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i. A reviaturas 

• A549: células humanas transformadas de epitelio de carcinoma alveolar (pulmones) 
• AcNPV: baculovirus silvestre (Autographa californica Nuclear Polyhedrosis Virus). 

Ad: adenovirus. 
Ad5wt: adenovirus humano tipo 5 silvestre. 

• BacEIB: baculovirus con el gen recombinante EIB. 
• Bacwt: baculovirus silvestre (wild type). 
• CAR: receptor de adenovirus y coxsackie. 
• DBP: proteína de unión a DNA. 
• EIB AP5: proteína 5 asociada a EIB. 
• EIBrec: EIB recombinante. 
• E40rf6rec: E4orf6 recombinante. 
• FFU: unidades formadoras de focos. 
• HFF: fibroblastos humanos derivados de prepucio. 
• hpi.: horas postinfección. 
• MAb: anticuerpo monoclonal. 
• Mdm2: murine double minute 2. 
• MHC: complejo mayor de histocompatibilidad. 
• .. Mock: células no infectadas. 
• MOl: multiplicidad de infección. 
• MRN: complejo Mrell/Rad50/Nbsl. 
• NES: señal de exportación nuclear. 
• Ni NTA: resina con iones de níquel unidos al ácido nitrilotriacético. 
• NLS: secuencia de localización nuclear. 
• PML: proteína de leucemia promielocítica. 
• POD: dominio oncogénico de PML. 
• pRb: proteína de retinoblastoma. 
• TNF-a: factor de necrosis tumoral. 
• tpi.: tiempos postinfección. 
• TP: proteína terminal. 

• SF9: células de insecto (Spodoptera frugiperda). 
• U20S: células humanas derivadas de osteosarcoma. 



l. Resumen 

Durante más de 50 años los adenovirus han sido un modelo para el estudio de 
distintos procesos celulares. Entre estos mecanismos están la replicación, transcripción y 
splicing del material genético en células eucariontes. Otros procesos descritos han sido la 
regulación de la proliferación y del ciclo celular, así como la oncogénesis. Sin embargo, no 
ha sido posible describir a nivel molecular algunos fenómenos que resultan de una 
compleja red de interacciones entre las proteínas virales y celulares, por ejemplo la 
maduración y exportación selectiva de mensajeros virales al citoplasma. La proteína viral 
temprana EIB 55 kD participa directa e indirectamente en la inhibición de la apoptosis y la 
exportación de los rnRNA virales. El poder detallar los mecanismos que permiten a la EIB 
55 kD llevar a cabo sus funciones permitirá analizar desde nuevas perspectivas el tráfico 
intracelular de rnRNA y la transformación celular. En este trabajo se analizó la expresión e 
inmovilización de la EIB 55 kD expresada en células de insecto para el estudio de sus 
interacciones con la E40rf6, p53 y las subunidades del complejo MRN. También se analizó 
la distribución intracelular de estas proteínas en células no transformadas infectadas con 
adenovirus humano tipo 5 por inmunofluorescencia y Westem blot. A diferencia de lo que 
se tenía reportado en células transformadas, no se observó la degradación de p53 o alguna 
de 1 s subunidades del MRN, sino cambios en la solubilidad de estas proteínas debido a la 
infección por adenovirus. Los resultados sugieren que además de las proteínas que se 
encuentran en nucleoplasma, una subpoblación de estas proteínas se encuentra asociada a la 
matriz nuclear, mientras que otra fracción es exportada al citoplasma. Los resultados 
permiten también sugerir que un análisis de las modificaciones postraduccionales de estas 
proteínas podría contribuir a esclarecer el mecanismo por el cual estas proteínas son 
relocalizadas e inactivadas durante el ciclo de replicación viral en células no transformadas. 

4 



II. Introducción 

II.l Adenovirus 

Los adenovirus fueron descubiertos en 1953, al observarse la degeneración de 
célu as primarias obtenidas de adenoides humanos. La infección por adenovirus está 
as0'Vada a diversos síndromes como gastroenteritis e infecciones del tracto respiratorio. En 
1962 se observó la formación de tumores malignos en hamsters neonatos después de ser 
inoculados con adenovirus 12. Fue la primera vez que se inducía experimentalmente la 
tran formación maligna de células en un organismo, utilizando virus que infectan a 
humanos. La transformación de células estableció a los adenovirus como un sistema 
modelo para el estudio de la oncogénesis. Los estudios con los adenovirus han hecho 
imp rtantes contribuciones a la comprensión de la regulación de la expresión genética, 
replicación del DNA y splicing del RNA, control del ciclo y proliferación celular (24). 

La familia Adenoviridae se compone principalmente de dos géneros: 
Mastadenovirus (virus de mamífero) y Aviadenovirus (limitado a aves). Se conocen 50 
serotipos de adenovirus humanos. La clasificación por serotipos depende de la resistencia a 
la neutralización de la infección por anticuerpos. Los serotipos están clasificados a su vez 
dentro de 6 subgrupos basados en su habilidad para aglutinar eritrocitos (Tabla 1) (24). 

Subgrupo Grupos de Serotipo Potencial Transformación 
hemaglutinación oncogénico en de cultivos 

animales celulares 
A IV (poca 12, 18, 31 Alto + 

aglutinación) 
B I (alta 3, 7, 11 , 14, 16, Moderado + 

aglutinación de 21 , 34,35 
eritrocitos de 

simio) 
e III (aglutinación 1, 2,5,6 Bajo + 

parcial de 
eritrocitos de 

rata) 
D JI (alta 8,9, 10, 13, 15, Bajo + 

aglutinación de 17, 19,20, 22-
eritrocitos de 30, 32, 33, 36-

rata) 39,42,47 
E III 4 Bajo + 
F III 40,41 ND ND 

Tabla 1. Clasificación de los adenovirus humanos (Mastadenovirus H). Se 
muestran los sub grupos y serotipos asociados y el potencial oncogénico de 
cada subrupo. ND: no determinado. 



11.2. Estructura del virión 

La cápside de los adenovirus es icosaédrica y su diámetro puede ser de entre 70 y 
100 nm de diámetro, dependiendo del serotipo. La cápside consta de 252 capsómeros 
formados por 240 hexones, 12 pentones y proteínas asociadas a los hexones que estabilizan 
la cápside (Figura 1 y Tabla 2). Los hexones son trímeros del polipéptido II. Los 
polipéptidos virales VI, VIII, IX, se asocian al capsómero hexón para estabilizar la cápside 
y unirla con la nucleocápside y los capsómeros pentón. Los pentones poseen una base de la 
cual se proyecta la proteína viral fibra, la cual es responsable de la adhesión a la membrana 
plasmática de la célula blanco vía el receptor CAR (coxsackie- adenovirus receptor). Tres 
polipéptidos IV forman a la proteína fibra que junto con cinco polipéptidos III forman el 
capsómero pentón (24). 

La nucleocápside contiene cuatro proteínas encargadas de empacar el material 
genético viral. Alrededor de la proteína VII se envuelve el DNA viral. El polipéptido V 
interacciona con los capsómeros pentón, uniendo la cápside con la nucleocápside. La 
función de la proteína mu en el ciclo de replicación no ha sido completamente descrita, 
mientras que la proteína terminal sirve como primer durante la replicación del genoma y 
une el genoma viral a la matriz nuclear (24). 

I 11 • V 

" 111 VII 

lilA ~ 

T Proteina 
IV terminal 

VI ~ DNA 

VIII 
Proteinas de la 
nucleocápsi.de , 

..... IX 

Proteínas 
de la 

cápside 

Figura 1. Ilustración que muestra los componentes de la cápside y la 
nucleocápside de adenovirus (30). 



I 
I 

Proteína Peso Molecular Número de copias Ubicación Función 
(kD) 

n 109.6 720 Hexón (trímero) Formación de la 
cápside 

ID 63.2 60 Base del pentón Formación de la 
(pentámero) cápside y adhesión 

a la célula 

IV 61.9 36 Fibra (trímero) Adhesión a la 
célula 

IDa 63.2 74 Bordes entre los Estabilización de la 
hexones cápside 

VI 23.5 342 Asociado al hexón Estabilización de la 
cápside 

VllI 14.5 211 Asociado al hexón Estabilización de la 
cápside 

IX 14.3 247 Superficie exterior Estabilización de la 
de grupos de nueve cápside 

hexones 

V 41.6 157 . Nuc1eocápside Empaquetamiento 
del genoma viral 

vn 19.4 835 Nuc1eocápside, Empaquetamiento 
unido al DNA del genoma viral 

!.I. 2.4 120 N uc1eocápside Empaquetamiento 
del genoma viral 

TP 74.5 2 Unido al DNA Primer 

Tabla 2. Proteínas estructurales de adenovirus. Se muestra la nomenclatura 
de las proteínas que fonnan el virión, el peso molecular de cada una, el 
número de copias, ubicación y función de cada polipéptido. 

11.3. Genoma 

El genoma de adenovirus es una molécula de DNA de doble cadena, de alrededor de 
36,000 pares de bases (bp), que se organiza en unidades de transcripción tempranas y 
tardías, dispuestas como se ilustra en el diagrama de la figura 2. 
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Fig.2. Diagrama del genoma de adenovirus humano tipo 5. Se esquematiza 
la estructura de doble cadena mostrando el orden de los genes y sus 
productos. Por convención el genoma se ilustra con la unidad de transcripción 
de E1A en el extremo izquierdo (24). 

El genoma contiene dos sitios de inicio para la replicación y secuencias repetidas 
terminales invertidas (ITR) de entre 100 y 140 bp que facilitan la circularización del 
genoma durante la replicación. El genoma viral contiene una secuencia que actúa en cis y 
dirige la encapsidación del DNA viral (24). 

El cromosoma viral contiene 5 unidades de transcripción tempranas (E1A, E1B, E2, 
E3 Y E4), dos unidades tempranas retrasadas (IX y IVa) y una unidad de transcripción 
tardía (ML) que por selección de sitios comunes de poliadenilación da origen a 5 familias 
de mRNA, todos transcritos por la RNA poI II y procesados por splicing alternativo (24). 

11.4. Ciclo de replicación 

El ciclo de replicación viral se ha dividido en dos fases separadas por el inicio de la 
replicación del genoma viral. Los eventos de la fase temprana comprenden la adsorción y la 
penetración de la partícula viral a la célula, la transcripción y la traducción de las unidades 
tempranas. Los productos de los genes tempranos regulan la expresión de los genes virales 
y la ~eplicación del DNA, inducen la progresión del ciclo celular, bloquean la apoptosis y 
antagonizan los mecanismos antivirales de la célula y el sistema inmune del organismo (24, 
26). 

l/A. l . Adsorción y entrada 

Los adenovirus se adhieren a las células mediante el carboxilo terminal de la 
proteína fibra proyectada de los pentones. La fibra reconoce el receptor CAR (receptor de 
coxsackie y adenovirus). Adicionalmente los polipéptidos III de los pentones contienen 
secuencias ricas en arginina, glicina y asparagina (secuencias RGD) que permiten la 
adhe ión a las integrinas av~3 Y av~5' La unión a integrinas favorece la penetración del virus 
a las células, incluso en algunos casos a células que carecen del receptor CAR. La 
interv,alización del virus se da por endocitosis mediada por receptor. Este proceso es 
estiI11ulado por la interacción integrina-pentón. La acidificación del endosoma estimula el 
desensamblaje de los pentones y los polipéptidos que sirven de cimentación. En el 
citoplasma la nucleocápside interacciona con los microtúbulos a través de los hexones para 



llegar al núcleo. Fuera del núcleo, la nucleocápside se une al complejo del poro nuclear 
para introducir el genoma viral. En el núcleo la proteína terminal asocia el DNA viral con 
la matriz nuclear (24)(Figura 3). 

Figura 3. Micrografía de microscopio electrónico de transmisión en donde 
se muestra una nucleocápside de adenovirus adherida a un microtúbulo (31). 

lI.4.2. Activación de genes tempranos 

En el ciclo de replicación, los genes tempranos que se encuentran en los extremos 
del genoma son los primeros en transcribirse. Como se mencionó arriba, los genes 
tempranos tienen tres funciones principales: i) inducir a la célula a entrar a la fase S del 
ciclo celular, ii) inhibir los mecanismos de defensa de la célula y iii) permitir la síntesis de 
los productos virales necesarios para la replicación del genoma. 

E1A está bajo el control de un promotor constitutivamente activo y es la primera 
unidad transcripcional en expresarse. La unidad E1A codifica para 2 rnRNAs, productos de 
spli ing alternativo. La traducción de los mRNAs genera las proteínas E1A 12S y 13S 
(nomenclatura asignada de acuerdo a sus coeficientes de sedimentación). La proteína E1A 
13S posee tres regiones conservadas: CR1, CR2 y CR3 mientras que la proteína E1A 12S 
sólo tiene las regiones CR1 y CR2. La región CR3 permite la interacción con la proteína de 
unión a secuencias TATA (TBP) Y AP1 , para iniciar la transcripción. 

