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RESUMEN

Se describié un procedimiento para obtener productos finales de la glucosilacién
avanzada a partir de una reéa de albumina que habia sido glucosilada e
incubada a 37 °C en condiciones dsteeilidad, oscuridad y en presencia de
glucosa por 6 sem. Se empleé la cromatografia de afinidad con matriz de lisozima
para aislar los péptidos glucosilados que eluyeron con hidréxido de sodio 0,1 N.
Se determiné la densidad 6ptica a 280 nm de cada fraccion. Se observé que las
fracciones eluidas de la mezcla de albuminay glucosa, describieron una curva con un
area mayor que la mezcla de albdmina sin glucosa, este hecho coincidio con lo planteado
en otros trabajos. Se concluyé que la cromatografia de afinidad con matriz de lisozima
es un método eficaz para aislar los productos finales de la glucosilacién avanzada. Se
plante6 que estos productos podrian emplearse para elaborar métodos inmunoquimicos
de deteccién en la sangre, tejidos u otros liquidos corporales. Las lecturas de las
densidades Opticas fueron Utiles para demostrar los péptidos glucosilados que eluyeron.

Descriptores DeCFRODUCTOS FINALES DE GLUCOSILACION AVANZADA/
aislamiento y purificacion; CROMATOGRAFIA DE AFINIDAD/métodos.

Los productos finales de la Estos compuestos forman puentes
glucosilacién avanzada (PFGA) cons- intercatenarios entre las proteinas que
tituyen un grupo de moléculas con alto afectan sus funciones biol6gicd3iversos
peso molecular, que se forman en las estudios han tratado de demostrar el papel
proteinas expuestas a altas concen-mediador de los PFGA en los efectos
traciones de glucosa por mucho tiempo.  nocivos de la glucosa en la diabetes a largo
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plazo para evitar con su control el
desarrollo de complicaciones propias de
la enfermedad.

Los métodos mas efectivos
empleados en la actualidad para la
deteccion de PFGA son los
inmunoquimicos, entre ellos los ensayos
inmunoenzimaticos para la deteccion en
liquidos corporales y las
inmunofluorescencias indirectas para
estudios de tejidos.

Estos emplean anticuerpos policlonales
obtenidos en conejos inmunizados con
PFGA de proteinas como ribonucleasa,

coldgena y albamina bovina. En todos estos
casos se necesita el aislamiento de los

péptidos que contienen a los PFGA. El
método que se ha@portado como el mas

adecuado es la cromatografia de afinidad
con matriz de lisozima (CAML) que se basa

en la afinidad que tiene esta enzima para

unirse a los PFGA.

Este ha sido empleado, tanto como un
método de aislamiento y purificacion
como para detectar y cuantificar PFGA en
liquidos corporales.

Con este trabajo nos propusimos
evaluar la capacidad de la CAML, para
aislar PFGA de mezclas de albumina
incubada con glucosa (AG}in ella (ASG)
que contengan PFGA presentes 0 no,

respectivamente, con el propésito de valorar

su utilidad en la produccién del inmundgeno

en tampodn fosfato 0,2 M (PBS) apH 7,4y
otra que s6lo contenia albumina bovina en
PBS por 6 sem.

Terminado este tiempo dializamos 3 veces
ambas mezclas en PBS, en proporciones de
1/200 toda la noche y hallamos la concen-
tracion final de proteinas por el método del
biuret Determinamos ademas la fluorescencia
en las longudes de onda de 370/440 nm
en espectrofluorimetro Shimatzu modelo
RF-540. Verifcamos el cambio de
coloracion de las mezclas en todo el tiempo
que durd el experimento.

COLUMNA DE AFINIDAD CON MATRIZ
DE LISOZIMA

Realizamos el acoplamiento de la
lisozima en el gel Sepharosa 4B activado
con CNBr (Pharmacia, LKB) segun el
método descrito por sus fabricantesl
rendimiento del acoplamiento fue del 90 %.
Montamos una columna de 2 mL de
volumen de cama que se estabilizé con PBS.

CORRIDA CROMATOGRAFICA

Depositamos en la superficie del gel
0,5 mL de la mezcla AG a 6 mg/mL en PBS.

y en los métodos de testaje de anticuerpos yicimos lavados extensivos de la matriz con

anti PFGA.

METODOS

MEZCLA ALBUMINA-GLUCOSA

Incubamos a 37 °C, en condiciones de
esterilidad y oscuridad, una mezcla de 0,5 M
de glucosa y 50 g/mL de albamina bovina
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PBS en flujo regulado a 0,5 mL/min.
Recogimos fracciones de 0,5 mL en colector
de fracciones FRAC-100.

