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Introduccion. H GCSF, proteina producida de forma
natural por monocitos y fibroblastos,(1) obtenida por via
recombinante es aplicada, entre otros usos, en laneutropenia
inducida por la quimioterapia y en la aceleracion de la
recuperacion neutréfilica después de los trasplantes de
médulas 6seas, asi como su aplicacion en pacientes con
leucemias agudas.(2). La expresion de esta proteina en E.
coli resulta en la formacién de cuerpos de inclusidn,
debiendo ser incluidos en su proceso de obtencion, la
separacion 'y semipurificacion de estos agregados
insolublesy un preceso de renaturalizacion de la proteina.

El objetivo del presente trabajo es la evaluacion de

un proceso de purificacion del G-CSF humano recombinate,

expresado enE. coli.

M etodologia Ruptura y lavado celular. El materia
obtenido de la fermentacién de 50 L de la cepa E. coli
BL- 21 transformada con en el plasmido pTE9, fue
sometido a un proceso de ruptura celular en un
homogenizador de alta presion, seguido por un proceso de
lavado que incluye e uso de Triton X-100 y Urea
Extraccién y Renaturalizacidn. La solubilizacién de la
proteina se realiz6 con GndHCI 6M vy la renaturalizacion se
realizd en cromatografia de Filtracion Gel (Sephadex G25)
en tampén Tris —HCl pH 8 a un flujo lineal de 10 cm/h.
Purificacién. EI materid  renaturalizado se sometié a un
proceso de cambio de tampon por filtracion en gel para su
aplicacion posterior a una cromatografia de Intercambio
cationico.

Resultados y Discusion. En la tabla se pueden apreciar los
valores de purezay rendimiento de las diferentes etapas del
proceso, los valores de pureza del material son  elevados
desde la etapa de renaturalizacion, con el paso
cromatografico de intercambio cationico (Toyopearl Sp 650
200 mL) en tampodn acetato 50 mM pH 4 y elucién a 0.5M
de NaCl se obtiene un producto de dta calidad,
considerando para esta afirmacion parametros de pureza por
RP —HPLC Fg , SDSPAGE, actividad biol6gica
(actividad especifica 1x10® Ul/mg) e integridad de la
molécula

Tabla: Pureza y Rendimiento de |as diferentes etapas

del proceso
Etapas % Pureza | Recobrado
Extraccion 34.82 100
Renaturalizacién 90.4 375
I 16nico 99.4 89.26
Total global 39.14

% de pureza por SDSPAGEY RP-HPLC.

Fig: Perfil de Cromatografico RP-HPLC analitico(Columna C-8)

del producto final..

Conclusiones.
renaturalizacion por filtracion en gel permite la

El proceso de purificacion que incluye la
obtencién de

un producto con una pureza mayor de un 95 % y un

recobrado global del proceso superior aun

30 %.
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