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REBUMEN

La infeccién de células de mamifero con Poliovirus o
cualquier otro Picornavirus ocasiona una rdpida inhibicidén de la
transcripcién de la célula hospedera, afectando principalmente la
sintesis de RNA dependiente de la RNA polimerasa II.

De acuerdo a los datos reportados hasta ahora, puede decirse
que muy probablemente, el virus ejerce su accién inhibitoria a
nivel de la iniciacién de la sintesis de cadenas de RNAmi; ya que
se requiere de 1la sintesis y acumulacién de productos virales
para que ocurra la inhibicién, se sugiere que la actividad
inhibitoria es alguna proteina viral. Se ha demostrado que en el
extracto citoplasmatico proveniente de células HeLa infectadas
con Poliovirus, se encuentra presente una actividad que induce la
inhibicién de la transcripcién "in vitro®” a partir del promotor
tardio de Adenovirus—-23 se ha sugerido que esta actividad,
presumiblemente proteina viral, ejerce su efecto a nivel del DNA
y sobre la iniciacién especifica de la transcripcién.

En base a lo anterior, se planted como objetivo, determinar
si hay asociacién de proteina de Poliovirus al promotor tardio de
Adenovirus~-2 (PMT-2), cuando éste se incuba en condiciones de
transcripcion "in vitro®™, con wun extracto citoplasmatico

infectado.
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Para ello, se analizé mediante gradientes lineales de
sacarosa; la posible formacitn de complejos DNA-proteina, después
de incubar en condiciones de transcripcién “in wvitro”, DNA
{(fragmentos de 1568 p.b. conteniendo el promotor tardio de

Adenovirus—-2) con extracto citoplasmitico infectado marcado con

Metionina®®g,
Bajo las condiciones antes msencionadas, tados los
experimentos realizados suglieren la asociacién de

proteina-Metionina®™™gE a los templados de DNA. En todos los
gradientes donde se analizaron mezclas de DNA-sxtracto
citoplasmatico infectado marcado con Metionina®®g, aparecieron
fracciones con radioactividad no observada en las fracciones
homélogas de los gradientes control, donde se habia analizado
extracto citoplasmatico infectade marcado con Metionina®®s en
ausencia de DNA.

Cuando se analizé la proteina asociada al DNA, mediante
electroforesis en gel de acrilamida, se observéd una proteina de
aproximadamente 35 Kd. Sugerimos que ésta proteina de I5 Kd es
inducida por el virus, probablemente entre las 2 1/2 y 3 1/2 hs
después de iniciada la infeccién y que se une al promator tardio
de Adenovirus-2.

Dado que estos resultados se obtuvieron en condiciones auy
parecidas a las empleadas al estudiar la inhibicién de la
transcripcién "in vitro", sugerimos que ésta proteina de I35 Kd
posiblemente se encuentra involucrada en el mecanismo de la

inhibicién de la transcripcién inducida por Poliovirus.
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INTRODUCCTION

1. VIRUS DE LA POLTOMIELITIS.

Fl virus de la poliomielitis o Poliovirus pertenece al grupo
de 1los Picornavirus, familia Picornaviridae, género Enterovirus
(Rekosh,1977). Fué descubierto por Landsteiner y Popper en 1909,
cuando 1ngraron transmitir la enfermedad a monos, por inoculacién
intracerebral de un filtrado libre de bacterias proveniente de la
médula espinal de un enfermo humano.

En el hombre, 1la infeccién producida por el virus de la
pnliomielitis comienza por la ingestién del virus Yy su
multiplicaciém primaria en la mucosa orofaringea e intestinaly
una vez iniciadno el proceso infeccioso msuy pronto somn invadidas
las amigdalas vy las placas de Peyer del {leon, posteriormente los
virus pasan a los qganqglios cervicales profundos y meséntericos vy
de ahi se propagan a la sanqgrej en el caso de que se produzca una
viremia persistente, los virus alcanzan el sistema nervioso
rentral ocasionando el sindrome clinico de la pardlisis.

Ya que la poliomielitis ocurria en grandes epidemias y tenia
efectos muy graves, se desarrolld una investigacién intensiva
para encontrar Ja cura. Fsta investigacién culminé con la
elaboracién de vacunas (Salk,195538abin,1962) que han permitido
erradicar la snfermedad en la mayor parte del mundo.

Fn 1a actualidad la investigacién con Picornavirus no ha

cesado ya que su simplicidad ha permitido que se les utilize como



sistemas modelo de la expresién qenética tanto wviral como
celular.

De entre las caracteristicas que los hacen ideales para
estudios wmoleculares detallados, se puede mencionar que se
encuentran entre los virus animales mas sencillos y pequefios, que
pueden ser crecidos rApidamente en células de muy diferentes
origenes v que son extremadamente estables vy faciles de
purificar.

Fn este trabajo se utilizé 1la infeccién de células Hela con
Pnliovirus comn un sistema mondelo para conocer ®is acerca del
mecanisman de patogenia viral vy por otra parte, para conocer mas
acerca del procesa de 1la transcripcién en células eucariédticas,
ya que comn se evidenciard posteriormente, este virus inhibe la
sintesis de RNA del hospedero a nivel de la iniciacién de la

transcripcidn.



a. Estrurtura.

Los polioviriones s0n particulas ribonucleoprotéicas
ersféricas que exhibhen simetria icosahédrica (Finch vy Kluq,1959).
E1 didmetro de estas particulas es de 20 a 30 na (Rueckert,1971),
est4n compuestas de un 70X de proteina y un 30% de RNA
(Burness,1973) y tienen un peso de aproximado de 8.5 X 10*
daltones (Rueckert,1971). Fstos viriones rarecen de carbohidratos
(Drzeniek vy Billeln,1974). Se ha reportado que el Acido miristico
(4cido n—tetradendico) estas covalentemente ligado a la proteina
de la rdpside VP4 y sus precursores VPO y Pl (ver Figura No.l) en
Poliovirus y otros Picornavirusy la weiristilizacién parece ser
una propiedad general de lns Picornavirus y ser esencial en su
orqanizacifn estructural y replicaridn (Chow vy cols.,1987).

lLas rApsides wvirales estan compuestas de cuatro distintas
proteinas estructurales, denominadas VP1l, VP2, VPI vy VP4, con
pesos moleculares aproximados de 34,000, 30,000, 26,000 y 7,000
daltones respectivamente (Hannecak y cols.,1984).

la mayoria de 1lns estudios indican que las capsides virales
estAn ronstituidas por 60 subunidades estructurales, y que cada
subunidad contiene una copia de cada wna de las proteinas
estructurales antes mencionadas (Rueckert,1985). En adicioén
pequefas rantidades (una o dos copias por particula) de una
quinta proteina VPN (de aproximadamente 37,000 daltones) han sido

detectadas en preparariones de virus altamente purificados.
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b. OGenoma.

F1 gennma de Poliovirus consiste de una maolécula de RNA de
cadena sencilla de polaridad positiva, es decir que tiene la
misma polaridad que el RNAm viral. Este RNA tiene un peso
mnlecular de aproximadamente 2.6 X 10* daltones (Tannock vy
cols. ,1970) v ronsta de 7433 nucledtidos, se encuentra
poliadenilado en el extremo 3JI' y unido covalentemente a una
pequefa proteina denominada VPg en el extremo 35' (Kitamura vy
cols.,1981).

Como la mayoria de los RMNMAsm eucaridticos el RNA de
Poliovirus posee en s extremo 3I' una reqgién de residuns de &cido
adenilico (poli-A), se ha estimado que esta regidn contiene de 50
a 125 nucledtidos (Yoqo y Himmer,1972).

El RNAm viral es idéntico al RMNA contenido en el virién,
excepto en que, 1la proteina VPg ha sido eliminada de su extremo
5'. F) mensajern viral tiene en su lugar un fosfate 3° libre
(Nomnto vy cols., 1977) cararteristica muy inusual entre los RNAsa
encontrados en las células eucaridticas donde la mayoria de los
mensajeros celulares vy virales poseen en su extremo 35' terminal
la estructura m7GpppN denominada "cap™ (Abraham y Cooper,1975).
Fasta estructura ha demostrado ser en msuchos casns esencial para
que ocurra la tradurcién (Raose v Lodish,1976), sin eabargo el
RMAm de Poliovirus se traduce sin la presencia de este residuo

(Rekosh,1977).



C. Replicacién Viral Intracelular.

c.l. Adsarcién, desencapsidacion y penetracién.

ta adsorcifén de Poliovirus a células suceptibles como las de
humano y las provenientes de primates, esta determinada por la
presencia de receptores especificos que se encuentran en la
superficie celular. La actividad receptora de Poliovirus parece
existir comn un complejo de qlucoproteinas y lipoproteinas
(McClaren,1968). Trabajos realizados con células hibridas de
ratén humano, establecieron que el cromosoma humano 19, que
aparentemente codifica una proteina de la membrana plasmatica
humana, es esencial para la suceptibilidad de los heterocariones
a la infercidn con Poliavirus (Miller v cols.,1974).

Fstudins iniciales demostraron que la fijacién inicial de
los Poliovirns a las células suceptibles era reversible si se
llevaha a cabn en frio (Fenwick vy Cooper,1962), y que a
temperaturas cercanas a X7=C el eclipse wviral sobrevenia
rApidamente (Hnlland,1962).

Recientemente se ha demaostrado que durante la fijacién de
Poliovirus a las rcélulas sureptibles ocurre un reacomodo
conformacional, que ocasiona en la particula viral, la pérdida de
la proteina interna VP4 y la extrusidn del terminal-N de la
proteina VP1. Se ha sugerido que el terminal-N en coordinacién
con la proteina VP4 miristoilada, participan directamente en la
fijacién del virus a 1a wmembrana de la célula hospedera (Filman,

D.J. v cols, [19R9).



c.2. Bintesis de proteina viral.

La sintesis de proteina especifica del virus se lleva a cabo
en el citoplasma de la célula, en qrandes polirribosomas recién
sintetizados, compuestos de 35 ribosomas asociados a una cadena
de RNAm viral (Summers vy cols.,1967). Estos polirribosomas
virales reemplazan completamente a 1los polirribosomas celulares
que son mAs pequefos. Gran parte del RNAm viral que se produce
tempranamente en el ciclo infeccinso se incorpora en estos
polirribosomas (Levintow,1974). Pocos minutos después de que una
mnlécula de RNAm ha sido liberada de su sitio de sintesis, ésta
se asocia a un ribosoma. E]l polirribosoma viral se forma cuando
da comienzo la traducciftn del mensajero y el ribosoma inicial se
mueve en la dirercién S5' a 3I', permitiendo la fijacién de
ribnsnomas adicionalesg el proceso entern de ensamblaje requiere
de aproximadamente 10 minutos v la traduccidén de una molécula de
RNAm viral requiere de cerca de 5 minutos (Huang Y
Baltimore.1970). Fxiste mucha evidencia experimental de que los
polirribosomas especificos del wvirus estan fuertemente unidos a
membranas citoplasmiticas (Levintow,1974y Caligquirti y Tamm,1970
a.bh.>.

Diferentes reportes apovan la idea de que existe dnicamente
un sitio de iniciacién de 1la traduccién en o1 RNAm viral, al
parecer, ésta se inicia en un codén AING a 743 nucleétidos del
extremn 5" terminal y continda hasta un codén de terminacidon a 71
nucledtidos del extremo 3J? terminal {(Dorner vy cols.,1982j
Kitamura y cols.,1981).

La primera sugerencia de que algunas proteinas virales eran
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derivadas de otras, fué realizada por Summers vy Maizel (1968)
basadns en la ohservacién de que, la suma de los pesos
moleculares de las 14 proteinas especificas del virus, que ellos
detectaban en células Hela infectadas con Poliovirus, sxcedia en
mAs del doble 1a capacidad codificadora del RNAm viral. Fué
rapidamente ronfirmado por experimentos de pulso y caza "in
vivo™, que alqunas proteinas virales eran precursoras de otras
(Maizel v Summers,1968; Holland v Kiehn,1969). Por tratamiento de
célnlas infectadas con aminnAcidos anAlogos (Jacobson vy
cnls. 19704 Jarohson vy Baltimore,19A8), zinc (Butterworth vy
Knrant,197d4) o inhihidares de enzimas proteoliticas (Summers vy
cols. ,1972) ha podido ser detectada una qran poliprateina, que ha
sidn denominada NCPUMWI con un peso molecular aproximadamente
247,000 daltones (Kitamura vy rols., 1981). Esta poliproteina
representa el total de la informacién traducible contenida en el
qgenoma viral, se cree que puede ser el dnico producto protéico a
rartir del cual todas las otras proteinas especificas del virus
se derivan (Jacohson y Raltimore, 1970).

NCPVPIHl estad orqanizada en tres regiones (ver Figqura No. 1),
la reqgidn Pl, rodificada cerca del extremo 5' del RNAm viral,
comprende las proteinas de la cApside y sus precursores (Taber vy
rnls. 1971y Summers y Maizel 19713, la regitn P?, que corresponde
a la parte central del genoma, comprende una proteasa (Korant y
rnls.,1979) v ntros  polipéptidns de funcién desconocida, v la
reqidn PX, rodificada cerca del extremo X', comprende una
nroteasa {(Palmenherqg y cols. 1979), VPq (Kitamura,1980) vy la RNA
polimerasa viral (1 undquist v rols. 15974y Flanegan v

Baltimore ,1979).
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Ya que NCPUM no puede ser detertada en células infectadas a
menns que se sometan A l1ns tratamientos antes mencionados, el
procesamientn de la rardena polipeptidica naciente debe ocurrir
antes de que el ribosoma haya atravesado 1 genoma entero. Se ha
propuesto que los productos primarios de la traduccién Pil-la,
P?-X y P3-1b, se originan por la accidn de alguna(s) proteasa(s)
de la célula hospedera (Korant vy cols.,1980), o bién por
hidrélisis autocatalitica (Kitamura vy cols.,1981). Por otra
parte, se ha demostrado que el procesamiento proteolitico de
Pl-la vy P3-1b en productos secundarios, es catalizado por
proteasas cndificadas por el qgenoma viral (Palmenberg vy

cols.  1979).



c.3. Replicacién del RNA viral.

la sintesis de RNA viral procede de acuerdo a un patrén de
tiempo que ha sido bién definido, comienza dentro de los primeros
30 minutos después de iniciada la infeccién, vy continua a wuna
veloridad exponencial hasta las 5 o 4 horas, posteriormente la
velocidad se torna lineal (Baltimore,1969) hasta que gradualmente
cesa alrededor de las 7 u 8 horas después de iniciada la
infeccién.

