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RESUMEN
El interferon juega un papel importante en las primeras etapas de la inmunidad

innata y adaptativa. Es secretado por casi todos los tipos celulares y se caracteriza
por sus actividades antivirales y antitumorales, a través de la regulacién del
crecimiento celular y la activacion inmunitaria. En Medicina humana, por ejemplo, el
interferén se ha utilizado con éxito para tratar una gran variedad de enfermedades
virales. En las aves se han identificado las tres familias de IFN: La familia del tipo |
que incluyen al IFN alpha (IFN a) y IFN beta (IFN B), la familia tipo Il, que incluye el
IFN gamma (IFN y) y la familia tipo Il que esta representado por el IFN lambda
(IFN-A). Sin embargo, a pesar de que en diversos trabajos de investigacion se ha
demostrado la efectividad en el control y modulacion de la respuesta inmune contra
agentes infecciosos ninguno de los interferones se emplea en forma comercial en
las granjas avicolas, teniendo en cuenta que la industria farmacéutica no lo prepara

en forma comercial.

El uso del interferén recombinante alpha y gamma solos o combinados para su
produccion a gran escala requiere un proceso de estandarizacién y una metodologia
que permita valorar y validar sus resultados cuando sean aplicados en forma
experimental o comercial. En el presente trabajo se obtuvieron y purificaron los
interferones aviares alpha y gamma y simultaneamente se realizé una busqueda
sistematica de estudios de investigacion que demostraron la eficacia de los
interferones alpha y gamma, en diferentes procesos infecciosos virales y no viales.
Todo ello con la finalidad de establecer una discusion amplia sobre el uso del
interferébn en aves como un adyuvante para mejorar la respuesta inmune y lograr el

control de infecciones virales, principalmente. Entre los resultados de esta revision



se estima que la eficacia de la aplicacion del interferon depende de la edad del ave,
tipo de tratamiento, dosis, frecuencia, via de administracion y la sinergia con otras
moléculas. Por lo que la produccidén de esta citocina, puede coadyuvar en la mejora
de los tratamientos antivirales y potenciar el efecto de las vacunas para aves

comerciales y de compania.

Palabras clave: Interferon, actividad antiviral, enfermedades, tratamiento.



. INTRODUCCION

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) exhort6 a los productores pecuarios a
utilizar métodos alternativos a los antibiéticos para controlar las enfermedades de
los animales '. Ante esta situacion, existe la necesidad de desarrollar nuevas
terapias novedosas para combatir las infecciones virales y bacterianas en las aves.
Aunque, actualmente hay vacunas disponibles para una gran variedad de
enfermedades de las aves, es necesario buscar adyuvantes adecuados que
aumenten la eficiencia de las vacunas. Esto considerando, que el empleo de
nuevos adyuvantes asociados a las vacunas logren un aumento importante en la
inmunogenicidad y por tanto, exista una mejor proteccion. Se sabe que algunos
adyuvantes que no son citocinas tienen efectos importantes, debido a que su modo
de accion probablemente esta mediado por citocinas [1] . Entre los posibles modos
de accion de los adyuvantes incluyen (1) producir un efecto de depdsito de antigeno
en el sitio de inoculacion, (2) mejorar la presentacion del antigeno a las células

inmunocompetentes y (3) facilitar la produccion de linfocinas inmuno-relevantes [2] .

Las terapias con algunas citocinas de pollo se han investigado y se ha demostrado
que tienen efectos positivos sobre la respuesta inmune en distintos modelos aviares.
Sin embargo, el empleo y desarrollo de nuevas terapias con citosinas requiere
conocimientos adicionales sobre su mecanismo de accion?, lo cual se ha facilitado
gracias al conocimiento del genoma del pollo, ya que con ello se han podido
identificar genes ortélogos de mamiferos 3. En particular, se han identificado genes
asociados que participan en la generacién de la respuesta inmune innata y que se
desconocia su presencia, y por otro lado, en los pollos existen un menor numero
de genes ortélogos de mamiferos 4. Ademas, la elucidacion de las vias de activacion
del interfer6n en los pollos se dificulta para realizar algunos trabajos por la falta de
reactivos especificos para aves, debido a que la mayoria de los reactivos son para

mamiferos y ello resulta en la falta de reactividad cruzada 3.

l.I. Antecedentes de los Interferones
Los interferones (IFNs) fueron descubiertos por separado por dos grupos de

investigacion en la década de 1950 y que llevan el nombre de la aptitud de estas


https://www-sciencedirect-com.pbidi.unam.mx:2443/science/article/pii/S0264410X99002546?via%3Dihub#BIB1
https://www-sciencedirect-com.pbidi.unam.mx:2443/science/article/pii/S0264410X99002546?via%3Dihub#BIB2

moléculas para interferir con la replicacién viral del virus de la gripe en las células
infectadas 6. En las siguientes décadas, los IFNs se han estudiado con gran
detalle, teniendo como uno de los primeros hallazgos que los interferones se
producian en tejidos y células de diferentes especies de peces, anfibios, reptiles,

aves, mamiferos, °7.

L.Il. Naturaleza de los IFN’s
Los IFN’s son polipéptidos con secuencias de 180 aminoacidos aproximadamente,

su peso molecular se encuentran entre 20 y 34 kDa., conformadas por cuatro alpha
hélices y dos hojas B plegadas 8 y forman parte del grupo de las citocinas tipo Il del

sistema inmune.

Los IFNs actuan en las etapas tempranas de la inmunidad innata y también en la
respuesta adaptativa; son secretados por casi todos los tipos de células; se
caracterizan por su actividad antiviral y antitumoral, asi como en la regulacion del

crecimiento celular y en la activacién de la respuesta inmune 5°.

En la especie aviar se han identificado las tres familias de IFN: a) familia tipo |
constituida por IFN a/B. b) familia tipo Il constituida por el IFN vy, c¢) familia tipo Il

representada por el IFN-A 10,

Los IFN o/ aviares son secretados por todas las células en respuesta directa a las
infecciones por virus; sin embargo, el IFN a es secretado principalmente por

fagocitos mononucleares, y el IFN B por fibroblastos .

