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I N T R o D u e e I o N 

GENERALIDAD ES: 

El nombre de interferón se aplica a una familia de proteínas 

que se caracterizan por conferir un estado de resistencia viral 

en sus células blanco y por inhibir la proliferación celular y 

modular la respuesta inmune (30,45,55). 

De acuerdo a la nomenclatura internacional, para denominar 

a un factor como interferón, éste debe de ser una proteína que 

ejerza una actividad antiviral a través de procesos metabólicos 

celulares que involucren síntesis de RNA y de proteína. 

Según su especificidad antigénica se los designa como inter­

ferón tipo: 

* a los de origen leucocitario 

* a los obtenidos de fibroblasto 

* y los obtenidos de linfocitos 

.También se les puede nombrar como tipo I al que incluye a y 

a y como tipo II al que incluye al y (26,55). 

Se define corno una unidad de in~erferón a la cantidad que r~ 
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duce en un 50% la infección viral en aproximadamente 1000 célu-

las de un cultivo; para determinar el número de moléculas de in­

terferón por célula se toma una actividad específica de 4 x 108u 

d . t f , -l e in ·er eron por mg . 

Los interferones tienen un peso molecular que varía de 17000 

a 21000d; los del tipo I son estables a pH=2, precipitan con sul 

fato de amonio, permanecen estables incluso después de calentar­

los en SOS 1%, Urea 5M o mercaptoetanol 1%. Estas característi­

cas los diferencian de los interferones del tipo II, ya que és­

tos carecen de las mismas (26,45). 

Se encuentran en la mayoría de los vertebrados, su concentr~ 

ción celular es normalmente muy baja y sólo se incrementa al ser 

inducido el sistema. El interferón del tipo I es naturalmente 

inducido por virus y el del tipo II por mitógenos y estímulos ª!!. 

ti génicos (47). 

La historia de estas substancias se ·inicia en el año de 

1956. En ese año Isaacs y Lindenman, estudiando el fenómeno de 

interferencia viral por el cual, células expuestas a virus se 

vuelven resistentes a subsecuentes exposiciones al mismo o dife­

rentes virus, encontraron que esta interferencia podía ser tran~ 

ferida con el fluído del cultivo del cual habían sido previamen­

te removidas las células y los virus. Ellos denominaron a las 

substancias que originaban ese fenómeno de intereferencia como 

interferón, a las cuales posteriormente identificaron como pro-
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teínas (30,45,53,55,56). 

Luego de este hallazgo, numerosos grupos en el mundo comenza 

ron a intentar la purificaci6n de estas proteínas, a los efectos 

de caracterizarlas y poder conocer su mecanismo de acci6n. Los 

primeros reportes exitosos sobre su purificaci6n aparecieron en 

1963, cuando el Dr. Kari Cantell, en Helinski, comienza a purifj_ 

carla en cantidades importantes a partir de células sanguíneas 

humanas (53). Rápidamente, se hizo evidente que la purificaci6n 

de interfer6n resultaba problemática ya que se producen pocas m.Q_ 

léculas por célula. 

Eran necesarios aproximadamente 2 litros de sangre para obt~ 

ner lµg. de proteína. Además, las preparaciones contenían un 

porcentaje elevado de impurezas por lo que no eran convenientes 

para el uso clínfco (2,18). 

Los métodos tradicionales de purificaci6n de proteínas, ta­

les como el fraccionamiento o la cromatografía de afinidad, no 

resultan muy efectivos con interfer6n. Los mejores resultado5 

han sido obtenidos al hacer fraccionamiento en condiciones áci­

das ~on Trit6n X-100 y posterior filtraci6n en gel en condicio­

nes desnaturalizantes (49,55). Recientemente, se han obtenido 

resultados interesantes al usar cromatrografía HPLC o de afini­

dad con anticuerpos monoclonales (45). En general, uno de los 

mayores problemas, en estos casos, ~s que se obtiene al final 

una mezcla que contiene los diferentes tipos de interferones. 
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Los estudios que se han efectuado con el interferón purific! 

do por los mfitodos antes mencionados, asf como principalmente 

con el obtenido desde hace unos dos años mediante Ingenierfa Ge-. 

nética (en que se generan cantidades importantes de la protefna 

aislada y sin impurezas) han permitido que en la actualidad ya 

se conozca bastante tanto sobre los genes que los codifican, co­

mo sobre su mecanismo de acción. 

El interfer6n es capaz de ser inducido por numerosos agentes 

tales como: virus, bacterias, micoplasmas, RNA doble cadena na­

tural o sintfitico, agentes químicos. Algunos de estos son induct_Q, 

res en cierta~ especies animales pero no en otras (30). 

Se ha visto que el interfer6n se une a sitios superficiales 

de la membrana plásmica, lo cual sería necesario, pero no sufi­

ciente para que estos desarrollen una actividad anti viral (17). 

El interfer6n se une aparentemente a sitios celulares específi­

cos, de los cuales se calcula existen unos 500 por célula, Apa­

rentemente el tipo I posee distintos receptores que el tipo II 

(6). 

Entre· los diversos efectos que producen los interferones, P.Q. 

dríamos citar: (30,32,45,47,55,56,65). 

*) Interferencia con la replicación viral, afectan la moti 

lidad y proliferación celular, así como la respuesta i~ 

mune. 

*) Elev'an el nivel de varios RN/\ mensajeros (RNAm) y énzi-
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mas, entre ellas, una de las más importantes es la 

(2-5) (A)
0 

sintetasa. Esta enzima a su vez activa a 

una endorribonucleasa, la RNAasa L, la cual corta RNA 

de cadena sencilla. Este proceso es reversible. 

5 

*) Inducen en forma revers i b 1 e una proteína c i nasa, que es 

activada por RNA de doble cadena, y que fosforila al 

factor de iniciación de la síntesis proteica eIF2. 

*) Alteran la metilación del RNAm viral y decrecen la pro­

porción de acidos grasos no saturados en los fosfolípi­

dos de membrana, cambiando la rigidez de la membrana ce 

lular. 

*) Aumentan la toxicidad a diversos agentes; por ejemplo, 

células tratadas con interferón pueden ser destruidas 

por exposición a niveles de poli rl:poli re que no son 

tóxicos en las células sin tratar. 

*) Aumentan la actividad fagocítica. 

En general se acepta el hecho de que las células pretratadis 

con interferón bloquean el crecimiento viral a nivel de la expr~ 

sión genética (57). Pretratando las células con interferón se 

inhibe en ellas la replicación viral sin alterar la habilidad 

del viru·s para absorberse a las células huesped. Este fenómeno 

ha hecho que se asuma que el interferón no afecta la habilidad 

del virus para penetrar a la célula (64). La captación de los 

virus por células animales es un proceso que ocurre en dos pasos: 
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a) Absorción del virus a la superficie celular. 

b) Penetración del virus lo cual ocurre a temperaturas fi­

siológicas. 

