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RESUMEN

L.Q.L Juan Francisco Villarreal Chiu

Universidad Auténoma de Nuevo Leén. Facuitad de Medicina
Fecha de Graduacién: Jimio 2006 Area de Estudio: Biologia Molecular

Candidato para el grado de Maestria en Ciencias con especialidad en Biologia Molecular e Ingenierfa
Genética,
Numero de pdginas: 52

Thtulo del estudio. “Desarrollo de un esquema de purificacién para Ia hormona del crecimiento bovina
producida por Pichia pastoris”.

Introduecién. La purificacién de protenas se realiza a través del empleo de técnicas cromatograficas que se
basan en sus caracteristicas intrinsecas. Entre las técnicas cromatogrificas méds empleadas se encuentran la de
intercambio i6nico, Ia de interacciones hidrofébicas y la de exclusién molecular. Estas técnicas suelen ser
combinadas para producir vn esquema de purificacion mas eficiente al basarse en varias de las caracteristicas
de la proteina de interés.

Objetive. Desarrollar un proceso de puarificacién para la bGH producida por Pichia pastoris.

Material y Métodos. La muestra inicial de trabajo fue el medio de cultivo sin biomasa de una fermentacién
inducida de la cepa de Pichia pastoris pPIC9-bGH, dializado contra buffer Tris-HCl 20 mM y EDTA
02mM. Como fase inicial de purificacién se utilizé la cromatografia de intercambio anibmico (CLA),
empleando una resina tipo Q-Sepharose. La ¢lucién sc realizé a través de un gradiente de 0, 0.4, 0.6, 0.8 y 1
M de NaCl y se recuperaron fracciones de 10 mL. Comopasomtmmed:osenﬂnhzélacromatogmﬁade
interacciones hidrofébicas (CIH), donde se empleé una resina Phenyl-Sepharose. La fraccién con bGH
obtenida en CIA se acondiciond con 1 M de sulfato de amonio (SA). La elucién se realizé mediante un
gradiente de 1, 0.8, 0.6, 0.4, 0.2 y 0 M de SA. Se colectaron fracciones de 10 mL.. Como paso final se utilizd
la cromatografia de exclusién molecular (CEM) con resina Sephacryl 5-100. La fraccién con bGH obienida
de la CIH fue cargada en Ia columna empleando buffer Tris-HCL 20 mM para realizar la elucién. En este caso
se colectaron fracciones de 1 mL. La cantidad de protefnas en cada una de las fracciones foe determinada por
el método de Bradford y su composicién fue analizada en geles discontinuos de poliacrilamida al 4-15% en
condiciones reductoras.

Resultados. La muestra inicial contenia 912 + 183 ug de protefna total, de los cuales el 15% representaron ia
bGHr. En la fase inicial mediante la CIA, la muestra s¢ semi-purificé en um 92% obteniéndose un porcentaje
de recuperacion del 85.8% de bGHr en la fraccién de elucién 0 M de NaCl. En la fase intermedia de CIH se
recuperé el 62.7% de 1a bGHr con una pureza del 98.5%. La bGHr se recuper6 en la fraccion 0M de SA. En la
CEM como fase final se obtuvo um 97.4% de recuperacion con una pureza del 99_5%. El proceso present6 un
52.4% de recuperacion total de la bGHr.

Conclusiones. La purificacién con CIA-CIH-CEM es eficiente al purificar en un 99.5% y recuperar el 52%

de la bGHr producida por P. pastoris. Ademas, el proceso presenta Ia ventaja de proporcionar distintos grados
de pureza para satisfacer las necesidades del laboratorio.

Dr. Gerardo Padilla Rivas Dr. Hugo Barrera Saldafia Dr. Karim Acuiia Askar
Director de Tesis Co-director de Tesis Co-director de tesis



CAPITULO 1. MARCO TEORICO

1.1. INTRODUCCION

La introduccién de la tecnologia del ADN recombinante ha permitido la
explotacion industrial de proteinas con propiedades terapéuticas que permanecian
limitadas para su comercializacion. Gracias a esto, las proteinas recombinantes juegan
un papel muy importante en la medicina modema. Vacunas, anticuerpos, hormonas y
agentes anticancerigenos son sélo algunos ejemplos de la gran variedad de proteinas
recombinantes que se pueden obtener al emplear esta tecnologia (Barrera-Saldafia,
1992).

A la par del uso de proteinas recombinantes, se ha favorecido el desarrollo de
mejores métodos para su produccién y purificacion. Diversos microorganismos han sido
desarrollados como las mejores opciones para expresar proteinas, destacando entre ellos
la levadura metilotrofica Pichia pastoris, la cual cuenta con mecanismos de expresion
condicionada de proteinas recombinantes y la capacidad para favorecer su secrecién al
medio de cultivo (Barrera-Saldafia y cols., 2004).

La presente investigacién se enfoca en la purificacién de la hormona de
crecimiento bovina recombinante expresada por la levadura P. pastoris, empleando para
esto técnicas cromatogréificas que se basan en las caracteristicas intrinsecas de la
proteina de interés para lograr su acondicionamiento hacia el ambiente més adecuado
para su posterior utilizacién en anélisis especializados de bioactividad.



1.2. ANTECEDENTES

La purificacién de una proteina es esencial para el estudio de sus propiedades e

investigar sus aplicaciones en la medicina. Para esto, existen técnicas de separacién que

hacen uso de las propiedades fisicoquimicas propias de las moléculas, como las que se
describen en el Cuadro 1.

Cuadro 1. Técnicas de separacién de proteinas.

Técnicas Propiedad empleada Aplicacion recomendada
No cromatogrdficas
: . s Al inicio de un proceso de purificacion,
ﬂtt:‘na;::g;)or Tamafio molecular especialmente con grandes volimenes de
medio.
. .. Densidad,
Centrifugacion tamafio molecular Fraccionamiento de componentes celulares
Cromatogrdficas
Exclusién =
Molecular Tamatio molecular Paso final de esquema de purificacién
Intercambio iénico ~ Carga Paso inicial de esquema de purificacién
Hidrofobicidad Hidrofobicidad Después de una precipitacién con sulfato de
amonio
no es relevante
Afinidad Uni6n a ligando Alinicio de un esquema de purificacién
Covalencia Grupos tiol Sql)aracién de proteinas que contienen grupos
tio)
Cromatoenfoque Carga, pl Separacion de isoformas.

Tomado de: Ahmed, 2005.

Las técnicas de separacion pueden ser combinadas para producir un esquema de
purificacién mdés eficiente al basarse en varias de las caracteristicas de la proteina de
interés. El Cuadro 2 muestra las ventajas de las principales técnicas cromatograficas

empleadas en la purificacion de proteinas y su conveniencia a través de las distintas

fases de un esquema de purificacion (Skoog y cols., 1995).



Cuadro 2. Ventajas de las técnicas principales para la separacién de proteinas

Condicién Condicién
F. F F
Técnica Ventajas C"“ e e inicialdela  finaldela
muestra muestra
Alta Posible cambio
. H
resolucion Bsi P
aja fuerza
Cromatografia Ala Muy My Poco  jénica Alta fucrza
de intercambio ; convemiente  convemiente  comvemicnle ibnica
i6nico capacidad Sin lémite en
Alta volumen Mucstra
velocidad concentrada
Bucna
resolucitn Alta fuerza Baja fuerza
aja
Cromatografia Buena conveiente Muy Poco  jénica ibnica
de interacciones capacidad comvemiente  conveniente ) )
hidrofébicas Sin limite en Muestra
Alta volumen concentrada
velocidad
Volumen de
muestra .
. Posible cambio
Cmma.togr?ﬁa Alta No Poco Muy limitado de buffer
de exclusién resolucién conveniente  convenienfe  convemiente  § iroe on )
molecular velocidad de ~ Muestra diluida
flujo
Cromatografia Volumen de Perdida de
. . Alta Poco Poco Muy A
liquida de alta " - ) : muestra actividad
.y 1 conveniente convenicnic comvements P it
resolucion resolucion limitado biologica
Alta o -
resolucién Condiciones Condiciones
Alts especificasde  especificas de
Cromatografia . Muy Mury convemiense  }igacion elucién
de Afinidad capacidad  comvemienfc - comvemicnte e
Sm limite Muestra
Alt_a volumen concentrada
velocidad

Tomado de: Amersham Biosciences, 2001



1.2.1. CROMATOGRAFIA DE INTERCAMBIO ANIONICO

La cromatografia de intercambio iénico empleada para la separacion de
biomoléculas fue introducida en 1960 y actualmente juega un papel muy importante en
la separacion y purificacién de proteinas recombinantes (Vydac, 2000).