Las regiones CR1 y CR2 permiten a la proteína E1A unirse a pRb -proteína 
supresora de retinoblastoma- e inducen la disociación de la proteína pRb de los factores de 
transcripción E2F (Figura 4). La proteína pRB forma un complejo con el factor 
tran activador de la transcripción E2F inhibiendo la transcripción de genes con promotores 
afines a E2F. En células no infectadas, la proteína pRB mantiene a la célula en la fase G1 
del ciclo celular. La fosforilación de pRB libera al factor E2F que activa genes que inducen 
el a ance del ciclo celular de G1 a S, tales como la DNA polimerasa alfa, ribonucleótido 
reductasa, c-myb, c-myc, cdc2, p14, ciclinas G 1/S, y ciclinas S, entre otras. En células 
infectadas, la interacción EIA-pRB no sólo permite la expresión de genes celulares sino 
también virales. Entre los genes virales, la unidad transcripcional E2 posee dos sitios de 
unión a E2F. Una vez unidos los factores E2F al DNA, 2 proteínas virales (E40rf6/7) se 
unen a los E2F para formar un tetrámero. Los productos codificados por esta unidad de 
transcripción se encargan de replicar el genoma viral (como se verá en "Replicación del 
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DNA viral" más adelante). La formación del tetrámero favorece la transcripción continua 
de los genes de E2, lo cual asegura que haya proteínas suficientes para una replicación 
exponencial del genoma viral. El dominio CRl también permite la interacción de EIA con 
p107 (la cual también inhibe la progresión del ciclo celular hacia fase S) y p300 
(acetiladora de histonas que funciona como coactivadora de la transcripción de genes que 
detienen el ciclo celular). La región codificante para la proteína EIA contiene elementos 
que actúan en Gis y estimulan la síntesis de la unidad transcripcional siguiente (EIB) (35). 
En conjunto, las proteínas de la unidad EIA funcionan como transactivadoras de genes 
virales y celulares, los cuales generan las condiciones celulares adecuadas para la 
rep!jcación viral (2,3,24). 

A E1A 

I WI El! 

~ 
! 

B 

~ 
! e 

~ 
@> 

Figura 4. La EIA se une a la pRb mediante su dominio CR2. Después el 
dominio CRl desplaza al factor E2F (40). 

La activación de genes que promueven el avance del ciclo celular hacia la fase S 
resulta en una señal genotóxica que estabiliza a la proteína p53. Normalmente la proteína 
celular Mdm2 ubiquitina a p53 para enviarla a degradación por el proteosoma (1). Al 
activarse el factor E2F se promueve la transcripción de p19, la cual secuestra a Mdm2. 
Como consecuencia del secuestro de Mdm2, aumenta la concentración de p53 en el núcleo; 
es decir, se estabiliza. La proteína p53 es un factor transcripcional cuyos genes blanco están 
involucrados en el control del ciclo celular y apoptosis. Uno de los genes activados por p53 
es p21. La proteína p21 se une a las Gl/S-Cdk y S-Cdk para inhibir sus actividades, y así 
evitar la entrada a la fase S del ciclo celular. Por otro lado, p53 también puede activar genes 
proapoptóticos de la familia de Bcl-2. Estas proteínas facilitan la salida del citocromo c de 
la mjtocondria al citoplasma donde éste promueve la agregación y activación de caspasas. 
La activación de las caspasas promueve la degradación de proteínas en el citoplasma y la 
lamina nuclear que en conjunto comprometen la integridad de la célula e inducen su muerte 
(apoptosis). En respuesta a la activación de p53, la proteína viral EIB 55 kD se une al N-
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te~inal e inactiva a p53, antagonizando su actividad (24). De esta manera, la EIB 55 kDa 
inhi~ la activación de la apoptosis y favorece el avance del ciclo celular hacia la fase S. 
Por tra parte la proteína EIB 19 kDa, la cual es homóloga de Bcl2, inhibe la actividad de 
Bax y Bak, evitando la salida de citocromo c de la mitocondria. 

(+ E4 

La unidad de transcripción E4 codifica para otras proteínas virales que también son 
necesarias para establecer las condiciones óptimas para la replicación del genoma viral. 
Entre ellas, la E40rf3 modula la organización de estructuras nucleares (POD o cuerpos de 
PMI¡, como se describe en "Replicación del DNA viral"), se une e inactiva a la subunidad 
cata~ítica del complejo MRN (complejo de reparación de DNA de doble cadena) y favorece 
la estabilidad de los mRNA virales (14, 37, 42). Otro producto de la unidad de transcripción 
E4 s la proteína E40rf6, que regula la exportación de mensajeros virales tardíos hacia 
citol?lasma y favorece la degradación tanto de p53 como del complejo MRN, mediante la 
f0mtación de un complejo formado por las EIB 55 kD/E40rf6, como se describe más 
adel~nte (10, 14). La E4orf4 participa en el reclutamiento de la maquinaria de splicing para 
favorecer la modificación post-transcripcional de los mensajeros virales sobre los celulares 
(44) Por último la E40rf4 se une a la proteína supresora de tumores PP2A, activando la 
mu~he celular de manera independiente de p53. De esta manera se propone que la actividad 
de l~ E40rf4 media la muerte celular y la liberación de la progenie viral en la fase tardía de 
la infección (57). 

Il.4.3. Replicación del DNA viral 

La acumulación de los productos de la unidad de transcripción E2 y la entrada a la 
fase S del ciclo celular, favorecen la replicación del genoma viral, evento que marca el 
inicio de la fase tardía de la infección. La unidad de transcripción E2 codifica tres 
productos que median la replicación del DNA viral: la proteína de unión a DNA de cadena 
sencilla (DBP), la polimerasa viral de DNA (poI) y un precursor de la proteína terminal 
(pT~). La polimerasa de E2 posee actividad polimerasa 5' a 3' y actividad exonucleasa 3' a 
5'. La proteína DBP tiene una alta afinidad por el DNA de cadena sencilla y estabiliza el 
complejo de inicio de la replicación junto con los factores nucleares 1 y Il (NF 1 Y Il). La 
proteína terminal está unida covalentemente a los extremos 5' del DNA viral (24). Una 
serina en la proteína terminal se une a un dCMP que expone el 3 'OH libre para funcionar 
com "primer" e iniciar la replicación. De acuerdo a estudios in vitro primero se inicia la 
sínte is de forma continua hasta completar la síntesis de una molécula de DNA formada por 
una ¡,;adena hija y una parental. La cadena parental que queda desplazada se circulariza para 
generar una estructura secundaria conocida como "panhandle", la cual sirve para crear un 
extr mo que es reconocido por la maquinaria de replicación y se sintetiza otra copia del 
genoma. Los sitios donde se replica y transcribe el genoma dentro del núcleo se denominan 
centros de replicación viral o cuerpos de inclusión viral , en los que se localizan el DNA 
viral y, proteínas virales y celulares (Figura 5) (24). En estos sitios se acumulan las 
prot Ínas responsables de la replicación del genoma, además de las proteínas tempranas, 
EIB 55kD, E4 Orf3, E4 Orf6 y factores celulares de transcripción y procesamiento 
pos anscripcional. 
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Figura 5. Modelo de la replicación del genoma de adenovirus, La replicación 
comienza en uno de los extremos, desplazando una de las cadenas parentales. 
La cadena desplazada se circulariza gracias a las secuencias repetidas 
terminales invertidas (ITR) , La estructura de "panhandle" provee un extremo 
3' OH reconocido por la maquinaria de replicación viral (32), 

11.4.4. Expresión de genes virales tardíos 

Al iniciar la síntesis de DNA viral, se activan los genes tardíos. La activación 
depeJ?de de un elemento en cis del cromosoma viral que queda accesible en la fase tardía y 
de los productos del gen temprano tardío IVa2. La proteína IVa2 se une a factores de 
transcripción que reconocen al promotor de la unidad mayor tardía. El transcrito de la 
unidad tardía (de 29,000 nucleótidos aproximadamente) es procesado por adición 
diferencial de poliA para generar 5 familias de rnRNAs que son procesados por splicing; las 
famil~as de rnRNAs se denominan Ll, L2, L3, L4 Y L5. 

Los rnRNA virales tardíos son exportados preferencialmente sobre los rnRNAs 
celulares al citoplasma. Las proteínas EIB 55 kD Y E40rf6 forman un complejo que es 
responsable de la acumulación citoplásmica de mensajeros virales maduros durante la fase 
tardí de la infección; simultáneamente, el mismo complejo es responsable de bloquear la 
exportación de los rnRNA celulares. La síntesis de mensajeros celulares continúa, pero 
estos no se acumulan en el citoplasma; es decir, su exportación es inhibida. Se sabe que no 
existe una discriminación entre mensajeros celulares y virales a nivel de secuencia, ya que 
gene celulares integrados en la región tardía del cromosoma viral se exportan 
eficientemente al citoplasma. Otras observaciones sugieren que los factores celulares 
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encclrgados de la exportación de mRNA son secuestrados y dirigidos hacia los centros de 
replkación (58). 

Finalmente, además de la exportación selectiva de rnRNA, durante la fase tardía del 
ciclQ de replicación, se establece también una expresión selectiva de genes virales por la 
trad~cción preferencial de los rnRNAs virales sobre los celulares en el citoplasma. El 
genóma de adenovirus codifica para dos VA RNAs (RNA asociados a virus), pequeños 
RNÁs transcritos por la RNA polimerasa JII que inhiben la fosforilación del factor de inicio 
de la traducción, eIF-4F. El factor eIF-4F no fosforilado no reconoce el cap de los mRNA 
celu ares y no se inicia la traducción. Los mRNAs virales tardíos cuentan con una 
sec encia líder en el extremo 5' conocida como líder tripartita, que permite el 
recorocimiento de los mensajeros virales por la subunidad ribosomal 40S y permite la 
trad'llcción de los mRNA en ausencia del factor eIF-4F; es decir, el ribosoma se une al 
extrtfmo 5' del mRNA y lo registra en busca del codón de inicio en un fenómeno conocido 
como "shunting" (cambio de vía) del ribosoma (24,38). Finalmente VA 1 parece intervenir 
en 1 biogénesis de microRNA y siRNA por inhibición de Dicer (58). También se sabe que 
la Pfoteína viral tardía L4 de 100 kDa se une a los mRNA virales para favorecer su 
trad~cción. Se ha observado que virus que no expresan la L4 100 kDa son defectuosos en la 
traducción de los mensajeros virales (58). 

ll.4.5. Ensamblaje del virión y liberación del virus 

Los mensajeros tardíos codifican para las proteínas estructurales del virus; es decir, 
a las proteínas que forman la cápside y la nucleocápside. La proteína L4 100 kD sirve como 
prot~ína de andamiaje para la formación de la cápside. Sobre la L4 100 kD se ensamblan 
los polipéptidos que forman los capsómeros pentón y hexón dentro del núcleo. Las 
prot~ínas de la nucleocápside y un elemento en cis del genoma dirigen su encapsidación. La 
inhiUición de la traducción de genes celulares y la desestabilización de los filamentos de 
actina e intermedios, facilita la liberación de la progenie viral, por lisis celular (24). 

Il.44. Antagonistas virales del sistema inmune 

El genoma de adenovirus codifica para 4 productos que antagonizan las respuestas 
antivirales del sistema inmune. Mediante el dominio CR1, la E1A viral inhibe al factor 
ISG3 (factor transcripcional activado mediante interferón a y ~ ). Entre los productos de la 
unidád de transcripción temprana E3, la proteína E3 14.5 kD forma un complejo con la E3 

I 
14.7 kD que inhibe la cascada de señalización inducida por el TNF-a (factor de necrosis 
tumoral); la proteína E3 de 19 kD evita la lisis celular mediada por células CTL (células T 
citotóxicas) al unirse y secuestrar al MHC (complejo mayor de histocompatibilidad) clase I 
en el retículo endoplásmico (1, 24). 

11.4. J,. Oncogénesis 

Todos los adenovirus humanos son capaces de transformar células en cultivo y 
existen tres evidencias que demuestran que los genes de EIA y EIB son suficientes para 
mediar la transformación celular debido a las alteraciones que provocan en los puntos de 



control del ciclo celular: i) las células infectadas y transfonnadas expresan estos genes, ii) 
la sola transfección de estos genes induce la transformación y iii) adenovirus con 
mutaciones en estos genes no son tan eficientes en la transfonnación. También se ha 
observado la tumorigénesis asociada a la infección con adenovirus humano tipo 12 en 
neoJ)atos de roedor; sin embargo, este fenómeno no ha sido reproducido en roedores adultos 
(24)t 

1I.5. La proteína E1B 55 kD 

Como se describió anteriormente, la proteína temprana EIB 55 kD participa, de 
manera directa e indirecta, en: i) el proceso de exportación selectiva de los mensajeros 
virales tardíos; ii) la inhibición y degradación de p53 y del complejo de reparación de DNA 
de doble cadena (MRN); iii) la progresión del ciclo celular hacia la fase S; y iv) en el 
proceso de oncogénesis. 

ll. 5. J. Estructura de la proteína El B 55 kD 

La proteína EIB consta de 496 residuos de aminoácidos. No ha sido posible obtener 
la e~tructura terciaria de la proteína; sin embargo, se han identificado algunos dominios 
fundonales mediante la introducción de mutaciones, inserciones y deleciones en el gen 
(25). La región central de la proteína, entre los aminoácidos 215 y 345 presenta una alta 
hidrQfobicidad, y se ha sugerido que podría funcionar como un "core" estructural 
importante para el plegamiento correcto de la proteína (Figura 6) (25). En el extremo amino 
tenninal se localiza una señal de exportación nuclear entre los aminoácidos 83 y 93, 
mieIlitras que en el carboxilo tenninal se localiza una señal de importación al núcleo. La 
EIB 55 kD es modificada por sumo-l (small ubiquitin-like protein modifier) en la lisina 
104; y es fosforilada en tres sitios en los residuos serina 490, serina 491 y treonina 495 (19, 
36). Se ha observado que la fosforilación de estos residuos es importante para inhibir la 
actividad transcripcional de p53 (19). Hacia el centro de la estructura primaria se localiza 
una región con similitud a los dominios RNPI y RNP2 de las ribonucleoproteínas entre los 
aminoácidos 250 y 308, que coincide con la región coreo Por comparación de secuencias se 
prop ne que entre los aminoácidos 350 y 376 podría haber un motivo de dedos de zinc tipo 
C2H2 (dos cistelnas y dos histidinas) (Figuras 7 y 8) (19, 25). 
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Figura 6. Predicción de las propiedades fisicoquímicas de la EIB 55 kD. 
Estas propiedades se basan en los 496 aminoácidos de la EIB. La gráfica A 
muestra un carácter hidrofílico hacia los extremos amino y carboxilo 
terminales. Por el contrario, en la gráfica B se observa un carácter hidrofóbico 
en la región central. La gráfica e muestra la probabilidad de que los 
aminoácidos estén expuestos hacia la superficie de la estructura terciaria (25). 