Con respecto al interferon gama de pollo (ChIFN y), es la unica molécula que
representa a la clase tipo Il, el cual se sintetiza por los linfocitos Th1 CD4., células
supresoras citotoxicas CD8 y las células asesinas naturales (NK) en respuesta al
reconocimiento de las células infectadas. Por otra parte, en las células normales
aumenta la expresion de las moléculas del MHC clase | y en las células
presentadoras de antigeno incrementa la expresiéon de moléculas MHC clase Il; y
mejora el papel auxiliar de las células T en la produccion de anticuerpos por parte

de los linfocitos B 19,



El descubrimiento de IFN-A en humanos permitié la identificacion de ChIFN-A,
mientras que hay tres genes de IFN-A en humanos, solo parece existir un gen de
IFN-A en los pollos ''. El producto de este gen aviar parece estar distantemente
relacionado tanto con los IFN de tipo | y en forma general su actividad antiviral se

ha demostrado ser menor que las actividades de IFN de tipo | y de tipo Il 12.
LIll. Induccién de los interferones

LIILL Tipo |

Los organismos eucarioticos poseen receptores especificos para el reconocimiento
de estructuras conservadas en organismos patdgenos. Existen tres clases de
receptores asociados con la activacion de las vias de interferén relacionados con el
reconocimiento de acidos nucleicos virales. La primer categoria de receptores de
reconocimiento de patrones (PRR’s por sus siglas en inglés) es la familia de las
helicasas parecidas al gen inducible del acido retinoico | (RLH), la cual, incluye el
gen inducible del acido retinoico | (RIF-1) y el factor asociado a diferenciacién de
melanoma 5 (MDAS5, por sus siglas en inglés)'®. La segunda es la familia de los
receptores tipo toll (TLR, por sus siglas en inglés) que incluyen TLR3, TLR7, TLR8
y TLR9, los cuales identifican PAMP’s (Patrones moleculares asociados a
patdgenos) endosomales, fagosomales o extracelulares . La tercera es la familia
de los sensores del DNA, la cual incluye a la GMP-AMP sintasa ciclica (cGAS, por
sus siglas en inglés) '°. Al activarse, estos PRRs reclutan moléculas de sefializacion,
las cuales resultan de manera directa o indirecta en la activacion de factores
reguladores de la trascripcién del Interferén como el IFR3 y el IFR7, asi como los
factores de transcripcion proteina activadora 1 (AP-1) y el factor nuclear Kappa Beta
(NF-kB)'3-"6 los cuales inician la transcripcion de los genes de IFN tipo I. Algunos
PAMP's virales son, el ARN de doble cadena (ARNdc), el cual es reconocido por el
receptor de tipo toll 3 (TLR3) en el endosoma, también es reconocido por el RIG-l y
por MDA5 en el citoplasma 7. De igual manera, el ARN de cadena simple o
monocatenario (ARNmc) puede actuar como un PAMP, el TLR7 reconoce en el

endosoma al ARNmc rico en guanina y uracilo 8.



Las aves carecen del gen RIG-I y se ha propuesto que el MDA5 cumple las
funciones de RIG-I '°. De igual forma, los pollos también carecen del TLR9, que
funciona como sensor de ADN viral, y en su lugar tienen el TLR21 que es su ortélogo

funcional 29,

Las vias de sefalizacion que se utilicen para la activacion de los promotores de
genes antivirales dependen del receptor al que se unen. El TLR3 endosomal acopla
los adaptadoras intracelulares TRIF (proteina adaptadora con dominio TIR inductora
de IFN B) y TRAF3 (Factor 3 asociado al receptor del Factor de Necrosis Tumoral)
para activar las cinasas TBK1 (Cinasa 1 de union a TANK) e IKK épsilon (inhibidor
epsilon de la cinasa NF- kf3). En seguida las cinasas TBK1 e IKK épsilon fosforilan
a IRF7 (Factor regulador de interferdn 7), un factor de transcripcién que activa genes
para interferén y otras citocinas inmunoreguladoras. En contraste la sefalizacion
por TLR7, que requiere de proteinas adaptadoras MyD88 (proteina de respuesta
primaria de diferenciacion mieloide 88) y TRAF3, para dirigir a la cinasa IKKa e IKK(
y el NF-kB guia la transcripcion de genes para citocinas proinflamatorias pero

también mejora la expresidn del gen de interferén 2",

En el citoplasma, la deteccién del ARN se da por MDAS5 el cual activa la proteina
adaptadora MAVS (Proteina mitocondrial de sefalizacion antiviral) que utiliza varios
TRAFs (TRAF2, 3, 5, 6) para activar TBK1/IKKe e IKKa/IKKB. Estas cinasas activan
IRF7 y NF- kB respectivamente 22,

La deteccion de los patrones moleculares asociados a patégenos por los receptores
de reconocimiento de patrones eventualmente culmina en la activaciéon de IRF7,
NF- kB y AP-I, los cuales se unen a PRDI/III (Dominio de Regulaciéon Positiva I/lll),
PRD Il y PRD |V, respectivamente, e inducen la transcripcion de los Interferones de
tipo | y de las citocinas proinflamatorias como TNF, IL-6, IL-1- B 2. Por consiguiente,
el interferén de tipo | conduce a la activacion transcripcional de varios ISG (genes

estimulados por interferén) para montar un estado antiviral en la célula 2.



