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Resumen

La proposicién de nuevos tratamientos, alternativas diagnosticas y
herramientas clinicas de ultima generacién se ha soportado en rigu-
rosas técnicas bioquimicas. Una de estas técnicas es la extraccion y
purificacién de proteinas, la cual ha servido para elucidar multiples
mecanismos bioldgicos y postular diversas conclusiones de interés
médico y cientifico. La rigurosidad de la técnica y sus respectivos
subprocesos (aislamiento, extraccion, purificacion e identificacion)
permiten la presentacién de resultados verificables o reproducibles
y que, por lo tanto, representan aportes significativos al avance de la
ciencia. La rigurosidad técnica en procesos de conocimiento de base
es ideal en la investigacién moderna y se deben inculcar en las aulas
académicas desde las esferas mas basicas del conocimiento.

Palabras claves: proteinas, purificacion, aislamiento, metodologfa, téc-
nica de laboratorio, investigacién, bioquimica, biotecnologfa, bioclinica.

Abstract

The proposal of new treatments, diagnostic alternatives, and cutting-
edge clinical tools has been supported by rigorous biochemical tech-
niques. One of these techniques is the extraction and purification of
proteins, which has served to elucidate multiple biological mechanisms
and postulate various conclusions of medical and scientific interest.
The rigor of the technique and its respective subprocesses (isolation,
extraction, purification, and identification) allow the presentation of
verifiable or reproducible results and that, therefore, represent signifi-
cant contributions to the advancement of science. The technical rigor
in basic knowledge processes is ideal in modern research and should
be fostered in academic classrooms from the most basic spheres of
knowledge.

Keywords: proteins, purification, isolation, methodology, laboratory
technique, research, biochemical, biotechnology, bioclinical.
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LLa sociedad moderna exige desarrollos progresivos, no
s6lo en areas de procesos industriales. Es bien sabido
que las propuestas investigativas y tecnologicas derivan
en desarrollos solidos y sostenibles. (1) Ad portas de
cambios significativos en los ambitos investigativo y
académico, se hace necesario entender como muchas
propuestas investigativas no solo se orientan a dar so-
lucién a procesos industriales. El auge de los procesos
biotecnolégicos, bioclinicos y biomédicos ha alcanzado
grandes avances en otros paises (2), donde la aplicabili-
dad en diversas areas de la salud y la bioingenieria se ha
visibilizado ampliamente, valiéndose de fundamentos
basicos de bioquimica para explorar nuevos escenarios
prometedores e innovadores. De hecho, la proposicién
de nuevos tratamientos, alternativas diagnosticas y
herramientas clinicas de dltima generacion se ha sopor-
tado en rigurosas técnicas bioquimicas (3), con el fin
de ser aptas para su publicacion en revistas cientificas
internacionales de alto impacto. Una de las técnicas
mas exploradas en estas publicaciones cientificas es la
extraccion y purificacién de proteinas.

LLa razén por la cual esta técnica se ha convertido en
el procedimiento mas versatil del laboratorio es sencilla:
las proteinas son moléculas de suma importancia en
cualquier organismo, porque son las que cumplen la
mayoria de los trabajos dentro de la célula, tales como
la estructura, la funcion y la regulacién de tejidos y 61-
ganos en el cuerpo (4). Y aunque han permitido develar
innumerables empleos biolégicos y farmacoldgicos,
es de notar que algunas dudas metodoldgicas surgen
en las aulas e incluso se trasladan a los laboratorios de
investigacion. Estas dudas que atn se deben resolver
son como lograr difundir este conocimiento tedrico en
lo aplicativo y lo practico, como desarrollar en el joven
investigador y estudiante capacidades potenciales de
interés en dichos métodos analiticos y como rescatar
de ellos su implicacion en la exploracién del conoci-
miento actual.