Empleamos NaOH 0,1 N como tampdn
de elucion para los PFGA. A cada fraccion
le determinamos la absorvancia a 280 nm en
espectrofotdmetro Spectronic 21 D contra
blanco PBS. Graficamos los valores
obtenidos en una computadora empleando
el programa graficador HG.



RESULTADOS CROMATOGRAFIA DE AFINIDAD
CON MATRIZ DE LISOZIMA

OBTENCION DE LOS PFGA Montamos las mezclas de AG y ASG
en la CAML, por separado. A las fraccio-

mezcla de AG y otra de ASG como control nes eluidas les determinamos la densidad
) ; 2 L " Optica a 280 nmLas fracciones eluidas
En la misma se evidencio la cinética de la
formacién por la presencia de los PFGA con PBS de Ia' mezcla,AC'a mostraron
fluorescentes efas longitudes de onda de Menores densidades opticas que las
370/440 nm y el cambio de coloracién de las Mezclas ASG y las fracciones siguientes
mezclas. La mezcla de AG mostré una que se eluyeron con NaOH 0,1 N de la
coloracion amarillo-marrény su fluorescencia mezcla AG mostraron un area bajo la
fue mayor que la mezcla ASG (tabla). curva mayor que la mezcla ASG (fig.).

Para obtener PFGA, incubamos una

TABLA. Fluorescencia (en unidades arbitrarias) y coloracion de las mezclas
incubadas 6 sem a 37 °C, en oscuridad y esterilidad

Al inicio 6 sem después
Mezclas Color Fluorescencia Color Fluorescencia
Albumina con Incolora 27,0 Amarillo- 346,8
glucosa marrén
AlbUmina sin
glucosa Incolora 26,0 Incolora 46,25
Absorbancia 280 NM
0,6
PBS NaOH
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1
0
-0,1
1 6 11 16 21 26 31 36 41 46

Fracciones
0-AG --ANG

FIG. Cromatograma de las mezclas AG y ANG a 280 nm.

20



DISCUSION policlonales de los métodos inmunqui-
micos (ELISA 6 RIA) de deteccion. La
La importancia de la determinacién de detéccion de PFGA en suero, plasma y
los PFGA en las complicaciones de la DM t€jidos delpaciente diabético pudiera
es aceptada en la actualidad por la mayoriaser\t"rkr)]?lsf comol un |nd||cador del estado
de los autores. La CAML se ha estudiado M€taPolco a 1argo piazo y como un
para el aislamiento de los PFGA del suero predictor de complicaciones de la diabetes.

) " ~ Esto puede ayudar a tomar conductas
y como metodo analitico para su cuanti- (arana ticas para su prevencionalnente
ficacion. En nuestro trabajo no analizamos |55 CAML, pudieran servirnos para el
la presencia de los PFGA en cada fraccion analisis de alimentos y de tabaco que
que eluyo de la columna por carecer de contienen PFGA para regular su consumo
PFGA marcado con isotopos radiactivos, en los diabéticos.
sin embargo, las densidades épticas a En conclusion, la CAML es un método
280 nm de las fracciones describieron una €ficaz para aislar los PFGA de una mezcla de
figura muy similar a las presentadas en albumina glucoshda que puede servir para

otros estudios que emplearon PFGA elaborar métodos inmunoquimicos de
marcados con iodo radiactivd. La deteccion. Con la lectura de las densidades

. . - Opticas a 280 nm se puede demostrar la
presencia de estos picos nos indica que

presencia de los péptidos con PFGA que
nuestra colu,mr.la CAML, fue cEapaz de eluyen con NaOH 0,1 N 'y con el empleo de
retener los péptidos que contenian PFGA. patrones con concentracion conocida la

Estos péptidos-PFGA pudieran ser CAML pudiera emplearse para cuantificar
empleados en la elaboracion de PFGA en mezclas de proteinas, en suero
inmundgenos para producir anticuerpos humanoy en alimentos.

SUMMARY

A procedure to obtain advanced glycosylation end products starting from a mix
of albumin that had been glycated and incubated at 37 °C under conditions of sterility,
darkness and in the presence of glucose for 6 weeks was described. Affinity
chromatography with a matrix of lysozime was used to isolate the glycated peptides
that eluted with sodium hydroxide 0,1 N. It was determined the optic density of each
fraction at 280 nm. It was observed that eluted fractions of the mix of albumin and
glucose described a curve with a higher area than the mix of albumin without glucose.
This fact coincided with what is stated in other papers. It was concluded that affinity
chromatography with a matrix of lysozime is an efficient method to isolate the advanced
glycosylation end products. It was suggested that these products could be used to
prepare immunochemical methods of detection in blood, tissues or other body fluids.
The readings of the optic densities were useful to show the glycated peptides that
eluted.

Subject headingsGLYCOSYLATION END PRODUCTS, ADVANCED/isolation
and purification; CHROMATOGRAPHY, AFFINITY/methods.
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