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RESUMEN

JIMENEZ MARTINEZ LUIS EDUARDO. Construccién y empaquetamiento del gen
de interferdén alfa aviar (bajo la direccion de: MVZ, Dr. José Alberto Cano Buendia;
MVZ, Dr. Jaime Campuzano Granados y MVZ, Dra. Norma Leticia Calderon

Apodaca).

El presente trabajo comprende la subclonacién del gen de interferén alfa aviar
optimizado en el vector de expresion para células eucariontes pcDNA 3.1 myc/ His
A y su posterior empaguetamiento con quitosano en una relacion de 4:1

(Quitosano:ADN) mediante un proceso de coacervacion.

Se demostré que con esta relacion el ADN queda totalmente envuelto por el
quitosano y que es protegido de la acciébn de ADNasas.

Como prospectivas de este trabajo se espera la transfeccion en células
eucariontes del pldsmido que contiene al interferon empaquetado con diferentes
cantidades de quitosano y la evaluacion de la integridad de las particulas DNA-

Quitosano almacenadas a diferentes condiciones de tiempo y temperatura.



1. Introduccidn

Los alimentos de origen avicola son de suma importancia para la alimentacién de
la sociedad debido a que la carne de pollo normalmente es la mas barata de todas
las procedentes del ganado doméstico. La carne de pollo es saludable, tiene un
bajo contenido de grasas totales y de &cidos grasos trans; mientras que el
contenido de las grasas monoinsaturadas constituye aproximadamente la mitad

del total de grasas (1).

El huevo por su parte contiene la mayoria de los aminoacidos esenciales, gran
cantidad de calcio, fésforo, magnesio, hierro, zinc, vitamina A y el complejo

vitaminico B (2).

Debido a estas bondades los productos avicolas son alimentos muy demandados
para satisfacer las necesidades de alimentacion de la poblacion humana. Por lo
tanto, se han creado diversos sistemas de produccién para obtener los productos
avicolas en cantidad y calidad suficiente para poder satisfacer la demanda de

carne y huevo.

Para el 2018 se estimé una produccion de carne de pollo de 3.9 millones de
toneladas, mientras que para el huevo fue de mas de 2.8 millones de toneladas.
La produccion de pollo en México ha crecido 145% durante el periodo de 1994 a
2017, ha aumentado a un ritmo de crecimiento anual de 0.4%. En el plano
internacional, ocupa el sexto lugar en produccion de pollo y el cuarto en

produccion de huevo (3).

Sin embargo, la produccion avicola se ve deteriorada de forma importante cuando
las granjas son afectadas por infecciones virales, en las que se tienen pérdidas
del 15 al 20% del total de aves en un brote de influenza (4). Otros virus que
afectan a las aves son: 1) El virus de la bronquitis infecciosa, que es capaz de
inducir dafio renal, respiratorio y baja en la produccion de huevo asociada con la
disminucién en la calidad de huevo(5); 2) El virus de la enfermedad de Newcastle,
enfermedad altamente contagiosa, puede causar 50% de mortalidad (cepas muy

virulentas), enfermedad respiratoria, reduccién en la produccién de huevo y baja



mortalidad (cepas virulentas) e infecciones secundarias (cepas de baja virulencia);
3) Influenza Aviar, la cual puede ser de baja o de alta patogenicidad, genera cese
de la postura de huevo, signos de enfermedad respiratoria, digestiva y nerviosa,

hasta la muerte con las cepas de alta patogenicidad (6).

1.1 Terapia génica

La terapia génica usa la ingenieria genética para introducir o eliminar genes
especificos, alterar o suplementar la accion de un gen anormal, reparar o
introducir una copia normal o uno que afiada nuevas funciones o regule la

actividad de otros genes.

La terapia génica somatica se basa en la transferencia de material genético a
células somaticas como forma alternativa de tratamiento para mejorar la salud de
las personas o de los animales. Puede ser la introduccion de ADN o ARN, o la
introduccién de células cuyo material genético ha sido modificado. La transferencia
de un gen se puede lograr de varias formas, ya sea con un vector viral 0 mediante
métodos fisicos o quimicos, como la transmision directa de ADN o de complejos

de ADN como liposomas, conjugados moleculares o policationes.

Un tipo de enfermedades a las que puede ir dirigida la terapia génica son las
infecciosas. Para estas, las estrategias consisten en obtener vacunas, introducir
genes que obstaculicen la replicacion del virus, activar el sistema inmune, impedir
gue el virus infecte a células sanas, introducir genes que produzcan ribozimas que
degraden el ARN viral y expresar genes gque provean proteccion a las células para

no ser infectadas (7,8).

Muchos de estos productos son vacunas de subunidades de microorganismos los

cuales pueden mejorar su eficacia con el uso de un adyuvante.

1.2 Optimizacion de codones
Los genes utilizados en la terapia génica pueden ser sometidos a una optimizacién
de codones, la cual es definida como la ingenieria de disefio genético, mediante la

gue se intercambian algunos codones sin alterar la secuencia de aminoacidos de



las proteinas para las cuales codifican (9). Cada secuencia proteica esta
compuesta de 20 aminoéacidos; existen 64 codones que consisten en 3 de paro y
61 que codifican para estos 20 aminoacidos (10). Un coddn consta de tres
nucleétidos en una secuencia de acido nucleico y que codifica para un solo
aminoéacido. So6lo unos pocos aminoacidos son codificados por un simple codon.
La mayoria de los aminoacidos son codificados por 2 a 6 codones, lo que complica
la decodificacion al permitir que mas de un codoén codifique un solo residuo de
aminoacido en la proteina. Esta parte del codigo genético es referida como
degeneracion de codones. Los codones sindbnimos son codones diferentes que
codifican para el mismo aminoacido (11). Numerosos estudios han demostrado
que el uso de codones sinGnimo es un proceso no-aleatorio (11,12). Por ejemplo,
la alanina puede ser codificada por cualquiera de los cuatro codones, GCC, GCG,
GCU y GCA, mientras la fenilalanina puede ser codificada por so6lo dos, UUU y
UUC, vy la leucina por seis: CUA, CUC, CUG, CUU, UUA y UUG. El uso de
codones significa el uso no aleatorio de estos en el mRNA. La utilizacion de
codones en numerosos organismos ha sido cuantificada con diferentes calculos,
incluida la frecuencia del uso de codones sin6nimo relativo (13), el indice de
preferencia de codones (14), el uso de codones o6ptimos (15), y el indice de
adaptacién de codones (16), los cuales indican diferencias en la frecuencia de
codones sinénimo en el DNA codificado. Para los genes altamente expresados en
E. coli y levaduras, el uso de codones sinGnimo no aleatorios esté relacionado con
la abundancia de tRNA. Como la mayoria de aminoacidos son codificados por mas
de un coddn, los programas de optimizacion de codones evitan el uso de codones
raros (17). La expresion de proteinas y la preferencia de codones estan ligadas,
por lo tanto, la expresion puede ser mejorada al imitar los patrones de preferencia
de codones de mRNA altamente expresados. Para maximizar la expresion de
proteinas en organismos vivos, la optimizacién de codones es usada para mejorar
la eficiencia de traduccion de los genes objetivo y convertir las secuencias de
nucleotidos del DNA de una especie en la secuencia de nucleotidos de DNA de

otra especie.