En algunos virus este segundo paso se da por fusión directa 

de los virus y membranas celulares. Otros virus se internalizan 

por endocitosis. Se ha observado que el interferón inhibe el 

proceso de cndocitosis de la célula, siendo este proceso especí­

fico de cada especie (64). 

El interferón es una proteína de secreción por lo cual se S.!!_ 

pone que tanto su procesamiento como exportación son similares a 

los de otras proteínas de secreción. El modelo del péptido se­

ñal propuesto por Blobel para proteínas de exportación, supone 

que la proteína que entra a una membrana posee un péptido señal 

hidrofóbico que interactúa con un receptor que se ubica en el r~ 

tículo endoplásmico. El citoesqueleto y en particular los micr.Q_ 

túbulos, se han implicado en el movimiento de las proteínas del 

lúmen del retículo endoplásmico y su posterior secreción. 

Se ha observado que al menos el interferón del tipo e humano 

recién sintetizado se encuentra asociado a una fracción de mem-

brana. El RNAm específico de este interferón también está en su 

mayor proporción unido a membrana, sugiriendo que la traducción 

de ese mensaje ocurre a nivel de los polisomas unidos a membra­

na, lo cual va de acuerdo con el co111portamiento postulado para 

las proteínas con péptido señal. El paso posterior sería de. un 
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corte proteolítico y la secreción (39,55). 

Hasta hace algún tiempo, entre los conceptos más generaliza­

dos sobre el interferón estaba el de considerarlos como una fami 

lia de proteínas glicosiladas. Actualmente, se sabe que, con la 

excepción del gene leucocitaria H, ninguno de los 9 ó 10 genes 

de la familia de interferón leucocitaria restantes, poseen sitios 

potenciales para glicosilación. Los de origen de fibroblasto P.Q. 

drfan tener un sitio de glicosilación a nivel de la secuencia 

Asn-Glu-Thr- (fig. 3) y los de origen linfocitario poseen 2 si­

tios posibles situados en las posiciones 28 y 100 (Fig. 4) 

(30,45). 

Por lo que respecta a la estructura secundaria del interfe­

rón no es mucho lo que se sabe. Posiblemente, el interferón le.!!. 

cocitario A tenga dos puentes d·isulfuro, uno entre las cisteínas 

1 y 98 y otro entre las 29 y 138, siendo éste últi.mo aparenteme_12 

te necesario para su actividad biológica (45). El y aparenteme_12 

te no tiene puentes disulfuros, ya que las 2 cisteínas se encu2n 

tran en las posiciones 1 y 3 (22,45). 

Entre las formas más sencillas y usadas para medir la activi 

dad antiviral del interferón se ubica el ensayo conocido como 

inhibición del efecto citopático. En general los virus líticos 

producen lisis de la célula huesped infectada, generándose mucha 

progenie viral. Dado que el interferón actúa previniendo la li­

sis celular y la replicación viral, es posible cuantificarlos d~ 
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terminando el grado de inhibición de la lisis celular (efecto ci 

topático). 

Este ensayo consiste en poner en una placa de microtitula­

ci6n diferentes concentraciones de interferón que vayan desde C! 

ro a un máximo en las diferentes celdas, Luego se le agregan c! 

lulas y virus, se incuba durante una noche y se tiñen las celdas 

con violeta cristal. Las celdas en las que no hubo infección se 

identifican por la existencia de una monocapa celular uniforme 

de color azul; la inhibición de la infección se debe a la prese.!!. 

cia de interfer6n. En aquellas en que no había interferón se de 

tecta la lisis celular por el virus, porque las celdas se ven 

claras al no formarse la monocapa celular (45,55). 

Las propiedades antivirales y antiproliferativas del interfe 

rón lo suponen como un agente antitumoral poderoso. Han sido nu 

merosos los casos reportados en los últimos años de tratamiento 

a pacientes con cáncer con preparaciones de interferón. La pri­

mera vez que se le usó en pacientes humanos fué en el año de 

1963 en Francia, en un caso de leucemia mieloide aguda. 

En general, al tratar a pacientes con interferón purificado 

de los tejidos originales se han observado efectos colaterales 

que en general han sido dañinos para los pacientes. Esto se in­

terpreta como que las preparaciones llevaban numerosos contami­

nantes de muy difícil eliminación durante el proceso de purific~ 

ctói del int~rferón, además que contenía una mezcla de varios i.!!. 
terferones (7,53). En los últimos años, métodos de purifica-
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ci6n más refinados y básicamente la clonación de los diferentes 
genes de interfer6n y su producción en bacterias, ha hecho posi-

ble obtener cantidades importantes de la proteína sin contaminan 

tes y en particular ha permitido trabajar con preparaciones pu­

ras de cada tipo de interfer6n, por lo que ha aumentado el núme­

ro de casos en los cuales se ha aplicado el interferón en pacie!l_ 

tes con diferentes tipos de cáncer. En general los resultados 

han sido alentadores (23). El 15 de enero de 1981 el gene de i!l_ 

terfer6n leucocitaria A, obtenido por Ingeniería Genética en los 

laboratorios de Hoffman-La Roche (USA) fué el primero de los ob­

tenidos por esta metodología que fué aplicado en un paciente con 

resultados muy satisfactorios (45,46). 

INTERFERON LEUCOCITARIO: El primero de los genes de interferón 

clonado fué uno de los del tipo leucocitaria (20). La denomina­

ción dada a los genes de esta familia varía de acuerdo con el 

grupo que los ha reportado. Se los conoce bajo el nombre de ti­

pos a (numerándolos de 1 en adel&nte) o se les nombra desde la A 

a la H. (18,20). 

El primer gene codificador de interfer6n que fué clonado en 

bacterias fué el gene A o a 2 (Fig. 1), que codifica para una 

protefna con un peso molecular de 19390d. Inmediatamente se su­

po que existían al menos 10 diferentes genes de origen leucocita­

ria.· En la población leucocitaria normal, el RNAm correspondie!l_ 

te al interferón tipo A es el predominante (42%), el correspon-
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diente al D representa el 27% y el resto (F,G,B,C,E,H) se encue.!!. 

tran en un porcentaje que va del 3 al 6% (Fig. 2) (20). 

El análisis de la secuencia nucleotídica de estos genes ha 

aportado muchos datos. Asi se sabe que todos con excepción del 

interferón E poseen un péptido líder de 23 aminoácidos, anterior 

a la proteína madura. Todos ellos con excepción del A, consis­

ten en una proteína madura de 166 aminoácidos, el A tiene 165 

faltándole el amonoácido de la posición 44. El gene E parece 

ser la copia de un seudogene, ya que posee señales de termina­

ción de la traducción en las 3 posibles fases de lectura. Si es 

to fuera cierto sería la primer evidencia de un seudogene que es 

transcrito a RNA (18,20,26,31,40,41,68). 

