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Llegará una época en la quc una mvcstlgaclOn dili gcntc y 
prolongada sacará a la luz cosas que hoy estan ocultas. La vida de 
una sola persona. aunque estuviera toda ella dedicada, scria 
insuficiente para investigar una materia tan vasta ... Por lo tanto este 
conocimiento sólo se porlra desarrollar a lo largo de sucesivas 
edades. Llegará una época en la que nuestros descendientes se 
asombrarán de que ignorámos cosas que para ellos son tan 
elaras ... Muchos son los descubrimientos reservados para las épocas 
futuras , cuando se haya borrado el recuerdo de nosotros. Nuestro 
uni verso sería una cosa tan limitada si no ofreciera a cada época 
algo que investigar. .. La naturalcza nos revela sus misterios de una 
vcz para siempre. 

Séneca. C"~u",,,n "a/"m/n. 
Libro 7. sigto promero 
citado por Carl Sagm, 
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RESUM EN 

Las ribozimas son ARNs catalititOs capaces de reconocer con muy elevada 
especificidad ARNs blanco y conarlos, por ello en la actual idad constituyen una 
poderosa herramienta para la terapia gcnica, utilizada contra una gran varicdad de 
enfermedades. El cánter eervicouterino causado por el virus del papiloma humano es 
un padecimiento que puede ser abordado IlOr este tipo dc terapia. 
En el prescnte trabajo se earactcri 7.ó un módulo ribozimico que prescnta una ribozima 
capaz dc rcconocer un dominio especifico del virus del IHl piloma humano. dicho 
dominio corresponde al ARN que cod ifica para la proteina E6 responsable de la 
inmorta1i7.ación dc las células neoplásieas del cérvix . La caracteril.ación consistió en 
detcrminar la secuencia de ribozimas que componen el módulo y C\'alu;tr el proceso de 
autocatalisis del mismo. Los resultados indicaron que es posible transcribir y liberar una 
ribozima terapéut ica cuando se encuentra en un ARN dc mayor tamaiio. Este tipo de 
estudios constituye uno de los pasos hacia la const rucción. mejoramiento y evaluación 
de moléculas que podrán ser utili7 .. 1das en terapia gcnica. 



INTRonUCClóN 

La terapia génica puede definirse como la introducción de Inalerial gcnico delllro de las 

células, con el propósilO de allerar el curso de una condición medicll o enfermedad. En general. 

con algunas excepciones, los ácidos nuelcieos son mo léculas de ADN que codifican para 

productos de la transcripción génica COIllO ARNs o bien. proteínas. En "arios estudios se ha 

demostrado la capacidad de estos productos como nuevos agentcs farmacológicos para 

tratamiento de varios tipos de enfermedades (Kay el al. , 1997). algunas de condición hereditaria 

como la hemofilia. flbrosis quistica, c3ncer o bien infecciones adquiridas COIllO la tubcrculosis o 

el síndrome de inmunodeflciencia adquirida (SIDA) (Jimenez, 1998). 

Algunas de las est rategias que se han utilizado para la terapia genica consisten cn 

principio de la utilización de oligonucleótidos antiscnlidos, los cuales son secuencias canas dc 

acidos nucleicos que son complcmcntarios de secuencias especificas de un dl'"lerminado ARN 

mensajero (secuencia sentido). La fonnllción dc un heleroduplcx bicatenario sentido-:tl11isentido 

bloquea la traducción dclmensaje genético a proteina, e induce la actividad de la ribonucleasa H 

(RNasa 1-1 ) ce lular resultando en la degradación del ARN mensajero y por lo lanto la supresión de 

fenotipos paniculares. Por esto. se pcnsaba que las cstratcgias antisentido lIlediant~ 

oligonlleleótidos. lcnian un gran potencial teralx'lItico para inhibir la cxpresión de genes en 

patologias tales como el dncer, enfermedades autoinlllunes y l'"nfcrmcdades infeCCiosas COI1\O el 

SIDA. No obstante, su aplicación clinica se vio limitada por su corta vida lIledia en la circulación 

sistémica)' la dificul!ad para acceder con actividad funcional al citoplasma y/o núcll'"O celular 

(Alvarez. 2001). 

El descubrimiento dc que cienas moléculas de ARN propias de la naturaleza celular. 

presentan actividad catalitica. cambió el concepto dc qne este tipo de fnnci ones. fueran 

necesariamcnte rea\i/~1 das por enzimas (Cech y Htrsch lag. 1992: Vod.s y Cla,,"son. \99!:1 ). 

ademas que ha permitido qlIC. cnla úl!im3 década. se haYlI desarrollado una nue\a alternativa lila 
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terapia antisentido. la cual consiste en la degradación dc un ARN sentido. denominado ARN 

blanco. dcbido a la capacidad de pequeiias moléculas de ARN eatalitico con la habilidad dc 

hibridar y procesar al ARN blanco. conocidas como ribozimas. Estas mo léculas son liberadas 

intactas después de procesar el ARN blanco. conservando l!l cap!lcidad de hibridar y atacar a ot ra 

Illolécula de ARN blanco, disminuyendo de esta forma la dosis neccsaria para produc ir inhibición 

génica. 

Las ribozimas, tienen micleos catalíticos y silios aClivos. que dan lugar a un conjunto de 

reacciones bioquímicas de corte y unión (Sullenger. 1995). La primera ribozima descrita se 

descubrió en la reacción de auto-pr(N;esamiento que interviene en la secuencia de un pre-ARNm 

de Telrahymel1u rhermophilia que únicamente requiere para su actividad la presencia de un catión 

metal divalente (Cech y Herschlag, 1992; Vocks y Cl;l\vson. 1998). AClUalrnente se han desc ri to 

cinco ti pos de ARNs C!ltalíticos, quc son: la RNasa r. la ribozima cabeza de martillo 

(Harnrnerhead), la rihozima del tipo pasador (Hairpin), la ri bozima dcl virus dc la hcpatitis t. y el 

intron J de Telrah)'mel1a /hermophili(l (Sullenger. 1995). 

La mayor parte de las ribozil11as recornbinantcs generad<ls con fine s tcrapéuticos se basan 

en la estructura de la ribozima de ti po cabe¡:'1 de martillo. la cual requiere de alias concentraciones 

de rnagnesio y temperaturas no fisiológicas para su maxima acti vidad catalít ica. Estas 

caracleristicas producen resultados inconsistentes denlro de diferentes ti pos ce lulares y en 

consecucncia han frenado la aplicación de terapias riboú micas cn modelos anima les (Alvare7.. 

2001 ). 

Las ri bozirnas de tipo pasador fueron diseñadas con base en la porción catalít ica del ARN 

satéli te del vi rus que produce las manchas de anillo del t ~lbaco (sTRSV) responsable de las 

reacciones de corte )' empalme ne<:csarias para la rep licación de su cadena neg!ltiva (Burke, 1996). 

Este tipo de ribozirnas son altamente efic ientes y no re(llIicren de cationes diva lentes para su 

actividad . Las rihozimas de tipo pasador hall sido empicadas sati sfa~[o ria nlt'ntc para inhibir la 
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expresión del virus de inmunodeficicncia humano (V IH-I) en linfoci tos infectados en cu ltivo 

(Hampcl el 01., 1997: Alvarez, 2001). 

Para un eone eficiente del ARN blanco las ribozimas tipo pasador y del tipo cabel~1 de 

manillo requieren de un sitio de cone especifico. representado por el motivo GUc. 

Debido a las propiedades antes mencionadas. el uso de estas ribol-ímas tienen un gran 

potencial como herramienta terapCutica contra ellfermedades infecciosas. que representan un 

problema serio en la sa lud de las poblaciones humanas. Dentro de éstas. la infección provocada 

por el vi rus del papiloma humano, es de gran illlportancia ya que estos virus pueden alterar el 

ciclo celular de las células que infectan, transformau y en un momento dado convertirlas en 

células cancerosas (Alvarez com pers 2001; Gutiérrez, 2000). 

Los virus del papiloma humano infectan células epiteliales y mucosas. Dentro de estos, 

un grupo que incluye los tipos 16 y 18 (VI'H-16 y VI'I·I-18). esta asociado con la aparición y 

progresión de lesiones preneoplasicas y neoplásicas en la mucosa genital. En la mujer. el virus del 

papiloma humano lipo 16 es el más correlacionado con infecciones geni tales latentes, lesiones 

benignas y premali gnas del ccrvix y con mas de la mitad de carc inomas cervicales invasivos. Oc 

hecho, cualquier mujer que ha presentado una ei to logia ;lnorn131 por la prueba de Papanieolau, 

muy probablementc ha sido infectada por algil!) tipo de p;¡pilolll:l. Cada afio a nivel mundial 

medio millón de mujeres mucre como consc<:ucncia de carcinomas cervicales y alrededor de 

800,000 casos nuevos son diagnosticados. En México, se reponan anualmente más de 10.000 

muenes por cáncer cervical y 30.000 casos nucvos. Adcmas México tiene una de las tasas de 

mortalidad mas altas a nivclmundial por este lipo de cancer (14.0 de cada 100,000 habitanles) 

(OMS, 1996 en Alvarel. 2001) 
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Ribozinm dell iJlo pasad or 

Esla ribozinla se describió por primera vez en 1989. la ribozima y el sustrato SOI1 

originados de ciertos ARNs satelites. asociados con viroides de plantas eOll1pueSlos de ARN . La 

ribozinla dellipo pasador que se ha empleado comúnmente se diseíió a parlir de un ARN satelite 

asociado al virus que produce las manchas de ani llo de l tahaco (sTRSV). Est3 rorm3da por 50 

nucleótidos de la cadena negativa del ARN del sTRSV. que contiene los elementos determinantes 

para la actividad calalítiea y el sitio de rcconocimiento al sustra lO_ /11 I·¡I·O. la reacción de COrle es 

importante para el procesamicnto de concalameros mulliméricos, producidos por la replicación de 

ARN de 13 cadena posi tiva del templado c ircu lar. La reacción de unión sirve para cielar la cadenll 

negativa Illonomeriea, para genemr el h.:mpllldo de la cadena positiva sintetizada. 

