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Resumen

Los interferones (IFN), son una familia de citoquinas importantes dentro de la activaciéon y
regulacion de las respuestas inmunes innata y adaptativa. Permiten la transcripcidn de cientos
de genes con actividad antiviral y antiproliferativa. El IFN-a perteneciente a los IFNs tipo |, posee
multiples aplicaciones terapéuticas en el tratamiento de diversas enfermedades de origen viral,
tanto en humanos como en animales. En el campo veterinario se conoce que el 2,5% de las
muertes en perros son ocasionados por infecciones virales. Hasta el momento no se conoce un
tratamiento adecuado para enfermedades como el distemper, la rabia o la parvovirosis. Los
tratamientos existentes permiten Unicamente mitigar los sintomas, pero no combaten con el

agente causal de la enfermedad.

En el presente trabajo se realizé una produccidn de IFN-a canino (IFN-aC) recombinante en un
sistema de expresién de Escherichia coli BL21 codon plus, en donde se obtuvo la proteina como
cuerpos de inclusidon con un porcentaje de pureza del 83,84%. El replegamiento de la proteina se
llevé a cabo con una solubilizacidon en urea 8M y B-mercaptoetanol, y una posterior
renaturalizacion por dialisis en PBS y sucrosa, obteniendo un rendimiento de 0,56 g/L de cultivo.
Se determind la existencia de actividad bidlogica con la utilizacion del IFN-aC producido, sobre
células MDCK, en donde se observé un aumento del ARNm en los marcadores antivirales:

proteina kinasa R (PKR) y 2',5'-Oligoadenilato Sintetasa 2 (OAS-2).

Palabras Clave:

e INTERFERON
e ESCHERICHIA COLI

e PROTEINA RECOMBINANTE
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Abstract

Interferons (IFN) are an important family cytokine for the activation and regulation of innate and
adaptive immune responses. They allow the transcription of hundreds of genes with antiviral
and antiproliferative activity. IFN-a, that belong to type | IFNs, has multiple therapeutic
applications in the treatment of various diseases of viral origin, both in humans and animals. In
the veterinary field it is known that 2.5% of deaths in dogs are caused by viral infections. So far
there is no known adequate treatment for diseases such as distemper, rabies or parvovirus.
Existing treatments allow only to mitigate the symptoms, but they do not fight with the

causative agent of the disease.

In the present work, a production of recombinant canine IFN-a (IFN-aC) was performed using
Escherichia coli BL21 codon plus as the expression system the protein obtained was in the form
of inclusion bodies with a purity percentage of 83.84 %. Refolding of the protein was carried out
with a solubilization in 8M urea and B-mercaptoethanol, and a subsequent renaturation by
dialysis in PBS and sucrose, obtaining a yield of 0.56 g/ L of culture. The existence of biological
activity was determined with the use of the IFN-aC produced on MDCK cells, where an increase
in the mRNA was observed in the antiviral markers: protein kinase R (PKR) and 2 ', 5'-

Oligoadenylate Synthetase 2 (OAS-2).

Key words:

e INTERFERON
e ESCHERICHIA COLI

e RECOMBINANT PROTEIN
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Capitulo 1

Introduccion

Formulacién del problema y antecedentes

Los interferones (IFN) fueron descubiertos por primera vez en Japdn en el afio 1954
por Nagano y Kojima como un factor inhibidor de virus (Nagano & Kojima, 1954). En 1957
Isaacs y Lindenmann lo identificaron como una sustancia responsable de la interferencia virica,
tras observar que los sobrenadantes de células tomadas de cultivos celulares infectados
producian una proteina, la cual permitia que otras células se volvieran resistentes a virus de
otro tipo (Isaacs & Lindenmann, 1957). Afios mas tarde se descubrio que el interferén era una
familia de proteinas sintetizadas por células eucariotas en respuesta a la presencia de diversos
patdgenos; tales como virus, bacterias, parasitos y células tumorales (Imanishi, 2004; Miorin,

Maestre, Fernandez-Sesma, & Garcia-Sastre, 2017; tenOever, 2016).

Los interferones se encuentran directamente relacionadas en la regulacién y activacion
tanto de la respuesta inmune innata como adaptativa. Existen tres diferentes tipos de
interferones clasificados de acuerdo a su estructura y funcién: tipo |, Il y lll (Ashnagar et al.,

2014).

El interferdn alfa (IFN-a), un miembro perteneciente a la familia de IFN tipo |, posee
una alta actividad antiviral, antiproliferativa e inmunoreguladora, razén por la cual ha sido
utilizado en diferentes tratamientos clinicos contra enfermedades virales (Lombardi, Tsomos,
Hammerstad, & Tomer, 2018). Actualmente, el IFN-a se usa con éxito para el tratamiento de
enfermedades tales como la hepatitis B, hepatitis C, virus del herpes, virus del papiloma
humano y algunos tipos de cancer en humanos (Asim et al., 2017; Hasselbalch & Holmstrom,
2019; Klotz, Baumgartner, & Gerhauser, 2017; Landolfo, Gribaudo, Angeretti, & Gariglio,

1995). Asimismo, su aplicacién en infecciones virales de animales es amplia como: el
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tratamiento de virus del herpes bovino, el virus de la leucemia y el virus de la
inmunodeficiencia en gatos; y el virus del sindrome respiratorio y reproductivo porcino

(Babiuk, Lawman, & Gifford, 1987; Klotz et al., 2017).

A nivel mundial, la principal causa de muerte en perros jévenes es la infeccidn viral,
pues poseen un sistema inmune inmaduro que no les permite generar resistencia ante virus o
bacterias (Fleming, Creevy, & Promislow, 2011). El 2,5% de muertes en perros, en
Latinoamérica, son producidas por enfermedades asociadas a infecciones virales, dentro de las
gue destacan enfermedades como la parvovirosis, rabia, influenza canina, papilomatosis,
distemper, hepatitis canina, entre otras (J. Duque et al., 2019; Y. Duque, Echeverri, Trejos, &
Ruiz, 2017; Lobetti, 2007; Rey, 2010; Smith et al., 2019; Thaiwong et al., 2018; P. Zhou, Zeng,
Zhang, & Li, 2017). Por lo que es importante desarrollar un tratamiento alternativo que
permita disminuir la tasa de mortalidad en perros, causada por dichos procesos infecciosos

(Gamble et al., 2018; Klotz et al., 2017).

En Ecuador, las enfermedades que afectan a los perros son en su gran mayoria el
distemper y la parvovirosis (Aldaz, Garcia, & Quifionez, 2015; Barros, 2015). Estas
enfermedades pueden ser prevenidas con un proceso de vacunacién adecuado, que debe
realizarse dentro de las primeras etapas de vida de las mascotas. Sin embargo, los costos
oscilan entre los $50 y $200, al ser tan elevados, impiden que este proceso se lleve a cabo; por
lo que los perros se convierten en animales vulnerables ante posibles infecciones con esos
virus (Aldaz, Garcia, & Quifiones, 2012; Inga, 2018). Ademas de resultar costosos, los
tratamientos para enfermedades virales, se enfocan Unicamente en aliviar los sintomas de la

enfermedad, pero no eliminan el agente causal, el virus (Aldaz, 2014).

Al comparar el valor econdmico del uso de antibidticos convencionales frente a una
terapia usando interferdn, se observa que existe una reduccion del 50% en costos al utilizar

estos ultimos (Dixon, Walters, Turner, & Hancock, 2006; Shepherd et al., 2007; Stadtmauer &
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Cunningham-Rundles, 1997). Cabe recalcar que dentro del mercado nacional veterinario, hasta
el momento no se conoce ningun tipo de tratamiento para las enfermedades de origen viral
para la poblacién canina (Barros, 2015; Inga, 2018). Los medicamentos que se suministran a los
animales solo controlan los sintomas, pero no combaten el virus por completo (Chen et al.,
2010; Jiang et al., 2010). En paises de la regién como Chile se sabe que los servicios
veterinarios utilizan medicamentos producidos para humanos como el interferdn alfa u otros
como es el caso del interferdn omega felino, los cuales no poseen ningun tipo de acreditaciéon
por parte de la autoridad competente (Céspedes, Cruz, & Navarro, 2010; S. fang Li et al., 2017).
Al tener en cuenta estos datos, es de importancia la creacién de fdrmacos para el tratamiento
antiviral disefado exclusivamente para perros, evitando levantar una respuesta inmune

adversa en el animal (Gershwin, 2018).

Con estos antecedentes, se propone obtener interferdn alfa canino recombinante, que

pueda ser usado especificamente en perros, para el tratamiento de infecciones de tipo viral.

