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Introduccion. Transferon oral™ es un Extracto endotoxinas (por el método de LAL) y ELISAs

Dializado de Leucocitos (EDL) de origen humano
fabricado por el Instituto Politécnico Nacional. Es usado
como auxiliar terapéutico en alergias, autoinmunidades
e infecciones (1). Esta compuesto por péptidos
menores a 10 kDa derivados de 22 proteinas de
leucocitos y eritrocitos, complejidad que dificulta el
estudio de su mecanismo de accion. Recientemente,
se encontrd por espectrometria de masas que la
Ubiquitina (Ub) y una ubiquitina carente de las 2
glicinas terminales (UbAGG) son sus componentes
mayoritarios (1). También se report6 que Ub
incrementa la sobrevida de ratones infectados con el
virus del HSV-1 cuando es administrada via oral (1). Se
sabe que la Ub extracelular modula la produccion de
citocinas en modelos de endotoxemia (2),
probablemente al activar parcialmente al receptor
CXCR4 (3-4). Por otra parte, los escasos reportes
sobre la UbAGG sugieren que puede jugar un papel
protector en patologias cardiacas al prevenir la
proliferacion de fibroblastos cardiacos (5). Ambas
Ubiquitinas son piezas fundamentales para
comprender el mecanismo de accién de Transferon
oral® y tienen un potencial para el desarrollo de
inmunomoduladores innovadores orales. Este trabajo
muestra un proceso para la produccion y purificacién
de Ub monomérica (mUb) y su variante UbAGG.

Metodologia. Los genes de Ub y UbAGG fueron
clonados en pET25b y fueron producidas de forma
independiente por la adicion de 3mM de IPTG por 16 h
en E. coli BL21. Las ubiquitinas fueron purificadas de
lisados bacterianos mediante cromatografia de
intercambio ibnico y pasos secuenciales de
ultrafiltracion. La determinacion de la pureza y
caracterizacién de ambas ubiquitinas se realiz6 por
SDS-PAGE, SEC analitico, cuantificaciéon de
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especificos para la deteccién de ambas ubiquitinas.

Resultados. Se establecio un protocolo de purificacion
de ambas ubiquitinas con un rendimiento de 17-18
mg/L. En ambas ubiquitinas se obtuvo una pureza del
mondémero >90%. Mediante SEC y SDS-PAGE fueron
identificadas como proteinas con pesos aproximados
de 8-9 kDa. La cantidad de endotoxinas fue <0.5
[UE/mL]. De igual forma los ensayos de ELISA
confirmaron la pureza de nuestras preparaciones
comparado con un estandar de ubiquitina comercial
(R&D systems, U-100H).

Conclusiones. Se logré purificar Ub y UbAGG con
una alta pureza y con parametros de endotoxinas
aceptables para su uso en estudios preclinicos. Se
determinara su mecanismo de accién y funcionalidad
terapéutica en etapas posteriores.
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