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R E 8 U " E N 

la infección de ctlulas d• -..•if•ro con Poliovirus o 

cualqui•r otro Picornavirus ocasiona una r•pida inhibición de la 

transcripción de la ctlula hosp•dera, afectando principal•ente la 

s{nt•sis de RNA dependient• de la RNA poli•erasa 11. 

D• acuerdo a los datos r•portados hasta ahora, puede decirse 

qu• •UY probabl•••nt•, el virus •Jerc• su acción inhibitoria a 

nivel d• la iniciación de la s{nt•sis de cad•nas d• RNA.i ya qu• 

•• requi•r• d• la sint••i• y acu•ulación de productos virales 

para que ocurra la inhibición, se sugiere que la actividad 

inhibitoria es alguna proteína viral. Se ha de•ostrado que en el 

ewtracto citoplas.-Atico proveniente de ctlulas HeLa infectadas 

con Poliovirus, se •ncuentra pr•••nte una actividad que induce la 

inhibición d• la transcripción •in vitro• a partir d•l pro•otor 

tard{o de Adenovirus-21 se ha sugerido que ••ta actividad, 

pr••u•ibl••ente prot•ina viral, eJ•rce su •fecto a niv•l d•l DNA 

y sobr• la iniciación ••pecifica de la transcripción. 

si hay asociación de prote{na de Poliovirus al pro•otor tardio de 

Ad•novirus-2 (PrfT-2), cuando tste se incuba en condiciones de 

transcripción 

inf•ctado. 

vitro•, con un extracto citoplas-..tico 
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Para ello, se analizó •ediante gradientes lineales de 

sacarosa, l• posible foraación de co•plejos DNA-proteina, desputs 

de incubar en condiciones de transcripción •in vitro•, DNA 

(frag•entos de 1568 p.b. conteniendo •l pro•otor tardio de 

Adenovirus-2) con extracto citoplaslÚltico infectado .. rcado con 

Metionina:nlS. 

Bajo las condiciones antes •encionadas, todos los 

r•alizados sugieren la asociación de 

prote{na-Metionina=--s a lo• te•plados de DNA. En todos los 

gradientes donde analizaron •ezclas de DNA-extracto 

citoplasm~tico infectado marcado con Metionina,..S, aparecieron 

fracciones con radioactividad no observada en las fracciones 

ho•óloqas de los gradientes control, donde se habia analizado 

extracto citoplasmAtico infectado marcado con Metioninaa99 en 

ausencia de DNA. 

Cuando se analizó la proteina asociada al DNA, •ediante 

electroforesis en gel de acrila•ida, se observó una proteina de 

aproxi .. da•ente S'!5 Kd. Suq•ri•os que tsta proteina de S'!5 Kd es 

inducida por el virus, probable•ente entr• las 2 1/2 y 3 1/2 h• 

d•sputs de iniciada la infección y que se une al pro•otor tardio 

de Adenovirus-2. 

Dado que estos resultados se obtuvieron •n condiciones •uy 

parecidas a las e•pleadas al estudiar la inhibición de la 

transcripción "in vitro•, sugeri•os que tsta proteina de S'!5 Kd 

posible•ente se encuentra involucrada en el •ecanl••o de la 

inhibición de la transcripción inducida por Poliovirus. 
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1 N T R o D u e e 1 o N 

1. VIRUS DE LA POl.IOf'llELITIS. 

[1 virus de la polio•ielitis o Poliovirus pertenece al grupo 

de los Picornavirus, fa•ilia Picornavirida•, g•nero Ent•rovirus 

(Peknsh,lq77). Fu• descubierto por landsteiner y Popper •n 1909, 

cuando lograron trans•itir la enfer.edad a •onos, por inoculación 

intracerebral de un filtrado libre d• bacterias proveni•nt• d• la 

••dula espinal d• un enf•r•o hu.ano. 

la infección producida por el virus de la 

virus y su 

•ultiplicación priiaaria en la •ucosa orofarínqea • intestinalt 

una vez iniciado el proc•so infeccioso •uy pronto son invadidas 

las a•íqdalas y las placas d• P•yer del íleon, posterior.•nt• los 

virus pasan a los qanqlios c•rvical•• prnfundos y •es•ntericos y 

de ahí ~e propaqan a la sanqr•t en el caso d• qu• s• produzca una 

los virus alcanzan el 

central ocasionando el síndro•• clínico d• la parAlisis. 

Y!lt que la pnlio•ielitis ocurría •n grandes epid••ias y tenía 

ef•ctos •uv qraves, se desarrolló una inv•stiqación int•nstva 

para encontrar la cura. F.sta investigación cul•inó con la 

elaboración d• vacunas (Salk,1'955tSabin,1962) que han p•r.itido 

erradicar la enfer•edad en la .aayor parte del •undo. 

Fn la actualidad la inv•stiqación con Picornavirus no ha 

cesado ya qu• su s ill•p l ir: i dad ha p•r•i ti do que •• 1 es ut i l i z• co•o 



sist••~s •odelo de 

c•lular. 

tanto viral 
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como 

De entre las caract•risticas que los hacen ideales para 

se pu•de ••ncionar qu• s• 

•ncuentran entre los virus animales lllás sencillos y peque~os, que 

pueden ser crecidos rApida•ente en c6lulas de •uy diferentes 

oriqen•s y 

purificar. 

fn este trabajo se utilizó la infección de c6lulas Hela con 

Poliovirus co•o un siste.a •odelo para conocer -.is acerca del 

••canis•o de patoqenia viral y por otra parte, para conoc•r -.As 

ya qu• co•o se evidenciar~ post•rin~•nt•, este virus inhibe la 

síntesis de RNA del 

transcripción. 

hosp•dero a nivel de la iniciación de la 
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polioviriones partículas 

e•t•ricas que exhiben •i•etría icosah•drica (Finr:h y Kluq,lqs9). 

El di~•etro de e•tas partícula• •• de 20 a 30 n• (Rueckert,1971), 

est~n co~ue•ta• de un 70~ de proteína y un 30~ de RNA 

(Burne••,1973) y tienen un peso de aproxi.ado de 8.5 X 10• 

daltones (Ruer:kert,1971). Estos viriones carecen de carbohidrato• 

(Drzeniek y Billelo,1974). Re ha reportado que el ~cido •irí•tico 

(~ctdo n-tetradenótco) est• covalente•ente liqado a la proteína 

de la r:Apside VP4 y sus precursores VPO y PI (ver Fiqura No.l) en 

Poliovirus y otros Picornaviru•f 

•ina propiedad qener .. 1 de lns Picornavirus y ser esencial en su 

or('fanización Pstr•Jctural y replicación (ChnM y cols.,1997). 

l.as r:~po;id•• virales ll!'•tan cn•puestas de cuatro distintas 

proteína• estructurales, deno•inadas VPl, VP2, VP3 y VP4, con 

pe•n• •oleculares aprnxi-dos de 34,000, 30,000, 26,000 y 7 1 000 

daltones respectiva•ente (Hannecak y cols.,1984). 

1.a .ayoría de los estudios indican que las c~psid•s virales 

estAn rnnstituidas pnr l.O subunidades estructurales, y que cada 

subunidad contiene una copia de rada una de las proteínas 

••tructurales antes •encionadas (Rueckert,198.5). En adición 

P"que«a• cantidades (una o dos copias por partícula) de una 

q••int .. proteína VPn (de "'prnxt-d .. •ente 37,000 d .. Jtones) han sido 

detectadas en preparaciones d• virus .. 1ta•ente purific .. dos. 
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cAdPnA !IPncilla de polaridad positiva, 

•i•iaa polaridAd qu• PI RN"- viral. Fst• RNA ti•n• un p••o 

•olecular d• aproxi.ada••nt• 2.6 X 106 dalton•• (Tannock y 

col• •• 1970) y ronsta 7433 nucl•ótidos, 

p•qu•«a prot•ina d•no•inada VPq •n •I extre•o 5' 

cols.,1981). 

(Kita•ura y 

Cn•o la iaayoria de los RNAs• eucarióticos •I RNA de 

Pnlioviru• pn••• •n s11 •xtr••n ~· una r•qión d• r•siduo• d• 41cido 

ad•nílico (poli-A), ••ha ••tt.ado qu• ••ta r•qión conti•n• d• 50 

a 125 nurl•ótido• (Ynqn y wt .. •r,1972). 

El RNM viral •• id•ntico al RNA cont•nido •n •I virión, 

(No•ntn y cnls.,1977) rarart•ristica •uy inusual •ntr• los RNA•• 

•ncontrado• •n las c•tula• •ucartótic•• dond• la iaayoria d• lo• 

••n••J•ro• c•lulare• y viral•• po•••n •n su •xtr••o 5 1 t•r.inal 

JA ••tructura •7GpppN d•no•inada •cap• (Abraha• y Coop•r,1975). 

Fsta ••tructura ha d••ostrado ••r en •ucho• rasos esencial para 

qu• ocurra lA tradurci6n (Ro•• y lodish,1976), sin ••bargo •I 

RNA. d• Poliovirus •• traduce sin la presencia de ••t• residuo 

(f~•kosh, 1977). 
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9up•rftci• c•lular. ta actividad rec•ptora de Polioviru• par•c• 

pwi•tir co•n un cn•pl•jo d• qlucoprot•ínas y lipoprot•ína• 

(11rClar•n,196A). Trabajos r•alizadns con ctlulas híbrida• de 

ratón hu.ano, e•tableci•ron que el cro•nso.a huinano 19, que 

apar•nt•••nte codifica una proteína de la •••brana plas-.ttica 

hu.ana, es esencial para la suceptibilidad de los heterocariones 

a la inf•rrión ron Pnlinvirus (Hill•r y cols.,1974). 

Fstudins iniciales d••n•traron qu• la fija<:ión inicial de 

lo• Poliovirus a las <:tlulas c;uceptibles •ra reversible si s• 

ll•vaha a <:abo •n frío (Fenwick y Cooper,19~2), y que a 

Prl ipse viral sobrevenía 

rApida•PntP (Hnlland,1962). 

Re<:i•nt•••nte s• ha d••ostrado q•JP durant• la fijación de 

Polioviru11 a 

<:nnfor.acional, que ocasiona en la partícula viral, la ptrdida d• 

la proteína int•rna VP4 y la ewtru11ión del 

proteína VPt. S• ha suqerido qu• el 

con la proteína VP4 •iristoilada, participan directa•ente en la 

fij;u:ión <tel virus a 13 •e•brana de la ctlula hospedera (Fil111an, 

O •. 1. y r n 1 e;. , 1 9A9) • 
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La •ínt••i• d• prot•ina ••p•cifica d•l viru• •• ll•va a cabo 

•n •1 ritopla••a d• la c•lula, •n qrand•• polirribo•oiaa• r•ci•n 

•int•tizados, ro•pu••tos d• 35 riho•oiaas a•ociados a una cad•na 

d• RNA.9 viral E•to• polirribo•o•a• 

viral•• r•••plazan co•pl•ta••nt• a los polirribo•o•a• c•lular•• 

qu• •on •A• p,.qu•P:o•. Oran part• d•l RNA. viral qu• •• produc• 

t••prana••nt• •n •l cirio infpccio•o •• incorpora •n ••tos 

polirribo•o•a• (L•vintow,1974). Pocos •inuto• d••pu•• de qu• una 

•ol•cula d• RNA. ha •ido lib•rada d• •u sitio d• •int••i•, ••ta 

•• a•ocia a un ribo•o•a. El polirriboso•a viral •• foriaa cuando 

da co•i•nzn la traducción d•l ••n•aJ•ro y •l ribo•o•a inicial •• 

•11•v• •n la dirección 5' a 3', p•r•iti•ndo la fijación de 

ribo•o•a• adicional••' •l proc••o •nt•ro de •n•a•blaj• requi•r• 

d,. ..-pro>ei-da•,.nt• 10 •in•1tow y la traducción de una •ol•cula de 

c•rca •inuto• (Huang y 

polirribo•o•a• ••p•cífico• d•l viru• ••tan fuert•••nt• unido• a 

•,.•brana• citopla••~tica• (L•vintow,1974t Caliguiri y Ta .. ,1970 

a.b.). 

Dif•r•nt•• r•port•• apoyan la id•a de que •xi•t• ónica••nte 

un •itio d• iniciación d• la traducción •n el RNAnl viral, al 

par•c•r, ••ta •• inicia •n un codón AIJO a 743 nucleótido• d•l 

P>etr••n 5' t•r•inal y continóa ha•ta un codón de ter•inación a 71 

nucl•ótido• d•l t•Nllinal (Dorn•r y col•.,l982t 

10 ta•ura y rol•., l<>AJ). 

La pri••ra •ugerencia de que alguna• prot•ina• viral•• •ran 
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(1968) 

moleculares d• la• 14 prot•ína• ••p•cífica• d•l viru•, que •llos 

d•tPctaban en ctlulas H•la infectadas con Polioviru•, •xcedía •n 

doble la capacidad codificadora del RNA• viral. Fut 

d• pulso y caza •tn 

vivo", quP alquna• proteínas virales eran precur•ora• de otras 

(l1a;7pJ y Ru-Prs,19i>A, Holland y Kiehn,1969). Por trata111iento de 

con a111in0Acidos an.\logo• (Jacob•on y 

e: o l " •• 1 970' ,l,.rotHlon y R;oltimore,19i<-.A), 2 i ne: (ButterMorth y 

Knr,.nt,1974) n inhibidnre<; de enzi111as proteoliticas (811cnm•rs y 

col•.,197?) ha podido •er detectada una qran poliproteína, que ha 

sido denominada N<'.PVOíl con 

247,000 daltones (Kita111ura y cols., 1981). Esta poliproteína 

representa el total de la infor111ación traducible contenida en el 

qennma viral, se cree que puede ••r el ónico producto prottico a 

p..,rtir del cual todas las otras proteínas específica• del virus 

se derivan (Jacnb<;nn y Raltimnre,1970). 

N<'.PVPOO e"t" nrqanizada en tres reqiones (ver Figura No. 1), 

la reqión PI, rodificada rerca del extre1110 5' del RNAlll viral, 

rnmprende las proteína• de la rAp"ide y sus prerur•ores (Tab•r y 

rnl<i.,1971, R11mmer" y 11ai>'el,1971), la reqión P?, que corresponde 

a lA parte rentr..,1 del qenoma, comprende una proteasa (Korant y 

función desconocida, y la 

reqiñn p:-;, rodifirada rerca dPl extremo :>;•, una 

proteA<;a (PAlmf'nherq y cols.,1979), VPq (Kitamura,1980) y la RNA 

viral (l 11ndq11ist y cols.,1974; Flaneqan y 

Ra 1 timo re, l 979) . 
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Y1>. quf' NCPVflfl no p•u•rlf' 'lf'r d .. t .. rtada "n r~lula5 inf•ctada5 a 

proc•'la•i•nto d• la rad•na polip•ptidica naci•ntf' ocurrir 

ant•" d• quP Pl ribo'ln- haya atrAvP!ladn Pl Qf'noma Pnt .. ro. s.. ha 

los producto" pri-rio!I dP la traducción Pl-la, 

P?-X y P3-lb, !I" originan por la acción d• alguna(•) prot•asa(!I) 

(Knrant y col!l.,1980), 

hidróli'li'I autocatalítica (l<ita11111ra y cols.,19Al). Por otra 

partP, "" ha d"mo'ltrado quP f'l d• 

PI-la y P3-lb •n producto" ••cundarios, P!J catalizado por 

codificadas por p} (Palm,.nb•rg y 

col'l.,1979). 
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IA sinte~is dP RNA viral proc•de de acuerdo a un patrón d• 

tie•po que ha sido bi6n definido, ro•ienza dentro de los pri•eros 

30 Minutos despu6~ de iniciada la inferrión, y continua a una 

velocidad se torna lineal (Balti•or•,1969) hasta que gradual•ent• 

r•sa alrededor d• las 7 u 8 horas despu6s d• iniciada la 

infección. 