Justificacion del problema

Los perros domésticos (Canis lupus familiaris), son considerados importantes dentro
de la sociedad, ya que aproximadamente el 60% de la poblacidn tiene al menos una mascota
(Ghasemzadeh & Namazi, 2015). Debido a la amplia interaccién que estos tienen con los seres
humanos; ademas de servir como proteccidon y compaiiia, se conoce que una mascota permite
disminuir el estrés, mejorar y estimular el desarrollo infantil e incluso pueden ser un soporte
para personas con discapacidad (Gomez, 2018). En Latinoamérica seis de cada diez hogares
poseen un perro como mascota, en el afio 2018 se analizé que la mantencidn de estos generan
gastos anuales de 1.73 mil millones de délares, dicha cifra destinada para el cuidado de la

salud de los animales (Rios, 2019).
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Las enfermedades infecciosas en perros han constituido una gran problematica debido
a que su incidencia ha ido aumentando progresivamente (Aldaz, 2014, Prittie, 2004), esto es
importante en el dmbito econdmico, pero su mayor relevancia yace en las posibles
consecuencias zoonéticas que estas pueden generar (Day, 2016). Los perros pueden transmitir
multiples enfermedades virales y bacterianas a humanos por diferentes vias de contacto, por

lo que el control de las mismas es importante (Ghasemzadeh & Namazi, 2015; Moriello, 2003).

Los interferones se encuentran involucrados en la activacion y regulacién de las
respuestas innatas y adaptativas; permitiendo la defensa del huésped contra virus,
microorganismos, y células tumorales (Landolfo et al., 1995; Mesev, LeDesma, & Ploss, 2019).
El estado antiviral que generan los interferones permite combatir la replicacion y propagacion
viral en las células infectadas , ademas de activar proteinas capaces de evitar el ensamblaje
viral (Crosse, Monson, Beard, & Helbig, 2018; Pervolaraki et al., 2018). En consecuencia,
gracias a las multiples caracteristicas que presenta esta proteina, es una alternativa para el

tratamiento de enfermedades virales en perros.

La tecnologia recombinante es la mas utilizada para la producciéon de proteinas, las
cuales se obtienen al clonar un gen de interés en un vector de expresion, para ser
transformado en un huésped e inducir la produccidon proteica (Browning, Godfrey, Richards,
Robinson, & Busby, 2019). La eleccién de un adecuado sistema de expresion es fundamental
para la correcta expresion de la proteina de interés, debe poseer un alto rendimiento en el
proceso de produccién, dentro de lo cual se encuentran involucrados tres factores:
acumulacidn de biomasa, duracién del proceso y productividad especifica (Kunert & Reinhart,
2016). Existen diferentes sistemas de expresion conocidos como son: bacterias, levaduras,
baculovirus y mamiferos; cada uno con caracteristicas y aplicaciones diferentes (Kuruganti,

Accavitti-Loper, & Walter, 2014).
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Escherichia coli es un organismo ampliamente utilizado para un sinnimero de
investigaciones, como el almacenamiento de secuencias de ADN de otros organismos, la
produccién de proteinas recombinantes y para probar la funcionalidad de las mismas (Science
Learning Hub, 2014). La produccién de interferon mediante el uso de un sistema
recombinante, como Escherichia coli, ofrece multiples ventajas debido a su rapido crecimiento,
ademas no forma agregados, su genoma es conocido y su manipulacion es facil (Rosano &
Ceccarelli, 2014; Vargas-Maya & Franco, 2017). Estas caracteristicas ademas de permitir la
obtencidn de la proteina, facilitan su purificacion, permitiendo de esta manera disminuir

costos y tiempos de produccién (Rosano, Morales, & Ceccarelli, 2019).

Con lo mencionado anteriormente, el objetivo de este trabajo es obtener interferén
alfa canino por medio del uso de un sistema recombinante en Escherichia coli y determinar su

accion antiviral en un modelo de linea celular.



Objetivos del proyecto

Objetivo general

Obtener la molécula interferén alfa canino (IFN-aC) recombinante expresada en

Escherichia coli, como alternativa al tratamiento de infecciones virales.

Objetivos especificos

Producir interferdn alfa canino recombinante en un sistema de expresién en

Escherichia coli.

Establecer el protocolo de purificacién del interferdn alfa canino recombinante

expresado en Escherichia coli.

Evaluar la actividad antiviral del interferdn alfa canino recombinante en células

caninas.
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Capitulo 2

Marco tedrico

Interferdn

Los interferones son citoquinas producidas por células eucariotas, los cuales se
encuentran involucrados en la activacidn y regulacién de las respuestas inmunes innatas y
adaptativas (Feroze & Wang, 2018; Meyer, 2009). Representan una defensa natural de los
organismos contra la invasion de agentes externos, como virus, bacterias o células tumorales
(De Andrea, Ravera, Giogia, Gariglio, & Landolfo, 2002). Poseen tres funciones esenciales, la
primera es su accion antiviral, la segunda su accién inmunomoduladora y su accidn

antiproliferativa (Hurtado-Guerrero et al., 2020; Zhang et al., 2020).

La primera linea de defensa inmunitaria ante un virus la proporcionan los interferones
(Fensterl, Chattopadhyay, & Sen, 2015). Dado que los virus se replican dentro de las células
huésped, una estrategia eficaz para desencadenar respuestas inmunitarias innatas es la
deteccion de segmentos de los acidos nucleicos virales como: ARN, genomas de ADN o ARNm;
que se identifican como los patrones moleculares asociados a patégenos (PAMP) (Pandey,
Kawai, & Akira, 2015). Los receptores de reconocimiento de patrones (PRR) se unen a formas
especificas de estos acidos nucleicos tanto en el endosoma como en el citoplasma, activando
la sefializacion para la expresidn génica de interferones (Lama et al., 2019). Ante una infeccidn
viral, las células ademas de crear un estado antiviral secretando IFN, advierten a las células

vecinas a través de esta misma molécula e inhiben la propagacién viral (Garcia, 2017).

Tipos de interferon

Los interferones se han clasificado en tres grandes grupos, IFN tipo |, Il y lll. Dentro de

los IFN tipo | se encuentran: IFN-a, IFN-B, IFN-g, IFN-k, y IFN-w. El IFN-a posee ademas 13
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subtipos diferentes denominados IFN-al, -a2, -a4, -a5, -a6, -a7, -a8, -a10, -al3, -al4, -alé6, -
al7 y-a21. EI IFN tipo Il esta representado por el IFN-y y finalmente el IFN tipo Il al cual

pertenece los IFN- A (Ferreira, Borba, Bonetti, Leonart, & Pontarolo, 2018).

Dentro de los IFN tipo I, los IFN-a son producidos principalmente por células
dendriticas plasmocitoides y macréfagos, y los IFN-B los producen fibroblastos y células
epiteliales (Valadkhan & Gunawardane, 2016). Estos generan el efecto antiviral mediante la
inhibicidn de la replicacion viral, el incremento de las células natural killer (NK) y la expresion
de moléculas del complejo de histocompatibilidad mayor (MHC I) (Keller et al., 2019). Todos
los subtipos de IFN tipo | comparten el mismo complejo de receptor heterodimérico
constituido por una cadena del receptor 1 de IFN-a (IFNAR1) y una cadena del receptor 2 de
IFN-a (IFNAR2). La sefializacidn de estos interferones resultan importantes en la respuesta
inmune innata y adaptativa (Markey, MacDonald, & Hill, 2013), siendo los interferones tipo |

las primeras citoquinas producidas durante un proceso infeccioso (A. J. Lee & Ashkar, 2018).

El IFN-y es el Unico IFN tipo I, es producido principalmente por linfocitos T activados y
células NK (Stanifer, Pervolaraki, & Boulant, 2019). Es una citoquina inmunomoduladora, con
un complejo de receptor de IFN-y (IFNGR), el cual consta de dos subunidades, denominadas
IFNGR1 e IFNGR2 (Tang, Tian, Luo, & Yu, 2018). Su principal funcién viene dada por la
estimulacién del sistema inmunitario adaptativo, ejercen un efecto sobre las células T,
macroéfagos, células B, células NK, células endoteliales y células somaticas (Dimeloe et al.,
2019; Z. Zhou et al., 2007). Al activar los macréfagos desencadena la expresion de altos niveles

de citocinas proinflamatorias (Green, Young, & Valencia, 2017).

Finalmente, la clase Il estd integrada por los IFN-A, a estos pertenecen cuatro
subtipos: A1, A2, A3 y M4 (Kotenko, Rivera, Parker, & Durbin, 2019). Posee un receptor
conformado por dos subunidades: IL-28RA (IFNAR1) e IL-10RB (IFNAR2) (Marin et al., 2020). Al

igual que los interferones tipo I, poseen funciones importantes en las actividades inmunitarias


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/plasmacytoid-dendritic-cell
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/plasmacytoid-dendritic-cell
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antivirales; la diferencia radica en que su receptor no se expresa de forma ubicua, sino que se
encuentra restringido a células especificas, como las células epiteliales, melanocitos,

hepatocitos y células neuronales (Lazear, Schoggins, & Diamond, 2019; J. Zhou et al., 2018).