Esta cromatografia basa su principio de separacion en la relacion que existe
entre la carga neta de las proteinas y el pH de la fase mévil, ya que esta relacion es
dinica para cada proteina. La interaccién entre las moléculas cargadas y la matriz es
controlada para favorecer la unién o elucion de moléculas especificas y lograr asi la
separacién de la molécula de interés (Skoog y cols., 1995).

La cromatografia de intercambio ani6nico ha sido empleada como fase inicial en
distintos esquemas para purificar hormonas de crecimiento y otras protefnas de interés
médico e industrial. Olson y cols., (1981) fueron los primeros en reportar la purificacion
de GH humana recombinante (hGHr) producida por Escherichia coli. Para ello
emplearon la cromatografia de intercambio aniénico débil (DEAE-Sepharose) como
fase inicial en combinacién de cinco pasos de separacion, los cuales incluyen una lisis
celular, seguida de una precipitacién con sulfato de amonio, la cromatografia de
intercambio aniénico débil, una cromatografia de intercambio catiénico débil (CM-
Sepharose) y finalizando con una cromatografia de exclusién molecular (Sephacryl S-
200), reportando con esto un 98% de pureza final sin anexar informacion de la
recuperacion o pureza obtenidos por cada técnica individual. En 2003, Ouyang y cols.,
emplearon como tinico paso de purificacion la cromatografia de intercambio anidnico
fuerte (Q-Sepharose) para purificar GH porcina recombinante expresada por Pichia
pastoris previa precipitacién con sulfato de amonio, recuperando cerca del 70% de la

GH recombinante con una pureza relativa del 95%.

Zhang y cols., (2004) purificaron inulinasa de Aspergillus niger expresada en P.
pastoris, la cual es una enzima degradadora de inulina con la cual se produce jarabe rico
en fructosa. Ellos reportaron el empleo de la cromatografia de intercambio ani6nico
fuerte (HiTrapQ) como iinico paso cromatografico obteniendo 11% de recuperacién de
la proteina con un 95% de pureza. Ademds reportaron que las proteinas de P. pastoris
fueron eluidas a fuerzas idnicas mayores, destacando asi el cardcter aniénico de las



proteinas del sistema de expresion en condiciones de pH neutro, concluyendo que esta
caracteristica puede ser empleada como estrategia principal para eliminar este tipo de

proteinas contaminantes en la cromatografia de intercambio i6nico.

Lo anterior fue comprobado por Chen y cols., (2004), quienes produjeron y
purificaron fosfatasa alcalina de placenta humana en P. pastoris. Como purificacion,
emplearon una columna empacada con una matriz de intercambio anidnico débil
(DEAE-Sepharose), con la cual obtuvieron cerca del 100% de recuperacién y una

pureza superior al 99%.

La cromatografia de intercambio aniénico en sus modalidades fuerte (resina
denominada Q) y débil (resina denominada DEAE) ha sido empleada para purificar
otras proteinas de interés llevando a porcentajes de pureza superiores al 95% cuando ha
sido empleada como fase inicial del proceso de- purificacién. Entre esas proteinas se
encuentran la ovalbumina de huevo (Ito y Matsudomi, 2005), la ovotransferrina
(Mizutani y cols., 2004), penicilina G acilasa de Providencia rettgeri (Senerovic y cols.,
2005), pepsinogeno porcina (Yoshimasu y cols., 2002), galactosa-f-1,3-
glucorunosiltransferasa I (Lattard y cols., 2005), enzima fibrinolitica PM24 (Hu y cols.,
2005) y la tanasa de Aspergillus oryzae (Zhong y cols., 2004).



1.2.2. CROMATOGRAFiA DE INTERACCIONES HIDROFOBICAS

Como fase intermedia de purificacién, la cromatografia de interacciones
hidrofébicas es una excelente herramienta para separar proteinas que presentan cierto
cardcter hidrofébico. Esta cromatografia estd basada en el principio establecido por
Tiselius en 1948, donde menciona que las proteinas y otras sustancias que son
precipitadas a altas concentraciones de sales neutras (proceso conocido como “Salting
Out”) son adsorbidas fuertemente en adsorbentes, que en soluciones libres de sales no
muestran afinidad por las proteinas y que a altas concentraciones se convierten en
excelentes adsorbentes. (Skoog y cols., 1995).

En 1986, Lefort y Ferrara obtuvieron a partir de Escherichia coli una hGHr
100% pura aplicando la cromatografia de interacciones hidrofobicas (Phenyl-Sepharose)
como fase intermedia, en combinacién con una cromatografia de intercambio aniénico
débil como fase inicial (DEAE-Sepharose) y una de exclusién molecular como fase de
pulido (Ultragel AcA44), reportando que el uso de la resina Phenyl-Sepharose llevo a
un 28% de recuperacién del producto final, siendo este el paso mas ineficiente del

Proceso.

Este resultado fue comprobado por De Oliveira y cols. (1999) quienes reportaron
la reduccién de contaminantes provenientes de E. coli en un 99%, recuperando un 43%
de hGHr planteando la utilizacién de una cromatografia de interacciones hidrofobicas
(Phenyl-Sepharose) como fase final en el esquema de purificacion desarrollado por

€stos autores.

Hasta la fecha, la cromatografia de interacciones hidrofébicas no ha sido
empleada para purificar GH recombinantes expresadas en Pichia pastoris. Sin embargo,
diversos autores han recurrido a esta cromatografia para purificar otras proteinas
expresadas bajo este sistema. Damasceno y cols., (2004) purificaron a través de esta
cromatografia un fragmento de anticuerpo humano, correspondiente al dominio variable
de la cadena sencilla, para su uso en el tratamiento contra el cancer de colon
denominado A33scFv. Ellos emplearon la cromatografia de interacciones hidrofébicas
(Phenyl-Sepharose) como fase intermedia de purificacién, con la cual obtuvieron un
25% de recuperacion y 90% de pureza.



Gadkari y cols., (2003) expresaron y purificaron las hormonas gonadotropina
coridnica y luteinizante humanas en Pichia pastoris para investigar su funcién en el
proceso de la reproduccién humana, Los autores reportan el empleo de la cromatografia
de interacciones hidrofébicas (Phenyl-Sepharose) como paso inicial seguido de una
cromatografia de intercambio catiénico fuerte (SP-Sepharose), obteniendo como
resultado una preparacién enriquecida de ambas proteinas con una pureza superior al
95%.

Nuevas proteinas recombinantes han sido purificadas a través de la
cromatografia de interacciones hidrof6bicas, aumentando hasta en un 90% de pureza
cuando esta cromatografia ha sido empleada como fase inicial y/o intermedia del
proceso de purificacién. Entre las proteinas purificadas se encuentran la aglutinina de
Galanthus nivalis (Baumgartner y cols., 2003), butolina (Weatherly y cols., 2002),
cinamoil esterasa de Aspergillus niger (Juge y cols., 2001), enzima activadora de
proteina C (Kunes y cols., 2002), lipasa B de Candida antartica (Rotticci-Mulder y cols.,
2001), bilirrubina oxidasa de Myrothecium verrucaria (Kataoka y cols., 2005) y la
equistatina (Outchkourov y cols., 2002), entre otras.



1.2.3. CROMATOGRAFIA DE EXCLUSION MOLECULAR

La cromatografia de exclusion molecular ha demostrado ser una herramienta
eficaz para finalizar los esquemas de purificacién (denomindndose usualmente a esta
fase de finalizacion como fase de pulido), permitiendo el acondicionamiento de la
proteina de interés, bajo las condiciones mds adecuadas para su uso final. Esta técnica
basa sus principios de separacion, en la diferencia en tamafio que presentan las
macromoléculas y la migracién diferencial que presentan a través de los poros de
distintos tamafios de la resina (Skoog y cols., 1995).

Autores antes mencionados (Olson y cols., 1981; Lefort y Ferrara, 1986; de
Oliveira y cols., 1999; Rotticci-Mulder y cols., 2001 y Kataoka y cols., 2005) han
empleado esta cromatografia como fase de pulido en sus esquemas de purificacion,

consiguiendo con esto elevar sus porcentajes de purificacidén por arriba del 95%.

