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CAPITULD 1~

© ‘GENERNLICADES

‘ANT‘-‘CEDE TES 'HISTORICOS

tr bu‘)e”av.f',a‘y':‘n v

recip: L#ba 21 ex]j—"

cvadura para‘convertir -el” azdcar e

1 chémeno s6lo sa llavaba

ada’en torno a tal suceso .vino-a‘acl

ogrby la prveparacmn de un extracto de’ levad‘ui‘::x‘;'v




act@a en unareaccid

talizador:adloacel

gue: puede oc

teras multienzim&ticos,

f;UYa finalidad es intercombiar materia y aenergia

entre la ctlula‘y su‘entorno. ‘Lés‘fun:idnes;?undaméntales del m=2tabo-

lismo :6n las sigé.‘(2)~:




13 L‘b,t.cn_cr' héféﬁa quimica-cel medio ‘qua rodea atla ;ic:l’ul.'_.’;."y'a

sea Jé compuiostos organi

anterior. se’pucde cén:tuir_'qué Baraque \e:'cis't.‘a.;v‘ =

1 trabaj:tv:\ car:cteé!sticamenté »r.‘x;iido ‘querealtizanilas) |

preciso que la‘enzima tenga contacto con la b~~labs_su.f'.tancias que parti=

cipan on 13 reaccion a catalizar vy a las que seiles'da cl:nombre de ‘mus-




potesis

‘ma=sustrato ‘o1 products. formado ‘como roaultade:

‘alguno de los'sigs. tipos: .

¢isomerasas):

Unidén-.de.dos:




f:la&ifi' ién bropdésté'porrla,\'

nisn Intarnac onal de Bioguim

auza’ efectos so-~

no seilleva acabo la

reaccion

cantracion’dal sustr:



liza: la rcaccxén.



L-las enzimas

cionadas con. los procesos fisioldgicos

ter{sticas’ y naturaleza’ Jol;
harencia. :
Es probable gue clfest

por 51 mismo, un jucgo fascinanie:
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Zimas cc encuentran on-la célula, ’generalmonte; como-mozclas, compledas

con otras-cnzimas.y protaina
y.una determinada

“totai’en ciorto tejid

tran adsorbida

drias, o, atn ms

Lores,  pero quiz

déterminacion de la .

n de p otetna pr n_pzilmyenzc‘.
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los gue sotusan.para’

on cuem.a

sificado

de precipitacidn,

‘Métodos cromatograficos

- ﬁétodcsﬁcléﬁiroforéﬁico:

En la préctx:a, se ha an:cntrado
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~ Grupas. no polllaresf(hil:'ré_f‘obos)‘ o, solubles en‘el agual

- Grupos’

polarss, da:

1a protaina sean ’b’an £ V‘mantiché'd’isﬁeu: antra .

125  moléculas el _agua (so




purrcehtrifug:cibﬁ‘a filt?“ctb

No;todas‘las‘ﬁrdtejnas pr
,condi;ion:s;V por‘ld;ﬁue;’eVrequie e:encon!
disminuis. la solubilidad

tica. E1 método mas

dificarlas'aahéc;éfxsixc

ciones

Cgomatogréffa

~Los ‘métodos
croﬁa;ografip. :
;QQO'afsp réal

ntificar :cmponenics de mezclas complejas.

s lare




"

ta prxm-.ra n_e crxpctbn detallada de una cromata vafiasa ati‘ié

s .en grmgo cromos

Ensu. s:.nt -.o mac :\mplxo, .‘a cromatog




En cada tipo de cromatografia,’‘se:manejan diferentds mecanismos

ééparér:y diferentes ma-

de :eparacién,:déVMShipulaciéﬁide 1q'mge5£p§»

se clas xfxcan cumo

neras’ de sigues™

miz molﬂcu‘ar, separa lag molecula

ri:tita
~ftructura trldxmenrxonq!

tro a'amxenzo de cadena*

{nombre comercial) (10).
Si se hace pasar por una :o.umna du «ephadez una mezcla ‘de pro=
tefnas de distintos tamafios, la5 moXécula ‘mas p;queﬁ:; entran a los
huccos cel gel y ce "retrasan“, mientras que las moléculas grandes que
por cu tamaflo no entran al gel hidratado (se excluyen), recorren rapida—
mante la columnma. Las moléculas dé tamaflo intermedio salen inmediatamen-

te despuds que las mds grandes .y 1as  moléculas mis paguoefias permanscen
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Como !as molécula 52 dxstnbuyan d

dc peso mo‘.ccularea ‘us :mdo como rﬂferencx

:o’umn‘. de prote(na' de Pn conoclda , Tambxé cncu

~protc1na t,xenen ca

‘_1enen grupos funcxonales mnx-able". tos mas conocxuo: son los polimc—

; dextranes y agarosz ton grupos ~ funcionalec tomo car—

boximetil’ (CM) y dietilaminoetil (DEAS):



R-q-cq;cqéa‘

“Carboximetil (CH)

tatzucas

las proteinas que no S, un 0 =g

na saliendo.
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Su apli.cac:.én. JEl pnmer traba:o

d‘. .amxlasa snbra almxdon. él método: tani

sxn embar-;o :
Jas’ con bromuro de cianbgeno: lofque-‘mari:'o
de afinidad  como wuna técm.:a de separac

'Alxgandos. Gue pueden. ser: systru

Para hacer la:- 5epavacvi:6n

pecifico qué,bueda ser unido’

‘para.el ai:;énii’engis de’

_ctinaé; Jlicoprotainas, protainas

orinterferon pr i\i\c‘ip'al‘-‘

La electroforesi

las con’cafga ha : no, 0] O negatxvo (r.étodo) d\. un

campo elé;t.ri: s uti x.ados en ol eatudio de

la composicio clas complejés de protefnas 'y




calida /debbid a'gue’ ‘combinan las ventajas

'rap‘ida;' po'r‘ ét.i-‘a

o da y N N bxa—acrxlamxda)
Se prnparan ‘las” placas y sa coloca un na Y

tras umna junto a la otraj 'dc«'de ose momento com

gque el gel actGa. como un tamfzx para las m‘




t;enen mnlécul

Jarse y conservars;. para poder comparar con mayor facxl d Yy precisiédon:

los pabrones electroforébxco obtenidos (15).

cuerdo ;oﬁ,todo ello, la capa:xdad e prauucxr cam—

rédctiénes” gggradatiya (:atabalxsmo), 0 co'

‘reactiésés,dé ékntesis ‘(anabolisme) del metabolx:mo en, Jn oigéﬁ{:ho.;'""
‘dcﬂrféyéfa:ias a 1la presencia de energia. -

El almacenamiento y la obtencidn de energia se realiza a partir
de hidratos de carbono, lipides y proteinas; la onergia encerrada on la
estructura de estas moléculas orgidnicas se trancfiere en forma ceontinua

a moléculas de adenosin trifosfato (ATPY, a su vez, la energia almacona-

da en la estructura de la molécula de ATP en forma de enlaces fosfato,



es trah—fnbidaia otrn;‘ 5

gnnciaé de encrg(a para rcaltvar sus funcxones. en generax. eliproceso

recibe el nombre da metabolismo anaerobxo productor de
Este’ txpo de metaboliamo‘ productor d .
tado principalmente por la glucélisis. Dtros .mecan SMO5

objetivo,  son variaciones complumentarias du

En:la gluedlisis,:. la gqgrauacxon d

PLRUVATO  CINASA

mica, que
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105 sustratos; _.obre los cualr.-s a& 11 a‘reacecidng

E.C..= Envymg Commxrxon Numberi

rn Transf;rasa.