IFN tipo | y actividad antiviral

Los interferones tipo | son secretados por casi todos los tipos de células, dentro de
este grupo, los IFN-a y el IFN-B son los mas importantes (Garcia, 2017). Los IFN tipo | se
caracterizan por su proteccion ante infecciones virales agudas; sin embargo, se conoce que
pueden tener funciones protectoras ante infecciones bacterianas y enfermedades

autoinmunes (Trinchieri, 2010).

Los IFN tipo | tiene una accién tanto autocrina como paracrina para desencadenar un
entorno antiviral tanto en la célula infestada como en su entorno (Valadkhan & Gunawardane,
2016). Tiene una gran afinidad por su receptor IFNAR con el cual forma un trimero tras su
unién, y mediante un proceso de fosforilacién comienzan a activarse proteina asociada como
la Janus quinasa 1 (JAK1) y tirosina quinasa 2 (TYK2), los cuales a su vez fosforilan otros
factores de transcripcidon STAT1 y STAT2, y asi desencadena toda una cascada de sefializacion

(Figura 1) (Fensterl et al., 2015).

Los factores de transcripcién son dimerizados y translocados al nucleo, donde se
ensamblan con el factor regulador de IFN 9 (IRF9) para formar un complejo trimolecular
llamado factor de gen estimulado por IFN 3 (ISGF3) (Bustamante et al., 2011). ISGF3 se une a
sus secuencias de ADN afines conocidas como elementos de respuesta estimulada por IFN
(ISRE) para activar cientos de genes antivirales como la proteina quinasa R (PKR), 2’-5’
oligoadenilato sintetasa 1y 2 (OAS1, OAS2), proteina antiviral de dedo de zinc (ZAP), viperina,

entre otros (Crosse et al., 2018).
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Los genes estimulados por interferén poseen diferentes funciones y mecanismos de
accion, dentro de ellos tenemos genes como PKR que inhiben la sintesis de proteinas virales y
la replicacién del virus por medio de una fosforilacién del factor de iniciacién de la traduccion

eucariota 2 subunidad 1 (elF2a) (Garcia et al., 2006; Vincent, Ziehr, & Moorman, 2017).

2'-5' oligoadenilato sintetasa otro gen estimulado por interferén, interactda con la
ribonucleasa L (RNasal), degrada el ARN viral inhibiendo la replicacion y disminuyendo la
funcionalidad del virus (Wang et al., 2018). Las actividades antivirales de ZAP implican una
unidén con el ARN viral y la degradacion o inhibicion de traduccién del virus (Kuny & Sullivan,
2016). La viperina utiliza diferentes mecanismos y dominios proteicos para unir proteinas

virales, inhibiendo la entrada y replicacion de virus (Chin & Cresswell, 2001).

Por lo tanto los IFN tipo | inducen distintos ISG estableciendo un estado de actividad
antiviral en las células (McDonough, Lee, & Weinstein, 2017). Estas proteinas codificadas por
ISG actian mediante diversos mecanismos; tales como, la inhibicidn de la transcripcion,
traduccién y replicacién viral, la degradaciéon de los acidos nucleicos virales y la alteracion del
metabolismo de los lipidos celulares (MacMicking, 2012).

Figura 1

Via de sefializacion del Interferdn tipo |.
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Nota. La figura describe la cascada de sefalizacion de los IFN tipo |, ante la respuesta a una

infeccidn viral. Fuente: (Ilvashkiv & Donlin, 2014).
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Interferdn alfa canino

El interferdn alfa canino (IFN-aC) es producido por macrdéfagos, esta proteina tiene un
peso aproximado de 19 kDa correspondiente a una secuencia de 164 aminoacidos (BIO-RAD,
2018). Es una glicoproteina conformada por seis residuos de cisteina, y dos sitios potenciales
de N-glicosilacion (Himmler, Hauptmann, Adolf, & Swetly, 1987; Taira et al., 2005). El IFN-a
canino se encuentra descrito como una proteina antiviral, por lo tanto, es considerada como
una posible alternativa en el tratamiento de multiples enfermedades antivirales dentro de las
que se destacan el virus del moquillo canino (CDV), la parvovirosis canina, la influenza canina,

entre otros (Klotz et al., 2017).

Afecciones virales caninas y sus tratamientos con IFN tipo |

El virus del distemper canino (CDV) es un virus de ARN monocatenario negativo
perteneciente a la familia Paramyxoviridae que desencadena diversos sintomas entéricos y
respiratorios en perros (Rendon, Da Fontoura, Wageck, & Ruiz, 2019). Afecta también al
sistema nervioso central, siendo una de las repercusiones clinicas mas graves para el animal,
manifestandose como una leucoencefalitis (Beineke, Puff, Seehusen, & Baumgartner, 2009).
Varias investigaciones han determinado la presencia de IFN-a en el liquido cefalorraquideo de
perros infectados con CDV (Kimoto, 1986). Se ha demostrado que la activacion de los
interferones se da durante el inicio de la leucoencefalitis inducida por CDV, conduciendo a una
expresion de varios ISG, los cuales inhiben la replicacién viral principalmente en neuronas y
oligodendrocitos (Giovannoni, 2018). Ademas la activacion de la cascada de sefializaciéon de los
interferones en macrofagos activados permite contribuir con los mecanismos de

desmielinizacidn en etapas avanzadas de la enfermedad (Klotz & Gerhauser, 2019).

La parvovirosis canina (CPV) es una enfermedad con alta tasa de morbilidad y

mortalidad en perros, es un patégeno entérico causado por este virus perteneciente a la
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familia Parvoviridae con un genoma de DNA monocatenario y se conoce que esta
estrechamente relacionada con el parvovirus felino (Cavalli et al., 2018; P. Zhou et al., 2017).
La enfermedad afecta a diferentes tejidos como los tejidos linfoides, el epitelio intestinal, la
médula ésea y el corazén (Mietzsch, Pénzes, & Agbandje-Mckenna, 2019) . Los principales
sintomas son, vémitos, diarrea hemorragica, depresién, pérdida de apetito, fiebre y
deshidratacién (Miranda & Thompson, 2016). Se ha demostrado que el uso del interferén
omega felino para el tratamiento de CPV generan un efecto terapéutico significativo,
disminuyendo la tasa de mortalidad asi como también mejorando la sintomatologia de la

enfermedad (De Mari, Maynard, Eun, & Lebreux, 2003; Martin et al., 2002).

El virus de la influenza canina (CIV), pertenece al virus de la influenza A de la
familia Orthomyxoviridae con genoma de ARN monocatenario de sentido negativo (Voorhees
et al., 2017). Este virus resulta altamente peligroso y los perros pueden ser hospederos
intermedios, antes de su transferencia a humanos (Chen et al., 2010). El virus causa diferentes
patologias como leves afecciones del tracto respiratorio superior, que vienen acompafadas de
fiebre, tos y una infeccién pulmonar. Al combinarse con otros tipos de virus pueden ocasionar

una infeccidon mixta que conduciria hacia la muerte del animal (Voorhees et al., 2017).

La teterina canina es una proteina transmembrana clave en la defensa de las células
huésped que actua inhibiendo la liberacidn y propagacidn de varios viriones (Fan et al., 2016).
El gen teterina canino es regulado y expresado por la induccién de IFN-a canino debido a que
contiene una secuencia de elementos respuesta a interferdn, por lo que investigadores
consideran la produccidn de IFN como una via terapéutica para la enfermedad (Zheng et al.,

2018).

Otros estudios han determinado la capacidad del IFN-a como un potente inhibidor de
la inflamacion gingival en perros en la cual se determind una reduccion significativa de los

recuentos bacterianos periodopaticos (Ito et al., 2010). Tras realizar una administracion oral de
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IFN en dosis baja, se observd una reduccion de la respuesta de los marcadores de estrés (Ito et
al., 2010). La revisién de estos estudios, son un indicativo de las multiples aplicaciones de los

IFN tipo | en diferentes enfermedades ocasionadas en perros.

Debido a las ventajas que poseen los interferones sobre el tratamiento de diferentes
tipos de enfermedades tanto en humanos como en animales, el campo farmacéutico e
industrial se ha visto en la obligacién de desarrollar esta proteina a gran escala (M. J. Lee &
Kim, 2018). La produccién de proteinas puede realizarse extrayéndola de su fuente natural,
pero esto implica costos altos y rendimiento bajo (Rosano & Ceccarelli, 2014). En contraste al
usar sistemas de expresién recombinante, la produccidn proteica se da con un rendimiento
elevado y econdmicamente es mds rentable, siendo esta la mejor alternativa para la

produccién de biofarmacos a escala industrial (Gifre, Aris, Bach, & Garcia, 2017).

