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Introduccién. Durante la produccion de glicoproteinas como el
interferon gamma (IFN-y) humano la eleccién del sistema de
expresion es crucial, ya que éste tiene gran influencia en la
calidad y cantidad de la proteina recombinante producida [1].
Las células de mamifero son los hospederos de eleccion para la
produccién de estas proteinas, debido a que generan
modificaciones postraduccionales complejas, plegamiento
correcto de la proteina y son capaces de secretar el producto al
medio de cultivo [2] [3]. El éxito generalizado de la linea celular
CHO se debe a su inigualable adaptabilidad, usandose
generalmente en la expresién estable o constitutiva de
glicoproteinas, ya que estos sistemas permiten caracterizar la
funcion y estructura de las proteinas recombinantes complejas
[4].

Asi, el objetivo de este trabajo es generar una linea celular CHO-
S productora estable de la proteina interferén gamma, mediante
la técnica de lipofeccién utilizando el plasmido pcDNAS3/IFN-y y
caracterizar la produccion de la proteina.

Metodologia. Se realiz6 la construccién molecular del plasmido
pcDNA3/IFN-y insertando el gen de IFN-y obtenido a partir de
pVAX1/IFEN-y utilizando enzimas de restriccion Kpnl'y Xbal. Dicho
plasmido se clond en bacterias E. coli DH5a quimiocompetentes;
se purific6 mediante Maxiprep y se caracteriz6 mediante PCR,
andlisis de restriccion y secuenciacion de gen. Paralelamente, se
caracterizo la linea CHO-S sin transfectar mediante cinéticas de
crecimiento y analisis de metabolitos. Esta linea celular se
transfectd utilizando Lipofectamina 2000 [5] segun indica el
protocolo con el plasmido pcDNA3/IFN-y linealizado con la
enzima Munl y se realiz6 la seleccion clonal iniciando 48 hrs post
transfeccion con el antibiético G418 a una concentracion de 400
pg/mL promoviendo la insercién del plasmido aleatoriamente al
genoma celular. Posterior a dos meses de seleccién clonal se
realizé la cuantificacién de la proteina mediante la técnica de
ELISA.

Resultados. Se obtuvo la construccion molecular del plasmido
de expresion pcDNA3/IFN-y. Posteriormente, para la
caracterizacion del mismo por medio de PCR se obtuvo un
fragmento de 520 pb correspondiente al transgén de IFN-y y en
el analisis de restriccion se obtuvo una banda de
aproximadamente 5920 pb indicando el tamafio completo de la
construccion y en el andlisis de secuenciacion indicdé que la
secuencia corresponde al transgén de IFN-y humano.

Asimismo, se realiz6 la caracterizacion de la linea celular CHO-
s. Posteriormente se realiz6 la transfeccién y la seleccion clonal
usando el antibidtico G418 como marcador de seleccién Figura
1). El tratamiento con antibiético continuado de las células a largo
plazo presiona a las células a integrar con éxito el plasmido en el
genoma celular, el cual se transmitira a las generaciones futuras
de la célula en la expansion de solo las células transfectadas de
forma estable, mientras que las células no estables moriran

debido a la falta de resistencia a los antibiéticos. Dos meses
después de la primera seleccion clonal se realizé la
cuantificacion de la proteina IFN-y ELISA, obteniendo una
cantidad de 27 pg/mL.
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Fig. 1. Porcentaje de viabilidad de las células CHO-S transfectadas con
el plasmido pcDNA3/IFN-y mediante lipofeccion durante la seleccion.
Medio de seleccion utilizado: Excell Advanced CHO medio, 8mM
Glutamina, 400 pg/mL de antibiético G418. Placas de 6 pozos,
manteniéndose a 37°C, 5% CO,, 40 rpm. Densidad celular inicial de
500,000 cel/mL, con seis pases.

Conclusiones. La construccion molecular del vector de
expresion pcDNA3/INF-y, se transfectd satisfactoriamente en la
linea celular CHO-S induciendo asi posteriormente a la
integracion del plasmido al genoma celular mediante el uso de
G418. Se continda realizando la seleccién clonal para asegurar
una linea estable productora de IFN-y, obteniendo una cantidad
mayor de proteina producida a la que tiene actualmente.
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