Al analizar el péptido líder se observa que con excepción 

del gene E, en todos los otros sus características son muy simi­

lares a las de otros péptidos líderes de proteínas eucariontes 

de secreción; esto es teniendo un largo tramo de residuos hidro­

fóbicos, flanqueado por aminoácidos cargados y más polares y con 

una riqueza en serina en el sitio próximo al de su procesamien­

to. El sitio de corte entre el líder y la proteína madura se e.!!_ 

cuentra entre los aminoácidos glicina y cisteína (Fig. 1) (9,20, 

41). 

Si se comparan las secuencias de 8 genes leucocitarias para 

tratar de establecer posibles homologfas entre ellos, se encuen­

tra .que a nivel del péptido líder existe un 70% de homología, 
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Fig. 2 ~1apas de rcstricci6n de los diferentes genes 
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lar. 
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con 11 de 23 aminoácidos en posiciones idénticas. Las homolo­

gfas en la región del péptido maduro son de un 80%, con 79 de 

166 aminoácidos idénticos en todos ellos (48%). Si se ignora al 

gene E al hacer estas comparaciones, entonces el porcentaje de 

aminoácidos en igual posición pasa a ser de 60%, (99 aminoáci­

dos}(20,45). Si comparamos la región 3' no codificadora que 

flanquea a estos genes vemos que su longitud varía desde 242 pa­

res de bases (pb} el gene D, a 441 pb en el gene B; estas varia­

ciones se podrían deber a deleciones evolutivas. 

En eucariontes la secuencia consenso que sirve como senal de 

poliadenilación del RNAm es AATAAA o AATTAAA y se localiza 15 a 

25 nucleótidos antes del sitio de adición de poli(A) al RNAm. 

En los genes A,D,F y G existe la secuencia AATAAA, en cambio en 

los otros genes la secuencia consenso no se localiza hasta una 

región bastante posterior con referencia a los genes anteriores 

y la secuencia que aparece es AATTAAA seguida luego de poli (A). 

Aparentemente la región 3' se extiende hasta el sitio en que ap~ 

rece alguna de las dos posibles secuencias senales para poliade­

nilación (5,9,20,41). 

La generación de una serie de plásmidos recombinantes porta­

dores de diferentes cDNAs de interferón leucocitario permitió 

usarlos como probadores en la identificación directa de ellos en 

un banco genómico humano (41). Esto, junto a otro tipo de anál! 

sis, permitió verificar de que estos genes no poseen intrones 

r 

' ' -
' . 
' 
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(28,30,41,45). Esta característica resultó de alguna manera sor 

prendente, dado que todos los genes eucariontes analizados a la 

fecha con excepción de los genes de las histonas y el genoma de 

mitocondria humana poseen intrones. La posible implicación fun­

cional y/o evolutiva de este fenómeno aún no se conoce. 

La realización del mapeo del RNAm con la nucleasa Sl, ha pe!. 

mitido ubicar con precisión el sitio de inicio de la transcrip­

ción. Este sitio aparece en la posición -67 de la secuencia nu­

cleotídica y corresponde a los nucleótidos AG, cuando en la may.Q_ 

ría de los eucariontes es AC. 

Si se analiza la región 5' de estos genes se encuentra 28 

nucle6tidos hacia arriba del posible sitio de cap del RNAm la 

secuencia 5'TATTTAA3' (secuencia de Hogness-Golberg), que en eu­

cariontes se postula de que es importante para el reconocimiento 

de la RNA polimerasa II. A ambos lados de esta secuencia hay r~ 

giones ricas en GC (28,41). 

INTERFERON DE FIBROBLASTO: Las técnicas aplicadas para la 

creación de plásmidos portadores de este gene han sido ba~tante ··' 

similares a las usadas con los genes de origen leucocitaria (11, 

19). Se ha determinado que existe un único gene con este origen 

que se denomina a 1, aunque se ha reportado otro denominado 13 2 

que probablemente es una duplicación del primero, ya que salame!!. 

te difieren en un nucleótido. 
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De i~ual manera que los leucocitarias éste gene tampoco po­

see intrones. Codifica también para un pfiptido 11der de 21 ami­

noácidos y una protefna madura de 166 (fig. 3) (12,19,25,29,45, 

59). 

En la hebra de DNA con igual polaridad al RNAm hay una abun­

dancia relativa de purinas, que van desde el sitio de inicio de 

la transcripción hasta la posición -150. En la posición nucleo­

tídica -100 se localiza la secuencia de Hogness-Goldberg 

(TATAAATA), y en la región de -70 a -80 se encuentra la secuen­

cia que sería reconocida por la RNA polimerasa JI, que en los g~ 

nes leucocitarias aparece en la posición -93 a -85 (Fig. 3)(10). 

El mapeo con la nucleasa Sl ha ubicado el sitio de inicio 

de la 'transcf'ipción en el nucleótido -73 o -75 (Fig; 3) (42). 