La estructura secundaria de la ribozinm del li po pasador, consiste de cuatro elementOS 

helicoidales internos y de dos asas imernas (fig. 1). La ribozima se une al sustrato usando una 

secuencia de 14 nuclcótidos. localizados al final del extremo 5' de la ribozirna. en un proceso que 

invo lucra la formación de dos hdices COr1;I$ (h 1 Y h2) que n;lnque<lll al asa interna (asa ,\) la cual 

contiene el sitio de COrle. por el Olro lado tenernos dos he lices (h3 ) h4) separadas por un asa 

interna (asa 13) 13rga y asimétrica. La secuencia de Ill 5 cuatro hélices puede va riar libremente si la 

longillld y la complernentariedad del aparcamiento Watson·Crick se mantiene ell todo momcnto. 

con una excepción clara: el requerimiento de una guanina en la posición 1 \ de la ribozima. que 

debe ser aparc3da con una pirirnidina dc la secucncia del SUStr3!O. 
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Fhrnra 1 
Sitio d e 

5, ·-... corte ,.,.- 3' 
! ~guc _j' 
'--- ugac (i;\ cuguuu .... ~ ...... . 

3'-,. A A;.;:;._.,,. A G A~~'" 
l' Aug:~ ~\AG ~ 

_J 

® 
U•A 11111 -

C•G 
A e A Estructura secundaria de la ribozima nati va 

5' 

u -- G del tipo pasador del virus que produce las 
~fñ\. A manchas de anil lo del tabaco( -) sTRSY. 
u~ A "A .. indica el dominio cata litico fonnado 
A por la ribozima y el sustrato, ··B .. muestra 

U A el dominio catalítico de la ribozima. Las 
G C 
1 A 
G•C@ 
U• A h4 
G• C 

U G 
u 

hél ices se indican con la letra " h". Tomado 
de Burke, 1996 

Como las hélices 1 y 2 son responsables del reconoci miento del sustrato especifico de la 

ribozima de tipo pasador, ésta puede ser modificada para cortar una gran variedad de secuencias 

con un alto grado de selectividad. 

Fieura 2 

Reacción de corte y li gazón catalizada por la ribozima de tipo 
pasador 

Tomado de Burkc 1996 

Req ui ere 

Estructura de la 

ribozima nativa 

Metal iónico divalcn1c 

(Mg2·:ca2
• · Sri·) 

No requiere 

Proteínas 

Coofac1ores orgánicos 

Nuclcótidos 
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La ribozima dellipo pasador actÍl~! como ulla endoribonucleasa reversible (flg. 2), para 

ello nliliz.1 ulla cadena sencilla de ARN como sustrato y corta vía transesteriflcación, la reacción 

genera 105 productos de Corte 2', 3 'ciclofosf;!lo terminal y U1l grupo S· ltidroxi . 

Aplicaciones celubres r len11léuticas 

En la naturalcz.1. la ribozima de tipo pasador corta su propio ARN en cis 

(intrallloleculamlente), pero a través del diseño por ingcnieria genética. se a observado que puede 

cortar sustratos en ¡ron:; (intennoleculannente). Esta actividad en IrClIIS provee un 

aprovechamiento alternativo para regular productos genicos especiflcos. De esta forma. las 

ribozimas pueden ser usadas para inhibir la expresión de genes endógenos o inhibir la replicación 

de virus patógenos, con base en estas funciones, pueden cOlHribuir a nuestro conocimiento de la 

función genética (especiahnenle en vertcbrados) en donde hasta la fecha 110 exiSten alternalÍvas de 

tratamiento. ademas puede contribuir en otras áreas (por ejemplo en la agricultllra y la 

biotccnologia). 

Vir us dcl lJa[l ílom:1 hlllll :III O 

El virus del papiloma hum:mo fue identificado como partícula .. iral en 19.19, aun cuando 

la nalllralel ... 1 infecciosa de las verrugas humanas y de animales había sido reconocida desde fines 

del siglo XIX . (fi g. 3) 
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Los virus del papiloma humano son virus de ADN de doble cadena cerrada, 

pertenecientes a la familia de los Papoviridae, poseen un genoma de un tamaño aproximado a los 

8,000 pb (fig. 4). Tienen seis genes de expres ión temprana (E) (Earl y) y dos genes de expres ión 

ta rdía (L) (later) , as í como una región reguladora no codi fica nte (conoc ida como región larga de 

control o RLC). Todos los genes son codificados a partir de una so la cadena de ARN (sinteti zada 

por la ARN po i 11) y se utili za un procesami ento diferenc ia l de corte y empalme para la expres ión 

individual de cada uno de estos genes (Howley, et al, 1986). 

Figura4 

Rt plicación del ADN viri co 

Genes 

lnmortalizadores 

Rep 0 1i 

RLC 

7•)11(, / l 

Regulador 

de la transcripción 

)' la re plicación Oi pside menor 

Mapa genóm1co del virus del papiloma humano tipo 16 
Tomado de Murray. 1997 

La capac idad onco lógica de los YPH res ide en e l producto de dos de los genes tempranos, 

E6 y E7. E l meca ni smo de transformac ión inducido por las prote ín as E6 y E7 está regul ado 

princ ipa lmente por Ja unión de éstas , a prote ínas de gran importancia en e l contro l del c ic lo 

ce lular. La prote ína E6 se une a l prod ucto del antioncogene p53 , cuyo ni ve l aum enta en caso de 

daiio genóm ico, provoca ndo una interrupc ión temporal de l cic lo ce lula r para permiti r la 

reparación y s í ésta no es pos ible, ca usa r apoptos is; la uni ón de E6 a p53 induce un a rápida 
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degradación de esta úllima por la vía dc la ubiquitina. De manera análoga. E7 se une a la prOlcína 

Rb la cual nomlahneme. durante la interfase. se une a los fact ores d!."' transcripción de la familia 

E2 F. impidiendo así la transcripción de genes que se expresan para la replicación del genoma. Sin 

estos frenos del crccimiclllo celular. la celula se muestra mas susceptible a las mutaciones. las 

aberracioncs crolllosómicas o a la acción de algún cofactor. y por lo tanto puedc convertirse en 

ulta celula cancerosa. 

IZT. 
ANTECEDENTES 

En 1989 Hampcl y Tritlo dcscriben la riboloima del tipo pasador. encontrada en cienos 

\'iroides de plantas. la cual ha sido objcto de varills investigaciones por su uso potencial. como 

herramienta para la terapia géniea (Burke. 1996). 

Posteriormente en 1996 Shin y colaboradores. determinan (Iue los dominios calalitieos de 

la ribozima del tipo pasador pueden ser separados fisieamente y tenn actividad similar a la 

ribozima original. delertllinando que la interacción entre las regiones de las asa del dOl1\il1lo 11. ) 

del domino B son los responsables delllleeanisrno de cata lisis (Shin. e/ul. 1996). 

Siguiendo la tinca de investigación. en 1997 \Valler y colaboradores proponcn un 

mecanismo dc cone para \a ribozima del tipo pasador. en el cual se puede observar la interacción 

entre las asa del dominio A y B COI1\O se muestra el1 la lig. 5 (Walter. t'/ at. 1997). 



Sustra to (ARN) 

~ 

+ 

a) 

Figura S 

~Unida 
Desunida~ 

b) 

Confi gurac ión 
inacti va 

ARN cortado 

~ '­
+ 

ln ac ti~o 
~ B ..----. 

Ac.ti vn 

Fig. 5. M ecanismo propuesto por Waltcr, para la reacción de la ribozima del tipo pasador, a) la ribozima se une al sustrato para 
formar el bucle del dominio A b) el complejo ribozima-sustrato puede seguir dos rutas. una doblarse y prod ucir la acti vidad 
catal ít ica o bien puede adoptar una configuración u111da 1nac1iva Tomado de Waltcr 1997 

En 1998, A lvarez y co laboradores loca lizaron se is secuenc ias 5 ' -GUC-3' fundamenta les 

para e l corte (de la ribozima de tipo pasador) , en los genes E6 y E7 de l VPH- 16. Se construye ron 

ribozimas de l ti po pasador (basadas en la secuenc ia de las ribozimas encont radas en los v irus de l 

sTobRV ) para cada s itio, diri gidas contra las secuenc ias de li mitadas. Las ribozimas que 

presentaron un a ac tividad cata lít ica de corte mayor a l 60%, fuero n, escogidas y denominadas 

ri bozi mas Rz4 l 9 y Rz434. Tab la 1 

10 



Tabla l. Secuencias blanco para la ribozima de l tipo pasa<lm (llPS) en d VPH-16 genes E6/E7. ensayadas a 37ºC/60 min Tornado de Alvarez. 1998 

Secuencia del l llStrfJ/o 

4!5-UAACU ~ AAAAGCC 

430-ACUGU GlJC CUGAAGAA 

487-AAGGG GUC GGUGGACC 

499-GACCG ~ GAUGUAUG 

510-UGUAU GUC UUGUUGC,\ 

675-AGAUG GVC CAGCGGA 

Actividad de la 
Ribozima 

No probada 

Nodetc:ctable 

Se dete rminó la efectividad de la ribozima Rz434, (fi g. 6) para inhibir la acción 

pro liferativa e inmorta li zante del producto de los genes E6 y E7 de VPH- 16 transfectados por 

separado en cul ti vos primari os de queratinocitos humanos. Si n embargo, aunque Rz43 4 produjo 

una reducción significativa de la proliferación y la inmortali zac ión con respecto a las cé lulas 

contro l, una ribozima aná loga inactiva, la Rz434 i, tuvo un efecto simil ar, implicando así que la 

inhibición del efecto de los oncogenes virales fue mediada únicamente por un efecto anti sentido 

pasivo más que por el efecto cata lítico (A lvarez, e l al 1998). 

En 1999 Alvarez desarrol lo un módu lo ribozímico que contiene a la ribozima terapéutica 

Rz434 flanqueada por las ribozi mas de autocorte en cis, TRL y TRR. El cua l no ha sido 

caracterizado (A lvarez, 1999. Datos no publi cados). 

3' 
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Dominio .. A .. 

Domin io .. B'" 

R1bozi ma '"del 11po pasador" Rz43J ant1-

A RNm E6 de VPH- 16. diseñada por el 
Dr Alvarez 1998 Los ül11mos 1 5 
nucleóudos contienen la secuencia de 
rcconoc1m1 ento al gen E2 de! VPI 1-16 ) 
forman e! dorrnnio ca1atí11co ··A .. La linea 
1nd1ca el s1t10 de corte Torm.do de 
Alvarez, 1998 
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Schmidt y colaboradores, en el 2000 proponen variantes de la ribozima del tipo pasador 

denominada ribo1;imas gemelas las cuales presentan \111 doble corte dentro de una secuencia de 

ARN blanco, estas ribozimas reali7.3n UI1 corte en IrallS sobrc un blanco específico, siendo su 

aportación mas importante la construcción de una ribozima que tiene el dominio catalítico A del 

lado contrario a la ribozima silvestre (Schmidt el al. 2000). 

