), con los valores reportados por Hao (1979a), quien afirma que empleando
este método, obtuvo un rendimiento de 28,5 g/L de albumina a partir de 55 litros
de plasma. No obstante, habria que evaluar la técnica partiendo de una mayor

cantidad de plasma para que los valores puedan compararse realmente.

Asimismo, se demostro que el paso del calentamiento es muy importante para que
la técnica sea eficiente, ya que al realizar pruebas a temperatura ambiente los

resultados fueron comparativamente mas bajos.

Cromatografia de intercambio i6nico

Se llevaron a cabo cromatografias de intercambio aniénico, con membranas
porosas recubiertas con amonio cuaternario, es decir que al pasar una muestra

por las mismas, aquellas particulas cargadas negativamente, interactuan con la
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membrana. Al pH en que se realizaron las pruebas, el cual corresponde al pH
fisiologico del plasma (alrededor de 7), la albumina se carga negativamente (More
y Harvey, 1991). Por esta razon, en los cromatogramas de las corridas, la
albumina correspondié al segundo pico (figura 15), ya que el primer pico,
corresponde a las proteinas cargadas positivamente que no interactuaron con el la
membrana, y ese segundo pico, se produjo al eluir la albumina con NaCl, ya que

los iones CI interactuan con la membrana y desplazan a la albumina.

Los resultados obtenidos al pasar plasma por las membranas fueron muy bajos en
cuanto a pureza y rendimiento. Dichos resultados se deben a que, tal como lo
mencionan More y Harvey (1991), al purificar albumina empleando solamente
técnicas cromatograficas, el plasma siempre se somete a un proceso de pre-
tratamiento como por ejemplo filtracion, centrifugacion o filtracion en gel con el fin
de eliminar lipidos, fribrinbgeno, euglobina, entre otros. Ademas, luego de dicho
pre-tratamiento, por lo general se emplean dos pasos cromatograficos, primero se
pasa el plasma tratado por una columna de intercambio anidnico, y luego por una

de intercambio catidénico.

En referencia con las otras pruebas de intercambio idnico realizadas, la
cromatografia se empleé como un paso final de purificacion de las muestras
provenientes de los procesos de fraccionamiento ya descritos, el cual funciond,
puesto que el nivel de pureza de las mismas incrementd. Debido a que este
procedimiento aumenta la calidad del producto, se emplea en muchos lugares, por
ejemplo una empresa dedicada a la produccion de hemoderivados ubicada en
Inglaterra, emplea la cromatografia para refinar la pureza de su producto (obtenido
mediante el método de Kistler y Nitschmann) con el fin de reducir concentraciones
de proteinas contaminantes y de endotoxinas. Ademas, el producto final tiene una
pureza 299% y con una concentracion de monomeros >95% (Matejtschuk et al.,
2000).
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En general, esta técnica posee muchas ventajas ya que el proceso es facil de
automatizar, potencialmente menos dafino para las proteinas y genera menor
cantidad de agregados. El rendimiento de recuperacion de albumina es
generalmente mayor que en el caso del método de Cohn (80-85% de rendimiento
con una pureza >98%). Sin embargo, a pesar de estas ventajas, la purificacién de
albumina mediante cromatografia, aun no ha sido adoptada por la limitacion de
que se ocupa un gran equipo cromatografico para satisfacer la alta demanda del
producto (Matejtschuk et al., 2000). Es por esto, que emplearla como una etapa

final, resulta efectivo, pero menos costoso.

Por otra parte, con respecto a los resultados del ELISA de todas las muestras
finales de los diferentes procesos de purificacion de albumina evaluados, se puede
afirmar que las proteinas contaminantes que no fueron eliminadas durante dichos
procesos, no son inmunoglobulinas IgG contra el veneno de serpiente. Estos datos
concuerdan con los resultados de la cromatografia en fase reversa en HPLC, que
generd cromatogramas donde no se denota una presencia clara de dichas

proteinas.