1.3 Empaquetamiento con Quitosano

El quitosano es un transportador génico perteneciente a los vectores no virales. Es
un polisacarido biodegradable, polimero de N-acetil-D-glucosamina y D-
glucosamina (18), obtenido por la desacetilacion alcalina de la quitina, la cual es
un polisacérido encontrado en el exoesqueleto de crustaceos, artropodos marinos
e insectos (19). Como el Unico polisacarido natural con una carga positiva, el
quitosano tiene las siguientes propiedades Unicas como transportador para la
terapia génica: es seguro y no toxico, tanto en animales experimentales (20) como
en humanos (21); puede ser degradado en H20 y CO:2 en el cuerpo, lo que
asegura su bioseguridad; es biocompatible con el cuerpo humano y no provoca la
estimulacién de la mucosa y la dermis; su naturaleza polielectrolitica cationica
provee una fuerte interaccion electrostatica con el DNA cargado negativamente
(22) y protege al DNA de la degradacion por nucleasas (23). La propiedad
mucoadhesiva del quitosano potencialmente permite una interaccién prolongada
entre la macromolécula liberada y la membrana epitelial, lo que promueve una
absorcion mas eficiente (24). Debido a estas caracteristicas las nanoparticulas de
quitosano han sido particularmente atractivas como vector génico en afos

recientes.

En la terapia génica, la transfeccién celular presenta algunos inconvenientes,
como la direccion del sistema de liberacion hacia la célula blanco, el transporte a
través de la membrana, la degradaciébn en los endolisosomas, y el trafico
intracelular del DNA plasmidico hacia el nucleo (25). Los complejos DNA-
quitosano parecen tener la habilidad de sobrepasar tres obstaculos para la
transfeccion : la absorcion celular, la liberacion endosomal y la localizacién nuclear
(26). Sin embargo, el quitosano ha mostrado tener una alta eficiencia de
transfeccion (27) y ha sido exitosamente usado como un sistema no viral de

liberacion génica tanto in vitro (28) como in vivo (29).



1.4 Adyuvantes
Los adyuvantes son sustancias agregadas a las vacunas para mejorar la
inmunogenicidad de antigenos altamente purificados que tienen capacidad

inmunoestimuladora insuficiente (30).

Uno de los primeros adyuvantes descubiertos fueron los de aluminio, los cuales
principalmente incrementan la produccion de anticuerpos (31). Otro tipo es el
adyuvante incompleto de Freund, el cual fue considerado muy reactivo para su
uso continuo en humanos. Los adyuvantes han sido usado por més de 90 afios y
son componentes recurrentes de mas de 30 vacunas licenciadas de diferentes

fabricantes para uso humano (30).

No todas las vacunas necesitan adyuvantes. Las vacunas con agentes atenuados
son efectivas debido a que producen una infeccion leve en los individuos y una
respuesta inmune que es similar a la inducida por la infeccién con las cepas
silvestres: estas vacunas son capaces de iniciar una respuesta inmune innata, la
cual lleva a una respuesta adaptativa subsecuente que conduce a la eliminacién
del patdgeno. Algunas vacunas inactivadas han sido exitosas debido a que
contienen una mezcla heterogénea de diversos antigenos y otros componentes
patbgenos que actian como adyuvantes intrinsecos. Sin embargo, muchas de
ellas necesitan de adyuvantes y de varias dosis de refuerzo para obtener una

proteccion a largo plazo (32).

Algunos adyuvantes pueden actuar como patrones moleculares asociados a
patégenos (PAMP’s), desencadenan varias vias de sefializacion que resultan en
la induccibn de genes que codifican citocinas, quimiocinas, y moléculas
coestimuladoras las cuales tienen una participacién importante en la activacion,
expansiéon y polarizacion de la respuesta inmune con lo cual los componentes de
la vacuna son identificados como una amenaza y puede ocurrir la activacion y
maduracion de células presentadoras de antigeno y el inicio de la respuesta

inmune adaptativa (33).



Debido a que varias citocinas participan en la respuesta inmune, podrian funcionar
como complemento de varias vacunas, como se ha demostrado en diversos
estudios que evaltan su habilidad para aumentar la respuesta inmune dirigida

contra antigenos especificos (34).

1.4.1 Citocinas como adyuvantes
El uso de citocinas recombinantes atrae atencién y puede ser una alternativa al

uso de los adyuvantes existentes. Las citocinas son proteinas que juegan un papel
crucial para regular el sistema inmune, y se producen en respuesta a una gran
variedad de enfermedades infecciosas y no infecciosas. En animales, proveen
sefales que ayudan a dirigir la respuesta inmune ya sea mediada por anticuerpos
o por células (35,36). En diferentes trabajos, se ha demostrado que las citocinas

son excelentes adyuvantes (34,37).

En aves, particularmente en los pollos se han examinado algunas citocinas para
su uso potencial como adyuvantes en vacunas, entre las que destacan la
Interleucina-1B (IL-1B) que incrementa la produccion de anticuerpos cuando se
administra in vivo como una proteina recombinante comparada con el antigeno
solo (38); la Interleucina de pollo-2 (ChlL-2) mejora la activacién de células Ty su
proliferacion (39); el interferén gamma de pollo (ChIFN-y) incrementa la respuesta
secundaria de anticuerpos (40); la ChIL-12 mejora la produccién de anticuerpos
séricos neutralizantes contra el virus de la bursitis infecciosa cuando se administra
junto con un antigeno del virus, ademas de que estimula la produccién de IFN-y
(41). Por ultimo el ChlIFN-a ha demostrado tener actividad antiviral contra el virus
de Newcastle (42).

1.5 Interferdn

El interferdn tipo | fue la primera citocina descubierta en pollos, la cual es inducida
en la membrana corioalantoidea del embrion por el virus de la influenza inactivado
por calor. Fue nombrado interferon por su habilidad para interferir directamente
con la replicacion del virus de la influenza (43). En tanto, el interferon alfa del pollo

(ChIFN-0) y el interferén beta del pollo (ChIFN-B) son interferones tipo | del pollo y



comparten caracteristicas funcionales y estructurales parecidas a las de los

interferones alfa y beta de mamiferos (44).

