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RESUMEN 

RESUMEN 

ARROYO KURIBREÑA, MONTSERRAT. Clonación, Expresión y Purificación del 
Interferón Gamma Recombinante de Ovino y Evaluación de su Actividad 
Antiviral(bajo la dirección de: Dr. Francisco Suárez Güernes) 

Los interferones (IFNs) son una f arnilia de proteínas que pueden 

clasificarse corno citocinas, las cuales son importantes en la defensa del 

organismo. Una de sus funciones más importantes es que interfieren en la 

replicación de los virus, propiedad de donde se origina el nombre de 

interferón. El IFN-y o tipo II es inducido por una estirnulación 

rnitogénica o antigénica de los linfocitos T y células NK. El IFN-y induce 

una gran variedad de respuestas que contribuyen a la inmunidad, y una de 

sus actividades clave son aquellas que afectan la respuesta innata a 

patógenos virales. Gracias a las técnicas de biología molecular se puede 

manipular, a nivel de gen la producción de una proteína na ti va en la 

forma de proteína recombinante. La proteína recombinante se expresa corno 

proteína fusionada a un fragmento peptídico que permite su purificación 

en columnas de afinidad. En este trabajo, se logró la producción de IFN-y 

recombinante en la cepa de E.coli BL21, se utilizó corno vector de 

expresión el plásrnido pGEX-4T. El cual fue inducido con IPTG para 

expresar la proteína recombinante roIFN-y. El producto de expresión a su 

vez fue evaluado para conocer su actividad antiviral contra el virus de 

la estomatitis vesicular en células vero. La disponibilidad de este 

interferón producido en E. coli recombinante, podría facilitar su 

evaluación y aplicación, corno tratamiento y medida de control contra 

enfermedades virales y por bacterias intracelulares del ganado en un 

futuro. 

1 



INTRODUCCIÓN 

INTRODUCCIÓN 

Los interferones (IFNs) son una familia de proteínas que pueden 

clasificarse corno ci tocinas. Estos fueron descubiertos por su potente 

actividad antiviral, la cual interfiere en la replicación de los virus, 

propiedad de donde se origina el nombre de interferón1
• 

Los IFNs tienen diversas funciones y forman parte de las defensas del 

huésped contra infecciones virales, parasitarias y algunos tumores2
, así 

como en la respuesta inmune a infecciones bacterianas intracelulares3
• 

Afectan la función del sistema inmune de di versas formas, asi como la 

proliferación y diferenciación celular. Las múltiples actividades de los 

interferones son principalmente a través de la inducción de la síntesis 

de proteínas1
•

2
•

3
, al fijarse a receptores específicos en la membrana 

celular. Además de su acción anti viral directa, estimulan la 

diferenciación de células Thl y la respuesta inmune citotóxica, la 

actividad de las células naturalmente asesinas (NK) y la actividad 

antimicrobiana de macrófagos y neutrófilos. Todas estas moléculas tienen 

el potencial de modular la resistencia a enfermedades así como también 

modulan el grado de la respuesta inmune a una gran variedad de 

enfermedades infecciosas y vacunas 4
• 

Los IFNs se pueden integrar en dos grupos, los interferones tipo I y tipo 

II. Los tipo I son inducidos por infecciones virales e incluyen al IFN-a 

(leucocito, al), IFN-P (fibroblasto), IFN-ro (trofoblasto) 1 y dos subtipos 

recientemente clasificados: el IFN-'t (trofoblasto) 5 e IFN-K 

(queratinocitos) en el humano43 • 

El IFN tipo II es inducido por estimulación mi togénica o antigénica de 

los linfocitos T y células NK, y está representado únicamente por el IFN-

2 



y1
•

2
• 3 •

4 también conocido como IFN tipo II o IFN inmune 1
• Este interferón, 

es un mediador importante del choque citotóxico6
• 

A diferencia del gran número de qenes v proteínas que codifican para los 

interferones tipo I, en el humano y el ratón, sólo existe un gen que 

codifica el IFN-y. El gen del IFN-y se encuentra en el brazo largo del 

cromosoma 12 del humano, en el cromosoma 10 del ratón y en el 3 del 

borrego7
• El gen del IFN-y posee cuatro exones y tres intrones, a 

diferencia de aquellos para los IFNs tipo I que carecen de intrones3
• 

Las células NK, los linfocitos CD4 Thl y CD8 citotóxicos producen IFN-y. 

La interleucina (ILl 12 producida por macrófagos, células dendríticas y 

células B3
•

43
, y la IL-18 también conocida como IGIF por sus siglas en 

inglés (interferon gamma inducing factor) producida por monocitos 

sanguíneos activados y rnacrófagos tisulares. Ambas interleucinas son 

citocinas que inducen la producción de IFN-y3
•

44
• 

El IFN-y induce una gran variedad de respuestas que contribuyen a la 

inmunidad, coordina su actividad a través de un receptor celular conocido 

corno IFNGRl e IFNGR2 45
, que son generalmente especifico de especie. Entre 

las actividades claves del IFN-y están aquellas que afectan la respuesta 

inmune a patógenos intracelulares3
• 

El mecanismo de acción de los interferones contra patógenos microbianos 

está mediado a través de la inducción de varias proteínas celulares. 