Disefio de un procedimiento para la purificacion de albumina

Con el fin de cumplir con el cuarto objetivo de la presente investigacion, se
propone un procedimiento para la purificacion de albumina (figura 19) basado en
los resultados obtenidos. En el mismo, no se incluyeron las condiciones
especificas bajo las cuales se debe dar cada etapa. Como primer paso, se
propone realizar un tratamiento previo del plasma de manera que se pueda
separar no solo la albumina, sino también las inmunoglobulinas. Entre las técnicas
evaluadas, la precipitacion con sulfato de amonio y el fraccionamiento alcohdlico
en frio, producen wun grado de desnaturalizacion reversible en las
inmunoglobulinas, hecho que no ocurre en el caso de la termocoagulacién. Otra
razon por la que este paso es importante es que la presencia de proteinas
contaminantes se reduce, por lo que los pasos siguientes de purificacion de

ambas proteinas, se facilitarian. Basandose en los resultados obtenidos en este
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trabajo, se considera que esta etapa, se lograria con mayor eficiencia empleando
la precipitaciéon con sulfato de amonio. No obstante, si se logran optimizar las
condiciones del fraccionamiento alcohdlico, se podrian obtener resultados muy
favorables; sin embargo, se debe tomar en cuenta que esta técnica se lleva a cabo

a temperaturas bajo cero, por lo que puede resultar mas costosa.

Producto de los resultados obtenidos, se plantea la termocoagulacion como el
paso fundamental para purificar la albumina de otras proteinas plasmaticas, ya
que en el proceso de calentamiento, la gran mayoria de las proteinas
contaminantes se desnaturaliza irreversiblemente, excepto la albumina, por ser
mas estable a temperaturas de hasta 70 °C, lo que genera porcentajes de pureza
mas altos. Al respecto, Budnick y Fitzgerald (2003) afirman que el uso del método
de termocoagulacion permite alcanzar un mayor grado de pureza en comparacion
con la técnica de fraccionamiento alcohdlico en frio, ya que el contenido tipico de
residuos de acidos grasos de la albumina obtenida mediante fraccionamiento de
Cohn, es mucho mayor que el que existe en la albumina obtenida por

termocoagulacion.

Como tercera etapa dentro de este proceso de purificacién, se propone realizar
una cromatografia de intercambio idnico que aumente la calidad de las muestras,
al aumentar la pureza y reducir niveles de agregados, endotoxinas, aluminio y

PKA (activador de la precalicreina), entre otros.
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CONCLUSIONES

Con base en los resultados obtenidos en el presente trabajo se concluye lo

siguiente:

Al llevar a cabo las diferentes técnicas de purificaciéon de albumina, en todos

los casos, se logré obtener algun grado de pureza en las muestras finales.

El método de purificacién de albumina mas eficiente fue la termocoagulacion
selectiva con PEG al 20%, en el cual se obtuvo un nivel de pureza del 95% vy

un rendimiento de recuperacion de albumina del 60%.

Con respecto al fraccionamiento alcoholico en frio, los mejores resultados se
lograron al emplear una concentracion de etanol al 42%, con una
concentracion proteica inicial del 1,7%, una incubacién de -5 °C, con la
precipitacion isoeléctrica a un valor de pH del 4,7 y dejando pasar 20 horas

luego de bajar el pH y antes de centrifugar por segunda vez.

Las condiciones bajo las cuales se generan los mejores resultados al
implementar la termocoagulaciéon selectiva con etanol son: concentracion de
etanol al 9%, calentamiento a 65 °C por 30 minutos con agitacion, ajuste de pH

a 4,4 y dejar pasar 20 horas luego de bajar el pH y antes de centrifugar.

El método con el que se obtuvo mayor concentracién de proteinas en las
muestras finales, fue con el de termocoagulacién con etanol (20 g/L); y el
método con el que se obtuvieron los valores mas bajos fue el de

fraccionamiento alcohdlico en frio.