1.5.1 Induccién del interferén de tipo |

En las células eucariotas existen receptores que son especificos para el
reconocimiento de estructuras conservadas en organismos patdgenos. Existen 3
clases de receptores de acidos nucleicos asociados con la activacion de las vias
de interferon. La primer categoria de receptores de reconocimiento de patrones
es la familia de las helicasas parecidas al gen inducible del acido retinoico | (RLH),
la cual incluye el gen inducible del acido retinoico | (RIG-1) y el gen asociado a la
diferenciacion de melanoma 5 (MDAS5) (45). La segunda es la familia de los
receptores tipo toll (TLR) que incluyen TLR3, TLR7, TLR8 y TLRY, los cuales
identifican PAMP’s endosomales, fagosomales o extracelulares (46). La tercera es
la familia de los sensores de DNA, la cual incluye la sintetasa de GMP-AMP ciclico
(47). Al activarse, estos PRR’s reclutan moléculas de sefializacién y resultan,
directa o indirectamente, en la activacion de factores reguladores de interferén 3
(IRF3) y 7 (IRF7), asi como los factores de transcripcion, proteina activadora 1
(AP-1) y el factor nuclear Kappa Beta (NF-kB) (45-48), los cuales inician la
transcripcion de los genes de interferén de tipo I. Algunos PAMP’s virales son, el
RNA de doble cadena (dsRNA), el cual es reconocido por el receptor de tipo toll 3
(TLR3) en el endosoma, también es reconocido por RIG-I y por MDA5 en el
citoplasma (49). De igual manera, el RNA de cadena simple (ssRNA) puede actuar
como un PAMP, el TLR7 reconoce en el endosoma al ssRNA rico en Guanina y
Uracilo (50).

Las aves carecen del gen RIG-I y se ha propuesto que el MDA5 cumple las
funciones de RIG-I (51). De igual manera, los pollos también carecen del TLR9,
que funciona como sensor de DNA viral, y en su lugar tienen el TLR21 que es su

ortélogo funcional (52).

Las vias de sefalizacion que se utilicen para la activaciéon de los promotores de
genes antivirales dependen del receptor al que se unen. El TLR3 endosomal

acopla los adaptadores intracelulares TRIF (proteina adaptadora con dominio TIR
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inductora de IFN-beta) y TRAF3 (Factor 3 asociado al receptor del Factor de
Necrosis Tumoral) para activar las cinasas TBK1 (Cinasa 1 de union a TANK) e
IKKepsilon (inhibidor epsilon de la cinasa NF-kB). En seguida las cinasas TBK1 e
IKKepsilon fosforilan a IRF7 (Factor regulador de interferon 7), un factor de
transcripcion que activa genes para interferbn 'y otras citocinas
inmunoreguladoras. En contraste la sefializacion por TLR7, requiere de proteinas
adaptadoras MyD88 (proteina de respuesta primaria de diferenciacion mieloide 88)
y TRAF3 para encauzar a la cinasa IKKalfa. Esta cinasa fosforila a IRF7.
TLR7/MyD88 también recluta a la proteina adaptadora TRAF6 que eventualmente
activa el factor de transcripcion NF-kB via las cinasas IKKalfa e IKKbeta. NF-kB
conduce la transcripciébn de genes para citocinas proinflamatorias pero también

mejora la expresion del gen de interferén (53).

En el citoplasma, la deteccidén del RNA se da por MDAS el cual activa la proteina
adaptadora MAVS (Proteina mitocondrial de sefializacién antiviral) que utiliza
varios TRAFs (TRAF2, 3, 5, 6) para activar TBK1/IKKepsilon e IKKalfa/IKKbeta.

Estas cinasas activan IRF7 y NF-kB respectivamente (54).

La deteccion de los patrones moleculares asociados a patdégenos por los
receptores de reconocimiento de patrones eventualmente culmina en la activaciéon
de IRF7, NF-kB y AP-I los cuales se unen a PRD I/lll (Dominio de Regulacion
positiva I/lll), PRD Il y PRD IV, respectivamente, e inducen la transcripcion de los
interferones de tipo | y de citocinas proinflamatorias (TNF, IL-6, IL-1B3, etc.) (55).
Este interferon de tipo | conduce a la activacion transcripcional de varios I1SG

(genes estimulados por interferén) para montar un estado antiviral en la célula.

1.5.2 Sefnalizacion del interferén de tipo |

Los miembros de la familia de interferones de tipo | tienen actividad antiviral al
unirse a un receptor comun que consiste de 2 subunidades (IFNAR1 e IFNAR2),
los cuales se localizan en la superficie de la membrana de la mayoria de células
(56).



Los interferones de tipo | pueden formar un complejo ternario con IFNAR 1 e
IFNAR 2. Después de la formacioén de este complejo, comienza la sefializacion a
través de la via JAK-STAT, para inducir la transcripcion de los ISG que son los
efectores primarios en la respuesta celular del interferén, para obtener funciones

antivirales, antiproliferativas e inmunomoduladoras (56,57).

Se han identificado un gran nimero de ISG. Se clasifican en varias categorias de
acuerdo con las funciones biolégicas de sus productos, incluidas proteinas
antivirales como la cinasa activada por RNA de doble cadena (PKR), la proteina
de resistencia a Myxovirus (Mx), la 2'\5' oligoadenilato sintetasa (2',5'-OAS),
receptores de interferon (IFNAR1 e IFNAR?2), citocinas inflamatorias (IL-6 e IL8),
factores de sefializacion transduccionales y el complejo mayor de
histocompatibilidad (MHC) (58). Adicionalmente, los interferones de tipo |
producen un efecto de retroalimentacion positiva para la produccién de interferén
de manera autécrina (59).

En resumen, los efectos celulares de los interferones de tipo | son mediados por

los ISGs junto con los propios interferones.

1.5.3 Genes estimulados por el interferon alfa de pollo

El interferén alfa de pollo, estimula genes como el de la 2',5'- OAS y la PKR que
codifican proteinas antivirales, y ambos son activados por el RNA de doble
cadena. El primero induce la degradacion del mRNA viral y el segundo interrumpe

la traduccién de proteinas (60,61).

IFNAR1 e IFNAR2 son elementos esenciales en la via de sefalizacion de los
interferones de tipo I, transducen sefales extracelulares del interferon a moléculas
intracelulares (62), se ha demostrado que el interferon alfa de pollo estimula la
transcripcion de IFNAR1, pero no de IFNAR2 (63).

Otros ISG estimulados por el interferon alfa de pollo son la IL-6, involucrada en la
defensa del huésped y en la modulacion inmune; y el MHC |, que est& involucrado
en la presentacion de antigenos endogenos (63). Otra de las moléculas

estimuladas es la STAT1, un componente critico en la via de sefializacion del
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interferon de tipo I, éste transmite sefales citoplasmicas al nucleo y activa la
expresion génica a través de los elementos de respuesta estimulados por
interferén (ISREs) (64); por otro lado la proteina de transmembrana inducida por
interferén 3 (IFITM3), inhibe la infeccion viral al bloquear la entrada citoplasmatica
del virus (65); finalmente el viperin inhibe el trafico de proteinas solubles virales en

los compartimentos citoplasmaticos (66).