Por otra parte, Flodh y cols., (1986) reportaron que el uso de la cromatografia de
exclusién molecular (Sephacryl S-200) logré aumentar la pureza de una preparacién de
hGHr expresada en Escherichia coli, obteniéndola a un grado superior al 99%.

Barbier y cols., (2004) emplearon una resina de exclusién molecular tipo
Sepharose 4B (Amersham Biosciences) para purificar la enzima nitrato reductasa
eucaridtica expresada en Pichia pastoris, como paso posterior a una cromatografia de
afinidad por metales inmovilizados. Este grupo de reporté una eficiencia de
recuperacion del 98%, con una pureza superior al 98%. De manera similar, Fierens y
cols., (2004) usaron la cromatografia de exclusién molecular (Sephacryl S-100) como
paso final en su esquema de purificacién para obtener la proteina inhibidora de xilanasa
1 de Triticum aestivum, 1a cual es utilizada en la preparacion de cereales y sus derivados.
El empleo de esta cromatografia llevé a una pureza mayor al 95% con un rendimiento

de recuperacién cercano al 50%.

Existen otros ejemplos donde la cromatografia de exclusién molecular como
fase de pulido, en el proceso de separacion, ha logrado la purificacion de proteinas
recombinantes producidas por Pichia pastoris, elevando la pureza de las proteinas
recombinantes hasta un 99%. Entre los esquemas de purificacién que han reportado el



uso de esta cromatografia estdn los desarrollados por Damaso y cols., (2003) que
purificaron la xilanasa de Thermomyces lanuginosis; Sevo y cols., (2002) que lograron
aislar penicilina G amidasa de Providencia retigeri; Rolland y cols., (2001} que
purificaron y caracterizaron un antigeno contra la proteina core del Hepatitis B;
Paramasivam y cols., (2002) que purificaron lactoferrina de caballo; Bisht y cols., (2001)
que produjeron y aislaron una proteina de la envoltura del virus del dengue tipo 2; Liu y
cols., (2001) que aislaron al interferén o-1 humano y Chantasingh y cols., (2005) que
prepararon y purificaron la xilanasa 10 de Aspegillus aerreus, entre otras.
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1.2.4. CROMATOGRAFI{A LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION

La cromatografia liquida de alta resolucién en su modalidad de fase reversa
(CLAR-FR) es una herramienta ampliamente utilizada para evaluar la pureza final del
producto purificado, con la cual se comparan los espectros y tiempos de retencién del
producto purificado contra el tiempo de retencién del compuesto estindar comercial.
Mukhopadhyay y cols., (2002) establecieron las condiciones de separacién 6ptimas para
aislar y confirmar la identidad de diversas GHs recombinantes producidas por
Escherichia coli. Actualmente, la identidad de las proteinas recombinantes expresadas
en Pichia pastoris es evaluada mediante esta metodologfa, destacindose como
ejemplos de estas proteinas recombinantes la citosina bloqueadora de crecimiento de
Pseudaletia separata (Koganesawa y cols., 2002), pediocina PA-1 de Pediococcus
acidilactici (Beaulieu y cols., 2005), alergen Ole 10 de polen de olivo (Barral y cols.,
2005), endotoxina neutralizante (Paus y cols., 2002), glicoproteina D de Herpes Simple
1 ¥ 2 (Kooij y cols., 2002), Monoamina oxidasa A humana (Li y cols., 2002) y el
ligando F1t3 (Zhang y cols., 2005), entre otras.
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1.3. JUSTIFICACION

El propésito de la produccién en masa de proteinas recombinantes es el de
purificarlas para usarlas en €l beneficio de la salud. Debido a que las hormonas de
crecimiento tienen un particular interés para la industria farmacéutica y pecuaria, es

necesario el desarrollo de un esquema de purificacién que permita aislar estas proteinas.

Este trabajo surge de la necesidad de purificar la hormona de crecimiento bovina
recombinante producida en el Laboratorio de Biotecnologia del Departamento de
Bioquimica por la levadura Pichia pastoris en un porcentaje superior al 95%.
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1.4. HIPOTESIS

La estrategia de purificacién por Cromatografia de Imercambio Anidnico —
Cromatografia de Interacciones Hidrof6bicas — Cromatografia de Exclusién Molecular

es adecuada para establecer un porcentaje de pureza superior al 95% para la hormona de
crecimiento bovina producida por Pichia pastoris.
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CAPITULO I1. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GENERAL

Desarrollar un esquema de purificacién para la hormona de crecimiento bovina

producida en Pichia pastoris.

2.2. OBJETIVOS PARTICULARES

1. Evaluar la eficiencia de purificacién de la técnica de cromatografia de

intercambio aniénico como fase inicial del proceso de purificacion.

2. Evaluar la eficiencia de purificacion de la técnica de cromatografia de

interacciones hidrofobicas como fase intermedia del proceso de purificacion.

3. Evaluar la eficiencia de purificacién de la técnica de cromatografia de exclusién

molecular como fase final del proceso de purificacion.

4. Evaluar la pureza final de la hormona de crecimiento bovino por cromatografia

liquida de alta resolucién en fase reversa.

5. Comprobar la identidad de la hormona de crecimiento bovino obtenida del
esquema de purificacién mediante Western Blot.
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CAPITULO IIl. MATERIAL Y METODOS

3.1. ESQUEMA GENERAL DEL TRABAJO

Muestra pPic9-bGH
dializada

Flujo 0.5 mL/min
v Bomba Peristaltica
Cromatografia de Intercambio AniéNico ;o.eptarose fust fam?

Buffer inicial: Tris-HC1 20 mM, EDTA ¢.2 mM, pH 8
Elucién: Gradiente creciente NaCl en buffer inicial (0, 400, 600, 800 y 1000 mM)

Recolectar 10 mL/conc. NaCl

Elucién Elucién Elucién Elucién Elucién
oM 04M 0.6 M 0.8 M 1L.OM
Cambiar pH del
buffer inicial
(6,7,9010)
Andlisis de fracciones:
EGPA-SDS y Bradford
bGHr presente
SI en0M NO
Ajustar muestra
elucion OM NaCl
a1l M (NH,).S0,
Cromatografia de Interacciones Hidrofdbicas 3
Elucién: Gradiente decreciente (NH,).SO, en buffer inicial
(1000, 800, 600, 400, 200 y 0 mM) ]
Cambiar pH del
buffer inicial

6,7,9010)
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>

Recolectar 10 mL/conc. (NH,).50,

Eluci6én Elucién Elucién Elucion Elucién Elucién
1M 0.8 M 0.6 M 04M 02M oM
Anilisis de fracciones:
EGPA-SDS y Bradford
bGHr presente NO
SI enOM
Cromatografia de Exclusiéon Molecular . hacvi 5100 High Resshution)s
Elucién: Buffer inicial .
Recolectar 1 mL/2 min
t= 10 min t= 14 min 1= 18 min t=22 min t=26 min t= 30 min
1= 12 min t=16 min t= 20 min t=24 min t=28 min
Anélisis de fracciones:
EGPA-SDS y Bradford
Cambiar pH del
buffer inicial
(6,7,9010)
bGHr presente
SI en 18 min NO

|
Cromatografia Liquida de Alta Resolucién en Fase Reversa

mas C15):

Elucién: Gradiente de acetonitrilo-agua




(por duplicado)

EGPA-SDS de muestras que contengan bGH purificada

Tincién con Coomassie
sobre uno de los geles

16

Western Blot
(Transferencia de las proteinas del gel
hacia una membrana de nitrocelulosa)

Inmunodeteccion
Anticuerpo conjugado con peroxidasa
de rabano/Diaminobencidina-H,0,

Visualizacién de la bGH a altura
de 22 kDa en control positivo y
muestras purificadas

Se comparan y evalian las
proteinas detectadas mediante
inmunodeteccién ¥ detectadas

mediante Coomassie
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3.2. MATERIALES

3.2.1. EQUIPO

A continuacién se presenta la lista del equipo que se empleé para la realizacion de este
trabajo:

« Bomba peristaltica Dynamax® RP-1.

(Rainin Instrument Co., Emeryville, CA, EUA)

« Cémara de electroforesis Mini-PROTEAN® 3.
(Bio-Rad Laboratorios, Inc., Hercules, CA, EUA)

* Centrifuga 5415C.

(Eppendorf AG, Hamburgo, Alemania)
* Espectrofotometro Biophotometer.
(Eppendorf AG, Hamburgo, Alemania)

* Fuente de poder BRL modelo 500.