La cromatografia de intercambio aniénico tiene la capacidad de incrementar los
niveles de pureza de las muestras obtenidas por los otros métodos de

purificacion.
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= El método de verde de bromocresol no es el mas adecuado para la
cuantificacion de albumina, principalmente cuando esta se encuentra en bajas

concentraciones.
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RECOMENDACIONES

A continuacion se presentan las recomendaciones al presente trabajo:

» Llevar a cabo pruebas con mayor cantidad de plasma, para evaluar la

escalabilidad de las técnicas utilizadas en esta investigacion.

» Realizar pruebas con plasma humano para verificar la eficiencia de las técnicas

empleadas al purificar albumina humana.

= Establecer las condiciones Optimas para separar la albumina y las
inmunoglobulinas del plasma, de manera que cada una pueda someterse a

procesos posteriores de purificacion

= Contemplar las especificaciones requeridas para comercializar la albumina
tanto a nivel terapéutico como grado reactivo, dentro del proceso de obtencién

de la misma.

= Incorporar en el proceso de elaboracidon pasos que contribuyan a la seguridad

viral del producto y evaluar su efectividad.

» Formular el producto una vez que se obtenga albumina con los niveles de

pureza y rendimiento adecuados.
» Validar un método de cuantificacion de albumina por HPLC, por ejemplo

basado en cromatografia de fase reversa, que genere resultados mas precisos

y reproducibles.
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ANEXOS

Anexo 1.

Determinacion de cloruros con nitrato de plata:
En un erlenmeyer de 250 ml, se afiade lo siguiente:
- 5 mlde la muestra + 5 ml de agua

- 10 ml de acido aceético glacial, 75 ml de metanol y 0,5 ml de eosina YTS

Se mezcla y se titula con una solucién volumétrica de nitrato de plata (AgNOs) 0,1

N hasta que el cloruro de plata flocule (precipite) y la mezcla se torne rosada.

Finalmente, se aplica la siguiente formula para conocer el porcentaje de NaCl

presente en la muestra:
%NaCl=mlx N x 1,1688

donde ml = cantidad de ml de nitrato de plata empleados en la titulacion

N = normalidad
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Anexo 2.

Preparacion del reactivo de Biuret

Pesar 3,0017 g de sulfato de cobre (CuSO4 5H,0) y disolver en 500 ml de agua
destilada, posteriormente pesar y anadir 9,0003 g de tartrato de sodio — calcio
(KNaC4H4O6s 4H,0) y 5 g de ioduro de potasio (KI). Disolver y agregar 100 ml de
hidroxido de sodio 6 M (NaOH). Aforar a un litro con agua destilada. Proteger de

la luz.

La absorbancia de la mezcla final a 540 nm debe encontrarse entre 0,095y 0,105.

Preparacion del reactivo de Verde de Bromocresol

» Solucién de reserva de Verde de Bromocresol:

Disolver 419 mg de verde de bromocresol en 20 ml de NaOH 0,1 M. Aforar con
agua destilada hasta un litro con agua destilada. (Estabilidad aproximadamente de
15 dias).

= Solucién de acido succinico pH 3,8 (,1M):
Disolver 11,8 g de acido succinico y 100 mg de azida de sodio en 900 ml de agua

destilada. Ajustar el pH a 3,8 y aforar hasta un litro con agua destilada.

» Solucién de trabajo de Verde de Bromocresol pH 3,8 (0,12 M):
Mezclar 200 ml de solucién de reserva de Verde de Bromocresol con 800 ml de
solucion de acido succinico. Agregar 2,5 ml de Brij 35 al 30% p/v. (Estabilidad por

un periodo no menor de un afo).
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Anexo 3.

Preparacion de soluciones para electroforesis de poliacrilamida (SDS-

PAGE) y cantidades requeridas de las mismas

» Solucién de monémeros de archilamida:
Pesar 29,2 g de archilamida y 0,8 g de bis-acrilamida. Disolverlos en agua
desionizada y aforar a 100 ml. Filtrar y guardar en refrigeracion en botella ambar

de vidrio. (Vida util menos de 1 mes).

