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Secuenciación de un fragmento de ADNc homólogo
a interleucina-1 alfa humana derivado de leucocitos

de armadillo (Dasypus novemcinctus)

Sequencing of an armadillo (Dasypus novemcinctus) 
leukocyte-derived cDNA fragment homolog to human 

interleukin-1 alpha.  
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Abstract

Messenger RNA (RNAm) detection was done by a reverse-transcription assay coupled to the polymerase chain reaction (RT-PCR) 
specifi c for human interleukin-1 alpha on armadillo leukocytes stimulated with phorbol myristate acetate (PMA). This strategy 
allowed amplifying a DNA fragment of 491 bp. Furthermore, the sequence showed high nucleotide homology with the human 
(99%), monkey (93%), pig (82%), horse (81%) and llama (81%) cDNA. Meanwhile, the deduced amino acid sequence was com-
patible with the precursor of the human interleukin-1 alpha. These results suggest the presence of the interleukin-1 gene in the 
armadillo genome. However, it is necessary to characterize the complete sequence of the gene and prove the functionality of the 
translated protein to clarify the immune response mechanisms in the armadillo against Mycobacterium leprae.
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Resumen

Se realizó detección del ARN mensajero (ARNm) mediante un ensayo de transcripción reversa acoplada a la reacción en cadena 
de la polimerasa (RT-PCR) específi co para la detección de Interleucina-1 alfa humana en leucocitos de armadillo estimulados con 
acetato de forbol miristato (PMA, por su siglas en inglés); esta estrategia permitió amplifi car un  fragmento de ADN de 491 pares 
de bases. Adicionalmente, la secuencia mostró alta homología nucleotídica con las secuencias de ADNc humano (99%), mono 
(93%), cerdo (82%), caballo (81%) y llama (81%), mientras que la secuencia deducida de aminoácidos fue compatible con el pre-
cursor de la proteína IL-1α humana. Estos resultados sugieren presencia del gen de interleucina-1 en el genoma del armadillo; 
sin embargo, es necesario caracterizar la secuencia completa del gen y comprobar la funcionalidad de la proteína traducida para 
dilucidar los mecanismos de la respuesta inmune del armadillo contra Mycobacterium leprae. 
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Introduction

Interleukin-1 (IL-1) is a pro-infl ammatory cyto-
kine with several activities. It is mainly synthesized 
by monocytes and other types of cells, including 

fi broblasts, endothelial cells, dendritic cells and kera-
tinocytes, among others.1,2 IL-1 is important for hema-
togenesis and the regulation of the infl ammatory 
immune response.1,2 IL-1 has been cloned and sequen-
ced in another species,3-5 but these genes have only 
been totally characterized in humans and mice.6,7

The IL-1 molecule has two biological active forms; 
IL-1 alpha (IL-1α) and IL-1 beta (IL-1β). The genes 
that encode for each of the members of this family are 
located in the long arm of chromosome 2. Both forms 
come from precursors called pro-IL-1α and pro-IL-1β 
with 31 kDa, while the more mature forms of IL-1α 
and IL-1β have an approximated weight of 17 kDa, res-
pectively, and join the same receptor with similar affi -
nity causing the same biological activity.6 In the nine 
banded armadillo (Dasypus novemcinctus) the presence 
of IL-1 has never been reported and it is considered as 
the only animal model able to experimentally repro-
duce lepromatous leprosy, similar to the one produ-
ced in humans.8

The presence of a molecule with similar activity 
to the tumor necrosis factor alpha (TNF-α) has been 
recently demonstrated in the supernatant from nine-
banded armadillo leukocyte culture.9 Meanwhile, van 
Dyjk and Jong10 cloned and sequenced a fragment of 
the TNF gene of the Cabassous unicinctus armadillo 
species that showed 88% nucleotide homology regar-
ding its human counterpart. Based on this, it is possi-
ble to assume that armadillos are capable of releasing 
cytokines similar to those identifi ed in other species.  
Actually, human IL-1 shares genetic, structural and 
functional characteristics with those of IL-1 in other 
vertebrate and invertebrate species. It suggests that 
this molecule has been preserved across evolution.11-13

The objective of this study was to detect a frag-
ment of the messenger RNA (mRNA) by means of a 
reverse-transcription assay coupled to the polymerase 
chain reaction (RT-PCR), specifi c for human IL-1α 
applied to armadillo leukocytes stimulated with phor-
bol myristate acetate (PMA). The fi ve nine-banded 
armadillos (Dasypus novemcinctus) used in this study 
were captured in Chilapa, Guerrero, Mexico, sent to 
the laboratory animal center of Escuela Nacional of 
Ciencias Biologicas of Instituto Politecnico Nacional, 
for their adaptation.