Mediant• •l fracciona•iento de c•lulas infectadas gue han 

sido marradas con pulsos breves, se ha de•ostrado qu• el sitio de 

es una estructura for•ada por las 

rPpliración• (CAliquiri y Ta .. ,1970,a.b.). 

hasta ahora no se ha encontrado ninguna 

viral. l.a sintesis de proteína viral debe ocurrir antes d• que 

co•ienre la replicación, ya que ••ta requi•re d• proteínas 

viral•• reci•n sintetizadas. 

El co•plejo de replicación contien• una •ol•cula deno•inada 

RNA intermediario replicativo, que ha de•ostrado ser el sitio 

exarto de Ja replicación viral 

levintow,1974). La estrurtura de ha sido 

investigada de diferentes maneras, pero aón no est~ co•pletament• 

rlaro que estado tiene en las c•lulas infertadas. Estudios 

realizados "in vivo• (Tharh y cols.,1974) e •in vitro• (Oberg y 

Phi1lipson ,1971' Ralti•ore,19b0' Ralti•ore, 1969) han p•r•itido 



-10-

RNA d• cad•na senrilla, parrial•ente cubi•rta con 4 o 5 cad•nas 

en rreriai•ntn de RNA rn•ple111entarin, con rada cad•na naciente 

•mida al 

11111y peque«A y una •oll!rula de poli•erasa viral. 

Se ha propuestn que la r•plicarión d•l RNA viral pu•de 

llevarse a cabo de acuerdo al 

Alqunas •olllculas 

independiente. Posteriorment• ••tas •oll!culas funcionan co•o 

te•plados para la síntesis d• nu•vas •oll!culas d• RNA viral 

(Fenner y rols.,1972). 

fl •ndelo anterior s•1qiere la exist1Pncia de dos tipos d• 

Jnter•ediario Replicativo, unn involucrado con la síntesis d• 

cadenas de RNA ro•ple•entario (-) y otro con la •intesi• d• 

RNA cnn la polaridad original 

(l evintoN, 1974). fn apoyo 11 ••t11 hipótesis existe •videnci11 

qenlltira de que p11ede haber dos diferent1Ps for•a• de poli••rasa 

viral. Se han aislado •utantes sensible• a te•peratura que pueden 

sinteti~ar a•bos tipos de cad•na, ninqón tipo d• cad•n•• o 

ónira••nte radenas ro•ple•entarias (Coop•r y cols.,197lt Coop•r y 

col s • • J 970) • 

nos diferentes foraas de replicasa viral han sido halladas 

en ci toplas111a de cl!lulas infectadas con Poliovirus. 

Pri111era•ente se detectó una RNA poli•erasa viral d•p•ndiente de 

RNA, f111Prtp1111mte •inida a su te111plado (8alti111ore y cols.,1%3). 

Posterior••nte se logró purificar una RNA poli111erasa viral 
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dependtente de RNA y de un "primer" de Oliqo (IJ), que es capaz de 

sintetizar "in vitro" cadenas co•pletas de RNA complementario 

(Flan•qan y Balti•ore,1977). Se ha reportado que una proteína de 

infertadas, 

c""tali7an'1o h1 

capaz de substituir 

transcriprión "in 

al "pri111er" 

vi tro" del 

células no 

de Oligo (U) 

RNA viral 

factor 

del hospedero estA involucrado ron la iniciación de la sintesis 

di! r""denas de RNA (-) a partir de cadenas de RNA (+), y que la 

RNA poli•.,rasa viral estA involucrada con el alarqa•iento de las 

r""den""!< (O...,sq11pta, 198~). 

y,. que "'•has artividades enzi.Atir""s tienen en com<in un 

corresponden a dos diferentes for•as de una 111isma proteína 

(Flaneqan y R""lti•ore, 1979). 
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R• ha suq•ridn y apnyado pnr •vid•ncia •wp•ri••ntal qu• la 

fnr.aci6n d• partículas viral•• y la r•plicación d•l RNA viral 

snn prnc••n• acnplados qu• •• ll•van a cabo •n asociación con la• 

•••branas lisa• d• la c6lula (Caliquiri y "oss•r,197lf Caliguiri 

y Co•pans.1973). Aon nn •• connc• •l ••canismo d• transport• a 

trav6s d•l rual, 

ro•pl•jo• d• r•pliración, dond• •• cr•• ocurre la •aduración d• 

los viru4. 

fstutlio• 

sinteti7adn, co•i•n~a a •er •nrapsidadn •n particula• viral•• 

hasta las ? 1/? hnras d•spu6s d• iniciada la inf•rción, y qu• a 

4 hora•. •1 ?OS tl•l RNA tntal stnt•tizado ha sido 

Pnrapsidatlo. Ta•bi•n han d••o•trado qu• una •ol•cula d• RNA pu•d• 

••r •nrapsidatla pn ••nns d• 5 •inutos d•spu6s d• su sint••i•, por 

proteina viral pr••wi•t•nt•. Esta ólti.a conclusión ••tA basada 

•n •1 h•chn d• qu•, la inhibición d• la sint•si• prot6tca por 

rirlnh•wi•ida, no af•cta la v•locidad d• •ntrada d•l RNA •n 

partícula• viral•• (Balti•or•,Oirard y Darn•ll,1966). 

fl •n•a•blaj• d• lo• virus involucra una ••ri• d• •v•nto•, 

•••tiant• lns r11al•s, las prot•inas de la rAp•id• •e aqr•gan, •n 

•'itructura• •h~ ta•a;;o cr•ciente. ta• prot•ina• d• la c:Ap•id• 

rrnvi•n•n ti• 11n polip•ptido pr•c:•tr•or deno111inado Pl-la (ver 

Fiqura No.J) (.Jacoh•on y R.illti•nr•,191.9,a.b.). Este polip6pttdo 

•• ••rintl• en tre• prot•inas1 VPO, VPl, y VP3 (Jacobson y 

rol!>.,1970, s11-ers y ..... izel,19AA). CantidadP!I •qui•olare• d• 

••tas tr•s proteína• son ensa•bladas en unidad•• ••tructural•• 
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rAd<11 Vf'7 -.. .. ro•plPj<11 .. , q11p ,.,. lleq<11n a co•hinar r:on el RNA viral 

p<11r<11 for.<11r Pl virión ro•pleto. 

A pArti r dP l<11o; eo;tr11rtur<11" inter.ediarías que pueden ••r 

dPtert<11d<11c en r•l11la" infectada" con Poliovirus, •• ha d•ducido 

l"' o;pr11pnria de evPntos que "e llevan a cabo durant• la 

eorfnq•n,.ci" dPl virión . 

FJ pri•er Pª"º durantP 1<11 •orfnq•nesi,., "" la aqr•qación del 

polip•ptido pr•rur .. or de 1<11" protf'{n<11" de la c.tpside Pl-la, para 

fo1-.iar un pf'nt.!11111"ro qu• "edi•ent<11 a 14" (Watanabe y col•., 1962' 

PhillTp• y Fennel,1973). 

lln<11 Vl"7 for•<11das 1<11• particula" 14,., ocurre P.l proce•a•iento 

protPolitirn di" rada poltp•ptido precursor PI-ta para qenerar la• 

protPina'l Pstrurt11ral "" VPn, VPl y VP3. Lo" pent.i111eros e•cindidos 

(pArticuta .. 14o;) "'" <11qreq<11n p<11ra for111<11r una c.!ipside v<11cia ••table 

'l''" 'lPdi111PntA Aprn)(iead,.•Pnte a 7!5s y que ha •ido l la•ada 

prorAp~•ddP (.1,.rob,.on y Balti•nre,191.A' Phillip .. ,1971' Phillip" y 

fpnn•l,1973). 

FJ ciqui•nte ev•nto durante •l ensa•blaj•, •" la adición del 

RNA vir<11l a la pror.ipsid• para torear un nu•vo inter111•diario, •l 

provirión a 1:2511 y 

RAlti•orP, 1973). l.a conv•r•ión d• proc.tpside a provirión ta111bt6n 

p11Pdf' llPvarcP a rAbn "in vitro" (f•rn.Ande7-To111.As y cols.,1973). 

Fl RNA ront•nido •n •1 provirión es insen .. thle a la dig•stión con 

ribonurle..,.,,., A11nqu• 1,. partícula "" conv•rtid.11 f.Acil••nte tm 

pror4po;idf' y RNA librf' por trata111i•nto con FOTA (fP.rn.tnd•7-To•.A• 

y R<11lti111orP,1973). 

Fl Alti1110 """"º "" 1<11 111orfnq•n•si'l, invnlucr"" la conversión 

prntPoJ{tira df' 1<11 ..,.yor{a df' la'l proteínas VPO en la" prot•ina• 
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,.o;tr11rti1ral"'" \/P? y VP4, tt .. ndo luqar a la formarión de viriones 

F1 virión •aduro "'" insensible a una qran variedad de 

aq,.nt"'" qui•iros, incluyendo Pl SOS y el EDTA que desnaturalizan 

1 ns rrPruro;nres estrurturalf'" llltimo 

protf'nlitirn tff'hf' r11usar un qró!ln ra•bio rnnfnrmarional 

rAro;; tt .. 1<1 r,111rt:í ruló!O viral (.l<1rnhsnn y Ral ti•nrP, 1968). 

en la 

1~ .. v .. 7 quP ha nrurrido la •"duración de los viriones, estos 

snn la •"'•hr<1n<1 c .. lular. Estudios 

r,.,.li7adns rnn •irroscopia elprtrónica han suqerido, que l• 

prnqPniP viral puPde ser la c~lula hospedera, a 

.. abrir'<e al espacio extracf'lular (Dunnf'hacke y cols.,1969). Por 

ntra f'Arte, 

.- .. nt i tfadP'< df' vi ruo¡, 

la poo¡ibilidad dP que qrandes 

libf'radas de fnr.a discontinua, 

vtru'< (DunnPhArkP y cols.,1%9) n rnr liberación dP cristales de 

virinn"'" (Oal .. s,19~~). 
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la adsorción de las partículas virales a la 

cl>lula hospedPra sohrevienP el período de eclipse. Durante este 

pPríodo no PS posible rPcuperar partículas infecciosas estables y 

sólo Alct11nos productos e<;pecífi.-os del viru~ 

Sin P•bArqo PS <t11ri!lnte PstP período cuando el virus 

siqnificativa el •etaholis•o de la c~lula 

(Reknsh,lq77). 

d.I. Inhibición d• la •{nt••i• de prot•{na c•lular. 

la infPrrifln <te rl>l11lac; Hel.<1 ron Poliovirus induc• una 

rApida y ro•pleta inhibición de la síntesis d• proteína celular. 

Dentro d• las 3 pri•eras horAs del ciclo infeccioso, la v•locidad 

de o;{ntPsis prot~ira cPlular dPrae a r:erca del 501' •n r•lación a 

final d• 

la• :-.: horas <tesrH1#>s de inir:iadi!I la inf•rr:ión la •i!lyorí.A de las 

protPinas sinteti7adas son esper{fir:A'> del virus (levintow,1974). 

la inhibición dP IA sintesis dP proteína r:•lular es paral•la a la 

dpsaqrPqAción qradual 

Pnsa•hlajP qr..,d11al dp 

qrAndec; (Pen•<1n y rols.,lqf...~)-

qu• son •Als 

1.a inhihiri/ln de IA síntesis de proteínas d• la c~lula 

Pnlinvirus es irr"'l<iiAdn rnn lu7 11.V. antPs de 

virus, pero si 

Si • I q1mo•a dP 

inf.c-:tar a las 
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rl> 1 111 A o¡, no .... oho;prva la la traducrión del 

lu7 11.V., orasiona entre otras 

alterarionPo;, lA for...,rión de de uridina en el RNA, 

h 1 oq•H~<"lndo de esta ..,.nera su traducrión 

Fhrenfeld,lq77) .. Si las cflulas son infectadas en presencia de 

se reinicia la 

proteín<"I a nivelPs se•ejantes a los de las rflulas control, por 

orurra la inhibirión de la síntesis 

dP proteína relular .. Por tanto si la traducrión del virus es 

evitad._, no sP foNaa el s••p11estn inhihidor viral de la sintesi• 

prot•Hra rPl11lar (P•n.,.n y S•t-Pro;, 1%~) .. 

At"in no •c;tAI rlarn q11P produrtoo; Psperificos d•l virus son 

nerPs .. rios ""'r"' produrir Pl efecto inhihitnrio .. Se han aislado 

Poliovir11s sensibles a te•pPratura, 

dPfPrtfvoo; Pn J.ioi T'rod11rrión dP proteínas estrurturales, que son 

inrapares d• inhihir 1"' tr..,durrión d•l hospedero "' t••peratura no 

pPr•i•iva (Steiner-Prynr y Cooper,Jq73) .. Sin e•barqo, ta•hifn se 

ha r•port<"ldn qu• la 

Polioviruo; dP interferenria defl!'rtiva qu• carecen de un seq•ento 

dP RNA q•IP rndi fira rerra d• un la proteína 

eo;tr111rt11r<11 l , o;on tan efertivao; rn•o loo; virus dPl tipo silv•stre 

p.ioir"' IH"<11sinn""r la inhihirión de 1 .. tr"'durrión del hospedero (Cole 

y R.ttlti•nrP,1q7~). 

nurant,. lA infPrrión ron Poliovir-uo; ""ha '1P•oo;tr-ado qu• los 

JlNAo¡• r•lularpo¡ no o;on dPqr"'dadno¡ (1 PihnNi t7 y PPnman, lq71 f<:olhy 

ni (FPrn.Ande7 

M11fl:n7 y Oi!lrnPJJ,1q7~) y que o;on funrionalP!I ruantfo son e>etraído'l 

dP las rl>l11Jao; infPrtadao; y 11s .. ttno; en sist••as d• tradurrión "in 
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<K ... 11f•"n y rol e;. , 1 '976 f Fhr1mf• l 11 y 1 und, 1977). 

Fn r•lulac; infprtal1ac; ron Poliovir11s no SP fnr•an co•pl•Jn• 

11.. iniri..,.riltn rnn loe; RNAc;i11 r•l11larPs, l\nica••nt• s• fo.-.an cnn 

1 ne; ~Ac; (+) viral,.c; 

iniri,.rión dP h1 tradurrión. 

Ehr•nf•ld y 

bloqu•n d• 

ll•va a cabo a niv•l d• la 

••ranis•os para •xplicar •I f•nó••nn inhibitorio, d• •ntr• ••tos 

p•1•d•n citare;• los siqui•nt•c;r con has• •n •studins d• bloqu•o d• 

IA iniciarión 11• la sínt•c;is prnt•ica ron ••din hip•rtónico (Nuss 

y rnls., 197?1 8abnrín y rol.,1974), 

inf•rrión ron Pnlinvirus ocasiona 

(199~) •ncontrarnn qu• tanto •l 

e; i 110 inhibida. 

ac1111•u 1 ar i ón 

inhibición <h~ 

11,. prnt•fnas 11• Pnlinvirus. 

una 1.1lt•ración •n 

la 

la 

SU VPZ 

(1983) ha 

catión y 

la 
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Si n e•barqo ya que 

infecrioso orurre una alteración en la 

pPr•Pahilidad rPlular, no se ha exrlutdo la posihtltdad de que 

tPnqa q11e ver ron lo11 inhibición de la traducción 

dPl hospedPro a tiempns tardios. 

lln.'I de 

Pxperi•ental 

iniriarión, 

que h.'I recibido .ayor soporte 

tnvnlurra la tn11ctiv11ción de un factor de 

nPcesarin p;ior11 l;io traducrión de lns RNAs• celul•res, 

pPro nn par11 l"' tr .. durción dP 

Fhrenfeld (l97A) utili2ando siste-s de tradurción "in vitro", 

h11n de•nstrado que los f;iortores de iniciación -'lisl•dos de c•lulas 

la iniciación de la 

traducrión en polirrihnsn•as que r:nntienen RNAm r:elular endógeno, 

la iniciarifln la traducción en 

poHrrihnsn•as que rnntienen RNA. vir;1l endóg•mo. Una preparación 

iniciar:ión proveniente de r•lulas no 

infPrt .. d .. s fu~ r:"'pa2 de prn•nver la iniri•ción de la traducción 

tantn de RNAs• rel11l"1res rn•n de RNAs• virales. Fstas evidencias 

suqiriernn que Jns fartores de iniriación durante la infección 

rnn Pnlinvirus hahian perdido la rapacidad de reconocer los RNAs• 

"ruhiPrtos" 

(M?Rppp). 

