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INTRODUCCION

La destruccién de microorganismos fagocitados por los neu-
trofilos (PMN) mediante la generacién de oxidantes microbicidas ocu-
rre gracias a la accion del sistema NADPH oxidasa. Este sistema se
encuentra ubicado en la membrana de las células fagociticas y cataliza
la produccién de anion superdxido (O,). Este sistema esta formado
por cinco proteinas: gp91rox, p22rmox. pd7rhox p67rox y paQrher y
mutaciones en cuatro de estas proteinas (gp91rhx, p22phox, p47rhox,
p67°™) conducen a una inmunodeficiencia primaria conocida como
Enfermedad Granulomatosa Cronica.

OBJETIVO
Expresar el gen normal (wf) y mutado (m) de la proteina
p67P* en forma recombinante en el sistema Baculovirus.

METODOLOGIA

Subclonacion del gen de p67°m* en plasmido donador
pFastBac.

Los primers EcoRIp67phox-reverse y EcoRIp67phox-forward
se utilizaron para amplificar el gen de p67°* mediante PCR a partir del
vector pBphox67. Posteriormente se subcloné en el plasmido dona-
dor pFastBac. Se transformaron bacterias DH5a y se cultivaron en
platos de agar con ampicilina. Se verificé la correcta insercion del
inserto por endonucleasas de restriccion y PCR.

Transposicion

Bacterias DH10Bac fueron utilizadas para ser transformadas
con 1 ng del vector pFastBac-p67phox recombinante. Se incubaron a
37°C/24horas en medio suplementado con 50 pg/mL de kanamicina,
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7 pg/mL de gentamicina, 10 pg/mL de tetraciclina, 100 pg/mL de
X-gal y 40 pg/mL de IPTG.

Aislamiento del Ba&cmido Recombinante

Las colonias blancas que contienen el bacmido recombinante
se seleccionaron para el aislamiento del DNA bacmidico recombinante.

Transfeccion de células Sf9 con el bacmido recombinante

Células de insecto Sf9 y H5 fueron utilizadas para su transfor-
macion con el bacmido recombinante mediante la utilizacion de
liposomas cationicos.

Western Blot

Con el fin de confirmar la expresion de la p67°" recombinante
en las células de insecto se realizd una inmunodeteccion con anticuerpos
monoclonales en los lisados de células sf9 y H5.

RESULTADOS

1. El gen de la proteina p67°™* se subclond satisfactoriamente en el
plasmido donador pFastBac.

2. Se produjo en forma recombinante p67°"* humana en el sistema
baculovirus.

CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

La produccion de la proteina recombinante p67°™* en nuestro
laboratorio abre el camino para desarrollar estudios moleculares de los
fendmenos que ocurren en la activacion del sistema NADPH oxidasa.
De esta manera esperamos obtener informacién acerca de algunos
dominios importantes en las proteinas del sistema oxidasa, con el fin de
construir un modelo donde se postulen las posibles interacciones,
formas de regulacion y activacion de este sistema enzimatico, que
redunden en un futuro en la posibilidad de modular negativamente la
produccion de radicales del O,.
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