LILIL Tipo Il

El IFN-y es producido por las células T cooperadoras Th1 CD4 * y por casi todas las
células CD8 *, como resultado de la activacion transcripcional inducida por la
exposicion a las células presentadoras de antigeno®. Enlas células
T CD4* virgenes y de memoria, el promotor IFN-y esta bajo el control de los
elementos reguladores en cis y en trans, entendiéndose que los elementos en cis
son regiones del ADN que regulan la transcripcién de los genes cercanos y los
elementos en trans son genes distantes a partir del gen por las que fueron
transcritas, y ambos funcionan como sitios de union para factores de transcripcion
26_ Solo los elementos en trans se activan en las células CD8", lo que conduce a
una respuesta significativamente mas débil que la observada en las células CD4".
Los elementos en cis se activan mediante complejos que contienen c-Jun y ATF-2,
mientras que el elemento distal se activa mediante GATA-3 y ATF-1 2728 Los
mecanismos de transduccién de sefales implicados en la activacion de la
transcripcion del gen IFN-y no estan totalmente caracterizados, pero involucran las
vias de la proteina quinasa activada por mitégeno p38 y por la proteina quinasa
activada por mitégeno JNK2 (MAP quinasa) 2°-3'. La produccion de IFN-y en
respuesta al estimulo antigénico se mejora notablemente por IL-12 o IL-18, citocinas
producidas por células presentadoras de antigeno activadas 32. Aunque ni IL-12 ni
IL-18 por si solas pueden estimular la produccién de IFN-y significativamente en las
células T no estimuladas, juntas estas citocinas pueden estimular la produccion de
IFN-y de una manera independiente del antigeno 23. Se desconoce la base
molecular de esto, pero puede implicar la activacién de STAT4 por IL-12 y NF-kB
por IL-18, y también puede implicar una regulacién al alza del receptor de IL-18 por
IL-12 34 El IFN-y también es producido por células NK activadas de manera
independiente del antigeno y esto también depende de la produccion de IL-12 por

las células presentadoras de antigeno y es estimulado por IL-18 35,



I.IV. Receptores de citocinas de clase Il

La unién de una citocina a su receptor especifico de la superficie celular activa
varias vias de transduccion de sefales que conducen a la respuesta antiviral 6. Los
receptores de citocinas de clase Il (CRF2) son receptores heterodiméros
compuestos por dos subunidades de receptores, como son las cadenas R1/ Ra 'y
R2 / RB, respectivamente. Como se muestra en la Imagen 1. Cada una de las
familias de IFN emplean receptores distintos para senalizar, lo que da como
resultado rutas de senalizacion diferente y, por lo tanto, existe variacion en sus
actividades biologicas. Los IFN de tipo | sefialan a través del complejo IFNAR1 e
IFNAR2 37 IFN-y se une al receptor de IFN tipo Il, el complejo IFNGR1 e IFNGR2

38 mientras que los IFN tipo Il se unen a un complejo Unico, IFNAR1 e IL10R 11:36:39,

Typel IFN Type Il IFN Type lll IFN
(IFN-a & IFN-B) (IFN-y) {IFN-A)

IFNGR2  IFNAR1 IL10R2

AR
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Imagen 1. Las familias de interferdn y sus receptores afines. Las tres familias distintas de IFN en mamiferos,
el tipo |, tipo Il y tipo Ill, se unen a un complejo receptor de citocinas de clase Il distinto. Todos los miembros
de la familia IFN tipo | se unen a IFNAR1 e IFNAR2. El Unico miembro de la familia de IFN tipo II, IFN-y, se une
a IFNGR1 e IFNGR2. Los IFN de tipo Ill se unen a la Unica subunidad IFNAR1 y a la subunidad IL10R2
multifuncional, que pueden asociarse con otras cadenas de citocinas R1 de clase Il.



l.V. Cascada de transduccion de senales IFN

Las cascadas de transduccién de sefales se activan después del acoplamiento de
un ligando a su receptor 494! La via de sefalizacién de IFN estda mediada
predominantemente a través de la via de Janus quinasa (Jak) y del transductor de
sefal y la activacion de la transcripcion (STAT) #2. Los Jaks son tirosina quinasas
no receptoras intracelulares, de las cuales hay cuatro miembros: Jak1, Jak2, Jak3
y Tyk2 43, Las quinasas Jak1 y Jak2 estan involucradas en la sefializacién de IFN
tipo Il y Jak1 y Tyk2 estan involucradas con la senalizacion de IFN tipo I y I, por lo
que la unién de IFN-a / B o IFN-A activa Jak1 y Tyk2, que se asocian con IFNAR2 e
IFNAR1, e IFNAR1 e IL10R2, respectivamente 31144 A pesar de que se utilizan
diferentes complejos de receptores, existe una superposicion de senales distintas

entre los IFN de tipo | y IlI, por lo que los resultados antivirales son similares 3945,

La imagen 2 describe la ruta de sefalizacion para IFN tipo | y tipo I, y la imagen 3

describe la ruta de sefalizacién para IFN tipo Ill.

Type I1 IFN

Cytoplasm




Imagen 2. Vias de sefializacion activadas por IFN-a / B e IFN-y. Las actividades bioldgicas de los IFN se inician
uniéndose a sus receptores afines. Esto conduce a la activacion de tirosina quinasas asociadas a
receptores. Estas quinasas fosforilan a los miembros de la familia STAT de factores de transcripcién, que
pueden ingresar al nucleo y, ya sea solos o en combinacidn con p48, se unen a los promotores de genes diana
y provocan la activacién transcripcional especifica del gen.
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Imagen 3. La via de sefializacion de interferdn tipo lll. Los IFN de tipo Ill se unen a su receptor IFNAR1 / ILLOR2
y sefializan a través de la via Jak / STAT. La fosforilacion ocurre después de la unién de IFN-A, lo que conduce
a que las proteinas STAT formen homodimeros o heterodimeros antes de la translocacién al ntcleo donde se
unen a las regiones promotoras de los ISG.



L.VI. Genes estimulados por interferéon

Mediante el uso y analisis de microarreglos se han determinado con mayor precision
los efectos complejos que tienen los IFN en el perfil de expresién genética del
huésped. Esto demostré que se activan muchos genes, denominados genes
estimulados por IFN (ISG) 4647, De la multiplicidad de ISG identificados a partir de
estos estudios, la mayoria no estan caracterizados con respecto a sus mecanismos
de accion y funciones antivirales*®. Los ISG que han sido identificados vy
caracterizados, se ha demostrado que sus actividades antivirales son diversas y
criticas para la respuesta inmune innata 4°. Muchos de estos ISG muestran mdltiples
funciones antivirales para interferir en diversos pasos del ciclo viral: desde la
penetracion del virus hasta su liberacion *°. Estos efectos antivirales se deben a la
colaboracion de multiples ISG para prevenir, inhibir o localizar el patégeno invasor
51, Los ISG clasicos se refieren a aquellos que han sido estudiados y caracterizados
en mamiferos, por ejemplo: resistencia al mixovirus 1 (Mx), proteina quinasa R
(PKR) y 2'-5'-oligoadenilato sintetasa (OAS) 523,