Se ha ru1rifirado una actividad que restaura la traducción de 

los RNAs• ron nc,..p", y se h.'1 de111ostradn que se encuentra asociada 

que se une al "cap" (Sonenberg y 

y rols., 1980). 

Pnrontrfl q11P restauradora era lAbi l (Trar:hsel y 

rnls.,19AO) y quP Pra una proteína de :?4 Kd (Sonenberq,lq78). Al 
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J"AI" .. ,... ...... JA lnfp,.-,.-jón ron Poliovir-11s orasiona 1<1 t1isnriarión dP 

P<>ta prnt•ín<1 dPl rn•plpjn •ayor dP tactor-Ps dP iniciación 

(Fhr-PnfPld,19A2). No "" ha dPt .. r•inado si 

rA11<1AdA por 11n produrto •<1pPr:{ ti en di! 1 vi rus. 

d.2. 

la disociación l!S 

cflula 

l.A <1ínt .. sis d• llNA c•lular es ta•hil>n inhibida durantl! la 

inferrión ron PirornAvirus, PPl"O 

sPver-ent• tflJP IA síntl!sis d• RNA relular (Hand y Oblin,1977). 

IA ..,.yoríA dP la PVidl!nria disponiblP apoya la idea di! que l>sta 

inhibirión nr:11rre ro1110 un pfpr:tn 4•r:undarin d• la inhibición d• 

lA síntP4is protl>icA 

1evintnw,1974). 

hnsp•dPrn (Hand y 
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ocac;iona r4pida inhibición d• 

ha •ido 

1P!lt11diado, •• poco lo qu• •• conoc• ac•T'C'.a d•l ••cani••o d• l• 

inhihirión d• la!'; funcion•s nurl•ar•s d• la r:•lula inducido por 

Pl vt ruc;. 

F!l;t11dio• previo!'; han indicado qui!' la inhibir:ión d• la 

5intPc;i5 di!' RNA r•li11Ar no 1!15 d•hida al <i•crl!l•Pnto Pn la poza de 

prPr11rc;orPc; (PlaqP•Ann,1971), ni a la destrur:r:il'm dPl t••rlado d• 

DNA (Holland y PPtPrc;on,l'*-4), ni a la rApida deqradación d• los 

PNA protfurido§ (Fr .. nklin y r:ols.,19621 Colby y rols.,19741 

FPrnAndP7-Hu;;o7 y ro}!!;.,1'976). 

Fl ••rani!';•O tf• la inhibición di!' la transcripción del 

ho!!;pl!ld•ro •sta c•rart•rizado por un• r4pida r•rdida d• la 

h•t•roq•nl!lo nucl•ar), un d•cai•iPnto •ucho .As l•nto d• l• 

.. .-tivitfad d• la RNA poli••rasa 1 {qu• sint•tiz• •l RNAr) y ningón 

ca•bio apar•nt• •n la •ctividad d• la RNA poli••rasa llJ (qu• 

sintPti7a Pl RNA ~s y .. 1 RNA. (Hill•r y PP.nhnP.t,1972• Sossart y 

rols.,19A4). 

F>cpP.ri••ntos rP.Ali7ados ron Poliovirll!I; y otros Picornavirus 

la 

ron Polioviruc; "" ha dP•ostrado qu• l• actividad di!' la RNA 
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TT 

P"'r,. lueqo c;P.quir derayendo, a 

li!ic; ? hs poc;t infP.rri(m la artivi'1ad hi!i deraido a un SOS en 

r .. l<1riftn a 1<1 P.nrnntrad<1 Pn r~lulac; normalec; y a lac; 3 hs 

poc;tinfPrrión un '90S de la artividad dP la RNA pnli•erasa 11 c;e 

inhibid,. (Crawford y colc;.,1991; Florec;-Otero y 

cnls.,l~). 

l~n de loe; blanroc; del •ecanic;•o inhibitorio parecerían ser 

TI del hoc;pedero. ta RNA 

pnli•P.rasa JI purifirada a partir dP. una qran variedad de c•lulas 

de una •P.71"'.l ... dP tres distintas 

s11bP.,.periP.s, ltP.no•ini!idac; JJO, JJA y ITA (para una revisión ver 

y rnls., 1975). 10 

.. 11tu1n i dad P.e; y di f i .. rP.n P.n li!i <1parente •asa molerular de su 

s11h11nid<1d •A" qrandP. (TJO ?40,000 da, llA ?14,000 da, llB 180,000 

tPrnera). l.a c;ub .. specie de la 

1... rrn .... tinA rP.lular y viral 

(Rarthnlo•"'N y rols.,1986, Oarría-Carranra y rols.,1986). 

R .. rtP.nte•ente se ha reportado que en c•lulas Hela infectadac; 

ron Polioviru,., la inhihirión d., la síntP.c;is d., RNA. celular 

rninrid., ron la •odifirarión de la RNA polimerasa 110, que es 

aparP.nte• .. nt ... la forma d., 1,. Pnzim<1 tranc;rriprionalmente artiva 

"in vivn• (R,.n.,el y rols.,19A7) y, que ~c;ta •odificarión, parere 

c;er dP.pP.ndiP.nte de Ja ,.íntesic; y proresamiP.nto dP. proteína viral 

(Ran.,el y rols.,19AA). 
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la infección, va di••inuyendo el 

alarqa•i .. nto de radena• (Apri .. tti y Penho•t,1978t Flores-Ot•ro y 

rnls •• 19R?). 

P11ede derir<>e que, de acuerdo a lo<> dato<> reportados ha•ta 

el •uy probable•ente, el virus inter•ctlla con 

req11l<!lción de lA síntec;i<> de RNA del 

iniciación de IA trAn'lcriprión. 

ho•p•dero a niv•l de 

l• 

la 

Fl ec;tableri•iento de •i•t••ac; de tran'lrripción •in vitro• 

para el •c;tudio d• la •ínt••is d• RNA, ha con•tituído un 

desarrollo •uv importante para l• •lucidación de lo• ••canis111os 

de rontrol tran\llrripcional y de expresión qen~tica en loe; 

fc;toc; c;ic;te.ac; libres d• c"lulas, han 

proporrion.'ltdo un<'!! nueva aproxi.arión para elucidar el •ecani••o 

de la inhibirión de la c;íntesis de RNA r•lular inducido por 

Polioviro\11. 

Alq11nO<; e<>t11di ne; han reali7ado con 

trA<>rriprión •¡n vitro• que rnn'listen bAc;ira•ente de •xtractos de 

r"lula" rn•pletac; n de extrartn\11 ritnplastnAticos, que inician 

'lelertiva y ex<'!lrta•ente la tran'lrripción, •obre te•plado• de DNA 

exóqenn que contienen un pro•otor eucariótico. 

Fl c;iste..,. de transrripción ªin vitro• desarrollado por Weil 

(1979) ron<>iste de un extracto citoplas!Rático (S-100) que 

11 y d• un te•plado de 

tran•u:ri rr i ón •in vitro• desarrollado por 

HAnley (19AO) ron<>i<>te de un extr<l!lcto de c"lulas co•pletas 

(extrarto de ""nley) que requier• de la adición de un te•plado de 
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JlNA y de lns 4 ri~nnucl•ótidns n•r.e•arins para ia tran•cripción. 

En In• stste.as antes •encionados, se h4I utilizado 

tran'>r.ripción tardía d• Adennvtru•-2 debido a que esta posee un 

pro•ntor f111Prt1P, '"' dech•, que •• acttva•ent~ transcrita por la 

RNA pnli•era'>a JI, y a que utíli~a lns factores d• la c•lula 

hospedera, para ;su tr.!lnsr.ripción (Price y Pen•an 1 1972t Wallac:I! y 

Katf's, lQA?). 

untd~d transcripción tard{a d• 

Adennvirus-? cnntentendo •l prn•otor, han sido clonado• •n 

pRR:J??. la utilidad de l!stos plAtsaidos radica P.n qu• a partir d• 

P.llns, Mf'diant~ en7t.as de r•stricci6n, es rosibl• obtP.ner 

te•plados de nNA de lonqitud definida quP., al sP.r P.nsayados en un 

cuando se analiza •l•ctroforesis, 

cuantlfirar la iniriacil\n •>eac:ta de la tranccripci6n. 

RP. ha de•ostrado que "in vitro•, la RNA poli•erasa 11 

purificada, por si sola, 6nica•ente puede transcribir de .. n•ra 

a7arosa lns te•plados di! DNA e>eóqeno, y que para que •• ll•v• a 

raho la tran~rripc:f6n especifica a partir del prCNtOtor, el 

"iste.... debe ser suple•entado con factores que •• encuentran 

presentes en ~wtrartos rrudns prnvententes de c•lula• noNaal•• 

(Wei1 y r.nls •• lQ7q). 

Con el 

especificidad d• la tran•cripci6n •tn vitrn• se han realizado 

fra..:ciona•ientos cro .... toqrAlf-icos de e>etractos celular••· "ediante 

rroeatoqrafía se han loqradn ••parar 5 diferentes fraccione• 
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que al ser 

atHrionadas a un sist:e.,. de transcripción "in vit:ro•, hacen 

que se lleve a rabo la iniciación exact:a de la 

trAnsrri rr i fin "' part: ir d .. l pro•ot:or t:ardi o de Adenovi rus-2 

(Kllt:sui y cols.,1980t Sa•uels y cols.,1982t Oynan y Tjian,1983t 

Fire y cols.,19A4t Moncollin y col.,1986). El papel exact:o de 

todos los fact:ores de t:ranscripción present:es en est:as fracciones 

altn no es ronorido, aunque hay evidencia directa e indirect:a de 

fart:or .. s int:erart:ltan con secuencias 

part:irulares de nNA d .. nt:ro del prn•ot:or (Cart:hew y cols.,1985; 

!'>JIN.11qndn y rnls.,19A5• Oavisnn y rols.,19A3• Fqly y rols.,19A4t 

y 

rnls.,19A7). Reri .. nt .. •ent: .. se ha r .. port:ado la purificación de un 

factor d.. t:r11nsrripril'ln qen .. ral que se une 11 la RNA pol i•erasa 

IT, p11ra for•ar un ro•pl .. jo .. stahl .. y qu .... s requerido para la 

tardío de 

Adenovirus-2 (PMT-Adeno-2) (Xin-Min Zhenq y cols.,1987). 

Crawford (1991) y Kti .. wer y Oasqupt:a (1988) han de•ost:rado 

qu .. la inhibirión de 111 t:r11nsrriprión inducida por Poliovirus 

ru .. de sil!'r ll!'c;t:udiada •tn vit:ro•. Fn ront:rast:.. ron lo• ext:ract:os 

ri t:oplas-.tt:irns oht:il!'nidoc; dll!' c4Hulas Hel a bajo inferción fingida, 

los ext:rartos nht .. nidns d .. c•lulas infert:adas cnn Polinvirus 

f11ernn i nr.i:tpareo; d .. prn•nv,.r la t:ranc;rri pr i ón mediada por la RNA 

PMT-Ad.,no-?. la adición de una 

frarrión d .... xtrarto ritnpl11s•Aticn no infectadn (obt:il!'nida de un 

frarriona•ient:o conteni .. ndo fart:ores 

tu• rapa7 de 

1 a t:r .. nsrriprinnal 
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'lll• •1 fartor d• la tran•rriprión, qu• ropurtfira con •1 factor 

tran"lrriprional TFIID, P"ltA inartivado •n lall c•lula• H•ta 

inf•rtada"l ron Poliovirull. ElltOll rPllultadoll lluqi•r•n qu• uno o 

•A« fartor4Pll, r•qu•rido• para la iniciación e•pecifica d• la 

tr .... n"lrriprifln, ll4P encuentran tnactivado• en las c•lulall Heta 

inf•rtada"l ron Polioviru"l. 

Aunado a la• evidenr:iall de Modificación o inactivación d• 

factor•• ••pecífico• d• la iniciación de la llint••i• d• cadena• 

inhihidor viral d• la tran•rriprifln c•lular. F11ta po•ibilidad, lle 

funda••nta prinripal••nt• •n •1 h4Pcho d• que "lf! r•qui•r• de la 

tradurr:ifln d•l q•no- d•l viru"l para que ocurra la inhibtrión de 

1"' tran"lr:ripr:ifln d•l 

n"'tura1•7a •warta d•l inhihidor viral, no ha !lido atm 

d•t•.-.tnada. liptdo"l o lipoprot•ina"l (Hoy Wa•hinqton,1971) a•i 

rn•o (Balandin y Franklin,1964' 

F•rn•nd•7-To.t"l,19R2' Ro"lllart v rol•.,1982,1984f Jturriaqa,1'*'4f 

Nfl~ez,1~), han •ido po•tulado• co.o el (loll) ag•nte (•) 

inhibitorio (ll) de la tran•crtpri6n celular. 

Fc;ta hipflt•"li"l •e •ncu•ntra apoyada por la• evidencia• 

oht•nida"l d• ••t11dio• realizado• ron •n"layos de tran•cripci6n •tn 

vitrn• qu• r•q•1ier•n d• nflrleo"l purifiradoll. Se ha de•o•trado qu• 

lA pr•incuharifln <te nócl•oll ai•lado• d• c•lula• no.-...1•• con 

•xtrar:to"l ritopla•.tticoc; prov•ni•nt•"l d• c•lulas infectada• con 

Pnlinviru-., ind11r• una inhihirifln "lel•ctiva d• la ar:ttvidad de la 

RNA poli••ra•a JT, y una ar:11•11lo111cifln de proteína!' viral•• •n •l 
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intPrior dPl núr.ll"n. F•to'I r••ultado'I han 'lllQPrido qu• producto• 

vir.::111"'>, f"rP"11•ihlP1111"nte prot•ína• virale•, deben penetrar en el 

n(1r.lPO "" actividad inhibitoria (Bo••art y 

r:ol'>.,19A?,I9A4). 

Fn apoyo a lo anterior, 

la .. .-11111ul.::1r.ión de protPína• vtra]pq en el int•rior de Jo• n6cJeo• 

dP r.{llulaq infPctadi!I'> ron Polioviru4 (FPrnAndez-TolmA•,19821 Bienz 

y rol'l.,19A?' Ro••art y col•.,1982•1994) y que 'lu aparición en el 

núcl•o coincidP ron el inir.io de la inhibición de la 

tran•cripción d• 1.::1 c{llula ho'lpPdera. 

1.a'I Pvid•ncias particulares de la existencia de un inhibidor 

viral en las que se encuPntra ba•ado el prPsente trabajo •on la• 

siquient•'I: 

RP ha dPmo•trlldo que tllnto •n •l núcleo r.01110 en el 

con Poliovirus, hay una 

llr11111ulación <fp •ma proteína dP llf"rowi111ada111ente 35,000 da que 

presPnta una llltll afinida<t por la era.atina. F'.l hecho de que •sta 

prot•ína "" enr:uPntrP Onira111entP Pn c•lulas infectadas y de que 

PMhiha una .... 1ta ... tinidad por el J>NA, 'IUqiere b.Asir:a111ente, que se 

•nru•ntra invnlur:rada •n el 111f!'r.anis1110 de la inhibición de la 

tran'lr.ripr:tón dp lll r:{llula ho•pedera (NO«ez,19A5). 