J USTIFI CACiÓN 

Aunque la ribozima de tipo pasador ha presentado una actividad catalítica positiva en 

contra de algunos ARNm, uno de los problemas que enfrenta la terapia con ribozimas sc presenta 

cuando, las secucncias ribozimieas son degradadas dentro del sistema celular por nucleasas, o 

bien. éSlas no pueden hibridar y acoplarse a la secuencia blanco, debido a quc la eSl ructura del 

ARNm adquiere una topología espacial que cubre o de alguna manera, protege el sitio de 

aparcamiento. haciendo de este modo ineficiente la actividad ribozirnica. Otro aspecto illlportantc 

se preSCnla Cllando la variabilidad genética del ARNm. puede impedir el aparcamiento correcto 

ribo1;ima-ARNm (como es el caso del VIH) (Schmidt, el 01. 2000), provocando que la terapia no 

sea cfccliva. 

En función de que ¡as ribozilllas tipo pasador pueden lener acción cat111ílica tanto cn cis 

como en Inms. la finalidad de eSle Irabajo fue construir un módulo ri bozim ieo. el cual esta 

estructurado con dos ribozimas de lipo pa,ador (TRL y TRR ), que flanquean y liberen a la 

ribozima terapéutica (Rz434), dCllIro de llll mismo lranscrilo. Por su capacidad de corte en n .\ esta 

construcción prcscnla ciertas ventajas ljue esperamos incremente la eficacia de corte. Ut1~ 

sccuellcí~ mas ¡arg~ permite desarrollar una estructura ljue le confiere estabilidad y rc s i slcnc i~ a 

nuclcasas quc pueden degradarla. Sin cmbargo. Sil empleo mas impor1ante es desarrollar un 
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módulo rnultiblanco. es decir, poder diseñar una secuencia con varias ribozimas terapCUlicas que 

reconozcan distintos lugares dentro del AR N blanco. De esta forma un módulo rnultibJanco que 

contenga sitios simultáneos dc COrle para un ARNm puede incrementar la actividad terapCutica 

siendo eficiente aún cuando e ... ista mutación en alguno de Jos sit ios dc rceonocimiento para la 

ribozima. 

De esta forma. la finalidad del presente trabajo cs generar avances para el diserlo y 

cOlIs trucciórr dc ribozimas multiblancos. 
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OIUETIVOS 

Genenll : 

Caractcrizar )' evaluar la actividad autocatalítica del módulo riboi'-ímieo: quc contiene la 

ribozim3 tcrapcutica Ri'-434, flanqueada por dos ribozimas de autocortc, dirigida contra los gencs 

E6 y E7 del VPII-16, 

Particulares: 

a) Caracterizar clmódulo riboúmico clonado dentro de los plásmidos pTRL, a travcs de 

mllpco por restricción 

b) Sccucnciar manualmente el módulo ribozimieo, 

e) Realizar la transcripción "in ,'ilro ", del módulo ribozirnico 

ti) Evaluar la actividad autocatalitica del producto obtenido, 
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METOI>OLOciA 

Para la construcción del módulo r ibOi~imico se requirió de ribozimas de al!locone y de la 

ribozirna tcrapéutiea Rz434. l~st a5 ribozirnas fueron di scii~d~5 por el Dr. Alvarez (200 1), a panir 

de la secuencia original cncontrada en viroides que producen las manchas de anillo del tabaco 

(sTobR V). Para poder liberar cl producto eenlral del módulo las dos ribozimas de autocone TRL 

y TRR. deben dirigir la actividad catalitica hacia los nancos de la ribozirna Rz434. por ello la 

orientación espacial de la ribozima TRL fue desarrollada de forma contraria a la descrita 

originalmente en el ARN viral (!-lampel, el (/1 1997). 

PrcparaciólI de células competc ntcs 

Para la preparaCiÓll de las bacterias competentes para transformación se colocaron en un 

tubo de ensaye 3 mi de medio LB (Luria) (ver apéndice). con una asada de las bacteria 

DI·ISa (ver apéndice) y se incubaron con agitación de 2S0 rpm a 37"C duraTllc toda la noche. Las 

bacterias crecidas fue roll colocadas en un rnatraz Erlenrneyer de 125 mi. en una dilución 1/ 100 en 

medio U3, se incubaron a )7°C con agi tación de 250 fpm por 2.5 horas. Posteriormente se 

pasaron a tubos Faleon de polipropileno de 14 mI. y se colocaron cn hielo por 10 minutos Las 

bacterias se cosecharon por centrifugación a 2500 r¡Jm y el botón celular fue rcsuspendido en '11 

volumen de CaC I) 0. 1 M colocándose en hielo durante 25 minutos. Despucs se centrifugaron 15 

minutos a 2500 r¡Jm. el sobrenadant!: se eliminó y las células se rcsuspendieron Suavelllcnte cn 0.5 

mi de CaCI] 0.1 M. Se prepararon alicuotas de 0.2 mi las cualcs fueron mantenidas en hiclo 30 

lIlillutos y después se adicionaron 20 fll de glicerol, almacenandose a _70°C hasta su utilización . 
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Trllns rormación de cclubs competen tes 

Se tomaron 50 ~ l de las bacterias eompc1Cntes transfiriéndo las a un tubo Falcón de 

polipropileno 2059 para 14 mi, previamente enfriado, se adicionaron 2111 del ADN plasmídieo, y 

se mantuvieron en hielo de 15 a JO minUlos. Posteriormente se incubaron por exactamente 40 

segundos a 42°C, e inmediatamente se colocaron en hielo por 3 minutos. Al término de esto se 

agregó 1 mi de medio SOC (ver apéndice), y se incubaroll por 1 hora a 37°C con agitación de 250 

rpm . Las bacterias se cosecharon por centrifugación a 3000 rpm por 5 millutos y se eliminaron 

900 Id del sobrenadanle, con el volumen rcstantc se resuspendió la pastilla obtenida. y se 

espátularon en cajas petfÍ con medio LB sólido más ampicilina 100 ~glml incubando a }7°C toda 

la noche. 

i\1ini¡lfCJIS 

Para extraer los plásmidos se utilizó el kit de BIO- RAD Quantulll j'refl® j'lasmid 

miniprep numo de catálogo 732-6100. Para lo cual se hizo crecer una colonia de bacterias 

transformadas en un cultivo de 3 mi de medio LB-ampici lina 100 IIg/ml. el cultivo se incubó 

durante toda la noche a 37°C con agitación de 250 rpm. Después. las bacterias se cosecharon: para 

ello se transfirieron 1.5 mi del cultivo en un tubo Eppendorf y se centrífug:¡ a 14.000 rpm por I 

minuto. se eliminó cl sobrenadallle sin tirar la pastilla, a continuación se transfirieron los 1.5 mi 

de cu l1ivo restantes y se repitió 13 operación. el tubo se dejó boca abajo en un papel absorbente. 

para eliminar todo cl medio de cultivo. A continuación se adicionaron 200 II1 dcl buffer de 

resuspensión. solución 1 (glucoSll )' EDTA); la pastilla se resuspendió por agitación, despucs se 

adiciono 250 )Il de buffer de lisis. soluc ión 2 (hidróxido de sodio): se vacío rapidnmcntc)' sc agiló 

suavemente por inversión diez \'cecs. En scguida se adicionaron 250 ¡ti del buffer de 

16 



nculralización. solución 3 (acctmo de potasio. e hidrocloruro de guanidina). La me7.cla se 

centri fugó S minutos a 14.000 rpm en la microcentrifuga. con esto se formó un botón blanco y 

compacto cn la parcd del fondo (ADN crolllosomal). consecuentemente. se tornó cl sobrenadante 

sin tocar la pastilla, este se colocó cn un tubo nuevo y sc agregaron 200 fll de 1<'1 solución l1latri7~ 

solución 4 (hidrocloruro de guanidina): se pipeteó para mC7.clar. está se colocó en columnas de 

DEAE celulosa puestas sobre un tubo Eppendorfnuevo)' se centrifugó por 30 segundos a 14 ,000 

rpm. el tubo se decantó y la columna se colocó de nuevo eu el mismo tubo. se agregaron 500 ,11 de 

la solución de lavado. solución 5 (etanol al 95%): doude se eneOlllraba la mayor pane de la 

matriz. con el propósito de lavarla. se centrifugó por 30 segundos a velocidad máxÍllIa, se eliminó 

el liquido y la columna se colocó nuevamente en el mismo tubo. Se repitió el lavado con la 

solución 5 y se centrifugó por dos minutos a velocidad máxima para eliminar todo el etanol. 

Luego se cambió la columna a un tubo nuevo. En seguida se agregaron 100 fll de agua 

desioni111da esteril sobre la maní7. y se centrifugó por 30 segundos a velocidad máxitna para cluir 

el J\DN plasmidico. este ADN se mantuvo almacenado a ~20°C hasta su utilil.3ción. 

Electroro l'csis en gel de '¡ga rosa 

Uua vez aislados los phismidos se observaron cn un gel para electroforesis. para ello se 

fuudió agarosa al 1% en buffer TB E (ver apéndice) y se colocaron 6 mi cn un carro de 

electroforesis sellada con diques de aluminio y con un peinc suspendido para forrn,lf los pozos, 

dentro de una cámara de clectroforcsis horizontal. Ul1a vez solidificada el agarosa. se retiró el 

peinc y sc cubrió con buffer de TI3E. se carg,l ron 2 fll dc las muestras en cada pozo. las cuales se 

mezclaron prcviamcn!e con 2¡d dc buffer dI.' carga SX (ver apéndice). Cuando todas las 1l1lll.'s tr¡LS 

fuc ron cargadas cn el gel. sc hi lO pasar una corrielllc electríc<'l dc 100 vo ltios por 30 l11i1H110S. 

lucgo el gel se cxtrajo de la camara} se sumergió cn una solución dc bromuro de etidio 0.5 f1 g1 ml 

por S minutos y sc volvió a pasar uua corriente de 100 voltios por 1 S minutos nds. Termmada 1" 
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eorrid3. cl ge l se colocó en eltransiluminador y se tornó 13 foto correspondiente con la ayuda del 

soft ware Kodllk Digital Scienee. 