1.5 



2A6 

NES SUMO 
(83-93) (104) 

RNP 
(250-308) 

Zn l\'LS P 
(350-376) (360-496) (490.495) 

Figura 7. Esquema de la proteína EIB 55 kD. En el diagrama se ilustran las 
posiciones de los aminoácidos importantes en la señal de exportación (NES); 
para la sumoilación (SUMO); sitio de similitud a ribonucleoproteínas (RNP); 
motivo característico de dedos de zinc (Zn); señal de importación al núcleo 
(NLS); y sitios de fosforilación (P). También se muestra la región de 
aproximadamente 180 aminoácidos, que contiene el epítope que es 
reconocido por el anticuerpo monoclonal anti-EIB, 2A6. 

pm~l5A : Ala Ala Ala 

Figura 8. Secuencia primaria del carboxilo terminal de la proteína ElB 55 
kD. Se indican los aminoácidos que son fosforilados. La fosforilación no 
afecta la estabilidad de la proteína, pero es importante para su actividad 
oncogénica (19). 

II.5. 2. Localización intracelular de la proteína ElB 55 kD 

.: Núcleo 

En células no infectadas, la agrupación de proteínas celulares en espacios discretos 
en el núcleo facilita el ensamblaje de las maquinarias de replicación, transcripción, splicing 
y redaración de DNA. Algunas de estas estructuras subnucleares (también llamados 
organelos nucleares) son: los nucleólos, donde se producen los RNA ribosomales; los 
cuerpos de Cajal y los gránulos de intercromatina, donde se producen y almacenan los 
snR P (ribonucleoproteínas reclutadas para formar el spliceosoma) respectivamente. 
Durante una infección viral, el núcleo adquiere una nueva organización que favorece la 
repliqación del virus. En el caso de los adenovirus se forman los cuerpos de inclusión viral 
o centros de replicación (CR). En estos centros se secuestran proteínas celulares y se 
reclutan proteínas virales tempranas que participan en la replicación y transcripción del 
genOJ¡na viral, así corno en la maduración y exportación selectiva de los rnRNA virales. 
AlgulJlas de las proteínas tempranas de El y E4 participan en la formación de los centros de 
replicación, entre ellas la ElB 55 kDa. Durante la fase temprana de la infección su 
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distribución en el núcleo es difusa y la proteína se encuentra asociada a la matriz nuclear 
juntq con la E4orf3. Gradualmente, a medida que avanza el ciclo de replicación, la E1B se 
obsetva en puntos pequeños en el núcleo, hasta que en la fase tardía, se distribuye alrededor 
de los cuerpos de inclusión donde colocaliza con la proteína E4orf6 (Figura 9 panel A). La 
E4orf6 desplaza la interacción de la E1B con la E4orf3 para formar un complejo soluble 
que qircula entre el núcleo y el citoplasma (8, 12, 19,36) . 

.;. Citoplasma 

Utilizando microscopía electrónica de transmisión y tinción con oro coloidal (el oro 
acoplado a un anticuerpo secundario que reconoce al anticuerpo primario dirigido contra la 
E1Bj, se describió que la E1B forma cuerpos citoplásmicos en la periferia del núcleo en 
form~s filamentosas (Figura 9 panel B) (3, 19). Se ha propuesto que la E1B 55 kD participa 
en la formación de un cuerpo perinuclear denominado agresoma, en el que se asocia a 
CUlli¡n 5, Rbx1 y a las Elonginas B y C, para formar la E3 ubiquitina ligas a que es 
responsable de la ubiquitinación de p53 y de componentes del complejo MRN en líneas 
celulares (8, 21, 29, 37). 

o 
a o 

Figura 9. Localización de la E1B 55 kD en el interior del núcleo (A) y en la 
periferia del núcleo (B), por microscopía electrónica de transmisión. En el 
panel A se muestra la E1B 55 kD teñida con partículas de oro alrededor de los 
centros de replicación. En el panel B se observan filamentos de E1B 55 kD de 
12 a 15 nm de diámetro en la periferia del núcleo (8). 
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lI.5.3.lnteracciones y Funciones de la proteína ElB 55 kD 

Para el estudio de las funciones de la E1B se han utilizado mutantes de adenovirus 
con inserciones en el gen de la E1B. En algunos de los virus mutantes, la inserción en 
difefentes sitios de la proteína altera la unión especifica con la E40rf6, p53 o AP5 (proteína 
celu~ar de unión a RNA asociada a la E1B 55 kD). A partir de los fenotipos de estos 
mut ntes se ha deducido que la E1B 55 kD está involucrada en tres funciones generales en 
el cflo de replicación del virus: i) inactivación de p53; ii) inactivación del complejo de 
reparación de DNA de doble cadena (MRN y NHEJ); Y iii) la exportación selectiva de 
rnRNA virales tardíos (19, 26, 25, 27). 

i) Inactivación de p53 

Se han propuesto 2 vías de inactivación de p53 por la E1B; la primera por 
interacción directa con p53 durante la fase temprana; y la segunda por poliubiquitinación de 
un complejo E3 ubiquitina ligasa durante la fase tardía. Mediante ensayos de 
inmunoprecipitación y el uso del gen de luciferasa bajo un promotor inducible por p53 
comb reportero, se concluyó que la E1B 55 kD se une al extremo amino terminal de p53. 
Esta interacción enmascara el dominio de activación de p53 e inhibe la transcripción de 
genes que dependen de p53. La interacción es tan específica que la E1B 55 kD se une a p53 
y no a la proteína homóloga p73, a pesar de que entre p53 y p73 hay sólo 5 aminoácidos 
diferentes entre las regiones de unión a la E1B de sus respectivas secuencias (21). En líneas 
celulares se detectó que la E1B 55 kD interacciona con la E40rf6 en el núcleo. La E1B, 
junt~ con la E40rf6 inducen la formación del complejo de E3 ubiquitina ligasa, formado 
por las proteínas celulares Rbxl, Cullin-5, Elongina By C; sin embargo aún se desconocen 
las proteínas que participan en los complejos El y E2, que presentan y conjugan la 
ubiquitina (50, 51). Se ha propuesto que la E4orf6 interacciona con Cullin 5, Elonginas By 
C para formar el complejo E31igasa, mientras que la E1B interacciona con la E4orf6 y es la 
resp<j>nsable de presentar los sustratos para su ubiquitinación (47). La poliubiquitinación 
marda químicamente a las proteínas para su degradación en estructuras perinucleares 
llam das agresomas. De esta manera, en los agresomas se favorece la degradación de p53 y 
otras moléculas ubiquitinadas, como se detallará más adelante (1,3, 10). 

ii) Inactivación del complejo de reparación de DNA de doble cadena 

También en líneas celulares se ha observado que el complejo EIB 55 kDlE40rf6 
promueve la degradación del complejo Mrell-Rad50-Nbsl (MRN) (9, 51). Este complejo 
está implicado en la reparación de DNA de doble cadena. La degradación del complejo 
MRN evita que se concatamerice el DNA lineal de adenovirus y que se disocie la proteína 
terminal del genoma de adenovirus (14, 16). El complejo E3 ubiquitina ligas a también 
media la degradación de la DNA ligasa IV. Se ha observado que la E1B 55 kDa 
interacciona con esta proteína y se propone que la degradación de esta proteína evita que el 
comqlejo NHEJ ("non homologous end joining") concatamerice el genoma viral (49). 
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iii) Exportación selectiva de rnRNA viral 

Por otra parte y como se había descrito anteriormente, el complejo ElB 55 
kDIFAorf6 modula la acumulación citoplásmica de rnRNA virales durante la fase tardía de 
la infección, a pesar de que la transcripción de los genes celulares no se abate, ni se altera la 
esta~ilidad de los mRNA celulares. En ausencia de la ElB 55 kD se reducen los niveles 
citoplasmáticos de rnRNA virales mientras que la acumulación de rnRNA celulares no se 
ve a}?atida (8, 25). El modelo propuesto para el mecanismo responsable de la exportación 
selectiva de rnRNA virales sugiere que las proteínas celulares de transcripción, maduración 
y exportación, son dirigidas a sitios específicos en el núcleo. Esta organización permite la 
generación de microambientes favorables para la exportación preferencial de rnRNA virales 
(FigUra 10). Este modelo se basa en la colocalización de rnRNA virales tardíos maduros 
con ~l complejo ElB 55 kDlEorf6 y de los cuerpos de inclusión virales (donde el rnRNA es 
producido) (8, 25). Un modelo alternativo propone que la degradación de componentes 
celulares, vía el complejo Cullin5 - E3 ubiquitina ligas a, facilita la exportación de los 
men ajeros virales mediante la degradación de factores necesarios para la exportación de 
mRI'fAs celulares; entendiéndose que estos factores no son indispensables para la 
exportación de los mensajeros virales (Figura 10). Sin embargo, no se ha encontrado 
evidencia directa que explique la degradación como un mecanismo que favorezca la 
expottación de mensajeros virales (45). Estos modelos no son excluyentes; sin embargo, la 
exportación selectiva de rnRNA viral se establece, aún en ausencia de la formación del 
agresoma o de la degradación de p53 o el MRN (Cardoso, et. al.; resultados no publicados). 
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Figura 10. Modelos de exportación de mensajeros virales. El modelo en A 
postula que el complejo ElB/E4orf6 recluta factores celulares para favorecer 
la exportación de rnRNA virales. El modelo en B propone que la degradación 
de componentes celulares facilita la acumulación citoplásmica de mensajeros 
virales (45). 
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Se ha observado la colocalización de la EIB con otras proteínas celulares, o bien se 
ha d~tectado la interacción física de la EIB con otras proteínas en distintas líneas celulares. 
Sin embargo, no hay evidencia directa sobre el impacto de estas interacciones en el ciclo de 
replicación viral. Algunas de estas proteínas son la EIB AP5, Daxx y PML. 

La EIB interacciona con la EIB-AP5 (EIB associated protein 5); ésta es una 
proteína nuclear de unión a RNA de la familia de las hnRNP (ribonucleoproteínas nucleares 
hete~ogéneas). Se ha propuesto que la EIB AP5 junto con EIB 55 kD participa en la 
exportación de rnRNA virales en la fase tardía de la infección (11 , 26), al facilitar la 
translocación de los rnRNA de la matriz nuclear al poro nuclear, siendo la EIB AP5 una 
adaptadora del rnRNA recién sintetizado a la maquinaria activa de exportación celular vía 
Tap. La proteína Tap es una exportadora nuclear de mensajeros procesados por splicing, 
cap)f poliA (11). Finalmente también se propone que durante la infección, EIB AP5 recluta 
componentes de las vías de señalización por DNA dañado (A TR Y RPA) a los centros de 
replicación. Esto no sólo interrumpe la cascada de señalización para reparar DNA sino 
también involucra a la EIB AP5 Y las proteínas con las cuales interacciona en una 
repli~ación más eficiente del genoma, pues se postula que ATR y RP A se unen a las 
cadenas sencillas del genoma viral aumentando la procesividad de la polimerasa viral (52). 

En el núcleo, la EIB 55 kD Y la proteína Daxx ("Death asssociated protein"; 
proteína nuclear reguladora de apoptosis) colocalizan (Figura 11). A diferencia de p53, la 
inter cción de Daxx con el extremo carboxilo terminal de la EIB, no requiere de la 
fosforilación de la EIB 55 kD (3). Se ha sugerido que la activación de Daxx es parte de la 
resP4esta celular a la infección viral, al favorecer la activación de la apoptosis (el factor 
Dax~ se une a p53 y estimula la transcripción de genes como Bax y la actividad de 
trans ctivación de p53) (3,4, 5, 6, 48). 

Figura 11. Colocalización de la EIB 55 kD Y Daxx en el núcleo de células 
293. Se muestra la proteína Daxx unida a GFP, la EIB 55 kD es reconocida 
por el anticuerpo 2A6 y el núcleo está teñido con DAPI. La última imagen es 
la sobreposición de las anteriores (3). 

También se ha visto la colocalización de la EIB 55 kD en los cuerpos de PML. La 
proteína PML funciona como un coactivador de p53. Cuando no se requiere de p53, ésta es 
constantemente ubiquitinada por Mdm2 y degradada por el proteosoma, pero en 
condiciones de estrés, PML secuestra a Mdm2 y p53 se estabiliza en el núcleo (7). En 
células no infectadas, PML se distribuye en el núcleo en estrucutras conocidas como 
"speclcIes" (puntitos); en células infectadas, PML es rearreglada en fibras, que participan en 
la organización de los centros de replicación. Como se mencionó antes, la proteína E40rf3 
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redi tribuye a los cuerpos de PML, los cuales están fuertemente asociados a la matriz 
nuclear. Se ha propuesto que el secuestro de PML por la E40rf3 evita que interaccione con 
Mdrp2. Así Mdm2 continuaría ubiquitinando a p53, como un mecanismo más del virus para 
inhi~ir la apoptosis mediada por p53. 

Finalmente, se han obtenido varias proteínas en ensayos de coinmunoprecipitación 
con la ElB 55 kD y Y se ha observado que la proteína se asocia a RNA de manera 
secuencia no específica in vitro (lO, 13). Sin embargo, las contribuciones de estas 
inte~acciones al ciclo de replicación viral no han sido completamente estudiadas. Por 
ejemplo, se logró la coinmunoprecipitación de la proteína pp32 con ElB 55 kD. La pp32 es 
una proteína capaz de modular de manera preferencial el tráfico de mRNA de núcleo a 
cito~lasma al ligarse a la proteína HuR (HuR pertenece a la familia de proteínas de unión a 
RNÁ que estabilizan mRNA) (lO) . Otras proteínas que se han detectado por 
coinmunoprecipitación con ElB 55 kD son NuMA, E-MAP-115, y beta tubulina. La 
mayoría de estas proteínas están involucradas en la organización y estabilización de 
microtúbulos y empaquetamiento del DNA y se desconoce cuál puede ser la función de 
estaS interacciones (lO). También se analizó la interacción de la ElB 55 kDa con la 
proteína celular ssBP2. Se ha propuesto que la ssBP2; además de participar en la 
replicación del genoma celular, podría ser un supresor tumoral. Se observó que la sobre 
expresión de esta proteína puede detener la proliferación y diferenciar parcialmente células 
de 1 ucemia promielocítica. Se ha sugerido que la relocalización de esta proteína debido a 
la iqteracción con la ElB podría antagonizar la actividad de la ssBP2 como supresor 
tumdral (56). 