En muchos trabajos publicados incluso en revistas
de alto impacto, la veracidad de los resultados arrojados
se pone en tela de juicio cuando se intentan reproducir
las técnicas desarrolladas y publicadas (5). La razén es la
falta de integracion de conocimiento teérico y el ejerci-
cio practico de laboratorio. Los estudiantes en principio
no disciernen de qué manera el analisis de lo tedrico
puede influir en sus disefios experimentales, y es trabajo
del investigador asesorarlo y dirigirlo en la integracion

de estas variables (6). Por ejemplo, ciertos resultados
extraidos de estas técnicas no serfan posibles y repre-
sentarfan un fracaso procedimental si ejercicios iniciales
y sencillos que provienen de los principios tedricos no
se establecen como patrén practico en cualquier disefio
experimental. De hecho, la purificacién de proteinas,
una de las técnicas ampliamente utilizadas en todo di-
seflo experimental del area bioquimica, puede arrojar
resultados desvirtuados por la poca o baja reproduci-
bilidad de éste (7). Y este problema esta precisamente
relacionado con la evasion de las estrategias basicas en
el aislamiento, la extraccion o la identificacion.

La purificacion proteica debe tener en cuenta, en
primera instancia, la elecciéon del método correcto para
el aislamiento y la extraccion de la fuente proteica; esto
implica conocer la naturaleza, la procedencia y el com-
portamiento de la proteina en todos los medios. Si no
se conoce de antemano, se pueden cometer diversos
errores experimentales que alteren la veracidad de los
resultados obtenidos por medio de estas técnicas.

La definicién de un ensayo idéneo y esencialmente
util para la identificacion de la proteina también es im-
portante, puesto que, si se desconoce el método que
favorecera la determinacion correcta, se puede incurrir
en la pérdida de muestra obtenida, costos elevados in-
necesarios en el analisis, sin mencionar la baja capacidad
o0 baja resolucién que un método no apropiado puede
representar en la identificacion. Y, finalmente, centrar
la atencién en el analisis que permitira definir qué tan
exitoso fue el proceso de extraccion y purificacion. Es
decir, qué tanto se obtuvo de la proteina en cuestion y
qué tan pura se encuentra para realizar los respectivos
estudios que, publicados o no, tendran un impacto en
la acumulacién de conocimiento. La légica y la consecu-
cién de todas estas operaciones representaran una alter-
nativa para ahorrar tiempo en futuras investigaciones del
mismo laboratorio o en otros grupos de investigacion
que hagan trabajos similares, siempre y cuando el mé-
todo sea preciso y, sobre todo, reproducible.

Existen ademas diferentes métodos de purificacion
de proteinas. Uno de los adagios mas populares de la
bioquimica es nunca desgastar pensamientos puros en
proteinas impuras (7). Por eso, hacer uso de los diversos
métodos para purificar es el primer paso en cualquier
estudio de éstas. Se encuentran, por ejemplo, en la bi-
bliografia desde los métodos mas sencillos, por simple
fraccionamiento, esto es, modelos que utilizan la sepa-
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racion sencilla diferencial (9), hasta las mas complejas,
que emplean el acople de técnicas analiticas modernas,
como la cromatografia o espectrometria de masas.
Claro esta que para purificar una proteina, como ya se
menciond, es clave extraerla en forma correcta a través
de procedimientos que permitan estabilizar la proteina
térmicamente y por medio de soluciones tampon que
inhiban su destrucciéon debido a cambios de pH (8). En
muchos de estos procedimientos se utilizan inhibidores
de proteasas (enzimas que degradan las proteinas).

Una vez que se logre conservar su integridad se
purifican mediante métodos de separacion, los cuales
no son faciles, pues son procedimientos usados para
separar un extracto crudo que puede contener muchos
componentes de interés o no. Para ello se utilizan por
lo general estrategias de unién antigeno-anticuerpo que
favorecen la unién por afinidad de la proteina de interés
o la precipitan para separatla de otros componentes de
poco interés (9).