Res tricción del ADN 

A los phisrnidos obtenidos se les realizaron pruebas con en;¡;irnas de restricción para 

asegurarse que la secucnc ia contenía las ribozimas clonadas y también se re31izó COn la finalidad 

dI' IIcvar a cabo la Tra nscripción "ill ",ilm" (TI V) (que se describe más adelantc), para dio se 

colocó cn un tubo Eppendorf 5 )rl de plásmido, 12111 de agua desionilada cstéril. 211 1 de l buffer 

REac! 10X correspondiente, y I 111 de enzima de restricción. El volumcn final obtenido fue dc 20 

)(1 (para digerir cl ADN con dos enzimas dc restricc ión al mismo tiempo cs nccesario verificar que 

el buffer a utililar cs e l mismo para ambos o pcmite un grlldo suficierue dc ac tividad aún cuando 

no sea el más indicado). Las mucstras se incubaron a 37°C por 1 hora y se obscrvaron cn gc lcs dc 

agarosa dc la mancra antes mcncionada. 

Purificació n 

I'ara la purificación del ADN se utilizó el método fen ol-cloroformo. Las muestras 

digeridas se llevaron a un volumen final de 100)d COn agua estéril , se agregaron 50 111 de fcnol 

saturado con 3gua y 50 )1 1 de c loroformo/alcohol isoamilico 24: l. la mel,¡;la se agitó con vórte .~ y 

se ccntri fugó S minutos a 14.000 rpm . La fase acuosa se transfirió a 1111 tubo nuevo y sc agr.;gó y, 

volumen dc accta to dc amonio 7.5 M Y 2.5 \'eccs dcl volumen total restante de ctanol absol uto 

frio. la mezc la se incubó a _20°C por media hora, después se centrifugó 30 minutos a 1'1.000 

rpm. el liquido se decantó y se adicionó 200 )d dc alcoho l al 70%. Se ccntri fugó S minutos a 

14.000 rplll. se dccantó y se dejo secar. por ultimo la past illa de ADN se resuspendió en 20 111 de 

agua esteril. 
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Seeuenciación 

La seeu(:llciación se realizó siguiendo el protocolo de T7 Seq uelmse,u,® Amcrsh<lr11 

LlI' F. SCIENCE. Los plásmidos se desnaturaliz.1ron por el metodo alcalino. el cual consistió en 

colocar en un tubo Eppcndorf 8 Id del ADN; 2 Id de NaOH 1.0M; 1 JlI de cebadores y se 

ajustó con agua desionizada eSleril para ajustar el volumen final a 20 pI. La me7.cla se incubó 10 

min a 37°C y se coloco en hielo, despues se adicionó 2 Id de He l I.OM y 2 pi de buffer de 

reacción. Se incubó d templado/primer/buffer a :noc por lO minutos y se colocó en hielo. se 

marcaron cuatro tubos "/1." ·'C" ··G'· y ."'1"" Y se colocaron en cada tlJba 2.5 Id de la mezcla 

apropiada de tenninación manteniendose en hielo. Tambien se diluyó la mezcla de marcaje 

utilizada más ade1Jnle, 2 Id de la mezcla de marcaje y 8 pi de I"I¡O. Posteriormente se lIe\'ó a cabo 

la reacción de marcaje de la siguiente Illanera. a la mezcla de ADN se adicionó 1 Ir 1 de D1I 

O.IM: 2 Id de la mezcla de marcaje; 0.5111 de [a- HSjdATl'; 2 Id de T7 SequenaseT '-1 plasmid 

sequencing forrnulalion . La mezcla se incubó a IcmpcralUra ambiente de 2 a 5 minutos. 

I'osteriomlente se llevó a cabo la reacción de terminación, en este paso se transfirieron 4. 5 Id de la 

reacción de marcaje a IUbas marcados ('·A'" ·'C" "G" y •• 1".) Y se continuó la incubación a 37°C 

por 5 minutos. Se detuvo la reacción adicionando <1 Id de solución de paro dcspuCs se calcruaron 

las muestras a 75°C por 2 minutos. Las muestras sc cargaron en un gel de acrilarnida bI.~ 

acrilarnida 19: l. urca 7M 6%: 2-3 pi de muestras en cada pozo con el siguicme ordcn A, C. G. T. 

Se aplicó una corrielllc de 2000 voltios por 1.30 horas. 

Gc1 llnali tico de :reril:lmida bis aerilamid :1 19: 1: 6% ure:1 7 1\1 

El ge l se preparó. amelior al proceso para asegurar quc cU:lIldo sc vaya a cargar. este esté 

bien poli rneri~~ldo. Se colocaron en una botella con tapa de aspersión 70 mi dc acrilam¡da-bis 

acrilamida 19:1: 6% Urca 7 M: 0.2 mi de pcrsulfa!o de amonio (fresco): 50 111 de TEMED. La 

mezcla se agi tó por JO segundos ~ se venió en una dmam sellada, formada por los vidrios que 
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fueron previamente linlpiados de polvo y grasa, dejándose polimcri7.a r po r 30 minutos. Los 

vidrios se montaron con el gel en la cámara de e lectroforesis vcrt ical. se adicionó buffer TBE y 

se precorrió a 2000 vol tios. después se colocaron dc 2 3 4 Id dc Illuestras de los plasmidos listos 

para secuenciar mezc lados CO ll buffer de carga y se corr ió a 2000 Voltios por 1 :30 horas. El gel se 

separó de los vidrios y se colocó sobre papel filtro whatmall y se seco por 1 hora a 80°C en la 

secadora al vació. El gel seco se co loco en un caSSCI1C blindado y se expuso a una placa 

radiográfica Kodak Scientific In13ging fila BIQMAXMM 35 ~ 43 e rn . 

T r a nserillción "ill "¡'m" (T IV) 

La transcripc;ión se rcali7.ó con los pl¡ismid05 lineariz.1dos y purificados. Se colocaron en 

un tubo Eppcndorf estéril los siguientes reac tivos 4ftl de Buffer de transcripción 5X; 2ftl de OTr 

100 mM : I,rl de rRNasin 20 ullJl (inhibidor de ribonucleasas); 4)11 de ribonucleótidos 

(previarnenle se preparó una mezcla con 2.5,d de d u: rATI' 10mM. rGTI' 10mM: rCTP 10mM y 

2.5 Id de agua ultrapura estéril): 2.4111 rUT!' 100)IM: 1 pi del DNA molde (0.2- 1.0 mg/ml); 5)J1 

dc [a _Jl
] rUTP (50,ICí aIOllCif¡d ): Ipl de T3 polimerasa (15 a 20 11). De esta forma el volumcn 

final fue de 20 111. La me7.cla se incubó por 1 hora a 37°C. I'osteriomlente se agregó 1 ,d de 

ONAsa RQI para deshacer el molde original de AON. y se volvió a incubar por 15 minutos a 

37°C. Se agregaron 21 ,,1 de solución de paro. la muestra se hirvió a 65°C por 4 minutos. El 

volumen total se cargó en los pozos de UIl gel preparativo dc acrilamida bIS aerilamida 19:1; 6%. 

urca 7M y se corrió a un vollaje de 300 \'olti05 por 1 JO horas. El gc1 se expuso 5 minutos a una 

placa radiográfica Kodak para diagnóstico 8 xlO' para ver las bandas de ARN. La placa cxpuest:1 

se reveló} se colocó hajo el vidrio con el gel. de es ta mancra se ubicaron las bandas de imcrés. 

con una navaja se CarlÓ el gel y se colocó en una jeringa estéril para lriWrarlo. se pasó a un tubo 

nucvo y se agregaron 350 fll de buffer de elusió!l. la muestra sc incubó a 4°C por 2·1 horas y por 



ultimo se purificó por el método fC lIol:clorofom10. Las mueStras se volvieron a incubar en buffer 

REact I a distintos ticmpos y se cargaron en un gel analitico. 
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RESU LTADOS 

Las secuencias con el módulo se encuentran clolladas dentro del plásmido pBtVS, e~tos 

plasmidos se observaron en un gel de agarosa al 1% y tei\ido con brOllluro de elidio, corroborando 

el peso IllOleeular de aproximadamente 3.2 Kpb para cada uno de ellos. Los phismidos fueron 

denominados pTRU, pTRL4 y pTRLS, estos plasl11idos se puedcn observar en los carriles 2, 3 Y 

4 de la figura 7. 

l.O~ pb 
2,036 pb 

F,g 7 E"',,,oh'l" de los pl""n,oo,; p'''I'O'",o"odos l)ondc 
.. puede """,,'ar que 1"" "",; c."d l~>I"" t .. ".," en peso 
""",>do de 3 1 kpb Gel de ag .. ", •• 1 1' 0, <O"''''', 100 V po! 

40 "lO" j ' ,.~,dQ con Bromuro de C"d,Q O S mp ml 

Despucs de que los plasmidos fueron observados se llevó a cabo la transfomlación de 

bacterias de E. cofi DH50 con el propósi to de tener cantidades de ADN suficiente para poder 

operar. Las bacterias transformadas se incubaron toda la noche en medio sólido LB ampicilina 

IOO¡lglml, las bacterias transformadas formaron colonias visibles, lo cualllldicó la presencia de 

los plásmidos transfec tados. De [as bacterias lransformada s. se tomaron dos colonias para cada 

plasrnido y se real¡7.aron las minipreps Los plasmidos eXlraidos se pueden observar en la figura 8 

en la que la migración de las bandas de A[)N corresponde \;011 el peso molecular esperado pMa la 

forma circular relajada de 3.2 kpb. tambien se puede obs\;!V3r que la forma de los plásmidos 

supcrenrollados rnigrau uds abajo ~ alguuos concalamcros producen un barrido en la parte 

superior dc la banda 
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~I& 8 MInI""'''' de boclc".., Itan, fornlados con 
K>S plísm"los pTRLJ. pTRIA Y pTKL'i Se 
I""'..-on dos t~onll$ <k c><l. pli<ml<lo de 1., 
bxIC"'" Itan,formad .. Gol Ik 'S""'" . 1 I%. 
len"lo con "'()muro <k .IIdlO 0.5m&l1'll1 y oo",do. 