Produccidn de proteinas recombinantes

Existen multiples sistemas de expresion para la produccién de proteinas
recombinantes dentro de los que se destacan: bacterias como Escherichia coli o Bacillus
subtilis; levaduras como Pichia pastoris, y diferentes células de mamiferos que han sido
utilizadas para la produccién de interferones (Kuruganti et al., 2014; Lefevre, L'Haridon,
Borras-Cuesta, & la Bonnardiere, 1990). Las proteinas recombinantes se producen al clonar un
gen de interés en un vector de expresion, el cual es transformado en un huésped y después de
inducir la produccion de la proteina esta puede ser purificada y caracterizada (Browning et al.,
2019). Los limitantes para una adecuada produccidn proteica son principalmente la inactividad
de las proteinas, el crecimiento pobre del hospedero y la formacidn de cuerpos de inclusién

(Rosano & Ceccarelli, 2014).
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Escherichia coli como sistema de expresién

El sistema de expresion mas utilizado para la produccién de proteinas recombinantes,
es el de E. coli el cual presenta multiples ventajas debido a que posee un rapido crecimiento
con los nutrientes y condiciones adecuadas; no forma agregados, su genoma es conocido y su
manipulacién es facil (Huang, Lin, & Yang, 2012; Rosano & Ceccarelli, 2014; Vargas-Maya &

Franco, 2017).

Existen diferentes cepas de E. coli utilizadas para la produccion de proteinas
recombinantes, las principales son la E. coli By E. coli K12 (Terpe, 2006). La cepa B ofrece
varias ventajas frente a la K12, como poseer una membrana externa permeable, acumulacién
de acetato baja, alta concentracidn de glucosa y deficiencias de proteasa; caracteristicas que lo
hacen la mejor opcidn para la expresién proteica (Huang et al., 2012). La cepa BL 21 se
caracteriza principalmente por la ausencia de las proteasas lon y ompT, esto permite disminuir
la tasa de degradacidn; a partir de esta cepa se deriva la cepa BL 21 (DE3) la cual contiene un
profago DE3 que permite la expresion de T7 controlado por el promotor /lac UV5 (Jeong, Kim,

& Lee, 2016; Phue, Sang, Trinh, & Shiloach, 2008).

La eleccidon adecuada de una cepa para expresar proteinas recombinantes es clave en
la expresion, solubilidad y rendimiento de las proteinas (Khow & Suntrarachun, 2012). Para
que el sistema de expresion sea éptimo debe incluir cepas, vectores, etiquetas moleculares
(tag) y promotores adecuados (Jia & Jeon, 2016). Un buen vector contiene un promotor
fuerte, ademas de etiquetas de fusidn en los extremos N o C, los cuales facilitan la expresion,
solubilidad y purificacion de proteinas (Jia & Jeon, 2016). Las limitaciones del proceso de
produccién de proteinas recombinantes incluyen toxicidad, inactividad de proteinas,
inestabilidad de ARNm, falta de modificacion post-traduccional y formacién de cuerpos de
inclusion; todos estos factores deben ser controlados para una correcta obtencion de la

proteina de interés (Khow & Suntrarachun, 2012).
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Los cuerpos de inclusidon son formaciones de agregados proteicos, que se pueden
acumular intracelularmente en forma de particulas refractiles (Rinas et al., 2017). A nivel
microscdpico se los observa como particulas densas con una superficie lisa, de forma esférica,
ovoide o cilindrica (Singh, Upadhyay, Upadhyay, Singh, & Panda, 2015). En E. coli los cuerpos
de inclusién generalmente se encuentran ubicados en los polos, ya sea en el citosol o en el
espacio periplasmico (Ari¢, Miot, Sassoon, & Betton, 2006). La formacidn de cuerpos de
inclusion ocurre cuando el nivel de expresion de la proteina supera el 2% de las proteinas

celulares totales (Mitraki, Fane, Haase-Pettingell, Sturtevant, & King, 1991).

La formacidén de cuerpos de inclusidn generan un problema en el proceso de
solubilizacidn de las proteinas; sin embargo, son varias las ventajas que se pueden obtener de
ellos como la obtenciéon de un alto nivel de expresidn proteica, ademas facilitan la separacion
de las proteinas citoplasmaticas bacterianas mediante un proceso de centrifugacién (lia &
Jeon, 2016; Yuan et al., 2015). Otra de las ventajas de los cuerpos de inclusion es que permiten
recuperar la proteina con un alto porcentaje de rendimiento (Singh et al., 2015). Esta
recuperacion se lleva a cabo tras realizar una solubilizacidn a los cuerpos de inclusion usando
un agente de solubilizacidn leve, seguidamente se realiza un replegamiento de las proteinas

solubilizadas y finalmente la purificacion de la proteina replegada (Singh et al., 2015).
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Capitulo 3

Metodologia

El presente estudio fue realizado en colaboracién con la Universidad de Concepcién
(UdeC), con la finalidad de producir interferén alfa canino recombinante, misma que pueda ser

utilizada para el tratamiento de infecciones virales en perros.

El trabajo metodoldgico se enfoca en tres aspectos: el primero la obtencién de
interferdn alfa canino recombinante, seguido de la purificacién del mismo y finalmente el uso
de la proteina producida sobre una linea celular en un modelo in vitro para demostrar su

actividad antiviral.

Produccién de proteinas recombinantes

Para llevar a cabo el primer objetivo, se requiere la transformacién de bacterias E. coli
con el plasmido recombinante, determinar las condiciones adecuadas para su correcta

expresion y su posterior produccidon a mayor escala.

Cepa bacteriana y plasmido

El gen codificante de IFN-aC clonado en el vector de expresién pET22 (+), y las células
de E.coli BL21 codon plus no transformadas que se utilizaron para la expresion del IFN-aC
recombinante fueron proporcionados por el laboratorio de Biotecnologia y Biofarmacos de la

Universidad de Concepcién-Chile.

Transformacidn bacteriana por shock térmico

Con el fin de obtener bacterias E. coli que contengan el plasmido recombinante, se
realizo la transformacion de bacterias quimiocompetentes E. coli BL21 codon plus (200 ul) con

2 uL del plasmido pET 22b IFN-aC, y se coloco en hielo durante 30 minutos. Se incubd a 42°C
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por 2 minutos, después fue colocada en hielo 10 minutos, y a continuacidn se los dejé durante
5 minutos a 25°C. Transcurrido este tiempo las células fueron resuspendidas en medio Luria-
Bertani (LB) (Liofilchem, Italia) y se incubd por 60 minutos a 37°C. Al finalizar, las bacterias
transformadas se plaquearon por extension en placas de agar LB suplementada con 100 pg/mL
de ampicilina (USBiological, EE.UU.) y se las incubd durante 16 horas a 37°C. Transcurrido este
tiempo se selecciona a aquellas colonias transformadas positivamente, las cuales demuestran

un crecimiento en el medio de cultivo, debido a su resistencia antibidtica (Novagen, 1999).

Cultivo y crecimiento en matraz.

La determinacién de las mejores condiciones de cultivo, se llevaron a cabo usando
medios de cultivo diferente, con el fin de determinar en cual se produce un mayor rendimiento

de la proteina.

En primera instancia, se realizé un pre-inéculo con el clon transformado positivamente
en 5 mL de medio de cultivo LB con 100 pg /mL de ampicilina, este fue incubado a 37 °Cy 150
revoluciones por minuto (rpm) durante 16 horas. Se realizé un indculo en un matraz con 300

mL de medio LB con ampicilina.

El cultivo fue realizado en las mismas condiciones que el pre-cultivo para lo cual se
probé cuatro medios diferentes (Tabla 1), los medios Luria- Bertani (LB) y Terrific Broth (TB). Se
indujo estos medios con 0,5 mM isopropil B-D-1-tiogalactopiranésido (IPTG) (Sigma) al llegar a
una densidad éptica de 0,6 a 600 nm (DOsoonm), la cual fue medida mediante un
espectrofotometro (UV-2505, Labomed, Inc., USA). Mientras que dos medios adicionales LBy
TB, fueron autoinducidos. A partir del tiempo de induccidn se dejoé transcurrir 6 horas y los
cultivos se centrifugaron a 5000 rpm durante 10 minutos. Se determind el peso himedo de la

biomasa recuperada con la ayuda de una balanza analitica.
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Tabla 1

Composicion de medios de cultivo liquidos.

MEDIOS INDUCIDOS CON IPTG

Medio Luria-Bertani (LB) Medio Terrific Broth (TB)
Compuesto Concentracion Compuesto Concentracion

[g/L] [g/L]

Triptona 10 Triptona 12

Extracto de levadura 5 Extracto de Levadura 24
Cloruro de sodio 10 Glicerol 85% 5,044

Fosfato monopotasico 2,3

Fosfato dipotdsico 12,5

MEDIOS AUTOINDUCIDOS

Medio Luria-Bertani (LB) Medio Terrific Broth (TB)
Compuesto Concentracidn Compuesto Concentracién
[/L] [g/L]
Triptona 10 Triptona 12
Extracto de Levadura 5 Extracto de Levadura 24
Sulfato de Amonio 3,3 Sulfato de Amonio 3,3
Fosfato monopotasico 6,8 Fosfato monopotdsico 6,8
Fosfato sédico 8,9 Fosfato sédico 8,9
Glucosa 0,5 Glucosa 0,5
Lactosa 2,1 Lactosa 2,1
Sulfato de magnesio 0,634 Sulfato de magnesio 0,634
heptahidratado heptahidratado

Cultivo y crecimiento en fermentador.