(Life Technologies Inc., Gaithersburg, MD, EUA)

* Agitador mecanico Orbit modelo 3540.
(Barnstead International, Dubuque, 10, EUA)

» Incubadora de agitacion oscilatoria R76.

(New Brunswick Scientific, Edison, NJ, EUA)

* Centrifugadora Beckman Allegra J2-M1.
(Beckman-Coulter, Inc., Fullert, CA, EUA)

= Campana de flujo laminar, Protector Laboratory Hood.
(Labconco Corp., Kansas City, MI, EUA)

» Cromatdgrafo de liquidos de alta resolucién: 600 Controller,
717 Autosampler, 996 Photodiode Array Detector.
(Waters Corp., Milford, MA, EUA)

» Termoagitador Cinarec 2 Thermolyne.

(Barnstead Internacional, Dubuque, 10, EUA)
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3.2.2. MATERIAL

Dentro de los materiales utilizados, se encuentran:

» Columna Poly-Prep® de 9 cm.
(Bio-Rad Laboratorios, Inc., Hercules, CA, EUA)

« Columna Econo-Column® de 20 cm.
(Bio-Rad Laboratorios, Inc., Hercules, CA, EUA)

» Pipetas Research® modelos:
0.5-10pL, 2-20pL, 10-100pL, 100-1000pL
(Eppendorf AG, Hamburgo, Alemania)

» Tubos de polipropileno para centrifugar con capacidad de 50 mL.
(Corning Incorporated, Acton, MA, EUA)

» Tubos de polipropileno para centrifugar con capacidad de 15 mL.
(Corning Incorporated, Acton, MA, EUA)

» Microtubos de polipropileno para centrifugar con capacidad de
0.6, 1.5, 2 mL.
(Cel Assosciates Inc., Pearland, TX, EUA)

» Pipetas seroldgicas de vidrio de 5y 10 mL.
(Corning Incorporated, Acton, MA, EUA)

* Celdas de plastico para biofotémetro UVette® de 2 mL.
(Eppendorf AG, Hamburgo, Alemania)

« Reservorios de vidrio Pyrex® de 1 L, 500 mL y 250 mL.
(Corning Incorporated, Acton, MA, EUA)

* Pizeta de pléstico.
(Corning Incorporated, Acton, MA, EUA)

« Sistema de microfiltracién de vidrio Fisherbrand®,
(Fisher Scientific, Pittsburg, PA, EUA)

« Matraces Erlen-Meyer Pyrex® de 250, 500 y 1000 mL.
(Coming Incorporated, Acton, MA, EUA)

» Asa bacteriologica.
(Fisher Scientific, Pitisburg, PA, EUA)

* Jeringas de pléstico Plastipak de 3 y 10 mL.
(Becton Dickinson, Sparks, MD, EUA)



« Acrodiscos de 0.22 y 0.45 pm.
(Waters Corp., Milford, MA, EUA)

+ Microfiltros Whatman de 0.22 y 0.45 pm.
(Waters Corp. Milford, MA, EUA)

= Membrana de dialisis con corte de 12 kDa
(Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EUA)

« Membrana de nitrocelulosa para Western blot
(Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EUA)

19



3.2.3. REACTIVOS

20

Lista de reactivos que se utilizaron para desarrollar la parte experimental:

 Metanol absoluto grado ACS (67-s6-1]-

(Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EUA)
» Acido acético glacial grado ACS [s4-197).

(Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EUA)
» Acido clorhidrico grado ACS péi7-01-0)-

(Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EUA)
* Cloroformo grado ACS [67.66-3]-

(Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EUA)
* Glicerol grado ACS (s6-31-5)-

(Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EUA)
+ Fosfato de potasio dibasico anhidro grado ACS [7758-114)-

(Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EUA)

« Fosfato de potasio monobésico anhidro grado ACS 7r1s-77.0).

(Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EUA)

» Sulfato de amonio grado Biologia Molecular 7783-20-2)-
(Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EUA)

» Fosfato de sodio dibasico anhidro 99% (75ss-794)-
(Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EUA)

» Fosfato de sodio monobésico anhidro 99% (7ss5s-s0.71-
(Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EUA)

» Carbonato de sodio grado ACS 497.19.9).
(Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EUA)

* Dicromato de potasio 99.5% [777s-s0-93-
(Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EUA)

* Nitrato de plata grado ACS [7761-3s-8)-
(Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EUA)

» N,N,N’,N"-Tetrametiletilendiamina (TEMED) 99% [110-18-9}-

(Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EUA)
* Persulfato de amonio grado Biologia Molecular [7727-54-0)-
(Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EUA)

CH;0OH

CH;CH,COOH

HCI

CHCl,

C;Hs(OH);

K>;HPO,

KH,PO,

(NH4)2504

Na2HP04

NaH,PO,

Na,COs;

KzCl’;O')

AgNO;,

CeHi6N>

(NH4)28:04



» Azul de bromofenol grado Biologia Molecular (s2625-28-9}-
(Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EUA)

* EDTA 99+% sal dis6dica dihidratada (331-92-6)-
(Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EUA)

« Cloruro de sodio grado Biologia Molecular [7647-14-5]-
(Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EUA)

* Glicina 99% [56-40-6)-

(Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EUA)
» Biotina (Vitamina H) 99% (ss.5-5}.
(Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EUA)
* Dodecil sulfato de sodio (SDS).
(Pierce Chemical Co., Rockford, Il, EUA)
» Tris base ultrapura grado Biologia Molecular [77.26-1}-
(US Biological, Swampscott, MA, EUA)
* Coomasie Brilliant Blue R.
(Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EUA)
* B-Mercaptoetanol grado Biologia Molecular (s0-24-2)-
(Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EUA)
* Per6xido de Hidrégeno 30% [7722-84-1)
(Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EUA)
* Acrilamida/Bisacilamida 30%.
(Bio-Rad Laboratorios, Inc., Hercules, CA, EUA)
*» Albimina bovina Fraccién V 96% 9048 46.8)-
(Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EUA)
* Extracto de levadura.
(Becton Dickinson, Sparks, MD, EUA)

* Bacto peptona.

(Becton Dickinson, Sparks, MD, EUA)

* Yeast Nitrogen Base.
(Becton Dickinson, Sparks, MD, EUA)

 Resina de intercambio ani6nico Q-Sepharose fase flow.
(Amersham Biosciences, Suecia)

* Resina de interacciones hidrofébicas

Phenyl-Sepharose high performance.
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CioH16BrsOsS

CioH14N2Na;0s

NaCl

C;HsNO,

CioH16N205S

Ci2Hz2604S

C;Hi1NO,

Ca6H19N304083

C:HeOS

H;O,

C;HsNO/C;7H;0N>0,



(Amersham Biosciences, Sweden)

* Resina de exclusién molecular Sephacryl S-100 high resolution.

(Amersham Biosciences, Suecia)
+ Coomasic® Plus protein assay reagent.
(Pierce Chemical Co., Rockford, II, EUA)
» Diaminobencidina.
(Research Organics Inc., Cleveland, OH, EUA )
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3.3. METODOS

3.3.1. PURIFICACION DE LA bGH

El esquema de purificacién se desarrollé partiendo de una muestra de
fermentaci6n a escala matraz de una cepa de Pichia pastoris productora de bGH
construida previamente en el laboratorio (Gallardo, 1999), la cual fue dializada en
membranas de celulosa de 12 kDa de corte (N° Catalogo D9402, Sigma Chemical Co.,

St. Louis, MO, EUA.) frente a buffer de trabajo, el cual contenia Tris-HCI 20 mM,
EDTA 0.2mM a pH 8. La alimentacién de la columna con buffer y muestras se realiz6 a
través de una bomba peristaltica (Rainin, Modelo RP-1) a flujo continuo de 0.5 ml/min.

El esquema de purificacién empleado se describe a continuacion:

3.3.2. CROMATOGRAFiA DE INTERCAMBIO ANIONICO

Se tomaron 912.8 + 183 pg de proteina total como muestra inicial y se
inyectaron a una columna Poly-Prep® marca Bio-Rad® de 9 cm empacada con una
resina de intercambio anidnico fuerte (Q-Sepharose fast flow; Amersham Biosciences,
Suecia). Posteriormente, se realizé la elucion de proteinas empleando distintas
soluciones que consistian en buffer de trabajo mas diferentes concentraciones de cloruro
de sodio (0, 400, 600, 800 y 1000 mM NaCl). Se recolectaron 10 mL de cada
concentracién de NaCl.