"" 

Posteriormenle se realizó una doble digestión con las enzimas de reslricción EI..'Q RI Y 

SSI I lo cual pcrmitió liberar los fragmento de ADN en los que se encuentran clonadas las 

ribozimas. La figura 9 muestra los fragmentos correspondientes de esta digcstión El carril I 

contiene clmarcador de peso molecular. en el scgundo carril se observa el plasmido pTRL3 en su 

forma circular, el cual lambién funciona como COlllrol de restricción Los plásll1idos corridos I'n 

los carriles del 3 al 9. mueSlran el fragmento liberado de aproximadamente 300 pb. 

l ,OS ~ 

2,036 
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hg 9 D,&c,"ón d. lo. pl"mlll<.>s pTRLJ, pTRt~ ) pTRI5 
con 1 ... nllnl.., de 1.""<C>6n Eco Rt ~ 5>, t En la parle 
,"TerlOl del ~t se p ... <k oh",,,·..- d fr¡gm<nlo (¡be,,,,,,, Ik 
apro"m.damenIC 300 p~ Gc l de 'g..-"'" 1"., 1<~ldo c". 
bromuro Ik elld",O 5 "'Vml, <0<11<10. 1001,' po< 45 "H. 



Por illtimo se realizó la digestión de los plásnúdos con las enzimas Eco RJ + HimlIlJ, o 

bien Ssl I + Mlu 1, que nos indicaria la e.~isteneia de segmentos clonados en cada uno de los 

flancos de la ribozima 434. 

FIg. tO Dlgt<l1Ón de Jo. ptásm,,1os pTItU. 
pTRL4 ). pTRU. con 1 .. ,($I"CClontS. f."eo 
RI·//,"" 111 Y Sll I·MI .. 1 En l. parle Inftnor 
se observan fragmclllOS Ik .pro. 75 rb. los 
cua l($ co ... s¡><K><lcn too el 1"'''' rn<>Io<:u l., de 
1", KCUCIIC'" rrbo,im,ellS A,.,osl 1% 
1<~,dQ COO br""'UIQ Ik <"d., O S m~ml }" 3.054 
cotrrdo. 100 'l. por.O m,n 2.036 

", 

" 

-

! • • :S 
• , , • • • , , , 

-, 
1 
~ • , , 
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~ , • O , ~ ~ 
" l 
~ " ~ ~ 

En la figura 10 se pueden observar los fragmentos liberados por las digestiolles, los cuales 

corresponden al peso esperado de aproximadamellle 75 pb. En los plásmidos pT RL3 y pTRL4, la 

digestión con Eco Rl y lfjnd 11 1 libera a la secuencia correspolldiemc a la ribozima TRL, la 

digestión con SS! J Y MIli ¡ liberó. un~ secuencia de aproximadamente 70 pb. En el plasmido 

pTRL5 podemos observar que la digestión con Eco R[ y Hind lI[ libera a [a secuencIa 

correspondiente a la ribozima TRI., la digestión con SSI 1 y MfI, I libera a la secuencia 

correspondientc a TRR . Estas ribozimas tiencn UIl peso molecular de 75 pb Y 78 pb 

respectivamellte. 

Después de observar mediante las digestiones. que los plásmidos poseen los si ti OS de 

corte esperados y liberan fragmentos del tamml0. la siguicl11e parte del trabajo consistió en la 

secucnciación de las bases de cada plásmido. La placa fotográfica que se presenta en la figura 11. 



muestra la secuencia de los tres phismidos a panir del promotor de T7, EI1 la secuencia de los 

plásmidos pTRLJ y pTR IA. no encontramos la ribozima TRR entre los sitios de restricción SSI l y 

MIli 1: en tanto que en el plásmido pTRL5 si pudimos leer la siguiente secuencia de la ribozima 

TRR de 78b S'- CGC GTG ACA GTCCTG lTrCCT CCA AAC AGA GAA GTC AACCAG 

AGA AAC ACA CGT TGT GGT ATA TTA CCT GGT AGA GCT - 3'. Debido allamaiío del 

ge! no se puede observar la secuencia completa del módulo ribozimico, por lo tmuo se realizó Olra 

secuenciación del plásmido pTRLS para ellcomrar la secuencia de las ribozimas Rz'04 y TRL, 

para ello el gel se dejo correr mas liempo de lal forma que la secuencia central fuera vis ible. En la 

figura 12 se observa la siguienle secuencia correspondiente a la ribozima lerapéulic<I Ih-434 de 

62b 5'-Trc nc AGA GAA CAG TAC CAG AGA AAC ACA CGG ACC TTC GGT CCG 

TGG TAT ATr ACC TGG TA -3'. Cabe notar que eSla presenla ulla secuencia agregada qlle 

corresponde a una pane del ARN-t v .. que le confiere una prolección contra RNasas 
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r'l II 1'1.,. lOIopif",. 
IX los "U,¡modos pTRL 1, 
pTRL 4 ) pTRL S, ...... 
~I .... hllco Ik 
.,,,l."uda b'l .,,,I,,,,,,dl 
19 1 6"" ur.o 1M "",,110 
o 2000 V 1M" 90 m'n l. 

A e G T A e G T 

S« ...... ,""oOft '" ....... nm ' .... ;;;::;;;. ..... "'" 
o PO"" del "")"O(~'" Ik ~ = 
n 

rTHLJ p1'RL4 

A e G T 

pTRLS 

5« ...... ,. 
conHpond .. nlt • l. 

"Do/""" TlUI. 

Con el propósi to de ,er la scc \l enci~ de la ribozima TRI., sc permitió \lna rlllgración del gel de 

mayor treml)Q, La figura 13 muestra el fragmento correspondiente a la rrbolim.1 1'1( 1., con la 

siglllente secuencia de 7Sb S' - AAT TCA AAC ¡\GA GA/\ GTC AAC CAG AGA AAC ACA 

CGT TGTGGT ATA ITA CCT GGT ACC TCC TGt\ CAG TeC TGT TrA - 3', el sitio de 
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restricción para Ecu RI y la se~ uen~ia de reconocimiento para el promOlor de T:3. De esta manera 

se comprobó quc la secuencia del pl:isrnido pTRL5 cOlltielw 1:1 módulo rihmirnico completo 

A e G T 

l, r RL5 

F'gura 12 Placa rOloSd,l, co 
dd plis ",uJo pTRU el\ gel 
",.Iiu<u """Iam,d. b,s 
. ,,,, I"Hd. 19 1. 6% ", •• 
1M. rO<1\oo a 2()OO V por 3 

"" La Iln •• ,r"hel ta .«..,ncra 
d. l ... b<FlOma RIH4 l • 
.. e",,"elac lÓn se: ... 10,.0 
pan" dol p'''''''''''' de 1"1 

hgu" 13 l'l.c. 
f"'<>8"[o<l <Id plhm,oo 
pTRU en gel ... hu<o 
.. (",lamF~a b .. aF'fFlanH<I. 
19 I 6·;' me' iM. 
c",,,oo • 2000 V po, 90 
L. <C"Co<nc,acrón lo<: 

,ulrzo • pan" dd 
p'"""",,, d< n 

A e G T 

pTRLS 



Los siguientes experimentos que se reali7.aron fueron para conocer las propiedades 

catalíticas del módulo ribo~imico . I'llra ello fue ilecesario realií'lIr la transcripción in \'¡¡ro dcl 

plásmido pTRL5 Iinenriz.1do con la cnt.im:! de reslricciún S~I I ~ la ulili7~lción dc marc1! 

radioactiva (a-}!!' ) rUT!'. Dando C0ll10 resultado la placa radiogralica que sc muestra en la figura 

14 donde podemos observar que se originaroll cuatro productos de In lra\\scripción. eslO podría 

sugerir que el módulo presentó UIl:! :!clividad aulocatalitica. ¡\ estos productos se les enumeró del 

uno al cuatro. De acuerdo al peso molecular SlLfI'Onemos que la m:!rca número 4 presenta el 

módulo ribozimico completo. despues se observa que la marc:! J prescll1a tilla banda mas ancha 

que la an teriOr, Jo que permitió suponer que existen dos productos separados por una diferencia de 

peso molecular muy peque\ia, las bandas 2 y 1 son los productos de corte autocatalitico. 

FI~ I~ AUHl",ltlogral¡. d< lO> 
prodllC1OS d< lIan"""pcrÓfl ,n •. " .... del 
pllSmnlo pTRI.S h<olI .. ,1o ron S .. , I Se 
OOscr>"n 4 pfodu~IOS d< d ,fer.nle, ¡><$<>S 

",ok"ul'''$ Gel de ..,,,Iam,da b" 
..,,,Ianudo 1'/ 1 6', uoc> 7M 00",,10 90 
mm.J50V 

Cada uno de los fragmentos marcados se cortaron del gel ~ se obtuvieron en buffer de 

clución por 24 horas. se purilicaron por el metodo fcnol:cloroformo. para después ensayarse en 



buffer de REac! 1 a }7°C en dis!imos tiempos con la lin,tlidad de observar su actividad 

au!oc"talitica. 

F,g 15 AUlo<ad'", .. r.. de lo$ l"odUCl'" d< 1> lIansc"pclÓn del ~lhm.durTRU .lu,<I"$ <1< un Sol p •• p:u •• " P Los 
mu<SUOS fue,,,,, ",.ubadas en burra do ,..,;< ,60 I a d,s!tn.", ".,npos ~ "",,,dos on un gel .n311,,"0 d ••• "I.nud. 
b,s o<"lom,d' , mea. <o,,,do. 2000V d" .. nl< 1 h, fo la ol",do 1, 1:2 · olu 'do 2,1:3 - <lUldoJ , H . <I",do 4 

Cada una de las bandas se denominaron como El, [2, E3 y E<I . La figura 15 muestra que 

el eluido E4 (carriles l. 5. 9.13)' 17) sc procesa generando a los demás productos. de esta forma 

E4 da lugar;¡ El 1:2) El. A su vez E3 se procesa y da lugar a E2)' E l. No obstan te , podemos 

obsen'ar que E2 (carriles 3. 7. 11. 15 Y 19) presenta dos bandas con muy poca separación. y ya no 

produce otra banda inferior correspondiente ,( El que por su partc ya no gcnera ningún otro 

producto. lo que sugiere. que se lrala de productos terminales y por lo tanto son las ribozimas 

libres. Respecto al tiempo de autocatálisis. podemos comentar de acuerdo a la figura que dcspués 

de 24 horas de elllción a temperatura ambiente no hubo diferencias significativas entre los 

productos del tiempo O hasta los 60 minutos. 