Existen más de 100 proteinas inducidas por los interferones que 

participan en la respuesta inmune del huésped a patógenos microbianos y 

virales3 • 

La inducción de enzimas prepara a la célula a resistir virus infectantes; 

se considera que los interferones actúan en las células para cambiar su 

bioquímica de modo tal que la replicación del virus deja de ser posible, 

o al menos, se reduce de manera significativaª. 

3 



INTRODUCC IÓN 

Dentro de las proteínas inducidas más importantes se pueden mencionar: 

a) PKR-cinasa: ésta se activa con el RNA, e inhibe la 

traducción de células animales a través de la 

fosforilación del factor de iniciación eIF-2a de la 

síntesis de proteínas en células eucariotas. 

b) Familia de la 2'-5' oliqoadanilato sintetasa: también se 

activan con el RNA y median la degradación de RNA a través 

de la activación de la 2,5ª RNAsa L. 

c) Adenosín-deaminasas: las cuales ca tal izan la edición de 

adenosina a inosina del RNA. 3
•

41 

d) Proteínas de la familia MX: son GTPasas que afectan el 

transporte intracelular de partículas virales. 

e) Otras proteínas: factores de traducción IRF-1, IRF-9, ICSB 

y CIITA. 

f) Expresi6n inducible de proteínas del complejo de 

histooo:mpatibilidad mayor tipo II (HHCII) por el IFN-y: 

los cuales contribuyen a las actividades del IFN contra 

patógenos bacterianos y virales a través de la 

intensificación de la respuesta de células T específicas a 

patógenos 3 • (ver Fig 1) 

Existen varios informes donde se reconoce el papel del IFN-y en 

enfermedades que afectan a rumiantes. Por ejemplo, en la restricción de 

la multiplicación de Chlamydophila abortus que causa aborto enzóotico en 

ovejas y cabras9
• También se ha observado que los ratones con mutaciones 

sobre el gen del IFN-y o su receptor, muestran una disminución en la 

respuesta inmune contra infecciones microbianas por patógenos 

intracelulares como Mycobacterium tuberculosis10
• 

45
• 

46
, Salmonella 

typhimurium11
, Leishmania major1 2 y Listeria monocytogenes13

• 

4 



I NTRODUCCI ÓN 

Como herramienta diagnóstica, el IFN-y se ha utilizado de manera 

comerc ial para el diagnóstico de tuberculosis en bovinos y en 

investigaciones previas, ha mostrado ser más sensible que la prueba 

intradérmica cervical 14
' 

46
• También se ha investigado su uso para el 

diagnóstico de paratuberculosis concluyendo que es un método diagnóstico 

apropiado para estas enfermedades en ganado joven15
• 

El uso de los interferones como terapéuticos puede seguir tres diferentes 

estrategias: 

a) La inducción de interferón endógeno por un agente viral 

avirulento. 

b) La inducción de interferón endógeno con compuestos quimicos no 

tóxicos. 

c) La aplicación local o sistémica de interferón de una fuente 

exógena. 

El uso de IFN exógeno puede ser una estrategia interesante para el 

tratamiento de animales. Cuando los animales crecen bajo condiciones de 

alto hacinamiento están sujetos a mayor estrés ambiental por agentes 

infecciosos, haciéndolos más susceptibles a patógenos oportunistas. El 

interferón-cx e IFN-y de bovino ya se utiliza terapéuticamente contra el 

complejo respiratorio bovino en el ganadoª. 

Otra aplicación importante de las citocinas como el IFN-y será su uso 

como adyuvantes naturales para vacunas, particularmente para vacunas de 

subunidades producidas por tecnologia de DNA recombinante como es el caso 

de la vacuna de subunidades contra la tuberculosis que está en 

desarrollo16
• Wood y colaboradores mencionan que el uso de ci tocinas 

recombinant~s como adyuvantes ofrecen una buena oportunidad para 

manipular las fórmulas de vacunas para inducir la producción de citocinas 

apropiadas que promuevan el desarrollo de una inmunidad protectora; como 

5 



INTRODUCCI ÓN 

p or ejemplo, e l trat ami ent o c on IFN-y en l a inmuni za ción p r imaria r e sultó 