Mediante o1 fraccionamiento de células infectadas que han
sidn marcadas con pulsos breves, se ha demostrado que el sitio de
la sintesis de RNA viral es wuna estructura formada por las
memhranas lisas de la célula que ha sido denominada "complejo de
replicacién® (Caliquiri v Tamm,1970,a.b.). Fste complejo esti
completamente separadon de 1los polirribosomas virales (Huang v
Raltimore , 1970), hasta ahora no s#¢ ha encontrado mninguna
evidencia que permita coordinar la sintesis de proteina y de RNA
viral. la sintesis de proteina viral debe ocurrir antes de que
comience la replicacién, vya que ésta requiere de proteinas
virales recién sintetizadas.

El complejo de replicacién contiene una molécula denominada
RNA  intermediario replicativo, que ha demostrado ser el sitio
exarto de Jla replicacién wviral (Girard,1969; Baltimore, 1969y
levintow,1974) . La estructura de esta molécula ha sido
investigada de diferentes maneras, pero adn no estd completamente
riaro que estadn tiene en las células infectadas. Estudios
realizados "in vivo"™ (Tharbh v rols.,1974) e “in vitro™ (Oberg vy

Phillipson ,1971y Raltimore,1968; Baltimore, 1969) han permitido
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representar al intermediarin replicativo, como una molécula de
RNA de cadena senrcilla, parcialmente cubierta con 4 0 5 cadenas
en rrecimientn de RNA complementarin, con cada cadena naciente
unida al templado mediante apareamiento de bases en una regién
muy pequefa y una molécula de polimerasa viral.

Se ha propuestn que la replicacién del RNA viral puede
llevarse a cabo de acuerdo al siguiente modelo. E1 RNA viral
funciona comn templado para la sintesis de RNA complementario.
Algqunas molérulas de RNA complementario son sintetizadas
simultAnsamente, cada una por una wmolécula de polimerasa
independiente. Posteriormente estas moléculas funcionan como
templados para la sintesis de nuevas moléculas de RNA viral
(Fenner vy cols,.  1972).

Fl mndeln anterior sugiere 1la existencia de dos tipos de
Intermediario Replicativo, uno involucrado con la sintesis de
radenas de RNA complementario (-) vy otro con la sintesis de
radenas de RNA con la polaridad positiva original
(levintow,1974). Fn apoyo a esta hipétesias existe evidencia
qenética de que puede haber dos diferentes formas de polimerasa
viral. Se han aislado mutantes sensibles a temperatura que pueden
sintetizar ambos tipns de cadena, ninqgin tipn de cadenas o
nicamente radenas complementarias (Cooper y cols,. 19713 Cooper y
cols. ,1970).

NDos diferentes formas de replicasa viral han sido halladas
en el citoplasma de células infectadas con Poliovirus.
Primeramente se detectd una RNA polimerasa viral dependiente de
RNA, fuertemente unida a su templado (Baltimore vy cols.,1963).

Posteriormente se logré purificar una RNA polimerasa viral
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dependiente de RNA v de un "primer" de Nligo (i), que es capaz de
sintetizar "in wvitro"™ cadenas completas de RNA complementario
(Flanegan y Baltimore,1977). Se ha reportado que una proteina de
aproximadamente 67,000 daltones, purificada de células no
infectadas, es capaz de substituir al "primer" de Oligo (L)
catalizando la transcripcidn "in vitro® del RNA viral
{Dasqupta,1968%¢; Baron y RBaltimore,1982). Se cree que el factor
del hospedern estA involucrado con la iniciacidén de la sintesis
de radenas de RNA (- a partir de cadenas de RNA (+), y que la
RNA pnlimerasa viral estd involucrada con el alarqamiento de las
radenas (Dasqupta,1983%).

Ya «aque amhas actividades enzimAticas tienen en comdGn un
nrolipéptidoe de aproximadamente 63,000 daltones, se cree que
corresponden a dos diferentes formas de una misma proteina

{(Flaneqan y Baltimnre, 1979).



c.4. Fnsamblaje v liberacion de los virus.

Se ha suqerido y apoyado por evidencia experimental que la
formaridn de particulas virales vy la replicacién del RNA viral
son procesns acoplados que se llevan a cabo en asociacién con las
membranas lisas de la célula (Caliquiri y Mosser,19713y Caliguirt
y Compans,1973). AdGn no se conoce el mecanismo de transporte a
través del cual, las subunidades estructurales llegan a los
romplejos de replicaciédn, donde se cree ocurre la maduracidn de
Ins virus.

Fstudios de marcaje han demostrado que e1 RNA viral
sintetizadn, romienza a ser encapsidado en particulas virales
hasta las 2 1/2 horas después de iniciada la infercién, vy que a
las 4 horas, e1 20% del RNA total sintetizado ha sido
encapsidado. También han demostrado que una molécula de RNA puede
ser encapsidada en menns de 5 minutos después de su sintesis, por
proteina viral preexistente. Esta 0Gltima conclusién estd basada
en 1 hecho de que, la inhibicién de 1a sintesis protéica por
cicloheximida, no afecta la velocidad de entrada del RNA en
particulas virales (Baltimore,Girard y Darnell, 1966).

F1 ensamblaje de los virus idinvolucra una serie de eventos,
mediante los ruales, las proteinas de la cépside se agregan, en
estrurturas de tama®fo creciente. Las proteinas de la cépside
provienen de un polipéptide precursor denominade Pl-la (ver
Fiqura Nn.1) (Jacohson y Baltimore,1968,a.b.). Este polipéptido
s¢ esrinde en tres proteinas: VPN, VPl, vy VP3 (Jacobsaon y
rols. 1970y Summers vy Maizel ,19AR). Cantidades equimolares de

estas tres proteinas son ensambladas en unidades estructurales
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rada vezr mAs complejas, que se lleqan a combhinar con el RNA viral
rara formar 2l virion completo.

A partir de las estructuras intermediarias que pueden ser
detertadas en rélulas infectadas con Poliovirus, se ha deducido
la secuenrcia de eventos aque se llevan a cabo durante la
morfoqénesis del wviridn .

Fl1 primer paso durante la morfogénesis, es la agregacidén del
pnlipéptido precursor de las proteinas de la caépside Pl-la, para
formar un pentAmero que sedimenta a lds (Watanabe vy cols.,1962y
Phillips v Fennel 1973).

Iina ver formadas las particulas lds, ocurre el procesamiento
nrotenlitico de rada polipéptido precursor Pl-1a para generar las
proteinas estructurales VPN, VP]l y VP3. Los pentdmeros escindidos
(particulas 14s) se aqgregan para formar una cdpside vacia estable
e sedimenta aproximadamente a 758 y que ha sido 1lamada
procApside (Jarobson y Raltimnre, 1968y Phillips,19713 Phillips vy
Fennel ,1973).

F1l siguiente evento durante el ensamblaje, es la adicion del
RNA viral a la procapside para formar un nuevn intermediario, el
provirién que sedimenta a 125s (FernAndez—Tomis y
Raltimore , 1973). |la conversion de procdpside a proviridon también
puede l1levarse a cabo "in vitro™ (FernAndez-Tomas vy cols.,1973).
F1 RNA contenidn en el provirifén es insensihle a la digestién con
rihonurleasa, amnunque la particula es convertida fécilmente en
prorApside v RNA libre por tratamientn con FNTA (Fernidndez-Tomas
v Raltimore 1973).

F1 filtimo pasa en la morfoqgénesis, involucra la conversiotn

protenlitira de 1a mayoria de las proteinas VPO en las proteinas
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estrurturales WP? v VP4, dandn lugar a la formaritn de viriones
madurns qune sedimentan a 155s. Alqunas proteinas VPO quedan sin
proresar. F1 viritn maduro es insensihle a una qran variedad de
aqgentes quimicos, incluyendo el SDS vy el EDTA que desnaturalizan
1ns precursores estructurales este dltimo procesamiento
pratenlitico debe causar un nqran camhio rconformacional en la
rApside la partirula viral (Jacobsan y Raltimnre,1968).

lina ver que ha orurrido la maduracién de los viriones, estos
son  liheradns por ruptura de la aesbhrana rcelular. Estudios
realizadns ron microscopia elerctrédnira han sugerido, que la
progenie viral puede ser liberada de Jla célula hospedera, a
través de vesiculas citoplasmAticas asociadas a virus que llegan
A abrirse al espacion extracelular (Dunnebacke y cols., 1969). Por
otra parte, tamhién existe la posibilidad de que grandes
rantidadeas de virus, sean liheradas de forma discontinua,
mediante o1 burbnjeo de romplejns filamentosos asociados con
virus (Mmnebacrke vy cols. ,1969) 0o por liberacidén de cristales de

viriones (Dales, 1965).
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d. Alteracitin de las funciones del hospedern.

Después de la adsorcién de las particulas virales a la
célnla hospedera sohreviene el periodo de eclipse. Durante este
periodo no e< posihle recuperar particulas infecciosas estables y
sflo alguwnns prodartos esperifiros del wvirns pueden ser
detertados. Sin emharqo es durante este periodo cuando el virus
afecta de manera mAs significativa el metaholismno de la célula

(Reknsh,1977).

d.1. Inhibicidn de la sintesis de proteina celular.

lLa infercifn de célnlas Hela con Poliovirus induce una
rApida vy completa inhibhicifén de la sintesis de proteina celular.
Dentro de las 3 primeras horas del cicle infecciosn, la velocidad
de sintesis protéira celular decae a rerca del 50X en relacién a
la veloridad inicial, lueqn sique decayendn vy hacia el final de
1a infeccidn la veloridad de sintesis ha disminuido a un 20%. A
las X horas después de inirciada la infercién 1a mayoria de las
proteinas sintetiradas son esperificas del virus (levintow,1974).
La inhibicién de la sintesis de proteina celular es paralela a la
desaqreqgacidon qradual de 1los polirribosomas celulares vy al
ensamhlaje qradunal de los polirrihosomas virales que son mas
arandes (Penman v cols. [ 1963).

La inhihicién de la sintesia de proteinas de la célula
hospedera no requiere de 1la replicacidn del virus, pero si
requiere de la tradurcifn del gennma viral. Si o]l genoma de

Pnliavirna es irradiade con luz ILLV. antes de infectar a las
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rélulas, nn se ohserva la inhihiridn de 1la traducrcidn del
hnspedern. F1 tratamiento con  luz 1.V, orasiona entre otras
alterariones, la formarion de dimeros de uridina en el RNA,
bloqueandn de esta manera su traduccién {Helentjaris vy
Fhrenfeld,1977). Si las células saon infectadas en presencia de
puromicina, al eliminar la drogqa, se reinicia Jla sintesis de
proteina a niveles sempjantes a los de las células control, por
un rorto tiempn antes de que orurra la inhibicritn de la sintesis
de proteina crelular. Por tanto ai la traduccién del wvirus es
evitada, nn se forma el supuestn inhibidor viral de la sintesis
protéica celular (Penman y Summers, 196%).

Afin no estd clarn que productns especificos del virus son
neresarins para producrir el efecto inhihitorio. Se han aislado
alqunns mutantes de Ponliovirus sensibles a temperatura,
dafectivos en la produrcién de proteinas estructurales, que son
incapares de inhibir la tradurrién del hospedero a temperatura no
permisiva (Steiner—-Pryor vy Cooper,1973). Sin embargo, también se
ha reportado que la infeccidn de células con particulas de
Pnliovirus de interferenria defertiva que carecen de un segmento
de BRNA aque codifira cerca de un tercio de la proteina
esstrurtural, son tan sfectivas romo los virus del tipo silvestre
para ncasionar la inhihicidn de la traduccidn del hospedero (Cole
v Raltimore,1973X).

Durante 1a infercidn ron Polinvirus ap ha demostradn que los
RNAsm celulares nn son  deqradadns (leihowitz v Penman,19713Calby
y rols. 1974y Kanfman v cnls. 1974) ni mndifirados (Ferndndez
Mufnz vy Darnell,1976) y que son funrionales cuandn son extraidos

de las célnlas infertadas v nsados en sistemas de traducciédn "in
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vitrn®™ (Kanfman v rols. [ 1976iFhrenfeld v Lund,1977).

Fn r&lulas infertadas ron Polioviras no se forman complejos
de inicriacridon can los RNAsm relulares, dnicamente se forman con
Ins PRNAs (+) wvirales ({leibowity vy Penman,1971y Ehrenfeld y
Mani«,1979). Fstas obhservaciones han suqerido que el bloqueno de
1a «intesis protéica celular se¢ lleva a cabo a nivel de la
iniriarién de la tradurcion. Se han propuesto diferentes
mecanismns para explicar el fendmenn inhibitorio, de entre estos
pueden citarse los siquientess con base en estudios de bloqueo de
la iniciacidn de la sintesis protéica con medio hiperténico (Nuss
vy conls., 19727y Sabhnrin v ro0l.,1974), se ha postulado que la
infeccibtn con Poliovirus ocasiona wna alteracitn en la
permeahilidad celular, provocando una concentracidn aumentada de
rationes monnvalentes dentro rde la rélula, ocasionandeo a su vez
1a tradurcidon preferencial de 1os RNAse virales. Carrasco y Smith
(1983) encontraron que tantn el rompimiento del gradiente de
iones monovalentes, como el incremento intracelular de iones
sndin, orurria horas después de que la sintesis de proteinas
celulares hahia sido inhibida. Ferndnder—Tomias (1983) ha

encontrado que la concentracién de sodin extracelular, ocasiona

1a acumul aridn intracelular del catidn A4 disminuye
proporcinonalemente el perindo "laq™ requeridn para que se
manifieste la inhihicién de la sintesis de las proteinas

ralulares, sin que se altere el tiempn requerido para la sintesis
de proteinas de Pnlinvirus. Fn qeneral puede decirse que la
evidenria disponihle an células intartas no apnya fuerteaente la
tenria de que n incrementn de iones sodio dentro de la célula

esa responsahle de la inhihicridén de 1a sintesis protéica celular
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a tiempns tempranns de la infeccidn. 8Kin embargeo va que
tardi amente en el rirln infecriosne ocurre una alteracién en la
permeahilidad relular, no se ha excluidn la posibhilidad de que
éate Ffendmenn tenqa que ver con la inhibicién de la traduccién
del hospedern a tiempans tardios.

ima de las tenrias que ha recibido mayor soporte
superimental involucrra la inactivacién de umn factor de
iniciarién, necesario para la traduccidn de los RNAsm celulares,
perno no para la traduccién de los RNAsm virales. Helentjaris y
Fhrenfeld (197R) utilizando sistemas de traduccidtm "in wvitre",
han demostrado que Ins factores de iniciacién aislados de células
infertadas ron Pnliovirus no promueven la iniciacién de la
traduccidn en polirribosomas que contienen RNAm celular endégeno,
pern  si estimnlan 1a iniciarifon de la traduccién en
prlirrihosomas que rontienen RNAm viral enddégeno. Una preparacidn
similar de fartores de iniciaridn proveniente de rcélulas no
infertadas fué capar de promover la iniciacién de la traduccién
tanto de RNAsa relulares como de RNAsm virales. Fstas evidencias
sngiriernn que Jlos factores de iniciacién durante la infeccién
con Polinvirus hahian perdido la rapacidad de recaonocer los RNAsa
"ruhiertos®™ en su extremn 5’ por la eastrurtura denominada "cap”®
(M7Gppp).

