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RESUMEN 

La infecciOn de c•lulas de mamlfero con •l virus d• la 

pol'~•liti•, praduc• un abatimi•nta en la slntesis de RNAm d• 

l•• mismas <Baltimare y Franklin 1962>. 

Evid•ncias en la literatura sugieren que el efecto se da 

a niv•l de iniciaciOn <Crawford y cols. 1981; Flores-Otero y 

cal!ll. 1992), 

Se ha reportado la pr•sencia de un inhibidor •n extractos 

citoplasmlticos provenientes d• c:tlulas infectadas con el 

virus d• la paliomelitis <Baladin y Franklin 1964; Bossart y 

c:ol11. 1982>. 

En ••t• 
detl!"rminar, 

trabajo, utilizamos tales 

si es pasible caracterizar 

extractos, para 

la actividad 

inhibitoria presente en los mismos, en un sistema de 

transcripciOn "in vitre•, que consta: 

al Del promotor tardlo de Adenovirus-2, clonado en el 

pllsrnido pBR322. La transcripciOn a partir de este promotor 

hasta et sitio Taq 1, da como resultado un RNA de 560 bases. 

bl De extractos celulares crudos de c:elulas HeLa, que 

contienen a la RNA polime~asa II y los factores nesesarios 

para l~ iniciaciO~ ~spec!fic:a. 

Al en~ay~r en nuestro sistema, diferentes concentraciones 

prol•icas de extracto citoplasmlticos provenientes de celulas 

infectadas, na se detecto, en esta fracc:iOn subcelular, la 

~r•••ncia d• ~n inhibidor d• la transcripciOn esp&clf ica. Asi 



misma, no se reprodujo el efecto ir1hibitor· io al cr· e incubar 

los •xtractos citoplasm•ticos infectados con el templado por 

dif•rentes longitudes de tiempo. Sin embargo, al preincubar 

los mismos con n~cl•os aislados de ctlulas H~la <Flores-Otero 

y cals. 19821, encontramos una inhibiciOn del 85-100% en 1a 

slntesis de RNAm de los mismos. 

Por lo que existen ~iferencias entre el 

transcripci~n "in vitre• dirigido po~ e! p r omotor t ar d ! e ie 

Adeno-2 y el sistema de nC.c1eos, que pen.~ i ten o r.o 

actividad del inhibidor; entre tstas proponemos: 

l. Que el inhibidor no se encuentre en fcrraa acti~a en 

las condiciores de ensay ~ del sistema tran;;cr i pe i ~H; 

vit,.o•. dir'igido por el promotor tardi:DS}'o di? Ader.o-2. 

2. Que se requiera de la. •struct ~ ra cromat!nica. para. que 

el inhibidor sea activo, 1adc q~e el blancc de la i t1hibiciC i• 

ouede ser protelna<sl que requ ! era estar 

dicha estructura. 

formando parte ~ e 

Considerando, que la subesptcie de la RNA 

que se ha. e1~ccn t r a.do unida C:j,C:tiva. 

tr·anscripciOr:, es la IIO <Gar.:ia-Carran::d. / cols. 1984 ! ; -=l'-lt­

la misma, es mo11ficada e~ c~lulas infectadas por polio ~º' · 

1 d éo r1 t i e a a la d.: 1 ó. i r. h i b i e i cm de i a 

transcripciOn !Pan3e! y ::ols. en v iado para su publicac10nli ~ 

que no se encue"tra en •I extracte celular c.-·udo C.J. l i li zaa<.. 

en nuestros ensavosl, P•rD si en forma ma v o ri taria en 

nOcleos <Velazquez y Rar: g~l co1N.i.nicac iOn personal i, 

2 



su9erimos: Que la actividad inhibitoria presente en los 

extractos citoplasmlticas provenientes de c~lulas infectadas, 

tiene coma blanco de acciOn a la RNA polimerasa IIO y que al 

no estar presente ~sta •n el extracto crudo, no fue posible 

det•ctar su actividad. 

3 



EL VIRUS DE LA POLIOMIELITIS. 

El viriOn del virus de la poliomielitis está con~tituido 

por una capside de forma icosahndrica, compuesta de 60 

subunidades, cada una de las cuales presenta 4 proteinas 0 Vp1. 

Vp2, Vp3 y Vp4; y de una cadena sencilla de RNA de polaridad 

positiva (igual a la del RNAm), de 7500 nucleótidos y de peso 

molecular de 2x10C6Jdaltones <Baltimore 1969). En su extremo 

3' presenta un residuo de 75 adenosinas aproximadamenete 

<Armst,..·ong y cols. 1972) y su extremo 5' consiste de un pUp 

unido en fo,..·ma covalente en su e;{trelilo 5' a una prot.eina de 

bajo peso molecular denolilinada VPg <Flanegan y col s. 

1977>.Por lo cual, este RNA difiere en el extremo 5' de los 

RNAm celulares que contienen un residuo metilado de guanina. 

El ciclo litico de polio contempla 4 fases ó estadios 

adsorción y penetración, fase de eclipse, expresión viral 

morfogenesis del virión. 

En el ~irus, cada una de las 60 subunidades de la cápside 

son potencialmente capaces de unirse a un ,..·eceptor celular )i 

parace ser que es Vp4 <Pla en la norr1enclat.u,-·a L434, Rucker·t. y 

Wimmer,1984) la proteina involucrada en dicha unión <Briendl, 

1971b). ALm9ue los ,..·eceptores celulares no estén bier, 

caracterizados, son altamente especificas v parecer· este·-' 

conformados por lipoproteinas v gliccprot.etnas !Lonberg-Holm. 

1975; Krah y Crowell, 1992). La unión virus-célula es 

esencialmente completada despues de los 15 minutos de 

4 



interacción, siendo independiente de temperatura <Davis y ces 

1980> y afectada por la concentraciOn iOnica y el pH de\ 

medio <Holland y 11cLer·en 1959>. 

Tras la unión a la superficie de la célula receptora, el 

virus sufre una s&rie de modificacioes, caracterizadas por 1> 

pérdida de la proteina de la capside P1a 2> una moderada 

disminuciOn en su coeficiente de sedimentación y 3> pérdida 

de infectividad, aunque la particu\a aón contiene un 9enoma 

funciona\ <Ruckert, 1976>. Se han su9erido por experimentos 

realizados "in vitro", 

mod i f i c ac i ór1 involucran 

que estadios 

procesos 

posteriores 

por 

de 

la 

membrana<Madhus, y cols. 1984; Zeichhdart y co\s 1985>, el 

desnudamiento se da en forma concomitan te a 1 a penetr·ac ioNMn 

del víriOn por viropexis <Luria y co\s. 1978) y es 

d&pendiente de tempeeratura <Davis y cols. 1980>. 

Tras la penetraciOn del viriOn a la célula huésped se 

inicia el estadio denominado de eclipse, en el que las 

funciones celulares tales como la transcripciOn y traducción 

son inhibidas <ver mas adelante) ; se denomina estadio de 

eclipsa por que en este momento no existen viriones con 

capacidad infectiva en la célula. 

En el caso de polio la transcripción y replicación son el 

mismo proceso ya que el r"esultado final de ambas es RNA de 

una sola cadena y de polaridad positiva. Par"a lograr ésto, el 

primer paso requerido es la for"maciOn de una cadena 

complementaria de RNA de polar"idad negativa <Baltimare 

5 



1967JtVer figura ll.Se han identificado dos actividades de la 

RNA polimerasa dependiente de RNA codificada por el virus; La 

primera copia heteropolimeros, con alguna preferancia por el 

genoma de polio y la segunda funcionando sOlo en el caso de 

formación de cadenas negativas a partir de cadenas positivas, 

con actividad de poliCUlpolimerasa, aunada, ésta, a un factor 

de origen celular <Dasgupta y cols. 1980; Baron y Baltimore 

1982 a y b;Van Dyke 1982 y Dasgupta 1983al, el cual parece 

estar involucrado en iniciaciOn ya que puede ser substituido 

agregando una cadena de aligo U al sistema<Dasgupta y cols. 