Por otra partf!', ••tudios realizado• r.on un siste111a de 

tran•rripción •tn vitro• que inicia especifica111ente y que es 

df!'pendiente d• ONA •wóqeno han proporcionado imAs •videncia de la 

Pxtrllrto r:r11do de r:{I J ul a• H•l.a co111p J Pta• ( •wtracto de "-an ley), 

lo"> d rihonurlPótido'i requerido"> para la trlln'ir.ripción y un 

tP•f"l""dn dP ONA df!' AdPnoviru•-2 qui" contiPn• Pl pro•otor tardio 



(PMT-Ad,.no-?). 1 a obtPnr i ón de la 

r .. stric-rión d'"l plAs•ido pi.AX (obo; .. quio del nr. Tjian, Berkeley, 

C" l • ) que conti .. ne un fraq•ento de la unidad de transcripción 

15.5 a 19.5u en el cual s• 

ln.- ... 1 iz,.. .. 1 prn111ntnr (vl"r Fiq•1r'l Nn. ?). 

trano;rri pe i tln 11 in vitro• ""' de•ostró quP, ruando se incuba en 

ino;tancia .. 1 de DNA cnn un ewtracto 

ritnplasdtiro obtf!'nidn di" rlolulas Hl"l.a infectadas ron Poliovirus 

transcriprión 

K:lnl,.y) nn infertadn, .... obsPrva una inhibirión de la 

sin P•hargo, 

SI" de•nstró ""'" ~li la s .. ruencia de incubaciones se invierte, esa 

inhihirión no se deterta. 

[stns resultados sugieren que un factor presente en el 

extrae-to ritoplas•Atico infertado, 

rf!'queridn para iniriarión especifica de la transcripción 

pr .. s•ntl" en Pl ewtrarto d• H.itnlPy no inf .. rtado, por una secuencia 

pro•otora o por un sitio rerrano a losta (lturriaqa,1994). 
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•· Obj•tivos. 

En base a los datos presentados y a las evidencias 

particulares antes •encionadas los objetivos d•l pres•nte trabajo 

fueron1 

1) Det•r•inar si hay asociación de prot•ána de Poliovirus al 

DNA (frag•entos de 1568 p.b. conteni•ndo •l pro•otor tardío d• 

Ad•novirus-2), cuando tst• se incuba condiciones de 

transcripción "in vitro", con un eMtracto citoplas•~tico 

proveniente de ctlulas Hela infectadas con Poliovirus. 

identificar •ediante el•ctroforesis en acrila•ida, 

proteínas asociadas. 

fin de 

la o las 
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" A T E R I A L E B 

a.1. "-t•rial biol69ico. 

B• trabajó con •1 pl~••ido pLAX (Aillp~), clonado por w. Dynan 

a partir d•l pAl •n •l laboratorio d•l DR. R. Tjian d• la 

Univ•rsidad d• B•rkel•v. CA., E.U.A., qui•n lo obs•quió al Dr. 

Patricio Gariqlio d• este D•partamento. Est• pl~s•ido s• propaqó 

en la hacteria Escherichia coli cepa H9101 r-•-rec A-Amp~. 

fl virus de la polio•ielitis tipo I (Mahoney), pasaj• 28 de 

su propaqación •n el laboratorio del Dr. Carlos Fern~nd•z-To•~s, 

f•t• obt•nido del lahoratorio del Dr. David Ralti•ore del 

Instituto T•cnolóqtco d• '1assachu••tts (".J.T.), E.U.A •• 

las c•lulas Hela (d•rivadas de un carcino.. de c•rviK 

uterino, CCl 2-ATCC, •• adquiri•ron de la A•erican Type Culture 

Coll•ction (ATCC) y se propaqaron en el laboratorio a una 

d•n•idad de 3-6 X 10• c•lulas/•l. 



e.2. R•ecttvos. 

El Tritón X-100, Ditiotr•itol (DTT), H•p•s, Clora•f•nicol, 

B--...rc:apto•tanol, Tris-Bas•, Tris-HCl, Acido Bórico, Alb~•ina d• 

Su•ro Bovino (BSA), A.ino•cidos No 

A!Rpicilina, Glicina v Azul Brillant• d• Coo•asi• •• obtuvi•ron d• 

8t9.a Ch••icals Co. (E.U.A.). 

El Azul d• Bro•of•nol, Xil•no d• Cyanol, Bro•uro d• Etidio 

(EtBr), F•nol Ultrapuro, P•rsulfato d• Amonio (PSA), Cloruro d• 

C•sio (CsCl) v •l TF"ED •• obtuvi•ron d• BRL (E.U.A.) . 

Fosfato Sodio 

"onob••tco Dihidratado (NaH2P04.?H,..O), Ac•tona, HidróMido d• 

Sodio (NaOH), Cloruro d• Sodio (NaCI), Jsopropanol, Cloruro d• 

"aqn••io H•ptahidratado ("qC1 2 .7H20), Glic•rol, Cloruro d• 

Potasio (KCl), Fosfato d• Sodio Dtb•stco (Na:aHP04 ), Fosfato d• 

Potasio "onob•sico 

(Cu8() •• !5H,..O), "•tanol, Acido Clorhidrico, EDTA y •l Acido 

Tricloroec•ttco (TCA), fu•ron obt•nidos d• J.T. Bak•r <"•M Co.). 

la Acrila•ida, ..,., "•til•nbisacril••ida, Agarosa y •l 

Dod•cil Sulfato d• Sodio (6D5) •• obtuvi•ron d• BDH (E.U.A.). 

la Bactotriptona, Extracto d• l•vadura v Casa•ino•cidos 

fu•ron obt•nidos d• DJFCO (E.U.A.). 

El Etanol Absoluto, Tolu•no, Sodio 

(NaCaH..02-~20), Acido Ac•tico Glacial v •l R•activo d• F•nol 

(Folin) fu•ron obt•nidos d• "•rck <"•xico). 
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La Urea y la Sacarosa recristalizadas se obtuvieron de 

Schwartz-l'lann (E.U.A.). 

La Penicilina O Pot~sica y el Sulfato de Estrepto•icina 

fueron obtenidos de Far•ac•uticos Lakeside <"•xico). 

El Floruro de Fenil l'letil-Sulfonilo (Pl'ISF) se obtuvo de 

Bethese (E.U.A.). 

El PPO fu~ obtenido de Packard Co. (E.U.A.). 

El precursor radioactivo l'letionína3 •S se obtuvo de Amersham 

(Inglaterra). 

El "•dio l'líni•o Esencial (ME") tu• obtenido de OIBCO 

laboratories, Inc. (E.U.A.). 

El Suero Fetal de Ternera se obtuvo de Biocel (l'l•xico). 

Las bolsas de di~lisis se obtuvieron de Spectru• l'ledical 

Industries, lnc. (E.U.A.). 

El papel What•an 3..,. se obtuvo de What.an (E.U.A.). 

La Bepharosa 48 de Phar.acia Che•icals (E.U.A.). 

las enzi•as de restricción Ava 1 y Ba• HI de Biolabs 

(E.U.A.). 



12o•c durante 20' • por filtr•ción (EF) a tr•v•• d• 

•••brana• "illipore HWPA (0.22 u"), •• guardó a te•peratura 

a•bi•nt• (TA), a 4•C (TF), o •• conq•ló a -20•C (TC) co•o •• 

••~ala •n cada •olución. 

"•dio Luriar 10 q de Bactotriptona, 5 q de Extracto de 

levadura, 10 q d• NaCl y 1 •l de NaOH 2 N. Atorar a 1 lt (EA) y 

(TF). 

"•dio Super Broth1 33 g de Bactotriptona, 20 g de Extracto 

de levadura, 7.5 q d• NaCl y 3.5 •l de NaOH 10 "· Aforar a un 

litro (EA) y (TF). 

Solución 11 !50 MH Gluco•a, 10 MH d• fDTA pH 8 y 25 .,.. de 

Tri•-HCl pH 8 (FA) y (TF). 

Solución 111 0.2 N de NaOH y SDS al IS (EF) y (TF). 

Solución 1111 3 " d• Acetato de Sodio pH 5, 24.48 g de 

NaC:aH:s02.3H2 0 M~• 6.89 •l de Acido Acttico Glacial. Ator•r 

a 100 •l. El pH debe qu•dar a 5 (checarlo) (EA) y (TF). 



Buff•r T-E1 10 ... d• Tris-HCl pH 7.4 y l ... de EDTA (EA) y 

(Tf). 

Isopropanol saturado con T-E/CsCl1 pr•parar una •oluci6n d• 

C•Cl al 40S •n buff•r T-E. Saturar •l i•opropanol con ••t• 

•oluci6n. 

Buff•r Tri•-Borato• (lOX) 1 89 ... d• Tris-Bas•, 89 1111"1 d• 

Acido Bórico y 2.5 ... d• EDTA. Ch•car qu• •l pH ••• d• 8.3 (EA) y 

(Tf). 

y 10 MH de FDTA (EA) y (Tf). 

Colorant• Blu• Juic• (lOX)• Ficoll (tipo 400) 30S, EDTA 50 

-" pH 8, Azul d• Bro•of•nol al 0.25S y Xil•no d• Cyanol al 0.25S. 

Buff•r Cor• (lOX)1 ~ 1111"1 d• Trts-HCl pH 8, 100 ... d• "gClz 

v ~o -" de NaCI . 

Solur:iones de Sacarosa al S,J0,20,50, y 60S para gradientes 

(w/v)1 Ja Sar:arosa s• disolvió •n 20 111'1 d• Tris-HCJ pH 7.9, 20 mM 

d• EDTA, 200 1111"1 d• NaCl y O.IS d• Sarkósyl (EA) y (Tf). 
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"F" (2X)1 Para un litro de •edio •ini•o •••ncial dos v•c•• 

concentrado •• di•u•lven do• •ohr•s d• •edio liofilizado (OIBCO 

laboratories) en 900 •1 de agua bidestilada •sttril, ••agregan 4 

q de Bicarbonato de Sodio. El pH •e ajusta a 7.4 con NaOH " 

(Ef) y <TF>. 

Solución de Amino.ticidos no Esencial•• (lOOX)1 

COttPONENTE CC.CENTRACION (•g/lt) 

l-Alanina 

L-Asparaqina.H2 0 

l-Asp.irtico 

1.-Acidn qlut.ti•ir:n 

1.-Prnl ina 

l-Serina 

1.-0licina 

890.00 

l~.00 

1330.00 

1470.00 

l 1!50.00 

l~.00 

7!50.00 

Di•olver en agua bide•tilada. Ajustar a pH 7.3 y atorar a l 

litro (EF) y (TC). 

Solución de Gluta•ina (lOOX)1 Para un litro, disolver 29.4 g 

de L-Oluta•ina en 900 •l de aqua bide•tilada, ajustar a pH 7.3 y 

aforar a 1 litro (EF) y (TC). 
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Soluci6n de "•tionina (lOOX)1 Para un litro disolv•r 1.5 g 

de l.~etionina en 900 •l d• agua bid•stilada, ajustar a pH 7.3 y 

atorar a 1 litro (EF) y (TC). 

Solución de P•nicilina-Estr•pto•icina (lOOX)1 Para un litro 

disolver 7.~ X 10-- unidades d• P•nicilina O Pot~sica y 5 g d• 

Estr•pto•icina •n 900 •l d• agua bid•stilada, ajustar a pH 7.3 y 

atorar a 1 litro (EF) y (TC). 

"E" (l X) 1 Para1 

concentrado •• ••Pl•an 450 •l d• "E" (2X) ••t•rtl, 20 •l d• una 

Solución d• Penicilina-Estrepto•icina (IOOX), 100 •l d• Suero 

Fetal de Ternera (laboratorios Biocel "•xico) y 10 •l de Solución 

de Amino~cido• no Esenciales (lOOX). 

"•dio de lntecci6n1 Es el •edio •ini•o esencial ("E" lX) 

sin, Gluta•ina, "•tionina, Penicilina, Estrepto•icina y Suero 

(EF) y (TF). 

Buffer Hipotónico• 10 ... Hep••, 10 ... KCl, t.~ ... "9Clz y 3 

..... d• DTT. Aj•atar el pH a 7 .9 (EA) y (Tf). 

Buffer Hipert6nico1 300 -" Hep•s• 1400 lllt1 KCl y 30 111'1 "gC1 2 • 

Ajustar a pH 7.9 (EA) y (TF). 

Ruffer R'1 50 111'1 Tris-HCl pH 7.9, 100 -" NaCl y 0.2 ... de 

OTT. Ajustar a pH 7.9 (FA) y (TF). 
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Buffer PBS1 Para 1 litro disolver 8.4 g de NaCl, 0.2 g de 

KCl, l.l~ q de Na.HPO. y 0.2 g KH,.PO... El pH se ajusta a 7.4 (EA) 

y (TF). 

Buffer "-nley IV1 25 _.. Hepes, 100 ... KCI, 12 _.. "gC1 2 , 0.5 

_.. EDTA, 2 _.. DTT y Glicerol al 17S (v/v). Ajustar el pH a 7.9 

(EA) y (TF). 

Bolsas de dt•ltsis1 Hervir las bolsas con Na~~ al IOS 

(w/v) y 10.,.. de EDTA durante IS'. Lavarla• de 3 a 5 veces con 

aqua bidestilada esttril. Repetir la operación 

de EDTA (EA) y (TF) con 2 gotas de Clorofor•o • 

Solución A1 94 .,.. de Na~... SO _.. de NaOH y 0.047 _.. de 

Tartrato de Sodio y Potasio (TF). 

Rolución 81 2 .,.. de CuS0 •• 51-43'1 (TF). 

Soluci6n C 1 SO parte• de la solución A con 1 parte de la 

solución R. Se prepara fresca (TA). 

líquido de centelleo Tolueno-Tritón 1 litro de Tolueno, 60 

•l de Tritón X-100, 168 •l de agua bidesttlada y 3.3 g de PPO. 



Azul de Con1U1§ie1 ?.O Q de Az11l de CoolUl§ie di§uelto§ en 

Hetanol ~~-A<:ido Ac•tico 7~. 

Salicilato de Sodio• 1 H de Acido Salicílico y 1 H de NaOH, 

•ezclar todo al •is•o ti••po en agua bidestilada. 



" E T O D O 8. 

AIBLMIENTO DEL PLAaitIDO PLAX POR fff'.DIO DE ORADIENTEB DE 

C•Cl (Blrboi• V Doly,1979). 