Se ha purificado una actividad que restaura la traduccién de
Ins RNAsm ron "cap", v se ha demostradn que se encuentra asociada
a wn qran complejo protéico que se mne al “cap”™ (Sonenberg y
rols., 1979y Tahara y rols. 1981y Trachsel vy rols., 1980). Be
sencontrd que la artividad restauradora era 14bil (Trachsel y

ranls.,19R0) vy ques sra una proteina de 24 Kd (Sonenberq,1978). Al
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pararer la inferridn con Polionvirus nrasiona la disociacidn de
esta proteina del complejo mayor de factores de iniciacién
(Fhrenfeld,1982). No se ha determinado si la disociacidtn es

cansada por un producto especifico del wvirus,

d.2. Inhibicién de la sintesis de DNA de 1la célula

hnspedera.

la sintesis de IDNA celular es también inhibida durante la
inferridn ron Picornavirus, pern mAds tardiamente y menos
severamente que la sintesis de RNA relular (Hand v Oblin,1977).
la mayoria de la evidenria disponible apoya la idea de que ésta
inhibirifén orcurre como un efectno serundario de la inhibicién de
la sintesis protéica del hospederao {Hand v Tamm, 19723

levintow,1974).



d.X. Inhibicifn de la Sintesis de RNA celular.

Ia infercién de células de mamifero con Picornavirus
orasiona rdApida inhibicién de 1a sintesis de RMA celular
(FernAndez-Témas ,1987). Mientras el mecanismo de la inhibicidn de
la sintesis protéica del haospedero ha sidn intensamente
estudiadn, es poco 1o que se conoce acerca del mecanismo de la
inhihiridn de las funciones nucleares de la célula inducido por
el virus,

Fstudins previns han indicadn que 1l1a inhibicrién de 1la
sintesis de RNA relular nn es dehida al decremento en la poza de
precursores (Plagemann,1971), ni a 1a destrucrcién del templado de
DNA (Hnlland vy Peterson,19A4), ni a la rdpida deqradacidn de los
RNA produacidos (Franklin y cols,, 19623 Colby vy rcols. 1974y
FarnAnda>-Mu@n> v rnls. [ 1976).

F1 mecanismo de la inhihicidtn de la transcripcién del
hospedern esta caracterizado por wuna répida pérdida de la
actividad de 1a RNA polimerasa IT (que sintetiza el RNAm o
heterogénen nuclear), un decaimiento msuchn mAs lento de la
artividad de 1a RNA polimerasa I (que sintetiza el RNAr) y ningin
cambin aparente en la actividad de 1la RNA polimerasa IIf (que
sintatiza »1 RNA Ss y ol RNA, (Miller y Penhoet, 19727y Bossart y
rols. ,19AR4).

Fuperimentos realirados ron Poliovirns y ntros Picornavirus
han estahlerido que la cinétira de la inhibirién de la
tranerriprién del hospedero, varia de acruerdo a la linea celular
v al virns atilirzadoe (Rekosh,1977)>. Fn rélnlas Hela infectadas

con Pnlinovirus se ha demnstrado que la actividad de la RNA
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polimerasa 11 comienza a declinar alrededor de los 80 minutos
despubs de iniciada 1a infeccién, para luego seqguir decayendo, a
las ? hs post infecridn la actividad ha decaido a un 5S0% en
relarién a la encontrarda en rélulas normales y a las 3 hs
pnstinfecrcién un 90% de la actividad de la RNA polimerasa II se
encusntra inhihida (Crawford vy cols.,1981; Flores—-0Dtero Y
cnls. . 1982).

Imn de los hlancos del mecanismo inhibitorio parecerian ser
las moléculas de RNA polimerasa 1II del hospedero. lLa RNA
pnlimerasa I purificada a partir de una qran variedad de células
enraridticas consiste de una mercla de tres distintas
suhespecies, denominadas 10, TIA y ITR (para una revisifdn ver
Srhwartz> y rols. 1975). Cada enzima estd compuesta de 10
subunidades vy difierren en la aparente masa molecular de su
suhunidad mAds qrande (110 240,000 da, ITA 214,000 da, TIB 180,000
da, para la enzima de timn de ternera). la subespecie de 1la
enzima TTN;, es la forma predominante, en células en crecimiento
artivon (Garcia—-Carranca y cols. 19863 Kim y Dahmus,1986), vy estd
preferencialmente asoriada ron la cromatina rcelular y viral
(Rarthnlomew v cols.,1986; Garcia—Carranca y cols. 1986).,

Recientemente se ha reportado que en células HelLa infectadas
ron Poaliovirus, la inhihirciftn de la sintesis de RNAm celular
roincide ron la mndificarién de Jla RNA polimerasa 110, que es
anarentemente, la forma de la enzima transcriprionalmente activa
"in vive" (Rannel y rols.,19R7) v, que ésta modificarién, parece
ser dependiente de l1a sintesis vy procesamientn de proteina viral
(Ranqel v rols. [ 198R8).

la valocidad de alarqamientn de cadenas de RNA, no esté
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modificada en células infectadas, sin embarqo se ha demostrado
que, a medida nque transcurre la infeccién, va disainuyendo el
nfimern de mnléculas de RNA polimerasa TII comprometidas en el
alarqgamientn de radenas (Aprietti y Penhoet, 19783y Flores—Otero y
cols. ,19R2).

Puede decirse que, de acuerdo a los datos reportados hasta
el momentn, wmuy probablemente, el virus interactda con la
requlacidn de 1a sintesis de RNA del hospedero a nivel de la
iniciaridn de la transcripridn.

F1 estahlecimientn de sistemas de transcripcién "in vitro®
para el estudio de l1a sintesis de RNA, ha constituido un
desarrollo muy importante para la elucidacién de los mecanismos
de rontrol transcripcional y de expresién genética en los
organismos eucarifticos. Fstos sistemas libres de células, han
proporcionadn una nueva aproximacién para elucidar el secanismo
de la inhibicién de 1a sintesis de RNA celular inducido por
Polinvirus.

Algunns estudins LY han realizadn con sistemas de
trascripcifdn "in vitro®™ que consisten bAsicamente de extractos de
rélulas completas o0 de extractos citoplasmAticos, que inician
selertiva v exartamente la transcripcidn, sobre templados de DNA
exbaqeno aque contienen un promotor eucariético.

Fl sistema de transcripcion "in vitro®™ desarrollado por Weil
(1979) ronsiste de un extracto citoplasmaticeo (5-100) que
requiere de la adicién de RNA polimerasa 11 y de un templado de
PNA. Fl sistema de transcripcitn "in vitro" desarrollado por
Manlsy (1980) consiste de un extracto de células completas

(extrarto de Manley) que requiere de la adicién de un templado de
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DNA v de los 4 ribonucledtidos necesarios para ia transcripcién.

En los sistemas antes mencionados, se ha utilizado
tundamentalmente como templadn de DNA exégeno, la unidad de
transcripcién tardia de Adenovirus—2 debido a que esta poses un
promotor fuerte, es decir, que es activamentsz transcrita por la
RNA polimerasa TI, vy a que utiliza 1os factores de la célula
hospedera, para su transcripcidn (Price y Penman,1972y HWallace y
Kates , 1982).

Fragmentns de la vnidad de transcripcitn tardia de
Adennvirus—2 conteniendn el promotor, han sido clonados en
PAR3?22. la utilidad de estos pladsaidos radica en que a partir de
ellos, mediante enrimas de restriccién, es posible obtener
templadns de DNA de longitud definida que, al ser ensayados en un
sistema de transcripcidn "in wvitro®, generan un transcrito
especifico que puede serr wmonitoreado como una banda de RNA,
cuandn se analiza mediante electroforesis, peraitiendo
cuantificar la iniciacidn exacta de la transcripcién.

Se ha demnstrado que “in vitro®, la RNA polimerasa II
purificada, por si sola, Gnicamente puede transcribir de manera
arzarosa Ins templados de DNA exégeno, y que para que se lleve a
raho 1la Etransrripcién especifica a partir del promotor, el
sistema dehe ser suplementado con factares que se encuentran
presentes en extractos crudes provenientes de células normales
(Weil v rols.., 1979).

Con el fin de purificar les factores que regulan la
esperificidad de la transcripcién "in vitro® se han realizado
fraccionamientos cromatograficos de extractos celulares. Mediante

cromatoqgrafia se han loqrade separar 95 diferentes fracciones
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denominadas, TFTTA, TFITR, TFIIC, TFIID vy TFIIFE, que al ser
adicionadas a wn sistema de transcripcién "in wvitro®, bhacen
posihle que se lleve a caba la iniciacién exacta de la
transrripcién a partir del promotor tardio de Adenovirus-2
(Matsui y cols., 19803 Samuels y cols,.,19825 Dynan y Tjian,1983%
Fire y cols., 19843 Moncollin vy co0l1.,1986). E1 papel exacto de
tados los factares de transcripcién presentes en estas fracciones
adn no es conorcido, aungue hay evidencia directa e indirecta de
gue algunns de esstos factores interacrtdian con secuencias
particrulares de NDNA dentro del promotor (Carthew vy cols.,1985;
Samaqndn y rols. 19A5; Davison y rols. 19831 Fqly vy cols. 198434
Parker v Topnl,[19R4y Reinherq v Roeder,1987;7 Reinberqg vy
rnls.  19R7). Recientementese se¢ ha reportadon la purificacién de un
factnar de transrripcifdn qgeneral que se une A la RNA polimerasa
1T, para formar un complejn estahle vy que s requerido para la
transcriprién especifica a partir del promntor tardio de
Adenovirus—2 (PMT-Adeno—2) (Xin—Min Zheng v conls. [ 1987).

Crawford (1981) vy Kliewer y NDasqupta (1988) han demastrado
que la inhibiridn de 1a transrripeién inducida por Poliovirus
puede ser estudiada "in vitro®. Fn contraste con los extractos
ritoplasmAticros ohtenidos de células Hela hajo infeccién fingida,
Ins extractos ohtenidos de células infectadas con Poliovirus
fueron incapares de preomover la transcriprién mediada por la RNA
nolimerasa TIT a partir del PMT-Adeno—-?. lta adicién de una
fracrcién de extrarto citoplasmatico no infectadn (obtenida de un
frarcionamiento en fosforelulosa) conteniendan factores
esperificos de la iniciacién de la transcriprién, fué capaz de

restanrar 1a artividad transrriprional de los extractos
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citoplasmAticos infectados. Kliewer y Dasqupta (1988) demostraron
que el factor de la transcripcién, que copurifira con el factor
transcripcional TFIID, esta inactivado en las células Hela
infertadas con Poliovirus. Fstnos resultados sugieren que uno o
mAs factores, requeridos para la iniciacién especifica de la
transcripridn, se encuentran inactivados en las células Hela
infectadas ron Poliovirus.

Aunadn a las evidencias de modificacién o0 inactivacidn de
factores especificos de la iniciacién de la sintesis de cadenas
de RNAm en rélulas Hela infectadas con Poliovirus, otras lineas
de svidenria experimental, han sugeridoe la existencia de un
inhibidor viral de la transcripcifn celular. Fsta posibilidad, se
fundamenta principalmente en el hecho de que se requiere de la
traduccién del genoma del virus para que ocurra la inhibicidn de
la transrripridén del hospederno (Baltimore vy Franklin,1963). La
naturalerza exacta del inhihidor wviral, no ha sido adn
determinada. lipidos o lipoproteinas (Ho vy Washington,1971) asi
cnmo proteinas virales (Ralandin Y Franklin, 1964
Fernande>—TnmAs 19823 Bossart vy cols, 1982319843 Iturriaga,1984y
Nifez,198%), han sido postulados como el (los) agente (s)
inhibitorio (s) de la transcripcién celular.

Fsta hipAtesis se encuentra apoyada por las evidencias
nohtenidas de sstudins realirzados rcon ensayos de transcripcién "in
vitrn® que requieren de nfirlens purificados. Se ha demostrado que
1a preincubaridn de nidclens aislados de células normales con
extrartos ritoplasmAticos provenientes de células infectadas con
Ponliovirns, induce una inhibiridn selectiva de la actividad de la

RNA polimerasa 17, v una acumunlacién de proteinas virales en el
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interior del nicleo. Fstos resultados han sugerido que productos
virales, presumihlemente proteinas virales, deben penetrar en el
nficleo para tjerrer sy actividad inhibitoria (Bossart vy
rols. ,19R231984) .

fn apoyo a lo anterior, hay varios reportes gque demuestran
la arnmulacién de proteinas virales en el interior de los ndcleos
de rélulas infectadas con Pnliovirus (Ferndnder—Tomas , 19825 Bienz
y cols. 19823 Rossart y cols.,198231984) v que su aparicién en el
nficlen coincide con el inicin de la inhibicidn de 1a
transcripcidn de 1la célula hospedera.

lLas evidencias particulares de la existencia de un inhibidor
viral en las que se encuentra basado el presente trabajo son las
siquientes:

Se ha demostrade que tanto en £1 niacleo como en el
citoplasma de rélulas infectadas ron Poliovirus; hay una
arumulacién de wna proteina de aproximadamente 35,000 da gque
presenta wna alta afinidad por la cromatina. F1 hecho de que ésta
proteina se encuentre Gnicamente en células infectadas y de que
exhiha nna alta afinidad por el DNA, sugiere bhAdsicamente, que se
encusntra involurrada en el meranismo de 1la inhibicién de 1la
transrripriton de 1a rélula hospedera (NGRez,1985).

Por otra parte, estudios realizados con un sistema de
transcripcidn "in vitro®™ que inicia especificamente vy que es
dependiente de NDNA exfAgeno han proporcionado mas evidencia de 1la
existencia de un inhibidor viral. El1 sistema consiste en un
extrarto rrudo de células Hela completas (extracto de Manley),
1ns 4 rihonurledtidos requeridos para la transcripcién y un

temnlado de DNA de Adenovirus—2 que contiene el promotor tardio
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(PMT-Adenn—-2>. l1a obtenribn del templadn requiere de la
restriccidn del plasmido plAX (obsequio del Dr. Tjian, Berkeley,
Cal.) que contiene un fraqgmentn de la unidad de transcripciédn
tardia de Adenovirus—-2 que wva de 15.5 a 18.5Su en el cual se
Inraliza el promntor (ver Fiqura No. 2). Con este sistema de
transcripcidn "in vitro® se demostrd que, cuando se incuba en
primera instancia el templado de DNA con un extracto
citoplasmAticra ohtenido de células Hela infectadas con Poliavirus
¥, posterinormente se ensaya en condiciones de transcripcién "in
vitrn®™ en presencia de un extracto celular rompletn (extracto de
Manley) mnn inferctadn, L1 nbserva una inhibiciéon de 1la
transcripcidn "in vitro®™ a partir del PMT-Adeno-23 sin embargo,
se demostrd que si la sercuencia de incubaciones se invierte, esa
inhihicidn no se detecta.