La induccion del interferon de tipo | y los genes que estimula se muestran en la

figura 1.
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1.5.4 Interfero6n recombinante de uso comercial en Medicina

Veterinaria

Actualmente, el Unico interferén disponible con fines terapéuticos de uso comercial
es el interferon-w, administrado en forma de proteina recombinante, que es
purificada del fluido corporal de gusanos de seda que han sido infectados con un
baculovirus recombinante, que produce el interferén felino (67). Su uso en gatos
infectados con virus de la leucemia felina y virus de la inmunodeficiencia felina, en
diversos estudios mostr0 mejoria en los parametros del hemograma y de la
condiciéon clinica de los pacientes (68). Un kit de ELISA utilizado para la
determinacidén cuantitativa del interferon gamma bovino en el plasma, suero y
sobrenadante de cultivo bovino, emplea interferén gamma recombinante de bovino

como estandar para la cuantificacion de la citocina en las muestas (69).

Se ha demostrado la disminucion de la carga viral y de los signos respiratorios en
aves infectadas con virus de la bronquitis infecciosa debido al uso de interferén
alfa de pollo (70). En pollos tratados con Salmonella enterica serovar Typhimurium
gue expresa el interferon alfa de pollo se ha demostrado una disminucion de la
mortalidad y el alivio de signos clinicos como tos, sinusitis, diarrea, depresion,
reduccion en la ingesta de agua y comida, todos ellos causados por el virus de
influenza aviar HON2. En los cuales se obtuvo un 80% de supervivencia en pollitos
cuando se inmunizaron previamente con el interferébn expresado por Salmonella,
presentando ligera depresion y anorexia, comparado con el control sin interferon
en el que solo sobrevivieron 40% de los pollitos y presentaron signos mas severos
(71). Se ha utilizado el Interferon alfa como proteina recombinante administrada

por via oral para inhibir la replicacion del virus de influenza aviar HON2 (72).

Estos resultados han demostrado que el uso del interferén es una alternativa para
la terapia contra las enfermedades virales. Sin embargo, se busca disminuir el
costo de produccion y mejorar su via de administracion, por lo que el uso del IFN

recombinante como vacuna génica empaquetado con quitosano es una opcion.
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2.Justificacion

Se propone la subclonacion y el empaquetamiento del plasmido conteniendo el
gen de interferdn alfa de pollo, lo que en estudios posteriores podria servir como
adyuvante, ya que estimula la respuesta inmune e inhibe la replicacién viral,
ademas su actividad no es especifica contra cierto tipo de virus, por lo que

confiere proteccion contra un gran numero de éstos.

La tecnologia recombinante ofrece la ventaja de generar bioldgicos de una manera
mas eficiente y segura. El utilizar un sistema recombinante que requiera un
plasmido de expresién para células eucariontes tiene las ventajas de que la
proteina obtenida tendra las modificaciones postraduccionales propias de un
organismo eucarionte, también tendrd un plegamiento correcto y estara libre de
endotoxinas. Ademas este sistema puede ser administrado directamente al animal
gue se desee tratar. Para esto, los productos bioldgicos provenientes de este tipo
de tecnologia necesitan un vehiculo que pueda introducirlo a las células, que sea
seguro para el organismo y que le provea de estabilidad al producto biol6gico
ante el medio. Por esto se propone la utilizacién del quitosano como un vector
seguro, ya que presenta las caracteristicas deseables para que el producto
ingrese en la célula, no sea degradado por nucleasas y ser eliminado de una

manera segura por el organismo.
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3. Hipotesis

Si la secuencia optimizada del gen de interferén alfa aviar flanqueada por los sitios
de restriccion Apal y Notl puede ser clonada en un vector de expresion de células
eucariontes y si se encapsula con quitosano entonces estara protegida de la

accion de ADNasas.
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4. Objetivos

4.1 Objetivo General

e Clonar la secuencia optimizada del gen de interferon alfa de pollo en un

vector de expresion para células eucariontes y empaquetarla con quitosano.

4.2 Objetivos Particulares
e Clonar el gen de interferén alfa aviar en el vector de expresion para células
eucariontes pcDNA 3.1 Myc/His A.
e Empagquetar la construccion de pcDNA 3.1 Myc/His A - gen de interferon

alfa aviar con quitosano
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5. Material y Métodos

5.1 Analisis de la secuencia

La secuencia del gen de interferén alfa aviar se obtuvo de la base de datos del
Centro Nacional de Informacion Biotecnoldgica (NCBI, por sus siglas en inglés),

con numero de acceso U07868.1.

Esta fue revisada para determinar la presencia de codones raros y los sitios de

restriccion Apal y Notl que fueron utilizados en este trabajo.

5.2 Optimizacion de la secuencia, construccion y clonacion del

gen.
La optimizacion de la secuencia se realizé con el programa Codon Optimizer, de

uso libre (The Biodesign Institute, Universidad de Arizona, USA). Los codones
raros fueron sustituidos con el uso de un indice de Adaptacion de Codones (CAI,

por sus siglas en inglés) con valor mayor a 0.3 para células eucariotas (73).

De igual manera se agreg6 una secuencia Kozak (5° ACCATGG 3") para facilitar
el reconocimiento del coddn de inicio en la traduccion (AUG). Para su clonacién en
el plasmido se agregaron los sitios de restriccion de las enzimas Notl (5
GCNGGCCGC 3) en el extremo 5" y Apal (5° GGGCCAC 37) en el extremo 3".

El gen con estas caracteristicas se sintetizd y se clon6 en el plasmido pCR 2.1
TOPO™ , para esto se utilizaron los sitios de restriccion Apal y Notl. A esta nueva
construccion se le llamé pCR IFNChika y fue realizada en el laboratorio de
vacunologia y constatacion de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de

la UNAM por el equipo de trabajo del Doctor José Alberto Cano Buendia.

5.3 Transformacion de pCR IFNChika en E. coli TG1 quimicamente

competentes

La preparaciéon de las E. coli TGl (proporcionadas por el laboratorio de
Vacunologia y Constatacion de la FMVZ, UNAM) vy su transformacion por el
método quimico descrito por Sambrook et al.(74) se realizé de la siguiente

manera:
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Preparacion de las células procariotas

1.

Se tomd una colonia y se transfirio a un matraz de 500 ml con 100 ml
de medio Luria Bertani (LB). Se incubd el cultivo por 3 horas a 37 °C
con 250 rpm y se monitored el crecimiento del cultivo, hasta que
alcanz6 una ODsoo de 0.4.