en una mayor respuesta de anticuerpo s sec undarios a l a prote í na de la 

estomatitis vesicular en bovinos17
• 

Actualmente, gracias a las técnicas de biología molecular se puede 

manipular, a nivel de gen la producción de una proteína nativa en la 

forma de proteína recombinante. La prote ína recombinante se expresa como 

proteína fusionada a un fragmento peptídico que pe rmite su purificación 

en columnas de afinidad18 • Con esta tecnología se ha logrado la producción 

de IFN-y recombinante en bacterias y levaduras. Se ha reportado la 

clonación de los genes que codifican para los IFN-y del rat ón 19, rata 

algodón20
, venado2 1

, bovino22
, humano 23

, caprino2 4 y ovino3
•

25
• La 

disponibilidad de estas prote ínas permite el análisis de su función 

inmune y el papel que juega en el control de la respuesta inmune en 

enfermedades y vacunaciones3
• 

La disponibilidad de interferones recombinantes producidos en E. coli, 

podría asegurar su evaluación y aplicación, como medida de control contra 

enfermedades virales del ganado en un futuro 8 • Sin embargo, el IFN-y 

recombinante de ovino no esta disponible en Norteamérica26 • 

Por lo anterior, se planteó clonar, expresar, purificar el producto del 

gen del IFN-y de ovino y evaluar su actividad antiviral, con fin de, en 

un futuro encontrar aplicación en la producción intensiva de ganado 

ovino, así como en el diagnóstico de algunas enfermedades que los 

afectan. 

6 



HI PÓTESI S Y OBJETIVOS 

Hipótesis 

• El IFN-y ovino recombinante producido en sistema E. coli presenta 

actividad antiviral. 

Objetivo general 

• Clonar, expresar y purificar el IFN-y recombinante de ovino 

mediante técnicas biotecnológicas para evaluar su actividad 

anti viral. 

Objetivos eapecifioos 

• Clonar el gen que codifica el IFN-y ovino en E. coli usando el 

plásmido pGEX-4. 

• Expresar y purificar el producto del gen que codifica para el 

interferón gamma ovino usando la proteína de fusión glutation S 

transferasa. 

• Evaluar la actividad antiviral del IFN-y ovino utilizando el virus 

de la estomatitis vesicular en células Vero . 

7 



MATERIAL Y MÉTODOS 

2. MATERIAL Y METODOS 

2.1 Construcci6n del vector de expresión y clonación en Esaheriahia coli. 

La construcción genética pGEX-4T-y establecida en la cepa de expresión 

BL21DE3 de E. coli fue proporcionada amablemente por el Dr. Andrés de la 

Concha de la Universidad de Texas A&M. Esta clona fue el trabajo del Dr. 

Z. Zhang y el Dr. de la Concha, realizado en el Departamento de 

Patobiologia en la Universidad de Texas A&M24
• A partir de mRNA de células 

sanguíneas mononucleares periféricas de ovino estimuladas con 

Concanavalina A, éstos investigadores, realizaron una reacción de 

transcripción reversa en cadena de la polimerasa (RT-PCR) con los 

iniciadores delantero (5' ATG AAA TAC ACA AGC TCC 3') y reversa (5' ATT 

GCA GGC AGG AGA ACC 3') para el gen completo de oIFN-r. Los productos de 

RT-PCR se clonaron en el vector pGEM-T(Prornega, Madison, WI) de acuerdo 

al protocolo de Prornega Inc(Promega, Madison, WI). La presencia del 

inserto en el plásmido se verificó mediante la selección cromogénica de 

X-Gal, seleccionando las colonias blancas. El gen oIFN-r clonado no 

contenía la secuencia péptido señal. Posteriormente, se subclonó el gen 

mediante la amplificación con los iniciadores delantero (5' CGT GGA TCC 

CAG GGC CCA TTT TTT AAA G 3') y reverso (5' CCG CTC GAG TTA CAT TGA TGC 

TCT CCG 3'), los cuales fueron diseñados para introducir los sitios para 

las enzimas de restricción BamHI y XhoI en los extremos 5' y 3' de la 

secuencia oIFN-y, respectivamente. Los productos de PCR amplificados se 

verificaron por electroforesis en gel de agarosa, se extrajeron mediante 

fenol/cloroforrno, se precipitaron con etanol y se resuspendieron en agua 

ultrapura. Después de la digestión con enzimas de restricción con 

BamHI/XhoI, los productos de PCR fueron clonados en los sitios de 

BamHI/XhoI del vector procariote de expresión pGEX-4T como una proteína 

8 



MATERIAL Y MÉTODOS 

de fusión con glutatión S transferasa (GST) 26 (Ver cuadro de cepas 

bacterianas y vectores). 