FEstos resultados sugieren que un factor presente en el
extractn citoplasmaitica infectado, compite con algtn factor
requerido para la iniriacién especifica de 1la transcripcion
npresente en el extrarto de Manley no infectado, por una secuencia

promotora o por un sitin cercano a ésta (Iturriaqga,1984).
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e. Objetivos.

En base a los datos presentados y a las evidencias
particulares antes mencionadas los objetivos del presente trabajo

fueront

1) Determinar si hay asociacién de proteina de Poliovirus al
DNA (fragmentos de 1568 p.b. conteniendo el promotor tardio de
Adenovirus-=2), cuando éste se incuba en condiciones de
transcripcibn "in vitro®, con un extracto citoplasmatico

proveniente de células HeLa infectadas con Poliovirus.

2) Aislamiento del complejo DNA-proteina con el fin de
identificar mediante electroforesis en acrilamida, la o las

proteinas asociadas.
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MATERTIALESESB

a. Origen de los materiales.

a.1. Material bioldgico.

B8e trabajé con el plasmido pLAX (AmpT™), clonado por W. Dynan
a partir del pAl. en el laboratorio del DR. R. Tjian de la
Universidad de Berkeley, CA., E.U.A., quién lo obsequié al Dr.
Patricio Gariqlio de este Departamento. Este plasmido se propagéd
en la hacteria Escherichia coli cepa HBIO1l r~m~rec A~Amp~.

F1 wirus de la poliomielitis tipo I (Mahoney), pasaje 28 de
su propaqgacién en el lahoratorio del Dr. Carlos Ferndndez-Tomas,
fué obtenido del lahoratorio del Dr. David Raltimore del
Instituto Tecnoléqico de Massachusetts (M.T.T.), E.U.A..

Las células HeLa (derivadas de un carcinoma de cérvix
uterino, CCL 2-ATCC, se adquirieron de la American Type Culture
Collection (ATCC) vy se propagaron en el laboratorio a una

densidad de 3-6 X 10® células/ml.
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8.2. Reactivos.

El Tritén X-100, Ditiotreitol (DTT), Hepes, Cloramfenicol,
B—Mercaptoetanol, Tris—-Base, Tris-HCl, Acido Bérico, Albdmina de
Suero Bovino (BSA), Aminoacidos No Esenciales, Lisozima,
Ampicilina, Glicina y Azul Brillante de Coomasie se obtuvieron de
B8igma Chemicals Co. (E.U.A.).

E1 Azul de Bromofenol, Xileno de Cyanol, Bromuro de Etidio
(EtBr), Fenol Ultrapuro, Persulfato de Amonio (PSA), Cloruro de
Cesio (CsCl) v el TFMED se obtuvieron de BRL (E.U.A.).

E1 Bicarbonato de Sodio (NaHCOy), Fosfato de Sodio
Monob4sico Dihidratado (NaHzPD..?Hz0), Acetona, Hidréxido de
Sodio (NaNH), Cloruro de Sodio (NaCl), Isopropanol, Cloruro de
Magneaio Heptahidratada (MgCl3z.7H20), Glicerol, Cloruro de
Potasio (KCl1), Fosfato de Sodio Dibasico (NazHPO,), Fosfato de
Potasio Monobésico (KHaP0,), Carbonato de Sodio (NaxCDs),
Tartrato de Sodio vy Potasio, Sulfato de Cobre Pentahidratado
(CuB04.5H20), Metanol, Acide Clorhidrico, EDTA vy el Acido
Tricloroacético (TCA), fueron obtenidos de J.T. Baker (Mex Co.).

La Acrilamida, NN' Metilenbisacrilamida, Agarosa vy el
Dodecil Sulfato de Sodio (8BDS) se obtuvieron de BDH (E.U.A.).

La Bactotriptona, Extracto de Levadura vy Casaminodcidos
fueron obtenidos de DIFCO (E.1.A.).

El Etanol Absoluto, Tolueno, Acetato de Sodio
(NaCagHsD=2.3H20), Acido Acético Glacial vy el Reactivo de Fenol

{(Folin) fueron obtenidos de Merck (Méxica).



La llrea v la Sacarosa recristalizadas se obtuvieron de
Schwartz-Mann (E.U.A.).

La Penicilina G PotéAsica vy el Bulfato de Estreptomicina
fueron obtenidos de Farmacéuticos Lakeside (México).

El Floruroe de Fenil Metil-Sulfonilo (PMSF) se obtuvo de
Bethese (E.U.A.>.

El1 PPD fué obtenido de Packard Co. (E.U.A.).

El precursor radiocactivo Metionina™®S se obtuvo de Amersham
{(Inglaterra).

El Medio Minimo Esencial (MEM) fué obtenido de GIBCO
laboratories, Inc. (E.U.A.).

E1l Suero Fetal de Ternera se obtuvo de Biocel (Méxica).

Las bolsas de didlisis se obtuvieran de Spectrum Medical
Industries, Inc. (E.U.A.).

El1 papel Whatman 3 MM se obtuvo de Whatman (E.U.A.).

La SBepharosa dB de Pharmacia Cheamicals (E.U.A.).

Las enzimas de restriccién Ava T y Bam HI de Biolabs

(E.U.A.).



b. Composicién y Preparaciéon de las Soluciones.

En la preparacién de todas las soluciones se empled agua
bidestilada. B¢ esterilizéd por autoclave (EA) a 13 1b/ce® de
presién a 120°C durante 20', por filtracién (EF) a través de
membranas Millipore HWPA (0.22 uM), se guardé a temperatura
ambiente (TA), a 4=C (TF), o se congeld a -20C (TC) como se

sefala en cada solucidn.

b.1. Obtencién del DNA.

Medio luria: 10 g de Bactotriptona, 5 q de Extracto de
Levadura, 10 g de NaCl v 1 ml de NaOH 2 N. Aforar a 1 1t (EA) vy

(TF).

Medio Super Broths 33 g de Bactotriptona, 20 g de Extracto
de Levadura, 7.5 q de NaCl y 3.5 ml de NaOH 10 M. Aforar a un

litro (EA) y (TF).

Solucién Ir S0 mM Glucosa, 10 mM de FDTA pH 8 y 25 mM de

Tris-HC1 pH 8 (FAY v (TF).

Solucién IIx O.2 N de NalH v SDS al 1% (EF) v (TF).

Solucién 111z 3 M de Acetato de Sodio pH S5, 24.48 g de

NaCaHs02.3H20 mds 6£.89 ml de Acido Acético Glacial. Aforar

a 100 ml. E1 pH debe quedar a S (checarlo) (EA) y (TF).



Buffer T—Er 10 wM de Tris—-HCl pH 7.4 vy 1 =M de EDTA (EA) y

(TF).

Isopropanol saturado con T-E/CsClt preparar una solucién de
CsCl al dOX en buffer T-E. Baturar el isopropancl con esta

solucidn.

Buffer Tris—Boratos (10X) 3+ 89 mM de Tris—Base, 89 mM de
Acido Bérico y 2.5 mM de EDTA. Checar que el pH sea de 8.3 (EA) vy

(TF).

Buffer de Columnas 300 M de NaCl, 50 M de Tris—HC1 pH 7.8

y 10 mM de FDTA (EAY v (TF).

Colorante Blue Juice (10X):r Ficoll (tipo 400) 30%, EDTA S0

s pH 8, Azul de Bromofenol al 0.25% y Xileno de Cyanol al 0.235%.

Buffer Core (10X)s 300 mM de Tris—HC]l pH 8, 100 mM de HgClx

y 500 mM de NaCl.

Soluciones de Sacaresa al 5,10,20,50, y 60X para gradientes
(w/v): la Sacarnsa se disolvid en 20 mM de Tris—HC1 pH 7.9, 20 mM

de EDTA, 200 mM de NaCl y 0.1%X de Sarkosyl (EA) y (TF).
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b.2. Obtencién de los Extractos Citoplasmdticos.

MFM (2X)>r Para un litro de medio minimo esencial dos veces
concentrado se disuelven dos sobres de medio liofilizado (GIBCO
laboratories) en 900 ml de agua bidestilada estéril, se agregan 4
q de Bicarbonato de Sodio. El1 pH se ajusta a 7.4 con NaOH 1 M

CEF) v (TF).

Solucidén de Aminodcidos no Esenciales (100X)»

COMPONENTE COMCENTRACION (mg/it)
L-Alanina 890,00
L-Asparagina.Hz0 1500.00
L—-Aspartico 1330.00
L=Acidan qlutdmico 1470.00
IL.-Prolina 1150.00
L-8erina 1050.00
IL.-Glicina 750.00

Disolver en aqua bidestilada. Ajustar a pH 7.3 y aforar a 1

litro (EF) y (TC).

S8olucién de Glutamina (100%)s Para un litro, disolver 29.4 g
de L-Glutamina en 900 m] de aqua bidestilada, ajustar a pH 7.3 y

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



Solucién de Metionina (100X)s Para un litro disolver 1.5 g
de |L-Metionina en 900 ml de agua bidestilada, ajustar a pH 7.3 y

aforar a 1 litro (EF) vy (TC).

Solucién de Penicilina-Estreptomicina (100X): Para un litro
disolver 7.5 X 10* unidades de Penicilina QO Potésica y S5 g de
Eatreptomicina en 900 ml de agua bidestilada, ajustar a pH 7.3 y

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

MEM (1X)>: Para 1 litro de medio wminimo esencial una vez
concentrado se emplean 450 ml de MEM (2X) estéril, 20 m1] de wuna
Solucién de Penicilina—Estreptomicina (100X), 100 ml de Suero
Fetal de Ternera (Laboratorios Biocel México) y 10 ml de Solucién

de Aminodcidos no Esenciales (100X).

HMedio de Infeccitny Es e1 medio wminimo esencial (MEM 1X)
sin, Glutamina, Metionina, Penicilina, Estreptomicina vy 8SBuero

(EF) v (TF).

Buffer Hipoténico: 10 M Hepes, 10 mM KC1, 1.3 mM MgCle v 3

M de DTIT. Ajustar el pH a 7.9 (EAY v (TF).

Buffer Hiperténicor 300 mM Hepesy 1400 mM KC1 y 30 mM MgCl=.

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

Buffer R’ 50 M Tris—-HC1 pH 7.9, 100 mM NaCl y 0.2 aM de

DTT. Ajustar a pH 7.9 (FA) y (TF).



Buffer PBS: Para 1 litro disolver 8.4 g de NaCl, 0.2 g de
KCl, 1.13 g de NagHPO4, vy 0.2 g KHaPO,. E1 pH se ajusta a 7.4 (EA)

y (TF).

Buffer Manley IVi 25 aM Hepes, 100 mM KC1, 12 mM MgClz, 0.5
mM EDTA, 2 wM DTT vy Glicerol al 17% (v/v). Ajustar el pH a 7.9

{(EA) v (TF).
Bolsas de didlisiss Hervir las bolsas con NaxC0O; al 10%
(w/v) vy 10 M de EDTA durante 15'. Lavarlas de 3 a S veces con

aqua bidestilada estéril. Repetir la operacién 1 vez. ARadir 1 =aM

de EDTA (EA) y (TF) con 2 gotas de Cloroformo .

Soluciones A,B y C para cuantificacién de proteinas:

Solucién A: 94 mM de NazCO3, 50 mM de NaOH y 0.047 mM de

Tartrato de Sodio y Potasio (TF).

Solucién Bs 2 mM de CuB04.5Ha0 (TF).

Solucibn C ¢ 50 partes de la solucidén A con 1 parte de la

solucién B. Se prepara fresca (TA).

Liquido de centelleo Tolueno-Tritén 1 litro de Tolueno, &0

m] de Tritén X-100, 168 ml de agua bidestilada y 3.3 g de PPO.



Azul de Coomasie:r 2.0 q de Azul de Coomasie disueltos en

Metanol S0%-Acido Acético 7%.

Salicilato de Sodiot 1 M de Acido Salicilico y 1 M de NaOH,

mezclar todo al mismo tiempo en agua bidestilada.
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ATBLAMIENTO DEL PLABMIDO PLAX POR MEDIO DE GRADIENTES DE

CsCl (Birboie y Doly,1979).

Una colonia de 1a bacteria Escherichia goli cepa HB101,
transformada con el plismido pLAX, se inoculéd en 50 ml de medio
Luria con ampicilina (50 mg/ml) y ae dejéd crecer a 37=C en
agitacion durante toda la noche. Al dia siguiente parte del
cultivo se diluyd 11100, se diluyeron 10 ml del cultivo anterior
en 1 litra de medin Super Broth con ampicilina (50 mg/ml) y se
siquid 1la D.0O. a 590 nm hasta que se obtuvn una lectura entre 0.3
y 0.6. En ese momento, se agregaron 100 mg de cloramfenicel (100
ug/ml), 10 ml de gluconsa al S0% y 15 ml de casaminodcidos al 10%,
dejaAndose amplificar el plasmido durante por lo menos 16 hs a
37=C en agitacién constante. Posteriormente se sedimentaron las
bacterias a 5,000 rpm durante 10" en el rotor GE3S de la
centri fuga Sorvall RC-38. E1 paquete celular se resuspendié en 25
m]l de la Solucién T y se agreqt 50 mg de lisozima (2 mg/ml), la
mezcla se dmjé a 4°C durante X0', luego se agregaron 30 ml de la
Solucién 11 v se mezcldé suavemente, dejéndose 5" més a 4=C,
ensequida se agregaron 37.5 ml de la solucién III, se mezcld
suavemente vy se dejé otros 60", La mezcla de lisis se distribuyé
en 2 botellas "corex™ de 150 wml, se centrifugé a 8,000 rpm
durante 60" en el rotor GSA de la centrifuga Sorvall. Se recuperéd

el sobrenadante y éste se repartié en partes iguales en 4
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botellas corex, Yy se agregé a cada una 3 voldmenes de etanol
absoluto a -20°C. Se dejd precipitar el DNA durante toda la noche
a =20=C. Despubs se centrifugé a 10,000 rpm a -20°C durante 3I0°'
en el rotor GBA de la Sorvall. Se desecharon los sobrenadantes vy
las pastillas se dejaron secar a temperatura ambiente, luego,
éstas se resuspendieron en 30 ml de acetato de sodio 0.1 M pH S,
se afadieron 3 voldmenes de etancl absoluto a -20°C, se mezcld vy
se dejé precipitar el DNA durante 30' a -70=C, después se
centrifugé a 10,000 rpm a -20=C durante 3JI0'. Se desechd el
sohrenadante v se repitié la operacién anterior. Las pastillas
secas se resuspendieron en &6 m]l de buffer T-F con RMasa A (S0
n/ml), incubando ponsteriormente a 3I7*C durante 30'. Al término de
este tiempo la muestra se depositd en 2 tubos de polialémero del
rotor 50 Ti, previamente hervidos en buffer T-E durante 157, y se
aqreqgé por tubo 4 ml de buffer T-F, 7 q de CsCl y 0.05 ml de una
solucién de bromuro de etidio (10 mg/ml). Los tubos se sellaron y
se# introdujeron en el rotor 50 Ti, se centrifugaron a 435,000 rpm
a 20=C durante 3& hs en la ultracentrifuga Beckman L8-35. Después
de la corrida, los tubos se llevaron a un cuarto obscuro y se
iluminaron con una lémpara de luz U.V. para detectar las bandas
de DNA. Se observaron 2 bandas bién definidas, una superior que
rontenia el plasmido linearizado y con “"nicks™ y otra inferior
que contenia el plasmido circularizado. Ambas bandas se
colectaron por el extremo inferior del tubo, después de que a
este se le hizo una puncién con una agquja hipodérmica estéril.
Por las caracteristicas del plAsmido se decidié trabajar con la

banda inferior que se colecté. Este DNA se tratd con isopropancl



—-4a0-

saturado con CsCl/T-F ;, lo que permitié extraer el bromuro de
etidio por eliminacién del material coloreado. Finalmente, con el
ohjeto de eliminar el CsCl de la muestra, ésta se dializé a d4=C
contra buffer T-E durante toda la noche, haciéndose un cambio de
buffar a la primera hora. E1 DNA se gquardé a 4°C en un tubo de

polialdémero.

