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INTRODUCCION

Los interferones humanos (IFNs)
representan un grupo dnico de proteinas
celulares inducibles de amplia accién
antiviral, antiproliferativa e inmunorregula-
toria (Stewart, 1979; Lengyel, 1982).

Estas proteinas han sido clasificadas en
tres grupos antigénicamente diferentes,
designados IFN-a, IFN-8 e [IFN-y.
La induccién de muchos tipos celulares por
virus, polirribonucle6tidos sintéticos o
antigenos virales conduce a la secrecion de
IFNs (Stewart, 1979), aunque existen
evidencias de que ocurre expresion de [FNs
a y B en condiciones fisiologicas (Lebon
et al., 1982; Bocci et al., 1984; Duc-Goiran
et al., 1985; Galabru et al., 1985; Tovey
et al., 1987) y después de la induccién por
factores fisiologicos como el PDGF, IL-1y
CSF-1 (Moore et al., 1984; Van Damme
et al., 1985; Hoss et al., 1989).

El IFN-f es producido generalmente por
células fibroblésticas y epiteliales, en tanto
que las células micloides y linfoides, y los
leucocitos periféricos, producen una mezcla
heterogénea de IFN-a ¢ IFN-§. Esta
expresion diferencial de los IFNs a y 8 en
diferentes tipos celulares constituye el
objeto de este trabajo.

LA ESPECIFICIDAD CELULAR
EN LA EXPRESION DE

LOS IFNs a y 8 ES UNA
CONSECUENCIA DE

LA TRANSCRIPCION GENICA
DIFERENCIAL

Aunque en general se senala que las
células epiteliales y fibroblasticas producen
exclusivamente IFN-B, mientras que las
células mieloides, linfoides y leucocitos
periféricos secretan una mezcla de IFNs a
y B, un anélisis mds minucioso revela ciertas
particularidades de esta generalizacion.

En la tabla 1 se representa la expresion
de IFN a y S endégenos por diferentes
lineas celulares en respuesta a la induccion
con virus Sendai.

Como puede apreciarse dentro de las
células linfoides, las células T producen
exclusivamente IFN-B ¢n respuesta a la
inducci6n viral, mientras que las células B
producen generalmente ambos [FNs a y 8.
No obstante, en células B-linfoides como
las Daudi, no se observa producciéon de
IFN-a, mientras que otras lineas celulares
B-linfoides derivadas de linfomas malignos,
leucemias o transformadas con virus de
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Tabla 1

PRODUCCION DE IFN ENDOGENO EN DIFERENTES LINEAS CELULARES

Linea Celular Origen? Fisducciinde IEY
IFN-a IFN-8
N_aénjaggm - B-linfoide (BL) g £
NC-37 B-linfoide (BL) + 4+
Daudi B-linfoide (BL) i i
MOLT-4 T-linfoide (ALL) i +
1301 T-linfoide (ALL) - +
MG63 fibrobldstico (OS) +/- +
Hela cpitelial - +
293 epitelial (AdK) - +
KG-1 mieloide + +
U937 mieloide #e +
Varias B-linfoblastoide (EBV) * % 0-

! Mediante induccidn con virus Sendai.

2 Abreviaturas: BL, linfoma de Burkitt; ALL, leucemia linfoide aguda; OS, ostcosarcoma; AdK, rifién
embrionario transformadas con adenovirus; EBV, transformadas con virus de Epstein Barr.