Con el propósito de continuar la caracteri7A1ción del plasrnido pTRLS ) saber si los 

fragmentos obsen'ados en la aluorradio~rafía correspondian a las ribozimas liberadas por la 

autocatalisis se llevó a cabo urH1 transcripción in nrro de pTRL5 linc~lil~(do en diSlimos sirio, de 



restricción; los cua les se especifican en la tabla 2, las reacciones se carga ron en un ge l 

preparat ivo . 

Tabla 2 Productos esperados dd plásmido pTRL5 al sc.: r cortado por las d1st1ntas 

enzimas de res tricción 

Producto 

Ribozimas TRL; Rz434; TRR 

Ribozimas TRL; Rz434 

Ribozima TRL 

De esta forma la radiografía que se obtuvo después de realizar la transcripci ón nos permitió ubicar 

realmente las ribozimas de acuerdo a su peso molecular. 

TRL; Rz434 ; TRR 

TRL; Rz434 
Rz434;TRR 

Rz434 

THR­
TllL-

;lliir.,~. 
~~;'~ 

E4 
E3 

E2 

El 

Fig 16 Transcripción en ge l preparativo de acrilamida bis acrilam ida pTRLS/Sst 1, 
pTRL5/M/11 I y pTRL5/r/t11d 111. el gel corrió 90 min a 350V. Las marcas radioac tivas 
se cortaron y se etuyeron por 24 hr 

La fi gura 16 muestra que el plásmido pTRL5/Sst 1 genera a l mód ulo completo e l cual se 

autoprocesa, dando luga r a los productos de menor tamaño, mientras, pTRL5/M7u 1 da a lugar a 
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las dos ribozimas TRL-Rz434 como el prod ucto de mayor tamaño, y también se observa como 

producto procesado en el plásmido anterior, éstas se autoprocesan liberando a cada ribozima como 

productos de menor tamaño, por último el plásm ido pTRL/Hind 111 únicamente genera el 

transcrito correspondiente a la ribozima TRL, la cual es el producto más pequeño y se puede 

observar en todos los casos como punto fin al de la autocatálisis. 

Las bandas fueron eluidas y purifi cadas por el método fenol:c loroformo, y se ca rgaron en 

un ge l de acrilamida bis acrilamida 19: 1 6% urea 7M, y se corrie ron por 90 min . a 350 V. La 

radiografía permitió ver con clar idad cada una de las ribozimas. 

TRL, Rz434,TR R 

Rz434, TRR 

TRL, Rz434 

Rz434 

TRR 
TRL 

E4 E3 El El 
PTRLS/Sst 1 

• • Rz434, TRL 

_, 

E3 El El 
PTRLS/M/u 1 

TRL 
TRL 

El 
PTRL5/Hind 111 

F1g. 17 La rad1ografia de los clu idos muestra la ubicac ión de las ribozimas en un gel de a.:rtlam1da bis acrilam1da 
tras una corrida de 90 m1n a 350 V El eluido E4 de pTRLS/Sst 1 muestra el casse tte (Ompleto. el elu1do E3 
demuestra dos fragmentos del cassclte conformado por sólo dos ribozimas. E2 presenta la nbozima 1crapéu11ca 434 
con una protección a nucleasas RNA-t 'd1 y corno producto final las ribozimas de autocorte st: pueden ver en la panc 
inferior del gel 78 b y 75 b 

La fi gura 17 muestra el ge l analítico con los prod uctos eluidos de la transc ripción. Como 

se puede observar el plásmido pTRLS cortado por Sst 1 (E4 , E3 . E2 y E 1 ), presentó el sigui ente 

patrón de migración ; las tres ribozimas sin procesar TRL-Rz434-TRR tienen un peso molecu lar 
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de 3)0 bases, ¡lOr lo que su migración se- observa en la parte superior del gel. despucs se 

observaron dos marcas correspondicntcs a las ribo1.imas TRR -Rz434. seguida de Rz434-TRL, las 

cuales difieren en su peso molecul3r por 3 bases. posleriormente se observó una marca central. 

que corresponde a la ribozima Rz434. ~omo s~ ha mencionado ante riormenle tiene una protección 

de ARN_tVoI
, por último se puede- observar en la parte inferior del gel dos marcas estas 

corresponden a la ribozima TRi{ y TRL que tienen un peso molecular de 78 y 7S bases 

respectivamente. Mientras tatUo en los productos cluidos del pTRLSIMl1I 1. (EJ. E2 Y El ) se se 

nota claramente la ausencia del módulo complelo, por 10 tanlO las ribozimas Rz434 y TRL 

~orrespondell a la marca mas pesada de ese carril. mientras que la ribozima terapcmiea se ubica cn 

la pal1e eClllral y en la parte i1lferior únicamente se aprecia una banda que corresponde a TRL. que 

es rcriproca a la banda del eluido de pTRLSIHind 111 (E l ). 

Par;1 corroborar que el módulo ribozimico se procesa liberando por etapas sus productos, 

y continuar con el analisis de los productos que se transcriben a parti r dc él. se prcparó una 

variante de pTRLS. de tal manera que primero se COI1O el plasll1ido con las enzimas de restricción 

Eco RI Y /lil1d [11. ya que estas enzimas nanqucan a la ribozitna TRI.. 

pTII.I.~F.co II.t )' IIj"d !tl 

" ,-

f,g",~ 18 ~lccuofores'l de ""a doIok 
d,;<ll'ón lid plasm,do pTR!.SJÜo 
RI ,I/,"¿ 111 Ud de >garoso.1 1% ) ton,do 
."" b,OOIu'o d< <Ud,o O Smslml) COI""'-' 
I 100 v pot30 m,n 

ft3¡;mcnIO Iol><,ado Oc: 
ap,o."madam<nl< 100 pb 



En la figu ra 18 SI.! observa el fra gmento lil¡.crado el cual corresponde a la ribozima TRL 

Una vez ¡;;ortada la b3nda (IUI' corresponde al pl:ismido ~c extrajo del gel ~ posteriormente se incubó 

con K leno\\' DNA polimeras3 para rellenar con deoxinucleotidos los extremos li bres generados por 

las enzimas de restricción. Por último se agregó la enzima, ligasa de '1'4 ¡;;on el fin de oblener 

nuevamente la forma circular y lransfonnar celulas competentes. I' ara garantizar que la variante 

buscada no fuera una pTRL5 religada y con el antecedcme de que la varianl¡;; care¡;;e del sitio t.e() 

Rl. hizo una miniprep con eelulas transformadas con el plásmido variallle )' el ADN obtenido fue 

incubado con ECfJ Rl, el ADN resulla111e fue utilizado para lransformar nuevamente eelulas 

compctemeS, en virtud de que el ADN linearizado no es útil para lransfornmción. las bacterias 

obtenidas por esta melOdologia fue ron las que se denominaron pTRR. la figura 19 muestra los 

plásmidos ensayados con enzimas para oblener forma lineal y para corroborar que la variame pT RR 

carece del sitio Eco Rl. La imagen muestra que pT RR si fue lineariz.ldo por la enzima Ss/ !. en I;UI10 

que la enzima Eco Rl no pudo restringirlo. 

33 

I" gu," 19 l: l«!rolot<s,! d< 1"5 
d'¡e<uooes del pl~",,,l<) pTRR Se 
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Ya que se contaba con la variante pTRR, se procedió a rea li zar la transcripción in vitro con 

el plásmido pTRL5 linea l izado con Sst l. el cua l conti ene el mód ul o ribozímico TRL-Rz434-TRR, 

el plásmido pTRL5 linearizado con Mlu 1, el cual , en funci ón del corte exc luye a la ribozima TRR, 

de tal forma que sólo se transcribieran la ribozima Rz43 4 y TR.L y genera transcritos de menor 

tamaño, y por último el plásmido pTRR lineari zado con Ssr 1, donde só lo se transcribe TRR y 

Rz434. 

Ftg. 20. Autorradiografia del ge l 
prcparalivo de los pl itsmidos 
pTRLS ,/Sst l. pTRl.5 /,t//u 1 y pTRIUSsr 
l. Se puede observar que el plásmido 
pTRR sigue el mismo patrón que 
pTRL5/M/u l. Tamb ién se observa que 
pTRL5/M/u I y pTRR no presentan la 
banda 4 que se observa en pTRL5/Ssl l. 
Gel de acrilamida bis acrilamida 19: 1 
6% urea 7M corrido por 90 minutos a 
350 V. 

Pozos 

Do bl e corte de 

la ribozima 

TRR 

En la fi gura 20 se observan los productos transcritos de cada plásmido, como se puede ver 

pTRL5/Ssl 1 presenta una banda de mayor peso molecular (banda 4) que no aparece en el plásmido 

linearizado con Mlu 1, y en el plásmido pTRR/Ssr 1, lo cual sugiere que corresponde al módu lo 
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completo. por su parte pTRLSIMlu I y pTRRlS.\·t l generan un transcrito (banda 3) que corrcsponde 

a las ribozimas TRL:Rz434 y TRR: Rz434 respectivamentc. las cualcs se procesan y dan lugar 3 las 

ribozimas liberadas Rz434 (b;mda 2) y las ribozimas dc autocorte TRI. y TRR (b,mda 1) 

correspondientcs para cada plasmido. 
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ANÁLISIS I) E RESULTADOS 

Para el desarro llo de este trabajo, se probó el estado de los pl{lsmidos pTRLJ, pTRL4 Y 

pTRL5 proporcionados por el Dr. Ah'arel, los cuales. tienen clonadas las secuencias de las 

ribozimas TRL, TRR Y Rz434. Estos pJ:ismidos no se habían caractcri l .. 1do, por lo que no se 

conocía la secuencia en que se em.:ontraban y si éstas podían ser transcri tas a par1ir del promotor de 

T3. Los plasmidos se observaron en un gel de agarosa. w n lo que se determ inó que el peso 

molecular de cada ptásmido correspondía al esperado de 3.2 kpb. Después de esto los pl:\smidos se 

util izaron para transformación de células E cofi DH5a, la cual resultó exitosa al observar que las 

celulas transformadas crecieron en un medio con ampieilina gracias a que el plásmido contiene el 

gen de resistencia a ampicilina. I)or otra par1e. era necesario comprobar que los plásmidos 

observados eran los correctos y no se tra taba de una contaminación, para ello, se rCalil . .1fOn pruebas 

de restricción a cada pt:ismido. estas pruebas permitieron verificar el contenido de estos. Se observó 

que todos los plásrnidos contienen los si tios de restricción p<lra &0 RI, lIilld 111, M/¡I I )' SSI 1. 