Es claro que la presencia de la ElB es requerida para llevar a cabo la inactivación de 
p53 y de los complejos de reparación de DNA vía MRN y DNA ligasa IV, así como para 
favorecer la acumulación citoplásmica de mRNA viral en la fase tardía. Sin embargo, ni los 
mec~nismos moleculares para llevar a cabo diversas funciones a lo largo del ciclo de 
repliCación viral, ni la posibilidad de que las modificaciones postraduccionales que sufre la 
ElB tengan un efecto regulatorio en la misma ElB han sido descritas o estudiadas 
deta1~adamente. Por otra parte, son pocos los estudios sobre el impacto de la ElB dentro de 
la fa e temprana. Es posible que el uso de células transformadas no permita hacer un 
análisis detallado de la inactivación de p53; por ejemplo, cuáles de los genes que son 
blan~o de p53 se ven afectados por la ElB. Mediante el uso de líneas celulares tampoco es 
clara la función de la ElB en la progresión del ciclo celular, debido a que estas células ya 
tienen alteraciones en la regulación del ciclo celular. En otras palabras, estas células 
favOJ¡ecen la replicación viral, incluso de mutantes que no expresan la ElB. Finalmente, de 
acuetdo con la hipótesis propuesta por el modelo 2 descrito arriba (Figura 9; 45), la 
degr dación de los componentes del MRN, debería ocurrir antes de la replicación del 
genoma viral. Sin embrago, la inactivación del MRN ha sido observada en tiempos tardíos 
de la infección. En síntesis, el estudio de células no transformadas infectadas con 
aden virus, permitirá observar el impacto de la ElB a lo largo del ciclo de replicación viral 
en uh modelo que permita describir con más detalle las alteraciones celulares antes 
men ionadas, y posiblemente el estudio de funciones virales y celulares que en líneas 
celulares no son analizables (como la participación de la EIB en la fase temprana de la 
infección). Con la finalidad de describir procesos celulares y virales en los cuales está 
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involucrada la EIB 55 kD durante la infección de células no transformadas, se analizaron 
las ipteracciones de la EIB 55 kDa con proteínas celulares y virales en cultivos primarios 
infectados con Ad 5 wt. Como parte de la estrategia experimental, se utilizó un sistema para 
analizar interacciones in vitro con una EIB recombinante expresada en el sistema de 
bacqlovirus-células de insecto. 

11.6. Sistema de expresión en baculovirus 

11.6. 1. Baculovirus recombinante 

Los baculovirus pertenecen a la familia Baculoviridae, la cual está dividida en dos 
géneros: Granulovirus y Nuc/eopolyhedrovirus (A cNP V pertenece a este último género). Su 
genOma es una molécula circular de DNA de doble cadena. 

El ciclo de replicación de baculovirus se divide en una fase temprana y una tardía. 
Dura¡nte la fase temprana se activan genes cuyos productos preparan a la célula para la 
sínte is de proteínas virales. La fase tardía inicia 6 horas postinfección con el inicio de la 
repli~ación del genoma y la síntesis de las proteínas estructurales para ensamblar el virión. 
Durapte esta fase se forman cuerpos de inclusión" debido a la sobreexpresión del gen que 
codihca para la proteína polihedrina. La sobreexpresión de esta proteína se debe a que el 
gen ~stá río abajo de uno de los promotores más fuertes de la naturaleza, el promotor de 
polH, La polihedrina forma una barrera de cristales que protege la progenie viral (33). 

II.6. J Ventajas del sistema de expresión 

La expresión de genes de interés en células de insecto infectadas con baculovirus 
recorp.binantes presenta varias ventajas sobre otros sistemas de expresión heteróloga. Se 
pueden obtener niveles altos de expresión (ya que el gen recombinante está situado bajo el 
contrbl del promotor de polihedrina, uno de los promotores virales más fuertes que se han 
descr~to) . También se pueden llevar a cabo modificaciones postraduccionales que no se 
presel1tan en bacterias, tales como, la N y O-glicosilación, fosforilación, sulfatación, beta 
hidro"ilación y metilación (33). Las ventajas descritas permiten suponer que la EIB 55 kDa 
recombinante se puede sintetizar en cantidades superiores a las producidas durante la 
infección con Ad5. También se puede esperar obtener una proteína correctamente plegada y 
fosfotilada como la proteína endógena de Ad5 . Sin embargo, se ha reportado que la 
sumo ilación de proteínas exógenas no es eficiente en las células de insecto y puede requerir 
la cocxpresión de SUMO 1 Y 3 (60). Aunque no se puede pronosticar que la sumoilación 
sea la misma que la observada en la proteína endógena, en trabajos previos se ha expresado 
a la EIB en células de insecto con buenos resultados (62). Además, no hay evidencia clara 
de que la sumoliación de la EIB sea indispensable para su interacción con otras proteínas. 
Finah;nente, la adición de la secuencia de poli-histidina en el amino-terminal de la EIB 
recornbinante, permite la inmovilización y enriquecimiento de la proteína recombinante en 
resina acoplada a iones de níquel. 
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II.6.3. Baculovirus ElB recombinante 

El baculovirus recombinante usado en este proyecto lleva clonado el gen que 
codifica para la proteína ElB 55 kD bajo el control del promotor de la polihedrina, a fin de 
obtener altos niveles de expresión durante la fase tardía del ciclo de replicación del virus. 
En células en cultivo, la polihedrina no es necesaria para la replicación de baculovirus por 
lo que este gen puede ser reemplazado por el gen que se desea expresar. Para obtener 
progenie viral recombinante se insertó el gen de la E1B 55 kD en un plásmido, adicionando 
una serie de histidinas en el extremo amino terminal de la proteína recombinante 
(pfastBac). Éste fue transformado en una cepa de E.coli que porta un bácmido (un plásmido 
con el genoma de baculovirus). El gen de interés está flanqueado por elementos Tn7 en el 
plásmido pfastBac que facilitan la recombinación con el bácmido. El proceso de 
recombinación inactiva el gen lacZ en el bácmido, lo cual permite la selección de bacterias 
que contienen el bácmido con el gen recombinante. Después de extraer el bácmido, éste se 
usó para transfectar células de insecto SF9 (Figura 12) y se obtuvo progenie viral 
recombinante (33). 
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Figura 12. Diagrama de la construcción del baculovirus recombinante usando 
el sistema BAC to BAC (33). 
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m. Justificación 

Los adenovirus han sido estndiados por más de cinco décadas. El continuo interés 
en estos virus radica en suutilídadparacomprender y analizar muchos de los fenómenos 
que ocurren en las célulaseucariotes, por ejemplo: el splicing alternativo de mRNA, la 
replicación, traIlscripción ytraducc;:ión, oncogénesis y, regulación del ciclo y la 
pro:liferacióncelular. Por otro lado, el conocimiento de la organización genética de los 
adenovirus y el amplio espectro de células susceptibles y pennisivas a la infección, han 
contribuido al uso de ade110virus recombinantes como vectores, como alternativas para 
vacUnas, terapia génica ymásreciente111ente terapia anti-cáncer. Sin embargo, no ha sido 
posible describir a niVel molecular muchos de los procesos que son regulados pór la 
compleja red de interacciones entre las proteínas virales y celulares que resultan, ya sea en 
la replicaciónproouctivadelvirus, o en la transfonnación ol1cogén1ca deJas células. No es 
claro cuáles son los mecanismos moleculares que son alterados para establecer la 

. modificación postranscripcional y la exportación selectiva de los mensajeros virales; qué 
1110léculas virales y celulares están a cargo de la inhibición de la apoptosis; y cuál es el 
impacto en la célula infectada, de la reorganización del núcleo por la infección. La mayor 
parte de la investigación hecha hasta ahora, está basada en experimentos cuyo diseño 
presenta varias limitantes~ Por ejemplo, la mayoría de los experimentos utilizan células 
transforIlladas (lO, 14); éstas predisponen un ambiente c;:elular favorable para la replicación 
deadenovírus, tanto silvestre comomutantes, debido a alteraciones en el control del ciclo 
celular (sobreexpresión de proteínas que penniten la proliferación, como cMyc y ciclina E, 
y/o mutaciones de los puntos de control del ciclo celular, como p53 y hMdm2)~ En estas. 
condiciones algunas proteínas virales como la ElA y la ElB no. son indispensables para 
inducir a la célula a la fase S o inhibir apoptosis. Como prueba de 10 anterior se ha 
observado que en cultivos primarios el ciclo de replicación viral se extiende y toma el doble 
de tiempo en completarse que en líneas celulares (59). Tampoco se ha observado la 
fonnación de agresomas en la infección de cultivos primarios, con las características 
descritas en las tíneascelulares infectadas. A pesar de la detección de algunos cuerpos 
perinucleares en la infección de cultivos primarios, no se observaron cambios en las redes . 
de tubulina y .vimentina . que rod~an a estos cuerpos perinucleares de líneas celulares 
infectadas. Las actividades aqufdescritas, dependen, en todos los casos, de las interacciones 
que se establecen entre laElB y, proteínas virales y celulares; sin embargo, no se ha 
estlldiadocuáles de estas interacciones pueden ocurrir simultáneamente o si cada una de 
eU::¡.s compite con las demás. Tampoco es claro si estas interacciones pueden ocurrir en 
diferentes regiones del núcleo odel citoplasma, en la célula infectada (1, 8, 14,25, 26). Los 
antecedentes sugieren que las interacciones de la ElB podrían ocun"ir en una cinética 
espacio-temporal a lo largo del ciclo de replicación por lo que la caracterrzaciónde esta 
ciriéHcal?errpitirá aprender sobre las funciones de .la EIBen ~Lcic1ode replicación del 
virus y sobre su papel en la regulación d.e la proliferación 'celular. Conla finalidad·de . 
d~scrrbirprocesos celulares yvirales enlos cuales está Jnvol1Jcr~da laElB 55 KD, en este 

. trabajo utilizamos unaElB 55 kD recombinanteexpresadapor baculoviruspara describir 
la.s interacciones en las que está involucrada, con prpteíhas :virales y celulares,en distintas 
ventanas de tiempo a 10 largo del ciclo de replicaciÓn de adenovirus, en células humanas no . 
transfórmadas. 
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IV. Objetivo: 

Analizar la organización subcelular de proteínas que interaccionan con la EIB 55 kD 
durante el ciclo de replicación de adenovirus humano tipo 5 en células no transformadas 
(HFF). 

IV.J . Objetivos particulares: 

.:. Expresar a la EIBrec en células de insecto SF9 e inmovilizarla en resina con 
iones de níquel acoplados (Ni-NTA) . 

• :. Determinar la localización intracelular de p53, Mrell, Nbsl, Rad50 y la 
E40rf6 a lo largo del ciclo de replicación en células HFF infectadas y mock . 

• :. Detectar la interacción in vitro de la EIB 55 kD con p53, E40rf6 y Rad50 
obtenidas de células HFF a distintos tiempos post infección y mock. 

v. Metodología 

Células y virus 

Las células de insecto SF9 se cultivaron a 29° C, en monocapa, en medio Grace 
suplementado con 10 % de suero bovino fetal. Los baculovirus (obtenidos en ellab. del Dr. 
Ramón A. González) recombinantes con EIB 55 kd (BacEIB), E40rf6 (Bacorf6) y 
silvestres (Bac wt) (donado por la Dra. Laura Palomares) se obtuvieron por una ronda de 
amplificación del stock maestro. Para la infección con baculovirus, se retiró el medio 
suplementado, se adsorbió el virus a una M01=1; 1 hora a 29°C con agitación cada 15 
minutos, se desechó el inóculo y se agregó medio suplementado con 10% de suero bovino 
fetal. El virus se cosechó del medio de cultivo entre 72 y 96 hpi (horas post infección). 

Las células HFF, (fibroblastos humanos derivados de prepucio) se incubaron con 
medio DMEM (Gibco lnvitrogen) con suero bovino fetal al 10%, a 37°C con 5% de CO2• 

Las células se infectaron con adenovirus humano tipo 5 (Ad5) a una MOl de 30 unidades 
formadoras de placa/célula (PFU/célula) y se cosecharon a las 12, 24, Y 36 horas 
postinfección. 

Preparación de extractos celulares. 

Células SF9 (2.2xl07
) infectadas con el baculovirus recombinante BacEIB se 

cosecharon en el medio de cultivo y se sedimentaron por centrifugación a 1,000 g, 5 min, a 
4°C. El botón celular se lavó con PBS IX y las células se lisaron con buffer de lisis de 
fosfatos (50 mM NaH2P04, 300 mM NaCI, 10 mM imidazol, 1 % NP 40 (Nonidet P-40), 
20flg/ml PMSF(fenilmetilsulfonilfluoruro), lOflg/ml aprotonina y 10flg/mlleupeptina). El 
lisad se centrifugó a 10,000 g por 15 min, a 4°C; se recolectó el sobrenadante (fracción 
soluble) y se guardó el botón a - 20°C (fracción insoluble). 