Con el propdsito de obtener un mayor volumen de crecimiento bacteriano, se realizd
un escalamiento en fermentador utilizando los medios de cultivo que produjeron un mayor
rendimiento de la proteina. Un pre-cultivo bacteriano del clon productor en medio LB
suplementado con ampicilina fue elaborado e incubado a 37°Cy 150 rpm durante 16 horas. Se
realizd un cultivo en el fermentador (Winpact FS-06, EE. UU.) de un volumen de 3 Litros para lo
cual se inoculd 300 mL del pre-cultivo. El cultivo se preparé en condiciones controladas a un
pH= 7, 37°Cy 200 rpm de agitacidon en medios LB y TB autoinducidos; durante 6 horas a partir
de que el cultivo llega a una DOgoonm de 0,6. El volumen se centrifugd a 5000 rpm por 10

minutos, el peso humedo se determiné en la balanza analitica.
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Determinacion de biomasa seca.

Para la determinacidn de peso seco, se tomé 1 mL de muestra de cultivo, el volumen
se centrifugd a 10.000 rpm por 10 minutos. Se descartd el sobrenadante y el precipitado se
resuspendid en 1 mL de agua destilada. Se colocd en una balanza infrarroja de secado
(Radwag, Radom, Poland) a 90 °C hasta peso constante; este proceso se realizé cada hora

desde el tiempo cero hasta finalizado el tiempo de cultivo (E. Li & Mira De Ordufia, 2010).

Ruptura de biomasa y aislamiento de cuerpos de inclusion (Cl)

Para cumplir con el segundo objetivo y debido a que la proteina expresada se
encuentra en forma de cuerpos de inclusidn, con el fin de extraerla, se realizé la ruptura de la
biomasa. A continuacidn, se aisld los cuerpos de inclusion y se llevé a cabo lavados y la

subsecuente solubilizacién, para la purificacion del IFN-aC.

La biomasa final obtenida se resuspendioé en buffer de ruptura, que contiene tampdn
fosfato salino (PBS) y Triton 0,1%, para obtener una suspensién de 10 gramos de peso seco/ L.
La lisis celular fue llevada a cabo utilizando una prensa francesa EmulsiFlex C-5, (Avestin,
Canada), en la cual se colocé la biomasa resuspendida y se realizé nueve pases a una presion
de 1000 psi. Los cuerpos de inclusidn del lisado celular se sedimentaron mediante
centrifugacidn a 5000 rpm durante 20 min. Las células obtenidas se resuspendieron en una

solucidn de PBS en el mismo volumen utilizado para su ruptura.

Lavado de cuerpos de inclusion de IFN-a canino recombinante

El sobrenadante y el pellet del lisado celular se separaron por centrifugacién a 5000
rpm durante 15 min, el pellet se lavé en una solucion de NaCl 1 M + Tritdn X-100 al 1%, se
centrifugd a 5000 rpm durante 15 min. Este proceso se repitid dos veces y finalmente se

realizd un lavado en PBS + Urea 2 M y de la misma forma se centrifugé a 5000 rpm durante 15
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min. Por ultimo, los cuerpos de inclusién obtenidos en la fraccién insoluble se resuspendieron

en PBS y se almacenaron a -4°C.

Solubilizacion de cuerpos de inclusiéon

Se utilizé como agente desnaturalizante cloruro de guanidinio (3-6 M) y urea (4-8 M)
en presencia y ausencia del agente reductor B-mercaptoetanol. Los lavados de los cuerpos de
inclusion se realizaron a distintas temperaturas (25°C y 60°C), varios tiempos de incubacion (1
h,2 h,4 h, 12 h), con y sin agitacion (900 rpm). Las particulas insolubles se eliminaron por
centrifugacién a 5000 rpm durante 15 minutos. La concentracién de proteina total para todos

los sobrenadantes fue medida mediante ensayo de Bradford (Bradford, 1976).

Renaturalizacidn por dialisis

La proteina desnaturalizada fue dializada utilizando membranas de didlisis de 10 kDa,
con PBS en ausencia y presencia de sucrosa 0,4 M. Realizamos cambios de buffer cada 12 horas
a concentraciones de urea variantes de 4 M, 2 M, 1 M, 0 M. Para finalizar centrifugamos a
10000 rpm por 10 minutos y determinamos la presencia o no de precipitado. Obteniéndose asi

la proteina recombinante IFN-aC.

Electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE)

Para identificar las proteinas producidas anteriormente, se desnaturalizaron con un
volumen de tampdn de carga (Tris-Cl pH8 60 mM, B-mercaptoetanol 1%, SDS 2%, azul de
bromofenol 0,01%, glicerol 10%) y calentadas a 95 °C durante 5 minutos. A continuacidn, las
muestras se cargaron en un gel de poliacrilamida al 12,5%. La electroforesis se llevd a cabo a
voltaje constante de 100 V en buffer de corrida Tris-base 25 mM, glicina 250 mM, SDS 0,1% p/v
durante 2 horas. Los geles fueron tefiidos con una solucién de azul brillante de comassie G-250

por 30 minutos y destefiidos con una solucion de acido acético 10 % y metanol 20% V/V.
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Electro transferencia de proteinas

La transferencia a membranas de nitrocelulosa Hybond ECL Nitrocellulose (GE
Healthcare, UK), se realizé una vez separadas las proteinas en SDS-PAGE, en el equipo de
transferencia semi-seco Trans-Blot-Turbo (BioRad, EE. UU). El gel de poliacrilamida se colocé
sobre la membranay se le aplicé un campo eléctrico de corriente constante de 0,3 A, 25V

durante 30 minutos, en solucién tampdn de transferencia.

Western Blot

Para la inmuno-identificacién, la membrana de nitrocelulosa electrotransferida se
sumergio en leche descremada 5% con tris buffer salino (TBS) (solucion de bloqueo) durante 1
hora a temperatura ambiente. La membrana se incubd con el anticuerpo primario anti-
histidina (monoclonal 6xhis, Clontech) diluido 1:10000 en solucidn de bloqueo, a 4°C durante
16 horas con agitacién. Se realizaron tres lavados con TBS tween 0,1 % - SDS 0,01% durante 10
minutos. Luego, se incubd con el anticuerpo secundario anti-mouse 790 (Alexa fluor 790) en
una dilucién 1:10000 en solucién de bloqueo, a 25°C en agitacion durante 1 horay se
realizaron nuevamente los lavados antes descritos. La identificacidon de bandas inmuno-

fluorescentes se realizd en el equipo Odyssey (Li-cor, EE. UU.).

Anadlisis de la actividad biolégica del interferén

Para evaluar la actividad bioldgica de la proteina, se llevd a cabo dos pasos, primero un
tratamiento sobre la linea celular Madin-Darby Canine Kidney (MDCK) con diferentes
concentraciones del IFN-aC obtenido. Seguido de la medicidn de la expresidn de dos genes

antivirales de las células mediante gPCR.

Las células MDCK se cultivaron en placas Petri con medio Dulbecco's Modification of

Eagle's Medium (DMEM) (Hyclone), suplementado con 1ug/mL de penicilina/estreptomicina
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(Hyclone), 2 mM de L-glutamina (Hyclone) y 10% de suero fetal bovino (SFB) (Hyclone). Se
incubé a una temperatura de 37°C, con 5% de diéxido de carbono (CO;) y 95% de oxigeno (0,)
en ambiente himedo. En una microplaca se colocé 420000 células por pocillo (80% de
confluencia), se cultivaron en medio DMEM suplementado con 1ug/mL de
penicilina/estreptomicina (Hyclone), 2 mM de L-glutamina (Hyclone) y 5% de SFB. Se trataron
las células con el IFN-aC obtenido, a distintas concentraciones (5 ng/uL, 10 ng/uL, 25 ng/uL, 50

ng/uL). Las células sin tratamiento se consideraron como el control.

PCR en tiempo real- analisis de genes antivirales de IFN-aC

Se extrajo el ARNm de las células con los distintos tratamientos, utilizando el reactivo
TRIzol (Invitrogen) siguiendo el protocolo descrito por el fabricante (Thermo Fisher Scientific,
2016). Mediante gPCR, se evalud la produccién de ARNm de los genes antivirales: proteina
kinasa R (PKR) y la 2',5'-Oligoadenilato Sintetasa 2 (OAS-2), utilizando como normalizador
gliceraldehido 3 fosfato deshidrogenasa (GAPDH). La amplificacion se llevd a cabo con el
equipo ARIA Mx (Agilent, EE. UU.) y la cuantificacion se realizé mediante el método
comparativo CT, usando la férmula AACT (Pfaffl, 2006). El programa de amplificacién se

describe en la Tabla 2.

