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Introduccion. Actualmente es posible llevar a cabo el
diagnostico temprano de enfermedades mediante estudios de
proteinas presentes en sangre susceptibles a ser analizadas
mediante protedmica. En este contexto se ha empleado
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas para
el diagndstico temprano de enfermedades cuya pronta atencion
incrementa las posibilidades de éxito de tratamiento (1). Sin
embargo la presencia de proteinas como albumina de suero
humano (HSA) e inmunoglobulina gamma (IgG) representa un
obstaculo para la deteccion y analisis de proteinas que se
encuentran en menor cantidad en suero (2). Los sistemas de
dos fases acuosas (SDFA) son una técnica de recuperacion y
purificaciéon primaria que ha demostrado ser eficiente para el
fraccionamiento de proteinas de muy diversas fuentes (3).

El objetivo de este trabajo fue demostrar el potencial de SDFA
como un método para fraccionar proteinas de suero de sangre
humana con el fin de ser utilizada como etapa de
fraccionamiento  previa al diagnostico temprano de
enfermedades mediante estudios de proteinas en sangre.

Metodologia. Los experimentos con SDFA para evaluar el
comportamiento de particion de las proteinas del suero de
sangre humana se prepararon por conveniencia utilizando una
base masica fija. Como muestra se utilizo HSA, 1gG o bien
suero de sangre humana.

Todos los sistemas estudiados fueron construidos a pH 7 y la
relacion de volumenes de 1. Las fases del sistema (incluyendo
la interfase) fueron recuperadas para realizar andlisis de
concentracion de proteina total mediante el método de
Bradford. El fraccionamiento de las proteinas de suero se
verific6 mediante geles de poliacridamida - SDS (SDS-PAGE,
12%, 120V).

Resultados y discusion. El peso molecular del PEG y la
longitud de linea de corte (LLC; la cual es funcion de la
concentracion de polimero y sal en el sistema) mostraron tener
una influencia significativa sobre el comportamiento de
particion de HSA, IgG y otras proteinas de suero de sangre
humana. El Cuadro 1 muestra el comportamiento de particion
de HSA e IgG en funcion de su porcentaje de recuperacion en
cada una de las fases del sistema.

El uso de sistemas construidos con PEG de bajo peso
molecular (400 g/gmol) gener6 la migracion de ambas
proteinas hacia una misma fase (superior). Al utilizar SDFA
con PEG 1000, 3350 y 8000 g/gmol se pudieron encontrar las
condiciones en las cuales ambas proteinas se particionan a
fases diferentes del sistema.

Cuadro 1. Particién de HSA e IgG en sistemas de dos fases
acuosas polietilénglicol — fosfato de potasio.

Recuperacion HSA (% Recuperacion 1gG (%
£ e p (%) p 9G (%)

Sistema Fase Fase Fase Fase
(g/gmol) (% p/p)
superior inferior superior inferior
| 400 25 1021 ND 72+1 ND
1 45 1057 ND 76+1 ND
11 1000 25 14+0 54+1 20+1 2+0
v 45 55+1 1+0 ND ND
\Y 3350 25 ND 87+0 ND 50+0
\ 45 1+0 86+ 3 ND ND
VII 8000 25 ND 128 £3 ND 18+1
VI 45 1+0 48+6 1+0 ND

En los estudios realizados con suero de sangre se encontré que
la mayoria de las proteinas susceptibles a andlisis proteémico
(como podrian ser factores de coagulaciéon, hormonas
peptidicas y globulinas de transporte) se particionan hacia la
interfase en sistemas con PEG 1000, 3350 y 8000 g/gmol,
mientras que al utilizar PEG 400 g/gmol la mayoria migra
hacia la fase superior (datos no mostrados). Esto permite
generar una estrategia de fraccionamiento en la cual las
proteinas contaminantes (HSA e IgG) se pueden concentrar en
fases opuestas a las otras proteinas presentes en el plasma. En
particular el sistema V (PEG 3350, LLC 25% p/p) permite
concentrar HSA e IgG preferentemente en la fase inferior.
Consecuentemente, las proteinas acumuladas en la interface
estaran libre de HSA y con aproximadamente el 50% de IgG.

Conclusiones. Los resultados obtenidos permiten demostrar el
potencial de los SDFA para llevar a cabo el fraccionamiento de
proteinas de suero de sangre humana, al lograr remover gran
proporcion de HSA (la principal proteina presente en suero) y
IgG de otras proteinas presentes.
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