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Introduccién

La proteina recombinante Bm86, expresada en la
levadura Pichia pastoris, constituye la materia
prima activa (MPA) de la vacuna Gavac® (Heber
Biotec, S.A., La Habana, Cuba) contra la garrapata
Boophilus microplus, que ha resultado eficaz en el
control de las poblaciones de esta especie de garra-
patas en Cuba (1) y en varios paises de América
Latina (2, 3).

La purificacién de la MPA en el proceso produc-
tivo se realiza en un solo paso, mediante una preci-
pitacion salina de los contaminantes con sulfato de
amonio al 25 % de saturacién (4). Debido a las
ventajas que tiene este procedimiento, se selecciond
como primera opcidn para la purificacién de rBm86.
No obstante, su aplicacion en 69 lotes a escala pro-
ductiva representé pérdidas irreversibles por baja
pureza del orden del 19 % y de un 20 % por precipi-
tacion de la proteina de interés.

Otra variante de purificaciéon, basada en la co-
precipitacidn isoeléctrica de las proteinas contami-
nantes, fue estudiada y aplicada a escala productiva.
En 42 lotes desarrollados no hubo pérdidas por baja
pureza, la cual aument6 en un 15 % con un reco-
brado del 98 %. Esto representd un ahorro de un
20 % del costo de produccién de la vacuna.

Materiales y Métodos

La mezcla de proteinas que se utiliz6 para purificar
la rBm86 fue obtenida como describen Canales et
al. (4). Todos los reactivos utilizados fueron de
calidad para andlisis (Merck). La proteina recombi-
nante Bm86 fue cuantificada utilizando un ensayo
ELISA tipo sandwish (5). La determinaciéon de
pureza fue realizada mediante densitometria laser a
geles de poliacrilamida en presencia de dode-
cilsulfato de sodio (SDS-PAGE), teiiidas con azul de
Coomassie, segin el método de Laemmli (6). El
tamafio de particula fue determinado mediante micro-
scopia electrénica (4).

Resultados y Discusién

Caracteristicas de rBm86

El punto isoeléctrico de la particula de rBm86 fue
hallado utilizando una curva de valoracién. Los
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métodos tradicionales, como el isoelectroenfoque o
el cromatoenfoque, son imposibles de utilizar de-
bido a la alta agregacion de la rBm86. El valor cal-
culado por la curva de valoracién (4,5 £ 0,07) di-
fiere del punto isoeléctrico tedrico (5,47). Esto es
légico, ya que este ultimo solo tiene en cuenta la se-
cuencia de amino4cidos y no la distribucién de las
cargas sobre la superficie de la particula de rBm86.

Durante la valoraciéon de rBm86 otra caracteris-
tica importante fue observada. La proteina no preci-
pito en todo el rango de pH estudiado, incluso en su
punto isoeléctrico. Sin embargo, al valorar una solu-
cién que contenia a rBm86 impura, se observé un
precipitado reversible. Este hecho indica que los
contaminantes pueden ser precipitados solamente
variando el pH del solvente, dejando soluble a la
proteina de interés.

Alternativas de purificacién. Precipitacién
dcida vs salina

La estrategia para purificar rBm86 est4 basada en la
precipitacion de los contaminantes (mayorita-
riamente hidrofobicos) en la menor cantidad de
pasos posibles y dejar soluble a la proteina de in-
terés (hidrofilica), tomando siempre en cuenta el
aspecto econémico.

Una gran ventaja de la precipitacion salina con
sulfato de amonio es que, por lo general, las protei-
nas se estabilizan en esa solucién. La alta concen-
tracién salina evita la proteolisis, la accién bacteri-
ana, ademds de las ventajas que ofrece tener un paso
en que el producto se pueda dejar toda la noche. Sin
embargo, cuando se purifica rBm86 por precipi-
tacién salina con sulfato de amonio hay que tener en
cuenta que la salinidad solo reduce la solubilidad
por lo que nunca precipitan todas la proteinas. La
pureza de rBm86 aumenta a medida que aumenta la
concentracién salina, pero disminuye el recobrado

(Figura 1). Esto trae como consecuencia que hay que

llegar a un compromiso entre el grado de pureza
obtenido y el recobrado de rBm86. Alrededor del
25 % saturacion con sulfato de amonio se encuentra
el punto critico para el caso de rBm86.

En la precipitacion isoeléctrica de los contaminantes
de rBm86 existe un valor de pH(~5) en el que la
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Figura 1. Pureza y recobrado obtenido para rBm86 a diferentes
concentraciones de sulfato de amonio.

pureza y el recobrado son méximos (Figura 2) evitin-
dose las pérdidas por precipitacion de la rBm86.

Los resultados a escala productiva de la pre-
cipitacion isoeléctrica a pH 6,04 (punto
isoeléctrico de la principal contaminante de
rBm86) y a escala piloto, precipitando a pH 5,
con respecto al método tradicional en cuanto a
nivel de pureza y a tamafio promedio de las
particulas muestran una mejoria significativa
(Tabla 1). Ademas de reducir a cero los rechazos,
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Figura 2. Pureza y recobrado para rBm86 contra la variadién
del pH de la soludén.

el nuevo método es operacionalmente simple,
ahorra materias primas, materiales, electricidad,
reduce de manera considerable la operacion de
los equipos, aumenta considerablemente el reco-
brado, obteniendo valores de pureza elevados y
estables, que incrementan significativamente la
calidad de la MPA de la vacuna. Solo con la apli-
cacion de este nuevo método se ha disminuido en un
50 % los costos de produccién de la MPA y un 20 %
de los costos de la vacuna Gavac®.

Tabla 1. Comparacién entre todos los lotes producidos de rBm86 por ambos métodos.

Salina* pH 6,04* pH 5,0**
Total lotes 69 38 14
Pureza
Media 61 76 97
Rechazo (%) 19 0 0
Particulacién

Tamaio promedio 19 20 26
Recobrado (%) 80 98 98

*Escala productiva

**Escala piloto
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