19801. Se ha encontrado que este factor celular es una 

proteína de 67kd capaz de autofosforilarse regulado por la 

presencia de dobles cadenas de RNA en el sistema. Se ha , 
observado que esta proteina es capaz de fosforilar al factor 

de iniciación de la traducción en eucariotes le-F2 IMorrow V 
; 

cols 1985>.La cadena de RNA naciente tendrá en su extremo 5 

un residuo unido a la proteina VPg, uniOn que requiere de ATP 

CTakegami y cols. 19831 CVe~ figura lJ. 

Esta cadena de RNA junto con la RNA polimerasa conformará 

el intermediario replicativo IBaltimore y Girard 1966>,en el 

cual se sintetizan las cadenas con polaridad positiva 

<Baltimore 1967; Oberg y Philipson 1971; Thach y cols. 1974 

Luria y cols.1976). [Ver figura ll. 

La ónica diferancia entre el RNAm y el RNA genómico es 

que, al recuperar el mensajero del polirribosoma no se 

encuentra VPg unida al extremo 5'. 
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FISURA 1. REPLICACION DEL VIRUS DE LA 

POLIOMELITIS. El genoma del virus de la 

poliornelitis, consiste de una molecula de 

RNA+ de ap,.·ox imadament.e 7, 500 bases, el 

cual tiene unida en su extremo 5' una 

pr·oteina de origen viral denominada VPg y 

en su extramo 3' una caden~ de poli-A. 

Tanto la replicación como la 

transcripción del mismo dan lugar a una 

cadena de RNA de polaridad positiva. El 

p,.·oc:eso consta de los siguientes pasos' 

La cadena de RNA+ da lugar a una cadena 

de polaridad negativ~ por la actividad de 

una RNA polimerasa codificada por el 

VÍf'US, ahunada esta, a un factor de 

orJgen celular; a partir de éste RNA y 

por la acción de la misma RNA polimef'asa 

se sir1tetizan en forma continua cadenas 

de RNA+, a este complejo se le denomina 

"Intermediario Replicativo". 
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Las proteinas de polio son sintetizadas en po\irribosomas 

IJIUY largos<300S>, conteniendo de 35 a 40 ribosomas por unidad 

<Luria y cols 1976>. 

E\ RNAm es un mensajero rnonocistrOnico, que se traduce a 

poliproteina de 200,000daltones denon'ti nada 

NCVP-OO<Jacobson y cols. 1970>. Esta poliproteina da lugar a 

todas las prote!nas funcionales del virus. La mayoria de 

dichos procesamientos son producto de un rompimiento 

proteolitico entre los residuos (g\utamina-9licinal, 

producido por una proteasa codificada por el virus "P3-7c 

<Kitamura y col s. 1981 H3C nomenclatura L434; Ruckert y 

Wimmer, 1984>. Hasta ahora la informaciOn sobre el 

procesamiento es la siguiente• la poliproteina se procesa a 

tres pr·oductos primarios•PL P2 y P3 <Kitarour·a y c:ols. 

[Ver Ugura 2J. 

l. Et precursor Pla 

1981) 

Este potipéptido, es el precursor de tas cuatro proteinas 

estructurales VPl a VP4 <Pla a Pld nomenclatura L434; Ruckert 

y Wimmer, 1984>. E\ procesamiento se lleva a cabo en dos 

etapas, originandos primero la proteina de la procápside VPO 

<P1ab> y las de \a capside VP1 <P1d> y VP3 <Ple> <Jacobson y 

Ba\timore 1968>;posteriormente \a proteina VPO da lugar, 

mediante un corte en los residuos aspargina-serina, a las 

proteinas de la capside VP2 y VP4<Jacobson y cols. 1970). 

8 



2. Et pr:ecur·sol" P2abc: 

El corte entl"e Pla y P2abc se produce entre los residuos 

de tirosina-glicina, por la acción de la proteasa propia 2a 

CToyoda y cols. 1986>. El precursor P2abc da lugar, por 

procesamiento, a las proteinas P2a y P2bc, y esta última a su 

vez, da lugar a las proteinas P2b y P2c. de func: iói·, 

desconocida CPallansch y cots. 19841. 

3. El precursor P3abcd. 

Hasta donde se sabe del complejo procesamiento de este 

precursor es que, a partir de P3abcd se produce P3cd • 

partir de la cual se procesan P3d la cual es ta precursora de 

la polimerasa CSemter y cols. 1983), de la proteina VPg, la 

cual se une covalentemente al extremo S' del RNA genómic:o 

CFlanegan y cols. 1977>. P3c que es la proteasa con actividad 

autocatalitica CHanecak 1984> y P3-3a que no se sabe su 

función ; por un procesamineto alternativo P3cd puede dar 

lugar a P3c'y P3d'CPallansch y 

desconocida. 

c:ols 1984>de función 

Una vez expresado el genoma viral, se forma el precursor 

protéico de la particula madura• la procápside IJacobson y 

Baltimore 19681 que al asociarse a una molécula de RNA+ pasa 

a formar et pro-viriOn CFernández Tomás y Battimore 1973>. 
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FIGURA 2. MAPA DEL PROCESAMIENTO DE LAS 

PROTEINAS DEL VIRUS DE LA POLIDMELITIS. 

El RNA del virus de la poliome\itis se ha 

dividido en tres r·egiones para su 

estudio• P1, P2 y P3. E\ RNA se traduce 

en una poliproteina que posteriormente 

se procesa para dar lugar a todas las 

proteinas de\ virus. De función conocida 

son VP1, VP2, VP3 y VP4 Cproteinas de la 

capsidel; 2a y 3c < proteasas) ; VPg 

Cprateina unida en forma cova\ente al 

extremo 5' del RNA de\ virionl y 3d 

<forma parte de \a RNA 

<Ruckert y Wimmer, 1984>. 

pal imerasa >. 
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Esta mol6culas, mediante el procRSa111iento de VPO a VP2 y VP4 

se convillf'tlt en el viriQn iaaduro e infectivo. 

Inhibición de las funciones celulares por el virus de la 

poliomielitis. 

1. Inhibición de la Traducci6n Celular. 

La inhibición en la i ncorpor·ac i On de aminoacidos 

radíoactivos a las proteinas celulares se detecta dentro la 

primera hora después de la infección, alcanzando un maxiroo 

alrededor de las tres hor-as. Para que se lleve a cabo dicha 

inhibiciOn no se requiere la expresión del genoma vir·al 

CBablanian, 1972>. 

