/ Real Farmacopea Europea (RFE): Recoge una serie de monografias que describeh
los procedimientos analiticos y criterios de aceptacion que permiten conocer la

calidad de un medicamento.

sanguineo humano.

K hemoderivados.

Aproximadamente un 30% de las monografias de la RFE corresponden a plantas
medicinales, vacunas, antisueros, productos biologicos, hemoderivados, etc.
Hemoderivado: medicamento constituido por proteinas obtenidas de plasma

La RFE se usa desde 1992 para determinar la pureza y calidad de los
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El objetivo principal es revisar los metodos electroforeéticos resefiados en

— ldentificar inequivocamente el compuesto en estudio.
—Analizar las posibles impurezas que contenga el hemoderivado.

—Valorar la actividad bioldgica de los factores de coagulacion.

la RFE utilizados para
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campo eléctrico.

particulas de una muestra sobre un soporte al ser sometidas a la accion de un

Electroforesis - Método fisico de analisis. Se basa en la migracion de las

Existen cuatro principales modalidades
electroforéticas recogidas en la Real
Farmacopea Europea:
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de las particulas.

Electroforesis de zona (E. Z.)

En ella se separan las proteinas en funcion de su
velocidad de migracion.

Material necesario:

*Generador de corriente continua

* cubetas anodica y catodica

Dispositivo soporte (papel, gel, etc).

*Deteccion mediante colorantes, marcadores
fluorescentes, marcador isotopico u otros metodos

Solucion Solucion
uffer buffer

Figura 2. Esquema del material
necesario para E.Z.

Procedimiento:

misma se introduce en los compartimentos.

el soporte, junto a un patron de referencia.
3. Se conecta la corriente eléctrica durante el tiempo

u otras técnicas

1. Se impregna el soporte en la solucion electrolitica,

La movilidad electroforetica dependera en gran medida del tamafno y forma
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2. Se marca la linea de partida y se deposita la muestra en

necesario, y posteriormente se retira la corriente, se
retira el soporte de la cubeta y se deja que se seque y se
procede a la deteccion por densitometria, fluorimetria

electroforético.

Figura 1. Esquema del proceso

Electroforesis sobre membrana de

acetato de celulosa
\Ventajas:
—Los hidroxilos de la celulosa estan acetilados
—Se disuelve facilmente: recuperar componentes
tras la electroforesis.
—Al tefir los componentes, el soporte
transparenta
Inconvenientes:
—Baja resolucion.

Electroforesis sobre gel de

poliacrilamida SDS
Ventajas:
—Buena resistencia mecanica
—Porosidad reproducible
—No se dan fenomenos de adsorcion, difusion
minima.
—\ersatilidad de uso de sustancias
amortiguadoras
—Analizar pequenas cantidades de muestra.
— Transparencia natural
—Permite estudiar velocidades de emigracion
relativa en varios polipéptidos de peso molecular
desconocido.
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Inmunotransferencia Western Blot

E. Z. en membrana de acetato de celulosa.
E. Z. en gel de poliacrilamida SDS.
Inmunotransferencia Western Blot
Inmunoelectroforesis

1)Separacion proteinas SDS-PAGE
2) Transferir al soporte

3) Tratar con disolucion de

proteinas blogueante,

4) Se agrega un anticuerpo marcado
5) Se procede a la deteccion complejo
antigeno anticuerpo mediante
anticuerpos secundarios y reaccion
enzimatica o luminiscente

Figura 3. Esquema del proceso
de inmunotransferencia WB

Inmunoelectroforesis

Pocillo para antigeno muestra

Precipitina
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Canales para antisuero

Canales rellenos de antisuero

Figuras 4 y 5. Esquema del proceso de inmunoelectroforesis

1) Separacion las proteinas (Ag) por electroforesis en gel de

agarosa.
2) Situar el antisuero paralelamente a la direccion de
separacion electroforetica.

3) Dejar difundir el antisuero para que se produzca el
complejo Ag-Ac

4) Tincion con un colorante apropiado.

Benas allbooes colobics

Albumina humana (monografia n° 255)
*Ensayo de composicion proteica - Electroforesis de zona en gel de acetato
de celulosa. (95% de la composicion tiene ¢
*Ensayo de distribucion de tamafios molecu
liquidos 0 Electroforesis de zona sobre gel de poliacrilamida SDS.

ares - Cromatografia de

Factor VIII de coagulacion de la sangre humana (monografia n° 275)
*Ensayo de valoracion - Electroforesis en gel de agarosa SDS con o sin
Inmunotransferencia Westerrn Blot.

Inmunoglobulina humana normal para uso intravenoso (monografia

*Ensayo de composicion proteica - Electroforesis de zona en gel de acetato
de celulosa. (95% de la composicion tiene ¢
*Ensayo de distribucion de tamafios molecu
liquidos 6 Electroforesis de zona sobre gel de

ares = Cromatografia de
poliacrilamida SDS.

Figura 6. Ejemplo de monografia de
recogida en la Real Farmacopea Europea.

a Albumina Humana
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Fenirsl Koboes (1) apply’ o oll monogrophs and offar focs 2185

la Real Farmacopea Europea).

Se verifica la importancia del uso de tecnicas
electroforéticas para el control de calidad en
hemoderivados (las cuales vienen especificadas en
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importancia. UNIV DIAG 2000; 1(2):31-41.

Severo Ochoa, Madrid.

*Real Farmacopea Espafiola, 2002. 22 Edicién. Madrid: Boletin Oficial del Estado.
*Valls, O; del Castillo, B. Técnicas instrumentales en farmacia y ciencias de la salud. 32 edici

*Eur-lex.europa.eu [Internet]. Espana: EUR-lex; 1994 [actualizado 8 Abr 2014; citado el 14 Mar
*Fernandez Santarén, J. De la tesis doctoral de Tiselius a la protedmica: setenta y cinco afios de
*Apartado “Electroforesis” incluido en el capitulo de Aparatos. Real Farmacopea Espafiola, 2002. 22
*Martin Garcia Pérez, H. Electroforesis en geles de poliacrilamida: fundamentos, actualidad e

*Westermeier R et al. Electrophoresis in Practise: A Guide to Methods and Applications of DNA and
Protein Separations. Fourth edition. Germany: Wiley-VCH Verlag GmbH & Co; 2005.
*De la Fuente Gonzalez, A. Rodriguez Lozano, J. Andlisis de proteinas mediante electroforesis e
inmunotransferencia (Western blot). Técnicas de diagndstico. 2007; 22(5):252-8.

*Vifals Florez, L.M. ¢Qué son y para que se usan los hemoderivados?. RCCV. 2007; Vol. 1 (2).
*Bonilla, M. 2005. Farmacoterapia con Hemoderivados. Servicio de Farmacia Hospitalaria, Hospital

*Cala Molina, M.P, Vasquez Cardefio, A.M. Estudio comparativo por electroforesis capilary
cromatografia liquida de alta eficiencia de catequinas extraidas de plantas de la familia labiaceae, y

determinacion de su actividad antioxidante. Universidad Industrial de Santander, Facultad
Qcias; 2008.

h

>