Para el analisis de la eficiencia del proceso se tomaron 500 pL. de cada fraccién
recolectada y las proteinas se precipitaron con metanol-cloroformo, afladiendo 600 uL
de metanol y 450 ul. de cloroformo a 500 yL. de la muestra. Se agité suavemente por un
minuto y la mezcla se centrifugé a 14,000 revoluciones por minuto (rpm) por 5 minutos,
en seguida se removid la fase superior cuidando de no perturbar la interfase, después se
afiadieron 450 pL. mis de metanol y la mezcla se agité y centrifugé nuevamente. Se
eliminé todo el liquido y la pastilla se sec6 en un equipo Savant de centrifugacion al
vacio por 15 minutos; posteriormente, la pastilla seca se resuspendioé en 16 pL de buffer
de muestra y se calenté a 95°C por 5 minutos. La muestra se analiz6 por electroforesis
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en geles de poliacrilamida en condiciones reductoras (EGPA-SDS; Ausubel v cols.,
1999). 100 pL de las muestras obtenidas de la cromatografia se emplearon para
cuantificar proteinas totales por el método de Bradford (Bradford, 1976).

A través de la cromatografia de intercambio ani6nico se recolectaron 116.3 + 16
pg de bGHr en la fraccion 0 mM de NaCl y para acondicionar la muestra para la

siguiente cromatografia, a ésta se le adicioné una alta concentracién (1000 mM) de
sulfato de amonio [(NHs)SO4).

3.3.3. CROMATOGRAFIA DE INTERACCIONES HIDROFOBICAS

La fraccién 0 mM de NaCl que contenia 116.3 £ 16 pg de bGHr obtenida de la
cromatografia de intercambio anidnico previamente acondicionada se inyectd a una
columna empacada con resina tipo Phenyl-Sepharose high performance (Amersham
Biosciences) de 1 mL de volumen de trabajo. Al terminar de pasar ]Ja muestra se inici6
la elucién de la misma con un gradiente decreciente de sulfato de amonio disuelto en
buffer de trabajo [1000, 800, 600, 400, 200 y 0 mM de (NH4).SO;]. Se recolectaron 10
mL de cada concentracion de (NH,);SO, y las muestras se dializaron frente a Tris-HCI
20 mM por 24 horas, cambiando el buffer cada 6 horas. Al terminar la diélisis, se
tomaron 400 pl de cada fraccion y las proteinas se precipitaron con el método de
metanol-cloroformo y se analizaron por EGPA-SDS (Ausubel y cols., 1999). También
en este caso se tomaron 100 uL mis de cada fraccién recolectada para cuantificar
proteinas totales por el método de Bradford (Bradford, 1976).
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3.3.4. CROMATOGRAFIA DE EXCLUSION MOLECLAR

A partir de la cromatografia de interacciones hidrofébicas se obtuvieron 64.8 +
18 pg de bGHr recolectados en la fraccion 0 mM de (NH;4).SO4, de los cuales, por
limitaciones de la técnica fueron inyectados 14 £ 3 pg en una columna Econo-Column®
marca Bio-Rad® de 20 cm empacada con una resina de exclusién molecular (Sephacryl
S-100 high resolution de Amersham Biosciences). La muestra inyectada entr$ a la
resina por gravedad, después se adicionaron 200 puL de buffer de trabajo con una pipeta
automatica. Al tener un nivel adecuado de buffer por encima de la resina, se encendié la
bomba peristéltica para iniciar la elucién de las proteinas. La recoleccidén de fracciones
se realizé de manera manual, recolectando 1 mL por fraccién, completando asi 20 mL
de elucion con el buffer de trabajo.

Nuevamente al terminar el proceso se tomaron 400 pl de cada fraccion y las
proteinas se precipitaron con e¢] método de metanol-cloroformo y se analizaron por
EGPA-SDS (Ausubel y cols, 1999). Ademais se tomaron 100 pl. para cuantificar
proteinas totales por el método de Bradford (Bradford, 1976).

3.3.5. CROMATOGRAFIA LiQUIDA DE ALTA RESOLUCION
EN FASE REVERSA

La determinacion de la pureza final del producto obtenido del esquema de
purificacion se realizé a través de un andlisis de Cromatografia Liquida de Alta
Resolucién en Fase Reversa (CLAR-FR), en la cual se empleé un gradiente de
acetonitrilo-agua reportado previamente por Mukhopadhyay y cols. (2002) como se

describe a continuacion:

Se estableci6 en el equipo un flujo de 1 mL/min y se dejé equilibrar durante 30
min. Las muestras a analizar se filtraron mediante un microfiltro de 0.22 um de poro
(Acmdisc® GHP, N° Catalogo WAT200516, Waters Corp., Milford, MA, EUA) y se
colocaron en el automuestreador del cromatdgrafo, el cual se programé para realizar
inyecciones de manera continua. La separacion de la muestra se realizé empleando una
columna C;s como fase estacionaria y una fase moévil de acetonitrilo grado CLAR, y
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agua con 4cido trifluoro acético al 0.1%, los cuales se filtraron a través de una
membrana de 0.22 pm de poro.

El gradiente utilizado fue el siguiente:

Fase 1.- La separacion inici6 con una mezcla 55:45% de acetonitrilo
(ACN):agua y se llev6 hasta una relacién 75:25% en un periodo de 5 minutos.

Fase 2.- La mezcla 75:25% de ACN:agua, se llevd a un 100% de ACN en un
periodo de 5 minutos.

Fase 3.- En un periodo de 20 minutos s¢ llevo del 100 al 0% de ACN.

Fase 4.- Se restaur6 la mezcla inicial de 55:45% ACN:agua en un periodo de 5
minutos.

Lo anterior se realiz6 a temperatura ambiente y empleando una velocidad de
fluyjo de 1 ml/min. Los ensayos se realizaron por triplicado para cada muestra. Al
término de las inyecciones se extrajeron los cromatogramas para ser analizados en el
software Millennium® 32 (Waters).

3.3.6. WESTERN BLOT
(ENSAYO DE INMUNODETECCION)

Se realiz6 una EGPA-SDS (Ausubel y cols., 1999) por duplicado de las muestras
a analizar. Al terminar, uno de los geles se revel6é de la manera descrita en la seccién
3.4.1.2., mientras que el segundo gel se sumergi6é en buffer de transferencia (3.03 g de
Tris-base, 14.4 g de glicina en 800 mL de agua destilada y 200 mL de metanol absoluto),
al igual que la membrana de nitrocelulosa, los papeles filtro y las esponjas a utilizar
durante 1[5 minutos. Posterior a esto, el casete de transferencia se colocé en la mesa
teniendo cuidado de colocar el citodo hacia arriba. Después se colocé una esponja de
fibra en el casete, seguida de una hoja de papel filtro y 1a membrana de nitrocelulosa. El
gel equilibrado se colocd sobre la membrana teniendo mucho cuidado de identificar los
carriles en la membrana y de no dejar burbujas entre el gel y la membrana. En seguida
se termind de armar el casete al colocar el papel filtro y la esponja de fibra faltantes
sobre el gel. El casete se cerr6 firmemente y se colocd en la camara de transferencia y se
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rellené con buffer de transferencia. Se encendié la fuente a 250 A y se dej6 correr
durante 3 horas. Al terminar la transferencia, el gel se¢ sometié a una tincién con
Coomassie descrita en la seccién 3.2.4.2., mientras que la membrana fue bloqueada con
solucion bloqueadora (0.9 g de leche descremada en 30 mL de solucién de lavado: 500
ml de soluciéon PBS con 500 pl. de Tween 20) durante dos horas a 37°C.
Posteriormente, la membrana se limpié con solucién de lavado durante 10 minutos por
quintuplicado. Al término de los lavados, la membrana se incubé por 2 horas a
temperatura ambiente con una dilucién 1:1000 del suero hiperinmune anti-bGH con
buffer diluyente (0.6 g de leche descremada en 60 mL de solucién de lavado). Al
transcurrir este tiempo, la membrana se limpi6 con la solucién de lavado durante 10
minutos en cinco ocasiones. Después, la membrana se incubé durante dos horas a
temperatura ambiente con una solucién 1:10,000 del anticuerpo anti-conejo conjugado
con peroxidasa de rdbano en buffer diluyente. Al término de la incubacién, la membrana
se limpi6 5 veces con solucion de lavado durante 10 minutos cada uno. Para realizar ¢l
revelado, se mezclaron 30 mL de solucién PBS, 15 mg de 373" diamino bencidina sobre
la membrana y posteriormente se le afiadieron 60 pL de peréxido de hidrégeno al 30%.
Para detener la reaccién se empled HC] 5N. La membrana revelada se guard6 entre
papel de celofan para ser digitalizadas en un escaner.
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3.4. ANALISIS DE PROTEINAS

3.4.1. ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA EN
CONDICIONES DESNATURALIZANTES (EGPA-SDS)

3.4.1.1. PREPARACION DE SOLUCIONES STOCK

A. Tris-HC1 1.5M, pH 8.8.
Se disolvieron 54.45 g de Tris base en 150 mL de agua destilada, Juego se ajust6 el pH
con HCI, una vez ajustado el pH, se afor6 a 300 mL.