En ta actualidad, sor1 tres las posibles causas que se 

aceptan para explicar este fenómeno: 

a.-Existe evidencia que propone la ir1activaci6n, por la 

infección viral, del complejo de iniciación <CBP>, que 

recor1oce al residuo de 7mG ppp <cap> en eucariot.es <Rose y 

cols. 1978; Ehrenfeld, 1982>.La inactivacion aparentemente se 

produce por la d~radaciOn de un polipéptido de 220kd que 

forma parte del complejo. La degradación, aparentemente se 

lleva a cabo en forma indirecta por la proteasa 2a <Emini y 

cols. 1984 y Ber·nstein y cols. 1985> • 

b. -En axper-imer1tos de tr-aducción •in vitre•, se encontró que 

a altas concentraciones de K+ se favorece la traducción viral 

y se inhibe la celular <Saborio y cols 1974>. Ha sido posible 
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detectar que la infección con polio, pr·oduce cambios en la 

permeabilidad de la 1'11embr·ana celular, acuroulándose iones 

monovalentes, c:omo el sodio en el interior de la célula 

<Nair, 1984). Se ha propuesto que este cambio osroótico inhibe 

la traducción celular y favorece la viral <Carrasco y Smith 

1976J Alonso y Carrasco 1981; Sanchez-Trujillo>. 

c.-La última hipótesis expuesta hasta la fecha para explicar 

el fenómeno de la inhibición de la traducción propone la 

asociación de proteinas virales a ribosomas y su subsecuente 

modificación. Steiner·-Pryer· y Cooper· ( 1973) aislarón r11utantes 

de polio defectivas en la inhibición de la traduccjón. Todas 

las mutaciones se localizarón en la zona del genoma del virus 

que codifica para la cápside. De acuerdo a ésto se propuso el 

modelo del ecuestrón, ésto es, la unión especifica de 

proteinas virales a la subunidad ribosomal 40s, con lo que se 

facilita la unión del RNAro viral al r· i bosor;1a. En células 

infectadas con poliovirus, las proteinas que cosedimentan con 

la subunidad ribosomal 40s son VPO, VPl y VP3 todas ellas 

proteínas estructurales de la procápside <Wright y cols. 

1974>. En el laboratorio Cantero-Aguilar <Virology en prensa> 

encontró marca proveniente de proteina estructur·al del virión 

asociada a polisomas desde tiempos tempranos de infección 

<proteina no sintetizada "de novo"> y por otro lado 

Arevalo-Gallegos y cols. <enviado para su publicacion>, 

encontraron a tiempos tardios de infección, a las proteínas, 

VP1, VP2 y VP3, asociadas a polisomas activos en traducción 
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Vil"'a\. 

2. Inhibición de la tr-anscr-ipci6n dependiente de la RNA 

polime!"'asa rz. 

En 1962, Baltirno,.·e y Fr-ankl in encontraron c:¡ue la 

infección de células L de ratón con picor·navir·us da lugar· a 

la inhibición de la transcripción celular. 

Dicha inhibición no es el resultado de un incre~ento en 

la velocidad de degradación del RNAm (Colby y cols. 1974), 

asi como tampoco es debida a una alteración en la estructura 

o actividad de la RNA polimerasa II solubilizadaCsubespecies 

Ila y Ilbl CShwartz 1974; Aprilleti y Penhoet 1974; Apriletti 

y Penhoet 19781.Sin embargo ha sido reportado que la 

subespecie unida a cromatina es la IIoCGarcia-Carranca. y 

cots. 19841. Estudios recientes en el laboratorio <Rangel y 

cols. e nviado para su publicación>, han demostrado c:¡ue tras 

la infección con polio, la RNA polimerasa IIO se ve 

modificada con una cinética idéntica a la de la inhibición de 

la transcripción. 

Apriletti 11978>, ensayó la transcl"'ipción tanto de un 

templado control como de un infectado y encontró que la RNA 

po\imerasa 11 era capaz de transcribir de forma inespecifica 

a partir de ambos templados, de lo cual se deduce c:¡ue el 

templado no ese encuentra modificado. 

Por· otro lado, ut.i 1 izando el detergente Sar·kosyl, el cual 
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tiene la propiedad de eliminar 

templado e inactivar la RNA polimerasa soluble <C een y cols-

19751, pero que respeta a aquella polimerasa que ha iniciado 

cadenas de RNA "in vivo" <Gariglio y col s. ·974, Gariglio 

1976), se encontYó que a las 2 horas post-. ·'?cción, el 

nl'.rn'1ero de RNA pol irnerasas unidas al ter.1plado h¿1bia d1c··'~·•ddo 

en un 50% <Flores-Otero y cols 1982l. El ante,.-·ior result. 

junto con los antecedentes mencionados hasta ahora, llevan a 

considerar a la iniciación, como el evento en el 

inhibe la transcripción. 

cual poi. io 

Crawford y cols. en 1981 encontraron que un e>~t.....-2.cto 

ECT (Manley y col s. 1980). proveniente ·je celula,.-· total 

células HeLa infectadas con poliovirus, es de 

transc,.-·ibil'"· especifícamente 11 iri vitro 11
> pero sí 

extracto se la adiciona extracto S-100Cconteniendo factores 

celulares nesesarios para la transcripción) proveniente d>e> 

células Hela no infectadas, la transcripción espec1f ica 

restaura. Este resultado sugiere la deficiencia en algon 

factor requerido para la iniciación especifica en el extracto 

proveniente de células infectadas; aden·1ás del experime11to 

anterior, se hicieron ensayos de transcripción mezclando 

extractos infectados y control, obteniéndose transcripción 

especifica. Esto sugiere la ausencia o 

inhibidor en los extractos. 

inactividad de un 

Por otro lado se ha sugerido la presencia de un inhibidor 

en los extractos citoplasmáticos provenientes de células 

14 



i ~f ~ctadas con M~~gcvirus, ya que el incubarse con noclecs 

aisladu~ ~~ células ne infectadas, se inhibe la sintesis de 

f-.1.fh ( Ba ~ a.1.H n y Franklin 1964 >. Bossart y cols. ( 1982>, 

e1~Dntro que un extracte citoplasmatico, aislado de células 

sintesis de RNAm, con poliovirus inhibe la 

nócleos de células HEp-2 no infectadas. La 

::.i:.i, ¡ t;1c:1on detectada, tanto "in vitre" como "in vivo" 

'-'°";. ¡,cicle con la acumulación de proteina vir&l en el nóclec 

\ i; :.t: i 1Z y c:cts. 1982; Fer·nandez-Tómas. 1982;Bossart y cols. 

Er1 el labor·atorio CNut\ez 1984>, encentro una proteina de 

•~1 cJuJ~r de 35,000 daltones que se acumula en nócleo y 

~. L~p l aLma durante la infección con poliovirus 

4 .. , ~ 1 1tern;;inte tiene afinidad por la cromatina. 

y que 
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EXPRESION DE GENES EUCARIOTES. 

Los organismos eucariotes presentan un vasto acer·vo 

gen~tico, siendo asl, llegan a tener 1000 veces mas ¡a 

cantided de DNA de un organismc procariote y pueden &~presar 

alrededor de 50,000 ger&s a difer&rcia de 3,000 expresados en 

E. coli <Bra.dburyycols. 19811. 

La regulaciOr de la e~presiOn ~enética es complicada 

ocurre a varios niveles, une de les ffi~S importantes es 

iniciación de Ja transcripción, ya que éste es el 

el que se determina la producci~n o no del 

protelnas. Es por •sto qae dssde los esbozos d~ l a E¡ o 1 G·:; ! a 

Molecular, los it1vestigadores se har1 3.\/GC:Z..dC d 

entender Jos elementos involvc~ad.os 

serian, secuencias esDeclflcas er el DNA, RNA palimerasas 

factores celulares. 

Dado que en este tr?bajo se abordo el 

infecciOn viral sobre Ja iniciación de Ja transcripclO~. 

continuaciOn se discutiran los e-le-me-ntos requJatorios 

involucrados en el proceso. 

1. Sitios en el DMA importantes para la iniciación especifica 

dependiente de RNA polimerasa II. 

