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Introduccion. La PEGilacién consiste en la modificacion
de una molécula uniendo covalentemente por lo menos
una cadena de polietilenglicol (PEG) a la misma (1). Una
biomolécula PEGilada conserva su bioactividad y en el
caso de compuestos terapéuticos prolonga su accion al
reducir el grado de eliminacién. Las reacciones de
PEGilacién dan como resultado especies que varian en
el numero de cadenas de polimero adheridas siendo
normalmente una de estas especies la de interés
farmacéutico (2). Los Sistemas de Dos Fases Acuosas
(SDFA) representan una potencial metodologia para la
separacion y purificacion de compuestos PEGilados. Los
SDFA han demostrado ser capaces de lograr el
fraccionamiento, recuperacion y purificacién primaria de
un gran niumero de compuestos biolégicos (3).

El objetivo de este trabajo es el estudiar el
comportamiento de particion de Ribonucleasa A y
Ribonucleasa A monoPEGilada en SDFA, y demostrar el
potencial de esta técnica puede para fraccionar
selectivamente dichas especies.

Metodologia. Se evalio el comportamiento de la
particibn de la RNasa A nativa y la RNasa A mono-
PEGilada por separado en SDFA polimero - sal
construidos a base masica fija (2.0 g), relacién de
volumenes (Vgr) 1 y pH 7. El efecto de la longitud de linea
de corte (LLC) y el peso molecular del PEG (PM PEG)
fue estudiado. La fase superior e inferior de cada sistema
fue recuperada para determinar la concentracion de
proteina por absorcion UV a 280 nm. Se prepararon
curvas de calibraciéon para cada una de las fases de
todos los sistemas seleccionados para lograr cuantificar
la proteina. Para el calculo del porcentaje de
recuperacién en cada fase se considero la interfase del
sistema como parte de la fase inferior. Todos los
experimentos fueron llevados a cabo por triplicado.

Resultados y discusion. EI PM PEG influye en el
comportamiento de particion de ambas especies de
RNasa A. Para la proteina nativa, conforme aumenta el
peso molecular del PEG se observa una disminucion en
el porcentaje de recuperacion de la fase superior
mientras que para la RNasa A mono-PEGilada se
observan de igual forma variaciones en la recuperacion
de la fase superior. Sin embargo, para esta Ultima, la
mayor parte de la proteina se concentra en la fase
inferior independientemente del peso molecular del
polimero. La LLC también influye en la particion de las

proteinas pero no se observa una tendencia especifica
para esta particion. La Tabla 1 muestra el
comportamiento de particion de ambas proteinas en los
sistemas disefiados para este trabajo.

Tabla 1.Particion de la RNasa A Nativa y la RNasa A mono-
PEGilada en SDFA PEG-Fosfato de Potasio

Sistema PEG LLC RNasa A Nativa (%) RNasa A mono-PEGilada (%)

(g/gmol) (% plp) _Fase Superior _Fase Inferior _Fase Superior _Fase Inferior
| 400 17 69.65 =4 30350 948 =0 90.52+0
] 25 72542 2746 =1 1094 =0 89.06 =0
1] 35 94.29 =1 5710 1253+ 0 87.47=0
\% 45 94,94 =1 5061 12750 87.25=0
v 1000 15 3519 =1 64.29 =3 14.89 =1 85.11=0
VI 25 40520 59.48 =1 15320 84680
Vil 35 2646 =0 61.71 =1 1093 +1 89.07+0
vil 45 75.30 =1 2438 =2 19.45 =1 80.55=0
IX 3350 15 12.26 =1 75.15=1 11.81 =1 88.19=0
X 25 532 +1 83.20 =1 1363+0 86.37+0
X1 35 14910 85.09 =1 29.08 =0 70.92=0
Xl 45 713 =1 83.91=1 15330 84.67=0
Xl 8000 15 4951 95.05+2 9210 90.79+0
XV 25 053=0 98.57 = 2 14.08 = 1 85.92+0
XV 35 293 =1 92.56 = 1 8910 91.09=0
XVI 45 9742 771417 896=+0 91.04 =1

Los sistemas construidos con PM PEG 400 g/gmol
demostraron ser candidatos potenciales para el
fraccionamieto selectivo de ambas especial al lograr
particionar la Ribonucleasa A en la fase superior,
mientras que la migracibn de Ribonucleasa A
monoPEGilada fue favorecida hacia la fase opuesta.

Conclusiones. Mediante el uso de SDFA contruidos con
polimero de bajo peso molecular (PM PEG 400 g/gmol)
es posible fraccionar selectivamente Ribonucleasa A y
Ribonucleasa A monoPEGilada, logrando de esa manera
su recuperacién. Los resultados obtenidos demuestran el
potencial de los SDFA para llevar a cabo el
fraccionamiento de proteinas nativas y sus conjugados
PEGilados.
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