Tabla 2

Programa de amplificacion para la PCR en tiempo real.

Ciclos Temperatura Tiempo  Numero de
Ciclos
Transcripcidn 50 °C 30 min 1
reversa

Activacion 95 °C 10 min 1

Amplificacién 90 °C 10s 40
60 °C 10s

Curva de 95 °C 30s 1
Melting 65 °C 30s

95 °C 30s
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Capitulo 4

Resultados

El trabajo de investigacidn se enfocd en la producciéon de interferdn alfa canino
mediante un modelo de expresién en Escherichia coli, el mismo que fue realizado procurando
abaratar costos y disminuir tiempos de produccidn. La proteina recombinante obtenida
permitié su evaluacién sobre la linea celular MDCK, permitiendo determinar la presencia de

actividad antiviral.

Existieron tres ejes principales para el desarrollo de este proyecto. Primero, la
obtencidn de la proteina recombinante en E. coli. Segundo, la purificacién y por ultimo los

analisis de expresién de genes antivirales.

Trasformacion bacteriana

En primer lugar, fue necesario obtener bacterias E. coli que contengan el plasmido de
interés. Para esto, las bacterias E.coli BL21 codon plus fueron transformados con el plasmido
PET IFN-aC, cuatro clones obtenidos fueron cultivados en erlenmeyers diferentes con 100 mL
de medio LB suplementado con ampicilina e inducido con IPTG 0,5 mM. Tras 5 horas de
induccion se centrifugd los cultivos, se descartd el sobrenadante y el pellet fue resuspendido
en buffer de ruptura y homogenizado en la prensa francesa. Para evaluar el resultado se
realizd un SDS-PAGE y se encontrd que los cuatro clones expresan una proteina de
aproximadamente 19 kDa lo cual coincide con el peso del IFN- aC (Figura 2A). Esta
identificacion fue confirmada por Western Blot, observandose la presencia de la banda de 19
kDa solo en los clones y no en el control negativo (Figura 2B). La proteina expresada fue visible
en el precipitado obtenido tras la ruptura lo que nos indica que se encuentran en forma de

cuerpos de inclusién (Figura 2A 'y 2B).



40

Figura 2

Identificacion del clon productor de IFN-aC.
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Nota. A) SDS-PAGE. B) Western Blot. MW: marcador de peso molecular. C+: control positivo. C:

control negativo. S: sobrenadante de ruptura. P: pellet de ruptura.

Seleccion del medio de cultivo

A partir del clon productor de IFN-aC obtenido y con el fin de obtener un mayor
rendimiento de la proteina, se realizé un cultivo en cuatro medios diferentes: Luria- Bertani
(LB), Terrific Broth (TB) ambos inducidos con isopropil B-D-1-tiogalactopirandsido (IPTG) y los
medios LB y TB autoinducidos. Los cultivos se colocaron en matraces de 300 mL, a partir de
que el cultivo llegd a una densidad 6ptica a 600nm (DOsoonm) de 0,6 se indujo durante 6 horas.
Se comparé la biomasa final obtenida con la intensidad de banda analizada por densitometria,
los resultados exhiben que los cultivos en medios autoinducidos poseen un mejor rendimiento
en comparacion con los medios inducidos con IPTG (Tabla 3, Figura 3,4). Mediante SDS PAGE e
inmunodeteccién por Western Blot se observo que en los cuatro casos la proteina sobre-

expresada corresponde a IFN-aC.



Tabla 3

Relacion intensidad de banda/ biomasa de los diferentes medios de cultivo.

Medio de cultivo Biomasa(g) Intensidad de Relacion intensidad
banda de banda / biomasa
LB + IPTG 1,14 8440 9621,6
LB autoinducido 1,59 6940 11034,6
TB + IPTG 1,84 5020 9236,8
TB autoinducido 0,95 13900 13205
Figura 3

Relacidn intensidad de banda/ biomasa.

< 150001

=

=

=

")

=]

= 10000

=

=

&

—':: 5000

]

wn

~

g

) 0 T T
Q&c’ & Q&O &
A Y N »
% R X Qv

N AR\
D D

o o
2 $) &

Medio de Cultivo

41



42

Figura 4

Seleccion del medio de cultivo.
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Nota. A) SDS-PAGE. B) Western Blot. MW: marcador de peso molecular. C+: control positivo. C-

: control negativo. S: sobrenadante de ruptura. P: pellet de ruptura.

Con estos resultados, se realizaron fermentaciones de 1 L con los medios de cultivo LB
y TB autoinducidos, evaludandose el crecimiento celular mediante la medicién de la DOgoonm. Se

determind que el cultivo inicia con una fase exponencial, ademas se calculé la velocidad de

InDO,—1nDO4 __In2
’ - ’

ty—t; u

crecimiento y el tiempo de duplicacion utilizando las ecuaciones: u =

respectivamente (Jacinavicius, De Carvalho, Carneiro, & Sant’Anna, 2018). Tras 6 horas de
induccion, el medio LB autoinducido alcanzé un tiempo de duplicacién maximo de 5,62 h;
mientras que el medio TB autoinducido presentd un tiempo maximo de 6,41 h, en este mismo
tiempo. Para ambos medios de cultivo la maxima velocidad de crecimiento se establecid en la
primera hora de cultivo siendo esta de 0,96 h''y 2,67 h'l para los medios LB y TB autoinducido.
Dicha velocidad disminuyd con el paso de las horas llegando a una velocidad de crecimiento de
0,12 h'*para el medio LB autoinducido y de 0,11 h'! para el medio TB autoinducido (Tabla 4,

Figura 5).
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Crecimiento celular de E. coli BL21 transformada con el vector pET IFN-aC en medios de cultivo

LBy TB autoinducidos.

LB autoinducida

TB autoinducido

Tiempo(h)
0

0N O UL WN B

DOgoonm
0,14
0,37
0,78
1,80
2,44
3,07
3,59
4,42
5,00

u(h?)
0,96
0,76
0,83
0,31
0,23
0,16
0,21
0,12

g (h)
0,72
0,92
0,83
2,26
3,02
4,43
3,33
5,62

Tiempo(h)

0

00N O UL B WN -

DO6oonm
0,01
0,19
0,55
2,37
4,23
4,85
5,47
7,01
7,81

u(h?)
2,67
1,08
1,46
0,58
0,14
0,12
0,25
0,11

g (h)

0,26
0,64
0,47
1,19
5,07
5,76
2,79
6,41

Nota. Velocidad de crecimiento (u). Tiempo de duplicacién (g).

Figura 5

Curva de crecimiento celular de E. coli BL21 transformada con el vector pET IFN-aC
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La biomasa de cada uno de los cultivos se rompid a una concentracion de 10 g/L de

medio de ruptura. Se realizé una comparacion de intensidad de banda con la biomasa final

obtenida, en donde se determind que el medio TB autoinducido posee un mejor rendimiento
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(Tabla 5, Figura 6). Considerando que la biomasa obtenida en medio LB autoinducido fue de

2,62 g, mientras que en medio TB autoinducido fue de 3,43 g.

Tabla 5

Comparacion del rendimiento de los medios LB y TB autoinducidos en fermentaciones de 1L.

Medio de Biomasa (g) Intensidad de Relacion

cultivo banda biomasa x
intensidad
de banda
LB 2,62 3430 8986,6
autoinducido
TB 3,43 4300 14749

autoinducido

Figura 6

Comparacion del rendimiento de los medios LN y TB autoinducidos en fermentaciones de 1L.
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Nota. A) Relacidn intensidad de banda/ biomasa. B) SDS-PAGE. MW: marcador de peso
molecular. C+: control positivo. C-: control negativo. S: sobrenadante de ruptura. P: pellet de

ruptura.

Con estos resultados, se proseguird trabajando con el medio TB autoinducido para los

siguientes analisis.
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Fermentaciones en medio de cultivo TB autoinducido

El medio TB autoinducido exhibié un mejor rendimiento por lo que se utilizé para
realizar fermentaciones de 3 litros bajo condiciones controladas, proceso que se llevé a cabo
por triplicado, para la evaluacién de la reproductibilidad del ensayo. Se midié la DOsoonm) cada
hora y se determind que los cultivos alcanzan una DOgsoonm de 0,6 en la hora 3. Se evalué el
comportamiento del crecimiento celular y se observé que los tres cultivos inician con una fase
exponencial y a partir de la hora 4 la velocidad de crecimiento disminuye considerablemente.
El promedio de la produccién de biomasa seca fue de 2,26 g/L de cultivo, se analizé también la
velocidad de crecimiento y el tiempo de duplicacion del cultivo, ddndonos un promedio de
0,49 hly 2,86 h; respectivamente (Tabla 6, Figura 7). Se realizé un SDS-PAGE para observar la
expresion de la proteina producida, para los tres cultivos se evidencié un incremento a medida
del paso de tiempo, lo que sugiere un comportamiento de produccién similar en los tres casos

(Figura 8).