Al comparar los genes del tipo a con los del tipo s se pue­

de observar que a nivel del péptido maduro poseen 39 de 166 ami­

noácidos (23%) en la misma posición. La diferencia en la distri 

bución de los aminoácidos parece ser al azar, con excepción de 

la región comprendida entre los aminoácidos 115 al 151 (excluye!!_ 

do al gene E) en donde los genes a codifican para los mismos ami 

noácidos en 31 de 37 posibles. Al comparar esta región entre a 

y s1 , se observa que entre las posiciones de los aminoácidos 116 

a 150 comparten 17 de 35 aminoácidos posibles, sugiriendo esto 

que esa región cumpla alguna función importante. En la región 

3' no codificadora no se observan homologías importantes entre 

B1 y a1 (D). En la región 5', de la posición -1 a -195, las ho-
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LEU HIS TYR LEU LYS ALA r.vs GLU TYR HR HIS CYS ALA TRP THR !LE VAL ARG VAL GLU ILE LEU ARG ASN PIJE 

~~~~~~~~~~~~-~~~~~=-~~-~TTT · sbo 
TYR PHE 11.E ASN ARG LEU TIJR GLY TYR LEU ARG ASN 
TAC TTC ATT MC ACA CTT ACA GGT TAC CTC CGA MC TCA AGATCTCCTloGCCTGTGCCTCTGGGACTGr.AcMTTGCTTCMGCloTT 

• 5So 600 

CTTCMCCAGCAGATGCTGTTTMGTGACTGl.TGC.CTMTGTACTGCATATCMAGGACACTAGMGATTTTG/.MTTTTTATTAMTTATCAGTTATTT 
6h . l~ 

"' nATTTATTTMATTTTATTTTGGMMII\MTTATTTTTGGTGCMMGTCAACATGCCAGTTTTMTTTCGkTTTGloTTTATloTMCCATCCl.TloTTlo 

1h 'ºº 
TM/\ATTGCCMGTACCTATTAr.fTCTTCTTTTTM/\ATATACCTGCMAGTA~TATACTTTCTCCCCCCTCCCTTTMGGMT1-rMMTTCMGAMG 
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AllC1'GGACGCTCTGGMCTM/\CCTGGCGTTCCCATTCCTCCTACTCTGTGTTCCAGATTCTCTCl.TCATMAGTTACMTTGAGCTCGCCATCACCMT 
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C:CCl.CCATCCCTCCMGC'l'TMGGGTGAGMCTCCCATTrACTTCcATGACACTATTMCCACCMTCTCTTTATTCTGCTCATCloTGCGACAGCCMCA 
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TCTGTCCGTATCTTAGGGGAGCTt:TGGGTCCCTCTCT~CTCGCATCGCACACGCloTCAGAGCMCMGMCCTTTTTATACCCTACCCATCTGGTTACtT 
ulo udo . 

TTCTCCCTACTTTTTCMAMACTMCCCTCC:TTCCAGTCCCCACTGCCTTGTl'CATACACMTTC: 
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Fig. 3 Secuencia del gen~ a1 de interfer6n de fibrolasto 
Las flechas en las posiciones -73 a -75 indican 
el sitio de comienzo de la transcripción. 
Las flechas de las posiciones 764 y 766 muestran 
el sitio de agregado de poli(A) aparecen subrayadas 
las secuencias de Hogness-Goldberg y la señal de 
pol iadenilaci6n. 
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mologías son mayores incluyendo los dos sitios probables de in­

teracci6n de la RNA polimerasa II (9,10,42,45,58). 

INTERFERON INMUNE: En este caso para purificar el RNAm con el 

cual construir luego el cDNA, fue necesario inducir su expresi6n 

con antígenos específicos o mitógenos de células T (36). 

El interferón de tipo y posee diferentes propiedades físicas 

y determinantes antigénicos que los del tipo I (15,45,56), a pe-

sar de que induce las mismas enzimas y posee también actividades 

antivirales, antitumorales e inmunorregulatorias. Su efecto an-

tiproliferativo en células transformadas es de 10 a 100 veces ma 

yor que el del tipo I (22). 

Su peso molecular es de 17100d (15). Consta de un péptido 

líder de 20 aminoácidos muy hidrof6bicos y un péptido maduro de 

146. El sitio de procesamiento del péptido líder es igual que 

para los tipos a y queda comprendido entre los aminoácidos 

glicina y cisteína (Fig. 4). 

Una caracterfstica importante del gene de interfer6n y y que 

lo diferencia de los otros dos es la existencia de tres intro­

nes. Los tres comienzan con el par de bases GT y terminan con 

AG; estas bases son las postuladas en el reconocimiento para el 

procesamiento del RNAm. El primer intrón es de 1238 pb, el se­

gundo de 95pb y el tercero de 2422pb. Por su parte los cuatro 

exones que dan origen a la proteína madura codifican para 38,23, 

r 
l. 

r 
1 
~ 
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r 
i 
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! 
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Fig. 4 Secuencia del cDNA de interfer6n inmune. 
Se indican en las casillas los sitios posibles de 
glicosilación. 
Aparece subrayada la sefial de poliadenilaci6n. 

L. 
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61 y 44 aminoácidos (9,21,44). 

Existe un solo gene del tipo y y posee muy poca homologfa 

con a y a. Si al comparar los tres tipos de familias de genes 

exclufmos las posiciones de los aminoácidos 11 al 14 del gene y 

y comparamos entonces las posiciones que van desde el aminoácido 

7 al 17 en el y y las 130 a 136 en el a, entonces encontramos 

que 6 de 7 aminoácidos son idénticos entre ambos o sea 17 de 21 

nucle6tidos de homologfa. Esta homologfa en esa regi6n es apa­

rentemente significativa, ya que la secuencia de todos los genes 

a en ese sitio es muy conservada. La inserción en el gene y de 

cuatro aminoácidos en esa región, aumenta la longitud de cadena, 

pero permaneces las regiones hidrof6bicas a un lado y las hidro­

fflicas al otro. 

Una caractérfstica común a todos los interferones es un seg­

mento de 15 residuos con una alta potencialidad para formas ah! 

lice anfipática, seguida por una regi6n de alta homologfa en la 

secuencia. 

La secuencia especffica de aminoácidos de una regi6n larga 

de este segmento con una alta potencialidad para formar una es­

tructura anfipática parece ser de poca consecuencia en tanto que 

su caracter anfipático es conservado, sugiriendo que esta regi6n 

podrfa tener un rol estructural estabilizando la superficie de 

esta protefna. Se ha sugerido que esa regi6n es helicoidal Y 

tiene un papel estructural en los interferones a y a. 



20 

Si alineamos a los tres tipos de interfer6n a nivel de esas 

regiones es posible localizar secuencias homólogas entre los re­

siduos 64 a 110 en el gene aA, 66 a 112 en el s y 59 a 104 en el 

y (9). 

La secuencia de Hogness-Goldberg se localiza 30pb hacia arrj_ 

ba del inicio del RNAm. El hecho de que la región 5' que prece­

de a los tipos ay s sea muy homóloga entre ambos, pero no con la 

del tipo y, hace suponer que esa región puede estar involucrada 

en la regulación de la transcripción del gene de acuerdo con el 

hecho de que existen diferencias en el modo de acción entre los 

tipos I y II (6,9,15,21). 

EXPRESION: Han sido empleados muchos sistemas diferentes para 

la expresión de los genes clonados de interferón. Estos siste­

mas buscan una producción elevada de la proteína. 

Se les han insertado a los plásmidos portadores de las se­

cuencias para el interferón diferentes promotores que permiten 

regular e incrementar su expresión. Entre los promotores más 

empleados figura el promotor de triptofano (promotor y sitio de 

unión a ribosomas), con el cual se han obtenido algunos de los 