Se transfirieron las células bacterianas a tubos de polipropileno de 50
ml estériles. Se enfriaron los cultivos al colocar los tubos en hielo por 10

minutos.

3. Se centrifug6 a 2700 g por 10 minutos a 4°C para recuperar las células.

Se Decant6 el sobrenadante. Se colocaron los tubos en posicidon
invertida sobre papel absorbente por 1 minuto para drenar las ultimas
trazas de medio.

Se resuspendié cada pellet por agitacién o en el vortex en 30 ml de una
solucion fria de MgClz-CaClz (80 mM MgClz, 20 mM CacCly).

Se centrifug6 a 2700 g por 10 minutos a 4°C para recuperar las células.

7. Se decantdé el sobrenadante. Se Colocaron los tubos en posicion

invertida sobre papel absorbente por 1 minuto para permitir que las
ultimas trazas de medio se drenaran.

Se resuspendio cada pellet por agitaciéon o en el vortex en 2 ml de
solucién fria de CaClz 0.1 M por cada 50 ml del cultivo original.

En este punto, se usaron las células para la transformacién o se

repartieron en alicuotas y se congelaron a -70°C.

Transformacion

10.Se Utilizaron 200 pl de cada suspensién de células quimicamente

competentes en un tubo de 1.5 ml estéril y frio. Se agregé el plasmido
PCR IFNChika en cada tubo. Se mezclo el contenido del tubo por medio
de un pipeteo suave. Se almacenaron los tubos en hielo por 30

minutos.
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11.Se transfirieron los tubos a una gradilla colocada en bafio de agua
recirculante precalentado a 42°C. Se almacenaron los tubos en la
gradilla por 90 segundos.

12.Répidamente se transfirieron los tubos a un bafio de hielo y se dejaron
enfriar las células por 1-2 minutos.

13. Se agrego 800 ul de medio SOC a cada tubo y se incubé a 37 °C, con
250 revoluciones por minuto, durante 1 hora.

14.Se transfirié 250 ul del cultivo de células competentes transformadas a
una placa de medio LB con ampicilina.

15.Se almacenaron las placas a temperatura ambiente hasta que el liquido
fue absorbido.

16.Se Invirtieron las placas y se incubaron a 37 °C por 15 horas.

5.4 Propagacion y purificacion del plasmido pCR IFNChika

Para la propagacion y purificacion del plasmido que contenia el gen de interés se
utilizé un kit de extraccion de ADN (Wizard Plus SV Minipreps DNA Purification
Systems, Promega #A1330)

1. Se sembré una colonia de E. coli TG1 transformada con el plasmido
PCR IFNChika en 10 ml de medio LB con ampicilina

2. Se Incubd a 37 °C, con 250 rpm durante 16 horas.

3. A las 16 horas se centrifugd 5 minutos a 9 449 rpm para obtener el
pellet. Se desecho el sobrenadante y se secé el tubo invertido en papel
absorbente.

4. Se agregd 250 ul de la solucion de resuspension celular y se
resuspendio el pellet completamente mediante pipeteo.

5. Se agrego 250 ul de la solucion de lisis celular y se mezclo al invertir el
tubo 4 veces. Se incubd hasta que la suspension celular se aclaro
(aproximadamente de 4 a 5 minutos).

6. Se agregé 10 ul de la solucion de proteasa alcalina, se mezclé al
invertir el tubo 4 veces y se incubdé por 5 minutos a temperatura

ambiente.
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7. Se afadio 350 pl de la solucién de neutralizacién e inmediatamente se
mezclo al invertir el tubo 4 veces.

8. Se centrifugé el lisado bacteriano a méxima velocidad (alrededor de 21
000 rpm) en una microcentrifuga por 10 minutos a temperatura
ambiente.

9. Se transfiri6 con una pipeta el lisado claro (aproximadamente 850 ul) a
la "columna spin" preparada, en la que se evito transferir el precipitado
blanco.

10.Se centrifugd el sobrenadante a maxima velocidad en una
microcentrifuga por 1 minuto a temperatura ambiente. Se removié la
"columna spin" del tubo y se decanté el sobrenadante del tubo colector.
Se reinserto la columna en el tubo.

11.Se agreg6 750 pl de la solucion de lavado de columna.

12.Se centrifugé a maxima velocidad en una microcentrifuga por 1 minuto
a temperatura ambiente. Se removié la "columna spin" del tubo y se
decant6 el sobrenadante del tubo colector. Se reinsert6 la columna en
el tubo.

13.Se agreg6 250 pl de la solucion de lavado.

14.Se centrifugé a maxima velocidad en una microcentrifuga por 2 minutos
a temperatura ambiente.

15. Se transfirid la columna a un tubo de 1.5 ml nuevo y estéril.

16.Se afad6 100 pl de agua libre de nucleasas para eluir el ADN
plasmidico, y se centrifugd a maxima velocidad por 1 minuto a
temperatura ambiente.

17.Después de eluir el ADN se desecho la columna y el tubo, se almacenoé

a -20°C hasta su uso.
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5.5 Digestion de pCR IFNChika con Notl y Apal

Para liberar el gen de interés, se digirio el plasmido pCR IFNChika con la enzima
de restriccion Notl (Notl-HF NEB # R3189)conforme a las instrucciones del

fabricante (cuadro 1).

Cuadro 1. Cantidades y constantes de reaccién para la digestién con Notl.

Notl 10 Unidades
ADN plasmidico 1 Mg

10X NEBuffer 2yl
Volumen total de reaccion 20 pl
Tiempo de incubacion 30 minutos
Temperatura de incubacién 37°C

Posteriormente se digiri6 con la enzima de restriccibn Apal (Apal-HF NEB

#R0114S) como lo indicaron las instrucciones del fabricante (Cuadro 2).

Cuadro 2. Cantidades y constantes de reaccion para la digestion con Apal.

Apal 10 Unidades
ADN plasmidico 1 Mg

10X NEBuffer 2 ul
Volumen total de reacciéon 20 pl
Tiempo de incubacion 30 minutos
Temperatura de incubacion 26°C

5.6 Electroforesis en gel de agarosay purificacion de las bandas
Se realiz6 una electroforesis para visualizar los fragmentos digeridos. Esta se
realizé en gel de agarosa al 1% y se utilizd un amortiguador tris borato-EDTA
(TBE), durante 1 hora con 80 V. Se hizo la tincién del gel con bromuro de etidio al
0.05% (#1558-011, Invitrogen) y se observo en un fotodocumentador. Como
marcador de tamafo molecular se utilizé el marcador 1 Kb Plus DNA Ladder
(#10787018, Invitrogen).
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Se cortaron del gel de agarosa las bandas correspondientes al gen de interferén

alfa aviar y se purificaron con el kit Wizard SV Gel and PCR Clean-up System

(#A9281, Promega) de la siguiente manera:

1.