Tabla 6

Evaluacion del peso seco de las fermentaciones en medio TB autoinducido

Peso Seco (g/L) u(h?) g (h)

Primera fermentacion 2,22 0,51 2,90
Segunda fermentacion 1,83 0,45 3,11
Tercera fermentacién 2,74 0,52 2,57

Promedio 2,26 0,49 2,86

Figura 7

Curva de crecimiento de bacteria productora de IFN-aC en medio de cultivo TB autoinducido
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Nota. Evaluacién de la reproducibilidad. e: DO600nm= 0,6



Figura 8

SDS-PAGE de la expresion bacteriana en la produccion de IFN-aC.
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Con estos resultados, comprobamos que las bacterias E. coli expresan con éxito

proteinas mediante la transformacion con el pldsmido recombinante. Adema3s, se determiné

46

que las proteinas expresadas se tratan efectivamente con el IFN alfa canino, debido al correcto
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marcaje con los anticuerpos anti-histidina, ademas la talla esperada de 19 KDa fue la

correspondiente

Una vez comprobado que las células E. coli producen la proteina recombinante IFN-aC,

los resultados fueron dirigidos a la solubilizacién y renaturalizacién de la proteina.

Solubilizacion de cuerpos de inclusion de IFN-aC.

Se evalud las condiciones éptimas de solubilizacion de los cuerpos de inclusién de IFN-
aC, para lo cual se usé como agentes denaturantes, urea y cloruro de guanidinio, ambas en
diferentes concentraciones. Los ensayos se realizaron utilizando tubos eppendorf en un
volumen de 1 mL, se observd que la urea por si sola no logra una buena solubilizacién por lo
gue se aiadid el agente reductor B- mercaptoetanol. El cloruro de guanidinio 6M a una
temperatura de 25°C, logro solubilizar los cuerpos de inclusion en mayor proporcion (Figura
9A). Debido al costo elevado y alta toxicidad del cloruro de guanidinio, se realizé una prueba
con una variacion de temperatura, en donde se observé un mejor resultado utilizando urea a
una concentracién 8M complementada con 20mM de B- mercaptoetanol con una agitacién de

900 rpm, durante una hora y a una temperatura de 60 °C (Figura 9B).

Para optimizar los resultados se realizd variaciones de tiempo usando urea 8M + B-
mercaptoetanol 20mM en donde se observd que a las cuatro horas se dio la mayor
solubilizacidon, con tiempos posteriores no hubo cambio significativo (Figura 9C). Se llevé a
cabo una solubilizacién en un vaso de precipitacidn con un volumen de 200 mL utilizando urea
8M + - mercaptoetanol 20mM a 60°C se lo sometid a agitacion durante 4 horas. Las mismas
condiciones se evaluaron en un ensayo usando un volumen menor de 1mL en un tubo
eppendorf, en donde se determind una mejor solubilizacién con el mayor volumen utilizado

(Figura 9D).



Figura 9

Solubilizacion de los cuerpos de inclusion de IFN-aC
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Solubilizacién con urea 8M+B-mercaptoetanol a 60°C durante 4 horas en volumen de 1y 20

mL. MW: marcador de peso molecular. C-: control negativo. S: sobrenadante. P: pellet.

Renaturalizacion de IFN-aC.

La renaturalizacidn proteica se llevd a cabo mediante didlisis utilizando dos

condiciones diferentes, la primera solo en presencia de PBS y la segunda con PBS

complementada con sucrosa 0,4M (Figura 10). Mediante una curva de BSA y utilizando el

método de acido bicinconinico (BCA), se realizd una cuantificacion proteica donde se
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determind que el uso de PBS con sucrosa 0,4 M concentré de mejor manera la proteina
obteniéndose una concentracién final de 3,85 pg/uL. En contraste, con el uso de PBS solo se
obtuvo una concentracion de 0,85 pg/uL de proteina. Adicionalmente, se evalud el porcentaje
de purezay rendimiento en donde se obtuvo 82,66% y 0,56 g/L de cultivo; respectivamente

usando PBS mas sucrosa (Figura 11. Tabla 7).

Figura 10

Renaturalizacion de la proteina IFN-aC.
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Figura 11

Cuantificacion de IFN-aC mediante curva de BSA
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Tabla 7

Cuantificacion del proceso de renaturalizacion de IFN-aC, cdlculo de pureza y porcentaje de

rendimiento.
Muestra Cuantificacion Cuantificacion Pureza (%) Rendimiento
por BSA (ug/uL)  por BCA (ug/uL) (g/ Lde
cultivo)
Sin dializar 2,56 2,61 83,84 0,57
PBS 0,71 0,85 84,32 0,21
PBS + 4,11 3,85 82,66 0,56
Sucrosa

Una vez concluidos los ensayos de cuantificacion y al analizar tanto la pureza como el
rendimiento de la proteina obtenida, los analisis se centraron en la evaluacién de la actividad

bioldgica de IFN-aC sobre la linea celular MDCK.

Analisis de la actividad bioldgica de IFN-aC por qPCR

El analisis de la actividad bioldgica fue realizado en dos fases. Primero un tratamiento
sobre la linea celular MDCK con el IFN-aC obtenido, seguido de la cuantificacién de la
expresion génica de marcadores antivirales. La evaluacidn de marcadores antivirales fue
realizada en células MDCK con una confluencia del 70%, estas fueron estimuladas con

concentraciones diferentes de IFN-aC durante 24 horas.

La extraccion de ARN se llevd a cabo utilizando reactivo TRIzol. Mediante reacciones
de PCRy utilizando el kit de un paso Brillian Il, se evalud el aumento de la actividad antiviral de
la proteina kinasa R (PKR) y la 2',5'-Oligoadenilato Sintetasa 2 (OAS-2). Los resultados exhiben
un aumento de estos marcadores a la concentracién de 50 ng/mL siendo estadisticamente

significativo (*<p 0,05) para ambos genes (Figura 12).
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Figura 12

Andlisis de la expresion del ARNm de genes antivirales.
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Capitulo 5

Discusion

La actividad antiviral y su accién dentro de las respuestas inmunes innatas y
adaptativas de los interferones, han permitido que estos sean una alternativa para el
tratamiento de infecciones causadas por virus o bacterias (Feroze & Wang, 2018). El uso de
interferones recombinantes, se incluye actualmente en los tratamientos de diferentes tipos de

enfermedades ya sean de origen viral o no (Fensterl & Sen, 2009; Teijaro, 2016).

La produccién de proteinas recombinantes puede ser llevada a cabo en diferentes
sistemas de expresion siendo uno de los mas usados el de Escherichia coli, debido a sus bajos
costos y alta tasa de replicacidon (Khow & Suntrarachun, 2012; Vargas-Maya & Franco, 2017).
La eleccion de la cepa depende del tipo de vector y la proteina de interés. Para nuestro estudio
se utilizé la cepa E. coli BL21 codon plus, que posee multiples genes de ARNt, el cual permite
un alto nivel de expresiéon de muchos genes recombinantes heterdlogos (Agilent Technologies,

2015), haciendo efectiva la produccidn de proteinas recombinantes (Akiba & Tsumoto, 2016).

Los clones transformados, mostraron que el interferén alfa canino (IFN-aC) contenido
dentro de las bacterias, se encuentra en su gran mayoria formando parte de la fraccion
insoluble (Figura 2). Es decir, se expresa en forma de agregados proteicos conocidos como

cuerpos de inclusion (Cl) (Ehgartner et al., 2017).

Estudios demuestran que la formacidn de cuerpos de inclusién ocurre cuando el nivel
de expresion de la proteina supera el 2% de las proteinas celulares totales, generando una
acumulacidn intracelular que conducen a la formacién de estos agregados (Mitraki et al., 1991;
Singh et al., 2015). Segun Rinas y colaboradores (2017), el alto nivel de expresion proteica
evidenciada, se debe a la formacién de los Cl, debido a la acumulacion progresiva de los

nuevos polipéptidos recombinantes producidos.
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El establecimiento de un medio de cultivo adecuado para llevar a cabo el crecimiento
bacteriano es un proceso importante dentro de la produccién de proteinas recombinantes
(Rosano & Ceccarelli, 2014). Los cultivos realizados en matraz utilizando cuatro medios de
cultivo diferentes, demostraron que los medios de cultivo autoinducidos poseen un mejor

rendimiento en comparacion con aquellos que fueron inducidos con IPTG (Figura 3).

