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Introduccion. Los avances en ingenieria genética han
hecho posible la produccién de proteinas recombinantes
gue en la actualidad se usan en la terapia de algunas
enfermedades, diagnoéstico clinico, entre otros (1). Al
menos 30% de las proteinas recombinantes terapéuticas
son glicosiladas, de ahi que se produzcan en sistemas
celulares capaces de realizar modificaciones similares a
las que se llevan a cabo en células humanas, tales como
la N-glicosilacion. Usualmente las glicoproteinas
recombinantes, como los anticuerpos monoclonales
(mAb), son expresadas en células de ovario de hamster
chino (CHO) (2). Durante los ultimos afios, la generacion
de lineas celulares productoras de mAb recombinantes
ha requerido del entendimiento de los elementos
celulares que regulan la expresion y las limitaciones del
sistema para expresar altas cantidades de la
glicoproteina de forma estable o transitoria (3). El objetivo
del presente trabajo es disefiar una linea celular que
exprese un mAb recombinante que reconozca la
esfingomielinasa-D (SMD) de las arafias L. reclusa y L.
boneti, mediante el uso de reguladores transcripcionales
y traduccionales para mejorar Ssu procesamiento,
estructuracion y secrecion en células CHO.

Metodologia. Se realiz6 una busqueda bibliografica de
reguladores transcripcionales y traduccionales para
mejorar la expresion de los genes codificantes para
cadena pesada y ligera de forma diferencial. Esto con la
finalidad de estudiar la relacion estequiométrica entre
ambas cadenas que resulte en un aumento en la
productividad de mAb anti-SMD. Los elementos elegidos
fueron afiadidos a las regiones codificantes para la
cadena pesada y ligera quiméricas (Region variable
murina y regiones constantes humanas) del anticuerpo
llamado 5C10, que reconoce a la SMD de L. reclusa y L.
boneti. Las construcciones se introdujeron en plasmidos
independientes con los cuales células CHO seran
transfectadas. La produccion del mAb serd evaluada en
matraces agitados.

Resultados. La sintesis de proteinas se inicia por alguno
de los distintos mecanismos conocidos: cap-dependiente
y dependiente de IRES (Internal Ribosome Entry Site)
(4). La presencia de estos elementos favorece la
traduccion en diferentes niveles dependiendo de su

origen (5), por lo que se colocé la secuencia IRES de c-
myc en la construccion de la cadena pesada, y la
secuencia IRES de EMCV en la construccion de la
cadena ligera para obtener una relacion favorable de
ambas cadenas y mejorar el ensamblaje del anticuerpo
5C10. Lo anterior basado en la regulacién diferencial de
ambos elementos, lo que modificara la concentracién de
cada cadena en el reticulo endoplasmico. En la 5’UTR se
afiadi6 la secuencia KOZAC y una sefal de secrecion de
la proteina recombinante (6) y en 3'UTR se agreg6 un
elemento constitutivo de transporte (CTE) que favorecera
el exporte del mRNA del ndcleo al citoplasma (7) (Figura

1).
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Figura 1. Representacion de las construcciones de la cadena pesada y
ligera con los reguladores transcripcionales y traduccionales.

Conclusiones. Se disefiaron y construyeron secuencias
codificantes para las cadenas pesada y ligera del
anticuerpo 5C10 que contienen elementos reguladores
de la traduccion y de la transcripcion. Esto con la
finalidad de lograr una expresion diferencial entre cadena
pesada y ligera cuando sean expresadas en células CHO
favoreciendo el procesamiento, estructuracion vy
secrecion del anticuerpo.
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