Ten milliliters of peripheral blood were collected 
by cardiac puncture from fi ve animals anesthetized 
with base ketamine.* The blood was transferred into 
tubes with anticoagulant (EDTA 5 mg) and at the 
same time were stimulated with 50 ng/mL of PMA,** 

Introducción 

La interleucina-1 (IL-1) es una citocina pro-
infl amatoria con actividad plurifuncional,  sin-
tetizada predominantemente por monocitos y 

otros tipos de células que incluyen fi broblastos, células 
endoteliales, células dendríticas y  keratinocitos, entre 
otros.1,2 La IL-1 es importante en la hematogénesis y 
en la regulación de las respuestas inmune e infl amato-
ria.1,2 En otras especies los genes de la IL-1 se han clo-
nado y secuenciado,3-5 pero sólo en el humano y ratón 
dichos genes han sido totalmente caracterizados.6,7 

La molécula de IL-1 se encuentra en dos formas 
biológicamente activas; IL-1 alfa (IL-1α) e IL-1 beta 
(IL-1β), los genes que codifi can para cada uno de los 
miembros de esta familia se localizan en el brazo largo 
del cromosoma 2. Ambas formas provienen de precur-
sores denominados pro-IL-1α y pro-IL-1β de 31 kDa, 
mientras que las formas maduras de la IL-1α e IL-1β 
presentan un peso aproximado de 17 kDa, respecti-
vamente, y se unen al mismo receptor con afi nidad 
similar ejerciendo la misma actividad biológica.6 En 
el armadillo de nueve bandas (Dasypus novemcinctus) 
nunca se ha registrado presencia de IL-1 y es conside-
rado como el único modelo animal capaz de reprodu-
cir experimentalmente la lepra lepromatosa, similar a 
la producida en humanos.8 

Recientemente se demostró presencia de una 
molécula con actividad semejante al factor de necro-
sis tumoral alfa (TNF-α) en el sobrenadante de un 
cultivo de leucocitos de armadillo de nueve bandas,9 
mientras que Van Dyjk y Jong10 clonaron y secuencia-
ron un fragmento del gen de TNF en la especie de 
armadillo Cabassous unicinctus, que presentó homolo-
gía nucleotídica de 88% respecto de su contraparte 
humana. Con estos hallazgos se puede suponer que 
los armadillos son capaces de liberar citocinas simi-
lares a las identifi cadas en otras especies. De hecho, 
la IL-1 humana comparte características genéticas, 
estructurales y funcionales con la IL-1 de otras espe-
cies de vertebrados e invertebrados, lo que sugiere que 
esta molécula se ha conservado evolutivamente.11-13 

El objetivo del presente trabajo fue detectar un 
fragmento de ARN mensajero (ARNm) mediante un 
ensayo de transcripción reversa acoplada a la reac-
ción en cadena de la polimerasa (RT-PCR), específi co 
a la IL-1α humana, en leucocitos de armadillo esti-
mulados con acetato de forbol miristato (PMA). En 
este estudio se emplearon cinco armadillos de nueve 
bandas (Dasypus novemcinctus) capturados en Chilapa, 
Guerrero, México, que se enviaron al bioterio de la 
Escuela Nacional de Ciencias Biológicas, del Instituto 
Politécnico Nacional, para su adaptación. 

