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Propdsito y Método del Estudio. La produccion de proteinas recombinantes se ha facilitado
gracias a la implementacién de las proteinas de fusidn, éstas tienen como fin conferir ciertas
caracteristicas a la proteina de interés que permitan la purificacion por medio de cromatografia de
afinidad. Ademas, las proteinas de fusidn incrementan considerablemente la solubilidad de las proteinas
de interés, facilitando su obtencidn.

SmbP (Small metal binding protein) es una proteina pequefia, de tan sélo 9.9 kDa aislada de
Nitrosomas europaea, que posee la propiedad de unir diversos iones divalentes, como Ni(ll), Cu(ll),
Mg(I1), Mn(ll) y Zn(ll) e incluso trivalentes como el Fe(lll). Debido a ésto se propone su uso como proteina
de fusién aprovechando su propiedad de unidn a Cu(ll) y Ni(ll) y de esta manera purificar por medio de
cromatografia de afinidad a iones metalicos (IMAC).

La metodologia consistié en: 1) Amplificacion del ADN codificante para la proteina de interés, 2)
Construccion de plasmidos, 3) Transformacién de Escherichia coli DH5a, 4) Extraccion de ADN
plasmidico, 5) Tamizaje de transformantes, 6) Transformacion de E. coli BL21(DE3), 7) Expresion de
proteinas, 8) Purificacion con cromatografia de afinidad unida a iones metalicos.

Contribuciones y conclusiones. Se obtuvieron diversas construcciones de pldasmidos con genes
de interés, entre ellos con GFP (Green Fluorescent Protein) y RFP (Red Fluorescent Protein) usadas como
proteinas reporteras de expresién que permitieron visualizar su purificacién. Se expresaron diversas
proteinas de interés unidas a SmbP y a GST (Glutation-S-Transferasa) y MBP (Proteina de Unidén a
Maltosa) usando estas dos Ultimas para fines comparativos.

En las pruebas de expresidon comparativos se observaron rendimientos considerables por parte
de SmbP, equiparables y en algunos casos mayores a los presentados con MBP y GST. Asimismo, la
solubilidad que presentaron las proteinas unidas a SmbP fue mayor que la presentada por las unidas a
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GST y similar a la que mostraban con MBP. Mostrando que SmbP mejora el rendimiento de expresién y
genera menos cuerpos de inclusion.

Es posible purificar proteinas unidas a SmbP mediante cromatografia de afinidad unida a iones
metalicos (IMAC). Se purificé GFP y RFP unidas a SmbP y se probaron dos iones, Ni(ll) y Cu(ll), con la
primera se obtuvo un buen grado de pureza aunque con poco rendimiento, por su parte con Cu(ll) el
rendimiento fue mayor aunque la pureza fue menor a comparacién con Ni(ll). Se probaron diversas
condiciones con el fin de mejorar con Cu(ll) la pureza y con Ni(ll) el rendimiento, donde las condiciones
fuertes de purificacién (alta concentracion de sal e imidazol en lavado y elucién) fueron las que
presentaron mejores resultados.

Se purificaron GFP y RFP unidas a SmbP mediante un equipo de FPLC, AKTA prime plus,
empleando columnas comerciales de sefarosa unida iones Ni(ll) mejorando el rendimiento y la pureza de
las proteinas. Ademas, GFP unida a SmbP se sometié a una segunda purificacion por medio de
intercambio anidnico usando también columnas comerciales, logrando una pureza final de

Para finalizar, SmbP es capaz de exportarse al periplasma, por lo que se crearon construcciones
conservando el péptido sefial. Se logré purificar la proteina RFP de la fraccion periplasmica de E. coli
mediante choque osmoético, facilitando el método de purificacion (por la presencia de menos proteinas)
aunque sacrificando la cantidad de proteina obtenida a comparacion de expresion citoplasmica.
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CAPITULO 1

1. INTRODUCCION

Los farmacos conocidos y usados hoy en dia son obtenidos por numerosas vias,
ya sea de manera natural o sintética. Es indudable el hecho de que por varias décadas
el desarrollo de farmacos se enfocaba primordialmente a la creacién y manufactura de
pequefias moléculas de origen sintético, sin embargo, esta tendencia comienza a

desviarse por otro rumbo: el desarrollo de biofarmacos.