= Amortiguador del gel separador (inferior):
Pesar 18,15 g de Tris y disolver en aproximadamente 60 ml de agua. Ajustar el pH

a 8,8. Aforar 100 ml y guardar en refrigeracion.

= Amortiguador del gel compactador (superior):
Pesar 3 g de Tris y disolver en aproximadamente 60 ml de agua. Ajustar el pH a

6,8. Aforar 100 ml y guardar en refrigeracion.

= Amortiguador de la camara (solucion concentrada 10X):
Pesar 12 g de Tris, 57,6 g de glicina y 4 g de SDS. Disolverlos en 300 ml de agua.
EL pH debe quedar entre 8,3-8,4 si las pesadas son correctas. Aforar a 400 ml.

Guardar a temperatura ambiente. Diluir 10 veces en el momento de utilizar

=  Persulfato de amonio:

Preparar una solucién al 10% de persulfato de amonio, alicuotar y congelar.
= Solucion de SDS:

Pesar 1 g de dodecilsulfato de sodio (SDS) y disolver en 10 ml de agua. Guardar

en una botella de vidrio a temperatura ambiente

86



= Amortiguador de muestras no reductor (solucion concentrada 2X):
Mezclar 10 ml de amortiguador del gel superior, 16 ml de solucion SDS, 50 mg de
azul de bromofenol, 12 ml de glicerol, 4 ml de agua. Guardar a temperatura

ambiente (Vida util menos de dos meses)

= Colorante Comassie Blue R-250:

Disolver 0,25 g de Comassie Blue R-250 en 225 ml de metanol, afiadir 46 ml de
acido acético y 230 ml de agua. Mezclar durante 15 minutos, filtrar y guardar a
temperatura ambiente.

= Decolorador:

Mezclar 200 ml de metanol, 100 ml de etanol, 50 ml de acido acético y 650 ml de

agua. Guardar a temperatura ambiente

= Fijador:

Mezclar 500 ml de metanol, 70 ml de acido acético glacial en 430 ml de agua

destilada. Guardar a temperatura ambiente en un recipiente hermético.

Cantidades de reactivos empleados en la preparacion de un gel de poliacrilamida

al 10%:
Reactivo Gel separador (inferior) Gel com_pactador
(1)) (superior) (ul)
Agua 1714,3 642,8
Amortiguador separador 1071,4 -
Amortiguador ) 237.5
compactador
SDS 42,8 12,5
Acrilamida 1428,6 125
TEMED 2,1 0,8
Persulfato de amonio 17,2 3,8
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Anexo 4.

Electroforesis SDS - PAGE al 10% de muestras finales de albumina obtenidas

mediante fraccionamiento alcohdlico en frio mediante centrifugacion y filtracion

= 212 kDa
. 170 kDa
==F1 a— == 116 kDa
il 76 kDa
=

66,5 kDa=p """'. ! =
! - ' . 53 kDa

P Pat 1 2 &) 4

PI: plasma. Pat: patron comercial grado reactivo. 1:
precipitado con centrifugacién. 2: sobrenadante
con centrifugacion. 3: precipitado con filtracién. 4:
sobrenadante con filtracion
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Anexo 5.

Cromatogramas de la absorbancia a 280 nm de cromatografia de intercambio

aniénico de muestras finales de albiumina obtenidas mediante diferentes métodos

de fraccionamiento
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A: Cromotograma de muestra final de termocoagulacién selectiva con PEG. B:
Cromotograma de muestra final de termocoagulacion selectiva con etanol al 9% C:
Cromotograma de muestra final de fraccionamiento alcohdlico en frio.
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Anexo 6.

Cromatogramas de cromatografia de fase reversa en HPLC de plasma vy

productos comerciales de albumina
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A: Plasma. B: Patron comercial de albumina grado estandar de proteina. C: Patron
comercial de albumina grado reactivo.
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