7. = Enzima que transfior

-
"

Fosfotransterasa

un’ grupo aitéhé{ comno’

Sustrate’ de’la enzi

:ual el

por io
-va!.o (19) : ‘

£1 ion Ca 2+ e considera como un inhibidor -de
Que compite con los ionas Mg 2+ & Mn 2+ ¥ s5iose una . con"1$
un conpliejo inactive. También se ha demostrado xnhxbicibn o TP y fef—,

nilalanina ceme lo inditan Srivastava y Backer (’)0)




ntonces™:

eguladorsslo- .-

1as necc i-
el sustrato si es

blcn, modificando

) fla nstru:tura deéital”manara’ qu; se 1mpxde al sustrato embonar en el cen-
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Rcynard.‘Hass, Jécdbgen_y Boycr (24) proponen un ecquema para
~describir’dé una: manera senﬁillqﬁelicénﬁro activo de :la PC y lavforma.de

ccoblarserdel PEP . y hDP:k

aTP ; PEP
e G AEL_-____\
4 [
ApP PIRUUATD
0 o 0 cH,

" 1] 1 1] =
fidenina—-Ribosa~--P—-0~-P--0--P—0--C --COO

1 ] 1
ge o® qo®

BNLIG SELive U& PC

De lo anterior se derivaron varioc. conocimientos:

13

Hnyvtranzferthia dirceta dal yrupo fosfatd del'dopadob a

aceptor:

Precencia doiun’ centro activo-a

Los é¢éian sen'el estudio de la piruvato’ cinasa hanAréﬁuéfido
en.la mayoriaaﬂe léﬁucqsos”el atslamiento y purificacidon. de la enzima, ' .
La PC. ha sidoipﬁinéipalmente preparada a partir del masculo de

lige-

~conejo. Bachner y:Pfleidarar (25) on 1255 la aislaron, mejorando
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ramente 10.. mrl.il.‘t.:n:!c;e (30% de rendimxento) de Kachmar y Eoyer qu:. ya la

habi;\n ax;lado ("6 S%). aunque con cvxdﬁncias de xmpurezas L:ﬂ.es * como’

1mm de largo'éo

“del 303 N.lemﬂ'_“"'."‘p;:d;erbﬁ

usado por. Tietz y Cchoa. Par numero

temperatura Jde 4-5° C
Bezares. y r.ols. (2

tido Jel sitio -
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graf!' 'Tanaka y co

Cmigy ii}:int}:m}s’ Jo Acidos - grazos. Para 198 8lai

po antes de qua se aislara la PC humana y fué hart

por Jacebson y cols.

jos encabezados (33) que purxticaron PC e erit.ra-

citos humanos

ol thado

miferos: PC 1 (tipo L) que esta presente,e



'bafcelqlosa(eluc;bn
F1,6-F3

DENE-calulosa (graai

ant:anomo actxvxdad da la enzima en algunas enfermcdadcs'
como’ anem hémciut.ica, policitemia y desnutricién (35, 36, 37, 38).

Se ha logrado el aislamiento de PC a partir de levadura (1959,

de ,go!n(1974) de Teypanosoma brucci(i980), dol masculo osquelético

"»bovxno (193‘). de la ardilla artica (19817, dol cercbro fotal de becerro

. Qe; masculo de gato (19383),de Busycotypus canaliculatunl(idsa), v Jde la

‘sangre de Rana_ridibunda (1984).



sencilla) |y

dos, tavidades

PMN, 1o cual .qgnxfxca que 1:1 cél ilaos
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media: voces al'dia Vconstxtuyendo';la pumera vz.nta:a d= los lcuco:xtos

PMN frr.n'.e a 10; erxtrocitos‘ .

‘Metabolismo. =" Como’ ol eritrocito maduro es anucleado, tiene’: un
metabolismo Gnico roprosentado casi exclusivamente  por la glucédlisis 'y o

tres vias que le ayudan a mantener sus funciones! via de la metahemogld—r—r

bina ‘reductasa, hexos: a monofo"fato y 1a de Luecbering Rapaport (39)

Lacs principales vias metabdlicas asotiadas con las celula:' N.
son la glucdlisis, la Je hoxosa monofosfato'y todo unkmecnnismoteﬁzyim:‘-\-
tico especializado para cumplxr sus funciones 1agoc1t1:a Esrt.c ‘:t’xlli.:'imo
rupresenta la segunda ven!.a.:a n.el PHN sobre el entroct CHET)) mcbﬁbol;

0o mis complejo (402, por su tamaﬂo. sus; funcxoner yopor lo tzmto. y-a

presencia Je una mayor c:mt.xdad da enzima

La tercera ventaja, considerada
riencias Jde los trabajos de

la hcmoqlobina

el caso cde los eritrocitos;”
mis problamas on o)l procaso de»:ii:lamen!.o
1a catalaga, 'y trabajando-con lainataile

e2limina considerablemente (34).
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CAPITULD. 1T

°L!\N 1Y l\!‘! 1 ENTO D=L PROSBLEMA .,

"es!i)no de los problemas mds imper—

5ta’ on alygunos sectores populares

o 730n en los sectores sin aparentos

“dosnutridos:

individuos

'raciohes‘—_ metabblxéafs',que, en algunas ocasiones, pueden detectarse antos
‘de gque’se manifiecten cambios antropométricos y sighos clinico":(pai‘ é.i, :

en las vitaminas 81, B2 y S6). No o5 asi on 21 cas 0 ] la .des nut.rxc:.an

protciﬁi’co-energeU:a. Ya que las prucbac de laboratoryxo de-

proporcxon:.\n informacién confiable en los inicios d “diche trastorn

por_,lo Sue s¢ ve la nocesidad de encontrar 1ndx:adoree bioqui

eificos 'y aenaxbles yue permitan el diagnés t.u:o opo tu
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energbt: ca, ..e encontraro

S y pructicav laf

bxop:xa: en el hom-

Ee claro que e ‘tcndo mé’ accecible en los scres humanos es la

sangre, - da- 1a cua ,,lq;” leucocn.os pohmorfonuclearcs eMNy, por tener

un Tecambio més rapxdo Y un metabolismo intermedizrio mas complets, ent
comparacion con‘los oritrocx tos, se han considerado como una alterna-

tiva mas ventajosz para el aiclamiento de 1z enzima PC.



T 0BIETIVO GENERAL

Des, arrollar 104 métodos para airlar la envtma piruvato cinaca

(PCY Jo leucocito po\lmorfonucleare (PHN) humanOF.“

HIF ETES!S DE _TRAERJO.

Si 1a'enz1m ue leucdcito' PMN humanos es una protefna, entan—

',ces es poszble axrlaria utxlizando métodos cromatograficos y electrofo-

rétxco*.

8
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MATERIAL

‘Espatula

CAPITULD ILI . .

‘Matraces eﬁlenmeyeﬁ‘de‘égd mi, (500 ml y 4000 ml-’

~P1petas\Pa Leur

'Barfa‘magnéﬁicgly

HGradxllas'f ;

Mangueras para va:[a

Tubo des vxdrxo de 1. 0 y 2.5 tm ue dxémetro

‘Varilla Je vidrio Jde 1 S0 m:

Pelo de angel

Joringas de 5 y 20 ml

Mangueras para columna (de :romatografia)
Frascos para lxof111~adora I

Papel parafilm ;

Gasas

33
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!

i

Termbnatro

Ti.iar;as e hilo grusso

Pinzas para diseccion

Papel aluminic y oncorado
Picetas para agua y alcdhol
Pinzas para bureta

Pinzas de tros Jdedos con nuex
Probetas Ja 100 y 500 ml
figitader con gendarme

Guantes de hule

Pinzas para crizol

Cronématro
Celdillus: de vidrio pa

Coldillas we cuars

Picndmaetlro l j
Parrills de calenk'.‘amxr_‘n
CamarS Je Néubaugr: :
Pipetas autom.‘nticaé da 1)

marca Eppéﬁdorf

tembranas para didlisis:
Mascarilila do seguridad :

Cubrebotas

34



2 EQUIPD

Cehtrifugzi réfriqérad#‘d 5(‘)0'0‘ TP marcas’

Beckm:m, -mod .- J-218

Espectrofotbmctro co

grados, _marca ,anord

Espcctrqfo’:!,t-) ctre
mod.. DU-70 (20
Hicroécopgo marc
Bonba Pars vae i
Formadur dc él‘}i‘.d

Balanza :m;;l thica

Balanza: granalaria ‘n

fgi tador o pzpeta.’.pl:;_ : 1{7‘1‘; 0
Formador de conof F\andalph nod, "50 =
Homag’-nazzador Lourdea mod v.v.