[.VI.I. Proteinas de resistencia al mixovirus (Mx)

Las proteinas que son inducidas por IFN, durante la infeccion por el mx son
GTPasas, que originan una serie de acciones antivirales contra una amplia gama
de virus de ARN mediante el bloqueo de las primeras etapas del ciclo de replicacion,

endocitosis y apoptosis. (Receptores). %2

[.VLII. Proteina quinasa R

A pesar de que la expresion de la proteina quinasa R es inducida por el IFN,
también, es expresada en niveles basales en la mayoria de las células como un
mondémero inactivo, que se activa principalmente por la union con ARN de doble
cadena (ARNdc), lo que genera la dimerizacién y autofosforilacion %46, Una vez
activada, se catalizan algunos sustratos proteicos; uno de ellos corresponde a la
subunidad 2a del factor iniciador de traduccion células eucaridticas (elF2 a), que al

ser fosforilado no puede cumplir su funcion e inhibe la traduccién de proteinas °’.



Ademas, esta ISG genera apoptosis al activar la caspasa 8 y autofagia a través del
factor elF2a que activa la proteina asociada a microtibulos LC3 %8, Por otro lado,
activa el IRF3, el NF-kB y el factor de la transcripcion 2 (ATF2), que estimulan la

expresion de los genes de los IFN tipo | 5960,

LLVLIII. 2'- 5'-oligoadenilato sintetasa

La 2'- 5'-oligoadenilato sintetasa (OAS) es una enzima inducida por IFN, estimulada
por dsRNA, para producir oligoadenilatos unidos en 2'- 5' (2-5A) a partir de ATP,
que se une a la RNasa L, lo que resulta en la escisiéon de transcripciones de ARN

virales y ARN huésped 061,

Sin embargo, existen virus que utilizan una amplia variedad de mecanismos que
bloquean la actividad antiviral de estas moléculas, como lo son el virus de influenza,
virus de la hepatitis C, virus de la fiebre porcina africana, virus de la diarrea bovina,
ciertos herpesvirus, entre otros?42. Por ejemplo, uno del virus mas estudiado es de
la viruela (poxvirus), el cual tiene genoma de ADN vy ejerce un control regulador
sobre la respuesta inmune innata del huésped. Los poxvirus evaden la respuesta
del interferdn en casi todas las etapas: bloquean la induccion de interferones, evitan
la activacion de las vias NFkB e IRF-3, evitan la activacion de la via JAK-STAT e
inhiben los mecanismos antivirales como el PKR 63-6% Estos efectos estan
coordinados por proteinas virales, como la D9 y D10 que evitan la traduccién de
ARNmMm del interferdn; la proteina E3 evita que la ARN polimerasa Ill detecte el ADN
viral, lo que evita la produccién de interferén. E3 también inhibe la activaciéon de
PKR y OAS. Existen varias proteinas derivadas del virus de viruela que previenen
la activacion de NFkB en casi todos los pasos de la via de NFkB. La proteina C6
previene la activacion de IRF-3 e IRF-7 impulsada por TBK1. Las proteinas B18 y
B8 funcionan como receptores senuelo, actuando como trampas para los
interferones de tipo 1 y tipo 2, respectivamente. La proteina VH1 del poxvirus es
una fosfatasa que actta desfosforilando STAT1 y STAT2.6365
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.VIll. Antecedentes

Actualmente, el interferon a de pollo (ChIFN-a) se ha demostrado como un agente
antiviral eficiente en la respuesta a las infecciones inducidas por el Virus de la
Bronquitis Infecciosa (IBV). En el estudio realizado por Pei J., et al. (2004)
demostraron que el ChIFN-a natural y el ChlIFN- a recombinante, inhibieron la
replicacién del virus de la bronquitis infecciosa cepa Beaudette, en células de rifidén
de pollo (CKC) de una manera dependiente de la dosis. El IFN-a 100 U / ml redujo
la replicacion viral en un 50% reduciendo la formacion de sincitios. La proteccion
Optima contra la enfermedad respiratoria inducida por IBV se obtuvo después de la
administracion intravenosa u oral de ChIFN administrada 1 dia antes de la
exposicion al virus y cada uno de los 5 dias posteriores. ChlFN-I protegié a los
pollitos de la enfermedad clinica al retrasar la infeccién y disminuir su gravedad, lo
que demuestra su potencial inmunitario 3, y por parte del equipo de Lillehoj H.S. se
uso IFN recombinante de tipo Il para reducir la produccién de oocistos y la pérdida
de peso corporal después de la infeccion por Eimeria acervulina 4. De esta manera
podemos concluir que el uso de los IFN alpha'y gamma como adyuvantes de vacuna
son muy factibles para mejorar la proteccion de las aves ante diferentes agentes
patdgenos, por lo que se requiere de un sistema adecuado para producir y

administrar la citocinas de manera confiable y econémica para los productores.
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Il. JUSTIFICACION

La resistencia a los antibioticos ha restringido su uso como agentes preventivos y
terapéuticos lo que obliga a buscar nuevas alternativas para el control y tratamiento
de las enfermedades infecciosas. Esta condicion ha hecho necesario desarrollar
nuevos meétodos que mejoren la respuesta inmune para el control de las
enfermedades, principalmente de origen viral. Por ello, el uso de los IFN aviares
alpha y gamma recombinantes, son una alternativa ya que ofrecen las siguientes
ventajas: 1.-No son especificos en contra de un solo virus; 2.-pueden limitar la
replicacion viral; 3.- ayudan en el desarrollo de la respuesta inmune adaptativa
celular y humoral; 4.- los mecanismos virales anti interferén no tienen gran impacto
sobre su accién, al compararse con los interferones producidos por el ave. Por otro
lado, en la actualidad se busca el desarrollo de vacunas polivalentes en las que
puede incluirse el uso de los interferones para potencializar el desarrollo de la
respuesta inmune. Sin embargo, su expresidbn como proteinas recombinantes
presenta ciertas limitantes, como son los costos de produccién principalmente. Por
lo que se propone estandarizar y mejorar los procesos de expresion y purificacion

para tener la posibilidad de llegar a una produccion a escala industrial.



lll. HIPOTESIS

El sistema de E. coli permite la expresion y purificacion de los Interferones aviares
alpha y gamma recombinantes para su adaptacion a un escalamiento de produccion

industrial.