Las células HFF (lx106 céJuJas) infectadas con Ad5 o sin infectar (mock), se lisaron 
con 500 id de buffer de lisis NP-40 (50mM Tris-HCl pH 7.4, 150mM NaCl, 0.6% NP-40 
5mM EDTA, lOflg/ml PMSF lOflg/mlleupeptina, lOflg/ml aprotinina), 10 minutos a 4° C y 
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se centrifugó a 10,000 g por 10 minutos. Se guardó el sobrenadante correspondiente a la 
fracción citoplásmica a-20° C y el botón celular se incubó con 250 ¡,tI de buffer de lisis 
Tritón X-100/SDS (50mM Tris-HCl pH 7.4, 150mM NaCl, 0.5% SDS (Dodecilsulfato de 
sodio) 1 % Tritón X-lOO, 5mM EDTA, lO¡,tg/ml PMSF, lO¡,tg/ml leupeptina, lO¡,tg/ml 
aprotinina), sonicando durante 15 minutos en hielo. Se centrifugó a 10,000 g por 10 
minutos. Se guardó el sobrenadante correspondiente a la fracción nuclear a-20° C. El 
botón celular se incubó en 200 ¡,tI de buffer de lisis Tritón X-lOO/SDS (50mM Tris-HCl pH 
7.4, 150mM NaCl, 0.5% SDS (Dodecilsulfato de sodio) 1 % Tritón X-lOO, 5mM EDTA, 
lO¡,tg/ml PMSF, lO¡,tg/ml leupeptina, lO¡,tg/ml aprotinina), sonicando 3 pulsos de 30 
segundos con un tiempo refractario de 59 segundos y con una amplificación de 35% en 
Ultrasonic Processor GEX500. La fracción nuclear insoluble se guardó a-20° C. 

Inmovilización de la ElB 55 kD recombinante y ensayos de interacción, por cromatografia 
de afinidad 

A partir de la fracción soluble de lisados de células infectadas con el virus 
recombinante y el silvestre, se incubaron 4ml (aproximadamente 2.21 x107 SF-9) de lisado 
con 200 ¡,tI de una resina de agarosa acoplada a ácido nitrilotriacético (NTA) con níquel. 
Posteriormente, la resina se lavó cuatro veces, resuspendiendo con buffer de lavado (50 
mM NaH2P04, 300 mM NaCl, lOmM de imidazol) y se centrifugó a 3,200 g, 5min, a 4°C. 
En cada uno de los lavados se guardó una alícuota, para su posterior análisis. Después de 
estos lavados, la proteína recombinante se eluyó con buffer de elusión (50 mM NaH2P04, 

300 mM NaCl, 250 mM imidazol), según el protocolo del fabricante (QIAGEN). La resina 
se lavó con NaOH 0.5 M Y se almacenó a -20°C con EtOH al 30%, para reutilizarse. Las 
fracciones recolectadas, los lavados y las elusiones se analizaron por SDS-PAGE en geles 
de poliacrilamida al 10%. Los geles se tiñieron con azul de coomassie y plata. 
Paralelamente, las muestras se analizaron por westem blot. 

Después de inmovilizar a la proteína E1B en la resina de níquel, la resina se incubó 
con extractos de células HFF infectadas con adenovirus o sin infectar (mock). Se añadió 
SDS a los extractos hasta alcanzar una concentración de 1 % con la finalidad de descartar 
que haya competencia de interacción por las proteínas blanco (p53, Nbsl, Rad50) entre la 
E1B endógena y la recombinante. Posteriormente los extractos se diluyeron diez veces en 
50mM Tris-HCl pH 7.4, 150mM NaCl, lO¡,tg/ml PMSF lO¡,tg/ml leupeptina, lO¡,tg/ml 
aprotinina para permitir la reasociación de proteínas y disminuir la concentración de 
agentes quelantes. Después de 8 horas de incubación a 4°C, la resina se lavó de manera 
consecutiva con 2M NaCl, 1% Tritón X-lOO y 250mM imidazol, en 50 mM NaH2P04, 300 
mM NaCl, y 20¡,tg/ml PMSF, lO¡,tg/ml aprotonina y lO¡,tg/ml leupeptina. Las fracciones 
recolectadas durante la incubación, los lavados y las eluciones se analizaron por SDS
PAGE y tinción con coomassie azulo plata y, por westem blot. 

Inmunofluorescencia. 

Para detectar la síntesis de la EIB recombinante (EIBrec) y la E40rf6 recombinante 
(E40rf6rec) en células SF9, se hicieron ensayos de inmunofluorescencia utilizando células 
de in ecto infectadas con cada baculovirus recombinante (BacEIB y Bacorf6), coinfectadas 
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y mock. Asímismo para el análisis de la dinámica de distribución de las E4orf6, p53 y 
Mrell (subunidad del MRN) en células HFF infectadas con adenovirus se hicieron ensayos 
de inmunofluorescencia. El procedimiento general en ambos casos fue el siguiente: Las 
células se fijaron a las h.p.i. (horas postinfección) deseadas, con etanol absoluto por 30 
minutos en hielo o con paraformaldehído al 4%, 20 minutos a temperatura ambiente. 
Después de 3 lavados con PBS (0.18 mM K2HP04' 0.43 mM NazHP04' 0.27 mM KCl y 
13.7 mM NaCl, pH 7.4), las células se permeabilizaron con PBS-0.5% Triton X-lOO y se 
incubaron con los anticuerpos monoclonales (MAb) primarios por 12 hrs a 4°C. Las células 
se lavaron con PBS IX y se incubaron con un anticuerpo secundario anti-IgG de ratón 
acoplado a fluoróforos (Molecular Probes), a una dilución 1 a 2,500, por 2 horas, a 4°C. 
Las muestras se lavaron con PBS IX y se añadió DAPI a una dilución 1:10,000 para teñir 
los núcleos de las células. Las muestras montadas en portaobjetos con PBS-lO% glicerol se 
analizaron en un microscopio Axiovert (Carl Zeiss Inc.). 

lnmlmodetección de proteínas (SDS-PAGE y Western blot) 

Las proteínas obtenidas de los extractos celulares y de las columnas de resina 
acoplada a níquel, se analizaron por electroforesis en geles de poliacrilamida al 10% en 
condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE). Las extractos de células de insecto provienen 
de 2.1x107 células, mientras que las fracciones subcelulares de HFF infectadas con Ad5wt y 
mock se extrajeron de 1.5x106 células. Las bandas de los geles se tiñieron con azul de 
coomassie o plata. Paralélamente, las proteínas se transfirieron a membranas de 
nitrocelulosa, por electrotransferencia semiseca. La membrana de nitrocelulosa se bloqueó 
con PBS con 3% leche descremada! 0.5% Tween 20, a 4°C, toda la noche (o/n) y 
posteriormente se incubó a temperatura ambiente con el anticuerpo primario diluido en 
PBS/0.3% leche descremada! 0.05% Tween 20. Después de 3 lavados con solución de 
bloqueo (PBS/0.3% leche descremada! 0.05% Tween 20), la membrana se incubó 2 horas 
con el anticuerpo secundario, anti-IgG de ratón acoplado a peroxidasa a una dilución 
1: 10,000 (Boehringer, Mannheim). La señal se reveló con un sustrato quimioluminiscente 
(ECL), como lo describe el fabricante (Invitrogen) y las membranas se expusieron a 
películas autorradiográficas. Para la identificación de las proteínas se utilizaron anticuerpos 
dirigidos contra la EIB 55 kDa (ratón MAb 2A6. Donado por T. Shenk); E40rf6 (ratón 
MAb RSA3. Donado por P. Hearing); DBP (ratón MAb B6-8. Donado por J. Flint); p53 
(ratón MAb 421 ; Donado por A. Levine); Mrell , Rd50 y Nbsl (ratón MAb, GeneTex). 

27 



VI. Resultados 

V/./. Expresión de la E/ B recombinante en células SF 9 

Para detectar la síntesis de la E1B dirigida por el baculovirus recombinante, se 
analizaron células SF9 infectadas con el baculovirus recombinante (BacE1B) y con el virus 
silve tre (Bacwt), por inmunofluorescencia. La E1B se detectó con el MAb 2A6, el cual es 
un anticuerpo monoclonal específico usado para detectar la proteína adenoviral. Las células 
infectadas con el BacE1B mostraron una señal positiva clara, tanto con 2A6 como un anti
gp64, codificada por el genoma de baculovirus. En contraste, las células mock (no 
infectadas) no mostraron señal específica con los anticuerpos, anti-E1B o anti-gp64. Las 
células infectadas con el baculovirus silvestre e incubadas con el anticuerpo 2A6 tampoco 
mostraron señal positiva, sugiriendo que la señal contra la E1B es específica (Figura 13). 
La proteína estructural gp64 es expresada tanto en el baculovirus recombinante como en el 
silve tre (Figura 13). 

E1Brec gp64 

mock 

Bacwt 

Bac El B 

Figura 13. Síntesis de la E1B recombinante dirigida por BacE1B. Las 
imágenes muestran células sin infectar (mock) e infectadas con baculovirus 
silvestre y recombinante. Como control de especificidad, las células infectadas 
con el Bac wt se incubaron con anti-E1B. Las células infectadas con el 
BacE1B se incubaron con anti-gp64. El anticuerpo secundario anti-IgG 
acoplado a Alexa 568 se muestra en rojo. El DNA teñido con DAPI se 
muestra en azul. Barra: 10 !lm. 
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Como se describió en la introducción de este trabajo, en células infectadas por 
adenovirus. la E lB se localiza en el núcleo; sin embargo, todavía no es claro si la 
localización nuclear de la proteína depende de otra(s) proteína viral(es) o celular(es). 
Decidimos analizar la localización intracelular de la EIB recombinante en células SF9 por 
inmunofluorescencia. El análisis de la distribución intracelular de la EIB reveló que la 
proteína permanece en el citoplasma. alrededor del núcleo (Figura 14). 

Sobreposición E1Brec 

Figura 14. Localización intracelular de la El B 55 kDa recombinante. Las 
células en estas muestras fueron infectadas a una MOl de l. En el panel 
izquierdo se muestra la sobreposición de las imágenes del DNA teñido con 
DAPI y la tinción con el anticuerpo 2A6 en rojo. En el panel derecho se 
muestra la distribución citoplasmática alrededor del núcleo de la El B 55 kD 
en roJo. 

El sistema de expreSlOn de baculovirus nos permitió obtener una EIB 55 kD 
recombinante en niveles detectables por inmunofluorescencia. Además, estos resultados 
indican que el epítope reconocido por el MAb, 2A6 está expuesto y es reconocido en la 
proteína recombinante. 

VI.2. Detección de la El B recombinante por Western blol 

Además de observar la expresión de la EIBrec dentro de las células de insecto por 
inmunofluorescencia, también se analizaron extractos solubles de células SF9 infectadas. 
Las células fueron cosechadas a distintos tiempos postinfección para observar la síntesis y 
acumulación de la EIBrec en tres distintos tiempos postinfección. Se ha establecido que la 
polihedrina se sintetiza durante la fase tardía. aproximadamente desde las 12 hpi . Ya que el 
gen de la El Brec está bajo el control del promotor de polh se eligió observar la expresión 
de la El Brec a las 24, 48 Y 72 hpi. Se detectó la presencia de la proteína recombinante en 
extractos totales de células infectadas con BacE l B Y no en los controles, en geles de 
poliacrilamida desnaturalizantes y westem blot (Figura 15). 

En los geles de poliacrilamida fue posible identificar una banda que no aparece en 
las muestras de células infectadas con el baculovirus silvestre. Esta banda tiene un peso 
molecular aparente de entre 50 y 60 kD, el cual corresponde al peso molecular esperado 
para la El B fusionada a poli-His. Para confirmar que la banda sobresaliente obtenida en el 
análisis por SDS-PAGE corresponde a la El B, las muestras fueron analizadas, usando el 
MAb anti-EIB, 2A6 por westem blot. Como se muestra en la figura 15, se obtuvo una señal 
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posi iva con las muestras de células infectadas con el Bac E1B. La señal se observó a las 24 
hpi, e incrementó considerablemente a las 48 hpi. 
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Figura 15. Detección de la E1B 55 kD recombinante. En el panel A se 
muestran extractos solubles de SF9 infectadas con Bacwt y BacE1B 
obtenidas a distintos tiempos post infección. Se observa una banda 
mayoritaria señalada por la flecha, que no está presente en los controles. En B 
se muestra el análisis por Western blot con el MAb 2A6 de extractos de 
células infectadas con Bacwt y BacE1B a distintos tiempos postinfección. 

Vl.3. Inmovilización de la ElB recombinante. 

Después de confirmar la expresión de la proteína recombinante, se obtuvieron 
extractos de células SF9 infectadas con BacE1B para inmovilizar a la E1Brec a través de la 
fusión de poli-histidinas a agarosa-Ni-NTA, de acuerdo con el protocolo descrito en 
materiales y métodos. Durante el procedimiento se obtuvieron las siguientes fracciones : La 
frac ión NP corresponde al sobrenadante recuperado después de incubar el extracto de las 
SF9 con la resina. Esta fracción contiene las proteínas que no se unieron a la resina. 
Enseguida, la resina se lavó 4 veces con 10 mM imidazol, para disociar proteínas unidas 
débilmente (interacción no específica) (lavados). Posteriormente, la resina se incubó con 
250mM de imidazol para disociar a la E1Brec (elusiones). Como controles se incluyeron 
extractos del mismo número de células SF9 mock o infectadas con Bacwt; la fracción C+ 
corresponde a un lisado total de células HFF infectadas con Ad5wt. Las fracciones se 
analizaron por SDS-PAGE y Western blot dirigido contra la proteína E1B 55 kD (Figura 
16). 
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Figura 16. Inmovilización de la E1B recombinante en agarosa-Ni-NTA. En 
el panel A se muestra la inmunodetección de la E1B en las fracciones C+ 
(E1B endógena de adenovirus), NP (proteínas no pegadas a la resina), lavados 
(10 mM imidazol) y elusiones (250 mM imidazol), utilizando el MAb 2A6. 
En el panel B se muestran las elusiones (señaladas como El y E2 en cada 
caso) obtenidas con los extractos de SF9 infectadas con BacEIB, Bacwt y 
mock. 