mejores resultados, que son de aproximadamente unos 600 ug. por 

litro de cultivo (18). Otros promotores que se han usado son 

el llamado PL del fago A en el cual la expresión se regula por 

un represor termosensible (12); también se ha fusionado el gene 



2.1 

de interferón al gene lacZ, insertándolo en el fago M13mp7 

(54). En términos generales, el sistema más eficiente ha resul 

tado ser el de triptofano con una producción promedio de 8 x 

107u de interferón por litro de cultivo (19,22,47). 

En todos los casos, el interferón obtenido mediante la tec­

nología del DNA recombinante resulta tener las mismas caracterís 

ticas biológicas que el natural (18,19,22,47). 

Resultados interesantes han sido descritos al variar las dis 

tancias entre el codón ATG de inicio de la traducción y el sitio 

de unión a ribosomas (Shine-Dalgarno-SD) en los plásmidos que 

llevan la información para los genes de interferón tipos a y a. 
en que se encuentra regulada su expresión por el promotor de 

triptofano (52). 

La iniciación de la traducción del RNAm en f. coli es un prQ_ 

ceso que involucra el apareamiento entre 3 especies de RNA (RNAr 

16s, RNAm y fmet tRNA), 3 factores de iniciación (IFl, IF2 y 

IF3) y la proteína ribosomal s1 (43). 

La estructura secundaria del RNAm es también importante en 

la regulación de la frecuencia de la iniciación. La secuencia 

de Shine-Daigarno comprende de 3 a 12 nucle6tidos complementa­

rios de la región 3' del RNAr 16s. El híbrido RNAr 16s- RNAm 

en el inicio de la traducción y su estabilidad son importantes 

en la frecuencia de iniciación. La distancia entre el codon 

AUG y el SD son también de importancia. 
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Variando la distancia desde el SO (secuencia GGT) al ATG se 

observó que 9pb era la distancia óptima para la mayor expresión 

de interferón. Las diferencias que se apreciaban al variar es­

tas distancias se podrían deber a la formación de estructuras s~ · 

cundarias del tipo de tallo y asa. A las distancias de 6,8,9 y 

10, el tallo incluye varias secuencias del espaciador, así como 

al cod6n AUG y la A que le sigue. En las otras distancias es P.2. 

sible agregar un par G:C al tallo lo cual aumentaría su estabili 

dad, limitando la accesibilidad de los ribosomas al AUG (52). 

También se ha construido el gene D leucocitaria en forma si!!. 

tética, usando en este caso codones preferenciales para I· coli 

(13). 

Otro de los sistemas que se ha empleado para la expresión 

del interferón ha sido el de levadura. En levadura las señales 

de iniciación y terminación de la transcripción son muy específ.i 

cas y no es capaz de procesar genes eucariontes con intrones. 

Para expresar un gene de mamífero en este sistema, es necesario 

que la secuencia codificadora de la proteína a expresar se en~­

cuentre bajo el control del promotor de levadura y que haya una 

adenina en la posición -3 y una pirimidina, que en general es 

una timina, en la posición +6. 

Para maximizar la expresión en este sistema se fusionó el 

gene D leucocitaria con unos pocos codones del gene de fosfogli­

cerato c•inasa de levadura (se regu.la con glucosa como fuente 



de carbono a nivel transcripcional). Se logran obtener lx106 

moléculas por célula (24,61). 
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HIBRIDOS: La clonación de los tres tipos de int.erferón ha per­

mitido mediante manipulaciones genéticas la construcción de ge­

nes híbridos de ellos. Aunque este proceso es aún incipiente, 

se le asigna gran trascendencia, ya que permite generar nuevas 

proteínas con posible acción biológica más potente y de mayor e~ 

pectro que las originales. Hasta la fecha ha sido reportada la 

construcción de 4 tipos de proteínas híbridas (63). Estas se 

han generado al combinar los genes leucocitarias tipo A y D. 

Estas proteínas híbridas varian de las originales en 13 o 16 

aminoácidos. Los cortes y posteriores uniones de los genes, que 

se realizaron para la fusión, se efectuaron a nivel de los si­

tios de reconocimiento de las endonucleasas de restricción ~ II. 

y Pvu.II que se encuentran dentro de la región que codifica pa­

ra el p~ptido maduro. 

Los estudios que se han realizado co~ ellos han demostrado 

que algunos interferones híbridos son aún más activos que los 

originales, en particular el híbrido denominado como AD. Además 

manifestaron también diferentes efectos antivirales. El inter­

ferón AD result6 ser activo en células de ratón, lo que no ocu- ~ 

rre con las proteínas parentales. 

Se ha sugerido entonces, que la ~ctividad antiviral se en-
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contraría dada por detenninantes que se ubican en la región ami­

no de los genes de tipo a, la región carboxilo del gene O sería 

la responsable de la acción del híbrido en células de ratón (16, 

45). 

LOCALIZACION CROMOSOMICA: El uso de híbridos somlticos humano­

ratón ha permitido localizar a los genes tipo I en el brazo cor­

to del cromosoma humano No. 9 (44) y los del tipo II en el 12 

(60). Los genes que codifican para los receptores de interferón 

parecen encontrarse en el cromosoma No. 21. Se sabe de que los 

genes del tipo « se encuentran bastante ligados y al menos seis 

de ellos est6n en una región contfnua del genoma de 36 kiloba­

ses (30). 

·, 
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JUSTIFICACION 

El proyecto de clonar en una primera etapa alguno de los ge­

nes de interferón se debe por una parte a las muy alentadoras 

perspectivas que ofrecen estas protefnas a nivel de terapias an­

tivirales y antitumorales, en particular en el tratamiento de V!!_ 

rias enfermedades cuyo tratamiento por los métodos tradicionales 

no resulta muy eficiente. 

Por otro lado, el disponer de estos genes, permite seguir 

ampliando nuestras perspectivas en la tecnologfa del DNA recombj_ 

nante, pudiendo seguir generando lentamente una cierta indepen­

dencia tecnológica. 

El continuar incorporando nuevas técnicas de uso relevante 

en el campo de la lngenierfa Genética, nos permite generar nue­

vos y más ambiciosos proyectos de investigación. 

Finalmente, el clonar alguno de estos genes, nos facilitará 

la obtención posterior de otros a partir de un banco genómico 

humano, usando el o los genes clonados como probadores. 
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MATERIALES Y METODOS 

a) PURIFICACION DEL RNAm CON EXTENSIONES DE POLI(A) [POLI(A)+] : ----- --- --
El RNAm del interferón leucocitaria fuA obtenido de un mieloblas 

toma humano amablemente donado por el Dr. Ricardo Brentani (San 

Pablo, Brasil). 

El RNA celular total se extrajo mediante el mAtodo del clor.!!_ 

ro de guanidinio, (33,38) separándose el RNAm Poli(A)+ por cro­

