PROCESO DE PURIFICACION DE LA HORMONA DE CRECIMIENTO HUMANA
RECOMBINANTE A PARTIR DE CUERPOS DE INCLUSION PRODUCIDOS POR E. coli.
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Introduccion. El aumento en la demanda de la hormona de
crecimiento humana en los dltimos afios ha llevado a la
necesidad de generar nuevas estrategias de producciony al
disefio de procesos integrales que conlleven a una alta
productividad. En México, este producto no se fabrica
debido a la fata de tecnologias adecuadas para su
produccion, las cuales sean competitivas en el mercado. Por
ello, como objetivo de este trabajo se planted el desarrollo
de diferentes estrategias de purificacion que permitieran
obtener un producto con alta purezay con alto rendimiento a
partir de los cuerpos de inclusion generados en
fermentaciones de E.coli recombinante. Asimismo, se
analizaron diferentes metodologias de purificacion con la
finalidad de generar un paquete tecnolégico factible tanto
técni ca como econdmi camente.

Metodologia. Se establecieron diferentes estrategias de
purificaciéon a partir de cuerpos de inclusion prepurificados
y apartir del caldo de cultivo obtenido en fermentaciones de
E. coli. Ademas, de que se utilizaron diferentes estrategias
de purificacion considerando el plegamiento de la proteina
en las primeras etapas del proceso (método nativo) o el

plegamiento en las etapas cromatograficas (método
desnaturalizante). Las operaciones unitarias usadas fueron
disolucion, naturaizacion o plegamiento, microfiltracion,
precipitacion,  ultracentrifugacion,  cromatografia  de
intercambio i6nico, cromatografia de exclusion en gel y de
interaccidn hidrofdbica.

Para e andlisis y cuantificacién de rHGH se utiliz6 SDS-
PAGE y densitometria mediante e software del NIH
Image® y la medicién de proteina total por el método de
Bradford. Se utilizaron técnicas de Dot Blot y Western Blot
para identificacion de la proteina. Se establecidé la
metodologia para cuantificar rHGH por HPLC (C4)
establecida por la farmacopea europea, por medio de
espectrofotofluorimetria y por fotometria (260nm). El
plegamiento de la proteina se analiz6 por medio de HPLC
(C18), por espectrofluorometriay dicroismo circular.

Resultados y discusion. No se encontraron diferencias en
los cuerpos de inclusién provenientes de diversas
condiciones de fermentacién. Se observé que uno de los
puntos criticos es la disolucién del cuerpo de inclusion por
lo que se probaron diferentes condiciones utilizando como
agente caotrdpico la urea y como agente reductor el 2
mercaptoetanol. Se obtuvo una pureza del 25% en esta
etapa.

El plegamiento de la proteina y su correspondiente
oxidacion se correlaciond con el potencial redox del sistema.
La naturalizacion de la proteina se realiz6 por el método de
dilucién y por la adicién de agentes reductores tales como
glutation. El rendimiento promedio obtenido en esta etapa
fue del 95%.

Se redlizaron cinéticas de precipitacion con sulfato de
amonio aumentando la pureza de la rHGH hasta 65% en €l
mejor de los casos.

En las etapas finades de cromatografia se obtuvo un
rendimiento del 98% y una concentracién de 0.177 g/L.
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Fig.1. Proceso de purificacion de rHGH.

Conclusiones. Se establecio €l siguiente esquema general de
purificacion de la rHGH Ademés, se establecieron los
Procedimentos Normalizados de Operacién en cada una de
las etapas obtenidas por dos diferentes métodos
obteniéndose un producto con 95% pureza con alto
rendimiento.
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