Baho dc'agua Lab-Linc mod lmpcnal Ill

Potencibmetro, mar:a PO mod. 150..,,
Liolilizadora Labconco

Equipo Amicédn

Equipo de cromatografia:

Colector de fraccisnes morca LKS Bromma, tod, 2111
Bombz peristaltica marca LKE Bromma, mod. microperpex 2132
Detector LKB Bromma 2138 Uvicord §

Graticador LKE Bromma mod. 2210

i
|
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NADH. -

36

ubété,ﬁarékfi—

marca LKB Brbﬁmqf,ﬁod.‘2117f

Meohol etilice

Silicsn (Signacote)

nsB:

Albomina. himana.
ADR.
PER

Lon T T L
Cléruro de magnesio B

Cloruro-de potasio

figua desionizada

Sulfato de amonio



‘Reactive de Folin

Acido: clorhidrice =

Hidrsxido de sodis®.
..Carbonat, aé ééaio 3
{Sulfato de cobre pentahidratado

:faﬁtfa;§~dé'éodtb ¥y potacio

“de’ Coomassie

stérico.

oetil-celulosa (DEME-celulosa)

‘Dictilaminoatil-sephacel (DERE-sephacal)

‘Azulde cibacron

Fosfato dJe potasio monobasice
Fosfato de ﬁotasio dibasico

Fosfato de sodio monobisico
fMercaptoctancl 1 mM
Etilendiaminotetracetato 1 mM (EDTA)

Glicina



Tris (Tetrametil etanclaminad
Azida de sodio

Azul de bromofenol
Ncrilamida
N,N’Big~acrilamida
Parsulfato de amonio

Tritén X~100

Acido acético

ficido tricloroacdtico

Necido sulfesalicilico

Alcohol metilico

N,N NN ~tetrametilendiamina (TEMED)

Glicerol

38
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METODULOGTA

C TGS P

Lavado de7los" baquete~ leucscitarios.
B Los paquntee leucocitavxos abtenidos del ban:d de sén@re‘(pro—'

caso.de leucocx ncsbn) s& faciben  en matraces erlﬂnmeyev *e 1 lxtro

) prevxgment; sxlxccnx*adps,(pag.ue) que | contiamen ”50 mi de csg y 60 (

e heparin:;~ Como el vdlumﬂn de sangre desleucocxtada'

1; c4ntxd“d de erztroc\tca contaminantes frepre:enta aprukimadamen;&,él

50% dgl voluman Lo tal ds colulas propnrcion:dus par el'banca ,Saﬁgre}f'

NI lo qu; és ﬁLCEEaPIO luvar e la ;xgux;ntn mqnerh.

nq‘tar el mabra- Y llanar 3213 frqacos ae pollcarbonato de 250

ml hast« la mxtud d: su capacxdad Centvxfugar “6000 rpm a 4°C durant‘

4arxo rabaoar a 4°C pava proteqer a: Ia en:xma, bobruto~

umpxmxento celular)

Eliminar los sobrenadantes con una

;Lado al sxstema de vacxo. Realx’Ar és to Lres vaces & omis sies necesa—"

xnada la mayor par ta de lo; erxtro—

rza~hastaiconszdernr‘que h: sida %11'

:xtos. ‘Dézp ?4 del‘aitihu ‘avado Peatltuif !os leucocxtos en 300 ml de

PSS Csu.pena.én de leucoux u.)

S 2 ,s p ars E on por gradicnt; o d=nsxdad con~fxco!1~h/pdque

25 ml deFH {pag.30)

1y unavpropxpetg. ~Agvegav len—




i épaf{e, e

Paso con 105 PN también' se. extrae Slgo»df." 1

SUSPENSION DE LEVCOCITOS

FIcouLLt- HYPAQUE

PES

T LINFOCITOS

FH

LEVCOCITOS PMN

ERITROCITOS CONTAMINANTES

Esquema LI Scparacién de células PMN por gradiente de
densidad con F-H (en el tubo de abajo se observa la

separacibn después de la centrifugacion).
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1,3  Lavado de leucocitos PMN.

‘Repartir- 105 leucocitos PMN en tros: frascos. de policarbonats:y, -

: ayregar _hasta la mitad de su volumen wna :olucl’én‘:a’e,
..©.87%, - Incubar en baflo maria a 37°C durante 15 m1
mente, de  dsta forma so consigue lisar los eritro
: t.xempo centnfugar a 6000 rpm durante 15 min.a A°C

nadante -y repetir el procadiniento hastg que se'lo’gr

si'bm’ toda la hemoglobina.  Eliminar el cloruro:d
‘células con SSB, juntarlas y restitufr en un‘vold

$$B.. _Guardar en un frasco vial a =75%C.

505,1.1, 1. 2y 13 ..e re:\l zan:

,vcnlgn;es de 100 ht.roa de sangre.

2.0 DETERMINACICH LE V'h“lL'D;\ Y PUREZA, 77

2.1 Viabilidad

Con’ la’'suspensién de PMN obtenidos, llenar hasta'la -marca de

0.5 una pipeta para cuenta de glbbu\os blanc‘os Limpiar la 5usbén’i§h

,adhcrida en'el oxterior de la pipeta con una gasa y :ompleLar haf'.a la.‘

marca de 1.1 con azul tripan al O. 41 Homoyenizar duran?.e 1. min an c! :
agitador de pipetas. Colocar una gota. en el ‘portapmctos .

Conbar 1as célulaa

el objetive AOx‘

microscopio con
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2.2 Pureza,

Llenar .con 1a uspcn’xén de PMN1a’pipeta ﬁmﬁa'glbédibs»plhncos

hasta 1a mar:a‘deyO.SL lepxar 1a:s5us

la” pipeta’con ‘una ‘gasa. Cam sie ar

luyente'p;ra blancos,

el eubrehomalimotro cobre . 1a cama

- Colocar

‘linfocitos; contando en’total’:

100 ‘c2lulas

para ﬂlxmxnar lo -1-0

f t réunxdo lae:
Célulaa provEnxenLe' de. 100 1 de aangre) Juntar todas las células Yy
Lttu(r en un'volumsn final dc 500 m1 con SSB. Rnpart1r~1a & -pcn-xbn
vn dos matrac:s erlanmeyer de 500 ml.  Sumcrgir 155 matraces enVUna moz—
cla;de hielo séco y acetona (~509C) hasta que se congelbn pcrfé:tamcntc.
Jospués, sumergir o3 matraces on baMo marfa a 65°C hasta [ue se dcﬁcon—
gelen también porfectamente. Este proceso de :ongelacion—deﬁcongélacian
a2 repite seis vecos (de éstx forma, se provoca por choqué‘té;miéo ql

rompimionto de-las células).




Complatar el rompimiento sometisndo ‘lag células al homogeniza~-

dor an porciones de 7 ml durante '3 rﬁin'vh'asia',iei'yinihar con los 500 ml,

mantcniendo el lisado . en baﬂo de h elo W seni:ia’de proteinas s

durante 30 min a 4°C. de . é-t :

(aedi-

toplasmiticas: (.obrcnadantﬂ) 'lulare

enzimatica




4a

Preparar ’c'acia tdbo "'p‘or ’trr'iplrica'do menos el blanco. ” :Reposar: los
tubos por 10 minutos a '.en'lpcr:n.uyra ambienta; Nyregar: a. todos 1035 tubos
100 pl de veactivo E. '

chosar la mc"cla por- una hora a temperatura ambicntn.. lecé al

660,nm Graficar los datos de absorbencia contra cancentracmn :

ot Léis muestras’ so preparan por cuadriplicado de'l sigy

orasia 20 ,Jl de muestra se leo agrogan 180 ul de- agu;x d s
de rca:txvo €. Reposar {0 minutos a temperatura ambmr\t.

:uﬁn agregar 100 Ml del reactivo E.  Reposar por una, ho a

—ambxr_nf.c Leer a £60 i y exirapolar-en la. curva pat

aorbencxa para obtaner la cm\cenlrauén ’ R : ST

“Metodo e Bradford




as

>ada mas.5 al del
reacuvo de Bradford (pag.90).

- fgragar' 5 ml. del rcactwo de d traui s

curva’ p:trén. éxtra' oléi‘ los

obtener la conccntracxc’m

4.2 En':aYo enzimatico.
La " actividad  especifica para PC. se detecta por medio de una

reaccmn acoplada con LOH midiendo la oxidacidn de NADH:

a) PEP + 0P ——emoe—me—cm e «b eruvato + nTP

b) - Piruvato

La mezcla de reaccidn’ s prepara’como sigue ﬁpég;Si):f,




3

¢ ml)
Amortiguador Je fosfatos 50 mM CpH 7.4) 1.0
PEP 7.3 nM . . a . ' o 0.1’

ADP 6.1 mM 7 . : 0:1.

Clorureo de magnesio 100 .mM

Cloruro de potasio 100 mﬂ‘:_”

LDH 100 . U/md

Muestra ;
o5 Incubar . ai379C por:10. m

NADH 2. 65 m

nb‘s’ rbencia“en min 1)~ (Absorboencia ‘en min 15)
Concontracion obtenida midicnde protainas totales.

Volumen total de la mezcla en'ml.

0.2 7.z yolumen de la muestra en.ml.
1000 = factor para obtener el valor on umoles

15 = Tiempo en min Jdel ensayo enzimatico.
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E "Conﬁ basé-en ,,,16 anterior se hace el calculo de actividad enzi-

matica total," > aciv para el total de mg de proteinas yuz se tienan.’