Otra estrategia experimental se presenta en las técni-
cas cromatograficas, que permiten la separacion fisica de
los extractos crudos al eluirse sobre una fase estacionaria.
Estas técnicas pueden incluir el principio de exclusion
molecular, el cual se emplea para separar proteinas de
acuerdo con el tamafio de las moléculas. Una segunda
opcién es el método de afinidad, relacionada con la
unién de grupos funcionales que favorecen también
la separacion de moléculas no afines, y finalmente por
intercambio i6nico, relacionado con la correspondencia
de cargas eléctricas.

Posteriormente, para determinar que en efecto se ob-
tuvo sélo la proteina de interés, debe hacerse un moni-
toreo que permita confirmar el éxito de la purificacion.
La estrategia mas utilizada para realizar este monitoreo
es la electroforesis (8), una técnica que aprovecha la
carga eléctrica neta que exhiben las proteinas, pues al
someterlas a un campo eléctrico, las proteinas migraran
adicionalmente en funcién de su peso molecular carac-
teristico. Algunos de los sistemas electroforéticos mas
utilizados son las condiciones nativas, a condiciones
desnaturalizantes o reductoras, o bien la electroforesis
bidimensional (10).

Finalmente, se concluye el procedimiento en algunas
ocasiones con combinaciones de técnicas mas analiticas
y automatizadas, que permiten la posterior caracteriza-
cion de la proteina y, ademas, determinar la cantidad de
proteina extraida y purificada. Estos métodos son muy

exactos, de amplia resolucién cuantitativa y cualitativa,
y permiten la identificacién clara de la proteina de inte-
rés (11). De hecho, actualmente se estan proponiendo
protocolos mas versatiles y complejos en los que se
hace uso avanzado de métodos moleculares para aislar
y purificar protefnas (12).

LLa practica de cada uno de los pasos de este proceso
previamente descrito representara gran valor procedi-
mental, y la veracidad de los resultados dependera de
un diseflo experimental sélido y riguroso. Desconocer
alguna de estas técnicas puede generar errores que desfa-
vorezcan o desvirtuen los resultados valiosos obtenidos.
Pero ¢como difundir este ejercicio metodologico en el
laboratorio? sCémo integrar lo teérico en lo aplicativo
y practico? ¢Cémo rescatar de ellos su implicacion en
investigacion?

Lograr que técnicas de este tipo se lleven a cabo
correctamente en un laboratorio y que esto se instaure
como ejercicio rutinario de un grupo de investigacion
no siempre es factible, mas aun sila realidad de nuestros
laboratorios en términos financieros es tan diferente de
la de centros de investigacién y universidades en otros
paises (13). En nuestro escenario actual, conseguir
los recursos necesarios para suplir a un laboratorio
de materiales y reactivos que soporten técnicas bien
estandarizadas y disefladas no es tarea facil. Y desde
ese principio se cometen errores experimentales que
pueden impedir el sano desarrollo de trabajos de gran
potencial para ser publicados.

Siyade por si el escenatio no es alentador en térmi-
nos financieros, por lo menos si debe hacerse un gran
esfuerzo para favorecer el entendimiento practico y teo-
rico de estas técnicas, metodologfas y procedimientos,
lo cual implica un esfuerzo no sélo por involucrar la
investigacion en la academia sino por acercar la ciencia
alo cotidiano y dejar de estigmatizarla como algo inal-
canzable. De esta manera, se promueven capacidades de
excelencia investigativa en los estudiantes, se fortalecen
capacidades practicas y se incorpora el conocimiento
teorico a los ensayos de laboratorio, dandoles fuerza
y soporte epistemologico a los resultados obtenidos.
De esto se esperarfan articulos dignos de revision in-
ternacional y que converjan en trabajos de calidad y de
impacto investigativo, lo cual llevarfa a generar cadenas
de autosostenibilidad del conocimiento.
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