Epstein Barr, producen solamente IFN-a
(Adolf y Swetly, 1982). Por otra parte,
células de origen fibroblastico como las
MG63 producen no solo IFN-8, sino
también pequenas cantidades de IFN-a
(Xanthoudakis et al., 1987). Todos estos
resultados indican que la especificidad
celular en la expresion de los IFNs es un
fen6meno mas general.Los primeros
experimentos que indican quec la
cespecificidad celular en la expresion de los
IFNs @ y B, es ¢l resultado de una
transcripcién génica diferencial, fucron
rcalizados por Hiscott y colaboradores en
1984 (Hiscott et al., 1984).
Posteriormente, introduciendo genes
quiméricos conteniendo las regiones
rcguladoras de los IFNs a1l y B
(Xanthoudakis et al., 1987) o IFNs a2 y
en células epiteliales (293) o linfoides
respectivamente, se comprob6é que los

genes ex6genos se comportaban de igual
forma que sus contrapartes endGgenas.
Solo las células capaces de expresar IFN-«a
o IFN-8 endb6genos permitian la
transcripcién de las secuencias reguladoras
de estos genes contenidas en las
construcciones quiméricas. De esta forma
se¢ comprobaba que la expresi6n
célula-especifica de los IFNs a y B, eslé
gobernada por las secuencias responsables
de la transcripcion de estos genes.
¢Cudiles son los mecanismos que
controlan la transcripcion génica diferencial
de los IFNs a y 8? Para explicar como uno
de estos genes permancce silente en
algunos tipos celulares podria
argumentarse la existencia de un represor
especifico para este gen en el tipo celular
dado, la carencia de factores de regulacion
necesarios para la transeripeion de este gen,
o ambos. En estudios realizados por
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diferentes grupos aparccen resultados que
apoyan estas hipotesis.

Las células progenitoras embrionarias
(EC) no diferenciadas son incapaces de
producir IFNs a y 8 en respuesta a virus o
ARN de doble cadena, caracteristica que
comparten los embriones en los primeros
estadios de desarrollo (Haggarty et al.,
1988).

Una vez ocurrida la diferenciaci6n
celular, estas células adquieren la
capacidad de producir IFNs. De esta
forma, durante la diferenciacién celular
ocurre una transicién de un estado de
incompetencia para la produccién de IFN,
a uno donde responden a la inducci6n.

Utilizando extractos de células P19
murinas (diferenciadas y no diferenciadas),
se analizaron los patrones de interaccién de
proteinas con la zona regulatoria del IFN-8
(Haggarty et al., 1988). Los resultados
obtenidos mostraron la existencia de una
actividad de unién a ADN que reconoce las
regiones -53 - -109 y -112 - -93
(la numeraci6n respecto al sitio de inicio de
la transcripci6n) en el promotor del IFN-3
en células no diferenciadas y que esta
ausente en células EC y no EC
diferenciadas (Haggarty et al.,, 1988).
Por otra parte, fusiones celulares entre
células EC no diferenciadas y células
diferenciadas capaces de producir IFN, se
comportan como el parental de células EC,
siendo nuevamente inducibles solo si
comienzan a diferenciar (Haggarty et al.,
1988).

Este factor identificado en células EC no
diferenciadas podria ser un represor y ser
el responsable de la represién del IFN
end6geno previa diferenciacién celular
(Haggarty et al., 1988).

De los trabajos realizados en células
epiteliales y linfoides con las secuencias
reguladoras de los IFNs al, a2 y B,
aparecen las primeras evidencias que
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apuntan hacia la carencia de factores de
regulacién especificos necesarios para la
transcripcién de un IFN determinado en un
tipo celular (Xanthoudakis ef al., 1987).
Estas primeras evidencias se han visto
confirmadas por trabajos més recientes.

En fibroblastos murinos L929 inducidos
y no inducidos, existe un factor IRF-1 que
interactia con las secuencias reguladoras
del IFN-g (Fujita et al., 1988). Ultilizando
las secuencias responsables de la maxima
induccién viral del [FN-a1 (VRE, -64 — -109)
como competidor en experimentos de
hibridacién en geles, se observd que este
competia parcialmente por el IRF-1, Esto
hace pensar que en la regulacién del
IFN-a1 intervienen otros factores distintos
del IRF-1 (Fujita et al., 1988). La ausencia
de estos factores en otros tipos celulares
podria condicionar la no expresion del
IFN-a.