Cepas bacterianas y Vectores 

pGEM-T-easy Vector de clonación 
Promega 

pGEX Vector de expresión 
Promega 

pGEX-4Ty Vector con el inserto BamHI/XhoI incluyendo el 
En este estudio gen completo oIFNy 

E. coli JMlOl supE thi ó. ( lac-proAB) F' [ traD36 proAB+ lacl'1 
lacZó MlS] 

E. coli BL21 hsdS gal (Dcits857 indl Sam7 nin5 1acUV5-T7 
gen 1) 

2.2 Verificación del inserto en el pláamido 

A partir de las colonias en glicerol de E. coli BL21DE3 transformadas con 

pGEX-4T-y, se tomaron 10 µl para inocular 5 ml de medio LB con 25 µl de 

arnpicilina (concentración final de 100 µg/rnl). Los 5 ml de cultivo se 

incubaron por 12 h a 37 ºC con agitación a 250 rpm. De este cultivo se 

sembró con asa en estria en agar sólido LB suplementado con 100 µg/ml de 

ampicilina. Se seleccionaron colonias individuales para la obtención de 

DNA plásmido de acuerdo al protocolo de Wizard Plus Minipreps DNA 

purification System (Promega, Madison, WI). El DNA plásmido fue digerido 

con las enzimas de restricción BarnHI y XhoI. Se verificó la presencia del 

gen mediante electroforesis, de la digestión enzimática, en gel de 

agarosa al 1%. Además, el plásmido pGEX-4T-y, que liberó el inserto en la 

digestión enzimática, se mandó secuenciar usando como iniciador delantero 

(5' CGT GGATCC CAG GGC CCA TTT TTT AAA G 3') y reverso (5' CCG CTC GAG 

TTA CAT TGA TGC TCT CCG 3') para confirmar la secuencia del gen clonado. 

9 



MATERIAL Y MÉTODOS 

Esta secuenc ia fue comparada con las secue ncias obteni da s del IFN-y 

caprino2 4 (GenBank número de a c ceso U34 232), del IFN- y bov i no22 (GenBank 

número de acceso M29867), del IFN-y de l venado27 (GenBank número de acceso 

L07502) y la secuencia de oIFN-y previ amente descrita po r Mcinnes y 

colaboradores28 (GenBank número de acceso X52640) mediante el método de 

alineamiento grupal). El método utilizado fue unión de vecinos con el 

software de MegAling (DNASTAR Inc, Madison WI), este método organiza las 

secuencias en agregados al examinar la distancia de las secuencias entre 

todos los aminoácidos. Estos agregados se alinean en pares y 

colectivamente corno grupos de secuencias de aminoácidos para así, 

posteriormente alinear los múltiples agregados. Después de que se logra 

el alineamiento múltiple, se utiliza un método de unión donde se toma el 

par más cercano entre cada agregado para reconstruir la filogenia del 

alineamiento putativo. Para dar como resultado que la longitud de cada 

par de ramas del árbol, representa la distancia entre el alineamiento de 

secuencias, mientras que las unidades al final del árbol indican el 

número de sustituciones. Este tipo de árbol proporciona un estimado 

inicial de las relaciones entre secuencias homólogas . 

2.3 Expresión del gen oIFN-y en la cepa BL21DE3 de E. coli. Se seleccionó 

una colonia de la caja sembrada con E. coli BL21DE3 transformada con 

pGEX-4T-y positiva al inserto para inocular 3 ml de medio LB adicionado 

con ampicilina. Se incubó por 12 h; a partir de este tiempo, se tomaron 

100 µl para inocular 3 ml de LB con ampicilina. Se incubó por 2 h 35 min 

(hasta obtener una densidad óptica de O. 6) y se les agregó 3 µl de 

isopropil-~-D-tiogalactopiranósido (IPTG) a una concentración final de 1 

mM a cada tubo. Se tomaron muestras de 500 µl del cultivo cada hora po r 

un total de 4 h para determinar el tiempo donde se logra la mayor 

10 



MATERIAL Y MÉTODOS 

expresión. Se obtuvieron las proteínas totales de los cultivos inducidos 

y no inducidos con IPTG. Para lo anterior, se centrifugó a 6000 g x por 

30 seg, se eliminó el sobrenadante y la pastilla fue resuspendida en 50 

µl de agua estéril y se agregó 50 µl de solución amortiguadora de carga. 

Las bacterias se lisaron mediante ebullición en baño maría por 3 min. 

2.4 SDS-PAGE y Western blot 

Se realizó la electroforesis de la proteína en geles de poliacrilamida 

con una concentración del 12%. Cada carril del gel se cargó con 15 µl de 

proteína y 8 µl del marcador SOS PAGE Standards (Bio-Rad Hercules, CA); 

se corrió en cámara de electroforesis a 90 Volts hasta que pasara el gel 

concentrador y a 120 Volts por aproximadamente una 1 h hasta que el 

frente de corrida llegará a la base del gel. La electroforesis se realizó 

por duplicado, uno de los geles se tiñó en azul de Coomasie y el segundo 

gel se utilizó para el Western blot usando una membrana de PVDF-TM y la 

cámara de transferencia (Bio-Rad. Hercules, CA) a 130 Volts por 75 min. 