El uso de proteinas terapéuticas o biofarmacos para el tratamiento de diversas
enfermedades se ha venido implementando cada vez mds en los ultimos 30 afios,
ademas se sabe que aproximadamente uno de cada cuatro nuevos farmacos que se
lanzan al mercado es un biofdrmaco.” ? Un biofarmaco es una molécula bioldgica con
fines terapéuticos obtenido a partir de un organismo vivo, ya sea a partir de bacterias,

hongos, células animales, levaduras entre otros.’

El término “biofarmacéutico” fue empleado por primera vez en 1980 y se usé

para describir una clase de proteinas terapéuticas producidas por técnicas
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biotecnoldgicas modernas, especificamente por via de la ingenieria genética. Este
término también puede acompafar a otras macromoléculas, por ejemplo, productos
basados en acido desoxirribonucleico (ADN) o acido ribonucleico (ARN) o incluso a la

célula completa.’

Desde el ano de 1950, se han ido investigando las proteinas producidas
naturalmente en el cuerpo humano y sus obvias aplicaciones terapéuticas, algunos
ejemplos pueden ser: interferones e interleucinas, factores de crecimiento,
eritropoyetina, factores neurotréficos, etc.' Después de todo, las proteinas son los
principales componentes de la funcién celular. La informacién almacenada en el ADN
dirige la maquinaria sintetizadora de proteinas de la célula para producir proteinas

especificas requeridas para la estructura, regulacion y funcién de la misma.>

Aunque el potencial farmacéutico de estas moléculas reguladoras fue
generalmente apreciado, el uso con fines terapéuticos resultaba impractico debido a
las pequeiias cantidades que se obtenian por medios naturales. La llegada de la
tecnologia del ADN recombinante supero muchas de las limitantes que se tenian y
marco el comienzo de una nueva era de ciencias farmacéuticas.! A pesar de esto y de
su incremento en la demanda, el uso de proteinas terapéuticas aun se encuentra en su

etapa inicial.

Los biofarmacos han claramente revolucionado la medicina actual. Sin embargo,
el traer un producto de esta indole al mercado toma una gran cantidad de tiempo de

investigacidn y recursos con muchas trabas en su desarrollo. Uno de los mas grandes
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retos de la industria de biofarmacos es el hecho de que una gran cantidad de esta clase

de medicamentos no llega a ver la luz en el mercado. *

No solo se encuentran dificultades en relacién a la seguridad y eficiencia
durante el desarrollo de biofdrmacos, sino también se presentan dificultades
relacionadas a la produccién de los mismos. El disefio y produccion de biofarmacos van
de la mano ya que las caracteristicas de dicho biofarmaco deben ser definidas a la
brevedad, dado que de estas dependera en gran medida la ruta de produccion y el

desarrollo del método de obtencién a mayores escalas.”

La tecnologia del ADN recombinante ha tenido un gran impacto positivo en la
produccién de proteinas farmacéuticamente importantes. Algunas de las dificultades
qgue ha superado son: el problema de la disponibilidad de fuentes, problemas en la
seguridad del producto, provee una alternativa a la extraccidon directa de fuentes
inapropiadas/peligrosas (fluidos humanos y animales) y facilita la generacion de

, . ;. . . 1
proteinas recombinantes terapéuticas que presentan ventajas sobre las nativas.