matografía de afinidad usando como resina aligo d(T) celulosa 

(1). Esta resina se preparó tratándola primero con NaOH O.lM 

y luego se lavó con varios volamenes de NaCl 0.5M, Tris O.OlM 

pH=7.5 y EDTA lmM. 

A la preparación del RNA, se le agregó 1/10 de volúmen de 
o 

EDTA 20mM pH=7.5 y se calentó por 10 min. a 65c enfriando luego 

a temperatura ambiente. Posteriormente, se le agregó 1 volamen 

de Tris 20mM pH=7.5 y KCl lM y se aplicó la muestra a la colum­

na. El Poli(A)+ se eluyó con Tris lOmM pH=7.5 {l,18,33,38). 

b) SINTESIS DEL cDNA: La reacción para la construcción del 

. cONA consistió en lo siguiente: 

A 3ug Poli(A)+ se agregan: 

40 U transcriptasa reversa (donada por el Dr. Beard, N.I.H., 

Bethesda, Maryland, U.S.A.) 
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3 ug prírnero, 
32 

50 uCi d/\TP (a P) (550 Ci/mmol) (Amersham) y 

500uM dGTP, dCTP, dTTP, dATP (PL Biochemical USA) 

La reacción se realizó en un volumen de 50ul en buffer con 

KC150mM, Tris SOmM pH=8.3, MgC1 2 lOmM y 30mM 2 mercaptoetanol. 
o 

Se incubó a 42c por 45 min. Se separó la marca no incorporada 

mediante filtración en gel en columna de lOml de Sephadex G-75. 

Al cDNA cadena sencilla obtenido se lo trató con NaOH O.lM por 
o 

20 min. a 70c con objeto de hidrolizar al RNAm, finalmente, se 

neutralizó con HCl lM (18,33,38,40). 

La segunda cadena del cDNA se construyó en forma similar a 

la primera, con excepción de que se usaron 4U de transcriptasa 

reversa y no se usó prtmero. 

Se cuantificó la cantidad de cDNA generado en base a las ac­

tividades específicas obtenidas y asumiendo una distribución 

equimolar de las bases en el RNAm. 

Se trató al cDNA doble cadena con 20U de nucleasa Sl 
o 

(Bethesda Research Laboratories Inc. USA) por 30 min. a 37c y 
. o 

5 min. a 3c (33,38). Posteriormente, se reparó con lU de DNA 

pol imerasa I (fragmento Kl enow) (Boehri nger Manheim) y lOmM de 

los cuatro dNTPs (33,38). 

e) CLONACION MOLECULAR: La adición.de homopolímeros de deoxiC 

al cDNA se realizó de la siguiente manera: A 24ng de cDNA do-
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ble cadena se agregan 1.5U de transferasa terminal (Miles Corp. 

USA) y deoxiCTP (1001JM). 
o 

Se incubó por 10 min. a 37c en cacodilato de potasio lOOmM 

pH=7, DTT O.lmM, CoCl 2 lmM (18,33,38). 

Se unieron luego los 24ng del cDNA con colas de deoxiC con 

500 ng de pBR322 linearizado y con colas de deoxiG en el sitio 

de Pstl (New England, Nuclear USA) . 

Se transformó con este DNA 1 a cepa de E. col i K12 RRl recA-

(8). 

Se seleccionó para transformantes resistentes a Tetracicli­

na, Los plásmidos de las colonias transformantes Ter (Aps) se 

purificaron de acuerdo al m6todo de lisado claro (3). 

d) SECUENCIA DE DNA; Se electroeluyeron las bandas EcoRI-

fü!.!. II, Q.9l II-Q.9.l. II y -º-9_1 II-Pstl del plásmido pBR500 y se li­

garon res pee ti vamente lOOng de cada una a 20ng de 1 os fagos 

Ml3mp8, Ml3mp7 y Ml3mp9 (BRL Inc. USA digeridos con EcoRI-

BamHI y BamHI-BamHI y BamHI-PstI (37). 

El fago Ml3 es un fago filamentoso de 7230pb que es excretª­

do de la célula huesped en forma de cadena sencilla. Posee en 

su genoma una porción del operon l!!E. que incluye una región reg!!_ 

ladora y la información para los primeros 146 aminoácidos del g,g_ 

ne estructural de las galactosidasa. Este fragmento complemen­

ta la deleción del segmento de s galactosidasa que posee el epi-



soma de la cfilula huesped. Se le ha insertado un fragmento de 

DNA con sitios únicos de clonación en la porción aminoterminal 

de la ~ galactosidasa. 
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El fenotipo ~+ se identifica mediante un sustrato cromogfi­

nico (Xgal) e IPTG (inductor) que generan placas azules. 

Se transformó la cepa. de ,;_. EQl:L K12 JMlOl en presencia de 

O.Olml de IPTG lOOmM y.05 rnl de XGal 2%. Las colonias blancas 

transformantes se usaron para la purificación del DNA cadena se!!_ 

cilla que se usó como templado en la reacción de secuencia (37). 

La secuencia se realizó de acuerdo al mfitodo reportado por 

Sanger et al. (50). 



RESULTADOS Y DISCUSION 

El porcentaje de RNA mensajeros poco abundantes en células 

eucariontes se estima entre 0.1 a 0.3% del RNArn total. 
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Para el caso de los RNAm de interferón, estos porcentajes 

son aún inferiores, por lo cual para purificarlos es necesario 

inducir su expresión o trabajar con líneas celulares tumorales 

en que los niveles de interferón sean altos de forma que los ren 

dimientos en la purificación se incrementen. Estos motivos nos 

condujeron a usar como fuente de RNAm de interferón leucocitaria 

un mieloblastoma humano (18,55). 

a) PURIFICACION DEL RNAm POLI (A)+: Se partió de 700mg de te­

jido de donde fueron extraídos 1.Bmg. de RNA total. La presen­

cia en muchos RNAm eucariontes de largos tramos de Poli(A) en su 

extremo 3' no traducido, permite separarlos del resto de los 

RNAs celulares mediante cromatografía de afinidad, usando como 

resina aligo d(T) celulosa (Fig. 5) (1,33,38). Mediante este 

proceso se recuperaron a 1 fina 1 aproximadamente lOug de Poli (A)+, 

de los cuales un porcentaje bajo corresponde a interferón. 

b) PREPARACION DEL cDNA: La enzima transcriptasa reversa usa 

corno templado RNAm para generar cDNA. Esto ocurre en presencia 
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de un oligonucleótido que funcione como primero de la transcrip­

ción y de los cuatro deoxiribonucleósidos trifosfato (Fig. 5). 

(33,38,48). Esta enzima se ha usado anteriormente en la clona-

ción de varios genes cucariontes de los cuales se tenía sus res-

pectivos RNAm. Entre los genes que se han clonado por este métQ. 

do figuran: B globina (14,34), ovoalbümina (43), insulina (66), 

interferón (18,40). 

En nuestro caso, se usó como primero para la transcriptasa 

reversa un oligonucleótido sintético de 12 bases de longitud, en 

el cual hibridiza específicamente contra una secuencia del extr~ 

mo 3' no traducido del gene de interferón. El uso de este prím~ 

ro nos debía permitir generar cDNAs específicos de interferón 

leucocitaria. 

Al calcular la complejidad del RNAm de una célula eucarionte, 

considerando que existan unos 15000 RNAm diferentes de los pocos 

abundantes con una longitud promedio de 2000 bases, obtenemos un 

valor de 3 x 107. Estimando entonces el número de RNAm diferen-

tes con posibilidades de hibridizar contra el primero sintético 

de 12 bases de largo llegamos a que 
12 7 (0.25) X 3.10 = 1.8 

Este valor nos indica que había una mayor probabilidad de 

que solo dos RNAm diferentes dieran origen a los cDNAs. Esto 

nos decía que estrictamente los cDNAs obtenidos, serían en su ma 