- 5,0, PRECIPITACION COM_SULFATO DE AMECNIOD

S.l 25% de saturacion.
N-100 ml del scbrenadante agregar lentamente 14.4 g de sulfatd
Joamonie solido (pag.95) con. aygitacién constante, procurando que el

tiempo de adicién de la sal sea aproximadamente de 30 min.  Centrifugar

a.4000 rpm por 20 min a 4% C. Separar sobrepadante y precipitado m’:lr),,

teniéndolos en bafio de hielo. Obtencr de ambas partes la actividad-en-
=imatica vy las proteinas totales.

5.2 35% de saturacisn.

A100" ml ‘del” sobrenadante agregar lentamente’

Je amonic - s6lido con Aagitacion. constante] prbéurﬁ

adicién de la’sal gea aproximadamente de 20 min

B por 20 min a 4°C. Separar ol sobrenada,‘nvf.e

“los en baflo de”hizlo. * Obtener:de’ ambas

v 1as ph;iteih'as totalas,

5.3 40% de saturacién,’
A'100.mlL del’ sobrenad .28 de sulfato’
de amonio sédlido con agitac‘iéh curando’ qué e‘l.-rtiempo Jde

Cénirifugar a 4000 rpm

adicién de la sal sea aproximada

por 26 min a &°C. Separar:; ef :'obrenadan?,’e ‘el precipitado mantenien—




dolos en bafo.de hielo. v,:VOb\tenér de ambas i partes 1a actividad enzimati-

ca y-las proteinas ;tpta/lé‘s

ique’scr desalado

aproxxmadamente 15 tm de_ﬁmémbra\na fde celulo

pr._upltados con agua hirviendo dul;a‘ Le i5:mi

“'Con :\y'uda dﬂi una'; pinzas de dxaeccxén _‘acar Nz cerrar uno do .
Jlos e.d.remor de-la bolsa con hilo gruero. :o‘ocar entonccs 1a solucién a
dializar C(aprox.60 ml) y cerrar el otro extremo, dejando una porcién Jde
~hilo pal;a—poder sujatar la bolsa dentro.de un matriaz erlenmeyer con 4 1
Je agua desionizada. Mantoner en cuarto frio con agitacidon constante.

Cambiar el aguwa del matraz cada hora, hasta que la prusba del cloruro de

bario sea negativa.

6.1.1 Prueba del Cloruro de Bario.
N 50 ml Jdel agua dJde diéusxs agregar 10 ml de una zolucién de

- Cloruro de Bario 1 M. La prueba es positiva si el agua toma un aspecto
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lechoso y es negativa si el agua no sufre ningun cambio, ésto significa

yue 2l sulfato de amonio ha sﬁiido alf‘a\)ﬁs de 1a membrana de didlisis,

6.'2:, Column’a’f,dev‘

" ‘Caleular. y-suspender’ 1a ‘cantidad de Sophadex G-25 (para una co-

; y 'uyadon"a de fosfatos SO mM pH S

S con’ mercaptodtanal Equilibrar 13 columna con-la’mizma

colucién amor

“de. una bombaiperi

lumna se lava ‘con: 500

volts de plumill

‘ucnsiﬁi ligdadziy:

Vol fracc 1300 U bomba.

Voltimetro 3 100 MV 1
VOl desechoa: (500 U borba. T B

vel, manguéra: 73 U bomba,



7.0 CROMATOGRAFIA

7.1 Crométografﬂa en CM-calulc‘nsa con gradienta de pH.

La muestra desalada y liofilizada (pag.56) ce disuclve en 15 ml
de amortiyguador de fosfatos S0 mM pH S conteniendo mercaptostanol 2 mM y
EDTA 1 mM. Calcular y suspender la cantidad de CM-telulosa (para una co-
lumyna de 2.5 x 31 cm) en solucidn amortiguadora de fosfatos 50 mM'pH S.
Equilibr“ar co 15 misma solucidn. : ;

Se aplica la mubest.ra a la columna con ayuda de una bomb’ar ﬁéns—

taltica-a 20 mrllh‘ Se lava la columia con bOO ml-de la "olucxén amorb

‘o't'e{n'as‘ ' b;c;talé;, de to-




10 mM pH

mornguadora de fcsfatos

ec tamaeiite la’columna con la

As' sigs; con— i
Cole:zor . - petec tor
4 gradillas ;ipc‘vn . 250 nm
Escala 20 - .
val.fracc.: 300 U

Yol. des‘echo. 400 U bomba

vol. manguerq. 67

cidn amorhguadora de fosfatos 5.

mt y :r'ida Je sodio al 2 z. ok S

Calcular y sucpender.-la canhdad ‘de DEI\E— epha:e‘1 (para una co-
lunna Jdo 2.5 'x 21 cm) on soluciédn amorhguadora de fosfatos S mM pH 6.8
con mercaptostanol 2 mM, EDTA 1 mM y azida de sodio al 2 ‘%. Se equili-
bra la columna con la misma solucidn, Nplicar la muestra con ayuda de
una bomba peristiltica 2 una velocidad de flujo de 10 ml/h, Eluir las

proteinas con €00 ml dz la solucidn amortiguadora a la misma velocidad
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de flujo, con:las Siguientes :onqicioﬁes da’ trabajo:

e “ d enzims

Untany, si ec posible, e toncentran,

spender 1a cantidad de 3zul de cibacron’(para una -

rurc de magnesio SmM, SDTA 0.5 mi, mércaptée‘.aﬁbl 1 M.
y‘i:xqa ‘d;: zodis’ al 022 Equilibrar la columna con 12 misma solucisn.
r:,i_‘Aplit.:':A‘r : la ﬁwuestra a 1la coluana con ayuda de una bn:;mb;-: peri;s-
taltica a lo"r»llﬁ; tavar la columna con 500 ml e la solucién amorti-
gu;aqgr:x’y' yn#'jve.:@ge han salido las proteinas Jue no se pegaron a la
resina‘. s-: desarroll; el gradiente con 1000 ml de la solucidn amortigua-

dora, cont;eriiendo AOP. 10 mM, bajo las siguientes condicionas:

100 % 22" cm) en solucidn amortiguadora tris—acido c,l‘arhidr'iy":yo ul



Colector . @raficador Det./:c;tor

4 gradillas tipo A

Escala : 40

Vol:frace: s 200.V bphba

dos=—

Elégir la concentracion - do. Pnn (pag:93

tilada, el amortiguador y la soluc i6n_ »dyeb acﬁril;‘m‘id;

to, deaerear por unos minutos. Agregar la soiuc.*dp*pcr:sulfa,t.or de amo—

nio-y el TEMED, mczclar cuidadosamente sin ‘xntroducir:mu"cho

diatamente poner la solucidn dentro del molde, con ayuda d;:

P
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n:matraz ki taza—

jeringa Je plastice. Eliminar las burbujas Je aire y cerrar el ocmpagua )

de taucho sin atrapar aire. La reaccién de polimerizacidn ce realiza en

un tiempo aproximads Jda 40 min. Si la polimerizacién ocurre muy rapido,

las cantidades de TEMED y/6 persulfato de amonio, pucden dicminuirce; la
calidad de los reactivos, temperatura y otros pardmetros pucden hacer

necesario cambiar las cantidades de catalizadores.
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equipo-zin pinzas e su-

de‘c:‘\u'cho Y31
g r‘fonime.-:iio' con una
0 papzt filteo..

gl 'géll-se Qua hait; Que pasen

12°h, ya que-algo de polimerizacisn pusde’ccurriv duranta dste bicnpes Y.
TET B gel e’ setha utilizado a-los: clatro dias de su pvebaric‘i'énsg;des?-

sgehaisin

%'8.2 Proparacién:de la musstra.

ria una preparacién especial dela“muastrajipero:es:

k r‘eqyt_ai‘ﬁkuo importante “que - &sta debe estar totalmente solubilizad

tando ut.H. “:ar soluciones amortiguadoras de alta fuerzaliSnic

P‘rﬁef“e‘réntemente, la muestra debe estar d‘iavl\i};r“a

~ pdemuestrat’ depende del | propésito de la ele:traforés
;'general, una serie corta de diluciones con concentracidn

mg/r'nljdarﬁ una idea de la concentracidn optima’

T'usa‘como proteina patrdn.

8.3 Elcctroforesis.
Para electroforesis en gel ce Pnh,‘~eyl‘;‘equ‘lbpo"r!‘ultipho’r debe de
manteuar una temporatura . da 10°C con ‘aygda‘ dela bomba dJe agua. Sa ro-
comienda aplicar al gel una corriente de 507 M:pqrrao min antes de apli=-

car- la muestra (preelectroforesis).