9.

Se colocaron las bandas cortadas del gel de agarosa en un tubo de 1.5 mly
se agrego 10 pl de solucion de union a la membrana por cada 10 mg de gel
cortado. Se agitd en el vortex y se incubé a 50-65°C hasta que el gel se
disolvié completamente.

Se insert6 la minicolumna en el tubo colector.

Se transfirio el gel disuelto a la minicolumna y se incubd por 1 minuto a
temperatura ambiente.

Se centrifugé a 16000 x g por 1 minuto, se desechd el remanente y se
reinserto la minicolumna en el tubo colector.

Se agreg6 700 pl de la solucién de lavado de membrana y se centrifugé a
16000 x g por 1 minuto. Se desechd el remanente y se reinsertd la
minicolumna en el tubo colector.

Se agreg6 500 ul de la solucion de lavado de membrana y se centrifugé a

16000 x g por 5 minutos.

. Se vacio el tubo colector y se volvié a centrifugar la minicolumna armada

por 1 minuto con la tapa de la microcentrifuga abierta para permitir la
evaporacion del etanol residual.

Se transfirié la minicolumna a un tubo de 1.5 ml, se agregé 50 ul de agua
libre de nucleasas a la minicolumna, se incub6 por 1 minuto a temperatura
ambiente y se centrifugd a 16000 x g por 1 minuto.

Se desechd la minicolumna y se almacend el ADN a -20°C.

5.7 Reaccion de ligazon en vector de expresion de células

eucariotas

Para la subclonacion del gen de interferon alfa se utilizo el vector pcDNA 3.1/myc-

His A (#Vv80020, ThermoFisher), el cual posee en su genoma el promotor del

Citomegalovirus, el epitopo myc, una cola de histidinas y un gen de resistencia a

la ampicilina.
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Se realizo la digestion del vector con las enzimas de restriccion Notl y Apal y se
emplearon las mismas condiciones de reaccion que las utilizadas para digerir el
vector pCR IFNChika.

Para la subclonacion se calculd la relacion inserto:vector de 3:1, lo que supuso 32
ng del gen de interferon alpha aviar por cada 100 ng del vector pcDNA 3.1/myc-
His A. Se realizo la reaccion de ligazon con la T4 DNA Ligasa (#M0202, NEB) de

la siguiente manera:

Cuadro 3. Cantidades y constantes de reaccion para la ligazén con T4 DNA Ligasa

Buffer T4 DNA Ligasa (10 X) 2 ul

Vector 100 ng

Inserto 32 ng

Agua libre de nucleasas A 20 pl

T4 DNA Ligasa 1l

Tiempo de incubacién 10 minutos
Temperatura de incubacion Temperatura ambiente

Posteriormente se tomaron 10 ul de la reaccién de ligazén y se transformé por el
método quimico en E. coli TG1, se sembraron las bacterias transformadas en Agar

Luria Bertani con ampicilina.

Se propagaron las colonias que crecieron en el medio selectivo y se purificaron
con el kit Wizard Plus SV Minipreps DNA Purification System de Promega como se

explicd anteriormente.

5.8 Analisis de secuencia de la construccion

La Construccion de pcDNA 3.1/myc-His + gen de interferon alfa aviar se
secuencio en el instituto de biotecnologia de la Universidad Nacional Autdbnoma de

México, en la que se utilizé el promotor T7 como iniciador.

5.9 Empaguetamiento con Quitosano

Una vez secuenciada y confirmada la construccion se realizé un Maxiprep y se

empaquetd con quitosano (#448869-50G, Sigma-Aldrich) de la siguiente manera:
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1. Se prepararon alicuotas del plasmido de 20 ug/ml de la construccién en
Na2SO4 al 20%, se almacend el tubo con el plasmido purificado a -20°C
hasta su uso.

2. Se peso el quitosano de bajo peso molecular (50-190 KDa), con el que se
preparé una solucion al 0.008% (80 pg/ml) con un volumen final de 1 ml de
acido aceético al 2%.

3. Se mezclé 500 ul del plasmido con Na2SOs y 500 ul del quitosano con
acido acético en frascos de 5 ml con balas magnéticas y se agitoé durante 1
hora en un agitador magnético.

4. Al final se recuperé la mezcla y se centrifugd a 2000 rpm durante 14
minutos.

5. Se separo el sobrenadante y se resuspendié en 20 pl de agua estéril.

Para calcular la eficiencia de encapsulamiento se determiné la cantidad de DNA
en el sobrenadante mediante espectrofotometria, en la cual se mide la variacién
de la absorbancia con la longitud de onda, en la que se utilizé s6lo una gota de la

muestra. Al término de la medicién se utilizo la siguiente féormula:
%R= [(pPADNtotal - PADNiibre) / pPADNtotal] X 100

Donde:

%R= Porcentaje de retencién

pPADNwta= Cantidad total de ADN plasmidico

pADNiibre= Cantidad de ADN plasmidico sin encapsular (en el sobrenadante)

5.10 Digestion con quitosanasay proteccion contra DNAsas
Se realiz6 un ensayo con quitosanasa para liberar el plasmido del quitosano de la

siguiente manera:

e 15 pl de nanoparticulas (Aproximadamente 3 ug de ADN) y 18 pul (0.16 U)
de quitosanasa se incubaron a 37°C durante 2 horas.
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Después se llevd a cabo la reaccion de la DNAsa con 1 ug de plasmido

empaquetado y 1 ug de plasmido sin empaquetar de la siguiente manera:

Cuadro 4. Cantidades de reaccién para la digestion con DNAsa

Plasmido empaquetado y sin 1 g
empagquetar

DNAsa 2.5 ul (0.078 V)
Buffer 10 X 1.5 pl
Agua libre de endonucleasas A 15 pl

La reaccion se incubd por 5 minutos a 28 °C y se detuvo con 1 pyl de EDTA 50 mM

a 65°C por 10 minutos.

Los productos de estas reacciones se corrieron en una electroforesis en gel de

agarosa al 1%.
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6. Resultados

6.1 Analisis de las secuencias

En el genoma del pollo hay al menos 10 genes sin intrones que forman un cluster
y que estan localizados en el brazo corto del cromosoma Z. Tres de estos genes
han sido secuenciados. Su producto es una proteina de 193 aminoacidos (con 31
aminoacidos de secuencia sefial), con cuatro sitios potenciales de N-glicosilacion y
un peso estimado de 19 kDa la cual ha sido determinada interferon de tipo I; ésta
tiene 24% de identidad con el IFN-a de mamifero, 20% con el IFN-B de mamifero y

s6lo un 3% con el IFN-y de mamifero (75).