Se recolectaron 10 mL de sangre periférica 
mediante punción cardiaca en cinco animales anes-
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as it was previously described.9 The tubes were incu-
bated at 37° C in a 5% CO2 atmosphere during 4 h, 
then centrifuged at 450 g for 20 minutes. The leuko-
cyte fraction was separated and washed twice with 
erythrocyte lysis solution (10 mM  Tris-base pH 7.6, 5 
mM MgCl2 and 10 mM NaCl) in order to purify total 
RNA using Tripure Isolation Reagent,*** according to 
manufacturer instructions. Because of IL-1α mRNA 
goes through post-transcriptional modifi cation, it was 
not treated with DNAases. The obtained RNA from 
the fi ve animals was placed in a single tube for further 
analysis.

The synthesis of the complementary chain (cDNA) 
was done by using 1 µg of the purifi ed RNA, oligo(dT)† 
primer and Moloney-Murine Leukemia Virus‡ reverse 
transcriptase. RNA obtained from the fi ve animals 
was placed in one tube for its later analysis. Four 
microliters of the obtained cDNA were submitted to 
amplifi cation by polymerase chain reaction (PCR) in 
a fi nal volume of 50 µL. The reaction mixture contai-
ned: 20 mM Tris-HCl pH 8.4, 50 mM KCl, 0.2 µM of 
each dNTP, 1.75 mM of MgCl2, 1.5 units of Taq DNA 
polymerase° and 20 pmol/µL of each primer F-5’-CAA 
GGA GAG CAT GGT GGT AGT AGC AAC CAA CG-
3’; R-3’- ‘TAG TGC CGT GAG TTT CCC AGA AGA 
AGA GGA GG-5’. The amplifi cation was done under 
the following conditions: initial denaturalization 94º 
C/3 min, followed by 40 cycles of  94º C/1 min, 61º 
C/1.5 min and 72º C/2 min with a fi nal extension of  
72ºC, during 7 min. Each run included negative and 
positive controls. The amplifi ed products were resul-
ted in a 2% agarose gel, stained with ethidium bro-
mide (Figure 1). The expected fragment was purifi ed 
directly from the gel using the QIAquick Gel Extrac-
tion kit°° and analyzed  in an ABI-PRISM 3100 auto-
matic sequencer.°°°

The direct amplifi cation from the probable con-
taminant genomic DNA is not probable under these 
conditions. Besides, its size would be much larger (> 
5 kb) than that of the amplifi ed cDNA. Furthermore, 
the alignment of the obtained sequence (GenBank 
access: AY800133) regarding other sequences (Figure 
2), revealed high nucleotide homology with the com-
plementary chains of the human (99%), monkey 
(93%), pig (82%), horse (81%) and llama (81%) IL-
1α. The sequence showed in Figure 3 presented a frag-
ment compatible with the human IL-1 precursor. It is 
necessary to clarify that the results obtained, regar-
ding nucleotide homologies, represent only a small 
fragment (491 bp) and not the whole protein, in this 
sense, if the complete nucleotide sequence was avai-
lable, maybe the homology among these species, and 
especially with human, would be smaller. 

Based on such results, it can be speculated that 
the armadillo molecule related to the IL-1α might 

tesiados con ketamina base.* La sangre se transfi rió 
a tubos que contenían anticoagulante (EDTA 5 mg) 
y al mismo tiempo se estimularon con 50 ng/mL de 
PMA** como se describió previamente.9 Los tubos se 
incubaron a 37°C en atmósfera de CO2 al 5% durante 
4 h, luego se centrifugaron a 450 g por 20 minutos. La 
fracción de leucocitos se separó y se lavó dos veces con 
solución de lisis para eritrocitos (Tris-base 10 mM pH 
7.6, MgCl2 5 mM y NaCl 10 mM) con el fi n de purifi car 
el ARN total empleando Tripure Isolation Reagent,*** 
según las instrucciones del proveedor. Debido a que el 
ARNm de IL-1α sufre modifi cación postranscripcio-
nal, éste no se trató con ADNsas. El ARN obtenido en 
los cinco animales se colocó en un solo tubo para su 
análisis posterior. 