ATSLAMIENTO DEL PLASHMIDO pLAX POR MEDIO DE SEPHAROBA 4B.

El método es iqual al anteriormente descrito, desde la
inoculacidn de la cepa bacteriana transformada en medio Luria mas
ampicilina, hasta la obtencién del lisado claro, es decir, hasta
la recuperacidn del sobrenadante proveniente de la centrifugacidén
de la mezcla de lisis a 8,000 rpm durante 60" a partir de este
paso el protocolo fué diferente. E1 sobrenadante se distribuyd en
partes iquales en 2 botellas corex de 150 ml, se agregdé 2
voldmenes de etanol absoluto v el NNA se dejb precipitar durante
30 a temperatura ambiente, Ilueqo se centrifugéd a 10,000 rpm
durante 15 en el rotor GSA de la centrifuga Sorvall, se decanté
el sobrenadante y las pastillas se dejaron secar a temperatura
ambiente. las pastillas se resuspendieron en 12.5 ml de buffer de
columna. La muestra se depositéd en un tubo de polialémero de S0
ml v se extrajd con un voldmen igual de fenolicloroformo (1311),
después se centrifugé a 10,000 rpm durante 5' para separar las
fases, se recuperd la fase acuosa vy ésta se extrajé con voldmen
iqual de cloroformo, se volvié a centrifugar y nuevamente se

recuperd la fase acunsa, luego se incubé brevemente a 68=C con el
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fin de evaporar los residuos de cloroformo. Para eliminar el RNA
de la muestra, ésta se incubhhd con RNAasa A (25 uqg/ml) &0' a
temperatura ambiente. Se realizé una extraccidn con
fenol:cloroformn v otra mas ron cloroformo, luego la muestra se
deposité en un tuho rorex de X0 ml, se ajusté a 0.1 M de NaCl, se
agqregaron ? volumenes de etanal absoluto v se dejé precipitar el
DNA durante 3I0' a temperatura ambiente, posteriormente se
centrifugéd a 10,000 rpm durante 207 en el rotor S5 34 de 1la
centrifuga Sorvall, se decanté el sobrenadante, la pastilla se
dejd secar y luego se resuspendié en 2.5 ml de buffer de columna.
lLa solucién con el DNA se hizo pasar por una columna de Sepharosa
4B de d=1ca y h=20cm. F]1 DNA se eluyd en alicuotas de 1 ml. Para
la elucién se empled buffer de columna. Por cada ml de DNA se
rolectaron 20 frarciones de 0.5 ml en tuhos de polipropileno de
1.5 ml. Posteriormente se lavé la columna con el mismo buffer v
se repitié la operacién. Cuandn se concluyéd la elucidn se tomd
una alicuota de rada fraccién y se corrieron minigeles de agarosa
al 1% para determinar qué fracciones contenian el plasmido, las
fracciones de interés se juntaron y el DNA se precipitdéd con NaCl
0.1 My 2 voldmenes de etanol absoluto durante 30" a temperatura
ambiente, lueqo se centrifugéd a 10,000 rpm durante 207, se
decantd el sobrenadante vy se dejé secar la pastilla. E1 DNA se
resuspendid en 1 ml de buffer T-FE v se quardéd en un tubo de

polipropilenn a d4°=C.
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DETERMINACION DE LA PUREZA DEL DNA.

Para determinar la pureza del DNA se tomd una alicuota de la
preparacién y se efectud una dilucién 11100 en buffer T-E,
posteriormente se leys la muestra en un espectrofotémetro a 280
nm vy a 260 nm . El parametro que se considerd indicador de una

pureza aceptable fué el cociente D.0O. 260/280= 2.0-1.8.

CUANTIFICACTION DEL DNA.

La concentracién del DNA aislado se determiné por
comparacién con un DNA de concentracidén conocida. E1 DNA que
sirviéd como patron de referencia, fué el DNA del bacteriédfaqo
Lambda cortado con la enzima Hind TII a una concentracidéon de 2
uq/ul (Laboratories Riolabs). Se realizaron 10 diluciones de
ambnos tipas de DNA en tubos Fppendorf de 0.5 ml. Posteriarmente,
cada diluridn se deposité suavemente vy en aorden decreciente,
sobre una placa de agarosa al 1% con bromuro de etidio (0.5
ug/ul). Después de esto, la placa se gquardd en oscuridad v a
temaperatura ambiente 45'. Ilna vez que las muestras se secaron, la
placa se visualizé en un transiluminador de 1luz U.V. vy se
determiné que diluciones del DNA control y del probhlema eran
equivalentes, de ésta manera se determind la concentracién del

DNA purificado.
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DETECCION DEL DNA POR MEDIO DE PLACAS DE AGAROSA AL 1X.

Para preparar las placas, se disolvié 1 q de agarosa en 100
ml de buffer Tris-Boratos 1X a 70-80=C, posteriormente se agregé
bromurn de etidio a una concentraci6étn final de 0.5 ug/ml. La
solucifn se repartié en partes iquales en d cajas de petri de
pliastico de d=10 cm v se dejbé qelificar a temperatura ambiente.
Las placas que no se utilizaron de inmediato, se envolvieron en
papel aluminio v se quardaron a d=C. Para detectar el DNA, se
deposité con cuidado sobre una placa de agarosa, 5 ul de cada
muestra que se queria analizar, luego se guardd la placa en
oscuridad 45" a temperatura ambiente, cuando se secaron las
muestras la placa se visualizé en un transiluminador de luz U.V.
vy se determiné presencia o ausencia de DNA en las muestras

analizadas, por ausencia o presencia de fluorescencia.

RESTRICCION DEL PLASHMIDO PLAX CON LAE ENZIMAS AVA 1 Y

BAM HIT.

Para probar la actividad de las enzimas que se utilizaron,
se efectuaron minirestricciones en tubos eppendorf de 1.5 ml, a 4
ul de DNA de plLAX (0.25 uq/ul), se le agregaron 14 ul de aqua
bidestilada estéril, 2 ul de buffer de restriccién "core™ 10X, 1
ul de la enzima Ava I (4 unidades/ul) y 1 ul de la enzima Bam HI
(16 wunidades/ul). La mezcla de restriccién se dejé incubar 1 h a

37=C. la reaccién se detuvo calentando la muestra a &5°C durante
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La restriccién de cantidades mayores de DNA se llevd a cabo
quardando las proporciones con el protocolo anterior, por
ejemplo, a 120 ul de DNA pLAX (0.25 ug/ul) se le afadieron 60 ul
de agua bidestilada estéril, 20 ul de buffer "core™ 10X, 8 ul de
Ava T (4 unidades /ul) v 2 ul de Bam HI (16 ul/ul). La mezcla se
dejé6 incubar durante 6 hs a 37=C dehido a que a diferencia de las
minirestricciones, se afRadié una unidad de cada enzima por ug de
DNA. La digestiédn del DNA se pard calentando la muestra a &5+=C

durante 57,

ANALISIS DE LOSB FRAGMENTOS DE RESTRICCION EN MINIGEL DE

AGAROSA AL 1X%.

Los minigeles de agarosa se prepararon de la siguiente
manerat se disolvieron 0.2 q de agarosa en 20 ml de buffer
Tris—Boratos 1X a 70-80°C, la solucién se depositéd en una camara
para miniqgel, se introdujo wun peine formador de carriles y se
dejo qelificar. Posteriormente se retiré el peine y se 1llené 1la
minicémara con buffer Tris—Boratos 0.5X.

lLas muestras se ajustaron a un voldmen de 20 ul con aqua
bidestilada estéril, se les afadié 2 ul de colorante "Blue Juice"
vy se depositaron en los pozos del gel. los minigeles se corrieron
a 100 wvoltios, con el pole negative conectado en la parte
anterior de la cAmara y el polo ponsitive en la parte posterior,

hasta que el Xileno de Cyanol lleqd al extremo positive del gel.
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Los geles se tifReron con una solucién de bromuro de etidio (5.0
un/ml1) durante 10'. lLas bandas de DNA se visualizaron en un
transiluminador de 1luz U.V.. Las fotoqrafias se tomaron con una

camara Polaroid MP-4, usando Pelicula Polaroid.

SEPARACION DE LO8 FRAGMENTOE DE REBTRICCION EN GRADIENTES

LINEALES DE BACAROBA DE 3 A 20%.

La digestién del plasmido pLAX de 4880 pares de bases con
las enzimas Ava I vy Bam HI, generéd 2 tipos de fragmentos,
fraqgmentos de 3312 p.b. v fragmentos de 1568 p.b. que contenian
el PMT-Adeno—2. Con el objeto de separar ambas poblaciones vy
purificar los fragmentos de 1568 p.b., la solucién de DNA va
restringida se introdujo en gradientes lineales de sacarosa de S
a 20% que se prepararon con un formador de gradientes, en lado
izquierdo del formador, se depositaron 5 ml de sacarosa al 5% y
en ladn derecho 5 ml1 de sacarosa al 20X, los gradientes se
depositaron en tubos de polialdémero del rotor SW 40, previamente
hervidos en amortiguador T-E y que contenian un colchén de
sacarosa al 50X de 635 ul. Se depositéd por gradiente 0.545 ml de
plasmidn digerido, los qgradientes se centrifugaron a 35,000 rpa a
20°C durante 12 hs pn el rotor SW 40 de la ultracentrifuga
Reckman LB8-55. Después de la corrida los gradientes se
fraccionaron por la parte superior de los tubos, con una
micropipeta Gilson, se tomaron fracciones de 100 ul.

Para determinar que fracciones contenian DNA, se tomé una



alicuota de 5 ul de cada fraccifn y se analizé en placas de
agarosa al 1%, va seleccionadas las fracciones que contenian DNA,
se tomdé una alicuota de 5 ul de cada una de ellas y se corrieron
minigeles de agarosa al 1%. Se juntaron, por un lado las
fracriones que contenian los fragmentos de 1568 p.b., y por otro
lado las fracciones que contenian ambos tipos de fragmentos, las
muestras se diluyeron 2 veces con buffer T-E, el DNA se precipitd
con acetato de sodio 0.15 M pH 5 y 2 voldmenes de etanol absoluto
a 20°C durante toda la noche. Finalmente se centrifugqdé a 10,000
rpm durante 30', se decantd el sobrenadante, se dejé6 secar la

pastilla y el DNA se resuspendié en buffer T-E y se guardd a 4=C.

S8EPARACION DE LO8S FRAGMENTOS DE RESTRICCION EN GRADIENTES

LINEALES DE SACAROSA DE 10 A 350X de 4 al.

Los fragmentos qgenerados por 1la restriccién del plasmido
plLAX con las enzimas Ava 1T y Bam HI, también se separaron en
gradientes lineales de sacarnsa de 10 a 50%¥. Para preparar cada
gqradiente se depositaron en el lado izquierdo del formador de
gradientes 1.8 ml de sacarosa al 10% y en el lado derecho 1.8 ml
de sacarosa al 50%. Los gqradientes se depositaron en tubos de
polialémero del rotor SW S0.1 que contenian un colchén de
sacarosa al 60% de 235 ul, los tubos se hirvieron previamente
durante 15' en buffer T-F. Se depositd en cada gradiente 200 ul
de DNA digerido. Los qradientes se centrifugaron a 40,000 rpm a

202 durante 12 hs en ] rotor SW S0.1 en la Ultracentrifuga



Beckman LB8-55. Después de 1la corrida, 1los gradientes se

procesaron de igqual manera que en el protocolo anterior.

CILTIVO DE CELULAS HELA EN SUBPENSION.

Cultivos de células Hela en suspensiéon de 100 ml o0 mas se
obtuvieron a partir de 50 ml de un cultivo stock de células Hela
8-3. De acuerdo al voldmen del cultivo que se iba teniendo, las
células se crecieron en matraces erlenmeyer de 250 o 500 ml, asi
comn en matrares esféricos de 500 ml o0 1 1t, utilizando segin el
casao, poco menns de la mitad del voldmen gque podian contener. Las
células se alimentaron cada 24 hs, con MEM iX suplementado con
suero fetal de ternera, aminoicidos no esenciales y antibiéticos,
se les mantuvo a una densidad de 4d-8 X 10% células/ml. E1 nimern
de células se determinéd tomando una alicuota del cultivo vy
determinando su concentracién en un hematimetro. Los cultivos se

mantuvieran a I7*(C en agitariédn constante.
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INFECCION DE CELULAS HELA CON EL VIRUS DE LA POLIOMIELITIS

(Baltimore v cols.,1966).

B¢ crecieron células Hela en suspensién como se describié
anteriormente. Las células se empastillaron centrifugandolas a
1500 rpm durante S5' en la centrifuga Iniversal PR&600. El1 paquete
celular se lavé con MEM de infeccién (sin suero, metionina,
glutamina ni antibiédticos) y luegp se resuspendid en este mismo
medio para dejar las células a una concentracién de
107células/ml. F1 voldmen de células concentradas se dividié en
dos, una parte se infectd con Poliovirus y otra no, con ésta
Gltima parte se realizé wuna "infeccién fingida™ o control, es
decir, se procesd de igual manera pero no se afadid el wvirus. A
las células que se decidiéd infectar, se les adicionéd el virus,
haciendo previamente el calculo para una multiplicidad de
infeccién (m.d.i.) de 100 unidades formadoras de placa J{u.f.p.)
par célula. Para permitir la adsorcién del virus, tanto el
cultivo infectado como el control, se dejaron en agitacién
constante durante 30' a temperatura ambiente. Después de este
tiempn ambos cultivos se diluyeron a 5 X 10%células/ml can MFM de
infeccién, dejando sequir la adsorcifén durante 15' mas en
agitaciéon a la misma temperatura. lLas células posteriormente, se
sedimentaron a 1500 rpm durante 57, los paquetes celulares se
resuspendieron en MEM de infeccién suplementado con 2% de suero
dializado (vs. medio de infeccién) vy glutamina 11X a una
concentracién de 5 X 10%rélulas/ml. Inmediatamente se colocaron

ambas suspensiones celulares a 3I7=C;, con aqitacién suave vy
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continua, este punto correspondié al tiempo cero de infeccién.