Despuds de la preoelectroforasis,

Sa concentran lasg muestrfa%s; a%t'm'a
10 min, Jdeospués d2 éste tismpo, ge‘x, :
5 a 40 nA Ccon gal al 7.5 %0, Esy
tante. i

El ticmpo de elec

nuestras a analizar,

8.4 Tinei 1acs gel (pag 94y

1a’pérdida de proteinas poco solu-

foresis; | ' pt olocada en wna’ cubata gue conticne _.oluuonf .

fi.iac'l':rf

aolu:ién para destemr, hace

hasta’ que el gel .o haya derteﬂid J y so'o se ob ervan las bandas de pro—

toinas fx.i:tdas Yy t.eﬂu.as



d) Conservacisn. Para secar el gel €in e;rx_:mpa.‘dzEbe ser

empapado en solucién conservadora durante ,1—"2 h A ontinuacién e de-
jay cecar el gel a temperatura ambiente.’ Una'vcé Sé“empapa un pe—
dazo de papel celofan (yue pueda cubrir Aal'g'el)_' en 5619ciQn conservadorx

y. se.coloca sobre la placa de gel.  De'ésta fb ma; el ;gvélf se puede guar-—

dJar -intacto.

‘9 METODDS PARA_CONCE

9.1 Liefilizacien. -

Repartir la mucstra

s¢ descongele.  Cuando el

ﬁro‘Leln.‘{." pinduc!,’o de 1a-
N 'Dﬁranté el 'pro:e‘;o. og ﬁecesario vigilar constantomente qua: los
depé‘sitos dela lioﬂlizadora tengan suficiente mezcla frigorifica. " De
lo contrario, la liofilizacidon no se lleva a cabo adecuadamonte, ad:més'

Je yue la bomba Jde vacio corre riesgo Jde descompostura.

errar’ lentanenta-el f.—.istem.ﬁde,,v:i—_“:, .
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‘9.2 'Concentracidn por Ultrafiltracisdn.

Viaaﬁ:laSVVéIQulas del tanque dJe nitrégeno ( tanto la de sa-

lida. como a‘de. regulacién de la presién ) antes de comenzar a_concen—

rar.

En élfbeéipiente (250 ml1) del equipo dJde Amicon, adaptar :la meh—‘

brana-dei ultrafiltracion, llemar hasta . la marca con. la solﬁciqhgavﬁanyi

:;éhtrarﬁyrfcrfar perfectamente el sistema. . Abrir 1a>l}éy? ae
..dando que la presién no sobrepase las 20 libras. . Iniciar:la ag tacion
que (Jebe ser constante y lenta. Colocar

desachos del recipionte.



CAPITULL IV
LRESULTODUS: ANALISIS ¥ DISCUSIUN

1.0 Fur “mecesarvio’  familiarizarse con laz técnicas que servi-

cian carixo_lpas SPArASeguir. pass A paso el proceso.de zislamicnto d& la

enzima px:‘ﬁvatlo cinasa (FCH. Estas técnicas son ! separacidon-da cdlulss
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p-a‘.i‘morfm’xucledrx:s CPMNY @valuandd su viapilidad Y ,':Lyire.::z,b' datarminacion .-

= attividad Génzimatica v proteinas tolales

Q.

Fara todo lo anterior ze

Conte don A0 mu:stra’s,d’e danare welopersonalida la Diy

Cractan SaIVaEgor Tuobiran, que parmiticron hamzer 1o -s)._:juieht.’e :
% Ubtencdén de laucociton PN por gradients’ds densidad con fi-
czll-nypague, a 1us que se 128 hicizron prugbas de. viabilidad -y puﬁé:a.”

wo con 1a prictica, llegam3d a los siguion—

L3 f2sul Ladns Tusron e dor
tes Qatos: Viamilidad 237 Fureza BEL

VIABILIDAD Y PUREZA EN LA SEPARACION DE LEUCOCITOS
POLIMORFOMICLEARES HULANOS {PWN)

vmq,lw

PORCENTAJE

100} memmemme

“r

~r
-

2 N OURPR . T

4 8 & 2 8 8 @ 13 W8

RAERD DE LA DETERMINACION .
Srstles 1.

Catarminacidn de vizoitlidad cia 3uul bripan y

PUESII O contes @0 CAnara e nsubader.

on. de Nt e ic it

evimental -y Ciancia do log Alimentos del’ Tnetituts Nacienal ge .13 Nu-—:



Comy 5@ 5abe, 12 propo‘nc'on de l‘ucoc'tos PMN an’ sangra bobxl

ES Uy peqw.ﬂa. p-:vr lo te\nt-:;. debé» A u\*a\*se_ i un:-. buena separacidn de

c“lulaa (pure-a u_l 3 7) o.n‘a. qaran,x :w ue S8 pm‘te cel. total (& casi

o

‘el tm,a.l') d;_ F‘MN ‘1|:>," o =ulo r-ebe :onsh.er roe que 1a densidad

inos que, ~la prmpor‘: idn d\_] F—H v 2l voluwen Eje

'._:1 v;spectxvam;ntv_. ¥ no 1.1 comd ganaral-’

Lpruabas’ ndxc.m:m cualx AbivanEnte al

el';proce\éo

cElulas. t.x.ni.a qu: f"dcc‘.‘l‘.’zz: adevame ente.
L Sellevaron a2 cabe AR anzayos en‘-imabi

dyriplicads, observinddse dizminucisng xgnnxc...t,x e

1o oidacion de la cosnzima MACH, 1-3 cu.:\l i\ydlcaba‘
quer 1 Ctdenica T2 estaba real:"-nuo

rompimiento:de las cilulis :\:— h:-bi:n lugrar*n:v

e vealizaron

40 cuvv:r paw-:n para 1aidh

?.».’.'in-:g; totales

Las curvas. ob tam d:.z _:-v:n -_el rescti 1yv,o

ron me; wr

con re-u:txvo marca'l'l rcl:,

1as de L ;mnacmn' guxa:

Con los \* =] ul!.:u:iv::f d.:_ :




la curva. Por el c.v. intraensayo obtenido se garantiza precisitn en

1a determinacién, sin embargo, el c.v.

interensayo indica que es nece-

sario hacer una curva patrén cada vez que se determinen proteinas tota-

les por este método (Cuadro 2).

Cuadro 1
Anilisis de regresiédn lineal para algunas curvas patrén.
- ASB)
Marca r m b
Merck 0.9480 0.0056 0.218
» 0.9647 0.0067 0.169
" 0.9274 0.0075 0.3201
" 0.9660 0.0091 0.219
* 0.9877 0.0085 0.134
= 0.9715 0.0134 0.121
» 0.9832 0.0080 0.206
Sigma 0.999%¢6 0.0095 0.116
» 0.99954 0.0105 0.109
- 0.9994 0.0122 0.072
b 0.9998 0.0092 0.130
- 0.9999 0.0073 0.12%
» ©.9990 0.0062 0.075
hd 0.9992 0.0992 0.111

&



Comparacién entre los

Cuadro 2

¢.v. intra e interensayo en la doetoer-—

minacién de protcinas totalec (método de Lowry)

Conceontraciédn

c.v. intragnsayo

¢.v.interansayo

gy
80 Q.5867 23. 470
40 0.5201 20.304
20 0.5850 23,401

40
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PROCEDIMIENTO I

2.0 0BTENCION DE CELULNS PHMN.

S Péra poder llevar a cabo el proceso de aislamiento, se requeria
de 19Ucoéitos PMN provenientes de aproximadamente 100 1 de sangre humana
totai, ,pc;r lo.que fué necesario acudir al banco de sangre. Esto se rea-
- 'lri:zél a2 'lo largo Jde dos meses dependicndo del namers de donadores gue a-

l;‘is:_t.lran ayl banco de sangre del Instituto Nacional de Pediatria, gue pro-
pjo' Lc;orno el paquete de leucocitos. Es importante comentar 4sto, ya que

I deiésta-forma se ebtuvieron varias porciones de paquctes leucocitarios;

..por. 10 que se utilizaron por Separado en las - ctapas siguientes, pues‘f.o

que’ juntarles dificultaba su manejo. Los paquetes leucocitarios obteni
“idos tenian uma cantidad importante de eritrocitos, yue . se considerarﬁn B3

.como ‘contaminantes por lo gue fué nececario- tratar de elimimarlos, la-

.vando con SSB. De la nata leucocitaria se obtuvo'la poblacién de louco-
citos PMN, no fué posible determinar la pureza de é&stas células debido
al volumen tan grande con 21 que se trabajé; se intenté haciendo dilu-
ciones de hasta 1 @ 1x10, sin embargo, ni en estas condiciones, se logré
;m conteo dJdo células adecuado; ademds de gque es evirden!.e :;que dirlrucim:\es
tan grandes ya no proporcionan datos confiables. Por consiguiente, la
viabilidad de las células tampoco se verificd por la técnica que se men-—
ciona en la netodologia; no obstante, el hecho de trabajar con ! paque-
te leucocitario obtenido el mismo Jia y guardar las células en SSB a

- 75°C, garantizaba el bucn estado de los leucocitos PMN.