I En estos experimentos se obtuvo una señal positiva en los carriles de elusión que 
COITFsponde al peso molecular esperado de la E1B . Se observó que del extracto de 
proteínas obtenido de células de insecto infectadas a una MOl de 1 y cosechadas a las 72 
hpi, la mayoría de la El Brec es inmovilizada en la resina. En contraste, no se detectó señal 
en 1 s muestras de células infectadas con el Bac wt ni en mock. Estos datos nos permiten 
con luir que la EIBrec se une a la resina de manera específica y es posible disociarla con 
250 mM imidazol. Asímismo, establecimos las condiciones cromatográficas para 
inm vilizar a la E1Brec en la resina y de esta manera contar con un sistema que nos 
pe ita detectar proteínas celulares y virales que interaccionan con la EIB (EIBrec-Ni
NT ). 

VJ.4 Distribución de proteínas virales y celulares en células HFF infectadas con Ad5wt, 
loca ización y fraccionamiento subcelular 

Una vez montado el sistema EIBrec-Ni-NTA se determinó la localización 
sub elular de proteínas virales y celulares, que interaccionan con la E1B en células 
in fe tadas con adenovirus (E40rf6, p53 , subunidades del complejo MRN), mediante el 
anál sis por inmunofluorescencia y Westem blot. 
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(. Ensayos de inmunofluorescencia 

Las actividades de la E1B, dependen de las interacciones que esta proteína establece 
con proteínas virales y celulares a lo largo del ciclo de replicación del virus; sin embargo, 
no es claro si cada una de estas interacciones ocurre en un orden cronológico particular y/o 
si se presentan en diferentes compartimentos celulares. Para conocer el papel que tiene cada 
una ~e estas interacciones, será necesario determinar la dinámica de distribución de cada 
una e las proteínas de interés a lo largo del ciclo de replicación viral. Utilizando ensayos 
de i munofluorescencia y fraccionamiento subcelular, se analizó la distribución de la 
prot ína viral E40rf6 y de las proteínas celulares p53 y MRN a tres tiempos post-infección: 
i) 1 hpi, correspondiente a la fase temprana del ciclo de replicación; ii) 24 hpi, tiempo en 
el q e inicia la replicación del genoma viral; y iii) 36 hpi, correspondiente a la fase tardía. 

Como se describió en la introducción, se sabe que la E1B 55 kDa se asocia con la 
E40f:6 y que esta interacción es determinante para las actividades de ambas proteínas, ya 
que omo complejo son responsables de la exportación selectiva de los rnRNAs virales y de 
la a tivación de la Cullin 5 - E3 ubiquitina ligasa. Se decidió inicialmente analizar la 
distr·bución intracelular de la proteína E40rf6, a lo largo del ciclo de replicación viral, en 
célu as HFF infectadas con Ad5wt. La E40rf6 se localizó preferencialmente en el núcleo y 
esta eñal aumentó conforme avanza el ciclo de replicación del virus (Figura 17). 
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Figura 17. Localización intracelular de la E4 orf6 en células HFF infectadas 
con Ad5 wt. En verde se muestra la distribución intranucJear de la E40rf6 y el 
núcleo en azul con DAPL En el panel A se observa la acumulación nuclear de 
la E40rf6. En el panel B se muestra una amplificación de la célula enmarcada 
en el panel A, y con flechas se muestran los centros de replicación donde se 
localiza la E40rf6. Barra: 25 lim. 



Pudimos observar que la E40rf6 se distribuye en el núcleo de las células infectadas, 
adq iriendo un patrón de distribución difuso a tiempos tempranos (12 hpi). El nivel de la 
señt, obtenida aumentó conforme avanza el ciclo de replicación y para las 24 hpi fue 
posi le detectar a la E40rf6 alrededor de los centros de replicación (Figura 17). Esto 
con uerda con la localización descrita para la E40rf6 en líneas celulares transformadas, en 
las cuales se localiza en los centros de replicación. Sin embargo, mientras que la 
localización de la proteína en centros de replicación se observa a partir de las 12 hpi en 
líne1s celulares, en células HFF se observó hasta las 24 hpi y se vio más acentuada a las 36 
hpi. 

Se sabe también que la E1B interacciona con p53 y que esta interacción resulta en la 
inhi ición de las actividades de este supresor tumoral. Durante la fase tardía, el complejo 
E1B 55 kD/E40rf6 induce su ubiquitinación y degradación. Se analizó la localización de la 
p53 en células HFF a las 24 hpi. En estos experimentos se utilizó a la E4orf3 como 
mar ador de los cuerpos de PML en células infectadas (Figura 18). 

Pudimos observar que en células mock, p53 tiene una distribución difusa en el 
cito lasma y en el núcleo. En células infectadas se observó una disminución de la señal de 
p53 la proteína se detectó principalmente en el núcleo, en un patrón de puntos. 
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Figura 18. Localización intracelular de la p53 y de E4 orf3 en células HFF 
infectadas con Ad5 wt. En verde se muestra la distribución de p53 difusa en 
el núcleo y en citoplasma. En rojo se muestra la E4 orf3 Y en azul el núcleo. 
Barra: 25 ~m. 



Como se describió en la introducción, el complejo MRN debe ser inactivado para 
evitar la concatamerización de los genomas virales durante su replicación. A partir de los 
análisis en células transformadas, se ha propuesto que este complejo es inactivado por la 
redi tribución intracelular de las subunidades del MRN por la E40rf3. Posteriormente el 
complejo es poliubiquitinado por el compejo EIB 55 kDaJE4orf6 - Cullin 5 - E3 ubiquitina 
lig~a y es degradado en agresomas. Se analizó la distribución intracelular de Mre 11, como 
mar ador del complejo MRN. En el experimento se comparó la distribución intracelular de 
la e11 en células mock e infectadas con Ad5wt a las 12,24 Y 36 hpi. Al mismo tiempo, 
la localización de la Mre11 se comparó con la distribución intracelular de la E40rf3 (tal y 
comp se hizo con p53) (Figura 19). 

Se observó que aunque en células mock e infectadas, Mrell se localiza en el núcleo, 
a la 12 y 24 hpi Mre 11 adquiere un patrón de distribución en puntos. Algunos de estos 
puntos colocalizaron con la E40rf3 (Figura 19; 12 hpi). Se observó un cambio en la 
distribución intracelular de la proteína en las células infectadas, en el cual, Mrell se 
relo alizó al citoplasma durante la fase tardía. No fue posible observar su distribución 
asoc~ada a un cuerpo perinuclear que pudiera definirse como agresoma. Estos resultados 
sugi ren que la proteína es relocalizada durante la infección y que no es degradada. 

Las tres proteínas, E40rf6, p53 y Mrell , cambian su distribución entre las 12 y las 
36 hr i: durante la fase temprana se localizan en centros de replicación; sin embargo, en los 
tre~asos, existen subpoblaciones que muestran una distribución difusa. Para la fase tardía, 
la re 11 parece ser excluida de los centros de replicación y adquiere una distribución 
difu a en núcleo y citoplasma. 
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Figura 19. Localización intracelular de Mrell y E4orf3 en células HFF mock 
e infectadas con Ad5 wt. En el panel A en verde se muestra la localización de 
Mrell, en rojo se observa la distribución de la E4orf3 y en azul, el núcleo 
teñido con DAPI. En el panel B se muestra un acercamiento de las células 
enmarcadas en el panel A. Con las flechas se indica la colocalización de la 
E4orf3 con Mre 11. Barra: 25 !lm. 



:. Análisis de fracciones subcelulares por SDS-PAGE y Westem blot. 

Para describir las interacciones en las que está involucrada la E1B con proteínas 
vira~es y celulares en células humanas no transformadas, se obtuvieron fracciones 
sub~elulares de células HFF mock e infectadas con Ad5wt, en distintas ventanas de tiempo 
a lo largo del ciclo de replicación. Estas fracciones se obtuvieron para utilizarse en el 
anál"sis de interacciones con la E1B asociada a agarosa-Ni-NTA, como se describe más 
adel nte. Las células se lisaron como se describió en la sección de materiales y métodos, 
con la finalidad de obtener fracciones nucleares y citoplásmicas. Los cultivos fueron 
cos~chados a las 12,24 Y 36 hpi para obtener muestras representativas de la fase temprana 
de hl infección (12 hpi), al inicio de la replicación del genoma viral (24 hpi) Y la fase tardía 
(36 ~pi). En cada caso se obtuvo una fracción insoluble, la cual se resuspendió en buffer de 
cargr 2x para su análisis por westem blot. Una vez obtenidas las fracciones, se analizó la 
distJ\ibución de la E1B, p53, Y actina, así como las subunidades del MRN, Nbs1 y Rad50. 
No e posible analizar la presencia de la Mre11 por falta de disponibilidad del anticuerpo. 
Par corroborar que los extractos obtenidos, representan las fracciones de citoplasma y 
nú~IJeo, también se detectó la proteína viral DBP (la cual es predominantemente nuclear; 
Figlfas 20, 21 Y 22). 

Se analizó la distribución de la E1B en estas fracciones. La proteína mostró una 
dis ·bución mayoritariamente nuclear; sin embargo, a las 36 hpi se detectó un incremento 
en 1 señal, en la fracción citoplásmica (Figura 21 y 22). 

Como se muestra en la figura 21 , se observó la presencia de las subunidades Rad50 
y N~Sl del MRN en la fracción citoplásmica, tanto en mock como en células infectadas. La 
Rad O se detectó como un doblete alrededor de los 150 kDa. En ninguno de los dos casos 
se bservó la degradación de estas proteínas como se ha reportado en células 
tran formadas. Ninguna de las tres proteínas celulares de interés se detectó en la fracción 
nuclear. Estos resultados no se esperaban, ya que por reportes previos y por nuestros 
ens:~os de inmunofluorescencia, la infección induce la relocalización de estas proteínas 
celu ares al núcleo. Se ha reportado que en la célula infectada existen subpoblaciones de las 
prot ínas E1B, E40rf6 y E40rf3 que están estrechamente asociadas a la matriz nuclear, por 
lo que decidimos analizar la fracción insoluble del núcleo (botón celular que quedó tras el 
frac9ionamiento subcelular). Como se muestra en la figura 22, la E1B se detectó en la 
fracqión insoluble del núcleo a las 12,24 y 36 hpi. Adicionalmente, tanto la Rad50 como 
Nbl se detectaron en la fracción insoluble nuclear. Estas proteínas se detectaron 
excl sivamente en la fracción insoluble de los extractos provenientes de células infectadas 
y n de células mock. Estos resultados sugieren que las Nbs 1 y Rad50 son relocalizadas 
dura te la infección y permiten suponer que al igual que la E1B podrían estar asociadas a la 
matriz nuclear. 



i En el caso de p53, ésta fue detectada principalmente en la fracción insoluble nuclear 
y e la fracción soluble citoplásmica. Sin embargo, en células infectadas se observó una 
dis inución en la cantidad de p53 en la fracción soluble nuclear. Además en la fracción 
insdluble obtenida a las 36 hpi se observaron bandas que no están presentes a las 12 y 24 
hpi. Éstas podrían corresponder a p53 con modificaciones postraduccionales. 

I También se observó un cambio en el patrón de migración de actina en la fracción 
soluble nuclear. Es posible que el buffer en el que se encuentran las fracciones nucleares 
indQzcan el patrón de migración observado. Alternativamente se sabe que la ~ actina es la 
isof, rrna más abundante en el núcleo; sin embargo, no se puede asegurar que la actina en la 
frac ión soluble nuclear sea la ~ actina porque el anticuerpo usado reconoce todas las 
isof, rrnas de actina, Ó, si efectivamente los aminoácidos que son diferentes con respecto a 
la a actina modifiquen el patrón de migración. Otra posibilidad es que se trate de isoforrnas 
con odificaciones postraduccionales (como la fosforilación) (Figura 21) (61). 
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Figura 20. Extractos citoplásmicos y nucleares. SDS-PAGE con extractos de 
células HFF mock e infectadas con Ad5 wt teñido con plata. Las células 
infectadas se cosecharon a las 12, 24 Y 36 hpi. 
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Figura 21. Inrnunodetección de proteínas en las fracciones solubles 
citoplásmicas y nucleares. 
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Figura 22. Inmunodetección de proteínas en la fracción nuclear insoluble. 
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VI.5 Análisis de interacciones 

VI.5 1. EIB-E4orf6 

Como se describió anteriormente, la interacción de la EIB con la E40rf6 es 
indi pensable para una replicación viral eficiente. No se detectó la interacción de la E40rf6 
con a EIB rec. Se utilizó el sistema de expresión en baculovirus para sintetizar a la E40rf6 
reco~binante fusionada a FLAG (E40rf6rec). Se obtuvieron extractos solubles de células 
SF9 infectadas con los baculovirus recombinantes BacEIB, Bacorf6 y ambos (coinfección). 
En experimentos cromatográficos iniciales se observó que la E40rf6rec no se asocia con la 
EIB¡rec inmovilizada en la resina. Por otra parte, la EIBrec obtenida de células 
coin ectadas; es decir, en presencia de la E40rf6rec, no se une a la resina. Estos resultados 
sugi ren que podría haber una competencia de interacción entre la E40rf6rec y la resina con 
la E Brec, porque la EIBrec en presencia de la E40rf6rec no se une a la resina, a diferencia 
de 1 EIBrec en ausencia de la E40rf6rec; sin em bargo, los resultados no son claros y 
habr' que repetir los experimentos. 

