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Introduccion.

Las proteinas recombinantes son aquellas que se obtienen al
expresar un gen clonado en una linea celular distinta a la original.
El sistema de expresion de Escherichia coli es ampliamente
utilizada en la industria biotecnolégica para la produccién de
proteinas recombinantes con fines terapéuticos, ya que esta
caracterizada fisioldgica como genéticamente!. La produccion de
proteinas recombinantes ha mejorado gracias al uso de proteinas
de fusion, estas proteinas tienen la capacidad de mejorar la
solubilidad y facilitar la purificacion de la proteina que se desee
sintetizar>. El interferon-p es una glicoproteina que presenta
propiedades  antivirales, actividad  antirpoliferativa e
inmunoestimuladora: limitando la presentacion de antigenos.
Debido a estas caracteristicas se ha estudiado como tratamiento
contra diversas enfermedades como: esclerosis multiple, artritis,
enfermedades infecciosas, melanomas, entre otras®. En este
trabajo se propone utilizar CusF3H+ y SmbP como proteinas de
fusién para la sintesis del interferén-p, logrando mejorar los
procesos post-traduccionales y de purificacion, obteniendo asi
mayores rendimientos y bajos costos de produccion, para su
potencial aplicacién como biofarmaco.

Parte experimental

Se disefid el gen IFNB1 optimizado, que codifica para el
interferdn-B, con el fin de expresarse en E. coli, afiadiendo una
modificacion de cambio de aminoacido en la posicion Cys-17,
por Ser para asegurar el correcto plegamiento de la proteina.
Posteriormente se realizaron las técnicas de clonacion en el
plasmido pET30a, seguido de la expresion donde se probaron
diferentes condiciones: Temperatura (25, 30 y 37 °C), tiempo de
expresion (4, 16 y 24 h), medio de cultivo (TB y LB),
concentracion del inductor (0.1, 0.5 y 1mM) y densidad 6ptica,
(0.4, 0.8, y 1 D.O 600); finalmente la etapa de purificacion
mediante una columna de afinidad a iones metélicos
inmovilizados (IMAC), utilizando Ni(ll) en la cual se utilizo
como eluyente: buffer 50 mM Tris-HCI pH 8.0, 500mM NaCl y
200 mM imidazol; las fracciones obtenidas fueron analizadas por
electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) para la
identificacion del interferdn-p.

Resultados y discusién.
Basado en los resultados obtenidos se seleccionaron las mejores
condiciones de expresion: medio Terrific Broth (TB) a una

temperatura de 37°C 200 rpm, induccion con IPTG a
concentracion de 1mM al llegar a una D. O de 1,durante 4 h.
Posteriormente para su caracterizacion se realiz6 un SDS-PAGE
(Fig.1) en el cual se puede observar la banda correspondiente al
peso molecular de la proteina fusionada, ~30 kDa.
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Fig. 1 SDS-PAGE 12%. Carril 1: marcador de peso molecular, 2:
Muestra sin purificar, 3: fraccion no unida, 4-8: fracciones de elusion.

Un parametro critico para la expresion de proteinas
recombinantes en un sistema inducible es la temperatura, la
mayoria de los articulos sugiere que la induccién se realice a
bajas temperaturas para obtener altos niveles de produccién y
evitar la formacion de cuerpos de inclusion, sin embargo, para el
interferén-p, las altas temperaturas favorecieron su expresion®. El
medio de cultivo, es otro pardmetro que se debe de tomar en
cuenta ya que para la expresion se debe contar con alta
disponibilidad de nutrientes, motivo por el cual se decidid
trabajar con el TB.

Conclusiones

Los resultados muestran que las condiciones seleccionadas son

las mejores para la expresion del interferon-p en E. coli. Durante

la purificacion se observa que la proteina es afin a la resina

cargada con Ni(ll), sin embargo, se debe trabajar probando

diferentes condiciones, para lograr mejorar la pureza del

interferon-p.
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