Una colonia d• 1• bact•ri• E•chericbi• s;.o.1.1 cepa HBtOt, 

transforeiad• con •1 plA••ido plAX, •• inoculó •n SO •1 de ••dio 

L11ri• con ampicilina (SO 111q/111l) y •• d•Jó cr•c•r a 37•C •n 

aqitación durante toda la noche. Al dia •igui•nte part• d•l 

cultivo se di luyó 11100, se di luyeron 10 •1 d•l cultivo anterior 

en litro de medin Super Rrotb con a•picilina (50 111q/111l) y se 

siquió la D.O. a ~90 n• basta que se obtuvn una lectura entre 0.5 

y 0.6. En ese 1110111ento, se aqreg•ron 100 1119 d• clora•fenicol (100 

uq/1111), 10 1111 d• qluco•a al SOS y 15 •1 de casa•ino.tcidos al JOS, 

d•J.tndos• ••plificar •l pl.ts111tdo durant• por lo ••no• 16 h• a 

~7•C en aqit.arión con•tante. Posterior111•nte •• sedi••ntaron la• 

bacteria• a ~.ooo rp• durante 101 en •1 rotor 083 d• la 

centrifuq• Sorvall RC-58. El paqu•t• c•lular •• r••u•pendió •n ~ 

•I de la Solución J y •• aqreqó SO 1119 d• li•ozi•a (2 •g/•1), l• 

••zcla •• dejó a 4•C durant• ~o•, lu•qo •• aqr•garon SO 1111 d• Ja 

Solución II y "• Mezcló ••Jav•111•nt•, dej.tndo•• 5' d• a 4•C, 

•n•equid• se aqr•qaron 37.~ 1111 d• la •oluctón 111, •• ••zcló 

tmave•ente y •• dejó otros 60'. La ••zcla d• li•i• se di•tribuyó 

durante 60' en el rotnr OSA de la c•ntr,fuqa Sorvall. 8• recup•ró 

el sobr•nadante y ••t• •• repartió •n part•• Igual•• en 4 
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botellas corex • 

.absoluto a -20•C. Se dejó precipitar el DNA durante tod.11 la noche 

a -2o•c. Desputs se centrifugó ,,. 10.000 rp• • -20•C dur.11nte 30' 

en el rotor G8A de la Sorv•ll. Se desech•ron los sobrenad•nt•• y 

la• pastill•s se deJ•ron sec•r a t••peratura ••bient•, luego, 

fstas se r•suspendieron en 30 •1 de ac•tato de sodio 0.1 "pH 5, 

se •l'i•dieron ~ voló•ene11 d• et•nol ab•oluto • -20•c. •• •ezcló y 

se '1•Jó precipitar el DNA d•Jr•nte 30' • -70•C, d•spufs s• 

c•ntrif11qó a 10,000 rp111 a -20•C dur•nt• 30'. Se desechó •1 

sohrenadante y se repitió la operación ant•rior. La• pastillas 

secas se re1¡1111pendieron en f. •l de buffer T-F: con RN..sa A (50 

11/ml). inc1Jb.11n'10 post•rior-ment-. a ~7•C durante 30'. Al tfrmino de 

este tie•po la •uestra se depositó en 2 tubos de polialótaero del 

rotor 50 Ti, previa•ente hervidos en buffer T-F: durante 15', y se 

aqreqó por tubo 4 •l de buffer T-F., 7 q de CsCl y O.~ •l de una 

solución de bro•uro de etidio (10 •g/•1). Los tubos se ••liaron y 

•• introdujeron en el rotor SO Ti, se c•ntrifugaron a ..S,000 rp• 

• 20•C durante 36 h• en la ultracentrífuq• Beckman LB-55. Desputs 

de Ja corrida, lo• tubos •• llevaron a un cuarto obscuro y se 

ilu•inaron con una lA•para de luz U.V. para detectar las bandas 

de nNA. Se observaron 2 bandas bt•n definidas, una 11up•rior que 

r.nntenía el pl.ts•ido linearizado y con •nicks• y otr• inferior 

que r.ontenía el plAs•ido circulari7ado. banda• •e 

r.nler.taron por el extre•o inferior del tubo, despu•s de que a 

este se le hizo una punción con una aquja hipodfr•ica estfril. 

Por las caracter-i sticas del pl.ts•ido se de.cidió trabajar con la 

banda inferior que se colectó. E•te nNA se trató con l11opropanol 
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saturado con CsCl/T-F , 

etidio por eli•inación del .aterial coloreado. Final•ente, con el 

objeto de eliminar el CsCl de la muestra, tsta se dializó a 4•C 

contra buffer T-f durante toda la noche, haci•ndose un ca•bio de 

buffer a la prim11ra hora. El DNA se quardó a 4•C en un tubo de 

polialó•ero. 

AIBUUUENTO DEL PLABttIDO pLAX PM ftf:DIO DE BEPHMOBA 48. 

El ••todo es iqual al 

inoculación de la cepa bact11riana transtor.ada en ••dio Luria -.is 

ampicilina. hasta la obtención del lisado claro, es decir, hasta 

la recuperación del sobrenadante praveniente de la centrifugación 

de la mezcla de lisis a A,000 rp• durante 60't a partir de este 

paso 111 protocolo tu• diferente. El sobrenadante se distribuyó en 

partes iquales en 2 botellas corex de 150 mi, 

vol6•enes de etanol absoluto y el nNA se dejó precipitar durante 

30' a temperatura a•biente, 

durante 15 1 en el rotor GSA de la centrífuga Sorvall, se decantó 

el sobrenadante y las pastillas se dejaron secar a temperatura 

a•biente. las pastillas se resuspendieron en 12.5 •l de buffer de 

c:olu•na. l.a •uestra se depositó en 11n tubo de polialó•ero de 50 

mi y se extrajó con un vol6•en igual de tenol1cloroformo {111), 

despu•s se centrifuqó a 10,000 rp• durante 5' para separar las 

tases, se recuperó la fase acuosa y •sta se extrajó con vol6•en 

iqual de clorofor•o, se volvió a centrifuqar y nueva•ente se 

rer11peró la tase acuosa, lueqo s• incubó brevemente a 6A•C con el 
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fin de ev<1porar los residuos tiP clorofor•o. Para eli111inar el RNA 

de la 111uestra. tsta (?S uq/1111) ~o· a 

tP111peratura a111biente. realizó 1..1na e)(tracción con 

fPnol:cloroformo y otra lllAls ron clorofor1110, lueqo la 111uestra se 

depositó en •Jn t11bo rore>< de :>.:O ml, se ajustó a 0.1 l'1 de NaCl, se 

aqrPqaron ? vol11mPnPs de etanol absoluto y se dejó precipitar el 

DNA durante 30' a te111peratura ambiente, posterior111ente se 

c1mtri fuqó a 10,000 rp111 durante 20' en el rotor SS 34 de la 

centrifuqa Sorvall, se decantó el sobrenadante, la pastilla se 

dejó secar y lueqo se resuspendió en 2.5 1111 de buffer de columna. 

l.a solución con el DNA se hizo pasar por •Jna columna de Sepharosa 

49 de date• y h=20c-•. Fl DNA se eluyó en alícuotas de 1 1111. Para 

la elución se empleó buffer de colu111na. Por cada 1111 de DNA se 

en tuhos de polipropileno de 

1.5 1111. Poo;tPrior111ente se lavó la col11111na ron el 111is1110 buffer y 

sP repitió la operarión. C11ando se concluyó la elución se tomó 

una alícuota de rada frarción y se rorrieron 111iniqeles de aqarosa 

al 1S para detPrminar qut fracciones contenían el plAs111ido, las 

fracciones de interts se juntaron y el DNA se precipitó con NaCI 

0.1 1'1 y 2 vol0111enes de etanol absoluto durante 30' a te111peratura 

a•biente, lueqo se centrifuqó <1 

decantó el sobrenadante y se dejó secar la pastilla. f1 J>NA se 

resuspendió •n de buffer T-F y se quardó en un tubo de 

polipropilPno a 4•C. 



-4:?-

DETERf'INACION D[ LA PUREZA DEL DNA. 

Para deter•inar la pureza del DNA se to•ó una alicuota de la 

preparación y se efectuó una dilución 11100 en buffer T-f, 

posterior.ente se leyó la •uestra en un espectrofotómetro a 280 

nm y a 260 nm • El parA•etro que se consideró indicador de una 

pureza aceptable fut el cociente D.O. 260/280= 2.0-1.8. 

CUANTIFICACION DEL DNA. 

la concentración del DNA aislado 

co•paración con un DNA de concentración conocida. El DNA que 

sirvió ro•o patrón de referencia, fut el DNA del bacteriófaqo 

ta•bda cortado con la enzima Hind TII a una concentración de 2 

uq/ul (laboratories Riolabs). Se realizaron 10 diluciones de 

a•bos tipos de nNA en tubos Fppendorf de 0.5 ml. Posterior•ente, 

cada dilución se depositó su~vemente y en orden decreciente, 

sobre una placa de aqarosa al 1~ con bromuro de etidio (0.5 

uq/ul). Desputs de esto, la placa se quardó en oscuridad y a 

te•peratura "Mbiente 45'. llna Vff'Z ""e las •11estras se secaron, la 

placa se visualizó en un transilu•inador de luz U.V. y se 

deter.inó que diluciones del DNA control y del problema eran 

equivalentes, de tsta .anera se deter•inó la concentración del 

DNA purificado. 



-.:1~-

DETECCION DEL DNA POR ~DIO DE PLACAS DE AOAROSA Al 1S. 

Para pr•parar las placas, •• disolvió 1 q de aqarosa en 100 

•l d• buff•r Tris-Boratos 1X a 70-BO•C, posteriorm•nte s• agregó 

bro•uro de •tidio a una concentración final d• 0.5 uq/•l. La 

solución se repartió en partes iquales en 4 cajas de petri de 

pl~stico de d=tO c• v se dejó qelificar a te•peratura a•biente. 

las placas que no se utilizaron de in•ediato, se envolvieron en 

pap•l al11minio v s• quardaron a 4•C. Para detPctar el DNA, se 

depositó con cuidado sobre una placa de aqarosa, 5 ul de cada 

••iestra que se queria analizar, lueqo se guardó la placa en 

oscuridad 45' a te•peratura a•biente. cuando se secaron las 

•u•stras la placa se visualizó en un transilu•inador de luz U.V. 

v s• det•r•inó presencia o ausencia de DNA en las •uestras 

analizadas, por ausencia o pr•sencia de fluorescencia. 

REBTRJCCJON DH Pl.~JDO PLAX CON LAS ENZIMAS AVA J y 

U.. HJ. 

Para probar la actividad de las enzi.as que se utilizaron, 

se efectuaron •inirestricriones en tubos eppendorf de 1.5 •I, a 4 

ul de JlNA de pLAX (0.2'5 uq/ul). se le aqreqaron 14 ul de aq1.1a 

bldestilada est~ril. ? ul de buffer de restricción "core• 10X, t 

ul de la enzt.a Ava I (4 unidades/u)) v 1 111 de la enziiaa Ba• HT 

(16 unidades/ul). La •ezcla de restricción se dejó incubar 1 h a 

37•C. 1.a reacción se detuvo calentando Ja muestra a 65°C durante 
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la r•stricción de cantidades •ayores de DNA se llevó a cabo 

quardando las proporciones con el protocolo anterior, por 

•j••plo, a 120 ul d• J>NA plAX (0.25 uq/ul) se le añadieron 60 ul 

d• aqua bidestilada est•rtl, 20 ul de buffer •core• tOX, 8 ul de 

Ava 1 (4 unidades /ul) y 2 ul de Ba• HI (16 ul/ul). la •ezcla se 

dejó incubar durante 6 hs a ~7·C debido a que a diferencia de las 

minirestr;rciones, se añadió una unidad de cada enzitaa por uq de 

ONA. La diqestión del ONA se paró calentando la muestra a 65•C 

durante 5 1 • 

ANALISIS DE LOS FRAOl'tENTOS DE RESTRICCION EN "INIGEL DE 

AGAROBA AL IS. 

Los •iniqeles de aqarosa se prepararon de la siguiente 

aanera1 se disolvieron 0.2 q de aqarosa en 20 •l de buffer 

Tris-Boratos IX a 70-80°C, la solución se depositó en una c~mara 

para •iniqel, se introdujo un peine for•ador de carriles y se 

dejó qelificar. Posterior•ente se retiró el peine y se 

•inic~aara con buffer Tris-Boratos O.SX. 

llenó la 

1.as •uestras se ajustaron a un vol6men de 20 ul ron aq11a 

bidestilada est~ril, se les añadió 2 •tl de colorante •s1ue Juice" 

y se depositaron en los pozos del qel. los miniqeles se corrieron 

a 100 voltios, con el polo negativo conectado en la parte 

anterior de la rAmara y el polo positivo en la parte posterior, 

hasta q11e el Xileno de Cyanol lleqh al extre•o po~itivo del qel. 
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Los qeles se ti~eron con una solución de bro•uro de etidio (5.0 

uq/ml) durante to•. l..as bandas de flNA se visualizaron •n un 

transilu•inador de luz U.V •• tas fotoqrafias se toaaron con una 

cA.ara Polaroid HP-4, usando Pelicul.a Polaroid. 

BEPARACION DE LOB FRAOMENTOB DE REBTRICCION EN GRADIENTES 

LINEALES DE ~ DE S A 20S. 

La diqestión del plAs•ido pLAX de 4880 pares d• b.ases con 

las enzi.as Ava 1 y Ra• HI, generó ? tipos de fraq•entos, 

fraqmentos de 3312 p.b. y fraqmentos de 1568 p.b. que contenian 

el PHT-Adeno-2. Con el objeto de separar ambas pobl.acion•s y 

purificar los fraqmentos de t56A p.b., la solución de flNA ya 

restrinqida se introdujo en gradientes lineales de s.acarosa de 5 

a ?O" q11e se prepararon ron un fo..-.ador de qradi•ntes, •n l.ado 

izquierdo del formador, se deposit.aron 5 •l de sacarosa al 5" y 

en lado derecho 5 •l de sacarosa al 20", 

depositaron en tubos de polialó•ero del rotor BW 40, previa•ente 

hervidos en amortiguador T-E y que conteni.an un colchón de 

sacarosa al 50" de 635 ul. Se depositó por qradiente 0.~5 •l de 

p\Asmidn diqerido, los qradientes se centrifugaron a 35,000 rp• a 

?O•C durantP 1? hs Pn Pl r·otor RW 40 de la ultracentrifuga 

LS-55. Oespu~s de la rorrida los qradient•s se 

fraccionaron por la parte superior de los tubos, con una 

micropipeta Gilson, se tomaron fracciones de 100 ul. 

Para determinar que frarciones contenían l>NA, se to•ó una 
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aliruota dP. 5 ul dP. cada fracción y se analizó en placas de 

aqarosa al t~. ya seleccionadas las fracciones que contenian DNA, 

se toaó una alicuota de 5 ul de cada una de ellas y se corrieron 

ainiqeles de aqarosa al tS. Se juntaron, por un lado las 

fracriones que contenían los fraqaentos de 1560 p.b., y por otro 

lado las fracciones que contenian aabos tipos de fraqaentos, las 

auestras se diluyeron 2 veces con buffer T-E, el DNA se precipitó 

con acetato de sodio 0.15" pH ~y 2 vol6aenes de etanol absoluto 

a 20•C durantP toda la noche. Finalmente se centrifuqó a 10,000 

rpa durante 30', se decantó el sobrenadante, se dejó secar la 

pastilla y el DNA se resuspendió en buffer T-E y se guardó a 4•C. 

BEPARACIClll DE LOS FRAGt'IENTOB DE REBTRICCIClll EN ORADIENTEB 

LINEALES DE SACAROSA DE 10 A SOS de 4 al. 

los fraqaentos qenerados por la restricción del pl~saido 

plAX con la<; enzilft<ls Ava l y Raa HJ, 

qradientes linealP.s de sacarosa de 10 a 50S. Para preparar cada 

qradiente se depositaron en el lado izquierdo del fortu1dor de 

gradientes 1.A al de sacarosa al tOS y en el lado derecho 1.8 al 

dP. sacarosa al SOS. lo<; qradientes se depo<;itaron en tubos de 

polialó111ero del rotor SW 50. t quP. contenían un colchón de 

sacarosa al 60S de 235 ul, los tubos se hirvieron previaaente 

durante 15' en buffer T-E. S• d•positó en cada gradiente 200 ul 

de DNA diqerido. los qradientes se centrifuqaron a 40,000 rpa a 

?O•C durantP 1? hs en Pl rotor SW 50.1 en la Ultracentrifuga 
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LS-55. Despu•s de la corrida, los gradientes se 

procesaron de iqual iaanera que en el protocolo anterior. 

OJL TIVO DE CELlA.AB HELA DI 8UBPENBJON. 