Se ha sugerido que para la localización de la El B en el núcleo, es necesario que ésta 
inte accione con la E40rf6. Para evaluar si las proteínas El Brec y E4orf6rec pueden 
asoc·arse, se coinfectaron células SF9 con los baculovirus recombinantes BacEIB y 
Bac rf6 y la localización de las proteínas se analizó por inmunofluorescencia. Se comparó 
la di tribución intracelular de las proteínas en células de insecto coinfectadas e infectadas 
sólo con cada uno de los baculovirus recombinantes (Figura 23). Los resultados mostraron 
que a EIB es relocalizada al núcleo sólo en presencia de la E40rf6 y permiten suponer que 
las proteínas interaccionan en las células coinfectadas y que ambas proteínas recombinantes 
est~ correctamente plegadas. 
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Figura 23. Localización intracelular de El Brec y E4orf6rec. En el panel A se 
muestran los núcleos de células SF9, en azul el núcleo teñido con DAPI. En 
verde se muestra la localización de la EIBrec en ausencia y presencia (Coinf) 
de la E4orfrec. En B también se muestran núcleos de células SF9. En azul se 
observa el núcleo y en verde a la E4orf6rec en ausencia y presencia (coinf) de 
la EIBrec. En ambos páneles se muestran células sin infectar (mock) como 
control. 
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VI.5 2. EIB-p53 

Se sabe que en líneas celulares la EIB interacciona con p53 y se propone que la 
inte acción inhibe la transcripción de genes blanco de p53 encargados de detener el avance 
del iclo celular, o activar la apoptosis. 

Para comprobar si p53 interacciona con la EIB en cultivos primarios, se incubaron 
los xtractos subcelulares de células HFF con la EIBrec acoplada a la resina. Después de 
lava la resina con 10 mM imidazol, se hicieron lavados consecutivos usando 2.3 M NaCl, 
1 % ritón X 100 Y fmalmente se obtuvieron elusiones con 250 mM imidazol. La finalidad 
de e tos lavados, es hacer una exploración inicial del tipo de interacción que establece la 
EIB ec con p53. Usando 2.3 M NaCl se buscó disociar interacciones iónicas, mientras que 
al u ar Tritón X-lOO se buscó la disociación de uniones hidrofóbicas. De esta manera, la 
elus ón de p53 en presencia del agente iónico (NaCl) sugeriría que la interacción con la 
EIBrec es de carácter iónico. La elusión en presencia de Tritón X-lOO sugeriría que la 
interFtcción es de carácter hidrofóbico. 

Como se muestra en la figura 23, la p53 no fue eluida en altas concentraciones de 
NaC y sí fue eficientemente eluida en presencia de Tritón X-lOO, lo que sugiere que la 
interrcción podría tener un carácter hidrofóbico. No se observó la interacción entre la EIB 
rec ~on la p53 en la fracción citoplásmica; una posibilidad para interpretar este resultado es 
que la p53 citoplasmática sufra alguna modificación postraduccional que no permita la 
inter

l 
cción con la EIBrec (Figura 24) (ver Discusión). 

Los resultados sugieren que la EIB recombinante inmovilizada en la resina 
inter~cciona con la p53 obtenida de la fracción nuclear a las 24 hpi. 
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Figura 24. Interacción de la EIB recombinante con la p53 de células HFF 
infectadas con Ad5 wt. Después de inmovilizar a la EIB recombinante en la 
resina, ésta se incubó con extractos citoplásmicos y nucleares de cultivos 
primarios infectados con Ad5 wt. En los carriles se muestran los 
sobrendadantes recuperados después de incubar la resina consecutivamente 
con 2.3 M NaCl, 1% Tritón X-lOO y 250 mM imidazol. La primera 
inmunodetección corresponde a la EIB, la siguiente a p53. La última 
inmunodetección también corresponde a p53.en el control negativo (C-); el 
cual no tiene EIB recombinante en la resina. El carril Et proteínas HFF¡ 
corresponde a un lisado total de células HFF infectadas con Ad5wt 
(cosechadas a las 24 hpi), Y se muestra como control positivo. 

VI.5 3. E1B-Rad 50 

Se buscó la interacción de Rad50 con la EIBrec porque en células transfomadas se 
propone que como parte del complejo E3 ubiquitina ligasa, la EIB es la proteína que asocia 
a las proteínas celulares para su ubiquitinación. Con la finalidad de reproducir in vitro dicha 
inte~~cción se incubaron extractos solubles de citoplasma y núcleo de células HFF, mock e 
infe tadas con Ad5wt, con una resina con la EIBrec inmovilizada. Después de lavar la 
res· a con 10 mM irnidazol se obtuvieron elusiones con 250 mM imidazol. 

Los resultados muestran que la Rad50 de las fracciones solubles no interacciona con 
la E Brec (Figura 25 panel A). Entonces se analizaron las fracciones nucleares insolubles 
bajo las mismas condiciones cromatográficas. Los elusiones recuperados se analizaron por 
Wes em blot (Figura 25 panel B). Tampoco se observó que la EIBrec interaccione con la 
Rad~O. La Rad50 se detectó en los sobrenadantes con las proteínas no asociadas a la resina 
o fr cción NP (Figura 25 panel C). Estos resultados permiten concluir que la EIBrec no 
inter cciona con Rad50 obtenida a lo largo del ciclo de replicación. 
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Figura 25. Interacción de la EIB recombinante con la Rad50 de células HFF 
infectadas con Ad5 wt. A) En los carriles se muestran las inmunodetecciones 
de la EIB y Rad50 en los sobrendadantes recuperados después de incubar la 
resina con 250 mM imidazol. Las elusiones provienen de fracciones solubles 
citoplásmicas y nucleares de células HFF mock e infectadas y cosechadas a 
12, 24 Y 36 hpi. B) Bajo el mismo proceso cromatográfico de las muestras 
solubles, se muestran las elusiones provenientes de las fracciones insolubles. 
La primera inmunodetección corresponde a la E1B y la segunda a la Rad50. 
EL carril C- corresponde al control negativo, en ausencia de E1Brec 
inmovilizada en la resina. En ambos páneles, el carril El proteínas HFF¡ 
corresponde a un lisado total de células HFF infectadas con Ad5wt 
(cosechadas a las 24 hpi), Y se incluyó como control positivo. En el panel C 
se muestra la presencia de la Rad50 en los lisados solubles e insolubles antes 
y después (NP) de ser incubados en la resina. 
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VII. Discusión 

La proteína EIB 55kDa de adenovirus es una molécula cuyas actividades dependen, 
en~dos los casos, de las interacciones que establece con proteínas virales y celulares. 
Al as de las actividades de la EIB han sido asociadas a su interacción con proteínas 
esp íficas, como las E40rf6 y E40rf3 del virus, o la proteína celular p53; sin embargo, no 
se ha. estudiado cuáles de estas interacciones pueden ocurrir simultáneamente, o si cada una 
de et las compite con las demás. Tampoco es claro si estas interacciones pueden ocurrir en 
dife entes regiones del núcleo o del citoplasma. Por otra parte, se sabe que la EIB puede ser 
fosfi rilada y sumoilada; sin embargo, no es claro si ambas modificaciones resultan en la 
regu'ación de las actividades de la EIB (1, 8, 14, 25, 26). En este trabajo, se analizó la 
dis ·bución intracelular de las proteínas que se asocian a la EIB, durante la fase temprana y 
tard a del ciclo de replicación de adenovirus y, se estableció un sistema que permitió 
repr ducir la interacción de la EIB con p53 y E40rf6 in vitro. 

El baculovirus recombinante BacEIB, construido previamente en el laboratorio, se 
disenó para obtener altos niveles de expresión de una proteína de fusión que comprende a la 
EIB con un péptido de poli-histidina en el amino terminal. Una vez que se verificó la 
expr sión de la proteína por inmunofluorescencia, se establecieron las condiciones que 
pemUten obtener cantidades suficientes de la proteína recombinante por cromatografía de 
afinidad en resina acoplada a níquel. Las células se cosecharon a las 72 hpi usando una 
MOf baja para evitar la formación de cuerpos de inclusión que se han visto al sobrexpresar 
a la f roteína en otros sistemas (bacteria y levadura). Bajo estas condiciones, los niveles de 
expresión de la EIBrec son menores que los de otras proteínas expresadas en células de 
inse too Sin embargo la cantidad de EIBrec sintetizada fue suficiente para los experimentos 
plan eados para este proyecto. 

Los resultados de la inmovilización de la EIB 55 kD recombinante indican que la 
umo de la proteína a la resina con níquel es específica y estable,. pues sólo se detectó la 
EIB len los carriles de elusión, con una concentración de 250 mM de imidazol. La unión a 
la resina indica además que la región de polihistidinas de la proteína recombinante está 
expuesta. 

Una vez montadas las condiciones para inmovilizar a la EIBrec, se procedió a 
iden ificar la localización intracelular de la E40rf6, p53 y las subunidades del MRN a lo 
larg del ciclo de replicación de Ad5wt en células normales. 

Se observó que la E40rf6 se localiza en el núcleo de células infectadas y, de una 
dis~bución difusa durante la fase temprana, adquiere una distribución en puntos conforme 
avaja el ciclo de replicación. Esta distribución es similar a la observada con la EIB y DBP 
(prO~eína adenoviral de unión a DNA de cadena sencilla). Se ha propuesto que la 
colo alización de la EIB y DBP en sitios en donde se replica y transcribe el genoma viral y, 
en d nde los mensajeros son modificados y seleccionados para su exportación, es necesaria 
para flue se formen los centros de replicación. La evidencia sugiere que la E40rf6 también 
está presente en los centros de replicación en células normales infectadas con Ad5wt. Como 
se 5encionó en los antecedentes, la E40rf6 junto con la EIB son necesarias para la 
acuIItulación citoplásmica de mensajeros virales tardíos y, la presencia de la E40rf6 en los 
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centros de replicación, junto con la EIB, sugiere que estas proteínas participan activamente 
en l'l selección de los rnRNA que son exportados durante la fase tardía. 

Dado que la formación del complejo EIB/E40rf6 es necesaria para estas 
acti idades, se buscó reproducir la interacción de la EIBrec con la E40rf6, con el sistema 
EIB~ec-Ni-NTA. Al no obtener la interacción de estas proteínas, se utilizó un sistema 
alterpativo desarrollado en el laboratorio por Mayra Cobaxin, en el que se expresó una 
E40~f6 recombinante (E40rf6rec) en células de insecto. Esta proteína tiene fusionado un 
pépt~do FLAG para poder inmovilizarla en una resina con anti-FLAG acoplado. La 
E40~f6rec inmovilizada en resina anti-FLAG interaccionó específicamente con la EIB 
end ' gen a de adenovirus a distintos tiempos postinfección, demostrando que la E40rf6rec 
está correctamente plegada (resultados de Mayra Cobaxin). Sin embargo no se logró 
obteper resultados claros que mostraran la interacción in vitro de la El Brec con la 
E40~f6rec. Se ha propuesto que el amino terminal de la EIB está involucrado en la 
interacción con la E40rf6, por lo que es posible que la EIBrec inmovilizada en la resina por 
el eQítope de polihistidinas , no se asocie con la E40rf6rec debido a un impedimento 
estérjico en el extremo amino. Paralelamente, resultados preliminares sugieren que en la 
coin fección, ambas proteínas recombinantes se asocian y la EIBrec no se puede 
inmqvilizar en la resina. Se ha propuesto que la localización nuclear de la EIB depende de 
su i~teracción con la E40rf6. Por lo tanto, la detección de cambios en la distribución 
intrabelular de la EIBrec, inducidos por la E40rf6rec en células coinfectadas con los 
baculovirus BacEIB y Bacorf6, indicarían que la EIBrec puede interaccionar con la E40rf6 
denulo de las células coinfectadas y que está correctamente plegada, tal y como se observó 

I • 
en nttestros expenmentos. 

Posteriormente se observó que en células infectadas la p53 es relocalizada al núcleo, 
haci~ los centros de replicación, ya que la distribución observada es similar a la que se ha 
reporttado para la EIB, E40rf6 y DBP (8, 43, 59). Por otra parte, no se observó evidencia de 
que ~53 es degradada a lo largo del ciclo de replicación del virus, ni por los ensayos de 
inmupofluorescencia, ni en el fraccionamiento subcelular, confirmando que a diferencia de 
lo que sucede en células transformadas, en células normales el virus no induce la 
degradación de este supresor tumoral (64). Adicionalmente, los resultados obtenidos con el 
fraccionamiento subcelular sugieren que la infección induce un cambio en la solubilidad de 
p53 duc1ear (Figuras 21 y 22). Es interesante notar que se ha reportado que la p53 detectada 
en lo centros de replicación podría estar asociada a la matriz nuclear, como se ha reportado 
para a EIB y la E40rD. Sin embargo, no es claro si la redistribución de p53 podría deberse 
a su interacción con alguna proteína o si alguna modificación postraduccional es 
respopsable de su relocalización. 

En nuestros experimentos, no detectamos la interacción de p53 de la fracción 
citop~asmática con la EIBrec. Una posibilidad para esta falta de interacción podría ser que 
otra( ~) proteinas intefieren; sin embargo, esto es poco probable, ya que los extractos usados 
en todos los experimentos se obtuvieron en concentraciones de detergentes que disociarían 
cualquier interacción previa, por lo que es más probable que la subpoblación de p53 
citoplasmática sufra una modificación postraduccional que no permite la interacción con la 
EIB. Tomando en cuenta que p53 es una proteína sujeta a múltiples modificaciones 
postr.duccionales, es posible que las p53 de citoplasma y núcleo difieran en las 
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mo ificaciones a las que están sujetas y que esto resulte en su interacción diferencial con la 
EI~ (Figura 24). Nuestros experimentos no nos permiten discernir entre estas posibilidades 
y es necesario hacer experimentos adicionales para determinar si la p53 en la fracción 
inso~uble interacciona con la EIB y si esta p53 sufre modificaciones postraduccionales. 