El gen de interferon alfa aviar con nimero de acceso del genbank U07868.1 esta
compuesto de 767 pb, contiene el péptido sefal del sitio 55-147 y la proteina
madura del 148-633 (figura 2).

Start 1) End [787)

2007 Col 00!

PEptido sefial Proteina madura

Interferon alfa aviar original
767 bp

Fig. 2. Secuencia original del gen de interferén alfa aviar; tomado del GenBank con

numero de acceso U07868.1.

Secuencia Optimizada

Se optimizé la secuencia del interferon alfa de pollo original, en la que se
cambiaron los codones raros por codones con un indice mayor de 0.3 para células
eucariotas, ademas se agrego una secuencia Kozak y los sitios de restriccion Apal
y Notl (Figura 3).
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1) Start el (2 (557) Apal End (33

Secuencia kozak

Interferdn alfa aviar optimizado

3085 bp

Fig. 3. Secuencia optimizada del gen de interferén alfa aviar, con los sitios de restriccion
Notl y Apal a los flancos. (SnapGene).

6.2 Clonacidn en el vector pCRII-TOPO

El gen optimizado se clono6 en el vector pCRII-TOPO, en el que se utilizaron los

sitios de restriccion Notl y Apal y se obtuvo una construccion de 4540 pb (figura 4)

Notl (370}

"'-.‘ ___apal (955)
\\

PCR Alfa

4540 bp

Fig. 4. Mapa del vector pCR con el gen de interferon alfa aviar optimizado (SnapGene).
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6.3 Doble digestiéon de pCR IFNChika y subclonacion en el vector

de expresion para células eucariontes pcDNA3.1 myc/His A

La construccion pCR IFNChika al igual que el vector de expresion pcDNAS3.1
myc/His A se digirieron con las enzimas de restriccion Not | y Apa | y se realiz
una electroforesis en gel de agarosa al 1% de ambas digestiones (figuras 5ay by
6ayb).

bp MW 1 2) 3 4 5 6 7 8

12000

11000

10000
9000
3000-E
7000—
60007~
50007~
4000

SU[IEIF

2000
1650—

1000—
850 —
650 —

500 —
400 —
300—

200—
100—

Fig.5. A) Ensayo in silico de la digestion con Apa | y Not | de pCR IFNChika (Snap Gene).
Carril MW: 1 Kb Plus DNA Ladder; Carril 1: pCR IFNChika sin digerir; Carril 2: pCR
IFNChika digerido con Apa | y Not I. B) Electroforesis en gel de agarosa de la doble
digestion de pCR IFNChika. Carril 1: 1 Kb Plus DNA Ladder; Carril 2: pCR IFNChika sin
digerir Carril 3: pCR IFNChika digerido con Notl y Apal.
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Fig. 6. A) Ensayo in silico de la doble digestion de pcDNA3.1 myc/His A. Carril MW: 1Kb
Plus DNA Ladder; Carril 1: doble digestiébn con Apal y Notl de pcDNA3.1 myc/His A. B)
Electroforesis en gel de agarosa de la doble digestion de pcDNA 3.1 myc/His A. Carril 1: 1
Kb Plus DNA Ladder; Carril 2: pcDNA sin digerir; Carril 3: vacio; del Carril 4 al 8: pcDNA

digerido con Notl y Apal.
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Al término de la electroforesis tanto la banda correspondiente al pcDNA 3.1
myc/His A digerido como la banda del fragmento liberado del vector PCR alfa, que

contiene el gen de interés fueron cortadas y purificadas del gel de agarosa.

Las bandas purificadas se utilizaron para la reaccion de Ligazén, en la que se

obtuvo una nueva construccion que se denomind pcDNA Alfa (figura 8).

[CM enhancer]

pcDNA Alfa

8086 bp Apal (1565)

Fig.7. Mapa de la construccién pcDNA Alfa.

La construccion se transformé en E. coli TG1 al igual que los controles pcDNA 3.1
myc/His A digerido con Notl y Apal y un plasmido integro con la resistencia a
ampicilina, posteriormente se sembraron en medio LB con ampicilina junto con un

control de células (Figura 9).
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Fig.8. Transformacién de E.coli TG1. A) E. coli TG1 sin transformar; B) E. coli TG1
transformada con el vector pcDNA 3.1 myc/His A digerido con Apal y Notl; C) E. coli TG1

transformada con un vector completo; D) E. coli TG1 transformada con la ligazén de

pcDNA 3.1 myc/His A con el gen de interferon alfa aviar.

6.4 Secuenciacion

Las dos colonias se tomaron para hacer extraccion de DNA y se secuenciaron en
el Instituto de Biotecnologia de la UNAM, donde se usaron los iniciadores T7

forward y M13 reverse.

6.5 Empagquetamiento con quitosano, digestiéon con quitosanasay

proteccion contra DNAsa

Una vez confirmada la secuencia de la construccion se procedié a empaquetarla
con quitosano y a realizar un ensayo para liberarlas con la enzima quitosanasa y

para evaluar la proteccion del quitosano contra la enzima DNAsa (Figura 10).

30



Fig. 9. Liberacion del ADN con quitosanasa y proteccion contra DNAsa. Electroforesis en

gel de agarosa al 1%: Carril 1: 1 Kb plus DNA Ladder; carril 2: Plasmido desnudo; Carril 3:
Plasmido Desnudo con 0.078 U de DNAsa; Carril 4: Plasmido desnudo con 0.16 U de
quitosanasa; Carril 5: Nanoparticulas (ADN mas quitosano); Carril 6: Nanoparticulas con
0.078 U de DNAsa y 0.16 U de quitosanasa.
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7. Discusion

La expresion del interferon alfa del pollo recombinante se ha logrado en diversos
sistemas como en la lechuga (Lactuca sativa L.) (76), en la levadura Pichia
pastoris (77) y en Escherichia coli cepa BL21 (78). Mientras que el nivel de
expresion del interferén obtenido en la lechuga fue de 0.393 ug de proteina por kg
de tejido, lo que se considero insuficiente, el obtenido en la levadura tuvo un buen
rendimiento de 128 mg por Litro de cultivo, pero presentd mutaciones en algunos
codones, lo que resultd en la modificacion de la secuencia de aminoacidos,
ademas de que la proteina tuvo un mayor peso molecular, lo que fue atribuido a
un aumento en el grado de glicosilacion por la levadura. Por ultimo el interferéon
tuvo el tamafo predicho de la proteina de 19 KDa y aunque no se menciona la
cantidad obtenida, se ha observado en otros estudios que las proteinas obtenidas
en E. coli arrojan buenos rendimientos de aproximadamente 200 mg de proteina
por Litro de cultivo (79). A pesar de estas ligeras diferencias todos presentaron
disminucion de la actividad viral contra virus de la estomatitis vesicular en
fibroblastos de embrion de pollo, contra virus de la estomatitis vesicular y virus de
Newcastle en fibroblastos de embrion de pollo, y contra virus de la leucosis aviar
en células DF-1 cuando se utiizaron los interferones producidos en Lactuca sativa
L., Pichia pastoris y Escherichia coli BL21, respectivamente. Por lo que se espera
gue la expresidon del interferon alfa de pollo en células animales tenga la misma
actividad antiviral reportada en estos estudios, ademas de que tenga el tamafio y

la secuencia de aminoéacidos correcta.