.V. OBJETIVO GENERAL

Purificar los interferones aviares alpha y gamma a través del sistema de ADN

recombinante en E. coli.

IV.l. Objetivos especificos

1. Expresary purificar los productos de los genes que codifican para los interferones

alpha y gamma aviar.
2. Estandarizar los métodos de expresién y purificacion para que en futuro se pueda

manejar la produccion de los interferones recombinantes a escala industrial.



V. MATERIAL Y METODOS

V.l. Genes de INF alphay gamma aviar
Las secuencias de los genes de Interferén alpha e Interferon gamma aviar se
obtuvieron de la base de datos del Centro Nacional Informacion Biotecnoldgica

(NCBI; https:// www.ncbi.nlm.nih.gov) con los numero de acceso u07868.1 y

P49708.1, respectivamente.

Se hizo6 la revision de las secuencias para verificar la presencia de codones raros
para E. coli y de sitios de restriccidon de enzimas utilizadas en el presente trabajo
(Ncol y Apal., #£ER0O571 y #£ER1411, Thermo Scientific).

V.II. Optimizaciéon de las secuencias y construccion de los genes de
interferén alpha y gamma aviar

La optimizacion de las secuencias se realizé con el programa Codon Optimizer de
uso libre (The Biodesign Institute, Universidad de Arizona, USA). Los codones raros

fueron sustituidos usando un CAl con valor 20.3 para Escherichia coli (Puigbo 2007).

Asi mismo, para facilitar el reconocimiento del codon de inicio de la transcripcion
(ATG) se agrego la secuencia Kozak (5' ACCATGG 3'; Cammack 2006) en ambos
genes; para la clonacion en el plasmido de expresion se agregaron los sitios de
restriccion de las enzimas Ncol (5' C|CATGG 3') en el extremo 5, y Apal (5'
GGGCCJC 3') en el extremo 3’, a la vez que se eliminaron los sitios localizados dentro

de la secuencia para estas mismas enzimas.

El disefio de los oligonucledtidos se llevo a cabo por medio del programa DNA Builder
de uso libre del Instituto de Biodisefio de la Universidad del Estado de Arizona
(http://www.innovationsinmedicine.org/software/DNABuilder/), del que también se

obtuvo el protocolo de ensamblaje y amplificacion.

Los oligonucledtidos disefiados se normalizaron en base Tm= 55+/-1°C usando la
férmula de Meinckotg and Wahl (Tm = 61+ 0.41 X (%G+%C) — 675/n; Borovkov
2010).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.innovationsinmedicine.org/software/DNABuilder/)

La construccién de los genes se realizo en tres reacciones de PCR usando
la enzima PrimeSTAR Max DNA Polimerase (#R045A, Takara); usando el
termociclador Aektik Thermo Cycler (#TCA0096, Thermo Scientific).

En las primeras dos reacciones de ensamblaje, se utilizaron mezclas de
oligonucledtidos con una concentracion de 25 yM. Yen la tercera reaccion,
que es de amplificacion, se utilizaron las segundas reacciones de
ensamblaje (sin &lel DNA) y los oligonucleétidos del gen de IFNa y gen de

IFN gamma.

V.III. Electroforesis

Se realizo electroforesis en gel de agarosa al 1% enamortiguador tris borato—
EDTA (TBE) a 80V por una hora. El gel se tiid en bromuro de etidio
(#1558-011, Invitrogen) al 0.05 % y se observé en un fotodocumentador. Se
utilizé el marcador 1kb Plus DNA Ladder (#10787-018, Invitrogen).

V.IV. Purificacién de bandas del gel de agarosa

Una vez obtenidas las bandas esperadas de 456y 489 pb, se cortaron del gel
de agarosa y se purificaron usando el kit Wizard SV Gel and PCR Clean-Up
System (#A9281, Promega) siguiendo las instrucciones del fabricante.

V.V. Clonacion en el vector cloneJET

Los genes de los IFN alpha/gamma amplificados y purificados fueron
clonados en el vector para productos de PCR CloneJET (#K1231,Thermo
Scientific). Este procedimiento se realizd siguiendo las instrucciones del
fabricante. El vector CloneJET tiene elgen de resistencia a la ampicilina para

la seleccién de las colonias transformadas.

Las clonaciones de los IFNa/l] en el vector CloneJET, se usaron para
transformar las bacterias electrocompetentes de E. coli One Shot Top 10
(#C404003, Invitrogen) mediante electroporacion siguiendo el procedimiento

que a continuacionse describe (Sambrook 2001).



V.VI. Purificacion de DNA plasmidico

Las colonias que resultaron positivas a la presencia de los genes se
amplificaron en 5 mL de medio LB liquido con 150 pg/mL de ampicilina y
se realizd extraccion y purificaciondel ADN plasmidico con el kit Wizard
Plus SV Minipreps DNA Purification System (#A1460, Promega).

V.VII. Doble digestion
Se realizé doble digestién del ADN plasmidico obtenido usando kenzimas Ncol y

Apal. De cada una de las enzimas se utilizaron 10 U/ug de DNA en amortiguador
tango 1X que se incubd a 37°C durante una hora. Posteriormente, se realizo la
electroforesis y las bandas correspondientes a los genes de interés, fueron

purificadas del gel de agarosa como se describe en el apartado V.II.

V.VIIl. Digestion y subclonaciéon en el vector deexpresion pBAD
Myc/His A

El vector pBAD Myc/His A (#V440-01, Invitrogen) es un vector de expresion
para células procariontes que contiene en su genoma el promotor araBAD, el

gen de resistencia a ampicilinay una region C-terminal de polihistidinas.

V.IX. Digestion del vector
El vector fue igualmente digerido. Los genes obtenidos del procedimiento

anterior, se emplearon para ser sub-clonados en el vector.

V.X. Subclonacion

Para la subclonacion se emplearon 5 U de la ligasa T4 DNA Ligase (#EL0O1,
Thermo Scientific), 100 ng del vector linearizado y 43 ng del inserto, cantidad
que corresponde a una relacion 3:1 del gen con respecto al vector, que se
calculd con la siguiente formula: ng inserto= 3 (tamano inserto pb / tamano

vector pb) (vector ng). La reaccidn se incub6 durante 12 horas a 16°C.