B. Tris-HCI 0.5M, pH 6.8.
Se disolvieron 6 g de Tris base en 60 mL de agua destilada, luego se ajust6 el pH con
HC), una vez ajustado ¢l pH, se aforé a 100 mL.

C. SDS 10%.
Se disolvicron 10 g de dodecil sulfato de sodio en 100 mL de agua destilada.

D. Persulfato de amonio 10%.
100 mg de persulfato de amonio se disolvieron en 1 mL de agua destilada.

E. Buffer de muestra 2X.

Se mezclaron 1 mL de Tris-HCI 0.5M, 1.6 mL de glicerol, 1.6 mL de SDS 10%, 0.4 mL
de B-mercaptoetanol y 0.4 mL de azul de bromofenol al 0.5%, ademés de 1 mL de agua
destilada.

F. Buffer de corrida 5X.
Se disolvieron 15 g de Tris base, 72 g de glicina y 5 g de SDS en 1000 mL de agua
destilada. ’

G. Solucién de tincion.
Se disolvieron 0.25 g de Coomasie blue R en 90 mL de agua destilada, 90 mL de
metanol y 20 mL de acido acético glacial.

H. Solucién de decoloracién.
Se diluyeron 20 mL de metanol y 20 ml de acido acético glacial en 160 mL de agua
destilada.

3.4.1.2. PROCEDIMIENTO

Los vidrios previamente lavados con SDS al 1% y etanol fueron montados
armando el sdndwich en el preparador de geles. La preparacion del gel separador (10
mL al 15%) se hizo mezclando 1.15 mL de agua destilada, 1.25 mL de Tris-HCI 1.5M,
2.5 mL de acrilamida al 30%, 50 uL de SDS al 10%, 50 uL. de persulfato de amonio al
10% y 5 pL de TEMED, agitando la mezcla y colocandola ripidamente dentro del
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sindwich. A continuacién se colocé 1 mL de isopropanol sobre el gel para evitar el
contacto del gel con el aire y favorecer su polimerizacién. Al polimerizar, se prepar6 el
gel concentrador (5 mL al 4%) mezclando 1.48 mL de agua destilada, 0.63 mL de Tris-
HCI 0.5M, 0.33 mL de acrilamida al 30%, 25 uL de SDS al 10%, 25 pL de persulfato

de amonio al 10% y 2.5 pL de TEMED. Al terminar de mezclarlos, se colocé la
soluciéon en el sindwich hasta el tope para después colocar el peine y dejar
polimerizando la solucién. Al terminar la polimerizacién se retird el peine y se mont6 el
equipo Mini-protean® 3 (Bio-Rad Laboratorios, Inc., Hercules, CA, EUA.). Para
preparar el buffer de corrida se diluyeron 100 mL de la solucién 5X en 400 mL de agua
destilada. La solucidén resultante se colocé en el equipo y a continuacién se colocaron
las muestiras de interés en los posillos. La muestra se corrié a un voltaje inicial de 100
volts (v) durante su migracién por el gel de concentracion y luego a 190 v cuando cruzé
al gel de separacién. La fuente de poder se apagé justo después de que el colorante
saliera del gel. De esta manera se prosiguié a desarmar el equipo y tefiir ¢l gel con la
solucién de tincién durante una hora. Al transcurrir este tiempo, se continué con la
decoloracion del gel utilizando la solucién de decoloracién por dos horas, renovando la
solucién de decoloracién cada media hora. Una vez desteflido el gel, éste se digitaliz6
empleando un escaner (Hewlett-Packard Company, Palo Alto, CA, EUA.) y se analizé
por densitometria empleando el software Gel-Pro Analyzer 3.2 (Media Cybernetics,
Inc., Silver Spring, MD, EUA.).
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3.4.2. CUANTIFICACION DE PROTEINAS TOTALES
(ENSAYO DE BRADFORD)

Para la cuantificacién de proteinas totales por medio del ensayo de Bradford
(Bradford, 1976) se emple6 un stock de Albimina Sérica Bovina (BSA) a 200 pg/mL,
con la cual se desarroll6 una curva de calibracién segiin el Cuadro 3, midiendo la
absorbancia en un espectrofotometro a 600 nanémetros (nm). La grifica obtenida

responde a la ecuacién tipo y = mLn(x) + b, donde:

y: Absorbancia de la muestra

m: Pendiente de la grafica

x: Concentracién de la muestra

b: Interseccién de la graficaconel eje Y.

Cuadro 3. Preparacion de estandares para la curva de calibracion del ensayo de
Bradford.

Stock BSA Agua Coomassie Conec. Final BSA

(uL) (uL) (uL) (pg)
0 100 100 0
0.5 99.5 100 0.1
3 97 100 0.6
15 85 100 3.0
30 70 100 6.0
45 55 100 9.0
60 40 100 12.0
75 25 100 150
90 10 100 18.0

Una vez establecida la curva de calibracién, se prosiguié a cuantificar las
muestras obtenidas del proceso de purificacion mezclando 100 pl. de muestra con 100
pL de reactivo de Coomassie e incubando por 5 minutos a temperatura ambiente. El
valor de la absorbancia obtenida se sustituye en la ecuacién 3.1 para obtener el valor de

la concentracion de la muestra.

x=e [(y — b)/m] G.1)
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

1. IMPLEMENTACION DE LAS METODOLOGIAS

La primera etapa consisti6 en determinar el comportamiento de la bGH

comercial frente a las condiciones propuestas.

La Figura 1 muestra un gel representativo del comportamiento del estandar
frente a la cromatografia de intercambio anidnico. En el carril 3 se aprecia que la
hormona comercial no es retenida por la resina, al ser eluida bajo condiciones de nula
concenfracién de NaCl (la cual es empleada para separar las proteinas unidas a la
matriz), indicando con esto que la bGH muestra poca afinidad hacia la resina, debido a
que no presenta una carga neta a pH 8, confirmando de esta manera su punto
isoeléctrico tedrico de 7.86 (ProtParam, http://www.expasy.org/sprot/).
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Figura 1. Gel representativo del comportamiento de la bGH estindar frente a la
cromatografia de intercambio aniénico (n=3). 1, marcador de peso molecular; 2, bGH
comercial antes de purificar; 3, elucién con buffer de trabajo (BT); 4, elucién con BT; 5,
elucién con 0.4 M NaCl; 6, elucién con 0.6 M NaCl; 7, elucion con 0.8 M NaCl; 8,
elucién con 1.0 M NaCl; 9, carril vacio; 10, estindar comercial bGH.

Un vez confirmado el comportamiento de la bGH comercial bajo las condiciones
establecidas para este trabajo, se realizé una mezcla artificial de la bGH comercial y un
extracto de fermentacién de Pichia pastoris que no produce bGHr. La mezcla artificial
se dej6 incubando durante 24 horas tratando de simular las condiciones de fermentacién.
Al término de la incubacién se le realizé a la mezcla una cromatografia de intercambio

anidnico, dando como resultado el gel que se representa en la Figura 2. El carril 3



32

describe el mismo patrén en el comportamiento del estdndar comercial de 1a bGH, el
cual no es retenido por la resina frente a las condiciones de pH y concentracion de
buffer establecidas. Ademds se aprecia una co-elucién de ciertas proteinas
contaminantes de Pichia pastoris. Los carriles 5, 6, 7 y 8 muestran que las proteinas
contaminantes son eluidas de la resina cuando se afiaden distintas concentraciones de
NaCl al buffer de trabajo, confirmando de esta manera que la cromatografia de
intercambio ani6nico como fase inicial de purificacién resulta ser adecuada para

eliminar el mayor porcentaje de contaminantes de la levadura P. pastoris.
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Figura 2. Gel representativo del comportamiento de la bGH comercial incubada con
pPICY frente a la cromatografia de intercambio aniénico (n=3). 1, marcador de peso
molecular; 2, estindar comercial bGH; 3, mezcla artificial bGH comercial + pPIC9; 4,
elucion con BT; 5, elucién con 0.4 M NaCl; 6, elucion con 0.6 M NaCl; 7, elucién con
0.8 M NaCl; 8, elucién con 1 M NaCl.