Se utilizó el siguiente protocolo para la inmunodetección: la membrana se 

lavó con PBS lX y se puso en solución de bloqueo (20 ml de PBS lX con 10% 

de suero de equino) durante toda la noche. Posteriormente se incubó 1 h 

con anticuerpo policlonal anti-GST de cabra (Invitrogen Corporation, 

Carlsbad, CA) a una dilución de 1:1000. Después de tres lavados con PBS, 

la membrana se incubó con conjugado peroxidasa de conejo IgG lOOOx anti

cabra (Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA) por una hora a temperatura 

ambiente. Las proteínas especificas fueron visualizadas al incubar la 

membrana en el sustrato 4-cloro-1-naftol (CN) con metanol y H20 2 en PBS a 

temperatura ambiente hasta alcanzar el color deseado. El revelado de 

color se detuvo al enjuagar la membrana con agua. 
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2.5 Purificación de la proteína 

Se utilizaron las clonas con el plásmido de expresión pGEX-4T-y se 

sembraron en 4 ml de medio LB con 20 µl de ampicilina y se dejaron 

incubar a 37 ºC con agitación a 250 rpm por 12 h. Se transfirieron 4 ml 

del cultivo a 400 ml de medio LB y se incubaron por 4 h a 37 ºC a 250 

rpm. Se produjo la inducción de la proteína de expresión mediante el 

análogo de la lactosa IPTG y se incubó el medio por 3 h a 37 ºC con 

agitación a 250 rpm. El cultivo se centrifugó a 1500 g x por 10 min a 4 

ºC, se eliminó el sobrenadante y la pastilla se resuspendió en 25 ml de 

PBS refrigerado. La pastilla re suspendida fue sometida a sonicación y 

posteriormente se centrifugó a 6000 g x por 10 min. Este lisado se agregó 

a las columnas de purificación Bulk Pack Columns (Amersham Pharmacia City 

and Sta te) de acuerdo al protocolo recomendado por el laboratorio. Se 

eluyó la proteína agregando solución amortiguadora de elución glutatión 

colectando el eluido tres veces a intervalos de 10 minutos. 

2.6 Prueba da actividad antiviral del. roIFN-y 

La actividad antiviral inducida por los interferones se mide mediante la 

inhibición del efecto citopático (ECP) que normalmente resulta de la 

infección de células Vero con el virus VSV {estomatitis vesicular). En 

esta prueba, las muestras se titulan en serie y su potencia relativa se 

compara con una referencia estándar incluida en cada prueba. Esta prueba 

se realizó mediante la adición de diluciones dobles seriadas de roIFN-y 

en 50 µl 10 veces, una en cada pozo, seguida por la adición de 50 µl de 

cultivo celular de células Vero con 30,000 células por pozo 

aproximadamente confluentes y resuspendidas en medio DMEM (Dulbecco 

Modif i ed Eagle Medium de GIBCO, City and State). Las diluciones de roIFN-

12 



MATERIAL Y MÉTODOS 

y y las células se incubaron a 37 ºC, con 6% de C02 en incubadora 

humidificada por 12 h. Después se agregaron 100 µl de VSV diluido. La 

multiplicidad final de infección del VSV es O .1 (el radio del virus al 

número de celulas es 1 a 10) en medio DMEM y se incubaron por 24 h a 37 

ºC, 6% de C02 en incubadora humidificada. La evaluación del efecto 

citopático se llevó a cabo después de lavar y fijar las células con 

formalina al 5% a temperatura ambiente por 10 min y posteriormente se 

enjuagaron con agua. Se agregaron 100 µl/pozo de cristal violeta y se 

incubó por 10 min a temperatura ambiente. Se enjuagó la placa con agua y 

se dejó secar para posteriormente ser evaluada en el microscopio 

invertido de luz. 

13 
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3. RESULTADOS 

3.1 Construcci6n del vector de expresión y transformación de Escherichia 

coli 

La construcción del vector de expresión pGEX-4T-y asi como su posterior 

transformación en E. colí fue exitosa, como lo demostraron las pruebas de 

verificación realizadas. 

3.2 Verificación del inserto en el pláSJDido 

Mediante electroforesis en gel de agarosa al 1 % , de la digestión con 

BamHI y XhoI del plásmido pGEX-4T-y se verificó la presencia y tamaño del 

inserto, que para el plásmido fue de 4969 pares de bases, y del inserto 

460 pares de bases (Figura 2). 

La comparación de las secuencias se presenta en la Cuadro 1. En este 

cuadro, se puede observar las diferencias existentes en cambios de 

aminoácidos, el más notorio en la secuencia del gen de IFN-y de la 

especie bovina. 

La construcción del árbol f ilogenético mediante la comparación de 

aminoácidos descrita en materiales y métodos entre las especies de 

bovino, caprino, ovino y cervido, permitió evaluar la similitud de las 

secuencias para el gen de IFN-y en especies rumiantes(Figura 3). 

Con base a la comparación de secuencias del gen del IFN-y se estimaron 

los valores de similitud que nos indica qué tanto comparten la secuencia 

de nucleotidos y/o aminoácidos entre las especies evaluadas (Cuadro 2) . 