3.0 PRECIPITACION CON SULFATQ DE AMONIO..

Hasta este punto ol problema consmtf.a on determinar la propor—
_€16n de saturacidon a la cual prvz:ipitarta la: frn &1 -

““yor-actividad enzimatica de PC; &sto se resolvi

yos,’preliminares (Cuadro 3.

Como se tenfan datos de la propor: o

: ‘pracipxta la PC Jde diversos Lc..ﬁidos anuﬁalg

: ~Ntrocno- ‘humanies <34), fueron>é§'t6f"'

para buscar el e..quema de precipnacxbn p ra la } :
‘humanos. i :

" Con el objeto de mantencr a la en"lma en laf mejores condicio-

’ nes posibles, se tuvo la necesidad de reahznr el proceso de precipita-

cidn con sulfato de amonio inmediatamente después de cada rompimiento

celular manteniendo precipitados y sobronadantes en bafio de hieslo.

Cuadro 3
Primer ensayo dJe procipitacidn con sulfato de amonio.
saturacién Proteinas totales Actividad especifi;:a
%) (my/ml) (U/mg proteina)
PP sobr. pp. aobr.
L.0. 3.452 3.358 0.198 1.233
25 1.947 2.615 2,231 2,615
45 - - 2,211 - - 2,265

~ - no se pudo determinar.
L.0. Lisado original (150 ml) proveniente de 6 1 de sangre.

Unidad de activ. enzim. = umoles NADHox/win/mg prot.



Camo se observa. 13 propor 16n de saburacién empleada en éste
caso o sirvxb para la enzima de leucocxtos PMN por lo que habia quo
probar otro eﬁquema de pre:ipxtacxén.

El segundo ensayo dié los siguientes resultados (Cuadro 4):

Cuadro 4
Precipitacidn con sulfato de amonio.
Saturacion Proteinas totales Actividad ospacifica
%) Cmg/ml) [4974,1-}]

PR 50br. PR. sobr.,

L.o. 3.086 3.900 2.089 4.93
285 1.938 5.221 4,373 0.110
35 1.512 3.366 13.802 1.284
40 0.141 4,026 43.036 1.746
a5 0.658 4,432 25.010 2.237

50 0.846 4.133 13.65 - -

- - no se pudo determinar

L.0. tLisado original (100 ml) proveniente de 10.5 1 de sangre,

Unidad de Activ. enzim.= umoles NnDHax/mln/mq prot,

Comparando resultados, se pucda ver como se obticne en el pre--
cipitado al 40% la fraccidn protelnica con actividad enzimética mas ele-—
vada,por efeocto de eliminacidn de otras proteinas en las precipitaciones
al 25 y 35%. En los Gltimos Jos puntos, aun cuando se siguen eliminando
protefnas, la actividad de PC no es tan elevada como al 240%, por lo que
se decidid precipitar a &sa propercidn dircctamente on el siyuiente en-
Sayo, pues ce supuso que no tonia objeto pasar por los demids puntos, ob-

teniéndose 1o yue se expone en el cuadro 5.



Cuadro §

Precipitacion con sulfato de amonio al 40%

Saturacién Proteinas totales fictividad especifica
%) (mg/ml) U/myg)
PP. sobr. PP. sobr,
L.g. (v 2.93 3.50 2.73 5.22
40 (S5 - - Q.56 - - 10.57¢
L.0. (2) 2.36 3.00 2.685 4.044
40 2 - - 2.00 - - €.25

- = no 3e pudo determinar
t..0. (1) licado original (100 ml) proveniente de 10 1 de sangre
L.0. (2) lisado original (100 ml) provaniente de 10 1 de sangre

Unidad de Activ. enzim.= - umolecs NADHox/min/mg: prot.

. Loz
un error'al quet

sarva, el aobren:\dante a).

contrario a

ec ipi_t.é'do;.

rasultados (Cuadro 6).



Cuadro &

Precipitacidn con sulfato Je amonio.

Saturacidn Prota{nas totales fctividad especifica

%) (mg/ml) V/mg)

[« TR sobr. PP. sobr.
L.0. 2.486 4.38 2.46 0.967
25 2.51 4.64 2.33 0.435
35 1.238 3.e3 3.803 2.420
40 - 0.480 3.86 32.74 1.74
45 1.292 &.82 © 12,69 1.94
50 0.278 .3.92 6.42 -

Los resultados’ peimi’t

40% Ja saturdtién se ticne 1373

precipitado al 40% siempre se‘ ticne la fracci&n protcyinicéx con la acti-
vidad onximitica de PC m&s clovada por lo-cual se decidib que el esgquema
de precipitacidn para 1a enzima PC de PMN cerfa al 25,35 y . A0%, y asto
sa hizo con las cdlulas PMN  restantes (provenicontas Je 50 1), ya que
hasta éste momento se habian utilizade los paquates lcucaocitarios de 50

litros de zanyre.



4.0 CROMATOGRAFIA.
4.1 Desalacién de la musstra. Antes de iniciar la separaciédn
por cromatografia se tuvo yue eliminar el sulfato Jde amonio dJdeol precipi-

tado obtenido en el paso anterior, para lo cual se probaron dos métodos:

a) Método 1. Columna de Saphadex G-25.

En la gradfica 2 se puecde observar que el sulfato de amonio sale
:aéi al mismo tiempo yjue la protefna, este hecho indicaba que la muestra
no se estaba‘ desalando completamente, por 1o que se decidid probar otro

método.

. COLUMHA DE SEPHADEX G-25 PARA DESALAR
A 280 Liag?

e.
0.08F
5.0 B leo
0.07¢
0.4 bo
9.08 t
.04} 0
0.03p
0,025 10
0.010
9.0c 10 B ) FOpa— °

- # FRACCION

Gréties 31,

La curva A reprosenta la resolucién del procipitado
al 40%. La curva B representa la resolucién de la

sal (sulfato de amonio).
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b} Método 2. Didlisis.

Antes ce dializar ce liofilizd la mucstra con 25.8 mg de pro-—
teina restituida en un volumen final de 15 ml. Esta cantidad de proteinra
se desala parfectamente contra 4 1 de agua desionizada (cambios de agua
. cada hora) durante un tiempo de 4 horas con agitacién constante on cuar-
to frio. Después de éste tiempo, la prusba con cloruro de bario fud ne—
gativa.

4.2 Cromatografia en CM-celulosa con gradiente de pH

En la grafica 3 sSe observa la formacidén del gradiente de pH
(5-8) en una columna de CHM-celulosa.Esto se hizo para probar el forma—
dor de gradientss en el intervalo Je pH que se reguerifa, antes de aplyi—

car la muestra.

FORMACION DEL. GRADIENTE DE pH 5-8

7 Wl
7.ﬂr 4
8
I.V[-
(X

1 M M 0 © e 144 124

. # DE FRACCION,
Oretles 3.

El gradiente se hiZo con 500 ml do soln. amortiguadora
Jde fosfatos 50 mM pH 5 y S00 ml dz soln. amortiyuadora

de fosfatos 50 mMt pH 8 midiendo el pH en cada fraccién.



Una va2z' yue se comprob¢ yue 21 formador de= yradientes funcio-
naba :or{ectamente, se -aplicéd a la’'columna 25.8 mg de proteina dializada

y disuelta en 15 ml de solucién amortiguadora de fosfatos 50 mM pH 5.

En la grafica 4 se pueden observar las fracciones (5-10) con
actividad enzimatica de PC en un volumen de fraccidn de 25 ml. Se liofi-
‘lizaron las fracciones y se restituyeron en un volumen Tinal de 5 ml de
solucién amortiyuadora de fosfatos 10 mM pH 6.8 . En éste paso se obtu;
vieron los siguientes resultados:

6.10 mg de proteinas
4.37 U/mg de proteina

26.72 unidades totales

CM~CELULOSA CON GRADIENTE DE pH.
(pH 5-8),

4 L 2 8 10 19 13 U3 I3 W7 28 73 24 2 8 77
§ FRACCION
Sretlse 4,

Cromatograffa de 25.8 mg ce proteina liofilizada.
H 3 fracciones con actividad enzimatica de PC.