MARCAJE DE CELULAS HELA CON METIONINA®®Z DURANTE LA

INFECCION CON EL VIRUS DE POLIOMIELITIS.

A las 2 1/2 hs post infeccién células Hela infectadas y no
infectadas, se marcaron con 25 a 350 uCi/ml de Metionina™ s
durante 607 3 1/2 hs post infeccién). Para cesar la
incorporacién del aminoécido radiocactivo se adicionté metionina
fria a wuna concentracion final de X, y se colocaron las
suspensiones celulares en hiela durante L S lusego se
centrifugaron a 1500 rpm durante 5" en la centrifuga Universal,
para continuar con el protocolo de obtencién de extractos

citoplasmidticos.

MONITOREC DE LA INFECCION.

La velocidad aparente de sintesis de proteina en células
Hela control e infectadas, se midi®d desde las 2 1/2 a las 3 1/2
hs post infeccibn, durante el marcaje de las células con
Mationina®™g, para ello se realizd un "piloto de infeccidén™, es
decir, durante el marcaje se monitored Jla incorporacién del
isftopn radicactivo en ambos cultivos celulares. Desde o]l tiempo
cero de infeccién, cada 15", se tomaron por duplicado, alicuotas
de 45 ul de cada cultivo y se mezclaron con 35 ul de metionina

fria 100X, ensequida se depositaron en papeles filtro Whatman 3
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MM v se les agreqt 45 ul de TCA 10%X. Al concluir el piloto de
infeccién los papeles se dejaron secando a temperatura ambiente,
una vez que se secaron, se lavaron conp TCA 5%, se hizo un lavado
de 10 y otro de 5', luego se lavaron 2 veces con etanol 30%
durante 15 y se pusieron a secar. Cuando se secaron los papeles,
cada uno de ellos se depositd en viales que contenian 5 al de
liquido de centelleo y se les wmidié su radioactividad en un

espertrofotémetro Packard modeln 3385,

OBTENCION DE EXTRACTOS CITOPLASMATICOS A PARTIR DE CELULAS

HELA (Weil y cols.,1979).

Después de que las células Hela control e infectadas con
Poliovirus se marcaron con Metionina®®S, se procedid a obtener
los extractos citoplasmAticos de ambos cultivos. Todoa el
procedimienta se realizé a deC.

Ilna vez que se detuvo la incorporacién de Metionina®®5 en
las «células, estas se empastillaron a 1500 rpm durante 5’ en la
centri fuga Universal PR 600, el paquete celular se lavé can PBS y
las células se wvolvieron a sedimentar a 1500 rpm durante 77,
posteriormente se lavaron con buffer hipoténice Yy se
centrifugaron a 1500 rpm durante L, b las células se
resuspendieron en 2?2 wvolfmenes (en relacidn a la pastilla) de
buffer hipoténico, agregédndose PMSF para dejar una concentracién
final de 0.18 aM. lLas células se dejaron incubando durante 10" en

este huffer. Después de este tiempo ambas suspensiones se
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homngenizaron por separadn, en homogenizadores wmetilicos
preenfriadns a d=( ron 7 qolpes SUaAVES, aqregandose
inmediatamente 0.1 V de buffer hiperténico (en relacitén al buffer
hipoténico antes adicionado) para luego dar 2 qolpes suaves mis.
Se checd la ruptura de las células al wmicroscopio. Cada
homogenizado se deposité sobre un colchén de glicerol al 30% en
buffer R’ de 6-8 ml, v se centrifugdé a 3,200 rpm durante 10’ en
la centri fuga Universal. Se recuperé de la parte superior un
voldmen igual al depositado sobre cada colchén, wvoldmen
correspondiente a los extractos citoplasmiéticos de las células.
Finalmente los extractos se dializaron wvs Buffer Manley IV
(13100) a d4=C durante tnda 1a noche. Posteriormente los extractos

se alicuotaron y se guardaron en nitrégeno ligquido.

ANALISIS DE MEZCLAS DE TRANBCRIPCION "IN VITRO" EN

GRADIENTES LINEALES DE SACARDSA DE 10 a SO%.

Se prepararon mezclas de DNA-proteina en condiciones de
transcripcién "in vitro®. Las condiciones de reaccidén fueron:
Hepes 12 oM pH 7.9, KC1 &0 mM, MgCl> 7 mM, EDTA 0.3 mM, DTT
1.2 mM, Glicerol 10.2%3 temperatura de reaccidon 30°Cy tiempo de
reaccién 60'; volamen final de reaccién 25 o S0 uly la cantidad
de DNA asi como la cantidad de extracto citoplasmatico (marcado

can Metionina®®S) se indica en cada experimento.



lLas mezclas de transcripcidn "in vitro®™ se depositaron sobre
gradientes lineales de sacarosa de d wml de 10 a 50% con un
colchén de 60%. los gradientes se centrifugaron de 10 a 12 hs a
40,000 rpm a 20*C en el rotor SW S0.1 de la Ultracentrifuga
Beckman L8-55. Después de la corrida los gradientes se colectaron
en fracciones de 100 ul y se procedié a analizarloes.

Primeramente se determing el pérfil radiocactivo obtenido en
cada qradiente, se tomaron alicuotas 5 a 20 ul de cada fraccidén
del qgradiente vy cada wuna de ellas se depositéd en un vial
conteniendo S wml] de liguido de centelleo Tolueno-Tritén. Los
viales se wmetieron a contar en un contador de centelleo
utilizando el rcanal de *=C.

Para determinar la distribucién del DNA a lo largo de los
qradientes, en base a los picos de radioactividad registrados se
formaron grupos de fracciones. De cada qgrupo de fracciones se
tomé una alicuota, la muestra se ajusté a 0.15 M de acetato de
sodio pH 3 y se aqregaron 3 voldmenes de etanol absoluto, el DNA
se dejé precipitar a -20=C durante tanda la noche, luego se
centrifugd a 10,000 rpm durante 30", 1los precipitados se
resuspendieron en Buffer 7T-F vy posteriormente se realizé una
electroforesis en minigel de agarosa al 1%.

Ina vez definidos los grupos de fracciones que contenian DNA
(fragmentos de 1568 p.b. conteniendo el PMT-Adeno-2) se procedid
a identificar las proteinas presentes en cada uno de ellos, para
este efecto cada muestra se liofilizé por separado vy
posteriormente se realizé una electroforesis en gel de arrilamida

al 10% en condiciones desnaturalizantes (SDNS 0.1%).



DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE PROTEINA (Lowry,1931).

Aradir 1 ml de Solucién C a 0.2 al de muestra por duplicade
y agitar bien. Dejar 10" exactos y afadir 0.1 ml de Reactivo de
Fenol (Folin diluido 1351 con aqua), mezclar bién inmediatamente.
Dejar al menos 45" para que se desarrolle el color. Leer las
muestras a D.0O. 660 nm. llsar agua como blanco y una solucibtn de

albimina de suero bovino para hacer la curva patrén.

ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA-SDS.

Geles de poliacrilamida al 10% se corrieron en el sistema de
amortiquadores de Laemmli (1970). Amortiquador de muestra que
contiene Tris—-HC1 0.06 M pH &.5, SDS 2%, Glicerol 5%,
B—Mercaptoetanol 3% y pironina al 0.001X%.

Después de la electroforesis, los geles se tiferon durante
30 minutos con Azul de Coomasie, se destiferon con una mezcla de
Metannl S50%X-Acido Acético 10X yv posteriormente fueron sometidos
a fluorografia antes de ser secados v expuestos a
autorradiografia. LlLa autorradiografia se realizéd colocando una
placa de rayons X (Kodak X—-Omat) entre el gel seco y las placas
intensificadoras de un Cassete (Kodak C—-1), coloc&ndolo
pnsterinrmente a -70°C durante tiempo variable de acuerdo a las

C.p.m..



FLUDROORAF IA

Después de la corrida, tefiir el gel de poliacrilamida con
Azul de Coomasie durante 30 minutos, destefir el gel con Metanol
30%-AcéticolOX. Lavar el gel con agua bidestilada 3 veces,
dejando en agitacién 30 minutos cada wvez. Eliminar el agua y
aqregar una solucidén de Salicilato de Sodio 1 M pH 6.0 y dejar 30
minutos en agitacidén. Eliminar el Salicilato y agregar una
solucién de Glicerol al 1% y enjuagar el gel con ésta solucidn.

Secar el qel y exponer a autorradiografia.



RESULTADORS

l.La primera parte del presente trabajo consistié en la
ohtencién de los materiales v la determinacién de las condiciones

de experimentacrién.

OBTENCION DEL DNA.

En los sistemas de transcripcién “in  vitro* (Weil vy
cnls. 1979 Manley v rols.,1980) se ha utilizado fundamentalmente
comn templadon de DNA exdgeno, la unidad de transcripcién tardia
de Adenovirus-2, dehido a que ésta posee un promotor fuerte y a
que utiliza 1los fartores de la célula hospedera para su
transcripcidn (Wallace vy Kates , 1972).

Fraagmentos de l1a unidad de transcripcién tardia de
Adenovirus—-2 conteniendo el promotor han sido clonados en pBR322.
La utilidad de estos plasmidos radica en que a partir de ellos
mediante enzimas de restricciodn, es posible obtener templados de
DNA de longitud definida, que al ser ensayados en un sistema de
transcriprcitn "in  wvitro®™, qeneran un transcrito especifico que
puede ser wmonitoreado y cuantificado, permitiendo estudios
cuantitativos de la iniciarién exacta de la transcripcién.

F1 plasmido plAX {(obsequio del’Dr. Tjian, Berkeley,Cal.) es
»l resultado de 1la clonacidén en pBR3I22, de un fragmento de la
unidad de transcripcidn tardia de Adenovirus-2, que va de la

regqidén 15.9% a 18.5 u, en el cual se encuentra contenido el



promotnr, ver Fiqura Ne.2.

F1 primer paso desarrollado en la elaboracién de este
trabajo, fué la propagacién y el aislamiento del plasmido plLAX.

Para aislar o1 plasmido pLAX, se¢ utilizaron 2 diferentes
métodos, a través de qgradientes de CsCl vy a través de
cromatngrafia en Sepharosa dB, (ver Seccién de Métodos).

Brevemente, partir de una colania de la bacteria Escherichija
cnli repa HB101, transformada con el plAsmido pLAX, se obtuvo un
rultivn de 1 litro. Se amplificé el pladsmido con cloramfenicol, y
posteriormente se obtuvo un lisado clare, a partir del cual se
recuperd el DNA por precipitacién con etanol-acetato de sodioj
siquiendo el método de gradientes de CsCl, se aislaron 2.7 mg de
nrlasmido, v siguiendo el métodn de cromatografia en Sepharosa 4B,
se aislaron 1.8 mqg de plasmidn, 1la ventaja de éste dltimo método
&5 de que no se requiere de ultracentrifugacién.

Para determinar 1a pureza del DNA aislado se determiné el
cnciente de absorbancia A260/ A2?80 que resulté ser de 1.9. Un
valnr de 2.0 corresponde al 100X de pureza de &cido nucléico, per
1n que wuna preparacidén con un cociente entre 2.0 y 1.8 se
considera suficientemente limpia para trabajar.

El1 DNA se cuantificé caomn se indica en la seccién de

Materiales y Métodos y se procedid a caracterizarlo.
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CARACTERIZACION DEL DNA.

Para comprohar que el plésmido propagado y aislado, era el
mismo que el proporcionado por el Dr. Tjian, se procediéd a
comparar o1 patrén de restricrién de ambos plAsmidos usando las
enzimas de restrirciédn Aval v Ram HI en minigel de agarosa al 1%,
ver Figura No.?.

la restrircién del plésmido plAX de 4880 p.b. con las
en7imas Ava T vy Ram HI, genera 2?2 tipos de fragmentos: a)
fragmentos de 1568 p.b. que contienen el DNA de Adenovirus-—2
clonadn, rconteniendo el promotor tardio v b) fragmentos de 3312
r.h. que rontienen o1 DNA del vector pBR322.

Como se pusde apreciar en la Figqura No.2, los fragmentos de
restriccién tanto del plasmido original (carril 4) como los del
aislado (rarril 2) son idénticos v del tamafo esperadn.

Las diferencias que se visualizan en el patrén
electraforético entre el plasmido original (carril 3 vy el
aislado (carril 1) sin restringir, son debidas al procedimiento
de aislamiento de ambos plasmidos. F1 plésmidn original fué
intraducido en la hacteria Escherichia coli cepa HBIO0O1 vy
posteriormente propagado vy aislado a través del método de
qradientes de CsCl, mientras que e1 propagado por nosotros fué
aisladn A través del método de cromatografia en Sepharosa 4B, ver

Fiqura No.?.
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Fn el rarril 1 se pnede observar una banda inferior que
corresponde a la forma superhelicoidal del plésmido,
pnsteriormente hacia arriba, otra banda que rorresponde a la
forma circular y finalmente 2 bandas que corresponden a

concatdmeros de la forma superhelicoidal.

SEPARACION DE LOR FRAGMENTOS DE RESTRICCION EN GRADIENTES

LINEALES DE SACAROSA

Para aislar 1lnos fragmentos de 1568 p.b. (conteniendo el
PMT—-Adenn-2)>, v con estos poder realizar las mezclas de
DNA-protei na—~-Metinnina>"R s¢ emplearaon gradientes lineales de
sararnsa de 5 a 20% (ver Métodons).

Posteriormente con la finalidad de poder aislar el posible
compliejo DNA-proteina, formado después de l1la incubacién en
condiciones de transcripcién "in vitro", se determinaron las
condiciones en que 1los fragmentos de 1568 p.b., podian ser
sepdimentadns en gradientes lineales de sacarosa de menor voldmen
con fines analiticos.

Se determiné que los fragmentos de restriccién podian ser
separados en aradientes lineales de sacarosa de 4 ml de 10 a S0%,
5i estns se rentrifugabhan a 285,000q durante 127 hs a 20=C (ver
Métondns). Fn la figura Nn.3, pusde obhservarse el patréon de
sadimentaridn de lns fragmentns de restriccién dentro de este

tipn de gradientes.
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INFECCION DE CELINAS HELA CON EL VIRUS DE LA POLTOMIELITIS.