3.3 SDS-PAGE y Western blot 

Los lisados de E. coli inducida con IPTG mostraron una banda bien 

definida a comparación con el de las no inducidas. La banda de 42 kDa 

correspondió al peso molecular esperado de ambas proteínas GST y oIFN-y. 

14 
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La prueba de Western blot mostró que la proteína de fus ión expresada 

(GST-roIFN-y) fue reconocida por el anticuerpo policlonal anti-GST. 

3.4 Purificación de la proteína 

En total se obtuvo un mililitro de la proteína eludía por 400 ml de 

cultivo. Mediante SDS-PAGE, se observó que en el eluído se obtienen dos 

bandas en donde se ubica la proteina de 42 kDa y nuestra proteina 

asociada a glutatión transferasa, la proteina de fusión GST-roIFN-y 

(Figura 4). 

2.5 Prueba de actividad antiviral del roIFN-y 

En la dilución 10-1 hasta la io-3 de los pozos control de roIFN-y sobre 

células sin infectar, se observó efecto tóxico del roIFN-y al haber 

muerte celular y destrucción total de las células. A partir de la 

dilución de io-4 a la 10-6
, se observó menor muerte celular por parte del 

roIFN-y y de la dilución 10-7 a la 10-12 todas las células se mantuvieron 

en buen estado. 

En los pozos infectados con VSV, se observaron los mismos resultados de 

toxicidad por parte del interferón, sin embargo de la dilución io-7 a la 

10-12 no hubo formación de placas virales y las células se mantuvieron en 

buen estado debido a la actividad antiviral del interferón. 
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El IFN-y recombinante de ovino fue expresado como proteína fusionada a 

GST en clonas de Escherichia coli utilizando el plásmido pGEX-4T-y. Esta 

proteína recombinante se purificó mediante afinidad y se utilizó para 

probar su actividad antiviral in-vitro contra el virus de la estomatitis 

vesicular (VSV) exitosamente. 

Conociendo las múltiples actividades que tiene el IFN-y, el papel que 

iueqa en la inmunidad del huésped a enfermedades ocasionadas tanto por 

virus como bacterias, asi como su aplicación en las técnicas diagnósticas 

hace necesario la disponibilidad del IFN-y recombinante de ovino. 

Además, se estableció que el IFN-y producto de este proyecto tiene gran 

similitud con la secuencia reportada por Mcinnes 28 con una diferencia de 6 

aminoácidos y ambas secuencias se relacionan filogenéticamente con las 

correspondientes al IFN-y de cabra, de bovino y del ciervo. Esta 

diferencia de aminoácidos sin embargo, parece no afectar la actividad 

biológica del interferón cuando se evaluó su actividad anti viral. Los 

resultados de esta investigación también sugieren que el IFN-y 

recombinan te tiene un uso terapéutico potencial en estas especies. La 

diferencia entre secuencias de clonas de cDNA de IFN-y de bovino ya se ha 

reportado anteriormente29
'
3º, sin embargo esto no ha impedido el uso del 

IFN-y recombinante en especies rumiantes relacionadas, ya que tiene 

reactividad cruzada en ésta y es biológicamente activo. Lo que no sucede 

en otras especies. 

La construcción del árbol f ilogenético mediante la comparación de 

aminoácidos descrita en materiales y métodos entre las especies de 

bovino, caprino, ovino y cérvidos, permitió evaluar la similitud de las 

secuencias para el gen de IFN-y en especies rumiantes(Figura 3). En este 

se observa una asociación más estrecha entre la secuencia obtenida en 
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DISCUSI ÓN 

este trabajo y la reportada por Mcinnes 28
• De manera más distante se 

asocia la secuencia del IFN-y de cabra, de bovino y aun más distante la 

de IFN-y del ciervo. 

Los resultados de la presente investigación podrán encontrar una 

aplicación en diversas áreas de la producción y diagnóstico de 

enfermedades para los ovinos. 

El IFN-y puede ser utilizado para diagnóstico de enfermedades corno 

Corynebacterium pseudotuberculosis31
• Enfermedad que afecta a borregos y 

cabras causando la linfadenitis caseosa, ya que se ha probado que el uso 

de la prueba basada en la detección de la respuesta de IFN-y a antigenos 

de células completas, tiene valor en la detección de esta infección en 

borregos 31 • Los estudios realizados en el pasado sobre esta prueba, 

utilizaron IFN-y de bovino, observando que la densidad de valores ópticos 

en ovinos nunca alcanzaron aquellos registrados para bovinos con 

tuberculosis. La diferencia en la sensibilidad de estas pruebas se 

relacionó a una mayor severidad de la infección por tuberculosis en los 

bovinos. Sin embargo, Prescott y colaboradores observaron que si existe 

una relación entre la severidad de la infección en borregos y la 

respuesta al IFN-y, pero concluyeron que aun falta realizar estudios con 

mayor número de animales31
• 

Aun no se ha investigado a fondo si la prueba del IFN-y para el 

diagnóstico de tuberculosis es menos sensible en ovinos que en bovinos. 

