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Introduccién. La cromatografia sigue siendo la técnica de
purificacién de biomoléculas mas utilizada y estandarizada, por
lo que numerosos esfuerzos se han enfocado en la creacion de
nuevos y mas eficientes soportes cromatograficos (1). En este
estudio se propone el desarrollo de un nuevo monolito
funcionalizado con estructuras dendriticas que consisten en
moléculas ramificadas con arquitectura definida, para la
recuperacion de proteinas PEGiladas. Estas proteinas
modificadas con polietilenglicol (PEG) poseen propiedades
mejoradas en donde el conjugado mono-PEGilado presenta las
mejores actividades terapéuticas e inmunosupresoras en la
mayoria de los casos (5). Para separar las mezclas de
reacciones tradicionales de PEGlacion, discos monoliticos
activados con etilen-diamino se funcionalizaron con dendrones
2,2-bis (hidroximetil) acido propioénico (bis-MPA) de tercera
generacion (G3), los cuales a su vez fueron modificados con
grupos butil como ligandos para cromatografia de interaccion
hidrofébica (HIC). El uso de monolitos cromatograficos ha
demostrado ventajas de proceso como es la ausencia de
volimenes vacios y mejor transferencia de masa en
comparacion con las columnas empacadas (2), mejorando los
tiempos de proceso sin perder resolucion. La modificacion de
monolitos con dendrones representa una estrategia atractiva
para el desarrollo de soportes mas eficientes gracias a su
arquitectura ramificada, su alta selectividad y flexibilidad (1)(3).

El objetivo del presente trabajo fue desarrollar un soporte
monolitico  funcionalizado con dendrones con ligandos
hidrofébicos para la separacion de proteinas PEGiladas
mediante cromatografia de interaccion hidrofobica.

Metodologia. Para la sintesis del monolito dendronizado, se
realizé la activacion de los grupos primarios (EDA) del soporte
con glutaraldehido, y posteriormente se acoplé el dendrén de
tercera generacion (G3) mediante una aminacién reductiva
utiizando NaBHsCN como agente reductor, seguido de la
esterificacion de los grupos hidroxilo libres presentes en el
dendron con acido valerico. Se usaron proteinas PEGildas puras
como modelo, obtenidas de acuerdo a lo descrito por Mayolo-
Deloisa et. al (4). La separacion de proteinas PEGiladas en la
mezcla de PEGilacion se llevo a cabo de forma dindmica con un
gradiente de elucion lineal (100 a 0% fase B) o por pasos (75, 40,
25 y 0% fase B) usando sulfato de amonio (SA) (1.5 6 2 M). Los
picos fraccionados (Pl y P2) fueron analizados mediante SDS-
PAGE. También, se evalud la adsorcion dinamica usando BSA.

Resultados. El monolito dendronizado fue capaz de separar las
diversas especies PEGiladas mostrando una resolucion de 1.19
(Fig. 1a) que se pudo ver afectada al aumentar la concentracion

de SA a 2M al favorecer interacciones proteina-proteina (Fig.
1b). En el andlisis de electroforesis (Fig. 1c) se observd una sola
banda (carril 4, P1) correspondiente al conjugado mono-
PEGilado (~22 kDa). Es importante mencionar que el aumento
en la capacidad de adsorcion del monolito puede ser producto
del aumento en la densidad de ligandos (clisteres) en la
superficie del monoalito.
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Fig 1. Separacion de proteinas PEGiladas por HIC con elucién por pasos.
a) [SA]= 1.5M, flujo de ImL/min. b) [SA]= 1.5M, flujo de 2mL/min. c) Gel
SDS-PAGE tefiido con plata y 1,-BaCl2 para la deteccion de PEG; 1)
Marcador; 2) RNasa A; 3) PEG 10 kDa; 4) P1; 5) P2.

Conclusiones. Se desarroll6 un nuevo soporte monolitico con
estructuras dendriticas que permitio separar una mezcla de
proteinas PEGiladas con buena resolucién. Esta tecnologia
representa una plataforma prometedora para la recuperacion de
proteinas de interés industrial y tecnoldgico.
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