El desarrollo de nueva tecnologia, como la secuenciaciOn 
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la mutagenésis "in vi t,.-·o" y la de ácidos nucleicos, 

ingenieria genética, han permitido localizar secuencias 

especificas y r·elaciona,.-.las, f une i ona l rroente, con la 

iniciación espécifica de la transc,.-.ipcioNMn. 

a.- La caja TATA 

Se encuent,.-.a a -32 pb del sitio de iniciación de la 

cadena de RNA. Es indispensable para c¡ue se lleve a cabo la 

iniciación especifica de la transcripciónlWasylyk y cols. 

1980b.; Mathis y Charr1bon 1981.; Hu y Manley 1981 y Lee y cols. 

1982), ya c¡ue parece ser la responsable de situar a la RNA 

pal imer·asa II en el sitio correcto pa,.-·a inic i ar· 

especificamente <Bensimhow 1983). 

En los pr·omotor·es en los c¡ue no ha sido posible detectar· 

una caja TATA, se sigue llevando a cabo la transcripción 

especifica a partir del sitio +l. Tal es el caso de varios 

9e1-.es vi,.-.ales como se,.-.ian los genes tempranos de Adenovirus-2 

E2 y IV2 y el promotor tardio de SV-40.Eri este último se ha 

localizado una secuencia substituta de 11pb c¡ue va de -21 

a-30pb, la cual funciona como se~al de inicio <Brady y cols. 

1982>. 
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b.- Las repeticiones de 21pb y la caja CAAT 

En e\ promotor tempr·ano del virus SV-40, entre -100 a 

-40pb del sitio de iniciación, se encuentran tres 

repeticiones de 21pb cada una de ellas con dos secuencias 

ricas en G-C. Esta secuencia ha demostrado jugar un papel 

importante en la determinación de la cantidad de RNA 

sintetizado tanto, "in vivo" como "in vitro", ya que parece 

facilitar el reconocimiento de la caja TATA. Ha sido sugerido 

que esta región actóa en for·ma ir1dependient.e, en la 

transcripción del promotor temprano IEverett u cols.1983l 

como del promotor tard1o <Baty y cols 1984; Mishoe y cols. 

1984>. Mishoe y cols <1984), a través de la construcción de 

plásmidos recombinantes, encontraron que al separ·ar· las 

regiones de 21pb de otras secuencias promotoras de SV40, la 

tr·anscripci,On se lleva a cabo en secuencias substitutas y en 

forma bidireccional. Lo que sugier·e un posible papel 

activador de esta región. 

Por otro lado se ha encontrado en los vir·us de 

Epstein-Barr <Farrel y cots. 1983> adenovirus-2<Her1 y cols. 

1982.• Jove y Manley 1984), en el gene para la ovalbómina 

<Ber1oist y col s. 1980> y fibroina <Tsuda y Susuki 1981 l, una 

región con la secuencia cor.censo 5·'GGCCAATCT <caja CAATJ, 

localizada de -70 a -50pb del sitio de iniciaciOn. Esta 

región parece tener relación con al activacion de la RNA 
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pol imerasa II<Bensi111how 1983>. 

c. Secuencias estimuladoras o "enhancers". 

Un te,-.cer· tipo de secuencias irnpor·tantes par· a la 

regu 1 ac i On de la tanscripción son las secuencias 

estimulador·as <SE> <Bensoit y Charnbon 1981 ). Se encontrar-On 

por primera vez en virus animales como son Adenovir-us-2 

<Hearing y Shenk 1983> y SV40 <Benoist y Chambon 1981>. Este 

óltimo conformado por la repetición de 72 pb, localizadas 

entre las bases -1143 a -257, por lo menos una de éstas dos 

secuencias es r1ec:esaria para \a tr-ansc:ripciOn de los genes 

tempranos de SV40 <Byrne y c:ols 1983>. 

Las SE son secu1mc i as capaces de i nc:rementar- 1 a rr1agn i tud 

de ta transcripciOn var-ias veces, sin importar la orientación 

ó posición de la misma. 

1'1oreau y col s. < 1984b l encor1tr-ar·ón que la SE de SV40 era 

capaz de incrementar la transcripción, aun al ser clonados en 

pt6s1r1idos que contentan los pr·omoto,-.es tardios de Ad-2 O de 

cono.albumin.a; siendo este incremento independiente a la 

orient.aciOn de \a_ SE pero si sensible .a la distancia del 

sitio +t. 

Por otro lado Wasylyk, en 1983, encuentra que, si los 

etefl<er.tos pr·oft.otor-es •star1 ,;; •1s?.-. ~ . .,~ O son mutados, las SE 

Pf"OltUelllt'f't la tanscr' tpctOn • part:.t· de secuencias substitutas 
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que sólo funcionan si el estimulador está presente. Estos 

autores proponen a las repeticiones de 72pb como el sitio de 

entrada a la RNA polimerasa Il, ya que la SE de SV-40 

incrementa el nómero de RNA polimerasas asociadas<Treisman y 

Maniatis 1985 y Weber y Schaffner 1985). La RNA polimerasa 

viajará en ambas direcciones hasta encontrar Ltna secuencia 

promotora a la cual pueda reconocer; la polimerasa tendrá 

preferencia por esta zona y concomitantemente esta zona 

tendrá un arreglo espacial especial dentro del a 

través de la inducción del desnudamiento de la zona promotora 

CJongstra y cols. 1984>; este arreglo bien se puede dar por 

\a interacción diferencial con factores del huésped 

c c. 1 s 1 982 > • 

(Laiff11ns 

Se han encontrado SE en genes celulares como en la 

cadena pesada de \as inmunoglobulinas ó en los gene:::. 

inducibles por calor de Drosophila CPelham 19821. También se 

han encontrado en retrovirus, en el virus de tumor mamario de 

ratón MMTV <Hageer y cols. 1983), el virus del sarco1i1a de 

R~us RSV <Capecchi y cols. 19831 ó el virus de sarcoma murino 

de Moloney Mo-MSV <Verma y cols. 1983>. 

Es importante hace,.· notar que todos los experimentos 

funcionales para las SE se han hecho "in vivo". Sólo en Utr 

caso se ha reportado la est.imulación de la transcripción "in 

vi tro" donde no se encont,.·aron rnuchas de 1 as caracter i {OS}·' st i cas 

reportadas <Sassone Corsi 

estimulaci6n a distancia. 

y cols. 1984)' tál como la 
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2.- Factores Celulares que Inter-·vienen en la Tr·anscripción 

dependiente de la RNA pol imerasa 11. 

En los primeros intentos de establecer un sistema de 

transcripción "in vitre" , utilizando un templado suplementado 

con RNA polimerasa II. quedó de manifiesto que dichos 

componentes no eran suficientes par-·a lograr la iniciación 

especifica; dicha especificidad se encontró al incluir en la 

reacción extractos celulares relativamente crudos CMa n ley y 

cols. 1980J Weil y cols 19?9bl. 

En 1980 Matsui y cols., a partir del e xtracto cel u lar 

proveniente de células humanas KB-SlOOI capaz de realizar 

transcripción especifica "in vitre" dependiente de RNA 

pol imer-·asa exOgena l, r·ea l i zar·on un fracc ion ami ent.o del misr110 

en fosfocelulosa, DEAE- celulosa y DNAcelulosa. Por otr·o lado 

Samuels y cols. 119821 hicieron un fraccionamiento similar de 

un extr·acto completo de células HeLa <extracto de Manleyl. 