El factor NF-kB fue identificado
inicialmente como un factor células
B-especifico requerido para el funciona-
miento del enhancer de la Igk (Sen y
Baltimore, 1986; Atchison y Perry, 1987;
Lenardo et al., 1987). Posteriormente se
demostr6é en células pre-B 70 Z/3 la
induccion viral de los genes k ¢ IFN-B,
indicando el papel que desempena ¢l factor
NF-kB en la induccién viral del IFN-8
(Lenardo et al., 1989). Este resultado fue
obtenido independientemente con la
induccién por ARN de doble cadena en
células MG63 (Visvanathan y Goodbourn,
1989) y por induccidn viral en células 1929,
proponiéndose la accién cooperativa de los
factores IRF-1 y NF-kB para la méxima
induccion del IFN-8 (Fujita et al., 1989a).

Estos experimentos demostraron que la
expresion del IFN-B es activada en parte
por la induccién de NF-kB mientras el
IFN-&, que no es activado por ARN de
doble cadena, no contiene sitios de unién
para NF-kB y no es regulado por la
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induccién de este factor (Lenardo er al.,
1989; Visvanathan y Goodbourn, 1989;
Fujita er al., 1989a). De esta manera s¢
crea la posibilidad de que la participacién
diferencial del factor NF-kB en la
regulacién de los IFNs « y B contribuya a
la diferente expresion de estos IFNs en
células especificas.

Recientemente, se reporté la clonacién
de un nuevo gen de IFN-a murino
(MulFN-a8), que presenta un comporta-
miento diferente a los IFNs-a conocidos
(Navarro et al.,, 1989). Este gen, aunque
origina una proteina funcional y con
actividad antiviral en células COS, no es
inducido por NDV o polirribonucle6tidos
sintéticos en fibroblastos murinos C243.
Un andlisis de las secuencias 5’ de este gen
muestra la presencia de todos los elementos
responsables de la regulacion ¢ induccion
viral de los IFNs. Solo es posible suponer
que este gen se exprese en otros tipos
celulares, evidenciando la existencia de
factores celula-especificos para la
regulacion de la transcripcion de los IFNs
(Navarro et al., 1989).

Las evidencias presentadas senalan hacia
la posibilidad de que la expresién
diferencial de los IFNs a y B sea regulada
por la existencia de factores represores en
algunos tipos celulares o estados fisiol6gicos,
conjuntamente con las diferencias célula-
especifica en la concentracin, estado o
tipo de los factores involucrados cn la
regulacion de estos genes.

DIFERENCIAS EN LA
FRONTERA 5’ DE LA REGION
REQUERIDA PARA LA MAXIMA
INDUCCION DEL IFN-8

El anilisis de las secuencias de ADN
requeridas para la induccién del IFN-§
revela diferencias célula-especificas.

En células L929, el grupo de Taniguchi
reporté que la frontera 5’ critica para la
méxima induccién del IFN-B, residia entre
los nucle6tidos -117 y -105, y que la
inducibilidad cra sustancialmente reducida
cuando la delecién se extendia hasta -93
(Fujita et al., 1985, 1987). De forma
similar, el grupo de Dinter reportéd que para
mantener la inducibilidad se requerian
84 pares de bases de las secuencias 5
(Dinter et al., 1983, 1987),

Por otra parte, Zinn et al. (1983) y
Goodbourn et al. (1985), concluyeron que
la frontera 5’ requerida para la induccion
se encontraba entre los nuclebtidos -77 y
-73 (-79 y -75 segiin la numeracion de Fujita
et al., 1985) en células murinas C127
transformadas con un vector derivado de
virus papiloma bovino. Solo en un sistema
transiente en células C127, parecian
requerirse, para la maxima induccion,
secuencias que se extendian hasta -111
(Goodbourn et al., 1985) (figura 1).