Cultivos de c•lulas Hela en suspensión de too •1 o -.ts se 

obtuvieron a partir de SO •1 de un cultivo stock de c•lulas Hela 

S-3. De •cuerdo al vol6•en del cultivo que se iba teniendo, las 

c6Julas se crecieron en iaatraces erlen•eyer de 250 o 500 •l, así 

co•o en •atraces est•ricos de 500 •l o t lt, utilizando seq6n el 

caso, poco •enos de la •itad del vol6•en que podían contener. Las 

c•lulas se ali•entaron cada ?4 hs, con HEH tX suple•entado con 

suero fetal de ternera, a•inoAcidos no esenciales y antibióticos, 

se les -nt•JVO a un• densid•tl de 4-R X 106 células/ml. El número 

de c•lulas se dete.-.inó to.ando una alícuota del cultivo y 

dete.-.in•ndo su concentración en un he.atí•etro. Los cultivos se 

mant•tvi•ron " 37•(': en •qitarión constant•. 
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INFECClmit DE CELULAB HELA CON El VIRUB DE LA POLIOl1IELITIS 

(B.ltl.ar• y col•.,1966). 

S• cr•ci•ron ctlulas H•La •n susp•nsión co•o se d•scribió 

ant•rlo1"9•nte. Las c•lulas se ••pastillaron centrifugAndolas a 

1500 rp• durante 5' •n lA c•ntrifuqa Universal PR600. El paquete 

c•lular •• lavó con "E" d• infección (•in suero, aetionina, 

qluta•ina ni antibióticos) y lueqo se r•suspendió en e•t• ai••o 

••dio para a una 

dos, una parte •• infectó con Poliovirus y otra no, con •sta 

6lti.a part• se realizó una •infección fingida" o control, es 

decir, s• procesó de igual .anera pero no se añadió el virus. A 

las c•lulas que se decidió infectar, se les adicionó el virus, 

para una aultiplicidad de 

inf•cción (a.d.i.) de 100 unidades fo1"9adoras de placa (u.f.p.) 

Para peN9itir la adsorción del virus, tanto el 

cultivo infectado coao el control, se dejaron en agitación 

constante durante 30' a teaperatura aabiente. Despu•s de este 

tiempo ambos cultivos se diluyeron ~ S X lO•c•lulas/ml con MFM de 

infección, dejando s•quir la adsorción durante 15' •As en 

agitación a la aisaa teaperatura. Las c•lulas post•rioraente, se 

sedia•ntaron a 1500 rp• durante 5' • los paquetes celulares se 

resuspendieron •n "E" de infección supleaentado con 2S de suero 

dializado (vs. ••dio de infección) y qlutaaina tX a una 

concentraci~n de 5 X 

ambas suspensiones celulares a ~7•C, ron aqitación suave y 
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DE CELULAR HELA CON METl(ltil1NA89R DUltANTf LA 

INf'ECCl(ltil CON El VIRt.11 DE POL lotUEL ITIB. 

A la• 2 1/2 h• po•t 

dur.ant• 60' (3 l/2 P.ar.a ce•.ar l.a 

incorporación d•l ••ino6ctdo r.adio.activo •• .adicionó ••tiontn.a 

fria a una conc•ntración final d• ~X. y •• coloc.aron l.as 

c•lul•r•• durant• 5 •• lu•go •• 

centrifuqaron a 1500 rp• durante 5' •n la c•ntr{fuqa Univ•r•.al, 

para continuar con •l protocolo de obt•nción d• •xtr.acto• 

citopla•laé\tico5. 

ttONITCIREO DE LA INFECCI(ltil. 

Heta r:ontrol e inf•ctada•, se •idió de•d• 1.as 2 1/2 .a la• 3 1/2 

""tionina,..S, para •llo •e realizó un "piloto d• infección•, •• 

d•cir, durant'P el iaarcaj• •• •onitor•ó Ja incorpor.aclón d•l 

i•ótopn radioactivo en ..-bos cultivo• celul.ar••· D••d• •l ti••po 

cero d• infección, c.ada 15', •• to.aron por duplicado, .al{cuotas 

de 45 ul de c;ada cultivo y •• •ezcl;aron con 5 ul 

fria IOOX, ensequida •• depo5itaron en p.ap•l•• filtro Wh.at .. n 3 



HH y sp les aqreqó 4~ ul de TCA tOX. Al concluir el piloto de 

infección los papel•s se dejaron secando a temperatura a•biente, 

•Jna vez que se <»Pcaron, se lavaron con TCA 51', se hizo un lavado 

de 10' y otro de s•, lueqo se lavaron 2 veces con etanol 301' 

durante 15' y se pusi•ron a secar. Cuando se secaron los papeles, 

cada uno de ellos se depositó PO viales que contenían 5 •l de 

líquido de centelleo y o;e les •idió su radioactividad en un 

espertrofotó•etro Packard •odeJo 3385. 

ORTENCJON DE EXTRACTOS CITOPLASt'IATJCOS A PARTIR DE CELULAS 

HELA (Wetl y cols.,1979). 

Oespu•s de que las r•lulas Hela control e infectadas con 

Poliovirus se marcaron con Hetionina39R, se procedi~ a ob~ener 

los •xtractos citoplas-.tticos 

procedimiento se realizó a 4•C. 

de a•bos cultivos. Todo .1 

IJna vez que s• detuvo la incorporación de Hetionina"'-S en 

centrífuqa Universal PR 600, el paquete celular se lavó con PBS y 

sedi•ent:ar a 1500 rp• durante 7', 

post•rioi-.entP se lavaron con buffer hipotónico y se 

cPntrifuqaron a 1500 rp• durante !";•. se 

resuspPndieron PO 2 voló•enes (en relación a la pastilla) de 

buffer hipotónico, aqreq~ndose PHSF para dejar oma concentración 

fin"l dP 0.10 ..... 1..as c•lulas se dejaron incubando durante 10' en 

este buffer. tie•po a111b<1s suspeonsioneos se 
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7 qolpes su.aves, 

in•ediata••nt• O.t V de buff•r hip•rtónico (en rel.aci6n .al buffer 

hipotónico antes adicionado) p.ara lueqo dar 2 qolpes suaves !Ñls. 

Se ch•có la ruptura de 1.as c•lulas al •icroscopto. Cada 

ho•oqenizado se depositó sobre un colchón d• qlic•rol al 30S en 

buffer R' de 6-8 •l, y se centrifuqó a 3,200 rp• durante 10' en 

la centrifuqa Universal. S• r•cup•ró d• l.a p.arte superior un 

voló•en iqual al depositado sobre cada colchón, voló•en 

correspondiente a los extractos citoplas!Ñlticos de las c•lulas. 

Final••nte los extractos •• dializaron vs Buffer Hanley IV 

(t1tOO) a 4•C durante toda la noche. Posteriormente los extractos 

se alicuotaron y se quardaron en nitróqeno líquido. 

ANALJ818 DE ftEZClAB DE TRANBCRJPCJON •JN VJTRO• EN 

GRADIENTES LINEALES DE 8"CAR08A DE 10 a S>S. 

Se prepararon mezclas de DNA-proteína en condiciones d• 

transcripción •in vitro•. las condicion•• de r•acctón fueron1 

Hepes 12 mM pH 7.9, KCI 60 mM, MqCl2 7 •M, EnTA 0.3 mH, DTT 

l.? mM, Glicerol t0.2%' temperatura de reacción 30•c, tiempo de 

reacción 60'; volómen final de reacción 25 o 50 ul, la cantidad 

de ONA así como la cantidad de extracto citoplas-.itico (.arcado 

con Metionina39S) se indica en c.ada experimento. 
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Las ••zetas de transcripción •in vitro• se depositaron sobre 

qradientes lineales de sacarosa de 4 •1 de 10 a 50" con un 

colchón d• 60". Los qr•di•ntes se centrifugaron de 10 a 12 hs a 

40,000 rpm a 20•C en el rotor SW 50.1 de Ja Ultracentrífuga 

Beck.an LB-55. Despu6s de la corrida los gradientes se colectaron 

en fracciones de 100 ul y se procedió a analizarlos. 

p6rfil radioactivo obtenido en 

cada qradiente, se to.aron aliruotas 5 a 20 ul de rada fracción 

qradiente y cada una de ellas se depositó en un vial 

conteniendo 5 •l de liquido de centelleo Tolueno-Tritón. los 

viales se ••tieron a contar en un contador de c•ntelleo 

utilizando el canal de 1 -C. 

Para deter.inar la distribución del DNA a lo largo de los 

qradientes, en base a los picos de radioactividad reqistrados se 

for.aron qrupos de fracciones. De rada qrupo de fracciones se 

la •uestra se ajustó a 0.15" de acetato de 

sodio pH ~ y se aqreqaron 3 vol6•enes de •tanol absoluto, el DNA 

SP dejó precipitar a -20•C durante toda la noche, lueqo se 

centrifuqfl a 10,000 rp• durante ~·. los precipitados se 

resuspendieron en Buffer T-F y posterior•ente se realizó una 

electroforesis •n •iniqel de aqarosa al 1". 

llna vez definidos los grupos de fraccionps que contenían DNA 

(fraq•entos de 1569 p.b. conteniendo el F't'IT-Adeno-2) se procedió 

a id•ntificar las proteínas presentes en cada uno de ellos, para 

cada •uestra se liofilizó por separado y 

posterior•ente se realizó una electroforesis en qPl de acrila•ida 

al 10" en condiciones desnaturalizantes (SOS 0.1"). 



DETERIUNACION DE LA CCWCENTRACION DE PROTEINA (l-ry, 1 ~I). 

Añadir t •l de Solución C a 0.2 •l de •ue•tra por duplicado 

y agitar bien. Dejar 10' exactos y añadir 0.1 •l de Reactivo de 

Fenol (folio diluido lrl con agua), •ezclar bi•n in•ediata•ente. 

Dejar al •enos 45' para que se desarrolle el color. 

•uestras a O.O. 660 n•. Usar agua co•o blanco y una solución de 

alb6mina de suero bovino para hacer la curva patrón. 

ELECTROFOREBIB EN GELES DE POLIACRIL""IDA-808. 

Geles de políacrila•ida al tOS se corrieron en el siste•a de 

amortiguadores de Lae .. li (1970). At.ortiquador de •uestra que 

contiene Tris-HCl 0.06 H pH 6.5, sos 2S, 

R-Hercaptoetanol 5S y pironina al O.OOJS. 

Despu•s de la electroforesis, los geles se tiñeron durante 

30 •inutos con Azul de Cooaasie, 

Hetanol 50S-Acido Ac•tico JOS y posterior.ente fueron so•etidos 

a fluoroqrafia antes de sec;ados y expuestos a 

autorradioqrafia. La autorradioqrafía se realizó colocando una 

placa de rayos X (Kodak X--Oaat) entre el gel seco y las placas 

intensificadoras de un Cas,;ete (Kodak C-1), coloc~ndolo 

posteriormente a -70•C durante tiempo variable de acuerdo a las 

c.p.• •. 



FLUOROGRAFIA 

teñir el qel de poliacrila•ida con 

Azul de Coo.a•i• durante 30 •inutos, desteñir el qel con Hetanol 

50~-Ac6tico10~. Lavar el qel con agua bidestil•da 3 veces, 

dejando en aqit•ción 30 •inutos cada vez. Eliminar el agua y 

aqr•qar una solución de Salicilato de Sodio 1 H pH 6.0 y dejar 30 

•inutos en aqitación. Eli•inar el Salicilato y aqreqar una 

•olución de Glicerol al t~ y enjuaqar el q•l con ésta solución. 

Secar el qel y eMponer a autorradioqrafía. 
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R E B U L T A D O B 

1.a prt••ra part• d•l pr•••nt• trabajo con•i•tió •n la 

oht•nción d• los 1U1t•ri•l•• y la d•t•r.inactón d• la• condtcion•• 

d• •xp•ri••ntación. 

OBTENCION DEL DNA. 

transcripción ªin vitroª 

cnls.,1979• Manl•v y col•.,1980) ••ha utilizado funda••ntal•ent• 

co1110 t••pladn de DNA exóqeno, la unid"d de transcripción tardia 

de Adenovirus-2, 

que utili7a los factores de 

transcripción (Wallac• y Kates,1972). 

Fraq•entos de la unidad d• 

Adennvir•Js-2 conteniendo •1 pro•otnr han sido clonado• •n pBR322. 

la utilidad de ••tos plAs•idos radica •n qu• a partir de •llo• 

transcripción "in vitro•, 

y cuantificado, p•r•iti•ndo •studio• 

c11antitativos rle la iniciación •xacta d• ta tran•cripción. 

Ft plA••ido plAX (obsequio del .Dr. Tjian, Berkeley,Cal.) •• 

el r•sultado rle la clonación •n pBR322, d• un fraq••nto d• la 

•miriArl de tran•cripcil\n tard{a de Adenovirus-2, 

reqil\n t~.~ a 18.5 u, en el cuAl 



pro•otnr, ver Fiqura Nn.2. 

F. l la elaboración de este 

trabajo, t••• la propaq<11ción y el aisl<11111iento del plAsmido pLAX. 

se utiliz•ron 2 diferentes 

Y a trav•s dlP 

crn111atnqraf{a •n Sepharosa 48, (ver Sección de H•todos). 

8r•v•111ente, partir de un .. colonia d• la bacteria Escherichia 

repA H8101, transfor-da con el pl.As111ido pLAX, se obtuvo un 

rultivn de t litro. Se a111pliticó el pl.Asmido con cloramtenicol, y 

pnsterior•flnte c;e obtuvo un lisado rlarn, a partir del cual se 

recuperó el DNA pnr precipitación con etanol-acetato de sodio~ 

siq•dPndo el ••todo dP qradientes de CsCI, se aislaron 2. 7 mq de 

rl.As111ido, y siquiendo el •~todo de cromatografía Pn Sepharosa 48, 

la ventaja de •st• ~ltimo m~todo 

ec; de que no c;p rPq11ier" <lfl ultrar:entrituqarión. 

determinó el 

cociente dfl absorbancia A?.Wl/ A280 que resultó ser de t.9. Un 

vAlnr <te 2.0 rorrot<1pon'1" al IOOS dP purezA dP .Acido nucl~ico, por 

ln qu• unA prl!'par•ción con 11n rocient:e entre 2.0 y t.8 se 

E: 1 f>NA si!' ruant i f' i r:ó rn•n se indica la 'lección de 
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CARACTERIZACJON DEL DNA. 

proporcionado por •l Dr. Tjian, 

ro•parar .. 1 patrón d• r••tricrión d• a•ho• plA••ido• u•ando las 

Pn7i"""~ d• r•~trirrión Aval y Ra• HI •n •iniq•l d• aqarosa al t~, 

VPr Fiqura No.?. 

.... d• 4880 p.b. con la• 

T y Ra111 HI, 

I>NA d• Adenovirus-2 

clonado, ronteni•ndo •l pro•otor tardio y b) traqm•ntos de 3312 

p.b. q•u• rontiPnen •l ONA d•l VPctor pRR32?. 

restricción tanto d•l pl~s•ido oriqinal (carril 4) como 

ai~lado (rarril 2) son idtnticos y d•l ta.a~o esp•radn. 

visualizan •l 

electrofor•tiro pl~s•ido oriqinal (carril 

;oisl<!ldo <r<!lrril l) sin restrinqir, 

del 

patrón 

3) v el 

oriqinal tut 

introd11rido .. n la 

qu• 

travts d•l 

y 

dit 

propaqado por no•otro• tut 

;oisl<!ldn ;o trav• .. d .. l •ttndo de rro111 ... toqrafia •n Sepharosa 48, v•r 

F i q11 r<!I No • ? . 
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cnrresriond,. •uperh•licoidal 

forma circular v final••nt• 2 bandas qu• 

concatAmeros de la forma •uperh•licoidal. 

-5A-

inf•rior qu• 

corr•spond•n 

BEPARACION DE LOA FRAOttf:NT08 DE REBTRICCION EN ORADIENTEB 

LINEALES DE 8ACAR08A 

1568 p.b. (cont•niendo el 

PMT-AttPno-?), v con esto• pnder realizar las 

sacarosa tt .. 5 a ?OS (ver M~todos). 

Post .. riormente ron la finalidatt d,. poder aislar el posible 

compl,.jo ONA-proteina, formado despu~• de la incubación en 

condiciones de transcripción "in vitro"~ •• deter•inaron la• 

condiciones en que los 

sPdim,.ntados en qradientes linea],.s 

con fine• analíticos. 