Son diversas las ventajas que ofrece la tecnologia del ADN recombinante, no
solo permite la produccién de proteinas a gran escala usando la misma metodologia,
sino también permite realizar modificaciones genéticas a las mismas que provee de
claras ventajas sobre las modificaciones quimicas. Las proteinas generadas por
ingenieria genética son biocompatibles y biodegradables, los cambios se dan en el
100% de la produccién de proteinas. Las preparaciones finales no poseen

contaminantes que pudiesen ser nocivos para el paciente.5
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El desarrollo racional de mejores proteinas terapéuticas con una eficiencia
incrementada, mayor seguridad, inmunogenicidad reducida y mejorada distribuciéon
proviene de una convergencia entre la comunidad cientifica, clinicos, tecndlogos y
productores que han identificado las necesidades y han desarrollado estrategias para

sobrellevarlas.®

La comunidad cientifica busca resolver los retos que la expresidon de proteinas
ha implicado. Ya que, a pesar del inspirador desarrollo y avances en la decodificacion
de los genomas, la expresién de los productos de los genes en proteinas funcionales, en
especial con altos rendimientos, permanece como un reto complejo. La expresion de
proteinas requiere de dos decisiones criticas iniciales: la seleccién de la estrategia de
clonacién y la seleccién del tipo de célula que se usara para la expresion. Asi mismo, la
busqueda de un alto rendimiento agrega otros requerimientos, como la necesidad de

métodos faciles y factibles para una rapida clonacién y aislamiento de proteinas.’

El enfoque de las tecnologias desarrolladas con un mayor impacto sobre las
proteinas terapéuticas actuales comprende versiones modificadas de las proteinas
nativas (obtenidas por ingenieria genética), proteinas de fusién, conjugacién a
polimeros, entre otras.® Es obvio que la ingenieria de proteinas ha revolucionado la
terapéutica basada en este tipo de biomoléculas proveyendo de herramientas para
mejorar las proteinas ya existentes o crear nuevas proteinas para aplicaciones clinicas

especificas.6
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Desde 1982, mas de 100 proteinas y péptidos terapéuticos han sido autorizados
para su produccién usando células bacterianas, fungicas y de mamiferos. La ingenieria
genética ha proporcionado las herramientas moleculares necesarias para la produccién
de proteinas heterdlogas en un gran ramo de microorganismos, incluyendo bacterias y

levaduras, expandiendo asi las capacidades de manufactura.®

Esta expresion-produccidon de proteinas en sistemas heterélogos engloba la
clonacién de un gen especifico que codifica para la proteina de interés en un vector de
expresidn bajo el control de un promotor inducible.® El sistema de produccién depende
de la naturaleza de la proteina de interés.’ Con la biotecnologia, cualquier biofarmaco
puede ser modificado genéticamente usando la fusidn celular o la tecnologia del ADN

recombinante.

Entre los retos principales de la industria de los biofdrmacos que se han
discutido para la obtencion de proteinas terapéuticas por tecnologia del ADN
recombinante se encuentra la produccién de las mismas de forma altamente pura y
bien caracterizada. Se han desarrollado diferentes estrategias para producir proteinas
recombinantes a gran escala, una de ellas es el uso de proteinas de fusién que

posteriormente deben ser removidas en la purificacion de la proteina de interés.°

Este avance significativo en el desarrollo de proteinas terapéuticas llego con la
introduccion de proteinas de fusién obtenidas por la unidn de dos genes que codifican
para dos o mas proteinas. Las proteinas de fusidn combinan sus propiedades en una

sola proteina. El ejemplo clinico y comercial mas exitoso desarrollado con esta
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tecnologia son las inmunoglobulinas. Las proteinas de fusidn pueden proporcionar
varios beneficios, como lo son el alargamiento del tiempo de vida media (como en el
caso de las inmunoglobulinas), facilitan la expresién de la proteina de interés y su
purificacion por medio de cromatografia afinidad asi mismo mejoran la solubilidad y

