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Introduccién. México es el quinto productor mundial de carne
de pollo, la cual se ve amenazada por la influenza aviar, una
enfermedad virica que merma la produccion avicola regional y
mundial, debido a la emergencia de variantes de alta
virulencia.l! En 2012, la variante AH7N3, provoco el sacrificio
de 11 millones de avesld, generando enormes pérdidas
econdmicas y el encarecimiento de este producto basico.

A fin de contrarrestar esta enfermedad, los métodos actuales de
control se centran en la administracién de vacunas generadas
en huevos embrionados. No obstante, esta tecnologia se ve
limitada por la disponibilidad de material para la produccion de
las vacunas, requerimientos técnicos y sanitarios complejos; asi
como la incapacidad de algunas variantes para crecer en este
tipo de material®l. Por ello, el uso de otras estrategias como la
produccion de proteinas recombinantes en sistemas de
expresion procariontes, podrian optimizar el proceso con
menores costos de produccion.

Adicionalmente, una estrategia para potenciar el efecto
inmunogénico de las vacunas recombinantes radica en el uso
de adyuvantes que permitan potenciar la respuesta inmune.[
En este trabajo se generaron antigenos recombinantes de
AH7NS3, asi como interleucina 4 recombinante (IL-4) de Gallus
gallus como adyuvante.

Metodologia. Las secuencias codificantes para las proteinas
de la cépside Hemaglutinina (HA) y Neuraminidasa (NA)
provenientes del virus de la Influenza AH7N3 fueron
sintetizadas con uso de codones optimizado para su expresion
en E. coli. Posteriormente dichas secuencias se clonaron en el
plasmido pCri-8al®, utilizando los sitios Ncol y Xhol; los genes
estdn bajo la expresion del promotor Tag con el locus O
inducible por IPTG y estan fusionadas traduccionalmente con el
tag de afinidad His6X. E. coli BL21(D3) transformada con los
genes de interés se crecieron en medio LB con 0.5% de
glucosa y se adicioné 1 mM de IPTG para inducir la expresion,
cuando estas alcanzaron una ODeggonm~0.6. Se extrajeron
fracciones totales de ambas proteinas, se lavaron los cuerpos
de inclusion y se desnaturalizaron con 8M de urea. Estas fueron
purificadas por afinidad en una columna de Sefarosa-Ni.
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Fig. 1. Digestién con enzimas de restriccion Xhol y Ncol para el
plasmido pCri8a que contiene la regién codificante de: A)
Neuraminidasa y Hemaglutinina, B) Interleucina 4
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Fig. 2. Hemaglutinina y neuraminidasa purificadas en columna por
afinidad. Se observan las fracciones insolubles (Fl), cuerpos de
inclusién lavados (Cl), la fraccion eluida de la columna (E) y la

proteina purificada (PP),

Conclusiones. Se disefiaron genes sintéticos que codifican
para las proteinas Hemaglutinina y Neuraminidasa del virus de
la influenza AH7N3, y se expresaron en E. coli BL21 DES3, y
fueron purificadas por cromatografia de afinidad.
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