En síntesis, observamos una redistribución de p53 en las células infectadas, que la 
EIB puede interaccionar con la p53 presente de manera soluble en el núcleo y no se detectó 
la degradación de p53 . Es probable que la redistribución de p53 en los centros de 
repl~cación sea responsable de su inactivación como inductor de apoptosis. Se sabe que en 
céluras eucariotas no infectadas hay proteínas en el núcleo que son inactivadas al asociarse 
a la matriz. Durante la infección, la asociación de p53 con los centros de replicación, los 
cuales están asociados a la matriz nuclear, probablemente la inactive. Al mismo tiempo, 
p53 ~uedaría secuestrada e inaccesible para la activación de sus genes blanco. Sin embargo, 
hay proteínas que en la matriz nuclear son activas; es decir, la asociación a matriz nuclear 
no iempre significa la inactivación de proteínas. Se ha reportado que los factores 
tran~cripcionales Nfl y Oct-l permiten una replicación más eficente del genoma viral; es 
decit , son proteínas celulares, que durante la infección participan en una función ajena a la 
que levan cabo en las células sin infectar. Entonces existe la posibilidad de que p53 sea 
recl tada a los centros de replicación, donde lleve a cabo una función no descrita. De 
hec o, se ha reportado que los adenovirus completan su ciclo de replicación en líneas 
celu ares que tiene a una p53 funcional con mayor eficiencia que en líneas con la p53 
mut; da; y que, al expresar una p53 funcional en estas líneas, se incrementa la expresión de 
los genes virales tardíos y la progenie viral (65). Harán falta experimentos para determinar 
si la asociación de la p53 soluble en el núcleo con la EIB resulte en alguna modificación 
que ~socia a p53 con la matriz nuclear, y el análisis de las poblaciones citoplásmicas y 
nucl~ares de p53 para saber si son proteínas funcionales o si se encuentran inactivas. 

Se analizó la distribución intracelular de las subunidades del complejo MRN, pues 
son proteínas que en células transformadas , infectadas con adenovirus , son 
poli~biquitinadas por el complejo E3 ubiquitina ligasa para su posterior degradación. Cabe 
men ionar que aunque en este trabajo sólo se analizó la distribución de la Mrell por 
inm nofluorescencia, las Nbsl y Rad50 también adquieren una distribución intracelular 
simi ar a Mrell (trabajo realizado en el laboratorio por Elizabeth Castillo) y que durante el 
anál sis del fraccionamiento subcelular, no se analizó a Mrell por falta de disponibilidad 
del apticuerpo. 

En un trabajo realizado por Berk y colaboradores, observaron que en células A549 
(cél~las humanas transformadas de epitelio de carcinoma alveolar) infectadas con Ad5wt la 
Mrell colocaliza con la EIB a tiempos tempranos y para la fase tardía ésta no es 
dete~able, concluyendo que la Mrell es marcada químicamente para degradación por la 
E3 u iquitina ligasa (29). En contraste, en células HFF se detectó a la Mrell a lo largo de 
la in ección, lo que sugiere que esta proteína no es degradada (Figuras 19 y 26). Por otra 
part , Weitzman y colaboradores reportaron que en células U20S (células humanas 
deri\adas de osteosarcoma), Nbsl , Rad50 y p53 son degradadas durante la fase tardía (64). 
En nuestros experimentos, en el análisis del fraccionameinto subcelular de células HFF no 
se o~servó una desaparición de dichas proteínas a lo largo del ciclo de replicación, 
sugd iendo que no se induce su degradación (Figura 27). Cabe señalar que a partir de sus 
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resu~tados, el grupo de Weitzman sugiere que tanto p53 como las subunidades del complejo 
M podrían tener destinos distintos al ser degradadas de manera diferencial. Nuestros 
resu tados concuerdan con esta observación y sugieren que estas proteínas son alteradas 
independientemente; por ejemplo, observamos una reducción en la señal de Nbsl a las 36 
hpi ~~e no se observó para la Rad50 en la fracción nuclear insoluble. Junto con el cambio 
de distribución observado por inmunofluorescencia, estos resultados indican que el 
comflejo MRN no es inactivado por la degradación de sus componentes, sino que la 
redis¡tribución intracelular inducida en la infección, podría resultar en su in activación, a 
diferbncia de lo que se ha reportado en células transformadas. 

A 

mock 

Fase 
TerTl'rana 

Fase 
Tardra 
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mock 
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Tard ía 

E18 Mrell Sobreposición 

Mre 11 E4orf3 SobreposICión 

Figura 26. Imágenes de Ensayos de inmunofluorescencia, reproducidos de 
Berk y colaboradores en el panel A, y obtenidos en nuestro laboraotrio en B. 
Comparación de la presencia del MRN y p53 entre células transformadas y 
normales infectadas con Ad5wt. En el panel A se muestran núcleos de células 
A549 mock e infectadas, en verde se observa la localización de la EIB y en 
rojo la Mrell (modificada de Berk et. al. 2005). En el panel B se muestran 
los núcleos de células HFF mock e infectadas. En verde se muestra la 
localización de la Mrell yen rojo a la E40rf3. 
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Figura 27. Imágenes de WB reproducidas de Weitzman y colaboradores, y de 
la figura 22 en este trabajo. Presencia del complejo MRN y p53 en células 
transformadas y normales, infectadas con A5wt. En el panel A se muestra la 
inmunodetección de Rad50, Nbsl y p53 en extractos de células U20S. 
También se muestra la presencia de la EIB y GAPDH como control de carga 
(reproducida de Weitzman et. al. 2008). En el panel B se reproduce la figura 
22 en donde se muestra la inmunodetección de Rad50, Nbsl , p53 y EIB 
provenientes de células HFF (ver también Figura 22). Actina se usa como 
control de carga. 

Como en el caso de p53, la relocalización e inactivación del complejo MRN podría 
deberse a la sola interacción proteína-proteína, de las subunidades del MRN con las 
proteínas virales EIB y/o E40rD. Alternativamente, la asociación de la EIB y/o E40rD 
podr¡a inducir alguna modificación postraduccional del MRN que resulte en su 
relocalización e inactivación, ya que se ha reportado que la sumoilación de la EIB 
deterF,ina su localización en el núcleo y, que la EIB es directamente responsable de la 
sum9ilación de p53 (63). Nuestros resultados indican que durante la fase temprana, las 
SUbur'dades del MRN colocalizan con la E40rD (Figura 19). Estos resultados coinciden 
con 1 colocalización reportada, en la que se conoce la asociación de la E40rD con el MRN, 
en li~eas celulares. La asociación del MRN con la E40rD en células HFF podría inducir el 
cambfo de solubilildad que se observó en el fraccionamiento subcelular, asociando al MRN 
a la m.atriz nuclear. Sin embargo, en la fase tardía no se detectó la colocalización de estas 
protel'nas celulares con la E40rD. Una posibilidad es que la Nbsl se exporte hacia 
citop asma (pues ésta no se detectó en ninguna fracción nuclear en la fase tardía); a 
difer ncia de la Rad50 que permanece en la fracción nuclear insoluble a las 36 hpi (Figuras 
21 y ~2). Las evidencias sugieren que las subunidades del MRN son alteradas de manera 
independiente, y probablemente la redistribución diferencial de cada subunidad evite que se 
agrupen para formar el compejo MRN. Esto no descarta que (como en el caso de p53), 
duran¡te la fase temprana las subunidades se requieran en los centros de replicación para 
favor~cer alguna actividad viral. Al igual que con p53 harán falta experimentos para 
deten¡ninar si alguna de las subunidades (o todas) está inactivada en los centros de 
replic~ción . 
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En nuestros experimentos, no se observó la interacción de la EIBrec con la Rad50, 
ni e las fracciones solubles, ni en las insolubles. La ausencia de interacción de la Rad50 
con la EIBrec inmovilizada en la resina podría deberse a que la EIB no esté involucrada 
partfculannente en la redistribución de Rad50, y es entonces indispensable analizar si la 
redistribución de Mrell o Nbsl sí es inducida por la ElB. Debido a las condiciones 
diso~iantes en las fracciones subcelulares, resulta poco probable que Rad50 no interaccione 
con 1a EIBrec por una competencia de interacción con alguna otra proteína en los extractos. 
Por otra parte, a partir de los análisis en células transfonnadas se sugiere que la ElB se 
aso ia con la Rad50. Será necesario repetir el experimento cromatográfico y detectar la 
inte~acción de la ElBrec con la Rad50 de células transfonnadas, para detenninar si la ElB 
en c~lulas nonnales no interacciona con la Rad50 a diferencia de lo que ocurre en líneas 
celu ares, lo cual, podría implicar que la asociación ElB-Rad50 requiere de alguna 
mo ificación post traduccional en Rad50, o de otra proteína presente sólo en las células 
tran fonnadas. 

Una opción que no se puede descartar es que la ElB no sólo medie la ubiquitinación 
de proteínas celulares, sino otra modificación que resulte en la redistribución intracelular 
que hemos analizado, no sólo del MRN sino de p53. Se ha reportado que el patrón de 
surntilación es modificado ante condiciones de estrés (como una infección). En el caso 
part cular de adenovirus, p53 es sumoilada en presencia de la ElB 55 kD (69). Las 
evid ncias penniten suponer que la ElB 55 kD no sólo participa en la ubiquitinación sino 
tam»ién en la surnoilación de proteínas celulares en líneas celulares. En este escenario y de 
acudrdo con nuestros resultados, la ElBrec se asociaría con las proteínas nucleares no 
mod~ficadas (como se observó con p53), y al modificarlas postraduccionalmente se alteraría 
la di~tribución intracelular de las mismas y la asociación con la ElBrec. 

Finalmente, los experimentos realizados en este trabajo penniten concluir que 
durante el ciclo de replicación viral en células nonnales, no se lleva a cabo la degradación 
de p~3 ni del complejo MRN y sugieren que la inactivación se da por la alteración en la 
distr~bución intracelular de estas proteínas. Esta alteración es inducida por la interacción 
con proteínas virales y es importante detenninar si las ElB y E4 están implicadas en la 
modificación postraduccional de las proteínas celulares. Los resultados en este trabajo 
mue~tran que las alteraciones celulares inducidas por adenovirus, y que han sido analizadas 
en líneas celulares no son necesariamente similares a las que se llevan a cabo durante la 
infeqción de células nonnales. 
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VI . Conclusiones 

:. El baculovirus recombinante expresa eficientemente a la ElB 55 kDa. 
:. El tramo de polihistidinas en el extremo amino terminal permite la interacción 

específica de la proteína recombinante a la resina con níquel. 
:. La redistribución de la ElBrec de citoplasma a núcleo, en presencia de la E40rf6rec, 

sugiere que estas proteínas interaccionan dentro de las células coinfectadas. 

I 

• Los resultados sugieren que la ElB recombinante permite reproducir la interacción 
con la p53 nuclear in vitro. 

• La interacción entre la ElBrec y p53 podría tener caracter hidrofóbico. 
• No se observó la degradación de p53 ni del complejo MRN en células humanas no 

transformadas infectadas con Ad5wt. 
• Durante el ciclo de replicación de Ad5wt en cultivos primarios hay un cambio en la 

distribución intracelular de la Mre 11 y de solubilidad de Nbs 1, Rad50 que podría 
resultar de la asociación de estas proteínas con la matriz nuclear. 

IX. ferspectivas 

Se observó que ni p53, ni las subunidades del MRN son degradadas durante la 
infe ción con adenovirus en células normales, sino redistribuidas hacia los centros de 
repli ación en la fase temprana. El hecho que estas proteínas sean inactivadas y reclutadas a 
los cFntros de replicación sugiere que se requieran para llevar a cabo funciones específicas 
que permitan completar eficientemente el ciclo de replicación viral, como se discutió antes 
para p53 (65). En este trabajo, el fraccionamiento subcelular, se diseñó buscando que las 
SOlu~'ones de extracción utilizadas no interfirieran la interacción de la ElBrec con la resina. 
Sin mbargo, es necesario buscar condiciones más astringentes que nos permitan confirmar 
los c mbios de distribución intracelular y de solubilildad de las proteínas de interés. Una 
vez lue se obtenga el fraccionamiento se podría determinar si p53, Mrell, Nbs1 y Rad50 
parti ipan en la expresión o replicación del genoma viral. Por ejemplo, se podría evaluar la 
asoc ación de p53 y Nbsl con ácidos nucleicos; la formación del complejo Mrell-Nbsl
Rad O asociado a DNA; y la activación de genes blanco de p53. 

El sistema montado durante este trabajo, ElBrec-Ni-NTA, permite reproducir la 
inter cción de la E1Brec con otras proteínas, por lo que es una herramienta útil para la 
iden~'ficación de proteínas asociadas a la ElB. Sin embargo, será necesario repetir los 
expe imentos cromatográficos para confirmar las interacciones observadas con p53 y la 
E40r 6, además de incluir a la E40rf3 y las subunidades del MRN, Mrell y Nbsl. Estos 
resul ados se deberán comparar con aquellos que arroje la repetición de las cromatografias 
utilizando extractos de células transformadas. Paralelamente se podrá analizar el tipo de 
modificación postraduccional de las proteínas asociadas a la ElB, en particular la 
sumoilación y ubiquitinación. 

Se ha reportado que la EIB puede asociarse a RNA de manera inespecífica in vitro, 
pero no se sabe si la proteína interacciona con ácidos nucleicos en la célula, o qué papel 
podría tener esta interacción en el mecanismo de exportación selectiva de mensajeros 



vira es. El sistema EIBrec-Ni-NTA podrá utilizarse para reproducir la interacción de la 
EIB con ácidos nucleicos (secuencias específicas de rnRNA y/o DNA). 

La EIBrec podrá utilizarse como antígeno en la obtención de anticuerpos 
espt'1cíficos que sirvan como herramientas adicionales para su estudio; en particular, el 
análisis, en la misma célula, de la distribución y tránsito intracelular de la EIB junto con 
una o más de las proteínas de interés: DBP, E4orf6, p53, Mrell, Nbsl y Rad50 por 
inrnrofluorescencias. 
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