Se infertaron células Hela con el virus de la Poliomielitis
y un cultivo paralelo se sometid a "infeccién fingida™ o control
tal comn se desrrihe en la seccidn de Materiales y Métodas.

De las 2 1/2 a 1as 3 1/2 hs past infeccién ambos cultivaos se
marcaron con 20 o 30 uCi/ml de Metionina®™®5. Para determinar =i
«® hahia llevado a cabo la infeccidn se realizd un monitoreo de
la misma, (ver Métodns).

Fn l1a Figura No.d4 se muestran las determinaciones de
incorporaciftn de Metionina®®5 a material TCA precipitable, a
distintos tiempns durante la infeccién. Como puede observarse, la
velnridad aparente de sintesis protéicra en las células infectadas
se encuentra abatida en cerca del S0% en relaci6tn a la observada
en las células control, este resultade concuerda con la
informacifdn va reportada en relaciénm a 1la inhibicién de la
sintesis de proteina celular inducida por Poliovirus
{(lLevintow,1974), vy por otra parte confirmé que la infeccién se

habia llevado a cabo.
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OBTENCION DE EXTRACTOS CITOPLASMATICOS DE CELULAB HELA.

A partir de células Hela infectadas con Paliovirus y de
céblulas Hela sometidas a "infeccién fingida® o control,; que
hah{an sidn marcadas ron Metionina™®g8 de las 2 1/2 a las 3 1/2 hs
post infeccién, se obtuvieron extractns citoplasmaticos empleando
el métodn repnrtado por Weil (1979) descrito en la seccién de
Materiales y Métordos.

I.os extractos se dializaron toda 1a noche vs Buffer de
transcriprién Manley IV v se guardaron a -70=C en nitrégeno

liquido.

CARACTERIZACTION DE LOB EXTRACTOR CITOPLASBMATICOS.

Fn 1a Tahla Nn.1 estan indicadas las raracteristicas de
diferentes preparariones de extractos citoplasmAticos obtenidos
de células Hela hajo "infeccidn fingida™ (control) vy de células
Hela infertadas con Poliavirus, marcadas con Metionina™® g de las
?1/2 a las I 1/2 hs post infeccién.

lLa rantidad de proteina por ul de extracto se determinéd por
el método de lowry, la radioactividad por ul de extracto se
cuantificrd como c.p.m. provenientes de proteina TCA precipitable
(ver Métodns).

Cnmo puede ohservarse en la Tabla No.1, los extractos
ritoplasmaticons Contrnl e Infectadn que tienen el No.3, fueron

Ins aque tuvieron mavor actividad especifica, y ello se debid a



TABLA No. 1

ACTIVIDAD ESPECIFICA EN PROTEINAS TOTALES DE EXTRACTO8S

CITOPLASMATICOS8 OBTENIDOS DE CELULAS HELA INFECTADAS CON EL VIRUS

DE LA POLIOMIELITIS.

Extracto Citoplasmético ug/ul<t? c.p.m.<®> AE cpm/ug<™®?

Control 1 6.83 4486 657
Infectado 1 4.07 2414 593
Control 2 3.18 1684 530
Infectado 2 4.38 1861 a25
Control 3 6.00 53128 8855
Infectado 3 4.50 20854 4634

El No. de extracto citoplasmatico se refiere al orden de
preparacién. Todos los extractos fueron obtenidos a las 3 1/2 hs
post infeccién.

Los extractos con el No.1 y el No.2, se obtuvieron de células
HelLa marcadas con 20 uCi de Metionina®®S/ml, los extractos con el
No.3, se obtuvieron a partir de cultivos de células HeLa marcadas
con S50 uCi de Metionina®™®S/ml. En todos los casos el marcaje se
realizd de las 2 1/2 a las 3 1/2 hs post infeccién.

{1 La proteina de los diferentes extractos expresada como
ug/nl se cuantificé por el Método de Lowry. (2) La radiocactividad
de 1ns extractos citoplasmaticos se cuantificé como c.p.m.
provenientes de material Acido—insoluble, ver Seccién de

Materiales v Métodos. (X) AE= Actividad especi fica.
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que, estos extractos se obtuvieron de cultivos de células Hela
que se marcaron con 50 uCi de Metionina®®S/ml. E1 resto de los
extractos se obtuvieron de cultivos de células Hela que se
marcaron con 20 uCi de Metionina®®g/ml.

Para determinar la condicién de los extractos asi como su
composicidn polipeptidica, se realizé una electroforesis en
condiciones desnaturalizantes en arrilamida al 10X con 8DS al
n.1%. las muestras de cada extracto se redujeron con
R—merraptoetannl al %% v se hirvieron durante X',

En la Figura No.5 Panel A se puede observar el gel de
acrilamida tefRidn con azul de Coomasie, como puede verss el
patrdn de proteinas de los diferentes extractos es muy semejante,
cnmn era de esperarse, va que sase trata de extractos
citoplasmAtirns provenientes de la misma 1linea celular, y a que
en estas condiciones no es posible detectar las proteinas de
sintesis reciente como lo son las virales.

Ya que »1 aminndcido radioactivo Metionina®®5 se hahia
inrorporadn finicamente en las proteinas recién sintetizadas, la
exposicrifdn en autorradiografia del mismo qel; Figura No.5 Panel
R, permitid wvisunalirar las proteinas que se sintetizan en las
rélulas Hela en rondiriones normales vy en células HelLa que han
sido infertadas ron el virus de la poliomielitis, romo podré
nhservarse, existen qgrandes diferencias entre los extractos
ritoplasmAticns obtenidos de células control y los obtenidos de
rélulas infectadas.

En las células Hela infectadas con Poliovirus, alrededor de

las 3 hs post infeccién la mayor parte de las proteinas recién



2

Kd
6
5

22



sintetizardas 0N especi ficas el virus, ocurriendo
simultaneamente, una inhibicién cada wvez mas acentuada de la

sintesis protéica del hospedero.

ANALTSIS EN ORADIENTES LINEALES DE BSBACAROBA DE MEZCLAB DE

TRANBCRIPCION "IN VITRO".

Ina vez que s¢ ohtuvieron los materiales y se definieron las
condiciones de ensayn, los ohjetivos del presente trabajo se
ahardaron de manera direrta.

la estrateaia neneral ronsistid en la preparacidn de mezclas
de DNA (fragqmentos de 158 p.h.conteniendn el PMT-Adeno—-2) -—
proteina (extrarto citoplasmatirno marcado con Metionina®=g,
rontrol o infectadn), en condiciones de transcripcidén "in wvitre™,
que se introdajeron en gradientes lineales de sacarosa de 10 a
50%, 1los cuales se fraccionaron vy se analizaron tal cual se
describe detalladamente en la seccidn de Métodos.

Antes de realizar el experimento que nos permitié
identificar la proteina Metinnina®®8 asnciarda a los fragmentos de
158 p.b., se realizaron varios experimentos similares, todos los
riualeqa sugeri{ian asnociacidn de prontaina Metinnina®®g a este TDNA.
la sngerencia provenia del hechn, de que en aquellos qradientes
de sararnsa donde se habian rnloradn merclas de transcripcidn "in
vitro®™, apareci{ian picns radinartivos en la zona donde
sedimentaban los fragmentns de 156R p.h., que nno aparecian en los
qradientes de sacaraosa control, dande dnicamente se hahia

ralnradn extracrtn ritoplasmAtico infertadn Metinnina>eg,
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Fl1 experimento que a crontinuacién se describe, corresponde a
aquél que nns permitid realizar un andlisis completo de los
qradientes de sacarosa donde se colocaran las mezclas de DNA
(fragmentons de 1548 p.h. conteniendo el PMT-Adeno-2) vy extracto
clitoplaamaticn Metionina®®g contral o infectado.

Con la finalidad de solucionar el inconveniente de no
recuperar la suficiente muestra radioactiva para ser analizada en
electroforesis, se decidié incubar una mayor cantidad de
fragmentos de 1568 p.b. (conteniendo el PMT-Adeno-2) 1.5 ugq en
lugar de 0.5 uq, utilizadn en los experimentos anteriores, vy
extrartos ritoplasmaticne Metionina®®g8 con una mayor actividad
radionactiva por ul, para ello el rultivn de células Hela bajo
"infercidn fingida™ (control) v el de células Hela infectadas con
el wvirns de la poliomielitis se marcaron de las 2 1/2 a las 3
1/? hs pnst infeccidn can 50 uCCi de Metionina®®§/ml y no con 20
nCi/ml comno se habia hecho en la obtencién de anteriores
extractos.

Se prepararon las siquientes mezclas en condiciones de
transcripcidén "in vitro® (ver Métodos), las cuales se incubaron a
30=(C durante 60'. |as mezclas se colocaron en gradientes lineales
de sacarnsa de 10 a 50%X con un colchén de &0% (ver Métodons). Con
la finalidad de explicar rcon mayor claridad 1os resultados de

este euperimento se indica o1 nomhre que recibid cada gradientes



1) Gradiente Problema 3

1.5 ug de DNA (fragmentos de 1568

PMT-Adenn-2) con

100 g de extractn citoplasmitico

2y Gradiente Control No.1 @

100 ug de
X)) Gradiente Control No.? @
1.5 nug de

PMT-Adenn—2) con

100 ug de extracto citoplasmatico

los resultados de este experimento pueden apreciarse en

Figquras & yv 7. Si

a partir del gradiente "problema®™ y del

(Fiqura Nn. & Panel A v B),

aparecen X
en el gradiente control No.l1,
mas acentuadn

enruentra on

qradiente contrnl. Fste
aumentn de marca radioactiva en

qradiente prohlema, se podia

proteina-Metionina>=g a los
sugerencia se reafirmdé mads adn,
sedimentaciéon de los fragmentos
probhlema,

Nn.?1, ver Fiqura No.& Panel AT,

extractno citoplasmatico

DNA (fragmentos de 13568

fracciones radioactivas
y que el pice
el

resul tado

de 1568 p.b.

v se comprobd su presenria a

p.b. conteniendn el

infectado Metionina®®g

infectado—Metinnina®"g

p-b. conteniendo el

control—-Metionina®"g

se comparan los pérfiles radioactivos obtenidos

gqradiente "contral No.l1"

s# podraA observar que en el primero

"b®*, "c® y "d"” que no aparscen

radioactive "a" se

qradiente problema que en el

nos wvolvié a sugerir que el

las zonas "a", "b", "c" y "d" del
deber a 1a asociacién de
fragqmentos de 158 p.b.. La

cuando se determind el patréon de
dentro del gradiente

partir de la fraccién
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FIGURA N o. 7

ANAL IBIS EN GRADIENTES LINEALES DE SACAROSA DE MEICLAS DE

TRANSCRIPCION "IN VITRO® CONTROL.

Panel A.~ Pérfil radioactivo obtenido en un qradiente de
sacarosa en el que se colocaron, 1.5 uq de DNA (fragmentos de
1568 p.b. conteniendn el PMT—-Adenn—2) mezclados vy previamente
inFubades (en condiciones de transcripcitn "in vitreo™) con 100 ug
de extracto citoplasmatico control Metionina 8. Con letras se
indican los qrupos de fracciones que analizaron (ver Seccidn de

Materiales y Métodas).

Panel A'.— Minige]l] de agarosa al 1X tefido con bromuro de
etidio e iluminade con 1luz U.V., donde se wmuestra el DNA
(fragmentos de 1568 p.b ) contenido en cada uno de los grupos de
fracciones indicados en el Panel A.

Carril 1) Pladsmido pLAX sin restrinqiry Carril 2) Marcadores de
pesao moleculars fragmentos de restriccifin obtenidos de la
digestidn del plasmido plAX enzimas Ava T y Ram HI; Carril a-qg)
lLa letra del carril corresponde al gruapo de fracciones, ver
Panel A, a partir del rual se ohtuvo el PNA. Fn todos los casos
el DNA que se observa en la parte superior del carril corresponde
al plasmido pl AX sin diqerir aRadido para facilitar 1la

precipitacién de los fragmentas de 1568 p.b..
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El siquiente paso para confirmar la asociacién de
proteina—-Metionina®®sS a los fragmentos de 1568 p.b., fué el
andlisis en electroforesis de los grupos de fracciones "a" y "b"
del qradiente problema (ver Figura No.6 Panel A), introduciendo
comn controlea el andlisis de los qrupos de fracciones homélogos
a estos, obtenidos A partir de 1los 2? qgradientes control:
qradiente rontrol No.1 —grupn de fracciones "a™ vy "b"—, wver
Figqura No.& Panel B, agradiente contral Nn.2 —grupo de fracciones
"h" yv "c"— wver Fiqura Non. 7 Panel A.

Fn 1la Figura No.R se puede onbservar la autorradioqrafia
ohtenida del qel de acrilamida al 10% en el que se introdujeron
las muestras antes mencionadas. Antes de pasar al analisis de
esta autorradioqrafia, es conveniente sefalar, que a pesar de que
se mejoraron las condiciones para poder obtener muestras con
mayor actividad radiocactiva, la cantidad de C.p.m. de
Metinnina®=g ohtenida en Jlas muestras de interés, fué de
aprnx imadamente de 1,500 a 2,000 c.p.m., es decir apenas y se
recuperd la cantidad minima de proteina-Metionina>®s para ser
analizada en un qgel de acrilamida. F1l qel se sometid a
fluorngrafia (ver seccifén de Métndos) vy posteriormente estuvo
expuesto dourante 1 mes a una plara de rayos X.

Fn #1 carril 1 de la autorradingrafia se pueden observar las
proteinas Metinnina *¥8 contenidas en la muestra problema, vy en
el carril 3 las contenidas en la muestra control No.l1. Si se
compara miuy cnidadosamente los carriles 1 v 3, podrd observarse
que ambos carriles aunque en apariencia idénticos, difieren en

una proteina, en el carril 1 de la muestra problema, se observa
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una proteina de aproximadamente 55 Kd, que no se observa en el
carril X de la muestra control Na.1.

En el carril 4 s= pusden nbservar las proteinas—Metionina®™=g
contenidas en la muestra control No.2. Si se compara el carril 1
con el carril 4, se podrA observar que ambos carriles tienen en
comin varias proteinas, pero no la proteina de 55 KD, que
Mnicamente se nbserva en el carril 1 que contiene la muestra
problema.

De este andlisia pueden concluirse varios hechos ¢ 1) la
muestra prohlema contiene al parecer, proteinas marcadas con
Metinnina®®s que fdnicamente comigran cron las fragmentos de 1568
p-h. dentro del qradiﬂnt;. Fsta ronclusién se deriva de la
comparacion de los rarriles 1 y X5 2) la muestra problema
rontiene wna proteina de 55 Kd que no se encuentra presente en
las muestras homdlogas controly 3) la romparacion de los carriles
1 v 3 nos suqiere que la proteina de 55 Kd se encuentra asociada
a los fragmentos de 1568 p.b. conteniendo el PMT-Adeno—-2, va que
esta proteina, se encuentra ausente en la muestra control No.1l
(rarri) X)t 4) la comparacién de los carriles 1, 3 y 4, nos
sugiere que la proteina de 55 Kd detectada en la muestra
problema, proviene del extracto citoplassatico infectado y no del

extrarto ritonlasmAtico control.
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DIRBCUSTION Y CONCLUSBSBTONESTS

La infeccién de células de mamifero con Poliovirus o
cualquier otro Picornavirus ocasiona una rdpida inhibicién de la
transcripcién de la célula hospedera, afectando principalmente la
sintesis de RNA dependiente de 1a RNA polimerasa II
(FernAnde7-TomAs ,19R7 ).