Si tomamos en cuenta que el IFN-y es especifico de especie, a pesar de 

tener reactividad cruzada en rumiantes, si se utilizaran anticuerpos 

monoclonales contra el IFN-y recombinante del ovino, la sensibilidad de 

la prueba podría aumentar porque seria más específica. 

17 
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El IFN-y de bov i no va se uti l i za pa r a e l d i aonósti c o de tuberculosis e n 

e l qanado bov i no, se ha util izado oara d i a anos t i ca r la oaratuberculosis 

subclínica17 v oara el diaanóst i co de l i nfadenit i s caseosa en ovinos 31
• El 

IFN-y rec ombinante de ovino podría utilizarse pa r a diseñar otras Pruebas 

diaanósticas para enfermedades aue estimulan una fuerte respuesta inmune 

celular. Debido a oue el IFN-y se libera predominantemente por células T 

en respuesta a estímulos antiaénicos v se libera in vitro en cantidades 

aue se Pueden medir fácilmente Por inmunoanálisis de enzimas (EIA) v, a 

diferencia de la interleucina-2, el IFN-y aparentemente no se consume en 

cultivos de corta duraciónll lo aue lo hace una excelente citocina para 

utilizarse en el diaanóstico. 

La prueba IFN-y puede ser de valor para el diaanóstico de otras 

enfermedades en los rumiantes causadas por micobacterias como la 

oaratuberculosis o enfermedad de Johne15 , pero también por otras bacterias 

como la brucelosis28
, o para el diaanóstico de enfermedades virales como 

o:> l '·' irus orf ovino9
• 

Aún falta realizar estudios para determinar el uso del IFN-y recombinante 

de ovino como terapéutico. El IFN-y de bovino se ha utilizado en el 

tratamiento del complejo respiratorio de los bovinosª. Consecuentemente, 

el roIFN-y se podría utilizar el tratamiento del complejo respiratorio de 

los ovinos. 

Se requerirán más estudios para establecer las actividades 

antiproliferativas e inmunes del IFN-y recombinante de ovino en modelos 

in vitro e in vivo, sin embargo el presente trabajo podrá servir para 

sentar las bases de estudios posteriores así como modelo para la 

clonación y secuenciación de otras citocinas del ovino. 
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CONCLUS!~~ 

• La secuencia que codifica el IFN-y ovino tiene gran similitud con 

la secuencia del IFN-y ovino antes descrita y ambas secuencias se 

relacionan filogenéticamente con las correspondientes del IFN-y de 

cabra, de bovino y de venado. 

• El oIFN-y recombinante producido en E. coli tiene potente actividad 

anti vírica in vi tro contra el virus de la estomatitis vesicular 

(VSV). 

PERSPECTIVAS 

• Se requiere más investigación sobre la aplicación de ésta proteina 

recombinante para poder evaluar su posible uso en modelos animales, 

así como un mejor conocimiento de la regulación de la expresión del 

interferón para reducir sus efectos tóxicos. 
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FIGURAS 

1 2 3 4 5 6 7 

• • • 'i 
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•• .. 
Fig. 2 Electroforesie de la digestiones enzimáticas de pGEX-4T-y . 

Carril 1 = Marcador de peso molecularA + Hind III y PhiX + Hae III , 

carril 3 = plásmido digerido con BamHI y XhoI y carriles 4 y 6= plásmido 

sin di gerir. 
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rl.------ Ovis ariesD.SE 
.----------------1L ______ Ovis MclnnesD 

1 
Capra hircusD. 

'-------------------- BovineD.SEQ 
'----------------------- Cervus elaphw 

1.7 ______________________ ___, 

n 

L.'lf" ºtl1) rl (' 

Figura 3. Árbol da la relaciones filoqenéticas de IFN-y en varias 

especies de rumiantes. 

Relaciones filooenéticas compatibles con el alineamiento de las 

secuencias de rumiantes. La distancia de cada par de ramas representa la 

distancia entre pares de secuencias, mientras que las unidades al final 

del árbol indican el número de eventos de sustitución (a medida que están 

más emparentados se acerca más a cero). 
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FIGURAS 

1 2 3 4 s 6 7 8 

52kDa _~.,. 

36kDa 

Fig. 4 SDS-PAGE de proteínas totales y elusiones 

Carril 1 = Marcador (Estándar preteñida Sodio Dudodecil Sulfato-Gel de 

pliacrilamida BIORAD) , carriles 2 Y 4 =PGEX4T- y inducido, carriles 3 y 5= 

PGEX4T-y sin inducir , carril 6=IFNy del primer eluido , carril 7=IFNy del 

segundo eluído y carril S=IFNy del tercer eluído 
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CUADROS 

Cuadro l. Comparación de secuencias de aminoácidos del IFN-y en varias 

especies da rumiantes mediante el programa computacional MegAlign 4 . 03 

DNAST.AR, Inc. 