La Figura 3 describe las fracciones de elucion obtenidas de la bGH comercial
estandar cuando ésta es introducida a la cromatografia de interacciones hidrofébicas. El
carril 12 muestra que la bGH estandar es eluida al final del proceso cromatografico bajo
condiciones que favorecen la elucion de proteinas con bajo caricter hidrofilico.
Interesantemente, los carriles en los que fueron analizados muestras provenientes de las
cromatografias aparecieron bandas a una altura de 66 kDa correspondientes a falsos

positivos.
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Figura 3. Gel representativo del comportamiento de la bGH comercial frente a la
cromatografia de interacciones hidrofobicas (n=3). 1, marcador de peso molecular; 2,
estandar comercial bGH; 3, bGH comercial antes de purificar; 4, elucién con BT; 35,
elucién con 1.0 M SA; 6, elucién con 0.8 M SA; 7, elucién con 0.6 M SA; 8,
marcador de peso molecular; 9, estindar comercial bGH; 10, elucién con 0.4 M SA;
11, elucién con 0.2 M SA; 12, elucion con 0 M SA.

Debido a que la cromatografia de interacciones hidrofdbicas es un paso
intermedio de purificacién y el grado de contaminantes esperados es muy pequefio (De
Oliveria y cols., 1999), no se realizé la prueba de incubacién de la bGH comercial con
¢l extracto de Pichia pastoris no productora de bGH., por lo que se prosiguié a realizar
el monitoreo de la bGH comercial frente a la resina de exclusién molecular. En la
Figura 4, los carriles 6, 7 y 8 muestran que la bGH estiandar presenté un rango en el

tiempo de retencion que va de los 16 a los 20 minutos.
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Figura 4. Gel representativo del comportamiento de la bGH estandar frente a la
cromatografia de exclusién molecular (n=3). 1, marcador de peso molecular; 2, estdndar
comercial bGH; 3, elucion a tiempo 10 min; 4, elucién a tiempo 12 min; 5, elucion a
tiempo 14 min; 6, elucién a tiempo 16 min; 7, elucién a tiempo 18 min; 8, elucién a
tiempo 20 min; 9, elucién a tiempo 22 min; 10, elucién a tiempo 24 min; 11, marcador
de peso molecular; 12, estandar comercial bGH; 13, elucién a tiempo 26 min; 14,
¢lucién a tiempo 28 min; 15, elucién a tiempo 30 min; 16, elucién a tiempo 32 min; 17,
elucion a tiempo 34 min; 18, carril vacio; 19, bGH comercial antes de purificar.
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Ademas de los ensayos anteriores, la bGH estandar correspondiente al carril 2 de
la Figura 4, fue sometida a un andlisis d¢ CLAR-FR. La Figura 5 muesira un
cromatograma representativo del estindar frente a la CLAR-FR, en donde se puede
apreciar que el estindar presenta un tiempo de retencién de 19.035 minutos a una
longitud de onda de 280 nm, ademds que los contaminantes presentes se encuentran en
cantidades traza. El cromatograma fue analizado en un rango de longitudes de onda que
abarcé de 200 a 400 nm, encontrando que el pico obtenido a los 19.035 minutos
correspondi® a un solo compuesto por la inexistencia de traslape de picos
cotrespondientes a otros compuestos, confirmando de esta manera la identidad del pico

correspondiente a la bGH estdndar. Exiracto Figura 4
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Figura 5. Cromatograma representativo del extracto de bGH comercial estdndar
frente 2 las condiciones establecidas por Mukhopadhyay y cols., 2002 para CLAR-
FR (n=3).

La fraccién correspondiente al analito de 19.035 minutos se recolecté y se
reinyectd para comroborar su pureza, obteniendo como resultado un ligero
desplazamiento en el tiempo de retencién del analito principal y la elucién de

contaminantes traza al inicio de la cromatografia. Lo anterior se describe en la Figura 6.
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Figura 6. Cromatograma representativo de la reinyeccién del analito colectado a los
19.035 minutos de la separacion del extracto de bGH comercial estdndar frente a las
condiciones establecidas por Mukhopadhyay y cels., 2002 para CLAR-FR (n=3).
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2. ESQUEMA DE PURIFICACION

La muestra inicial procedente de la diélisis del medio de fermentacién de Pichia
pastoris que expresa bGHr presenté una concentracién de 130.4 + 26.1 mg/L. de
proteinas totales, de los cuales 19.43 + 2.7 mg/L correspondieron a bGHr, representando
asi el 15% de la muestra total. Ouyang y cois. (2004) reportaron una produccién de
2000 mg/LL de proteinas totales para la produccién de GH porcina bajo las mismas
condiciones de fermentacién empleadas en este trabajo, afiadiendo que la GHr porcina
correspondié al 45% (900 mg/L) de la muestra total. Por otra parte, Jo y cols. (1996),
reportaron la produccién de 200 mg/L. de GH porcina al emplear el sistema de expresion
de Saccharomyces cerevisiae. Lo anterior muestra que nuestro laboratorio aun tiene
como reto el mejorar sus métodos de produccion para alcanzar mayores niveles de
proteina recombinante, ya que los niveles de produccién actuales, son menores a los

alcanzados por sistemas de expresion eucariticos de menor calidad.

La Figura 7 describe el comportamiento que present6 la muestra dializada (912.8
+ 182 pg de proteinas totales; 135.5 £ 19 pg de bGHr) frente a la cromatografia de
intercambio aniénico. El carril 5 muestra que la bGHr fue ¢luida en la fase inicial del
proceso, siendo similar al comportamiento de elucién presentado por el estandar. Sin
embargo, se observé que la bGHr mostré un patrén electroforético distinto al estindar,
comportandose como una proteina cercana a los 25 kDa. Ciertas proicinas
contaminantes fueron co-eluidas junto a la bGHr, presentando pesos moleculares
aproximados de 18 y 27 kDa. Las demds proteinas de P. pastoris fueron eluidas de la
resina cuando se elevé la concentracion de NaCl iniciando su elucidn a partir de 400
mM de NaCl, como puede observarse en los carriles 7, 8 y 9. Resultados analogos
fueron obtenidos por Ouyang y cols. (2004) quienes obtuvieron la GHr porcina en la
fraccién inicial de elucién, correspondiente a una concentracién 0 M de NaCl, mientras
que las proteinas de P. pastoris eluyeron a concentraciones de NaCl superiores a 0.1 M.
Aunado a lo anterior, reportaron haber obtenido una GHr de peso molecular de 25 kDa,
similar al obtenido en este estudio. Sin embargo, a través de los andlisis realizados de
espectrometria de masas, isoelectroenfoque y digestién con enzimas de desglicosilacion,
no lograron explicar el motivo de la diferencia que present6 la GHr porcina en la
migracion electroforética.
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Figura 7. Gel representativo del comportamiento de la muestra dializada del medio
de fermentacién de P. pasforis que expresa bGHr frente a la cromatografia de
intercambio aniénico (n=12). 1, marcador de peso molecular; 2, estindar comercial
de bGH; 3, carril vacio; 4, muestra dializada de fermentacion de bGH; 5, elucion con
BT; 6, Elucién con BT; 7, Elucién con 0.4 M de NaCl; 8, Elucién con 0.6 M de
NaCl; 9, Elucién con 0.8 M de NaCl; 10, Elucién con 1.0 M de NaCl