De eSla forma, se encontró que entre los sitios Eco RI y S~I I ex iste un fragmento que 

corresponde al tamaño del módulo ribozimieo. lo que indica que el plásmido conlenia el módulo 

ri bozimico. Por su par1e, digestiolles con Eco RI y IIlIId 111) otra con MIli I Y S.I·/ l. revelaron que 

se hallan secuencias que Oanq uean a la ribolima terapéutica Rl4)4. Estas secuencias tienen un peso 

molecular de aproximadamente SO pb. Esto coincide con el peso y la ubicación esperada para las 

ribozirnas de autocOr1e, TRL Cl11re los sitios Eco RI y l!illd 111 Y a su ,"ez. TRR entre los sitios MIli 

SSI I y L 

Sin cmbargo estos datos sólo nos daban \lna idea muy general dc la disposición de las 

ribozim<ls en el plásmido, por lo que al realizar la sec uenciación se corroboró el orden de los 

nuc!eótidos y la orientación al momento de la transcripción . 

Como sc demostró en los resultados. en los plásmidos pTRLJ )' pTRL4 110 se encontró la 

secuellcia correspondiente a la ribozima TRR. mientras que el pl3smido pTRLS si. Esto indicó que 

el plásmido a util il.ar era el pTRLS . Sin embargo, para podcr conocer toda la secuencia completa 
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del módulo ribozímico, fue necesario reali7.ar varios ensayos. a causa. de que 105 procedimientos de 

$«uenciación utilizados, sólo pertnitcl1 observar aproximadamente 100 bases y el módulo 

ribol.imlCO contiene 394 pb. Con cstos experimentos se comprobó qUl' la sccuencia completa de l 

módulo rioozímico esta compuesto de la siguientc manera: a partir del promotor dc T3 se encuentra 

la rioozima TRL, entre los si tios de corte Eco Rl y 1I¡II(/ 111: seguida por la rioozima Rz434 y parte 

de la región codificadora del ARN_tVII, entre los sitios ffind 111 y MIli 1: y por último la ribozima 

TRR entre Mlu [ y Ss/ l. Una observación importante es que el mOdulo riOOl.imico contiene. clonada 

parte de la secuencia del ARN_t
Val

, la cual. esta unida a la ribozima RZ434)' que ademas. conficre 

una estructura bidimensional que le protege de nucleasas. 

Con base en estos resultados, la siguiente parte del trabajo consistió en evaluar la actividad 

autocatalitiea del módulo completo. para ello se realizó la transcripciól1 "¡" vi/ro". marcando el 

ARN producido con fósforo radioacti\'o; (a_J: p) UTP. Para que el transcrito fuera correcto. se 

inicio la transcripción a partir del promotor de n. Debido a la acti"idad autocatalitica del mooulo. 

se esperaba que generara fragment os de menor tamaño a partir de un solo transcrito. EI1 los 

resul tados se observó que el producto del ensayo transcripeional gcnera CUllt ro bandas de distintos 

tmnaños. Esta evidencia sugirió la actividad autocatalLtica del módulo. ) a qu.::. podemos decir quc el 

fragmento de mayor tamaño se procesa y da lugar a las rioozimas libres. Después de eluir los 

productos por 24 horas e incubarlos a 37°C en distintos tiempos con el buffer de REact 1: el cual 

proporciona los cationes necesarios para la aCIl\'idad calalilica: se delerminó la fomla en la que el 

módulo se procesa; la banda 4: con el módulo de TRL-Rz434-TRR, se procesó liberando una de las 

rioozimas de autocorte. dando lugar 11 la balld~ J. esta banda fue tn~ S lincha, y8 que en rcalidlld se 

trataba. de dos bandas que se separan wn solo por J nuc!eótidos y el módulo tienen el siguiente 

lIrrcglo delltro de la migración. luAJ4 -TRR seguido de TRL-Rz434. lImbas secuencias continúan 

procesándose y dc esta forma liberan por completo sus produclos en la banda 2. que correspondc a 

la rioozima terapéutica Rz434, aunquc se csperada que su migración fuera Similar a las rioozimas 
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de autocorte, porque que esta ribozima presenta parte del ARN_t''OI. lo cual incrementa su peso 

molecular. I'or su pane las dos ribozi mas dc nutocorte. TRR y TRL correspondientes n la banda 1. 

migran a la parte inferior y estan se[Xlr3da~ por 3 bases (misma separación que se observa en la 

banda 3). De esta forma tenemos que las bandas 4 y 3 contienen al módulo procesándose, mientras 

que las bandas 2 y 1 son productos terminales. Partiendo dc esto. se trato de evaluar su velocidad de 

catálisis, sin cmbargo corno se obscrva cn los resultados, la incubación a distintos tiempos prescntó 

los mismos rcsultados para cada eluido, por lo que se determinó que el módulo se comicnz.a a 

procesar desde el momento de la transcripción, hecho que hace difícil poder medir su velocidad de 

catálisis. A su vez la transcripción del plásmido pTRLS digerido en los 3 sitios; Hilld 111, Mlu r y SSI 

1. permitió confinnar la migración de cada ribozima de acuerdo a lo dicho antcriormente. 

La construcción de la variante de pTRR pennitió obtcner las ribozimas Rz434-pTRR, a 

partir del promotor de n. Así. la transcripción de los plásmidos pTRL5/Mlu I y pTRRlSsf I 

pennitió ubicar la posición correcta del conjunto de ribozimas TRL-Rz434 y Rz4)4·TRR 

respectivamente, y al compararlas con el módulo completo, se pudo observar que éste presenta una 

banda más pcsada que no se encuentra cn ninguna de las variantes, esto nos permite confirmar que 

la primer banda observada en el gelnnalitico de la fi gura 14 y 20 es el módulo complcto y se 

procesa de la manera dicha anteriormente. Cabe mencionar que la transcripción con la variante 

pTRR, reveló que esta ribozi11la. cona en dos sitios dentro de la secuencia, corno se puede observar 

en el eluido 2 dc la figura 15 y la banda 2 de la figura 20. Debido a su ubicación dentro del módulo. 

esta ribozima encuentra dos sitios "GUC", los cuales están muy próximos entle ellos. Aunque en 

uno de estos sitios, la ribozima no hibrida, es posible que los dominios catalíticos "A" y "B" entren 

en contacto y se genere el corte ribozimico de la manera que han propuesto Shin y colaboradores. 

Aunque al parecer no tiene la misma eficiencia que cuando la ribozillla si hibrida al sitio blanco. 

De esta forma nuestra investigación reveló que los fra gmentos corrcspondcn a los productos 

esperados y a la liberación de la ribozima terapéutica confirma que el módulo tiene una actividad 

llu tocatal itica positiva. 
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CONCL.USIONES 

Los tres plásmidos proporcionados por el Dr. 
U~'1S 

Alvarc;¡: contienen los sitios dc restricción 

esperados. No obstante, después de secuenciarlos se determinó que solo el plásmido pTRLS 

contiene la secuencia completa del modulo ri bo;¡:imico. 

Como se mencionó anteriormcnte la construcción de un módulo ribozimico. cuya actividad 

aUlocatalitica pcmlite la liberación del fra gmento correspondiente a la ribozima terapéUlica R;¡:434. 

nos lleva a concluir que las ribo;¡:imas de aUlocone TRL y TRR funcionaron exitosamente. 

Por su pane, como ya se mencionó la ribozima TRL fue modificada de manera tal que el 

dominio catalítico ronnado por la riboúma-sustrato (dominio A) quedara del lado contrario, a 

manera de imagen en espejo. Con base en los resultados de esta investigacióll podemos afirmar que 

esta modificación en la orielltacióll espacial de la ribozima. no genera nillgúll incollveniente para su 

actividad catal ítica. IZT. 
Este resul tado coincide con el obtenido por Schmidt y colaboradores para la " ribozima 

gemela". En comparación a esta propuesta, la cual cona un sustrato en ImIlS, diseñado 

sintéticamente para generar los dominios cataliticos del módu lo. el módulo ribozimico pTRLS 

presenta si tios dentro de la misma secuencia que generan los dOmillios catalíticos para cada una de 

las ribozimas. Otra diferencia signifi cativa es la adición de la ribozima terapéUlica Rz434 cn el 

módulo, lo cua l es un avance indicativo para el desarrollo de módulos multiblanco. 

Esta investigación genera avances para la construcción de módulos mllltiblanco y para el 

desarrollo de nuevas variantes de ribozimas dcltipo pasador. Los siguientes pasos en este proyecto 

estarán relacionados con la evaluación de la actividad eatalitica del módulo pTRLS. realizando 

pruebas contra el gen E6 y E7 del VI'H-16 y compararlo con el plásmido pB1V5-4J4 . Si los 

resultados son positivos. se podria intentar incrcnlcntar cl nÍlmcro dc ribo7.im3S lerapeuticas Rz434. 

o bicn mezclar las ribozimas para tencr dos sitios de eOr1C dentro de la sccuencia blanco con la 

R;¡:419. 
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Tomando en enenta, que la orientación espacial de la ribozima del tipo pasador puede ser 

modificada, surge la idca de uno generación de riboúmas con tres dominios cataliticos, dos de 

autocOr1e que al fraccionar en cis su propio ARN liberan a las ribozima terapéutica. Si entre 

ribozimas de acción en cis <;olocamos ribozimas que re<;onOI.<;an blal1<;OS especificos. podríamos 

elegir mas de una región codificante dc proteínas no deseadas y atacarlas con esta estrategia dc tal 

fonna de que se genera un módulo que funcionaría <;omo una cs<:opcta <;apaz de atinar en varios 

blancos al mismo tiempo y con un solo disparo. 

