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Introduccidon. La lactoferrina (Lf) es wuna
glicoproteina monomérica no hemica de unién a hierro
perteneciente a la familia de las transferrinas producida
por diversas especies animales mamiferos. Se ha
identificado lactoferrina en secreciones de glandulas
exocrinas y neutréfilos estando presente en suero y
plasma®™?. Es una proteina de 80 kDa, tiene 700
aminodcidos siendo similar entre especies. Esta formada
por dos lobulos (N y C). El I6bulo N contiene los
aminodcidos del 1-332 y el I6bulo C esta formado por los
aminoacidos 334-703®. La lactoferrina es reconocida
como una proteina multifuncional con aplicaciones
biologicas, farmacolégicas y nutracéuticas por lo que es
de gran interés industrial®.

Metodologia. A partir de tejido de ubre bovino de la raza
Holstein se realizo una extraccion de RNA total y
mediante RT-PCR se obtuvo el cDNA de bLf. Se
realizaron 2 estrategias de clonacion, la primera
clonacion se realizo en el vector pCR2TOPO, y se llevo
a cabo una subclonacion en E. coli como sistema de
expresion. se llevo a cabo una caracterizacién con las
enzimas de restriccion EcoRV y Sac |. La expresion de la
rbLf se llevo a cabo mediante el uso de IPTG. Para
proceder al analisis de la expresion de mRNA mediante
ensayos de Northern Blot, asi como la identificacion de la
proteina mediante andlisis de SDS-PAGE, Western Blot
y dot Blot con anticuerpos especificos, finalmente se llevo
a cabo la purificacion de la proteina mediante
cromatografia de afinidad a Niquel utilizando el sistema
de Probond (Invitrogen). Se realizaran ensayos de zona
de inhibicién para corroborar su actividad antimicriobiana
con diferentes bacterias gram positivas y gram negativas.

Resultados. A partir de tejido de ubre bovino raza
Holstein se obtuvo el cDNA que codifica para la
lactoferrina bovina (bLf). Se clono el cDNA de bLf en el
vector pCR2.1TOPO obteniendo los plasmidos pCRbLf53
y PpCRDbLLf35. La secuencia del gen clonado fue
caracterizada in silico y registrada en la base de datos
del NCBI con el numero de acceso EU812318. La
expresion de la bLf fue posible mediante su fusién con la
tiorredoxina en el vector de expresion pET-32a e
introducido en la cepa de E.coli BL21(DE3) produciendo
el plasmido pET32bLf-2*1. A partir de las clonas
obtenidas que contenian el vector de expresion de la bLf
se comprobd la expresion de la proteina bLf-Trx por

medio de un SDS-PAGE al 12% observando una
proteina que corresponde al peso esperado de 96 KDa,
para la realizacion del Western blot se llevo a cabo una
trasferencia de 12 horas pudiendo observar deteccidn
con el anticuerpo pudiendo asi seleccionar las clonas
gue expresan la rbLf-Trx y el ensayo por dot blot con
anticuerpo anti-Lf se pudo observar qué se encuentra
presente en forma insoluble. Se analizé con un Northern
blot la presencia de mRNA pudiendo observar el tamafio
esperado de 2500 pb. La proteina de fusion bLf-Trx
expresada fue purificada del resto de las proteinas de E.
coli por cromatografia de afinidad a Niquel,
recuperandola con 99% de pureza. Durante el analisis de
la expresion se determiné que la bLf-Trx es expresada en
E. coli logrando tener 19% de bLf-Trx del total de las
proteinas a las 4 horas después de la induccion.

Conclusiones. Mediante RT-PCR fue posible clonar el
gen de la lactoferrina bovina con un tamafio de 2200 pb.
Con la subclonacion en el vector de expresion pET32a
se obtuvo la construccién de plasmidos que contienen el
gen bLfy fue introducido en la cepa de E.coli BL21(DE3).
Se cuenta con 3 clonas que expresan lactoferrina bovina.
El analisis de los mRNA se puede observar que su
presencia difiere en cada una de las construcciones y
gue hay mayor acumulacion de mRNA a las 4 horas de
induccién independiente de la clona a estudiar.

Se puede afirmar que hay expresion de lactoferrina
bovina recombinante y que de forma preliminar se
encuentra mayormente como proteina no soluble

Se espera continuar con esta caracterizacion y encontrar
las condiciones O6ptimas de expresion, al igual que
realizar pruebas antibacterianas.
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