1569 p.b., podían ••r 

restricción podian 

"'"J>aradns '"º qradient .. s lineal,.s d,. sararosa de 4 •l de 10 a ~S, 

•; e'lt:os .,. r-•ntrtf11qahan a ~.OOOq durante 1? h'l a 20•C (v•r 

M~tndo'<). fn l il fiq11ra No.3, 

"'"dim•ntar-ión dP lns fraqmentns de 

tipn dP qradiente'l. 

el patrón de 

restricción 



·····~--~ ~~"~~~~~~~ 
Fracción 
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INf'E:CCJON DE CELUtAB HELA CON El UIRUA DE LA POL IC»tJIE:l ITIB. 

SP inf•rtaron c•lula• H•la ron •l vtru• d• la Polio•t•litia 

y un r11ltivo paral•lo •• •o•etió a •tnf•cción fingida• o control 

tal ro•o •• d•srrib• •n la ••cc:ión d• 11at•rial•• y "•todo•. 

n. la• 2 t/2 a la• 3 t/2 h• po•t inf•cción a•boa cultivos •• 

•arcaron con 20 o ~ uCi/•l d• "•ttonina,,..S. Para d•t•r•inar at 

~• habia ll•vado a cabo la inf•cción •e r•altzó un •onitor•o d• 

la •is.a, (v•r H•todos). 

Fn la Fiqura Nn.4 •• muestran las d•t•r•inacion•s d• 

incorporación de Hetionina~•s a mat.Prial TCA pr•cipitable, a 

di~tintos ti••pns durante la inf•c:ción. Como puede obs•rvarse, la 

velnridad aparent• d• síntesis prnt•ic:a en la• c•lulas inf•ctadaa 

sf' •nru•ntra Abatida •n c•rra del 50" •n relac:ión a la obaervada 

las ••t• resultado concu•rda con la 

info.-.ac:ión Y" r•portada •n r•lación a la inhibición d• la 

proteín" c•lular inducida por Poliovirua 

(L•vintow,1974), y por otra parte confir•ó qu• la inf•cción •• 

habia llevado a cabo. 
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OBTENCION DE EXTRACTOR CITOPLA811ATIC08 DE CELULAS HELA. 

A partir d• c~lulac; H•la inf•ctada11 con Poliovtru11 y d• 

c~lo1la11 Hela 11ometida• a •tnf•cción ftnqida• o control, qu• 

hab{an •tdo 111arrada11 ron M•tionina3 •S d• las 2 t/2 a la11 3 1/2 h11 

pn11t infección, 11e obtuvi•rnn •Ktracto11 citopla11111Atico11 ••pl•ando 

el ••todo reportado por W•il (1979) d•11crtto •n la 11•cctón d• 

Materiale11 y M•todoo;. 

l.011 eKtracto• 11• dializaron toda la noch• v11 Buffer de 

tran11criprión Manley TV y •• quardaron a -70•C •n nitrógeno 

H qui do. 

CARACTE'IHZACTON DE LOR EXTRACTOS CITOPl.A811ATIC08. 

Fn la Tabla No.t 

diferente• pr•pararionec; de eKtracto11 citopla11mAtico• obtenidos 

de c~lula• Hela hajo •infección finqida• (control) y d• c•lula11 

Hela tnt .. rt .. da11 ron Poltoviru•, •Arcatfa11 con M•tiontna-S de la11 

? 1/2 a la11 3 1/? h11 po11t infección. 

1.a cantidad de proteína por ul de eKtracto 11e deter•inó por 

el ••todo de 1 owrv, lA radioactividad por ul de eMtracto •• 

cuantificó como c.p.111. proveniente• de prot•ina TCA pr•cipitabl• 

(ver H¡5.todoo;). 

ritnpla11111Atico11 Control " Infectado q•1• tienen el No.3, fueron 

loe; qou• tuvieron m;tyor actividad especifica, y ello 11e dl!bió a 



T A B l A N o. l 

ACTIVIDAD ESPECIFICA EN PROTEINAB TOTALES DE EXTRACTOS 

CITOPL~TICOB OBTENIDOS DE CELULAB HELA INFECTADAS CON El VIRUS 

DE LA POLIOf'IIELITIB. 

E11trJlcto Citoplawm~tico uq/u1c1.> c.p.m. <2> AE cp•/ugca> 

Control 6.83 4486 657 

Infectado l 4.07 2414 593 

Control 2 3.18 1684 530 

Infectado 2 4.30 1861 425 

Control 3 6.00 53128 8855 

Inf1?ctado 3 4.50 20854 4634 

El No. de extracto citoplasmático se refiere al ord•n de 

prl?paración. Todos los extractos fueron obtenidos a las 3 1/2 hs 

post infección. 

Los extractos con el No.1 y el No.2, se obtuvieron de células 

Hela marcadas con 20 uCi de Metionina 3 •S/ml, los e11tractos con •l 

No.3, se obtuvieron a partir de cultivos de células Hela .arcadas 

con 50 uCi de Metionina3 •S/ml. En todos los casos el marcaje se 

rl?alizó de las 2 1/2 a las 3 1/2 hs post infección. 

(1) La proteína de los diferentes extractos expresada como 

uq/ul se cuantificó por el Método de Lowry. (2) La radioactividad 

de los extractos citoplasmáticos se cuantificó como c.p.m. 

proven;entes de material ácido-insoluble, ver Sección de 

M-'lteriales y Ml!todo<;. <3) AE= Actividad especifica. 



-A1-

los 

extracto• •e obtuvieron de cultivo• de c•lulas Hela que se 

lllAN:aron t:nn ?O ur:t d1t 1'1etiontna:S-S/•l. 

rn•posiri~n polip•ptidir:a. Pn 

10~ con BDS al 

o.·~- rada extrar:to s• redujeron con 

R-.•rraptoetannl al !'I~ v ••hirvieron durant• 3'. 

E:n IA Fiqura Nn.!'1 Panel 

ya que 

línea celular, y a que 

en esta• r:ondiciones no e• posible detectar 

sintesis rerientP co•n In son las viral••· 

VA 'JUP. e 1 a111i no41r: i dn radioat:ttvo 1'1etionina:SWS se habia 

i nrorpnrJ1tln •'ni Ci!tlllente en las proteínas reci•n sintetizadas, la 

R. las prot•inas qu• s• sint•tizan en las 

r:~lulAs HPla en r:ondirioneco nn""""les y en r:•lulas Hela que han 

sido infertada" ron el virus de r.01110 podr.t 

nht;Prvo11rc;.p 11 

ritoplasll!Atir:nco obtenidos de r:•Iulas control y los obtenido• de 

r:•!ulas infectAdas. 

E:n las c•lulas Hela inf•ctadas con Poltovirus, alr•d•dor de 

la<> 3 hco post inf•r:ción la 111ayor parte d• reci•n 
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§On vi ru-;. 11 ocurriendo 

un.-. inhibirión cada vez "'-'" acentuada de la 

síntesis protéica del hospedero. 

ANALIBIB EN ORADIENTEB ll~ALEB DE SACAROSA DE "EZCLAS DE 

TRANBCRIPCION • JN \IJTRO•. 

Una ve7' 'fllP o;P ohtuvieron lo'i 111<1tPri<1les y SP dPfinieron las 

condiciones de Pnsayo, los ohjetivos 

ahord<1ron de ...-nera direrta. 

del trabajo SP 

la estrate~iA qeneral rono;istió pn lA prepar<1ción dP •P7'rlas 

151-R p.h.contPniPndo p) PMT-Adeno-2) -

proteína (extracto citoplasm4tiro 

rontro1 o infert<1dn), en condicionP'> de transcripción ªin vitro", 

q11e SP introdujeron en qratfientes 1 ineales dP 5ac:aros.:t tfe 10 a 

los C:UA)es fraccionaron y se analizaron tal cual se 

describP deta11adamentP en la sección de Métodos. 

Ante.. dP realizar el quP nos pPrmitió 

ítfentificar la protwina Metinnínases asociada a Jos fraqmentos tfe 

1!'168 p.b., se realizaron varios experimentos similares, todos los 

estP ONA. 

1 a 'i•uyer .. nr i a proveni a dP 1 hecho• <1P "'"" Pn "''TUP 11 º" qrad i ente" 

dP o;<1raro5a dnntfp se habían rn1or<1dn mP7ClA5 dP trAn'irríprión "in 

vitrn•. .-.p<1recí,.n pi roo; en lA 7Dna donde 

qratf i l!'nteci d,. s<1raro'ia control, donde 



se rol oraron 

(fraq•entos de t!'V>A p.b. ronteniendo el PKT-Adeno-2) y •><tracto 

rttnplA•m4tirn H•tiontna~98 control o infectado. 

C:on la finAlidad de solucionar el 

recup@r.i1r la suficiente •u•stra radio-.ctiva para ser analizada •n 

electroforesis, se decidió incubar una •ayor cantidad d• 

fraq•entos de 1568 p.b. (cont•niendo •1 ""T-Adeno-2) t.:5 uq •n 

11tili7ado 

<!><trart.o<i r:ttopla<im4ticoq H1Ptionina~•R ron una mayor artividad 

radioartiv,. y>or ul, para ello el rultivo de r•lulas H•ta bajo 

"inferrión finqida" (rontrol) y el de c•lulas Hel.a infertadas con 

2 t/2 a las 3 

t/? h<i po<;t inferrión con 50 11<::i de H•tiontna~•S/ml y no con 20 

en la obtención de anteriores 

extrarto'i. 

RP prep-'!lraron en condiciones de 

transrriprión "in vitro• (ver H•todos), las cuales se incubaron a 

30•\. durante 60'. las ••zclas se colocaron en qradientes lin•ale• 

d<! sararosa de 10 a 50~ con un colchón de 60~ (ver H•todos). Con 

l"I finalid"l<I dP exy>lirar ron ..,.yor claridad los resultados de 



t) Oradi•nt• Probl•.a 1 

t.5 uq d• TINA (fraq••ntos de 1568 p.b. cont•ni•ndo •l 

Pt1T-Adeno-?) con 

100 uq de •1<tracto cttoplacdtico infectado H•ttonina-S 

?) Gradiente r.ontrol No.t 

too 11q d• e1<trar:to r:ttopl.as111Attico inf•r:tado-11etinntnaa98 

3) Oradi•nt• Control No.2 1 

t .5 11q d• TINA (fraq••ntos d• 1568 p.b. cont•ni•ndo •l 

PHT-Ad .. nn-2) con 

100 uq d• .. 1<tracto citoplas•Attco control-Metiontna3 -S 

l.os resultados de •ste experi•ento pueden apreciar•• en la• 

Fiquras 6 y 7. Si se co•paran los p•rtiles radioactivos obt•nido• 

a partir del qradi•nt .. "proble-.ia• y del qradiente "control No.t• 

(Fiqura No. 6 Panel A y R), se podrA observar que en el pri•ero 

en el qradient• control No.I, y que el pico radioactivo •a• •e 

encuentra Má" acentuado en el 

prnteina-Metiontna3 •S a Jos 

qradiente problema que en •l 

fraq111entos 

la 

de 

asociación 

1~ p.b •• 

d• 

ta 

cuando se d•t•r•inó •l patrón de 

sedi•entación de los fraq•entos de 1568 p.b. dentro d•l qradlente 

proble111a, y ce r:o•probó su presencia a partir de 

No.?1, ver Ftqura No.6 Panel A'. 

la fracción 
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ANALIBIB EN ORADIENTEB LINEALES DE SACAROSA DE "EZCLAS DE 

TR~IPCION •JN VJTRO• CONTROL. 

radioactivo obtenido en 11n qradiente de 

sacarosa en el que se colocaron, t.5 uq de DNA (fraqmentos de 

156A p.b. conteniendo el PHT-Adeno-2) mezclados y previamente 

inrubado<> (en condicioneo; de tran,;cripci6n "in vitro") con 100 ug 

de extracto citoplao;mAtico control Metionina 39R. \.on letras se 

indican los qrupoo; de frarriones 

Materiales y M•todo,;). 

que analizaron (ver Sección de 

Panel A'.- Hiniqel de aqarosa al 

etidio e iluminado con luz U.V., 

(fragmentos de 15b8 p.b ) contenido 

tracciones indicados en el Panel A. 

1~ teñido con bromuro de 

donde se muestra el DNA 

en cada uno de los grupos de 

Carril 1) Pl.iOJ111ido pLAX sin restrinqir; \.arril 2) Marcadores de 

pe .. o 111olecular1 fraqmentos de restricción obtenidos de la 

diqe,;tión del plAs111ido plAX enzimas Ava T y flam HI; Carril a-q) 

la letra del carri 1 corresponde al qrupo de frarciones, ver 

P"'nf'l A, a P"'rti r del rual se ot>tuvo el DNA. Fn todos los casos 

el DNA que se obsPrva en la parte superior del rarril corresponrle 

al pi AX sin diqerir añadido para facilitar la 

precipitarión de los traqmPnto<> de 1568 p.b .• 
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El paso para confir.ar la ao;ociación de 

los fraqm1mt.o& de 15b0 p.b., fu~ el 

an~lisis en electroforesis de los qrupos de fracciones •a• y "b" 

del qradiente probleaa (ver Fiqura No.6 Panel A), introduciendo 

obtenidos a partir de loo; ? qradientes control: 

qradient .. rontrol No.t -qr11po de frarcione"> y ver 

Fiq11ra No.6 Panel A, qradiente control No.2 -qrupo dP fraccione<; 

•h• y •.-•- ver Fiqura No. 7 Panel A. 

Fn la Fiq11ra No.A '>P puede obs40rvar la autorradioqrafía 

ohtenida del qel d4" arrila•ida al 10~ 4"n 4"1 qu4" o;e introdujeron 

Anteo; de pao;ar al anAlio;is de 

esta autorradioqrafía, eo; conv4"ni4"nte se~alar, que a pe5ar de que 

la5 condicione'> para poder obtener Mue5tra5 con 

.ayor actividad radioactiva, la cantidad c.p.•. de 

oht11nid<11 en las muestras de 

e<; derir apenao; y 51' 

r"rHJH~rll lA r.;¡ntitt'ld mínima de protein,.-M.,tionina39S para ser 

analizada Fl qel 

fluoroqraffa (ver o¡errión de H•todoo;) y po5terior•ente estuvo 

exyu1estn durante t •es " una placa de rayoo; X. 

Fn •1 rarril d" lA a11torradinqr,.f{a o;e pueden ob5ervar la5 

y en 

el carri 1 la" contenidas en lA •ueo;tra control No.1. Si se 

co•para •UY c•1idadoo;a111ente lo<> carriles 

que a111bos carrileo; aunque en apariencia 

t y 3, podr~ obs•rvaro;e 

id,.ntico5, difieren en 

una proteína, en el carril 1 de la 111ueo;tra problema, 5e obo;erva 





"º"' f'rOt4"ína '14" af'roxiaada•Pnte !'i."i Kd, 

rarril 3 d4" la muestr"' rontrol Nn.t. 

que no •e obs•rva •n •l 

E:n •l c"'rri l 4 se J>11eti•n observar las prot•{na•-l'1•tioninaS98 

contenidas •n la •u•stra control No.2. Si •• co•para •l carril 

cnn el 

pero no 

~nica•PntP se observa en el carril ql1e contiene 

prohlP.a. 