Ambos encontrarón cuatt"o fr·acciones las cuales eluyen en 

ambos casos en el volumen muer· to, 0.6 

fraccionamiento con fosfocelulosa y que 

y 1M 

contienen 

del 

los 

elementos nesesat"ios par·a que se lleve a cabo la tanscripciOn 

e.spec 1 f i e.a. En ambos casos se encontt"6 que una de las 

fracciones que eluye en 0.6M inhibe la tr·anscr ipc i On 

inespecifica ;poster· iormente la identificat"ón como la 
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proteina poli<ADP>ribosa, la cual tiene una actividad 

enzimatica que repar·a cortes de una sola cadena <Nicks>. Por 

otro lado, se sabe que la RNA polimerasa II es capaz de 

iniciar transcr-ipcioNttn ir.especifica en dichos sitios de 

corte o "nicks" <Roeder 1976>, con lo que la poli<ADP>ribosa 

podr·ia inhibir- la iniciaciOn inespecifica el irninando los 

"nicks" que existieran en el templado CSlattery y cols 1983>. 

A par-tir de células de tumor ascitico de Ehrlich, se ha 

purificado un factor proteico de 40,000 daltones denominado 

S-II, el cual estimula la transcripción deper1diente de RNA 

pot imerasa II "in vitro" < Sekirnizu y cols 1979; Sekimizu y 

cols 1981 >. Al agregar- anticuerpos contr·a S-II en nocleos 

aislados de células de tumor ascitico de Ehrlich, o en un 

lisado de células HeLa, se encuentra que es selectiva~ente 

inhibida la transcripción sensible a amanitina <Sekimizu y 

cols 1981; Ueno y cols. 1981 ), lo cual hablar· la de la posible 

interacción del factor S-II con la RNA polimerasa II. 

Recientemente Horikoshi <1984> describió la formación de 

un complejo entr-e la RNA po\imerasa II y e\ factor S-II, el 

cual se presenta aun en la ausencia de DNA O nucle6tidos, 

aunque, en pr-esencia de éstos, dicho complejo es mucho mas 

estable; Horikoshi< 1984> también encentro que este co111plejo 

perdur-a a través de la elongaciOn. 

La funciOn ·exacta del factor S-II aun no se conoce, pero 

se sabe que la RNA polimerasa II es capaz de transcribir "in 

vitro" en ausencia del factor <Roeder· 1976>, por lo que se 
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cree que no tiene función de enziMa catalitica. 

Hasta ahor·a, se han encontrado que todas las regiones 

impo,-·tantes en los promotores tienen interacciones con 

factor<es) de la célula. Siendo asi, Davison, en 1983, 

encont,.·O un factor· a partir de un extracto crudo (Manley y 

cols 1980), el cual interactoa con la caja TATA (del promotor· 

tar·dio de Ad-2 oNM del promotor· del gene de la conoalboroina>, 

formando un complejo en ausencia de la RNA poi II, el cual es 

nesesario pero no suficiente Cya que al utilizar secuencias 

similares a la caja TATA, se da lugar a la formaciOn del 

complejo, pero no asi a la transcripción especifica> para que 

se lleve a cabo la tanscripciOn especifica.Algunas de las 

pr·opiedades de este factor son muy semejantes a las de la 

prote1na actina <Egly y cols. 1984). 

Por otr·o lado, Dynan y Tjian (1983 a y bl a partir de 1.m 

fraccionamiento de células HeLa, repor·tar·on un factor 

proteico <Sp1) el cual interactóa en forma especifica con la 

r·egi6n de repetición de 21pb en el promotor temprano del 

virus SV40; dicha protein~ ha demostrado ser un elemento 

necesario para la activación de dicho promotor. Los autores 

pr·oponen un modelo para explicar esta activación, en el cual, 

la región de repeticiones de 21pb junto con el factor Spl 

unido en sitin-s especificos, dan luc;¡ar a la for1nación de un 

cm11plejo de init:iacion entr·e \as 21pb y la caja TATA, que 

incluye a la RHA pol II y otros factores. Dicho complejo 

est.:ar·ia en pos1ci.ón para inic~ar la sintesis de RNA y la caja 
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TATA y facilitaria el paso a través de la abertura de la 

doble hélice. 

Por altimo Seholer· y Gruss < 1984>, demostrar·on el 

requerimiento de moléculas celulares para el funcionamiento 

de templados que contengan secuencias estimuladoras. Dichas 

fol'"·ma moléculas i nter·actóan con alta afinidad, en 

célula-especifica y/o tejido-especifico. 

3.- RNA polimerasa II. 

La RNA polimerasa Il, es la enzima responsable de la 

transcripción del RNA heterogéneo nuclear, el cual a través 

de procesamiento da lL1gar al RNA mensajer·o. Se local iza en e:·\ 

nucleoplasma y es sensible a bajas concentraciones de 

amanitina CRoeder, 1976>. La enzirt1a pesa alrededor· de 500,000 

da l tones y consta de apr·ox i r11adamente 1 O subun i dad es de 

caracter Acido. En la célula se pueden localizar tres 

especies de la holoenzima, estas son• 110, IIa y !lb, 1 as 

cuales difieren tanto en el peso molecular de su subunidad 

mayor <Ilo-240kd, Ila-214kd y 1Ib-180kd), como en el grado de 

fosforilaci6n de esta misma subunidad CIIo>Ila>IIb>. 

Aparente111ente en la levadura un sólo gen codifica par·a 

las tres subunidades <Ingles y cols. 1984). Tanto la RNA 

polimerasa IIO como la Ila son especies que se pr·esentan en 

for'ma natural en la célula CWoo-Yeon y Dahmus subm), siendo 
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la Ilo la que se ha encontr-ado unida cr-omatina 

<Ga.r·cia-car-r'anca 1984>. La RNA poli111eras Ilb no se detecta en 

extr· actos celular-es completos y par·ece provenir· de una 

prcteól isis limitada de la r-egi6n e terminal de las 

subunildades Ilo y/o IIa.<Woo-Yeon y Dahmus enviado para su 

pub ti -::.ación>. La r·egión C ter-minal de las subunidades I lo y 

!Ia. está constituida pOF" 52 repeticiones de siete 

aminoácidos Tyr--Ser-Pr-o-Thr-Ser·-Pr-o-Ser. Anti cuer·pos 

monoclonales dirigidos contr-a esta zona, inhiben la 

tl"anscripción especifica pero no asi a la inespecifica 

CDahmus y Kedinger- 1983>, por lo que esta región debe de 

jugar un papel impor-tante en la fidelidad de la 

transcripciOn. 
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FIGURA 3. SITIOS EN EL DNA Y FACTORES 

CELULARES INVOLUCRADOS 

TRANSCRIPCION DEPENDIENTE 

EN 

DE 

LA 

RNA 

POLIMERASA Il. Las siguientes, son las 

regiones en el DNA que se ha sugerido son 

i '''portantes en la tr·ansc:r ipc:íón 

dependiente de la RNA polirr.er·asa II 0 La 

caja TATA a -32pb es responsable de 

situar a la RNA polimerasa II en el sitio 

+1, interactua con un factor- dando lugar­

ª un complejo de preiniciación nesesar-io 

per·o no suficiente para la tr·anscr·ipción; 

Las repeticiones de 21pb Cde-40 a -1101 y 

el factor Sp1 ir11portantes en la 

activación de la RNA polimerasa II en 

SV-40 y 1 a c Jª CAAT, SLt homologo en otr·os 

sistemas; Las secuencias esti~uladoras de 

la transcripción (de -113 a -257) _. 

interactuando con facto~es tejido/célula 

especificas; el factor poly IADP-ribosal, 

el cual el irY1ina transcripción 

inespecifica y por ultimo el factor SI I 

::¡ue for·r11a cor11ple:·jo co;1 ta RNA pol i111er·asa 

1I. 
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4.- TranscripciOn ''in vitro'' dependiente de RNA polimerasa 

II. 

