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Propdsito y Método del Estudio: La hormona del crecimiento humana (HGH) es un
péptido globular de cadena Onica de 191 aminoacidos unidos por dos puentes disulfuro, su
masa molecular aproximada es de 22 kDa y no posee residuos de azlcares. La HGH es necesaria
para el crecimiento postnatal y para el metabolismo normal de carbohidratos, lipidos, nitrogeno y
minerales. Se dice que sus efectos son anabdlicos, diabetogénicos y lipoliticos, actuando a
través de mecanismos directos e indirectos. Escamilla en 1996 realizé la construccion de un
vector portador del DNAc de HGH con el que obtuvo cepas recombinantes de Pichia pastoris
productoras y secretoras de HGHr madura alcanzando un 82% de las proteinas totales
secretadas al medio de cultivo (equivalente a 12 mg/L).

El objetivo del presente estudio fue construir cepas de Pichia pastoris conteniendo més de una
copia del ADNc de HGH integrado en €l genoma de la levadura, capaces de producir y secretar
HGHr con mejores niveles de produccién que la cepa previamente construida y evaluar
esquemas de purificacién para el mismo producto recombinante.

Se obtuvieron clonas de E. coli conteniendo el vector construido {pPICOKhGH22K).
.Posteriormente se construyeron cepas recombinantes de P. pastons (cepa GS115) mediante
su transformacion por la técnica de esferoplastos con el vector recombinante pPICSKhGH22K
linearizado con Sac I. Después de verificar la integracion del cassette de expresion por PCR, se
seleccionaron las cepas con mas de una copia del cassette de expresion por tamizaje con el
antibidtico G418. Se ensay6 la produccién de HGHr en el medio de cultivo en fermentaciones a
nivel matraz empleando las cepas de Pichia pasioris GS115hGH22KG418-1,
GS115hGH22KG418-19 y GS115hGH22KG418-76, con una sobreproduccién del 44, 22 y 25
% respectivamente, respecto a la cepa GS115hGH22K-unicopia previamente construida. El
PCR semicuantitativo de dichas cepas mostré que el cociente de ias intensidades de las bandas
de 1060/2200 es mayor en las cepas construidas que en la cepa unicopia, sugiriendo la
presencia de mas de una copia integada del cassette de expresién. La evaluacién de la
produccién de HGHr mostré que la cepa GS115hGH22KG418-1 presenté mayores niveles de
produccién. Al evaluar los esquemas de purificacion, no se obtuvo precipitacion selectiva ¢on
sulfato de amonio al 20 % de saturacién ni buena recuperacion en las condiciones trabajadas. Es
necesario evaluar las variables involucradas en el proceso. Aunque no se lograron obtener
buenos resultados con la cromatografia de intercambio aniénico, e! primero de los tres ensayos
efectuados sugiere que puede ser una buena opcion para purificar HGHr, sin embargo se
requiere optimar las condiciones experimentales.

Contribuciones y Conclusiones: Se logr6 la construccién de una cepa de Pichia pasionis
sobreproductora de HGHr, obteniendo hasta un 44% de sobreproduccion que la cepa de Pichia
pasioris previamente construida. ElI PCR semicuantitativo permitié estudiar la relacién de las
intensid~des de las bandas de 1060 y 2200 pb. Se logrd implementar en el laboratorio la técnica
de esferoplastos como opcién para la transformacion de Pichia pastoris, asi como la técnica de
tamizaje con G418 para la seleccion de posibles cepas multicopias. No se obtuvo precipitacion
selectiva con sulfato de amonio al 20 % de saturacién ni buena recuperacién en las condiciones
trabajadas, y aunque los resultados de la cromatograha de lntercambro aniénico no fueron
satisfactorios, sugieren que puede ser una buena opcion par; r HGHr, sin embargo se

requiere oplimar las condiciones. 'ﬁ
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