X A R A H F L K K - K T - R S I L M Q V T Q M - L R V G L F Secuencia 

10 

K T 
K T 
K T 
K T 
K T 

20 

R S I L M Q Q M 
R S I L M Q Q M 
R S I L M Q V T Q M 
R S I L M Q V T Q M 
R S I L M Q V T Q M 

consenso 
30 

L R V G L S ovineD . SEQ 
L R V G L vis ariesD.SEQ 
L R V G L F Capra h i r cusD . S 
L R V G L F Cervus elaphusD 

L R V G L F Ovis McinnesD. S 

S Q K F - R I G K R R V T K R L F R A K L S P S T S N S L K Secuencia 

S Q K F 
S Q K F 
S Q K F 
S K F 
S Q K F 

40 

R I G K ""'M;......;;.¡i--;-...., 
R I G K R 
R I G K R 
R I G K R 
R I G K R R V 

consenso 
50 60 

L F R A K L S P S T S N S L K BovineD. SEQ 
L F R A K L S P S T S N S L K Ovis ariesD.SEQ 
L F R A K L S P S T S N S L K Capra hircusD. S 
L F R A K L S P S T S N S L K Cervus elaphusD 
L F R A K L S P S T S N S L K Ovis McinnesD. S 

T S K I T R S F K G A W I S S S K T C F R S S - M A A L R N Secuencia 
consenso 

70 80 90 

181 T S K I T R S F K G A W I S S S K T C F R S S M A A L R N BovineD. SEQ 
175 T S K I T R S F K G A W I S S S K T C F R S S M A A L R N Ovis aries O. SEQ 
178 T S K I T R S F K G A W I S S S K T C F R S S f[JA A L R N Capra hircusD.S 

~ ~~ ~ ~ ~ ~ ~ : ~ ru~ ~ : ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ : ~ ~ [j ~ ~ ~ : : ~~~:u~c~!~~:~~~ 
W R T S K S - F K F X V D D L Q I Q R K A I N E L I K V M N Secuencia 

consenso 
100 110 120 

271 W R T S K S . F K F X V D D L Q I Q R KA I N E L I KV M N BovineD . SEQ 
2 65 W R (] S K ~ • F K (!l] V D D L Q I Q R K A I N E L I K V M N Ovis aries O. SEQ 
268 W R T S K S • F K F X V D D L Q I Q R KA I N E L I KV M N Capra hircusD.S 
265 W R T S K f¡ . F K F X V D D L Q I Q R K A I N E L I K V M N Cervus elaphusD 
2 68 W R T S K EJ . F K F X V D D L Q I Q R K A I N E L I K V M N Ovis McinnesD. S 

D L S P K S - P Q K A E E K S E S L S R P E 

130 140 

358 D L S P K S . P Q K A E E K S E S L S R P E 
355 D L s p K !!] . p Q KI X X X X X X X X X X X XI 
355 D L S P K S P Q K A E E K S E S L S R P E 
355 D L S P K S . P Q K A E E K S E S L S R P E S 
355 D L S P K S . P Q K A E E K S E S L S R P E 

Secuencia 
consenso 

BovineD.SEQ 
Ovis ariesD.SEQ 
Capra hircusD.S 
Cervus elaphusD 
Ovis McinnesD.S 

Aminoácidos que difieren entre las diferentes secuencias 
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Cuadro 2 . Valores de similitud de las secuencias del gen de IFN-y en de 

diferentes especies de rumiantes 

Bovine Capra Cervus Ovis Me 

Bovine 97.6 96.2 97.2 

Ovis a 92.3 95.1 

Capra h 99.5 

Cervus e 

Ovis Me 

**La distancia de los pares : 
~· Porcentaje de simil i tud 

Triángulo inferior : Porcentaje de divergencia 
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IFN 

IFNs 

NK 

IGIF 

Interferón 

Interferones 

ABREVIATURAS 

Células naturalmente asesinas 

Factor de inducción de interf erón gamma 

Interferon Factor) 

Z\_fiRF:VT.Z\TTJR .Z\.S 

( Inducing Garruna 

IRF Factor de regulación del interferón (Interferon regulatory 

ICBS 

factor) 

Proteina de unión a secuencia consenso del 

(Interferon consensus séquence binding protein) 

Transactivador clase II (Class II transactivator) 

Complejo de histocompatibilidad mayor 

Virus de la estomatitis vesicular 

interf erón 

CIITA 

MHC 

vsv 

RT-PCR Reacción de transcripción reversa en cadena de la polimerasa 

IPTG Isopropil-~-D-tiogalactopiranósido 

SDS-PAGE Sodio-duodecil-sulfato gel de poliacrilamida 

GST Glutatione S Transferasa 

Rpm. revoluciones por minuto 

ECP Efecto citopático 

EIA Inmunoanálisis de enzimas 
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