Paf"a lO<;ir·ar· la tanscripciOn en un sistema l ibr-e de 

células que mantenga la iniciación especifica se requieren de 

cuatf"o elementos• un templado que contenga un promotor 

fuerte, la RNA polimerasa II, un extracto celular que 

contenga los factores celulares nesesarios y los cuatr·o 

ribunucleotidos; todo ésto en presencia de una concentración 

de sales optima. 

Hasta ahora se han r·epo..--tado t..-· es sistemas de 

tr·anscf"ipciOn "in vitr·o'' dependientes de la RNA poliruerasa 

I I. El primero fué reportado por Weil y cols. ( 13?9 

bJ. En el se utilizo un extracto citoplasmático proveniente 

de células KB humanas denominado S-100 !difiere con un 

extf"acto citoplasmático nor·mal en gue después de la obtención 

del extracto, éste, se centrifuga a 100,000xg durante una 

eliminando or·ganel os y estructuras g..-·andes); C:Ofí10 

templado un fragmento del promotor tardio de Adenovirus-2 

clonado en el plásmido PBR-322, (COf"tado en difer·ent.es sitios 

pf"establecidos> y por último, a la RNA polimerasa I I 

exOgena. Al real izaf" los ensayos se encontraron transcr·itos 

''truncados''del tamano esperado y con la estructura de 

cubierta ("cap"); con lo que se demostf"o que el sistema es 

capaz de iniciar' la tr·anscripción especifica. 

El se<;iundo <Manley y cols. 1380> utilizando un extracto 
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COMpleto y ralativalhente crudo, proveniente de células HeLa 

de carcinoma de cérvix uterino, junto con un templado igual 

al utilizado en el siste-. descrito por Weil <1979 b>, con la 

difer·el"tcia que el extracto no requiere de la adiciOn de RNA 

po\imerasa II exOgena. Parece ser que la eficiencia de este 

sistema es Mayor que el reportado por Weil. 

Por ultiMo el sistema desarrollado por Dignam y cols 

<1983 a,b> en el que se utiliza un extracto proveniente de 

nocleos aislado se células HeLa, el cual se trata con una 

concentraciOn de NaCl 0.42", el extracto puede ser utilizado 

talllbién para la transcripciOn catalizada por la RNA poli•era 

III. 

Los sistemas de transcripciOn ''in vitre'' han servido 

para dilucidar 111Uchos de los eventos que tienen lugar en la 

iniciaciOn de la transcripciOn, algunos ejemplos de ésto son: 

1. requerimiento de hidr01isis del 

iniciar la transcripciOn <SaMuels y 

enlace 

col s. 

del ATP 

1984). 2. 

para 

La 

caracterizaciOn del sitio ''cap''cOSto el sitio de iniciaciOn 

de la transcripciOn <Wein•ann y cols. 1983>, etc. 

Dada la complejidad de los procesos 111Dlecul•res en los 

•i•temas eucariotes, ha sido nesesario, para lograr- recopilar 

infor·111aci6n sobre los mismos, utilizar sisteinas lllOdelos; los 

cuales p,..esentan ventajas, como serian, ••nifestar 

características del genoma de células eucariotes y a la vez 

mostrar simplicidad en su .anipulaciOn. 

Entre estos •i•temas modelos encontraMOs a los de 
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transcripci6n "in vitro" descritos anterior-mente. El l ogr·ar· 

reproducir- en éstos, procesos y eventos que afecten a la 

célula in.t99r-a, es de '3f'"an importancia par-a el 

de los mis1111os 

en tend i r11 i en to 
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OBJETIVO 

OSJETIW GENERAL. 

Deter111inar, si es posible c:a.r·act.erizar- la ac:t.ividad 

supresora de la tr·anscr·ipc:iOn Cpresent.e en fracciones 

c:it.oplasmátíc:as de células infectadas> en un sistema de 

transc:ripc:iOn "in vit.ro". 

OBJETIVOS PARTICULARES. 

Para poder· c:umpl ir con el objetivo c:ieneral, nos hemos 

planteado los siguientes objetivos particulares• 

a.-Oesarrollar un sistema de tr·ansc:ripcíOn "in vitl"o•, que 

sea dependiente de RNA polimer·asa II y capaz de iniciar a 

partir de un promotor· eucar·iote fuerte. 

b. -Establecer· el efecto que tienen los extractos 

citop\asir1áticos provenientes de células infectadas sobr·e la 

transcripci6n especifica. 
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ESTRATEGIA 

Para cumplir con nuestros objetivos, nos hemos planteado 

las si9L1ientes estrate9ias' 

1.Desarrollar un sistema de transcripción "in vitre" 

1.1 Como fuente de factores transcripcionales y RNA 

polimerasa II, se obtuvo un extracto celular total, corno el 

reportado por Mantey y cots. en 1980, 

He\a. 

a partir de células 

1.2 Se propagó y extrajo de bacterias E.coli, al p~asrn1do 

pLax, et cual contiene el promotor tardio de Adenovirus-2 que 

fungió como promotor eucariote fuer·te en el sistema. 

el efecto de extractos c i top t asrroat i cos 

pro~enientes de células infectadas, 

especifica de nuestro sistema. 

sobre la transcripción 

2.1 Tras la infección con el virus de la poliomel1tis a 

células HeLa, se realizó una extracción citoptasmática. 

2.2 Se ensayó el efecto de diferentes concentraciones del 

extracto citoplasmático infectado sobre el sistema de 

transcripción "in vitre", y se determinó, si alguna de ellas 

inhibe la transcripción especifica. 

2.3 Se preincubO, a diferentes tiempos, el 

citcplasmático infectado con el templado de DNA<Bossart.y 

cols. 1984>, y se estudió, el posible efecto sobre ta 

tl'·anscripciOn especifica de nuestro sistema. 
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MATERIALES. 

1. Mat•rial Bto109ico. 

La linea celular HeLa, proveniente de c~ncer de cérvix 

uterino. Se obtuvieron apartir de la American Type Culture 

Collection <ATCC>. Se propagaron en el laboratorio del Dr. 

Carlos Fern~ndes-TOmas a una densidad de 3-6x10 cels/ml. 

b. Se trabajO con el tipo 1 <Mahoneyl del virus de la 

poliomielitis, en el pasaje 25 de su propa9aciOn en el 

laboratorio del Dr. Carlos Fern~ndes-TOmas. Se obtuvo del 

laboratorio del Dr. David Baltimore del Instituto Tecnolo9ico 

d~ Massachusetts <MITl. 

c. Como templado se utilizo el promotor tardlo de 

Ad•novirus-2, clonado en el pl~smido PBR-322, dando como 

resultado el plasmido Plax <Amp-Rl. Se obtuvo del Dr. R. 

Tjian de la Universidad de Serkley, CA,E.U.A., quien lo 

obsequio al Dr. P. Gari9lio. La cepa de bacteria E.coli HB101 

<Amp-R,Tet-R>, en la que el plasmido es propagado fue un 

obsequio d•l Dr. G. Guarneros. 
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2.Reactivos. 

a.El cloroforMo, bicarbonato de sodio, fosfato de sodio 

MOnobAsico dihid,..atado, acetona, alcohol isoami 1 ico, clor·uro 

de calcio, hidróxido de sodio, clo,..uro de sodio, glucosa, 

cloruro de magnesio heptahidratado, glicerol, cloruro de 

potasio, fosfato de sodio dibásico, fosfato de potasio 

monobasico, carbonato de sodio, tartrato de sodio potasio y 

sulfato de cobr·e 

J.T.Baker<México>. 

pentahidratado fueron obtenidos de 

b.El tritón X-100, ditiotreitol, HEPES, adenosina S' 

trifosfato, uridina 5' trifosfato, guanosina 5' t,..ifosfato. 

citidina S' trifosfato, 

tris-base, albómina de 

clol"amfenicol, 

suero bovino, 

mercaptoetanol, 

aminoácidos no 

esenciales, amanitina, lisozima, reactivo de folin, TEMED, 

RNasa A y ampicilina fueron obtenidos de Sigma Chemicals, Ce. 