La técnica de cromatografia de intercambio anibnico presenté un 85.8% de
recuperacion al recobrar 116.3 + 16 pg de los 135.5 + 19 pg de bGHr que fucron
inyectados, registrando a su vez un porcentaje de pureza aproximado de la bGH del
01.6%. Ouyang y cols. (2004) reportaron un 71% de recuperacién y un 95% de pureza
de GH porcina empleando esta técnica. De igual manera, Becker y Hsiung citados por
Ribela y cols. (2003) reportaron haber obtenido un porcentaje de pureza del 90% y un
porcentaje de recuperacién del 71% para la hGHr producida por Escherichia coli,
empleando condiciones similares. Por otra parte, existen diversos reportes del empleo
de la cromatografia de intercambio aniénico para la purificacion de proteinas
recombinantes expresadas por Pichia pastoris, que muestran como resultado un alto
porcentaje de pureza, entre los cuales se encuentran Zhang y cols. (2004), quienes
purificaron inulinasa en un 95% obteniendo un porcentaje de recuperacion del 11%;
Mizutani y cols. (2004) obtuvieron un 98% de pureza para la ovotransferrina,
reportando un 58% de recuperacion; Senerovic y cols. (2005) reportaron Ja obtencion de
un 96% de recuperacién para la protefna penicilina G acilasa, con un porcentaje de
pureza superior al 98%, todos ellos empleando a la cromatografia de intercambio
aniénico como unico paso cromatografico. Con lo anterior, se confirma la gran utilidad
que tiene la cromatografia de intercambio anionico (Q-Sepharose) para semi-purificar

de manera rapida, sencilla y con altos porcentajes de recuperacion a la bGHr.
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En la cromatografia de interacciones hidrofébicas se lograron recuperar 64.8 +
18 pug de bGH de los 103.5 + 15 pg derivados de la fraccién 0 M acondicionada de Ia
cromatografia de intercambio aniénico, lo cual representd un 62.7% de recuperacion,
con una pureza relativa del 98.5%. Lo anterior se puede observar en la Figura 8, en la
cual se muesira un gel representativo del comportamiento de la bGHr producida por
Pichia pastoris, la cual fue previamente tratada a través de una cromatografia de
intercambio aniénico. El carril 9 muestra que la elucién de la bGHr se realizé bajo
condiciones que favorecen la elucién de proteinas de bajo caracter hidrofilico, similar al

patron obtenido por la bGH estindar mostrado anteriormente en la Figura 3.
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Figura 8. Gel representativo de la cromatografia de interacciones hidrofobicas de la
muestra proveniente de la fraccion OM de intercambio anionico (n=12). 1, marcador de
peso molecular; 2, estindar comercial de bGH; 3, fraccién OM proveniente de
intercambio anidnico; 4, ehicién con 1.0 M (NH4),SO,; 5, elucion con 0.8 M
(NI1,)2804; 6, elucién con 0.6 M (NH,);S8O04; 7, €lucién con 0.4 M (NH4):SOs; 8,
elucion con 0.2 M (NH4»S0s; 9, elucion con 0 M (NH4)2SO4,

Resultados similares a los obtenidos en el presente estudio han sido reportados
por otros grupos de investigacion. Lefc‘th y Ferrara (1986) reportaron que el empleo de
la resina Phenyl-Sepharose, llevé a un porcentaje de recuperacion del 28% de 1a hGHr
producida en células de rifion de mono, con un porcentaje de pureza del 100%, cuando
se combinaba con las cromatografias de intercambio anidnico como fase intermedia y
de exclusién molecular como fase final en el esquema de purificacién. De igual manera,
De Oliveira y cols. (1999) reportaron que el cmpleo de la resina Phenyl-Sepharose como
fase final en el esquema de purificacion para la hGHr producida por Escherichia coli
consiguié un 43% de recuperacién y un 99% de pureza. Por oira parte, Damasceno y
cols. (2004) obtuvieron un 25% de recuperacion junto con un 90% de pureza para los
anticuerpos A33scFv, empleando para la cromatografia de interacciones hidrof6bicas la
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resina tipo Phenyl-Sepharose como fase intermedia de purificacin. El alto grado de
pureza alcanzado a través de esta cromatografia, junto con los reportes anteriormente
mencionados, demuestran la utilidad que tiene la cromatografia de interacciones
hidrof6bicas (Phenyl-Sepharose) para elevar en un alto nivel de pureza a la bGHr,

presentando el inconveniente de obtener bajos porcentajes de recuperacion.

Debido a las limitaciones en la capacidad de la columna empleada para la
cromatografia de exclusién molecular, solamente fueron inyectados 14.0 + 3 pg de
bGHr, de los cuales 13.7 £5 pg (97.4%) fueron recuperados al final de la cromatografia
con una pureza relativa de 99.5%. La Figura 9 presenta el comportamiento de la bGHr a
través de la cromatografia de exclusion molecular, confirmando a través de los carriles 6,
7y 8, el rango en el tiempo de retencion presentado por la bGH comercial estindar (16

a 20 minutos).
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Figura 9. Gel representativo del comportamiento de la bGH recombinante
proveniente de la cromatografia de hidrofobicidad frente a la cromatografia de
exclusion molecular (n=12). 1, marcador de peso molecular; 2, estindar comercial
de bGH; 3, fraccién OM proveniente de interacciones hidrofobicas; 4, elucién a 12
min; 3, elucion a 14 min; 6, elucién a 16 min; 7, elucién a 18 min; 8, elucién a 20
min; 9, elucién a 22 min; 10, elucién a 24 min.

Nuestros resuitados son comparables a los obtenidos por Flodh y cols. (1986)
quienes elevaron la pureza de la hGHr de un 85% a un 100%, a partir de una muestra
semi-purificada a través de una resina de intercambio anidnico débil (DEAE-Sepharose).
Ellos reportaron pata este paso cromatografico un porcentaje de recuperacion del 89%.
De igual manera, €l grupo de investigacion de Olson y cols. (1981) reportaron que el
empleo de la cromatografia de exclusién molecular llevé a un 98% de pureza de hGHr a

una muestra procedente de una scmi-purificacion a través de una combinacién de
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cromatografias de intercambio anidnico e intercambio catiénico. Ademads de esto, otras
proteinas expresadas bajo el sistema de expresién de Pichia pastoris han sido
purificadas con la cromatografia de exclusién molecular como fase de pulido en el
proceso de purificacién, ejemplo de esto son Fierens y cols. (2004), quienes purificaron
la proteina inhibidora de xilanasa I en un 95% con un rendimiento de recuperacion
cercano al 50%. Liu y cols. (2001) purificaron en un 99% al interferén a-1 humano con

un porcentaje de recuperacion superior al §0%.

El Cuadro 4 muestra la pureza relativa y el porcentaje de recuperacion total
alcanzados al final del proceso de purificacién.

Cuadro 4. Resultados del esquema de purificacion.

Fase de purificacién ug de bGHr | % Recuperacién % Pureza

Inyeccién 135.5+19
CIA 85.8 91.6
Recoleccion 1163+ 16

Inyeccion 1035+ 15
CIH 62.7 98.5
Recoleccién 64.8+18

Inyeccién 14.0+3
CEM 97.4 99.5
Recoleccion 13.7+5
% Recuperacion Total 524

La Figura 10 muestra el cromatograma del andlisis de la bGHr obtenida al final
del proceso de purificacién por CLAR-FR. La bGHr mostré un tiempo de retencién
similar al obtenido por la bGH estindar (19.056 minutos contra 19.035 minutos
presentados por la bGH esténdar), validando de esta manera la identidad de la proteina.
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Figura 10. Cromatograma representativo de la bGHr obtenida al final del proceso de
purificacién frente a la cromatografia liquida de aita resolucién en fase reversa
(n=3).

La fraccion correspondiente al analito de 19.056 minutos se recolectd y se
inyectd nuevamente para corroborar su pureza, resultando con esto el cromatograma
presentado en la Figura 11, donde se aprecia una eliminacién completa de las

contaminantes trazas.
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Figura 11. Cromatograma representativo de la reinyeccion del analito colectado a
los 19.056 minutos de la separacion de la bGHr obtenida al final del proceso de
purificacion frente a CLAR-FR (n=3).

Otros grupos de investigacién han empleado esta metodologia para confirmar el
grado de pureza obtenido a través de sus procesos de purificacion, entre los cuales se
encuentran Koganesawa y cols. (2002), quienes aislaron y purificaron la citosina
bloqueadora de crecimiento y Paus y cols. (2002) que expresaron y purificaron la
endotoxina neutralizante producida por Pichia pastoris. Mukhopadhyay y cols. (2002)
encontraron que CLAR-FR ademés de confirmar la pureza de distintas preparaciones de
GHs, fue capaz de identificar el estado oxidativo que presentaron las GHs analizadas.