La síntesis de la cadena complementaria (ADNc) 
se realizó al usar 1 µg del ARN purifi cado, iniciador 
oligo(dT)† y transcriptasa reversa Moloney-Murine 
Leukemia Virus.‡ El ARN obtenido en los cinco 
animales se colocó en un solo tubo para su análisis 
posterior. Cuatro microlitros del ADNc obtenido se 
sometieron a amplifi cación por reacción en cadena 
de la polimerasa (PCR) en volumen fi nal de 50 µL. 
La mezcla de reacción contenía: 20 mM de Tris-HCl 
pH 8.4, 50 mM de KCl, 0.2 µM de cada dNTP, 1.75 
mM de MgCl2, 20 pmol/µL de cada iniciador; F-5’-
CA AGGAGAGCATGGTGGTAGTAGCA ACCA A 
CG-3’, R-3’-TAGTGCCGTGAGTTTCCCAGAAGA-
AGAGGAGG-5’ y 1.5 unidades de Taq ADN polime-
rasa.° La amplifi cación se realizó bajo las siguientes 
condiciones: desnaturalización inicial 94ºC/3 min, 
seguida por 40 ciclos de 94ºC/1 min, 61ºC/1.5 min y 
72ºC/2 min con una extensión fi nal de 72ºC, durante 
7 min. En cada corrida se incluyó un testigo negativo 
y otro positivo. Los productos amplifi cados fueron 
resueltos en un gel de agarosa al 2%, teñidos con bro-
muro de etidio (Figura 1); el fragmento esperado fue 
purifi cado directamente del gel empleando el soft-
ware kit QIAquick Gel Extraction°° y procesado en un 
secuenciador automatizado ABI-PRISM 3100.°°°

La amplifi cación directa a partir de probable ADN 
genómico contaminante no es probable bajo estas 
condiciones, además el tamaño de éste sería mucho 
mayor (> 5 kb) que el del amplifi cado de ADNc. Asi-
mismo, la alineación de la secuencia obtenida (número 
de acceso en el GenBank: AY800133) con respecto a 
otras secuencias (Figura 2), reveló alta homología 
nucleotídica con cadenas complementarias de IL-1α 

*Revetmex, S.A., México.
**Sigma, Estados Unidos de América. 
***Roche, Estados Unidos de América 
†Promega, Estados Unidos de América.
‡Promega, Estados Unidos de América. 
°Invitrogen, Estados Unidos de América.
°°QIAGEN, Alemania. 
°°°Applied Biosystem, Estados Unidos de América. 
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display a biological functionality similar to that of 
the human IL-1α. In fact, the presence of a protein 
similar to the IL-1, that was purifi ed from the starfi sh 
coeloma, showed similar activity to human and mice 
IL-1.11 This suggests that IL-1 functionality has been 
evolutionary preserved among vertebrate and inverte-
brate species.11,14 

Despite the fact that the IL-1 activity has been 
detected in supernatants from cultures of neutrophils 
and other phagocytic cells,11,15,16 the presence of this 
molecule in the supernatants form armadillo leuko-
cyte cultures has not been proved yet. Therefore, the 
detection of a mRNA sequence related to IL-1 in arma-
dillo opens the possibility to isolate the complete gene 
and widen up research on the genetic regulation of its 
synthesis and release posterior to mycobacterium or 
lipoarabinomanan antigenic stimulation. That would 
help to understand the importance of these phago-
cytic cells in the response to M. leprae infection and 
clarify why only some animals develop leprosy after 
an experimental inoculation with this bacterium.17,18 
Resuming, the detection of an mRNA fragment rela-
ted to IL-1 in the armadillo, supports the presence 
of cytokines in this animal. It might also provide the 
molecular bases to investigate their presence in this 
mammal. However, additional research is required to 
prove its structure and functionality and then unders-
tand its immune regulation and function for leprosy 
control and eradication.

de humano (99%), mono (93%), cerdo (82%), caba-
llo (81%) y llama (81%). En la Figura 3 se muestra 
la secuencia, la cual presentó un fragmento compa-
tible con el precursor de la IL-1 humana. Es necesa-
rio aclarar que los resultados obtenidos con respecto 
a las homologías nucleotídicas representan sólo un 
pequeño fragmento (491 pares de bases) y no toda la 
proteína, de manera que si se contara con la secuencia 
nucleotídica completa, quizá la homología entre estas 
especies y en especial con la del humano sería menor. 