Posteriormente se tomaron 5 pyL de la reaccién para transformar las
bacterias E. coli Top 10 electrocompetentes.A las colonias obtenidas se les

realizd PCR de colonia para comprobar la presencia del gen, se realizd



electroforesis en gel de agarosa al 1% y las colonias que resultaron positivas
a la presencia de los genes se amplificaron y purificaroncomo se describe

en los aparatados 5.2y 5.3.
V.XI. Purificacion de DNA plasmidico.

Las colonias que resultaron positivas a la presencia de los genes se
amplificaron en 5 mL de medio LB liquido con 150 pg/mL de ampicilina y se
realizd extraccion y purificacion del ADN plasmidico con el kit Wizard Plus SV
Minipreps DNA Purification System (#A1460, Promega).

V.XIl. Secuenciacion de las construcciones y expresion de las proteinas

Se transformé la cepa electrocompetente E. coli One Shot BL21 Star DE3
(#44-0049, Invitrogen) con las purificaciones obtenidas del procedimiento
anterior. Esta cepa permite una mayor estabilidad del RNA mensajero debido
a la mutacion del gen de la RNAsa E, ademas de que la produccion de
proteinas se ve favorecida por la ausencia de proteasas debido a la presencia
de los genes OmpT e lon, lo que reduce la degradacion de proteinas

recombinantes (Hernandez 2014).

Para confirmar la presencia de los genes de los INFa/y en las colonias de E.
coli BL21, se realiz6 una PCR de colonia. Las colonias positivas a la
presencia del gen se amplificaron y purificaron como se describe en el
apartado 5.3.

V.XIIl. Secuenciacion

El ADN obtenido de ambas construcciones se envidé al Instituto de
Biotecnologia para realizar la secuenciacion. Para ello, se utilizaron los
iniciadores pBAD forward y pBAD reverse. Se analizé la similitud con las
secuencias disefladas a través de la versidon demostrativa del programa

SnapGene.



V.XIV. Induccién de la expresion

Una vez identificadas las clonas, se determiné la concentracion del inductor
L-arabinosa que genera una mayor expresion de la proteina. El

procedimiento se describe a continuacion:

En medio LB se incubaron las E. coli BL21 sin transformar, y en medio LB
con 150 ug/ml de ampicilinalas transformaciones durante toda la noche a
37°C/225 rpm.

En medio LB con ampicilina se realizé una diluciéon 1:100 con el cultivo fresco
de toda la noche. Se incubaron hasta alcanzar una densidad optica (OD)

600~0.5 medida con el equipo Biophotometer D30 de Eppendorf.

Se prepararon diluciones del inductor L-arabinosa (#A3256-25G, SIGMA)

para obtener las diferentes concentraciones finales.

L21Star DE3 (#44-0049, Invitrogen) con las purificaciones obtenidas del
procedimiento anterior. Esta cepa permite una mayor estabilidad del RNA
mensajero debido a la mutacion del n de la RNAsa E, ademas de que la
produccion de proteinas se ve favorecida por la ausencia de proteasas
debido a la presencia de los genes OmpT e lon, lo que reduce ladegradacion

de proteinas recombinantes (Hernandez 2014).

Para confirmar la presencia de los genes de los INFa/y en las colonias de E.
coli BL21, se realiz6 una PCR de colonia. Las colonias positivas a la

presencia del gen se amplificaron y purificaron.

Se realizé la optimizacién de las secuencias de nucleétidos de los genes que

codifican para los interferones alpha y gamma aviar, para su expresion como

proteinas recombinantes en E. coli. Los cuales portan en su secuencia de ADN

plasmidico, un promotor de expresion dependiente de L-arabinosa, genes con

resistencia a ampicilina y genes para la sintesis de una cola de histidina.



V.XV. Analisis e identificacion de las proteinas

Para conocer el peso de las proteinas se realizé un ensayo in silico en el programa
Snapgene y asi poder identificarla a través de la técnica de western blot
(Sambrook 2001), que detecta especificamente la proteina utilizando
anticuerpos anti-His conjugados con peroxidasa del rabano (HRP) (#R931-25,

Invitrogen).

V.XVI. SDS-PAGE e Inmunotransferencia

Se realiz6 la electroforesis de las proteinas en geles de poliacrilamida con una
concentracion del 12%. Cada carril del gel se cargé con 15 microlitros de proteina y
8 microlitros del marcador SDS PAGE Standards (Invitrogen); se corrié en camara
de electroforesis a 90 volts hasta que se pasara al gel concentrador y a 120 volts

por aproximadamente 1 hora hasta que el frente de corrida llegara a la base del gel.

Se utilizdo el marcador PageRuler Prestained Protein Ladder (#26616, Thermo
Scientific). La electroforesis se realizé por duplicado, uno de los geles se tifié en
azul de Coomasie y el segundo gel se utilizé para la inmunotransferencia usando
una membrana de fluoruro de polivnilideno (PVDF), la cual se activd durante cinco
segundos en metanol. Las condiciones de transferencia fueron 60V durante una
hora en el equipo Criterion Blotter (#170-4070, Bio-Rad).

Se utilizé el siguiente protocolo para la inmunodeteccion: la membrana se lavo con
PBS 1X al 0.05% y se puso en solucion de bloqueo (20 mL de PBS 1X con albumina
de suero de bovino al 2%) durante 30 minutos. Posteriormente se incubd 1 hora con
anticuerpo de ratén policlonal anti-histidina en una dilucién 1:500 en PBS Tween20
al 0.05% y 2% de BSA durante una hora. Después se afiadid el anticuerpo
secundario monoclonal anti ratdn conjugado con peroxidasa de rabano picante
(Invitrogen) y se incubaron a temperatura ambiente. Se lavé la membrana con PBS
Tween 20 al 0.05% dos veces por cinco minutos con agitacién constante. Para

el revelado se utilizé un kit de sustrato de diaminobencidina (DAB).