8,C,0 : fracciones cin actividad enzimatica.



4.3 Cromatoyrafia en DENE-celulosa.

La’ proteina obtenida en =1 paso anterior (4‘25 se-aplicd en
uﬁa,coldmnh dé DENE-celulosa con  gsolucidn amortiguadora: de fosfatos
10 nH pH 6.8, .

: En la grafica S so observan las fracciones 10?17, las . que die-
ron‘actividad enzimitica de PC. Se liofilizaron 1,3-5 fracciones y se ros-
tituyeron en-un volumen:final de 2 ml. Sa 'qbtuvieron los siguientes
resultados: ' ] »

0.03 mg ce protefnas

1 239.86 U/mg dJda proteina

39.76 unidades totales

DEAE-CELULOSA.
oA 280
o.18¢ 1
c

o.10F
0.08F
0.9 ] 10 £ 30 <

4 FRASCION

Orattce 8, °

Cromatografia da 5.102 wmg Je protefna liofilizada.
B ! fracciones con actividad enzimatica.

A,C : fracciones sin actividad enzimatica.



7.

un aspectrofotémetro DU-70 a’dit

se realizaron en un Gilford 250

polizeril-

tapas: Cobtencién

Cuadro 7

Aislamiento de la enaima PC de leucocitos FMN humanos.

Faso Proteinas Netiv.copecif. Unidades Rondimiconto
(m3) (U/m3 prot.) totales %)
lisado orig. 2 325.00 7.11 20 300.55 100
precipitacidn 25.80 123.62 3 189.39 15.32
CM-celulosa 6.10 4.37 26.72 0.12
DENE-celulosa Q.03 1 239.¢6 29.76 0.19

Unidad dJde actividad enzimitica = umoles NADHox/min/mg prot.

Unidades totales = unidades de actividad enzimatica en el total de prot.
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1

Contenido de 1os pozos

=

5.0 ELECTRUFURESIS.

Ly, 1. Elettroforesis,

13 ARE (L0 mg/ml) 7
2: Lisado original

‘Condiciones

S,

Slectistoraticas
CPARCAYL3IBL. AN 33

260V

14 W Uearr.cte.’ /2 horas)
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S 2 2 9 5 % 38 9 10 mona 3w g5 6 708 ¥ zo
. &/t 137 .
Lo Lol . . s TR
Fig.. 2 ';é;tqﬁipr;;;s;&q_qelrce FAA
Cantenido.de {oé pozcé;. ‘Condicisnes. elactrof,
; " ‘ PhA ML 252 oH 8.3
) Esaow o T 7
8,65 ppl [ 40% (parte ) 50 i
7.2: :oor..adx (parpe 1 14 Wocorr.cte. /2

oo . 40 (parte 2)

2: =obe. 404 (parte 3)
S FC mdscule de conejo (lag/ml)

ASE (1Qwmg/ml)

foras
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Se observa que como los pracipitados no estan complatamente solubi-
lizadog ni libros de sal no aparecen, cosa que no sucede con los saobra-—
nadantes; sin embargo éstos ultimos no conticnen PC como so puede veri-
ficar por las bandas caracteristicas Je PC de musculo de conejo emploada

como patrédn.

Fig. 3 Elactroforasis en gol de PAN™ =~ ir fer—iiiw o Shn 0L

* Contenido de 103 pozos Condicionés eleé,@ro‘foréticns'
9: lisado original PAN al 3.5% pH. 8.9
11-16: pp. 40% dializados 280 v i

(partes 1,2,3) 50 mA S . ;
17,18: PC musc. conejo (lmg/ml) - 13 u_- ;Qﬁ,n." cta. /1.8 horas!

19,20 ASB (10 mg/ml)
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Se observa que después de habar eliminado la sal, las proteinag
si aparecen, sin embargo tampoco se observa la banda de PC,posiblemente
por la concentracidén en la gque se encontraba y a la presencia de muchas
otras proteinas que tal vez afecten su migracidn. La concentracidn de
la enzima era tan peguefia que no fuéd posible detectarla por electrofo-
resis Jdegpués de las cromatogratias; sin embargo los valores de activi— -
dad enzimatica y proteinas indicaban la presencia de la enzima. ;

Con el objeto da conservar y concentrar la proteina vy, gprei,
afdn de ver cristales como producto del trabajo, se liofilizéd la ﬁr&téi-
na,sin enbargo al proceder de ésta wmanera, lo Unico Jue se cohsigu;b fub:
porder la enzima en el sistema-de vacio de la liofilizadcra;

Analizando los'resultadas obtenidos en cuanto al rendimiento y"
en vista del error cométido~a1 liofilizar, se intentd nuevamente el-ais-
lamiento,,prbceso durinté 217 cual se pudieron hacer cambios en lo qué'éj

" cromatograftia se refiere, ya qua fué en ésta otapa: del proceso en: donde

5o registraron las mayores pérdidas.
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PROCEDIMIENTO I1

1.0 OBTENCION DE CELULNS PMN. . .

Se procedid a separar 108 leucocitos PMN. del paquéte lqu:ocita—
rio provenicntes de 60 1 de sangre totalt El rompimiento colular brindib
los siguientes resul tados:

Protefna liofilizada.

2 051.75 mg de proteinas

12,57 U/mg proteina

25 790.43 unidades totales

2.0 .PRECIPITACION CON SULFATO DE ﬂnDNid.
El 'proceso de precipitacisdn dié los siguientés resultar‘.‘oszb"
Precipitado al 40% liofilizado. ;
852 mg de proteinas.
13.20 U/mg de proteina

11 246, 4 unidudes totales.

3.0 CROMATDGRNFIN . .

2.1 Cromatografia en DENE-sephacel.

Las' fracciones 7-12 de la yratica 6, ,d'ie,ron actiyidad enzima-
tica de PC, y fueron obtenidas en wun  volumen de 25 ml, producto de lar
cromatoyrafia de 852 mg de proteina. Las fracciones se 1liofilizaron y
restituyeron en un volumen final de 10 ml de solucidn amortiguadora
triz—HC1 20 mM pH 7. Se obtuviceron los siguientes resultados:

600 mg de proteinas. '

8.5 U/mg de protaina.

5 100 unidades totales.
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DEAE-SEPHACEL .

——

[] LI 1m 0 »
# FRACCION
Sraties 8,

€n la grafica no se observa una buena Separacién
de las proteinas, sin embargo se pudo distinguir
bastante bicn el pico formado por las fracciones
7-12 gque presentaban un coleor rojo ¥y en las que

se demostrd actividad enzimatica de PC.

3.2 Cromatografia on azul de cibacron con gradiente de NOP.
tos 10 ml Jdel producto obtenido en 2l paso anterior (DENE-Seo-
phacel) se aplicaron en una columna e azul de cibacron con colucidn

amortiguadora tris-HC1l 20 mM pH 7.

Una vez que pasaron a través de 1a columna las proteinas que
no so pegaron por afinidad a 1a resina (grafica 7 ¢ A) , se aplicd un
gradiente de NDP 10 mM. Como se ve, la concentracién de ADP para.elufr
a la PC 25 muy grandz, osto Jdibd como resultado una gran dilucidn de la

enzima.



Las ‘fracciones . obtenidas cton el gradiente de- NDPly que en.la
’gv,t-fic:x ‘aparecen por abajo de la moseta (yrafica 7 @ 8), ‘f,ueron concen—
tradas por ultrafiltracidn, hasta un volumen final de 3 tl y.dicron los

siguientes resultados:

1.138 m3 de protocinas.
934.13 U/mg de protaina . i LE
1.063.03 unidades totales. S e
- Cabe mencionar que no toda la Prcyse pééa en,l:;fcolumna, pua:to, -
Gue al liofilirar lac fracciones-de . Ay frl‘nedi‘r" ‘ac;tri";rid’a}:l V:V'er."n:"n:at'ic'a; y :
proteinas se encontréd lo siguiontod L ‘ o
245.4 mg de proteinas.
0.052 U/mg Jde proteina

15.2768 unidades totales.
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2UL DE CI3ACRON CON GRADIEMNTE DE ADP.