OP estP anAlisis puPdPn concluirse vario• h•chos 1 1) la 

•1114"<>tra l"rohlP•a rnntienP al 

MPt:i nni n.;:¡ 3 '"'S quP •'mi campnf:p romí qr,,.n ron 1 os tr•qmentos d• 1569 

".h. ti4"ntro tiP 1 F<>ta ronclusión se deriva <te la 

1 oo; r"'rri 1 es y 3; 2) Ja muestra probl•ma 

conti4"ne 11n"' l"rot4"ína dP !'i!'i Kd que no se encuentra presente en 

las Mllf'stra<> homóloqas control~ 3) la ro•paración dP los carril•• 

y 3 nos suqiere que la proteína de 55 Kd •• •ncuentra asociada 

a los fraq•entos de 1568 p.b. conteniendo el Pl'1T-Adeno-2, ya qu• 

eo;ta proteína, se encuentra ausente en la •ttestra control No.t 

1 • nos 

o;11qiere qu"' 

probl•,.,., provienf' del 4">etracto citoplas..ttico infPctado y no del 

4"xtrarto ritoplas.Altiro rontrol. 
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n 1 R e u e 1 o N y e o N e l u s 1 o N E 8 

la inf•cción d• c~lulas de ia.•ífero con Poliovirus o 

c11a\q1tier otro Picornavir11s ocasiona 11na r.Apid<1 inhibición de la 

tr<1nsrriprión de la r~lula hosped•ra, afectando prinripal•ent• la 

de la JI 

(F•rnAnd•7-To-.As,19R7). 

R• ha d••ostrado qu• • •edida que transcurre la infección 

viral. v• dis•inuyendo el nO•ero de •ol~culas de RNA poli•erasa 

JI co•pro••tidas en el creci•iento de cadenas de RNA (Apriletti y 

Así •is•o, se ha 

r'"portado que la inhibición de 

roinride ron la •odificarión de la RNA polimerasa 110 que es, 

aparente• .. nte, la fo~ de la enzi•a transcripcionalmente activa 

"in vivo" (Ranqel y cols.,1987), y que dirha 1aodificarión, parece 

s'"r dependiente d'" 

col s., 19AA). 

la síntesis y proresa•i .. nto viral (Ranqel y 

la infor.arión obtenida hasta el presente, 

p11•de decirse que •l virus ejerce su acción inhibitoria a nivel 

d .. la 

los •studios re•lizados ron sistemas de transcripción "in 

vitro• han proporcionado una n11eva aproxiia.ción, para Plucidar el 

•'"ranis•o por •Pdio del cual Poliovirus inhibe 

de la r~lula. 

la transcripción 

Cra .. ford (19At) y Klie .. er y nasqupta (19A0) demo .. traron que 



la tr•n•cripción, qu• copuritica con •l factor 

TFIID, ••ta in•ctivado en 

inf•ct•d•• con Polioviru•. 

Aunado a la• •videm: ia• d• •odi ticación o inactivación de 

infectada• con Poliovirus, otra• lineas 

hAn •uqerido 

inhihidor viral d• la tran•cripción c•lular. Fsta po•ibilidad se 

hecho de que se requiere de la 

traducrión tlel qeno- del virus para qu• ocurra la inhibición de 

la transrriprión d• la r.•lul• (Balti•ore y Franklin,1963). La 

naturale7a exarta del inhihitlor viral, a(m no h.;i 'l>ido 

dete.-.iinatla. tipido!i o lipoproteinas (Ho y Washington, 1971) atJi 

co•o proteinas vir•les (Balandin y Franklin,1964; 

Fern~ndez-To.Ais,19'87• Rossart y cols.,19'82;1984; Iturriaqa,1984, 

h<1n •ido postulados ro•o el (los) aqente (s) 

inhihitorio (q) tle la transcripción relular. 

Difer•ntes estutlios han de•ostrado la acuonulación de 

proteinas virales en el 

infectadas r.on Poliovirus, 

interior de los nócleos de la c•lulas 

y que su <1p<1rición r:oincid• r.on el 

in ir.in dP la inhibirión dP 1 a tran'>rriprión de la r:•lula 

Ros•art y hospedera (FernAntl•7-To9As,199?; Ri•n7 y r.ols.,1982• 

r.nls.,1992, 19Ad' N6«P7,1995). 

f,.t11dios real i zatto" con •1n 'iist•aa <le transr:ripción "in 

vitro• que inicia es tl•pendiente de DNA 

exóQ•no, han proporcionatlo •~s evidencia de Ja existencia de un 

inhihidor viral. Lo• re•ultados <le e!ito" estudio!> suqieren, que 



un fartor presentP Pn Pl 

de la transrripc:ión, el extracto d• "'1lnl•y no 

infectado, por una s•cuencia pro•otora o por un sitio c•rcano a 

•sta, ocasionando la inhibición de la transcripción •tn vitro• a 

partir d•l pro•otor tardío de Adenovirus-2 (lturriaga,1984). 

Fn basfl' a la inforaación anterior, la ••tN1tegia 

experi•ental que SP deridió •equir en et1te trabajo, tu• analizar 

•Pdiante qradientes lineales de •acarot1a, la posible fo,....ción d• 

incubar J'lNA (fraq•entos d• 

t~ p.h. rontPniPndo el PKT-Adeno-2) ron Pxtrac:to citoplat1-4itico 

infertadn n rnntrnl 

condirion,.,. Pxperi•Pntal,.• utili7Ada• para lo• ent1ayot1 

transrriprión "in vitro•. la idea 

e .. tr .. teqi" tu• 

inhibidor viral 

Pt1T-Adeno-2. 

la de tratar de aislar y caracterizar el posible 

unido a te•plado• d• DNA ronteniendo •l 

El an4lisis de la• •ezcla• de ONA-proteina "etionina=--8 en 

qradientP'< lineales de sacarosa, planteó varios inconvenientes. 

ltno de los inconveniente .. f••• •l d• q•ie, •l DNA (fraq•entos 

dP 15hB p.b. ronteniendo el PHT-Adeno-2) no se pudo .... rcar con 

alq(m isótopo radioactivo que p11di11ra facilitar t1u detección a lo 

larqo de los qradi•ntes. Por otra parte, dada'< las pequ•~as 

rantidadPs dP r>NA anali7adas, la opción de detectarlo •ediante 

la ~nica opción que nos quPdó, tu• •l sequi•i•nto d• la -rea 

ra<lioactiva en 
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frarcion•s ••diantP una alicuota, se 

preripitó •1 nNA y ~st• sp analizó, Pn •iniqelps de aqarosa al 1~ 

t•~idow ron bro•uro de etidio tal cual se indica en la sección de 

KatPrial•• y "~todos. 

Otro incovPni•nte que se pres•ntó fu~ el de que, en 3 de los 

la 

cantidad d• prot•ina-ft•tionina:sas (proveniente de los extractos 

citoplas~ticos control • infectado), capturada con los t••plados 

insuficiente, para s•r analizada en 

•lertrofor•sis en QPl de acrila•ida (ver sección de Resultados). 

f5tp prnbl•- no JJ•QÓ a 5UpPrar5P de) todo, ya que aún cuando 

rlP ONA-proteína M•tionina3'"S, se enriquecieron• la 

canti d"'d dP ONA sP au•Pntl\ dP O.!'\ •1q a 1 .!'\ ·~q, y la actividad 

radioartiva dP los Pxtrarto .. ritoplas..:iticos rontrol e infectado 

•• ••jnró •1JY ron .. idpr..,bl••entP (vPr Tabla No. 1), la r ... ntidad de 

prnt•in"' con marra radioactiva (M•tionina 3 •n) prov•nientP de los 

dPl orden dP 1500 a 

?OQO C.J' ••• , Ja,. prot•inas d•tectadas se 

vi11ualizaron de una -n•ra •11y tPnue (v•r Figura No.8), a pesar 

de todo, nos per•iti•rnn fnNnular algunas conclusion•s. 

suqieren la asociación dP 

templados el 

d• PHT-Ad•no-?, 

trano;criprión "in vitro"~ 

se incuban en condiciones 

ron un extrarto citnplas•Atico 

infertado marrado con Metionina 3 •S. fn todos los qr~dientes donde 

"pareríeron 

frarrionPs con r"'dínactivídad, 
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No. 6). 

Cuando s• analizó la prot•ína a•ociada, •n lo• co.pl•jos d• 

T>NA-prnt•ína, ••diante •lectrofor••is d• acrila•ida, •• 

ohservó una prot•ína de aprowioaada••nt• ~ Kd (v•r Figura No.8 y 

••t anAllisis en 

proteína de !'i!'i Kd es inducida durant• la inf•cción, probabl•••nt• 

entr• las 2 1/2 y 3 1/2 hs d•spu6s d• iniciada la inf•cción, 

tie•po en •l qu• s• •int•tizan la mayor part• d• 

•specíficas del virus. 

la• prot•ina• 

nado qu,. estos r•s•1ltados se obtuvieron en c:ondic:ion•s •uy 

pareridas a las ... pleadas al •studiar la inhibición de la 

transcripción "in vitrn" (Iturriaqa,1984), estos resultados nos 

permiten •a1qeri r que '""ta proteína <le aprowi-da••nt• 5S Kd 

posible•ente se enc:uentra involuc:rada •n ••te ••canis•o. 

las evidencias ewperi•entales obtenidas en este trabajo se 

apoyan en los reo¡ultat1os publicados por l.azard y c:ol•. (1989). fn 

ese trabajo, o¡e de•o•tró que un factor de inic:iac:ión 

la transcripción del PMT-Adeno-2 d•no•inado USF 

(Chodnsh y cnls.,1985), de 46 Kd, 

dis111in•1ído, y que, una proteín• d• aprowi-da•ente 50 Kd inducid• 

o •ndificada por el virus, se une a la región ••pecífica d• ••• 

factor, la reqión loc:alizada •ntre -63 p.b. y -52 

p. h •• 

l.<" posihi 1 id-'ld de 'lite 6st-'I proteína de 50 Kd inducida o 

la d•tectada •n ••t• 



Molecular, puede ewplicar•e en 

para •u detección. 
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función a la M•todoloq{a e•pl•ada 

Fn el trabajo de lazard y cols., •e e•tudió la forta.11ción •in 

factor nuclear 

l!'Sti•11latorio de la tran•cripción (USF) y •1 •l•••nto 

p.b.)- (C•rtheM,1985), •e 

dl!'Mostraron difl!'rencias entre los co•plejos proteína-tJPE for.ado• 

Pn prPsenr.ia dP Pwtractos nucleares par.-:ial•ent• purificados de 

infectadas con Poliovirus, los 

obtPnidos Pn la presencia dP ewtractos n11cleares provenientes de 

infección finqida. la foriaación de los 

co•pl•jos Modificados USF-lJPE coincide con la inhibición inducida 

por el viru• de la •íntesis •in vivo• de RNA. celular, y con una 

de la actividad transcripcional de 

inf•r.tadas. fn adición 

e•plPando una t•cnir.a d• entrer.ruzaMiento fotoquíMico (11antati• y 

cols.,1904), se de•ostró que wl factor IJSF del hospedero de 4b Kd 

se une "' llPF, fu•rteaente di••inuído y qu• un 

polip~ptido d• ~ Kd inducido o Modificado por el virus, aparece 

unido espPr{ficaMPnt• a los te•plados de lJPF. 

Si la proteina r•portada en PI trabajo la 

•is.a a la detPr.tada por lazard y rol., las i•plicaciones de est• 

hallazqo d•ntro del contexto d• la inforeación conocida h••ta el 

presente, en relación al inhibitorio d• la 

transcripción de la célula hospedera inducido por Poliovirus, 
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p11ditn•an "'"" 111o; <;iquiPnt ..... 

l.a •odific.actón inducida por- Poliovir-us de la RNA poli•er-asa 

JI (Ranq•l y cols.,1987), ocasiona la convPr-sión dP la subunidad 

110, do•into C-ter-•inal alta•Pnte fosfor-ilado 

(CTO) (Dah•us,1981), a la for-aa, apar-Pnte•ente, no funcional de 

E:l la (Flor-es-Oter-o,19821 Ranqel y cols.,1987). 

r-equPr-i•i•nto d• la RNA poli•Pr-asa 110 par-a la síntesis "in vivo• 

bilm doru•Pntada (Allison y rols.,1988; 

Rar-tholo•PN y rols.,1906 ' Rar-tolomPi y cols.,1988• Oah•us, l 9R1 1 

y col-;.,19R6). Fo;ta especiP .. .. la forma 

pr-Pdo•inantP Pn las Pn rr-eci•iento activo 

Kim y Oah•u,.,1996), y 

pr-PfPT'Pncial•PntP .. ,.ociada a la rr-o.atina rPlular- y viral 

r.arría-~arranca y rols.,1986) "in 

vitro•, la <;ituarión Ps rompletamPntP diferPntP ya que el CTD Pn 

su estado alta•Pnte fosforilado (subunidad 110), no es esPncial 

para la transcripción espPcífica PO los siste"'ª"' reconstituidos 

(1eqrubq• y cols.,198A). Por tanto, los resultados presPntados 

y por- Lazard y rol<;.,1989, <;uqier-en quP la tran,.cr-iprión a 

partir- dPl PHT-AdPno-? no orurr-P bajo nuPstras condiriones "in 

vitro• debido en parte por lo mPnos, la asociarión de la 

proteína dP 50-~ Kd a la rPqión •upstrPa•" del PHT-Adeno-2 

(la7ard y rolo;.,l~), la tran,.rr-ipción "in vivo" 

pue<IP o;er a<tiríonalmPntP inhibi<la <IPbido a l<o reducrión de 

artlvid<'ld dPl fartor TFllO (KliPNPr y 0a§qupta,198R) y 

la 

la 

•ndifir<'lrión <te 111 !<'NA pnli•er<is<i 110 (Florp .. -Otpro y cols.,198?; 

Ranqel y rot ... ,1987). 
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F1 siqnific::<'!ldO •jn vivo" la •odificación de la RNA 

la <'!lp,.ric::ión <tP n11Pvoo; polip•ptidoo; inducidos 

interac::tuar eo;pec::ífica•ente ron una 

rPqión e,¡ti•ulatoria ro•o UPF. no es en el presente conocido. Sin 

la posihilid"d de que el CTO alta•ente fosforilado de la 

enzilUI e,¡te involucrAdo en la unión de una clase e,¡pecial de 

II (AIJi,¡on y 

cols •• 1988 ' lnqJe,¡ y cols •• 1987), suqiere que este do•inio puede 

ta•hi•n proveer sitios para la interacción con las proteínas que 

ONA. Fn qenes eucariótic::os. los factores de 

trAnc;criprión q11e c;e unen a c;ecuenri"s esti111ulatorias •upstream" 

o reronoren las rajac; •TATA", ta•hi•n pudiPran entrar en cont;octo 

la RNA poli111erasa TI. Si esta fuese así 

ec;peraría111oc; <JUP l" inhihirión la c;íntec;is <te RNA. de la 

interarc::ión pri•aria del inhibidor 

intturitto por Pl viril<; ya ,;ea ron la RNA polimerasa o 11n 

fartor(es) transrripcional (es). ronduriendo a una di<;•inución de 

los factores a,¡ociados al CTO (lazard y cols.,1989). 

reciente•ente (Ranqel y cols.,1989) que la 

•odifiración de la RNA poli•erasa IIO puede ser dPbida a proteína 

rodlfirad" por el vir11~. ya QtJP "sta es prevenida por 

rirlohexi•ida y zinr. Así •is•o, evi<tenrias prPvia,; (Ralandin y 

Franklin, 19h4, 

lturrlaqa, 19Ad; 

Fern~ndez-Tolllác;,1982; Ros,;art y cols,1982;1984' 

S•Jqí erpn participación de 

proteina(s) viral(es) en ],. inhibirión <te 

la 

la sinte,;is de RNAm 

relular. 1 º" rPsulta<tos <te estP trabajo podrían suqPrir que el 
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po1ipPptido de~~ Kd es un producto codificado por el virus, que 

c;.p PHT-Adeno-?. probable•ente la región UPE, 

interfiriendo con l• iaaquinarta transcripcion•l de la c•Iula. 

Fs necesario realizar -.is eKperi•entos. par• definir l• 

lo" prod11ctos inducidos por el virus, 

involurl'<1dos en e1 •eranis•o de la inhibición de la transcripción 

dP 1<1 rPlul<1 hospedera. 
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