estabilidad incrementando la potencia de la misma.®

En general, es dificil decidir cual serd el mejor sistema de fusién para una
proteina de interés especifica. Esto dependera de la proteina diana, el sistema de
expresiéon a usar y la aplicacion de la proteina purificada.'® Cabe mencionar que la
localizacion de la proteina afecta el aislamiento y purificacién del producto, por
ejemplo podria secretarlo al medio de crecimiento, transportarlo al periplasma o
mantenerse en el citoplasma.'! Los sistemas de proteinas de fusién comparten ciertas
caracteristicas: purificacion de un paso, efecto minimo en la estructura terciariay en la
actividad bioldgica, remocion facil y especifica para producir la proteina nativa, ensayos
simples y exactos de la proteina durante la purificacion y ser aplicables a diferentes

tipos de protel'nas.10

El sistema de expresidn influird altamente sobre las condiciones de cultivo que
optimizaran la expresion de la proteina recombinante, dado que distintos hospederos y
vectores de expresion presentan distintos niveles de produccion de una misma
proteina recombinante bajo condiciones de cultivo idénticas. Los sistemas de expresidn
bacterianos han sido usados y siguen siendo usados ampliamente en la industria, esto
debido a sus ventajas intrinsecas, como rapido crecimiento, altas producciones vy

facilidad de manejo.12
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Los sistemas de expresion bacterianos son los mas usados, especificamente
Escherichia coli (E. coli), el cual es por lo regular la primera opciéon al momento de elegir
el sistema, es incluso el mas usado a escala industrial, produce de hecho la mitad de las

, . . 13 . .
proteinas comercializadas actualmente.”™ E. coli es por mucho el mejor hospedero

caracterizado con muchos sistemas de expresion disponibles.'*

E. coli es también uno de los modelos mas simples para la produccidon de
proteinas recombinantes lo cual facilita el escalamiento. Sin embargo, también impone
limitaciones como la seleccién de la proteina que se producird, ya que las bacterias
carecen de capacidad para realizar la mayor parte de las modificaciones
postraduccionales de la proteina.? De la misma manera la produccién de proteinas que
dependen de puentes disulfuro para su estabilidad ha sido considerada dificil en E.

coli.®

La adecuada expresion de proteinas recombinantes en E. coli depende de su
capacidad para evitar interacciones indeseadas con otros polipéptidos, que pueden
derivar a la agregacion de intermediarios plegados en vez de a las proteinas deseadas.’
Algunos factores que afectan el nivel de expresidon incluyen pequefias y sutiles
caracteristicas de la secuencia del gen, la estabilidad y eficiencia del ARNm, el plegado
correcto y eficiente de las proteinas, el uso de codones, degradacién de la proteina

recombinante por proteasas dependientes de ATP y la toxicidad de la proteina.8

Un vector de expresion para E. coli debe contener, ademds del gen de interés,

un origen de replicacidon, un gen que confiera resistencia a antibiéticos (o cualquier
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otro marcador de seleccién), un promotor y un terminador transcripcional. El origen de
replicacion determina el nimero de copias del vector, el cual influencia la estabilidad

del plasmido.*®

El método mas intuitivo para aprovechar en E. coli las proteinas recombinantes
es direccionar los polipéptidos hacia el periplasma bacteriano. Las razones para esto
son que en el periplasma al contrario del citoplasma, es un compartimiento oxidante
gue almacena las enzimas encargadas de la formacién del puente disulfuro y de su
isomerizacién asi como chaperonas y enzimas de plegamiento.’® Otras ventajas que se
describen para la expresion en el periplasma incluyen que el tamafio del péptido a
insertarse no es relevante, existe poca actividad proteolitica, tiene un alto nivel de
expresion, contiene Unicamente el 4% de las proteinas totales de la célula, se puede
purificar facilmente por choque osmético y permite la acumulacién de proteinas que

serian toxicas en el citoplasma.z’ v

La expresidon d