De esta manera la construcción de módulos multiblallcos pcnnitirá atacar de ulla manera 

mas efectiva la infección provocada por virus y otras cnfermedades de naturaleza infecciosa. 
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Apéndice 

Material biológico 

Bacterias 

Se utilizaron bacterias de la cepa comercial DH5aTM de Escherichia co/i las cuales están 

libres de plásmidos y son sensibles a antibiót icos. Estas bacterias tienen el siguiente genotipo: 

F- 080d/acZt.M 15 t.(/acZY A-argF)U 169 endA 1 recA 1 hsdR 17(rk-mk+) deoR th i-1 phoA supE44 

/..-gyrA96 re/A lgal-

Lo que les confiere una alta efici encia de transformación de > 1X 10
6 a > 1X 109 transfo rmantes/mg, 

éstas bacterias presentan mutaciones endA 1, que permiten incrementar la producción y calidad de 

plásmidos, además, la mutación recA 1, que permite mantener la estabilidad del in serto. 

Ribozimas 

Para la construcción del módu lo ribozímico se emplearon las ribozimas construidas por e l Dr. 

Alvarez (2001 ), Rz434, TRL y TRR (datos no publicados). 

Plásmidos 

Los plásmidos utilizados se describen en la tabla 3. Los sitios de restricción se muestran en la 

fi gura 21. 

Peso molecular Sitios de restricción Ribozima 

Sac 1: Sau 3AI; Mlu !; Xho 1: 
3.0 kpb Hind JI!; Eco RI; Bam HI; Asp Rz-434 

718! 

Sac !; Sau 3AI; Mlu !; Xho !; 
3.1 kpb Hind 1/1; Eco RI; Bam HI; Asp TRL; Rz-434 

7181 

Sac !; Sau 3AJ; Mlu !; Xho !; 
3.2 kpb Hind lll; Eco RI: Bam HI: Asp TRL; Rz-434 

7181 
Sac !: Sau 3A I: M/11 !, Xho !: •' T3 'y TRL; Rz-434; 

3.2 kpb Hind 111: Eco RI: Bam H/; Asp 
7181 T7 TRR 

3.1 kpb An\picilina -, 
Sac l: Sau 3A I: Mlu I: Xho /; T3y. 

Rz-434 ; TRR L Bam Hl; Asp 7181 T? 
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Resistencia a 
ampicilina 

Fig. 21. Plasmido pBtYS-434 . Se destaca al 
lado derecho el sitio mti ltíple de clonación en 
donde se insertó el módulo ribozimico 

pBtVS-434 

Col El ori 

La figura 22 muestra la secuencia del módulo completo con las tres ribozimas TRL, Rz434 y TRR, 

los promotores, los sitios de restricción y las direcciones de la transcripción . 

Transcripción 

5' + - - - - - - - - - - - - - - .. 3' 

Resistencia TRR Rz434 TRL 
ampici lina T7/ Sst 1-Mlu !-Hin dlll-Eco Rl/T3 

~-------- ~ ... ~ ... .. Col El 
ori 

Fig. 22 Mapa general del módu lo ribozimico. Sst 1, Mlu 1, Hin dlll ; Eco RL son los sitios de restricción para cada ribozima. 

Enzimas 

Enzimas adquir idas de los laboratorios GIBCO BRL® LIFE TECHNOLOGY: Sst 1 1,000 U (10 

u/µ L) ; Mlu 1 1,000 U( 1 O u/µL); Hind 111 5,000 U ( 1 O u/µL); Eco Rl 5,000 U ( 1 O u/µL); Xho 1 
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2500 U (lO u/,.L). Laboratorios Dio La bs ine NEW ENCLAND: Sac I 2,000 U. (20 UI,.d). 

Enzima productora de extremos romos: Klenoll' enz)'me BOE II RI NC ER MANNHEIJ\1 GMBIi­

Genllany 500 U 2 ulfll). Enzima de ligación; l"4 I)NA ligase GtllCO SRIAl LlFE TECHNOLOGY 

500 U (1 U/I.L). Enzimas polimerasns:T3 RNA 110Iimc rasc " ROM EGA 1.000 U (10-20 u/fll) . l"7 

Sequenasc''' versión 2.0 200 ul II sb, .. 

Kils commercial para transcripción 

Riboprobc· Syslem- l"3; T3 RNA polimerasa 500 u; Recombinant RNasin" ( lnhibidor de 

ribonuc leasas) 2500 11: agua libre de nucleasas 1.25 mI; DTT 100mM 100,11 : buffer de transcripción 

5X 500fll: ATP 50,11: CTI' 5°1.1: GTI' 50111 ; UTP 50fll: RQI Ollas;: 110 u. 

Iteaclivos 

Agarosa Boehri ngeJ" Mannhein Gmbh, aerilamida bis aerilamida 19:I RESEARCU 

ORGAN ICAS, INC., Urea ullrapura RESEA RCII ORGAN ICAS. INe., TEMED GISCO BRIAl LlFE 

TECIINOLOGY. pcrsulfato de amonio CISCO "R \AI LlFE TECllNOLOGY, marca radioactiva 

[alJS J dAT P a mersasham Illmrmacia hiotcch. marca radioactiva (a -)!Pl UTP ame rsasham 

pha rmacia biolCCh, glicerol. 

Antibióticos 

Ampieillin. Lyophi lized-irradialcd 2Om1 ,. 200 mg amp,lIin sodllllnl"ll C II1CO IlRL® LlFE 

TEC HNOLOGY 

1::(I"i l1O técn ico 

La criSlaleria \IIilizada es marca KIMAX KIMIlLE USA . Tubos t:1111\'ndorr de 1.5 mI. Tubos 

f-' a lc6n de polipropilcoo de 14 mi del número 2059. Micropipc1as G ILSON de 20 fll. 200 Id Y 
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1000 ~1. Cajas petri de plastico cstüi les de lOO X ISO mm Co rning~ Ineo r¡lOrate, fi lt ros de 

membrana 0.20 ~m Scrcens, Corning~ lucorpora t red , Centrifuga IEQC ENTRA®C L2 

International equipment eompan)" , Microcent ri fllga Eppendorr Centriruge 54 15(, 

Microcentrifug3 SORVALL® Biofuge PI CO. Kendro Lllhonltory Produets, Nanofuga Iloder 

Scientific Inslruments S. F"eo. , Agitador GVROTOlt~ SIIA KER, N[W BRUNSWICK 

SCIENTI.FIC, Co., Ine. t:dison N.J. USA., Vortex 2x1 Vclp científiea, Baños maría Isotemllll<l 

Waterhath fisher Sdenti fi e, Camara de electroforesis horizontal, Horizon 58 Gibeo llRL UF"t: 

Tt:CHNOLDGIES,~. Cáma ra de seeueneiaeión vertical. 1\lodel 52 Gibeo BRL Seq ueneing 

S)'s tem Ll fE T[CIINOLOG l t:S,~. Cámara de eleetroforesis vert ical, Mude! VI5- !7 Gihco BRL 

Vertical Gel Electrophores is Apparatus un: n:CIINOLOG IES, ~. Fuente de poder Bl O-RAD 

power!1'ae 3000, Fuente de poder mode[ 250EX Gibeo BRL Eleet rop horesis power SUPll l)" 

L1fE T[C II NOLOGIES,~. Transiluminador MaeroVue UV is-20 Hoerer, Espectrofotómetro 

Gene Quant 11, model 80-2105-98 l'harruacia moteeh , Secadora Mode[ 583 Gel Dr)"er 1l10-

RAD, Sofware Kodak Digilal Seience. Scientific Im aging Systcms. t:astman Kodak Compa ny, 

Película Kodak para diagnost ico X_Dmar' IR K XK-l 8:dO. Pclicula Kodak Scientific Imaging fí la 

IHOMAX,'IR 35 x 43 cm. cassette blindado Kodak X-Dmatie; regular, pape! para cromatografía 

Whatman® 3M1\1 de 18X J.1 cm, contador Geiger 

Teehnieal associates. 

Medios nutritÍ\'os 

Preparación 

T Modcl TIlM-1S, Surfal'(' i\1onitor ,\ 

LIl (medio Len nox) en lIitro de agua bidestilada disolver: Triptona 10g; extracto de Icvadura Sg; 

cloruro de sodio Sg, mezclar los ingrcdientes y esterilizar. Medio SOB en 100 mI de ag lla 

bidestilada disolver: Triptona 2g: extracto de lcv3dura 0.5g; cloruro de sodio 0.05g; sulfato de 

magnesio O.5g, mezclar y esterilizar. i\h'dio 50 C; BIO 101 . Ine. (preparar al momento de su 
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util il~1eión). En l litro de agu~ bidestilada disolver 3 I g de la mezcla: Triptona 20g; extr~eto de 

levadura 5g; cloruro dc sodio O.Sg; su lfato de magnesio 5g; glucosa 20 mM. mezclar y csterilil.ar. 

Acrilamida bi.f acri lam ida 19: 1 6%, urca 7M 

¡'ara la preparación dc acrilamida bis aerilamida se colocan en un vaso de precipitadus dc l lilro los 

siguicntes reactivos; Acri lmnida bis acrilamida 19: 1 30g; Urea 210g: TBE 10X 50 m!' disolver cn el 

microondas, hasta que csta completamente diluida y después aforar eon agua dcsioni7..ada a 500 mI. 

La solución se guarda en un frasco ámbar a 4°C. hasta su uso. 

Burren 

Buffer TBE (Tris- IJoraIO EDTA). Tris [t ris (hidroximctil ) aminoelano] 100mM; Ácido bórico 

(H)130) 90mM: Na}EDT A (ctilendiaminotetraacctalo dc sodio) ImM. pI! 8.3/8.4 . buffer de carga 

5X: Tris-HCI pH 8.0 50mM: Glicerol 25%; Na1EDTA 5mM; Azul de I3romo fenol 0.2%; 

Xi1cncianol FF 0 .2%. Composición de Burren REacl, de Gibco, a co ncentnlción 1 X. Tabla 4. 

Tabla 4 ComlH"'CIÓn 6< 105 buffe" RE .. , ó< Io5l oboralonos G,b<a 

tMfa TrisollO Mea, NaO- ' 0 

'" RE""I (mM) (m~ l ) ( .. M) (m." ) 

~ .. " • • , ~ .. " ~ • , ~ ••• " '00 • 
• ~ U , • ~ 

Buffer dc c lución ; SDS O.5M 0. 1%: EDTA lmM ; Acetato de amonio 0.5 M , 
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