yoría correspondientes a interferón. 

Comparaciones realizadas a nivel nucleotfdico entre los dif~ 
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del cDNA de intcrfcr6n. 
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rentes genes para interferón leucocitario indicaban que las hornQ_ 

logias de las regiones 3' no traducidas, no eran tal elevadas 

como ocurre con la región del péptido maduro, Realizando la mis 

ma comparación, pero ahora entre los genes a y Ben su región 

3', se observa que las homologías son muy bajas y con respecto 

al gene y son despreciables (20). 

Esto nos condujo al supuesto de que al construir el cDNA con 

el primero específico contra la región 3', en teoría los cDNAs 

obtenidos corresponderían a varios de los genes leucocitarias. 

Por otro lado, el hecho de que normalmente la representa­

ción de fos RNAm de los diferentes genes leucocitarios en la cé­

lula sea de un 42% del gene A, un 27% del D y un porcentaje en­

tre 3 y 6% para los restantes (20)(Fig. 2), nos sugería que el 

cDNA que preferencialrnente obtendríamos sería el co_rrespondiente 

al tipo A. 

Al construir el cDNA es muy importante la relación cuantita­

tiva entre el poli(A) y la transcriptasa reversa en la reacción. 

En general es conveniente usar un exceso de enzima, lo cual in­

crementa la cantidad y longitud del cDNA generado (33,38). 

Otros detalles importantes en la construcción del cDNA son: 

usar altas concentraciones de los cuatro deoxinucleósidos trifo~ 

fato (disminuciones de 50 a 10 uM en su concentración reducen 111.!!_ 

cho la eficiencia de la reacción), trabajar a un pH d~ 8.3 dado 

que un desvío de ~ 0.5 unidades disminuye la eficiencia unas 5 



veces (33,38). 

En nuestro caso se obtuvieron aproximadamente 56ng de cDNA 

cadena senci 11 a. 
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En la preparaci6n de la segunda cadena de cDNA se us6 corno 

prímero para la transcriptasa reversa la estructura de "hairpin", 

que por mecan·ismos que no se conoce, se sabe que se genera en el 

extremo 3' del cDNA cadena sencilla por la misma enzima durante 

el proceso de polimerización (Fig. 5) (14,33,38). Úbtuvimos unos 

100 ng. de cDNA doble cadena. 

Al construir las dos cadenas del cDNA, estas se encuentran 

covalentemente unidas a través del hairpin. Se hace necesario 

entonces, digerir esta estructura con la nucleasa Sl, la cual .es 

específica para cadena sencilla (33,38). Los extremos que seg~ 

neran en el cDNA, posteriormente a este tratamiento, no son 

siempre perfectamente rasurados por lo cual se les repara con 

DNA pal imerasa I (Fragmento Klenow) para mejorar la eficiencia 

de la clonación posterior (Fig. 5) (51). 

Al realizar electroforésis en gel de poliacrilamida al 7.5% 

de el cDNA obtenido se observa la existencia de una sola banda pr.Q. 

minente de aproximadamente 1500 pb (Fig. 5'). 

El encontrar claramente favorecida esta población de cDNA, 

en lugai:- de una colecci6n de diferentes tamaños es consistente 

con el uso del prímero específico de interfer6n, en particular si 

además consideramos que los RNAm de interferón leucocitaria far-
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Fig. 51 Gel de acrilamida al 7.5% donde se observa en el 
punto senalado por la flecha, la presencia de -~ 
una banda prominente de DNA. 
cDNA - DNA complementario cadena sencilla 
cDNAds-DNA complementario doble cadena. 
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man una población bastante homogénea en tamaño. Por otro lado 

se sabe que la transcriptasa reversa al copiar al RNAm se detie­

ne preferencialmente en determinadas secuencias nucleotfdicas 

(33). 

c) fLONACION MOLECULAR DE DNA: La estralegia que usamos a es­

tos efectos fué la de agregar homopolímeros de deoxiC al cDNA 

mediante la enzima transferasa terminal (Fig. 5). La aplicación 

.de esta técnica presenta la ventaja de que usando como vehículo 

de clonación algún plásmido que tenga agregados homopolfmeros de 

deoxiG en el sitio de reconocimiento de la endonucleasa Pstl, 

luego fácilmente se puede extraer el fragmento insertado en ese 

sitio, digiriendo con Pstl, dado que este procedimiento regenera 

los dos sitios para esa enzima a ambos lados del inserto (4,66). 

La eficiencia con la cual se regeneran estos sitios va a depen­

der en parte de la enzima terminal transferasa usada (33). El 

número óptimo de colas de deoxiC y deoxiG que se deben agregar 

se estima que es de 20 (38). 

Luego de ligar el vehículo al cDNA se transformó en una cepa 

de f. col i K12 run recA-, seleccionándose las colonias recombi­

nantes como Ter /\p 5
• El número aproximado de transformantes e~ 

perado según reportes de New England Nuclear, proveedores de el 
1 

plásmido pBR322 con las colas de deoxi~ era de 2 x 103 x µg de 

plásmido. Los reportes dados por otros autores que clonaron 
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cDNAs de interfer6n por el mismo método, son también de 1000 

transformantes x µg de cDNA (18). En nuestro caso se obtuvieron 

solamente dos transformantes a partir de 24 ng de cDNA, debiéndo­

se haber obtenido aproximadamente 50 transformantes. 

Entre las posibles causas que podrían explicar nuestro bajo 

rendimiento podríamos anotar que las cepas de I· EQli recA- dan 

menos transformantes al usar cDNA con colas de homopol~neros, que 
+ las cepas recA (33). Se usó la cepa recA- para evitar posi-

bles recombinaciones en el caso de que se transformara con plás­

midos que llevaran insertos diferentes, pero con un grado eleva­

do de homología. Aparentemente el sistema recA bacteriano se e_ll 

cuentra involucrado en la reparaci6n del DNA circular abierto y 

de las moléculas híbridas de DNA con residuos de homopolimeros 

(33). 

También podemos pensar en varias otras posibilidades; como 

ser que las células receptoras no fuesen totalmente competen­

tes en el momento de la transforn:aci6n o bien que los plásmidos 

no se hayan recircularizado, pudiéndose haber degradado por la 

acción de nucleasas. 

d) CARACTERIZACION DE LOS FRAGMENTOS Qf cDNA CLONADOS: Los 

plásmidos aislados de las dos colonias se denominaron pBR500 y 

pBR501.A ambos se les realizaron mapa~ de restricci6n con dife­

renteg endonucleasas de donde fué posible inferir: (Fig. 6) 
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* Ambos plásmidos habían regenerado solo uno de los dos si­

tios de PstI esperados. 

* En ambos habían ocurrido deleciones de regiones del vehi_ 

culo original e inserciones de DNAs heter6logos en sitios dife­

rentes. El pBR500 poseía una deleción en la regi6n del pBR322 

original, que estaba comprendida entre los sitios de EcoRI y 

PstI, insertándose en ese sitio un fragmento de DNA de aproxima-

