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Introduccién. La glicosilacion de las proteinas es una de las etapas criticas
que determinan en parte la actividad de algunas proteinas de interés
terapéutico (1). Una glicopro-teina con posible interés para la industria
farmacéutica es la lactadherina, una proteina del glébulo graso de la
leche materna (2), que de acuerdo con algunos reportes inhibe las
manifestaciones sintomaticas de infeccion por rotavirus (3) a través de los
acidos sialicos presentes en su glico estructura compleja (4).

El objetivo del presente trabajo es expresar la lactadherina humana en
células de insecto con el fin de estudiar el potencial de glicosilacion de
este sistema de expresion.

Metodologia. El baculovirus recombinante fue construido usando el kit Bac
to Bac (Gibco Life Technologies) en cuyo vector de transferencia se insertd
el cDNA de la lactadherina humana (Invitrogen). Este baculovirus fue
usado para infectar la linea celular de insecto H5 a una multiplicidad de
infeccién de 0.1 unidades formadoras de placa por célula. Las células se
cultivaron en medio SF900 Il libre de suero adicionado con 0.1%
Plurénico F68, a 27°C y con una agitacion de 100 rpm. Producciones
tipicas de la glicoproteina recombinante se realizaron en matraces
Erlenmeyer de 250 ml con un volumen de trabajo de 60 ml con 1x10s
células/ml durante 120 horas. La proteina se solubilizé del pellet celular
después de sonicacion del mismo en 25 mM Tris pH 7.0, con posterior
adicion de TX-100 al 1.25%. Determinaciones de la cantidad de proteina
se realizaron por el método de Bradford y por densitometria usando el
programa NIH 1.61. La descripcion del perfil de glicosilacion se realizd
separando los carbohidratos asociados a las asparaginas con ayuda de la
endoglicosidasa PNGasaF. Los carbohidratos asi liberados fueron
marcados con un fluoréforo, sometidos a electro-foresis (FACE) y
visualizados por excitacion con luz UV.

Resultados y Discusién. La lactadherina recombinante se expresa a partir de
las 24 horas aumentando progresi-vamente hasta las 120 horas (Fig. 1).
Se obtiene una proteina de un tamafio aproximado de 56 kDa en gel
desnaturalizante que se tifie tenuemente con el reactivo de Schiff (Fig. 2),
reflejo del bajo contenido de carbohidratos (10 a 11%) que constituye su
glicosilacion. En una produccién no optimizada de lactadherina
recombinante humana en células H5 se obtienen alrededor de 10 Ny/ml.
La determinacién de la composicion de los carbohidratos asociados a la
cadena peptidica se realiza por digestion en el gel de la banda proteica
para posteriormente realizar una electroforesis de los carbohidratos
previamente marcados con ANTS.
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Fig. 1. Cinética de produccion de la lactadherina recombinante humana. La flecha indica la posicién de
la lactadherina.
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capacidad de una linea de células de insecto para glicosilar una proteina
recombinante humana. La posibilidad de que células de insecto glicosilen
con un patrén similar al de células humanas determinara la utilizacion
mas extensa de este sistema de expresion en el ambito industrial.
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