El sistema bacteriano utilizado posee un promotor /ac, que generalmente es inducido
por IPTG (Long et al., 2015), en este trabajo se probé medios autoinducidos como alternativa
para evitar el uso de IPTG, los medios de cultivo autoinducidos utilizan como fuente de
carbono inicial la glucosa, y una vez que esta es consumida por completo, la lactosa actua
como inductor proporcionandole la fuente de carbono necesaria (Long et al., 2015; Studier,
2005). Ademas, la adicidn de los diferentes oligoelementos proporciona al medio los
nutrientes necesarios para que la bacteria crezca hasta alcanzar un estado de saturacion, sin
necesidad de afiadir ningun tipo de componente adicional (Blommel, Becker, Duvnjak, & Fox,

2008).

Una investigacion realizada por Fathi-Roudsari y colaboradores en 2018, demuestra
como la composicidn del medio de cultivo influye en el rendimiento de la produccidn de la
proteina de interés. Al comparar la adicién de diferentes oligoelementos sobre medio de
cultivo LB, los mejores resultados se presentan con concentraciones iguales a las utilizadas en
la elaboracidn del presente trabajo. Studier (2005), menciona que la autoinduccion en
comparacion con la induccién con IPTG; es mas conveniente, eficiente y econémica para
producir proteinas en pequefia escala e incluso a escala comercial. Se ha reportado ademas
que el IPTG es tdxico para la célula lo que resulta una desventaja para el proceso productivo

(Ramchuran, Holst, & Karlsson, 2005).

Se realizaron cultivos en fermentadores utilizando los dos medios autoinducidos, los

resultados indicaron que el mejor medio para la produccién de IFN-aC es el medio TB
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autoinducido (Figura 6), el cual exhibié una mejor expresion proteica y una mayor biomasa
final. Este resultado se explica debido a que el medio TB autoinducido, en comparacion con el
medio LB autoinducido posee mayor concentracion de extracto de levadura y triptona (Tabla

1).

Mosser y colaboradores (2013) mencionan que uno de los factores influyentes para
garantizar una éptima produccién de proteinas, es el correcto suministro de energia; por lo
gue el extracto de levadura ademas de ayudar a la glucosilacion proteica, es la principal fuente
energética, gracias al aporte de nucledtidos y nucledsidos (Hu et al., 2018). La triptona es la
encargada de aportar los aminodcidos necesarios para el correcto crecimiento bacteriano;
segun King y otros (2018), una buena proporciéon de aminoacidos mejora la tasa de
crecimiento de las bacterias. Un estudio realizado por Pham y colaboradores en el 2005,
determina que el uso de triptona aumenta la productividad en la sintesis de proteinas

recombinantes.

Con el medio de cultivo seleccionado, TB autoinducido, se realizé una produccién
utilizando un volumen de tres litros, las fermentaciones se realizaron por triplicado y en las
mismas condiciones, en la cual se obtuvo cinéticas de crecimientos similares lo que garantiza la
reproducibilidad del ensayo (Figura 7,8). Ademas, el peso seco promedio obtenido de 2,26 g/L,

exhibe un buen rendimiento en la produccién de IFN-aC (Tabla 6).

Los cuerpos de inclusidn son agregados proteicos insolubles, por lo que el paso previo
a la renaturalizacidn de la proteina es su solubilizacién (Singhvi, Saneja, Srichandan, & Panda,
2020). La solubilizacion de los Cl se realizd con agentes denaturantes, urea y cloruro de
guanidinio; con una concentracion 6M de cloruro de guanidinio y urea 8M combinada con B-
mercaptoetanol, se logrd solubilizar los Cl (Figura 9). El cloruro de guanidinio tiene un efecto
denaturante mayor que el de la urea y es por eso que necesita una menor concentracién para

la solubilizacidn de los Cl (Tsumoto, Ejima, Kumagai, & Arakawa, 2003). Sin embargo, se ha
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reportado que el cloruro de guanidinio produce una agregacion considerable de la proteina
gue como resultado genera una baja recuperacién de la proteina bioactiva, esto adicionado
con el costo asociado que implica su uso (Upadhyay, Singh, Jha, Singh, & Panda, 2016), son

consideraciones que hicieron cuestionables el uso del mismo.

Singhvi y otros (2020), establecen varios métodos de solubilizacién alternativos que
podrian utilizarse con lo que se podrian mejorar los resultados. Sin embargo, el objetivo es la
minimizacién de los costos de produccidn, por lo que la mejor opcién para la solubilizacion de
IFN-aC, es el uso de urea como agente denaturante acompafnado del agente reductor -

mercaptoetanol.

Un estudio realizado por Datta y colaboradores en el 2013, determind que se puede
lograr una solubilizacién de cuerpo de inclusién al someterlos a calor mediante el uso de
microondas, lo que permite disminuir considerablemente el tiempo del proceso. Para mejorar
la solubilizacidn de IFN-aC en urea y B-mercaptoetanol, adicionamos el factor temperatura
acompafiado con agitacidn, en donde se logré una mejor solubilizacion de la proteina cuando
el ensayo fue realizado en un matraz, contrario a lo que se evidencio al realizarlo en un tubo
eppendorf. Esto se debe a que la agitacién en matraz se llevé a cabo de manera mas efectiva,
por lo que el aumento de la superficie de contacto de los Cl con el agente denaturante se vio
favorecido, mejorando la solubilizacién de los cuerpos de inclusién en un tiempo de cuatro

horas (Figura 9D).

Para que una proteina presente actividad biolégica esta debe ser replegada (He &
Ohnishi, 2017), dado que la solubilizacion de la proteina se realizd a partir de una combinacion
de un agente reductor y una alta concentracion de agente denaturante, la renaturalizacién se
logra mediante la eliminacién del exceso de estos agentes a partir de una dilucién o un
intercambio idnico, por lo que la didlisis es un proceso efectivo para llevar a cabo este

replegamiento (Clark, 2001).



56

La didlisis de la proteina utilizando PBS con o sin sucrosa, mostré diferencias en los
rendimientos finales. La utilizacién de PBS en presencia de sucrosa permitié concentrar a la
proteina en un 32%, lo contrario a lo que sucedié al usar Unicamente PBS en donde se mostré
una pérdida del 70% de la proteina al compararla con la molécula sin dializar (Figura 11). Este
resultado indica que el uso de un agente estabilizador como la sucrosa es necesario para evitar

la pérdida de la molécula de interés en el proceso de renaturalizacion (Tsumoto et al., 2003).

Tras la renaturalizacion se obtuvo una pureza de la proteina del 82,66% (Tabla 7),
evitando el uso de un paso adicional como la realizacidon de una purificacion por cromatografia,
la obtencidn de este alto porcentaje de pureza se explica por la formacion de agregados de la
proteina como cuerpos de inclusion (Raman, Seforale-Pose, & Marin, 2014; Singhvi et al.,

2020).

Los ensayos sobre las células MDCK mostraron que al ser estimuladas con IFN-aC, se
produce un aumento del ARN mensajero para los genes PKR y OAS2. La estadistica para ambos
genes fue mas significativa con una concentracién de 50 ng/mL de IFN-aC, indicando que esta

es la mejor concentracidn para activar los genes relacionados a la respuesta antiviral.

Los resultados obtenidos demuestran que efectivamente el IFN-aC producido posee
una actividad biolégica sobre genes antivirales. Un estudio realizado por Taira y otros (2005),
determind la existencia de actividad antiviral de IFN-aC mediante un ensayo de inhibicién del
efecto citopatico utilizando virus de New Jersey en células MDCK. Sin embargo, es necesario
confirmar el efecto protector del IFN-aC producido, mediante la realizacién de ensayos de

proteccion viral.
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Capitulo 6

Conclusiones

Expresamos IFN-aC como cuerpos de inclusién, en Escherichia coli BL-21 codon plus,
utilizando el medio de cultivo TB autoinducido, con una concentracion de biomasa final de
2,26 g/L de cultivo.

El uso del medio TB autoinducido permitié disminuir tiempo y costos de produccién.

Los cuerpos de inclusion de IFN-aC obtenidos presentaron un porcentaje de pureza del
83,84%, por lo que no se realizd un proceso de purificacion adicional.

El mayor rendimiento de IFN-aC renaturalizado por litro de cultivo, se logré solubilizando
los cuerpos de inclusién utilizando urea 8M y B-mercaptoetanol.

El replegamiento de IFN-aC se realizd6 mediante didlisis en PBS, al usar sucrosa como
estabilizador se logré concentrar mejor la proteina.

El IFN-aC producido induce un aumento del ARNm en los marcadores antivirales PKR y

OAS-2 en la linea celular MDCK, demostrando su actividad.
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Recomendaciones

Realizar réplicas del ensayo de seleccion de medio de cultivo para confirmar que el medio
de cultivo TB autoinducido es el mas eficiente para la produccidn de IFN-aC.

Realizar pruebas de solubilizacién y renaturalizacidn adicionales, utilizando otros
protocolos y reactivos, de tal manera que se pueda abaratar los costos de produccién vy el
escalamiento del proceso.

Es importante realizar la validacidn del efecto protector de IFN-aC, mediante ensayos de

proteccion viral, que permitan confirmar la accién antiviral de nuestra proteina obtenida.
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