< EUA>. 

e.El azul de bromofenol, xileno de cyanol, bromuro de 

etidio, fenol ultrapuro, for·mamida, y persulfato de amonio 

fueron obtenidos de BRL <EUA>. 

d.La arnberlita MB3, acrilamida, NN'-metilenbiac,..ilamiaa y 

a9a,..osa fue,..on obtenidas de BDH <EUA>. 

33 



e.La bactitriptona, extracto de levadura, 

casa-aMino6cidcs fuer-en obtenidos de DIFCO <El.JA>. 

agar y 

f.El etanol absoluto, tolueno, acetato de sodio, sulfato 

de amonio y .leido acetico fuer·on obtenidos 

<MeNMxico>. 

de Mer-ck 

g.La urea y sacar-osa recristalizadas fueron obtenidas de 

Shwar-tz-Mann <EUA>. 

h.La penicilina G. pot!sica y el sulfato de estreptomicina 

fueron obtenidos de Far-maceóticos Lakeside <México>. 

i.E1 medio mtnimo esencial 

Gibco-Laboratories, Inc CEUA>. 

<MEMl fue obtenido de 

j.Las bolsas de diálisis fueron obtenidas de Spectrum 

Medica\ Industries, Inc<EUA>. 
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COMfosicion y pr·epar·aciOn de las solucior1es. 

En la pr-eparaci6n de todas las soluciones se empleó agua 

bidestilada. Se esterilizó por autoclave CEA> a 15lb/cm2 de 

presión a 120C dur·ante 20 rilin. o por· filtración <EF> a traves 

de membranas Millipore HWPA C0.22 um>. según se indique. Se 

guardó a temperatura ambiente, a 4C o se congeló a -20C como 

se sefta\e en cada solucio<DS>'n. 

Preparación de los ten1plados. 

Medio L. 10gr. de bactotriptona, 10gr de NaCl. 5gr dE· 

extracto de levadura y 1 ml de NaOH 2M. Aforar a 

. • guar·dar- a 4C. 

l t . EA 

Cajas agarosa-br-omuro de etidio. Disolver agarosa en agua a 

una concentr-aciOn de 1%. Aftadir 0.5 ug/ml de EtBr, 

vaciar de 20 a 25ml en una caja petri. 

agitar y 

Solucion 1. O.OS M de glucosa, O.OtM de EDTA ph 8.0 y 0.025M 

de·Tris-HCl pH B.O EA y guardar a 4C. 

Solución 2. Prepar·ar- fresca. 0.2N de NaOH y SDS al 1% EF. 

Solución 3. 3M de acetato de sodio pH 5.0, 24.489r de 
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N&CC2JHC3JOC2l 3HC2JO + HOAc glacial. Afor ... r· a 1001A\. 

debe quedar justa. EA 9L1ar ·dar· a temperatura ar11biente. 

e\ pH 

Amortiguador TE. 0,0tM de Tris-HC1 pH 7.4 y 0.001M de EDTA. 

EA guardar a 4C. 

Amortiguador dE restricción Taq1 (10Xl. O.lM de Tris-HCl pH 

8.4 . 0.06M de MgC1C2J , lM de NaCl y 0.06M de 

gLtarda a 4C. 

MET. EA se 

Amor·t1gL:adcr TB (l•)Xl. 0.0:' 3'3~~ de Tris-base , O.OB·3M élc- ác1du 

bórico y 0.0025M de EDTA. Checa~ 9ue el pH sea de 3.3. EA 

guardar a temp. amb. 

Color c~-r1te 8.Js i'. l(~X ~ . O s 1M d=-- Tr -is pH Bs5 (0.28M de Tr1s-HCl 

\' 0.72M e Tris-be>·~;;, · ·~: . 'X ~i de EDTA pH 8.(-., glicerol al 

50mM Tr 1s-HCl , 10mM de EDTA. 
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Obtención de los extractos. 

Medio de Infección. Es el medio minimo esencial <MEM lX) sin 

glutamina, metionina, penicilina, estreptomicina y suero EF 

se guarda a -2oc. 

Liquido de centelleo tolueno-tritOn. llt de tolueno, 600ml de 

triton X-100, 168ml de agua bidestilada y 3.3gr de PPO. 

Amortiguador 1. Para lit. pesar 8.4gr de NaCl, 0.2gr de 

1.15gr de Na[2JHPOC4J y 0.2gr de KH[2JP0(4J. Después de 

KCl, 

EA 

llevar a O.OlM de MgC1(2J. el pH debe ser de 7.0 se guarda a 

4C. 

Amortiguador- 2. O.OlM de Tr-is-HCL 0.001Mde EDTA, 0.005M de 

DTT. Ajustar el pH a 7.9 EA guardar a 4C. 

Amortiguador 3. 0.05M de Tris-HCl. O.OlM de MgC1C2J, 0.002M 

de DDT, 25% de sacar-osa(w/v) y 50% de glicerol(v/v). AjLtstar 

el pH a 7.9 EA guardar a 4C. 

Amortiguador 4. 0.02M de HEPES, O. 1M de Cl, O. 125Mde 

MgClC2l. 0.0001M de EDTA, 0.002M de DTT y 17% de glicerol 

<vlvl. Ajustar el pH a 7.9 EA guardar a 4C. 

Solución satur~da de sulfato de amonio. 69.7gr de 
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<NHC4l>C2lSOC4l en 100.1 d• •9ua bidestilada EA sa guarda a 

temp amb. 

Amortiguador PBS. Es igual al all'IOrtiguador 1, per-o sin 

MgC1C2l. EA se guarda a 4C. 

Amortiguador hipotOnico. 0.01M de HEPES, O.OlM de KCl, 

O. 001 SM de MgCl C2l y O. 0031'1 de DTT. Ajustar· el pH a 7. 9. EA y 

guardar a 4C. 

Amor·tiguador hipertOnica. 0.3M de HEPES, 1.41'1 de KCl, 0.031'1 

de MgC1C2l. Ajustar el pH a 7.9. EA se guarda a 4C. 

Amortiguador R'. 0.05M de Tris-HCl, 0.1M de NaCl y 0.0002M de 

DTT. Ajustar el pH a 7.9. EA se guarda a 4C. 

SoluciOn C • <DeterminacióN de proteina). 50 partes de la 

solución A con una par·te de 1 a solución B. Se prepara fresca. 

SoluciOn A. 0.094M de NaC2JCOC3J, 0.05M de NaOH y 0.047M de 

tartrato de sodio y potasio. Se guarda a 4C. 

SoluciOn B. 0.002M de CuSOC4J5HC2JO. se guarda a 4C. 
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Ensayos de Transcr·ipci6r1. 

Mezcla de nuc\e6tidos para transcr·ipci6n. 0.002:SM de ATP, GTP 

y UTP.EF se guarda a -2oc. 

Solución de CTP no marcada.0.00075M de CTP. EF. se guarda a 

-20C. 

Solución SR. 0.05M de NaOAc pH 5.0 y 0.51. de SDS. 

fresca. 

Preparar· 

Colorante-formamida. Agitar 100ml de formamida con 5gr de 

resina desionizadora Aberlita MB3 Co MBll durante 3(~10. 

