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Introduccién: La Eritropoyetina humana (Epo-hu) es una
hormona glicoproteica que interviene en la diferenciacién y
proliferacion eritroide, dado su importancia en el tratamiento
de pacientes con Insuficiencia Renal Cronicay o escasa que
resulta la Epo-hu en su fuente natural se cloné el gen en
células de Ovario de Hamster Chino (CHO) y se desarrollo
un proceso de purificacion en el cual se obtienen las
glicoformas més activas con méas de un 98 % de pureza.

En e proceso de purificacion establecido se forman
agregados solubles de la molécula en el Udltimo paso
cromatogréfico y desde el punto de vista regulatorio existen
limitaciones estrictas en cuanto al porciento permisible de
los mismos. Por todo lo anterior se realizé un estudio de los
principales factores que inducen la agregacion, ademas de
buscar condiciones tecnol égicas que favorezcan la aparicion
de las formas monoméricas de la Epohu-r.

Metodologia: Se desescald el proceso de purificacion de la
Epohu-r y se determind por gel filtracion HPLC TSK 3000
PW la presencia de la formacién de agregados en la elusién
con etanol a 50% (v/v) de la columna de hidrofobicidad.
Ademés se realiz6 un estudio de la influencia del tiempo de
reposo en etanol de la muestra eluida de la columna. Se
determiné la influencia de la concentracion de proteinay de
la matriz hidrofébica en la formacién de agregados y como
ultimo se realizaron elusiones con etanol y Tween 20 como

agente desagregante.

Resultados y discusion: Al analizarse la fraccién eluida de
la columna de hidrofobicidad TSK Butil 650S se observa la
aparicion de una fraccibn de ato peso molecular
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correspondiente a2 000 kDa (fig.1).

Fig.1: Estudios en SEC-HPLC del eluato de la columna de
hidrofobicidad a los 120 minutos de reposo.1l: Material de
referencia 2: la elusién dela columna de hidrofobicidad alos120
min. dereposo. A: agregado M: mondmero.

Esta fraccion por electroforesis y por ensayos de actividad
bioldgica se confirmé que era Epohu-r. Por lo tanto la

fraccion de agregados solubles correspondia a 59 unidades
monoméricas de la Epohu-r. Al realizarse una cinética de
agregacion se observo que tenia un comportamiento de una
ecuacion de segundo orden con respecto al tiempo en etanol
al 50%.

Ademas al estudiarse distintas cargas aplicadas a la matriz
hidrofébica se demuestra que para cargas inferiores a 0.4 mg
de proteinas/ml de gel existe una independencia del tiempo
de exposicion en etanol a 50% con respecto a la formacién
de agregados, o cual no se comporta de la misma forma para
cargas superiores donde los valores de agregados llegaron a
ser el 60 % de laproteina.

Cuando se comparé una muestra eluida por la columna y
otra muestra con etanol al 50% pero sin procesarse por la
matriz hidrofébica se detecta que a cabo de los 120 min de
reposo en etanol 50% existe un incremento de un 10 % de
agregado en la muestra eluida de la columna indicandonos
gue la agregacion se induce primeramente por la interaccion
con la matriz (1). Cuando se eluye con etanol 50% maés
0.01% de Tween 20 existe una disminucién del agregado
quellegaavaloresde un 15 % (2).

Conclusiones. Se demostré que tanto la elusién con etanol
a 50% como la matriz hidrofdbica influyen en la formacion
de agregados y que e tween 20 ejerce un efecto
desagregante en el proceso.
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