A 280

Gt

1017 M Q2 8 47370 K 8
# FRACCION
Srefies 7

12 ropresenta la proteina yue no se peyd por afi-
nidad 2 la columna. B: roepresenta la PC eluida con
NDP. En &ste Ultimo pasc Se obtiene una meuseta y 1o

un pice, puesto . gue o1 nutledtido no aborbeluz en

rlesuliad‘c;s‘ ‘del proceso de

aislamipnt’.oﬂp‘:\:o a_ pasotconisus respectivos rmjidxrniqnlos 'y las tiguras
gel de FAN muestran algunos pasos del proceso

4y S de. elect




Cuadro 8

Aislamiento de la PC do leucocitos PMN humanos

Paso Proteinas fictiv.espec. Unidades Rendimionto
(mg) (U/mg prot.? totales )
lisado orig. 2 051.77 12.57 25 7990.49 100
pracipitacién 852.0 13.20 11 246.40 43.60
NENE~-sephacel 600.0 4.5 5 100.0 19.77
fizul-cibacron 1.138 934.13 1 ¢53.08 4,12

Unidad de activ.encim, = umoles NNDHox/min/mg prot.

Unidades totales = unidades de actividad

proteinas,

enzimatica

en o1 tolal de



4.0 ELECTROFORESIS

Condicioncs electroforéticas”

PAN 2l 7.5 % PH 89

250 v
3 A0
7.8: pi. 40 % dializade g

'9.16:,soﬁr. 40%

11,122 sobr. 40% liofilizado

13,14: pp 40 % dJdializado y liofilizado' (s observa claramente

1a banda caracteristicade PC..




= E T e e o : p z 3 i
P «}hf ¢ F.6 9 4 a oz ;5"';‘,1’%'/{. /3 BT Iap
- s T . - e A
. - ?
B PR PN - — P T e e e l;

Contenide de lof po'or_ﬂ eg electroforéti:as

1:.038 - €10 mg/ml) pH 8 9

>

] ncuglobin

4: sobr., 40%1;0{11

52

[0
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Se observa la banda cara:teris}ticé de. PC'en " el precipitado al

40% (dializado y liofilizade), en las’ tbacgl;;nes separadas por DENE-
sephacel con actividad enzimdtica de:Pﬂc; y en‘.“Aw(l'iofxilizada) scparada

por azul de cibacron.

La cantidad de enzima obtenida en el procodiniento. II. es mucho

mayor que la obtenicda en el procedimiente’Ij sin’embargo, '.:ﬁ;npc;céffué»

suficiente como para detectarla por-electr



caPITULD V-

CONCLUSIONES

~~‘Cr‘o‘matogbrafia de; a;finidad vén azul. de -Cibacro :on‘gradien'tr_{ ~

de NDP.

- Electroforesis en gel-de FAA al 7.5%

- Concentracidn de 1 prolelnd por. ultrafiltracion: g

La protaina gue constituye el mayor contaminante del lisado es
la hemoglobina, por lo tanto, debe eliminarze por comploto desde el ini-—-
cio. Se sugiere incluso que esie hecho podria reducir los. pasos del.

proceso de separacidn, cuands mENnos on cuanto a cromatograffa se rofiere.

El método de EBradford para cuantificar proteinas totales se a—
dapta mejor a las necesidades Je este trabajo, puesto yue ©s mas sensi-

ble, mas répido y sencillo.



La columna de intercambio cauénxco (C-celuloca)l elimind apro-
~><xm:|damente el 76% de 1as protefmas contamxnant;a, ba.}ando el rendimien—
to. Por:otra 'barte. la columna de intercambio anidnico (DEAE-scphacel)

:alo e'Ximi.'n:A el 30% Jde las proteinas contaminantes pero no a la hemoglo—

'bxna, sxn embargo, comparando las dos caminos, se concluye que el inter—

g cambxador .\m-ﬁnxco as 1a mejor opcién para mejorar 2l rcndxmxento

La cromatografia de afinidad con azul de cibacron es detcrmi-
“'mante ‘en 1: metodologia, pues se olimina la  homoglobina. ~ La-PC de.lou-—
'coc:.tor PMN humanos tiena gran afinidad por la recina, ya que so reguis—

ré& Je una concentracidn de ADP 10 mM para cluir a la protaina.

ta alectroforceis en gel de PAA al 7.5% 22 una mejor reocoluciédn
¢e’ las bandas on comparacidn con la que se obtione on yoles al 3.5%. Es
necesaria una concentracién minima de PC e 1 mg/ml para detectarla por

electroforesis.
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CAPITULO VI

COMENTARIOCS.

Es bten sabldo que no’ es conveniente el almacenamiento prolon—

Hrgado dL m:\Lcrlale b ologxcos,,axn embargo, s2 hace hincapid on cllo pS-

paqpetés leucocitarios se haga en un tierﬁéq :

5 de la
técnica que mejoren.losirosultados
" Es convonién!.e'menc‘ionar que ‘todavia falta determinar claramon-

te el punto.de G;at]uracinlﬁr‘\ da’1airesina de azul de cibacron, y si existen



_otras condxcionecj e ‘fuerza ‘iSnica’ con las cuales;se:’ mejoren-los '

rcnsul tadon
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CAPITULD VIT -

U APENDICE. -

RECOMENDNCIONES ESPECINLES.

organxca. R

Paba'cvitér que'las

nizacisn se llevb .3 cabo en’ lus‘m

banco de Sangre. en .or matracts tharat Y

axtraccidn al. vacio.

Siliconizacion.
Ngregar el silicén én él
flasta quoosta 1mpregnado complubamentu

q et enviss. Lnvar it ol  malerial. pa

nsé on \au paredes sea daesechado aObPL una gasa
seque pcrtectum;nLe antes doe ubzlx*arlo
frabajar on campana extractora.’uhiliz

porgque ésta custancia es muy tédxica.



PREPARNCION DE NLGUNNAS SOLUCIONES

SSB pH 7.4 ) .
Reactivo I L L : Canzidad (g
Clorurc de c:r‘q»lrt:io e sl 0.14 L

Cloruro de’ sodio: .

Clorurs de poti;l:io -

Sulfato de magncsi‘o

Fosfato mqﬁgb.;'siéajde potasio

;Fosfatprdibaéigo'de codio et

Glucosa

Qlorurb de,.maghcsio'

. Rojo da tanol :
Agua desionizada ic.bp. 1000 mi. "

Disolycr Vlycy's,rr'ean.ivos an.500 ml.de "agu‘:;x,,—{ajuskt.;r‘ el pH -y afo-

rar-a 1000-ml, o

PBS
CRéactive oo LRl o ednkidad €g).

Cloruro de 'sodio 81007

g

Fosfato dibésico de soa‘:ﬁo',_’ : , 90"

Fosfato monobasico de:potas

Clovuro de potéSiq‘

o0 o
B
S

Neida Jde sodio

Agua desionizada
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alcshol:atilico

Reactivo  di ¢ : pillihtc de Cooma:sié
: ‘Acido fosforico al 85:%
~c\l¢ért'{iada“c‘.lﬁ.’p. 100 ml.

Utilizar €l mismo dfa.’.




el ensayo cnzimatico:

Reactivos:pa

antes. de

Tsoluc ibn"émortiéuadora"Tri;-ncx{do' Clorlifdrico =20 mi- ley7'.‘\O,:f

Tris . aigas g
Clﬁruro de . magnesio 4,236 g
EDTN 0.37a°g
Nzida de sodio 0.200 g
Mercaptoetanol B 280 ul

C€on el acido clorhidrico ajustar el pH a 7,'0.; De:pdés. aforar

a 2000 ml:



Solucién amoh;igiaa':!oi;a ‘de

Fosfate d ibﬁsico;

Fosfato monobasi co- de

EDTA

olucién amortigladeora par

Posar 26 mg del:coloran

guadora para‘la. mucstra.

“Ugnivelumentda solucion patré

ocfato

92



‘1o tanto hay

;. Soluc.Patréy

i Soluc. Acxv-’il‘am‘ida i
Parsulfato’,
TEMED

Solucidn Detergenté,

fris-glicina’

la piel. “Es neca-

23

ajar-en-campana’
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Solucion FiJadora.«

57.0 g de"” ncxdo_trxcloroa ébxc

ezclanaguajmetanol;

0.ml deAacxdo acétxco

Yy aforar a 5000 ml con agua d sxon ad

Solucidn Conservadora.
Mezclar 300 ml de alcohol - etilico, 100 ml de &cido acético vy

100 ml1 de glicerol.  Nforar a 1000 ml con ayua desionizada.



95

: Su"lf'atp ¢é"amonio’ (gramos a: s_.:ruag'reggdvo_s en 1 litro)

Da

L

(Tomado dJe Scopes R. "Protein purification, principles and

practice” Ed. Springer-Verlag, N.Y., U.S.A. 1986 pag.ti14)
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