V.XVII. Obtencidn de las proteinas recombinantes solubles
Se transfirieron las clonas de E.coli a 400 mL de medio liquido LB en el tiempo de

exposicidén y concentracion de L-arabinosa que anteriormente se determinaron con



mayor expresion de las proteinas. Posterior a la incubacion, los medios de cultivo
se centrifugardn y se eliminardn los sobrenadantes y las pastillas se resuspendieron
en PBS refrigerado. Las pastillas resuspendidas fueron sometidas a una lisis celular
por sonicacion y subsecuentemente a una lisis quimica con urea (2-4 M urea or
guanidine-HCI). Finalmente, se centrifugaron (tiempo y rpm) para obtener fracciones

solubles por el rompimiento de los cuerpos de inclusion.

V.XVIII. Purificacion mediante cromatografia de afinidad
Las fracciones solubles se cargaron en una columna Ni-NTA (Qiagen) para que, por

afinidad, las proteinas recombinantes (con tallos de histidina) se quedaran
adheridas al niquel. Posteriormente se hicieron lavados con solucién amortiguadora
de equilibrio (formula o marca). Después de los lavados se les agrego la soluciéon
amortiguadora de elucidbn que contiene una concentracion alta de imidazol

(SigmaAldrich) con el fin de poder despegar a las proteinas de las columnas.

V.XIX. Cuantificacién de Proteinas
Se prosiguié a obtener una valoracién de la concentraciéon de proteinas por el

método Bradford. Se manejo el protocolo de este método, el cual esta basado en la
afinidad de las proteinas por el azul de Coomassie. Donde se usd como proteina de

referencia a la albumina.

V.XX. Electroforesis bidimensional e Inmunoblot.
Las muestras de proteinas se cargaran en un gel poliacrilamida y con ello se

procedera a un ensayo de electroforesis bidimensional para separar a las proteinas
recombinantes con base a su punto isoeléctrico y de esta manera descartar a otras
proteinas con el mismo tamafo. Posteriormente, las proteinas contenidas en gel se
transferiran eléctricamente a una membrana de Nitrocelulosa. Luego, la membrana
se bloqueara con soluciéon de albumina de suero bovino al 1% a temperatura
ambiente, y después se incubaran con anticuerpo monoclonal anti-histidina.
Finalmente, se afnadira el anticuerpo secundario monoclonal anti raton conjugado
con peroxidasa de rabano picante y se incubaran a temperatura ambiente. La
reaccion de color se observara usando un kit de sustrato de diaminobencidina
(DAB). En este ensayo se visualizara la presencia de las proteinas tras las

purificaciones, de una forma cualitativa estimar el rendimiento.



VI. RESULTADOS

VLI. Andlisis de las secuencias

El gen de interferédn alpha aviar con numero de acceso del genbankU07868.1 esta
compuesto de 767 pb, contiene el péptido sefial del sitio 55-147 y la proteina madura
del 148-633 (imagen 4).

Start (0 End (767)

2001 ool g0l

Peptido sefal Proteina madura

Interferon alfa aviar original

Imagen 4. Secuencia original del gen de interferén alpha aviar; tomado del GenBank con nimero de acceso
U07868.1

Secuencia Optimizada

Se optimizé la secuencia del interferén alpha 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 (Imagen 5)

Start Nell (2 (557) Apal End (335

Interferon alfa aviar optimizado

.....

Imagen 5. Secuencia optimizada del gen de interferdn alpha aviar, con los sitios de restriccion Notl y Apal a
los flancos. (SnapGene)
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VLII. Clonacioén en el vector pCRII-TOPO

El gen optimizado se clon6é en el vector pCRII-TOPO, en el que se
utilizaronlos sitios de restriccion Notl y Apal y se obtuvo una construccion de 4540
pb (Imagen 6)

Notl (370)

Apal (965)

PCR Alfa

4540 bp

Imagen 6. Mapa del vector pCR con el gen de interferdn alpha aviar optimizado (SnapGene)

VLIII. Doble digestion de pCR IFNChikay subclonacién en el vector de
expresion para células eucariontes pcDNA3.1 myc/His A

La construccion pCR IFNChikaal igual que el vector de expresion
pcDNA3.1 myc/His A se digirieron con las enzimas de restriccion Not |
y Apa | y se realizé una electroforesis en gel de agarosa al 1%de ambas
digestiones (Imagen 7ay by 8ay b).
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Imagen 7. A) Ensayo in silico de la digestidon 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.

A B

bp MWIi|2345678

Imagen 8. A) Ensayo in silico de la doble digestién de pcDNA3.1 myc/His A. Carril MW: 1Kb Plus DNA Ladder;
Carril 1: doble digestion con Apal y Notl de pcDNA3.1 myc/HisA. B) Electroforesis en gel de agarosa de
la doble digestién 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 alpha,
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 construccién que se denominé pcDNA alpha (Imagen
10).Imagen 9. Mapa de la construccion pcDNA alpha. La construccién se
transformé en E. coli TG1 al igual que loscontrolespcDNA3.1 myc/HisA digerido
con Notl y Apal yun plasmido integro con la resistencia a ampicilina,
posteriormente se sembraron en medio LB con ampicilina junto con un control de

células (Imagen 9).

[CMV enhancer|

=600
e
—

- Ik-;‘pR promoter

Notl (970)

pcDNA Alfa

6066 bp Apal (1565)

Imagen 9. Mapa de la construccién pcDNA alpha.

La construccion se transformé en E. coli TG1 al igual que los controles pcDNA3.1
myc/His A digerido con Notl y Apal yun plasmido integro con la resistencia
a ampicilina, posteriormente se sembraron en medio LB con ampicilina junto con

un control de células (Imagen 10).
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Imagen 10. Transformacion 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 interferdn alpha aviar.

VLIV. Secuenciacién
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.



VII. DISCUSION
El uso de citosinas recombinantes en medicina veterinaria, se ha analizado en

numerosos estudios de las diversas enfermedades infecciosas y en general, se ha
demostrado su eficiencia para mejorar la inmunidad del huésped en contra de las

mismas y asi mismo, se ha demostrado su utilidad en pruebas diagndsticas.

En los primeros estudios, el interferon se comenzé a utilizar aun cuando no se tenia
una clara clasificacién; ya que estd empieza a establecerse a partir del
conocimiento de diferentes factores, entre los que destacan el tipo de receptor al

cual es afin cada interferon (Goossens et al., 2013).