Con tales resultados se puede especular que en el 
armadillo la molécula relacionada con IL-1α podría 
desplegar una funcionalidad biológica similar a la 
interleucina-1α humana. De hecho, la presencia de 
una proteína semejante a la IL-1, que fue purifi cada 
del celoma de una estrella de mar, presentó actividad 
similar a la IL-1 de humano y de ratón,11 ello sugiere 
que la funcionalidad de la IL-1 ha sido conservada 
evolutivamente en especies de vertebrados y de inver-
tebrados.11,14

A pesar de que la actividad de la IL-1 ha sido fácil-
mente detectada en sobrenadantes de cultivos de neu-
trófi los y otras células fagocíticas,11,15,16 la presencia 
de esta molécula en los sobrenadantes de cultivos de 
leucocitos de armadillo no se ha demostrado aún. Por 
tanto, la detección de una secuencia del ARNm rela-
cionada con la IL-1 en el armadillo abre la posibilidad 
de aislar el gen completo y ampliar las investigaciones 
sobre la regulación genética de su síntesis y liberación 
posterior a la estimulación con antígenos micobacte-
rianos o de lipoarabinomanana, lo cual ayudaría a 
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Figura 1: Perfi l de amplifi cación por RT-PCR del ADNc 
de armadillo empleando iniciadores específi cos para IL-1 
humana. Carril 1: Testigo  negativo sin ADNc blanco; carril 
2: Muestra de armadillo; carril 3: Testigo positivo; carril 4: 
Marcador de tamaño molecular (MTM) de 100 pb. 

Figure 1: Amplifi cation profi le by RT-PCR of the armadillo 
cDNA using primers specifi c for human IL-1. Lane 1: Nega-
tive control without target cDNA; lane 2: Armadillo sample; 
lane 3: Positive control; lane 4: Molecular size marker (MSM) 
100 bp. 
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D. novemcinctus   1 caaggagagcatggtggtagtagcaaccaacgggaaggttctgaagaagagacggttgag  60 
H. sapiens      201 ···························································· 260 
M. mulatta      201 ····c·················t·······t····························· 260 
S. scrofa       241 ······c··tg·····a·g·c····g···········a······················ 300 
E. caballus     212 ··········g·····c·g··g···g···········ac····················· 271 
L. glama        201 ·········tg·····a·g··g····g···t··a···a·················c···· 260 
 
D. novemcinctus  61 tttaagccaatccctcgctgatgatgacctggaggccatcgacaatgactcagaggaaga 120 
H. sapiens      261 ·············a··a························c·················· 320 
M. mulata       261 ·········g···a··a·····a··a···············c···c·············· 320 
S. scrofa       301 ·····at··g·t·a··a·c·····c········a·····t·c·······a····a····· 360 
E. caballus     272 ·····at··g·t·a··a·ca·············a·····t·c······tc····a····g 331 
L. glama        261 c····at··g·t·a··a·c··············a·····t·c·······a····a····· 320 
 
D. novemcinctus 121 aatcatcaagcctaggtcagcaccttttagcttcctgagcaatgtgaaatacaactttat 180 
H. sapiens      321 ···························································· 380 
M. mulata       321 ············c·····g·················a······a···c············ 380 
S. scrofa       361 ············c··a······a·a·ac·······a······ca·············c·· 420 
E. caballus     332 ········g···cc·a····t··a··ac·a·····a·······aca·············· 391 
L. glama        321 ············c··a····t·····ac·atc·g·a······c·············a··· 380 
 
D. novemcinctus 181 gaggatcatcaaatacgaattcatcctgaatgacgccctcaatcaaagtataattcgag- 239 
H. sapiens      381 ···························································- 439 
M. mulata       381 a············c·································c···········- 439 
S. scrofa       421 ····g·······cc··c·g·g············t····g·········c··c········ 480 
E. caballus     392 ·······g····cc··c·g·gt·ct········t···············g·········· 451 
L. glama        381 ·······g····cc··c·g·g···t···················g··············· 440 
 
D. novemcinctus 240 ccaatga--tcagtacctcacggctgctgcattacataatctggatgaagcagtgaaatt 297 
H. sapiens      440 ·······--··················································· 497 
M. mulatta      440 ·······--····c·················a···························· 497 
S. scrofa       481 ··cg·c······a·······t········tgc··a····c········g··········· 540 
E. caballus     452 ·ac··c······a··t··tg··a···········a··········c··c··········· 511 
L. glama        441 ··cg·c······a·······t······c·tg···a····c·····ca·c··········· 500 
 