Una manera de mejorar la expresion de la proteina es mediante la optimizacion de
los codones del gen, esto se logra cambiando los codones que tienen menor
frecuencia de uso para un organismo dado. Lee et al. mejoraron el rendimiento
de la proteina VP1 del virus de la anemia del pollo al cambiar los codones raros de
esta proteina por los usados con mayor frecuencia en Escherichia coli, logrando
un rendimiento de 4.1 veces superior del alcanzado con el gen sin optimizar (80).
Inouye et al. obtuvieron un rendimiento de 2.3 veces mas grande utilizando el gen

optimizado de la Luciferasa en comparacion con el gen nativo (81).
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El quitosano es un vector no viral adecuado para la transfeccion debido a que
posee propiedades deseadas como estabilidad en almacenamiento, facilidad de
producir en grandes cantidades y la capacidad de ser administrado repetidamente
con una minima respuesta inmune del huésped (82). Ademas es
considerablemente mas econdmico administrar el ADN empaquetado con
quitosano que utilizar otro tipo de vector no viral como la lipofectamina 3000
(#L3000001, Thermo Fisher), la cual ha sido ampliamente utilizada en diversos
estudios debido a su alto porcentaje de transfeccion, y, de acuerdo con el
protocolo recomendado por el fabricante necesita 2 pl de este reactivo para
administrar 1 yg de ADN, lo que costaria $33.34 pesos. Por otro lado la
polietilenimina (PEI) es un polimero sintético considerado como el estandar de oro
para la transferencia de genes tanto in vitro como in vivo (83). Boussif et al. (84)
utilizaron 0.5l de PEI (#P3143, Merck) por ug de ADN, lo que equivale a un costo
de $0.0054 pesos. Mientras que con el protocolo utilizado en este trabajo para
empaquetar con quitosano de bajo peso molecular (#448869-50G, Sigma-Aldrich)
se necesitan 4 ug para 1 pg de ADN, lo que cuesta $0.000023 pesos, sin
considerar el precio de los diluyentes de cada uno. Por lo que el quitosano es la
opcion mas barata debido a que su sintesis no es costosa porque se obtiene de la

quitina que es un producto de desecho.

La relacion utilizada en este trabajo para empaquetar fue de 4 veces la cantidad
de quitosano de 90-150 KDa con respecto al ADN debido a que se obtiene una
buena eficiencia de encapsulamiento y a que se forman nanoparticulas estables y
uniformes cuando se utilizan relaciones desde 1.25:1 hasta 10:1 (82), por lo que
se utilizé un valor intermedio de 4:1 que no fuera tan susceptible a las variaciones
en este protocolo, como el peso molecular del quitosano o las soluciones
utilizadas para empaquetar. Ademas de que el costo no se incrementa

significativamente comparado con la relacion mas pequenia.

La proteccion que otorga el quitosano al ADN es consistente con los resultados de

Mao et al., Bivas-Benita et al. y Khatri et al. donde se han utilizado desde 0.1 hasta
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1 pyg de DNAsa, en los que se observo el ADN integro en el gel de agarosa
(82,85,86).

Se ha reportado que relaciones de quitosano:ADN desde 1:1 hasta 10:1 generan
eficiencia de transfeccion similar o ligeramente superior a las que se logran
cuando se utiliza el pldsmido desnudo combinado con lipidos catidnicos (82,87).
Malakooty et al. obtuvieron una mejor eficiencia de transfeccion al utilizar el
quitosano de menor peso molecular de los probados en su estudio (88). Por lo que
se espera que la relacion quitosano:ADN y el peso molecular del quitosano
utilizado en este estudio obtenga resultados similares al ocupar una linea celular
adecuada, ya que se ha visto que hay lineas celulares como HEK293 o IB-3-1 que

tienen una mejor eficiencia de transfeccion que otras como HelLa (82).

El mejoramiento de la respuesta inmune utilizando citocinas se ha demostrado
previamente por Zhang et al., quienes demostraron que la IL-2 de pollo aumenta la
expresion de IFN-y, ademas administraron una vacuna de Newcastle junto con un
plasmido conteniendo la IL-2 de pollo previo al desafio, observando que un 70%
de pollos sobrevivieron en comparacion del 40% y 30% de sobrevivientes en los
grupos que fueron inoculados unicamente con el plasmido vacio y con quitosano
(89).
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8. Conclusiones

Se logré la clonacion del gen de interferon alfa aviar en el vector de
expresion eucarionte pcDNA 3.1 Myc/His A con la utilizacion de los sitios de
restriccion Apal y Notl.

El ADN fue encapsulado con el quitosano en una relacion 4:1
(Quitosano:ADN) y liberado posteriormente con el uso de la enzima
quitosanasa.

Se observo que el ADN encapsulado puede ser protegido de la accion de
ADNasas.

35



9. Prospectivas

Estudiar la viabilidad de las nanoparticulas a temperatura ambientey a 4 °C
desde 1 semana hasta 1 afio.

Transfectar células eucariontes con la construccion pcDNA-interferén alfa
tanto desnuda como empaquetada con quitosano.
Evaluar cual es la mejor proporcién ADN:Quitosano para transfectar

Comparar la expresion de la proteina optimizada con la proteina nativa.
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Anexo 1. Medios y Reactivos
Medio LB

10 g Bacto-triptona

5 g Extracto de levadura

10 g NaCl

Para un volumen de 1 L. Ajustar pH a 7.5 y esterilizar en autoclave.
Agar LB

10 g Bacto-Triptona

5 g Extracto de levadura

10 g NaCl

15 g Agar bacteriolégico

Para un volumen de 1 L. Esterilizar en autoclave.
Medio SOC

20 g Bacto-triptona

5 g Extracto de levadura

2 ml NaCl 5 M

2.5mlKCI1 M

10 ml MgClz 1M

10 ml MgS04 1 M

20 ml Glucosa 1 M

para un volumen de 1 L. Esterilizar en autoclave.

Buffer TBE 10X
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108 g Base Tris

55 g Acido bérico

9.3 g EDTA

Para un volumen de 1 L.
Gel de Agarosa 1%

10 ml Buffer TBE 10X

1 g Agarosa

para un volumen de 100 ml
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