Nosotros, independientemente,
encontramos diferencias similares a las ya
presentadas trabajando en un sistema
transiente en células L929. Utilizando
construcciones que contenian la
regibn -39 - -79 del IFN- (IRE,
Goodbourn et al., 1986) unido al promotor
de la timidina quinasa (TK -105) del
Herpes simplex 1, aparecia en ¢l estado no
inducido de represién reportada por
Goodbourn etal. (1986) pero la
inducibilidad era muy baja (figura 2).

Trabajos recientes parecen explicar cstas
diferencias. Como ya habiamos indicado,
el factor IRF-1 esta involucrado en la
regulacion de los IFNs a y g (Fujita et al.,
1988, 1989). EIl IRF-1 se acumula en
células L929 no inducidas. La induccion
ademas de provocar la sintesis de IRF-1,
modifica los factores preexistentes y resulta
en la expresion de los IFNs (Miyamoto
et al., 1989) (figura 3). EIl IRF-1 puede
existir en diferentes niveles o en diferentes
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FIG. 1. Andlisis de la frontera 5' de la regién requerida para la mdxima induccién del IFN-8.

Se representa parte de la secuencia de la regién 5' del gen del IFN- humano. La numeracion es segin Fujita
et al., 1985. Las fronteras 5' de la regién requerida para la mdxima induccién del IFN-8 reportadas por varios
grupos, estdn indicadas (Zinn ef al., 1983; Goodbourn et al., 1985; Dinter er al., 1983, 1987; Fujita er al., 1987).
Los bloques 1-7 corresponden a los hexdmeros homdlogos presentes en ¢l IFN- humano (Fujita

et al., 1985; 1988).

formas, en funcién del estado celular.
De esta manera, en ciertas circunstancias
serian suficientes las secuencias 5’ hasta -79
para mantener la inducibilidad, pues estas
secuencias contienen la regién de mayor
afinidad por el IRF-1 (figura 1,
bloques 6 y 7). En otras circunstancias,
serian necesarias secuencias adicionales
para lograr la induccion, posiblemente por
la uni6én cooperativa del IRF-1 (Miyamoto
et al., 1988).

El grupo de Maniatis identificé dos
elementos virus-inducibles involucrados en
la regulacién del IFN-8, PRDI y PRDII
(Fan y Maniatis, 1989). Haciendo un
estudio de los factores que interactGan con
estos elementos en los estados inducido y
no inducido, propuso un modelo para la
regulaciéon del IFN-f en el que esti
involucrada la modificacion de factores
positivos preexistentes y la interaccién del
represor con la region NRDI en el estado
no inducido (Goodbourn y Maniatis, 1988;
Keller y Maniatis, 1988) (figura 4). Previa
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inducci6n, el represor unido a NRDI
bloquea la unién de PRDII-BF (sugerido
por Miyamoto ef al. (1988) como similar a
IRF-1) a PRDII, evitando la transcripcidn.
Después de la induccién, el represor es
removido por su inactivacion o aumento
en la alinidad de los factores positivos, y
la transcripcién es activada por la unién
de PRDI-BFi y PRDII-BF modificado a
sus regiones respectivas (Keller y
Maniatis, 1988).

Un estudio individualizado de las
regiones PRDI y PRDII, revelé diferencias
célula-especificas. Ambos elementos
funcionaban esencialmente como
constitutivos y poco inducibles por virus en
células C127, en tanto que son altamecnte
inducibles en L929. Adicionalmente,
PRDII constituye un activador de la
transcripcion mdés fuerte que PRDI,
mientras este Gltimo es el Gnico que posee
actividad de silenciador reversible en

células 1929 (Fan y Maniatis, 1989).
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FIG. 2. Sccuencias 5' adicionales a -79 son requeridas para alcanzar la mdxima induccién del IFN-# en
células 1.929:

A) Células murinas 1.929 se transfectaron con 20 geg de cada construccién y plasmidio de referencia. Luego de
48 horas post-transfeccién las células fueron inducidas con virus de la enfermedad de Newcastle (NDV) o no
inducidas. Los transcritos correctamente iniciados y procesados fucron analizados por mapeo con nucleasa S1.
Los valores estdn dados en mensajeros por célula. El plasmidio de referencia, la sonda y los métodos
experimentales utilizados son los descritos en Kuhl er al. (1987). Las construcciones empleadas (pASG y pBBG)
contienen la region -105 - -9 del gen de la timidina quinasa del virus Herpes simplex 1 (TK) unida al -9 del gen
de la beta globina de conejo (rBG). El plasmidio pBSG contiene, ademds, la regién -39 — -79 del IFN-§ (IRE).
Todo en un derivativo de pBR327.

B} Autorradiografia del andlisis por mapeo con nucleasa S1 de 40 g de ARN: "-*, no inducidos, " + ", inducidos
con NDV; 4,pAfiG; B,pBAG; M,pBR322 digerido con Bspl y 32-P-marcado en 5" R senal del gen de referenciza,
§,sonda no digerida; F senal especifica.
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FIG. 3. Papel del factor IRF-1 en la induccién del [FN-f. Después de la induccién con virus o IFN, factores
IRF-1 preexistentes son modificados (fosforilados-?). Ademds de la activacién de estos factores preexistentes,

la inducciébn promueve la sintesis de IRF-1 y la consecuente induccién del IFN-B (Fujita er al., 1988, 1989;
Miyamoto et al., 1988).
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FIG. 4. Interaccién de factores de regulacion con las regiones de regulacién positiva y negativa en ¢l promotor
del IFN-. Previa induccién, ¢l represor unido a la regién de regulacién negativa (NRDI) evita la unién de
PRDII-BF al sitio PRDII y ¢l inicio del proceso de transcripcion. Después de la induccién, ¢l represor es
removido y la transcripcién es activada por la unién de PRDI-BFi y PRDII-BF modificado a los sitios de
regulacién positiva PRDI y PRDII respectivamente (Keller y Maniatis, 1988; Fan y Maniatis, 1989).
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Todas estas evidencias permiten llegar al
criterio de que existen diferencias en el
tipo, concentracién o estado de los factores
que interactian con PRDI y PRDII en los
diferentes tipos celulares, condicionando
diferencias en las regiones necesarias para
alcanzar la induccion.

IFN INDUCE IFN: UNA NUEVA
CARACTERISTICA DE
LA MAQUINARIA ANTIVIRAL

Como ya hemos analizado, en la
regulacion de los IFNs a y B intervienen
miltiples factores. Algunos de estos factores
son comunes para ambos IFNs a y 8 (Fujita
et al., 1988; Xanthoudakis y Hiscott, 1988),
mientras otros son mdés especificos (Fujita
et al., 1988, 1989a; Visvanathan y Goodbourn,
1989; Lenardo et al., 1989). EIl estado,
concentracion, tipo y actividad de estos
factores en un estado o tipo celular
determinado, puede condicionar la
especificidad celular en la expresion de los
IFN @ y 8.

Por otra parte, la maquinaria celular
responsable de la induccién de los
IFNs @ y B responde no solo a inductores
virales, sino también al propio IFN (Enoch
et al., 1986; Hug et al., 1988; Fan y Manialis,
1989; Kessler er al., 1988; Miyamoto ef al.,
1988).

La importancia que puede tener la
presencia de elementos IFN inducidos
dentro del promotor del IFN-a o 8 no se
conoce. No obstante, la induccién viral del
IFN-8 en algunas lineas celulares es
aumentada significativamente pretratando
las células con IFN-a o 8 (Stewart, 1979;
Enoch et al., 1986). De esta manera, dos
senales podrian requerirse para la
induccién del IFN en algunos tipos
celulares, una que es inducible por IFN y la
otra por virus.

La importancia biologica de esta nueva
caracteristica de la maquinaria antiviral
queda aan por resolver. Sin embargo, es
probable que desempeine también un
importante papel en la especificidad celular
de la expresion de los IFNs a y .
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