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Introduccion. La biotecnologia farmacéutica se enfoca
en el desarrollo de productos biélogicos potencialmente
utilizables en farmacos orientados al tratamiento efectivo
de enfermedades con el minimo de efectos secundarios.
Sin embargo, las dificultades en su fabricacion,
bioseparacion y purificacion ocasionan problemas de
efectividad al ser administrados en el torrente sanguineo,
lo cual implica la administracion de dosis altas para
mantener su eficacia (1) y la incursiébn en costos de
produccion sustancialmente elevados. La maodificacion
de las proteinas biolégicamente activas con polimeros

como el polietilénglicol (PEG) (2), resulta en una
molécula mas compleja, denominada conjugado
proteina-polimero. Estos representan candidatos

potenciales en su aplicacién como biofarmacos (3).

En este trabajo, se aprovecharon los mecanismos de
particion de Sistemas de Dos Fases Acuosas (ATPS)
formados por PEG y sales de fosfato (4), para determinar
el comportamiento de particién de dos conjugados de a-
lactalbimina de suero de bovino: el monopegilado
(mono-a-lac) y el dipegilado (di-a-lac).

Metodologia. Se construyeron ATPS de diferentes pesos
moleculares (PM) de PEG (600, 1000, 3350, 8000) y
sales de fosfatos a pH 7.0, variando los valores de la
longitud de linea de corte (LLC, 15, 25, 35y 45) y la
relaciéon de volumenes (V, ~ 1/3, 1, 3) para determinar el
coeficiente de particion (K) de los conjugados mono-a-lac
y di-o-lac. La medicién de proteina en cada una de las
fases se realizé con el método espectrofotométrico de
Bradford a A=595nm y temperatura ambiente.

Resultados y discusién. EI Cuadro 1 muestra los
mejores valores de K obtenidos para el conjugado mono-
o-lac. Los sistemas sobre una LLC de 25%, asi como
con PM intermedio (1000, 3350), presentan un K mayor
que el resto de los ATPS. El Vk no impacta de manera
significativa a K, pero si hay una dificultad en la
separacién de las fases debido al poco volumen de la
fase polimérica, en donde se ha observado la
precipitacion de proteina, extendiéndose hasta Ila
interfase. La afinidad del conjugado a PM de 1000 y 3350
se explica en términos de su grado de complejidad
estructural, incrementando el volumen ocupado en la
fase PEG, asi como su afinidad por estos PM,
parametros que son diferentes para la o-lac nativa y la o-

lac pegilada. La forma pegilada muestra valores altos de
K a valores de bajo PM, disminuyendo conforme el PM
aumenta. Por otro lado, el conjugado dipegilado, di-a-
lac, se concentra en la fase inferior, indicando que un
tamafio molecular mayor y estructura mas compleja
tienen baja afinidad incluso por el PEG8000 (resultados
no mostrados).

Cuadro 1. Coeficiente de particién del conjugado mono-a-Lac a
T= 25°C en ATPS de PEG-fosfato

Sistema PMPEG LLC (%) VR K
1 400 25 1.0 0.97
2 1000 25 1.0 1.12
3 3350 25 1.0 1.12
4 1000 25 0.3 1.15
5 3350 25 0.3 1.20
6 400 15 3.0 1.11
7 1000 15 3.0 1.08
8 3350 25 3.0 1.10
9 8000 15 3.0 1.12
10 8000 25 3.0 1.09

Conclusiones. El conjugado mono-o-lac presenta los
mayores valores de K en ATPS con una fase polimérica
de PM intermedio. En términos generales este conjugado
proteico se concentra en ambas fases con una ligera
preferencia por la fase superior.
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