El uso del interferon alpha y gamma, se ha empleado con éxito en miltiples
proyectos de investigacion, por ejemplo, se utilizé la vacunacién in ova con el virus
de Newcastle adicionado con el IFN alpha o gamma recombinante y los resultados
demostraron un importante efecto protector ante el desafio con el virus de campo.
(Rautenschlein et al., 1999) Estos resultados se complementan con otro estudio,
donde se produjo oxido nitrico (ON) el cual tiene efecto antiviral (Yeh et al., 1999).
También se ha demostrado que el INF tipo | de pavo estimula la produccién de ON

en macroéfagos (Suresh et al., 1995).

Es de considerar que uso del IFN alpha y el IFN gamma recombinante, pueden
actuar de dieferente manera contra el virus del sarcoma de Rous, por ejemplo el
IFN alpha y el IFN gamma actuan cada uno en una etapa especifica del desarrollo
tumoral.(Plachy et al., 1999).

Asi mismo, en otro estudio donde se emplearon el IFN alpha y gamma
recombinantes, en infecciones contra coccidias, se observd que IFN alpha protegio
significativamente contra la perdida de peso en los pollos, mientras que IFN gamma
redujo de manera significativa la carga parasitaria (Min et al., 2001), por lo que,
otros estudios contra coccidias también coinciden que el IFN gamma tiene una
respuesta efectiva antiparasitaria (Lillehoj & Choi, 1998; Lowenthal et al., 1995; J.
Xu et al., 2012)

También se determino si la eficacia de los interferones aviares no se veia afectada

si eran utilizados entre aves filogeneticamente cercanas, para ello se utilizd



interferon alpha recombinante de pollo sobre cultivos de fibroblasto de embrion de
pollo, pavo y pato, y desafiados con virus de influenza aviar, obteniendo que
efectivamente, el interferon entre estas aves mostraba actividad biologicamente
activa sin importar la distancia filogentetica(Jiang et al., 2011), eso se complementa
con otros estudios donde en el primero utilizé interferon gamma recombinante de
pollo en modelo de pavo(Rautenschlein et al., 1999) y en el segundo se utilizo
interferon gamma de paloma en modelo de pollo, ambos con buenos resutados
(Shen et al., 2015).

Los antibioticos se han usado durante afios en la industria pecuaria bajo el nombre
de promotores de crecimiento, sin embargo, estas practicas han sido eliminadas en
diferentes paises por razones de resistencia.(Dibner & Richards, 2005) Por lo tanto,
se sabe que hay moleculas que por su naturaleza actuan mejor como tratamientos
profilacticos o terapeuticos, considerando esto ultimo, se realizé el estudio donde
donde se comparé el uso profilactico y terapeutico del interferon gamma de pato
contra la infeccién con el virus de la hepatitis B; los resultados fueron que el
interferon gamma de pato como tratamiento profilactico inhibié de forma importante
la replicaciéon y como tratamiento terapeutico redujo los efectos patogénicos del
virus de la hepatitis tipo B (Schultz & Chisari, 1999).

También se ha demostrado una proteccién significativa con el uso del interferén
alpha como tratamiento terapeutico en pollos de 1 dia de edad al ser desafiados con
el virus de la bursitis infecciosa (Mo et al., 2001). En el afio 2011, se pubico un
estudio donde se demuestra que los pollos de una semana de edad responden bien
al tratamiento terapeutico y los pollos a partir de la cuarta semana de edad,
responden mejor a un tratamiento profilactico, esto debido a que el inmune de los
pollos de 4 semanas de edad es mas eficiente que el de pollos de 7 dias de edad
y, por lo tanto, las moléculas del complejo principal de histocompatibilidad clase |

(MHC 1) podrian estar eficientemente reguladas positivamente.(Meng et al., 2011)

La via de administracién de los farmacos, es importante desde el punto de vista
economico cuando se trata de su aplicacion en grandes poblaciones (Anjum et al.,
2020; Jin et al., 2015; Khodayari & Feizi, n.d.; Steitz et al., 2010). En la industria



avicola es muy importante encontrar la via idonea de administracion de los
medicamentos en la medida que deben ser medicados muchos animales
simultaneamente; Por eso se han realizado trabajos donde los resultados indican
que la via oral es la mas apropiada para administrar los interferones sin importar la
edad del pollo (Anjum et al., 2020; Jarosinski et al., 2001; Marcus et al., 1999; Mo
et al.,, 2001; Rahman et al., 2012). En comparacion con la via intramuscular o
intravenosa, el interferon llega a niveles sericos altos a los pocos minutos de su
aplicacién pero su concentracidn sérica baja rapidamente, lo que favoreceria la
infeccidn viral, por lo que la administracion oral u ocular, permite que el interferon
tenga un efecto prolongado y por lo tanto, sea eficaz principalmente contra los virus
que utilizan como via de entrada las mucosas del ave (Mo et al., 2001). Sin embargo,
una desventaja es que para tener un efecto protector mas efectivo se requieren
dosis altas y de aplicacion frecuente y su costo de produccion experimental es
elevado (Anjum et al., 2020; Marcus et al., 1999; Min et al., 2001; Mo et al., 2001;
Schultz & Chisari, 1999).

Los resultados del presente trabajo demostraron que es factible lograr expresar y
purificar los interferones recombinantes mediante un sistema estandado de ADN
recombinante en E. coli que puede ser adaptado para su produccién a escala

comercial y a costo competitivo.



VIIl. CONCLUSION

Los resultados experimentales observados en diferentes estudios, nos indican la
eficacia que tienen los interferones aviar alpha y gamma recombinantes ante
infecciones que afectan a las aves de produccion y de compania. Su apliacién en
combinacion con vacunas u otros agentes estimulantes como citocinas o el
levamizol, resultan en una mayor estimulacion del sistema inmune y por ende en
una mayor proteccion del huesped. Asi finalmente,se justifica el desarrollo y
aplicaciéon de los interferones recombinantes para mejorar los tratamientos

antivirales, tanto para aves comerciales y de compaifiia.

Es factible lograr la produccién comercial de los interferones a través de la

aplicacion del sistema de ADN recombinante en E. coli adaptado para tal propdsito.
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