D. novemcinctus 298 tgacatgggtgcttataagtcatcaaaggatgatgctaaaattaccgtgattctaagaat 357 
H. sapiens      498 ···························································· 557 
M. mulatta      498 ·················c················a·····g··c·t·············· 557 
S. scrofa       541 ········c········---·······t······t·gc··c··c·t····c········· 597 
E. caballus     512 ·················---·····g·a··g···t··c··c··c·t····c········· 568 
L. glama        501 ·················---·····g·a··g···t··c·gc··c·t····c········· 557 
 
D. novemcinctus 358 ctcaaaaactcaattgtatgtgactgcccaagatgaagaccaaccagtgctgctgaagga 417 
H. sapiens      558 ···························································· 617 
M. mulatta      558 ·······················g·····················g·············· 617 
S. scrofa       598 ····g····c·g·c···t·····g···t···a·c······g····c···t·········· 657 
E. caballus     569 ···········g·c···t·····g·······a·······tg····c··a·····a····· 628 
L. glama        558 ·············c···t·····g···t···a········g····c··ct····a····· 617 
 
D. novemcinctus 418 gatgcctgagatacccaaaaccatcacaggtagtgagaccaacctcctcttcttctggga 477 
H. sapiens      618 ···························································· 677 
M. mulatta      618 ·············aa····························t················ 677 
S. scrofa       658 ·c·········c··············a··---a········gt················· 714 
E. caballus     629 ·········c·c·········t····a··---a··························· 685 
L. glama        618 ···········c········t·····a··---a··························· 674 
 
D. novemcinctus 478 aact-cacggcacta 491                                        . 
H. sapiens      678 ····-·········· 691                                        . 
M. mulatta      678 ····-··t······· 691                                        . 
S. scrofa       715 ··ag-··t····a·· 728                                        . 
E. caballus     686 ·cg·-······t··· 699                                        . 
L. glama        675 ··aa···t···t··- 688                                       
. 

Organism 
  cDNA 

fragment 
length (bp) 

Nucleotide 
identities   

(%) 
Gaps 
(%) 

H. sapiens 491 99 0 
M. mulatta 491 93 0 
S. scrofa 488 82 2 
E. caballus 488 81 2 
L. glama 488 81 2 

Figura 2: Alineamiento del fragmento de ADNc de armadillo con respecto al ADNc  de IL-1 de otros mamíferos. Los puntos representan bases 
idénticas; Las líneas indican espacios. Números de acceso en el GenBank: AY800133 Dasypus novemcinctus; BT007014 Homo sapiens; U19844 
Macaca mulatta; AB107645 Lama glama; D42146 Horse; X52731 Pig.

Figure 2: Fragment alignment of armadillo cDNA regarding IL-1 cDNA from other mammals. Points represent identical bases; lines represent 
spaces. Access numbers for the GenBank: AY800133 Dasypus novemcinctus; BT007014 Homo sapiens; U19844 Macaca mulatta; AB107645 Lama 
glama; D42146 Horse; X52731 Pig.
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Referencias entender la importancia de las células fagocíticas en 
respuesta a la infección por M. leprae, y a clarifi car por 
qué sólo algunos animales desarrollan lepra después 
de una inoculación experimental con esta bacteria.17,18 
En síntesis, la detección de un fragmento de ARNm 
relacionado con IL-1 en el armadillo, apoya la presen-
cia de citocinas en ese animal y pudiera proveer las 
bases moleculares para investigar su presencia en ese 
mamífero. Sin embargo, se requieren estudios adicio-
nales para comprobar su estructura y funcionalidad y 
así entender su regulación inmune y su función en el 
control y erradicación de la lepra. 
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Figura 3: Secuencia nucleotídica y secuencia deducida de aminoácidos correspondientes al fragmento amplifi cado, relacionado con la IL-1 en 
el armadillo de nueve bandas.

Figure 3: Nucleotide sequence and deduced sequence of the amino acids corresponding to the amplifi ed fragment, related to nine-banded 
armadillo IL-1. 
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