Se ha demostrado que a medida que transcurre la infeccidn
viral, va disminuyvendn el nidmero de moléculas de RNA polimerasa
IT comprometidas en el crecimiento de cadenas de RNA (Apriletti vy
Penhoet,1978y Flores—0Otero y cols.,1982). Asi mismo, se ha
reportado que la inhibicién de la sintesis de RNAm celular,
roincide con 1a mndificaridn de 1a RNA polimerasa 110 que es,
aparentemente, la forma de la enzima transcripcionalmente activa
"in vivo" (Ranqgel y cols.,1987), v que dirha modificacioén, parece
ser dependiente de la sintesis y procesamiento viral (Rangel vy
rols.  1988).

De acuerdo a 1la informacidén obtenida hasta el presente,
puede decirse que el virus ejerce su accién inhibitoria a nivel
de la iniciacidn de la sintesis de cadenas de RNAm (Crawford vy
cols.,19813 Flores—Otero v caols. , 1982).

Los estudios realizados con sistemas de transcripcin "in
vitro®™ han proporcionado una nueva aproximacién, para elucidar el
mecanismn por medio del cual Poliovirus inhibe 1la transcripcién
de la célula.

Crawford (1981) y Kliewer y Dasqupta (19R8) demnstraron que



el factor de la transcripcién, que copurifica con el factor
transcripcional TFIID, esta inactivado en las células Hela
infectadas con Poliovirus.

Aunado a las evidencias de modificacién o inactivacién de
factores especificos de la iniciacién de la sintesis de cadenas
de RNAm en células Hela infectadas con Poliovirus, otras lineas
de evidencia experimental, han sugerido la existencia de un
inhibidor wviral de la transcripcidn celular. Fsta posibilidad se
fundamenta principalmente en el hecho de gue se requiere de la
traduccifn del genoma del virus para que ocurra la inhibicién de
1a transcripridn de la rcélula (Baltimore v Franklin,1963). La
naturaleza exacta del inhibidor viral, atn nn ha sido
determinada. Lipidos o lipoproteinas (Ho y Washington,1971) asi
como proteinas virales {Ralandin v Franklin,1964;
FernaAnder—TomAs ,19873 Rossart vy cols.,1982351984; Tturriaga,1984;
NGRez,1985), han sido postulados comn el (los) agente (s)
inhihitorio (s) de la transcripcitn relular.

Diferentes estudios han demostrado 1la acumulacidn de
proteinas wvirales en el interior de los nficleos de la células
infertadas ron Ponliovirus, vy «que su aparicién coincide con el
inirin de la inhibirién de 1a transcripcién de la célula
haospedera (FernAndez—Tomas,1982; Rien> v cols.,1982; HRossart vy
rnls. 1982y 19R4y NGRez  1985).

Fstudios realizados con un sistema de transcripcién "in
vitro®" que inicia especificamente y que es dependiente de DNA
exfdgeno, han proporcionado mias evidencia de la existencia de un

inhibidor wviral. Los resultados de estos estudios sugieren, que
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un factor presente en el extracto citoplasmatico infectado,
compite con alg’in factor requerido para la iniciacién especifica
de la transcripcion, presente en el extracto de Manley no
infectado, por una secuencia promotora o por un sitio cercano a
#sta, ocasionando la inhibicibtn de la transcripcién "in vitro®™ a
partir del promotor tardioc de Adenovirus—2 (Iturriaga,1984).

Fn base a la informacién anterior, la estrategia
experimental que se decidiéd sequir en este trabajo, fué analizar
mediante gradientes lineales de sacarosa, la posible formacién de
rompleins proteina—DNA, después de incubar DNA (fragmentos de
158 p.h. ronteniendn el PMT-Adenno—2) ron extracto citoplasmsatico
infertadn n ecoantrnl marcadn ran Metionina3®§ en las mismas
condiciones experimentales utilizadas para los eNsayos de
transcripridon "in vitro®. la idea fundamental de seguir esta
estrateqgia fusé la de tratar de aislar vy caracterizar el posible
inhibidor viral unido a los templados de DNA conteniendo el
PMT-Adenn—2.

El andlisis de las mezclas de DMA-proteina Metionina®™®g8 en
qradientes lineales de sacarosa, planted varios inconvenientes.

tino de los inconvenientes fué el de que, el DNA (fragmentos
de 1568 p.bh. conteniendo el PMT—-Adeno—2) no se pudo marcar con
algin isdtopo radicnactivo que pudiera facilitar su deteccién a lo
larqo de l1os qradientes. Por otra parte, dadas las pequefas
rantidades de DNA analizadas, la opcidn de detectarlo mediante
ahsarbancia a 260 nm, tampocaoa resulté ser viahle. De esta manera
la mica opciftin que nons quedd, fué el sequimiento de la marca

radinactiva en la proteina—-Metinonina®®g, de esta forma, en cada
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gqradiente se analizaron las frarciones mediante nuna alicuota, se
precipitd o1 DNA vy éste se analizd, en minigeles de agqarosa al 1%
teRidos ron bromuro de etidio tal cual se indica en la seccibén de
Materiales v Métodos.

Ntro incoveniente que se presentd fué el de que, en 3 de los
d experimentos que se realizaron en condiciones similares, la
cantidad de proteina-Metionina®S (proveniente de los extractos
citoplasmaticos control e infectado), capturada con los templados
de DNA, resultd ser insuficiente, para ser analizada en
electroforesis #n qel de acrilamida (ver seccifn de Resultados).
Este problema nn l1leghd a superarse del todo, va que afGn cuando
las mezclas de DNA-prnteina Metionina®®8, se enriquecieron: la
cantidad de DNA se aumentd de 0.5 ug a 1.5 ug, v la actividad
radinpartiva de lns extrartons ritonlasmadticos rontral ¢ infectade
se mejord miay considerablemente (ver Tabla No. 1), la rantidad de
proteina con marca radinactiva (Metinnina®®g) proveniente de los
complejnes de DNA-prntaina Metionina®®5, fué del orden de 1500 a
2000 c.p.m.3y por ésta razoéon, las proteinas detectadas se
visualiraron de una manera muy tenue (ver Figura No.B), a pesar
de todo, nos permitieron formular algunas conclusiones.

Todos los experimentos realizados sugieren la asociaciétn de
proteina-Metionina®®s5 a los temnpladns de DNA conteniendo el
PMT-Adenno—-2, cuanda éstons se incuban en condiciones de

transcripridn in vitro"™, con un extrarto citoplasmiatico
infectadn marcadn con Metionina®®8. Fn todas los gradientes donde

=p analizaron mezclas de DNA-proteina marcada, aparecieron

fracrciones con radinactividad, nn ohservada, en las fracciones
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hnmdlogqas de lns qgradientes control, donde se habia analizado
extracto citaplasmatico infectado en ausencia de PDNA (ver Figura
No. &6).

Cuando se analizéd la proteina asociada, en los complejos de
MNA—-proteina, mediante electroforesis en gel de acrilamida, se
ohservé una proteina de aproximadamente 55 Kd (ver Figura No.8 vy
s andlisis en la seccifn de Resultados). Sugerimos que ésta
proteina de 55 Kd es indurida durante la infeccién, probablemente
entre las 2 1/2 v 3 1/2 hs después de iniciada la infeccién,
tiempo en #l que se sintetizan la mayor parte de las proteinas
especi ficas del virus.

Dado que estos resultados se obtuvieron en condiciones muy
parecidas a las empleadas al estudiar la inhibicién de la
transcripcién "in vitro®™ (Tturriaga,1984), estns resultados nos
permiten suqgerir que ésta proteina de aproximadamente 55 Kd
posiblemente se encuentra involucrada en este mecanismo.

f as evidenrias experimentales obtenidas en este trabajo se
apoyan en los resultardns publirados por lLazard vy cols. (1989). En
ese trabajo, se demostrd que un factor de la iniciacién
especifica de la transcripcién del PHMT-Adeno-2 denominado USF
(Chodosh vy cols. _ 1985%), de 46 Kd, se encuentra fuertemente
disminuido, vy que, una proteina de aproximadamente 50 Kd inducida
0o modificada por el virus,; se une a la reqidn especifica de ese
factor, la regién “upstream™ localizada entre —63 p.b. y —-52
p-h..

La posibhilidad de que ésta proteina de SO Kd inducida o

modificada por el virus, sea la misma a la detectada en este
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trabajo es muy sugestiva dado que, la diferencia en el peso
molecular, puede explicarse en funcién a la metodologia empleada
para su deteccién.

Fn el trabajo de Lazard y cols., se estudié la formacién "in
vitro® de romplejons de DNA-proteina entre el factor nuclear
"upstream" estimulatorio de la transcripcién (USF) y ol elemento
"upstream®™ del PMT-Adeno-? (IJPE, localizado entre —63 p.b. y -52
p-b.>). Empleando geles de retardamiento (Carthew,1985), se
demostraron diferencias entre los complejos proteina—UJPE formados
en presencia de extractos nucleares parrialmente purificados de
rélulas Hela infertadas con Poliovirus, comparados con los
ohtenidos en la presencia de extractos nucleares provenientes de
células Hela bajo infeccién fingida. La formacidn de los
complejos modificados IISF—UPE coincide con la inhibicién inducida
por el virus de la sintesis "in vivo"™ de RNAm celular, y con una
menor eficiencia "in wvitro®™ de 1la artividad transcripcional de
lns extractos nucleares de las células infectadas. Fn adicién
empleando una técnica de entrerruzamiento fotoquimico (Maniatis y
cols. ,1984), se demostrd que el factor UUSF del hospedero de 46 Kd
que se une a |IIPF, estad fuertemente disminuido y que un
polipéptido de 50 Kd inducido o modificado por el wvirus, aparece
unido esperificamente a Inos templadns de 1IPE.

8i l1a proteina reportada en el presente trabajo fuese la
misma a la detectada por Lazard v cnl., las implicaciones de este
hallazqo dentro del contexto de la informacién conocida hasta el
presente, en relaciéon al mecanismo inhibitorio de la

transcripcién de la célula hospedera inducido por Poliovirus,



pndieran ser las siquientes.

lLa modificacidn inducida por Poliovirus de la RNA polimerasa
IT (Rangel y cnls.,1987), ocasiona la conversitn de la subunidad
IT0, conteniendo el dominio C—-terminal altamente fosforilado
(CTD) (Dahmus,1981), a la forma, aparentemente, no funcional de
1a enzima (Flores—Otero,1982; Rangel v cols. ,1987). EI1
requerimiento de la RNMA polimerasa II0 para la sintesis "in wvivo"™
de pre—RNAm esta bién documentada (Allison vy cols.,1988;
Bartholomew vy cols. 1986 3 Bartolomei y cols., 19885 Dahaus,i981j
Garcia—Carranca v cols.  1986). Fsta especie es la forma
predominante en las rélulas en crecimiento activo
{Garcia—Carranca vy rcols. . 198y Kim vy Dahmus,1986), vy esta
preferencialmente asociada a la cromatina rcelular vy wviral
{Rartholomew vy cols., 19863 Garcia-Carranca vy rcols.,1986) "in
vitro®, la situacidén es completamente diferente ya que el CTD en
su estado altamente fosforiladon (subunidad TI0O), no es esencial
para la transcripcidén especifica en los sistemas reconstituidos
(7egrubgm vy cols.,198R). Por tanto, los resultadns presentados
aqui vy por Lazard y cols.,1989, suqgieren que la transcripcién a
partir del PMT-Adeno-? no ocurre bajo nuestras condiciones "in
vitrn® dehido en parte por 1o menns, a la asociacién de la
proteina de 5S0-55 Kd a la reqién "upstream”™ del PMT—-Adeno-2
{larard v cols.,19R9), aientras que la transcripcién "in vivo"™
npuede ser adicionalmente inhibhida debida a 1la reduccién de la
actividad del factor TFIID (Kliewer vy Dasqupta,l1988) vy 1la
mndificacidn de 1la RNA pnlimerasa IIN (Flores-Ntern y cols.,1982;

Rangel vy rols.  1987).
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F1 significade "in viva"™ de la wmodificacitn de la RNA
pnlimerasa TIN v la apaririém de nuevos polipéptidons inducidos
por el virus, capaces de interactuar especificamente con una
regidn estimulatoria romno LIPE, no es en el presente conocido. Sin
embarqn la pnsibilidad de que el CTD altamente fosforilado de la
enzima este involurrado en la unidn de una clase especial de
factores de transcripcién de 1la RNA polimerasa TII (Allison vy
cnls. 1988 § Ingles v cols.,1987), sugiere que este dominio puede
también proveer sitios para la interaccién con las proteinas que
se unen al DNA. Fn qgenes euncaridticos, los factores de
transcripcidén que se unen a secuencias estimulatorias “upstream”
0o reconocen las rajas "TATA™, también pudieran entrar en contacto
con wste dominio de T1a RNA polimerasa 1I. Si esta fuese asi
asperariamns que la inhibhicridn de 1a sintesis de RNAm de la
rélula hospedera durante la infercién con Poliovirus, pudiera ser
1lsvada a rabo por una interacrcifn primaria del inhibidor
indurido nor el virus yva sea ron la RNA polimerasa [I0, o un
factor{es) transcripcional (es), conduciendo a una disminucién de
los factores asociados al CTD (Lazard y cols.,1989).

Se ha suqerido recientemente (Rangel vy cols.,1988) que la
modificacidn de la RNA polimerasa TIf) puede ser debida a proteina
cadificada por el virus, va que ésta es prevenida por
ricloheximida y zinc. Asi mismn, evidencias previas (Ralandin v
Franklin,196d4; Ferndndez-TomAs,1982; Rossart vy cols,1982;1984;
Tturriaga,1984; NiRez , 1985) sugieren la participacion de
proteinals) viral{(es) en la inhibirién de la sintesis de RNAm

celular. los resultados de este trabhajo podrian suqgerir que el
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pnlipéptido de 55 Kd es un producte codificado por el virus, que
s# une al PMT-Adenn-2, probablemente a la regién UPE,
interfiriendo con la maquinaria transcripcional de la cé#lula.

Fs necesario realizar mAs experimentos, para definir la
naturaleza y arcién de los productos inducidos por el virus,
involurrados en el mecanismo de la inhibicién de la transcripcién

de 1a rélula haspedera.
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