damente 1250 pb. El pBR501 tenía numerosas deleciones peque-

ñas en diferentes regiones del vehículo, así como varias inser­

ciones de DNA en distintos sitios. Digiriéndolo con la endonu­

cleasa HaeIII, resultaba claro que el inserto no correspondía a 

ninguno de los genes de interfer6n, dado que poseía numerosos si 

tios para esta enzima cosa que no ocurre en ninguno de los genes 

reportados. Esto hizo que este plásmido fuera descartado para 

posteriores estudios. 

* Al digerir el pBR500 con varias endonucleasas cuyos si-

tios de corte en los genes de interfer6n han sido reportados 

(Fig. 2) (18,20,45), nos fué posible determinar que el fragmento 

de 1250 pb que se había insertado en este plásmido, contenía va­

rios sitios de restricción en posiciones coincidentes con el ge­

ne de interferón 1 eucoci tario A y que carecía de otros que se S! 

be que no posee este gene. En particular era muy claro que cua~ . 

do lo digeríamos con 1 a enzima Q.91 I I, se genéraba un fragmento 

de 260pb que correspondía exactamente con uno reportado para e 1 
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gene leucocitaria A (í-ig. 7) (18). 

* Aproximadamente 600pb del inserto correspondfan al gene 

para interfer6n, pero a ambos lados de este habfa regiones de 

DNA que no correspondfan ni al gene de interfer6n, ni al vehfcu-

1 o pBR322 (Fig. 7). Deleciones e inserciones como las ocurridas 

en nuestro caso, pese a que trabajamos con cepas de f_. E9.l_i recA-, 

ya han sido reportadas aunque las razones por las cuales esto 

ocurre aún no se conocen. Fiers et al., (67) usando una metodol.2_ 

gfa similar a la nuestra pero con el gene de interferón de fibro­

blasto, ha observado de igual forma fenómenos aberrantes durante 

la clonación, como el hecho de encontrar plásmidos con insertos 

con una regi6n 5' invertida de varios cientos de pares de bases o 

con una duplicación parcial del extremo 3', el cual se invierte y 

se liga al extremo 5' del cDNA. Además en ningún caso han logra­

do clonar fragmentos de cDNA pequeños. 

Entre las posibles explicaciones que dan a estos fen6rnenos 

se encuentra de que no necesariamente siempre que se usa la trani 

criptasa reversa en la construcción de la primera cadena del 

cDNA, se forma el "hairpin" en el extremo 3', Esto se puede de­

ber a la falta de secuencias complementarias en el extremo 3' o 

a que se puede bloquear la elongación del asa por estructuras se 

cundarias del DNA. En este caso, la segunda hebra del DNA se 

forma cuando el extremo 3' del cDNA cadena sencilla encuentra 

otras regiones con las cuales aparearse. Una actividad de nu-
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cleasa, posterior a la desestructuración del asa generaría los 

dos tipos de rearreglos observados. Sin embargo, no es posible 

concluir que en nuestro caso hayan ocurrido fenómenos similares. 

Los fenómenos aberrantes aquí observados resultan diffciles de 

explicar aunque en muchos casos en que se ha clonado cDNA en fo!:_ 

ma similar a la aquí usada reportan la ocurrencia de hechos par~ 

cidos (14,34,67). En general los autores nos han analizado las 

posibles causas que originan estos fenómenos, por lo cual nos r~ 

sulta· aún más difícil encontrar referencias que aporten cierta 

explicación sobre ellos. 

e) SECUENCIA QI DNA: Se efectuó con el fin de confirmar que 

el inserto del pBR500 contenía el cDNA para interferón leucoci.!_a 

rio A y que éste se encontraba completo. Se usó el fago Ml3 

(37) como vehículo portador de la región de DNA a secuenciar. 

Al insertar un fragmento adicional de DNA en estos vectores 

se destruye la complementación de a galactosidasa dando placas 

blancas. 

El inserto EcoRI-PstI del pBR500 .fué subclonado en tres deri 

vados del Ml3 en la siguiente forma: (Fig. 7). 

el fragmento interno Q91 II-~9.!. II de 260pb en el fago M13 

mp7 en el sitio par<! BamHI . 

el fragmento de EcoRI-~ II de 560pb en el fago M13 mpa 

en los sitios EcoRI-BamHI 
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el fragmento PstI-º-9_1 II de 439pb en el fago M13 mp9 en 

los sitios PstI-BamHI. -·-
La secuencia nucleotfdicn de estos tres fragmentos confirmó 

que el pBR500 llevaba un inserto que correspondfa al gene de in­

terferón 1 eucoci tario A, dado que coinci dfa perfectamente con 

las secuencias ya reportadas (Fig. 8) (18). 

De los 1240pb totales del inserto que habfamos clonado, solo 

una parte correspondfa al gene de interferón y comprendfa desde 

el primer aminoácido del péptido maduro, hasta 20pb después del 

codón TGA de terminación de la traducción (Fig. 1). 

Las regiones de DNA que se clonaron a ambos lados del gene 

de interferón no sabemos aan a que corresponden. 

Entre las posibles hipótesis que nos permitirfan explicar el 

origen de estas secuencias de DNA heterólogas podrfamos incluir: 

-) que el RNAm que dió origen a este cDNA para el interfe­

rón leucocitaria ·tipo A fuese diferente por lo menos a ni­

vel del péptido lfder y la región 5' de los ya reportados. 

Dado que en nuestro caso el RNAm ha sido purificado de un t.!!_ 

mor, serfa posible pensar en la ocurrencia de diferencias en 

el RNAm en esas regiones. 

Sin embargo, el hecho que todas las secuencias reportadas 

para los 1nterferones leucocitarios poseen los aminoácidos 

glicina y cistefna en el sitio de procesamiento del péptido 

líder y que la glicina no se encuentra en nuestra secuencia 
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Fig. 8 Secuencia. nucleotídicil parcial del fragmento Eco RI - _!3_9.l_ 11 del cDNA de 
:tnterferón leucocitario humano tipo A subclonado en el fago MlJ mp8. 
Las flechas en la figura 1 indican la región que aparece aquf letda a la 
derecha. 
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hace poco probable esta hipótesis. Por otro lado esto tam­

poco explica el origen del DNA heterólogo que aparece hacia 

el extremo 3'. 

·-) que se hayan originado a partir de mecanismos de recombj_ 

nación,inversiones,duplicaciones o bien que provengan de· un 

RNAm diferente al de interfer6n que luego por algOn mecanis­

mo que ignoramos se ligó al cDNA del interferón. 

f) CONCLUSIONES: Las técnicas utilizadas indican que se ha 

clonado el gene que codifica para interferón leucocitario A humQ_ 

no. La clonación de este gene nos permitirá en un futuro cons­

truir un sistema para su expresión en forma eficiente, verificán 

dose entonces su actividad biológica. 

Asimismo, permitirá usar a este gene como probador a los -­

efectos de aislar de un banco genómico humano, otros de los ge­

nes para interferón, pudiéndose generar después diferentes híbri 

dos entre ellos. 
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