Remover la resina por filtración. Ar.adir 0.08gr de :-:ilei-10 de 

etanol, O.OBgr de azul de brornofenol 

guarda a temp arnb. 

y 0.02M de EDTA. Se 

Bolsas de diélisis. Hervir las bolsas con Na[2JC0(3J al 10% 

Cw/vJ y con 10mM de EDTA, durante 15 min. Lavarlas de 3 a 5 

veces con agua bidestilada estéril.. Repetir· estos dos pasos 

hasta que la solución quede amarilla. Anadir 1mM de EDTA. EA. 

Se guarda a 4C, con 2 gotas de cloroformo 

Amortiguador de transcripción de nucleos. 2mM de MnC1[2J, 

BOmM <NH[4]J[2lS0[4], 1mM DTT, 20rnl'1 Tris-HCl. 

39 



Amortiguador de 

nocleos. 195gr. 

lavado de papales 

NaC2lHPOC4l, 40gr. 

de transcripciOn de 

NaC4lPC2lOC7l.10HC2l0, 

5gr. SDS. Se afora a ~lt. con agua bidestilada. Se almacena a 

temperatura ambiente. 
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METODOS. 

1.PREPARACION DEL TEMPLADO. 

1.a. Aislamiento del plésmido. 

Tomar 100u1 de una colonia de bacterias con plásmido y 

crecerla a 37C en 400ml de medio L con Amp <SOug/ml ), dur·ante 

toda la noche. Centl"ifugar a 6000rpm. en la centrifuga 

Sorvall RC-58 <exept.o por las asi indicadas .. todas las 

centrifugaciones se hicieron en esta centrifuga) por 20 min. 

Lavar la pastilla con 35ml de solución 1. Vol ver a 

centrifugar a 6000rpm. por· 20 mi n. Resuspender· la pastilla en 

10ml de solución 1, dejar reposar por S min. a temper·at.ur·a 

ambiente. Anad ir 20ml de sol LlC iOn 2 fresca, y mezclar varias 

veces, dejar reposando Smin. en hielo. Anadir- 15ml. de NaOAC 

3M fl"iO e invertir- var·ias veces, dejar· reposando 30 min e-•1 

hielo. En la ultracentl"ifuga utilizando el rotor 60t i 

centrifuc~ar a 20000 rpm por 10 min. a 4C. Pasar el 

sobrenadante a un t.ubo nuevo. Prec: i pitar c:on 2 vo 1 umenes de 

EtOH a temperat.ura ambiente por· 15 min. Cent.r-ifugar por 15 

min. a temperat.ura ambiente a 10000 l"pm. y r·esuspender en 5ml 

de buffer' de columna. Ext.r·aer c:on fenol-cl or·oforroo y 

centrifugar· por 5 min a 100001"pm. Extraer c:on clol"ofor·mo y 

centrifugar por 5 min a 10000 rpm. Calentar a 68C por 10 min 



para evaporar et cloroformo restante. Anadir RNasa 25ug/mt en 

AcONa 50 .,.. y dejar reposando a te111peratura ambiente 1 hora. 

Extraer- con fenol-cloroformc y centrifugar por 5 min. a 10000 

rpm. E>etraer con cloroformo y centrifugar a 10000 rpm por 

5min. Precipitar con 2 volumenes de EtOH a temperatura 

ambiente por 15 min. Centrifugar por 20 min a 10000 r·pm, 

escurrir bien la pastilla y resuspender en 1ml de buffer de 

columna. Colocar el mililitro de muestra en una columna de 

Sephadex 48 de 18X1 cm, permitir que se adsorba y colocar un 

mililitro mas de buffer de columna, permitir que se adsorba y 

conectar la columna a un flujo fijo de buffer de columa, al 

mismo tiempo empezar a recolectar las muestr·as< alrededor de 

500u1 por· tubo>, el plásmido saldr·á en los pr·imer·os 12 tubos. 

Preci.pitar las muestras con 2 volumenes de EtOH por 30 min a 

temper·a.tura ambiente y centrifugar por· 15 min a 10000rpro., 

escurrir muy bien la pastilla y resuspende en un volumen 

pequemo de TE. 

1.b.Det.erminaciOn de la concentración de DNA. 

Colocar diferentes di lucior1es de la muestra problema y de una 

muestra de concentración de DNA conocida en una caja de 

agarosa BrEt. Permitir que se adsorban y observar la caJa a. 

través de un transiluminador de luz ultravioleta.modelo 

TM-36. Por comparación en 1 a fosfor·escencia determinar la 
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concemt.r·aciOn de DNA. 

1.c. Rest.r·icci6n del DNA. 

Anadir 18ul !menos el volumen del DNA> de agua bidestilada 

estéril a un tubo de polipropileno de 1.5ml. AMadir 2ul de 

amortiguador de restricción 10x.Anadir la cantidad deseada de 

DNA. Agregar, por óltimo, la enzima de restricción Taq 

!cuando se utilice otra enzima sedaran las especificaciones 

en el pie de figura> a una concentración de 6 unidades por ug 

de DNA. Dejar incubando durante 1hr. a 65C. Col oc: ar 

inmediatamente en hielo. 

1.d. Análisis de los fragmentos de DNA en minigel de agarosa 

al 1 'Y.. 

Disolver 0.2gr·. de agarosa en 20ml. de amortiguador"· TB 1X a 

70-SOC. Llenar la camar·a y poner el· peine. Dejar gel if icar· 

por 30 minutos. Retirar el peine y llenar la cémar·a con 

amortiguasador TB 0.5X. Anadir a las muestras Cde 2úul aprox> 

2ul de colorante B.J. <10Xl y ponerlas en los pozos del gel. 

Correr a 90V hasta que el xileno de cíanol se encuentr·e a 

2-3cm. del polo positivo. Tenir el gel con bromuro de etidio 

<5ug/ml. >durante 5 min.Las bandas se visualizaron en un 
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transiluminador de luz U.V • .adelo TM-36. 
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2.0BTENCION DE LOS EXTRACTOS. 

2.a. Cultivo de células HeLa. 

Crecer las células HeLa S3 en suspención, a 37C, en n·1edio 

miniir10 esencial <MEM>, suplementado con 107. de suero fetal de 

ternera, 1X de amino~cidos no escenciales y 21. de 

penicilina/estreptomicina. Mantener el crecimiento entre 3-6 

x 10 tlulas/ml. El tiempo de duplicación es aproximadaffiente 

de 24hrs. 

2.b. Infección de las células HeLa con polio. 

Cosechar un cultivo de células HeLa en suspenciór1 a 2,500 rpm 

a tempel'"·atura ambiente dur·ante 3 min. en una centrifuga 

Internacional PR-6000. Lavar· las células con 5 velamenes de 

medio de infección. Resuspendel'"· las células a una densidad de 

1x10C7lcels/ml. en medio de infección. Dejar en agitación a 

temperatura ambiente por lOmin. para permití!'"· la completa 

resuspenciOn de las células. Dividir el cultivo en-dos lotes. 

Someter uno de ellos a infección fingida <control>. El otro 

lote, infectarlo con polio a una multiplicidad de infección 

de 100. Incubarlos a 25C dur·ante 30 min. para permitil'"· la 

adsorción del virus. A~adir un volumen del medio de infeccio<OS}'n 

e incubar por otros 15 minutos para impedir nueva 
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readsorciOn. Centrifugar, a 2500 rpm en la misma centrifuga, 

par-·a eliminar los virLtS no adsorbidos. Resuspender las 

células a una densidad de Sx10l:6J cels/ml en medio de 

infección SL:p1ewent¿\do con 2'l!. de suero fetal de terner-a 

dializado y 1i. de L-9lutamina, e incubar· a 37C; a partir· de 

est.e momento se con'.::id,:r·.=. iniciada la infección. Dejar a 3?C 

en a9itaciOn por 3 horas. 

2.c. Se~uimiento de la infección. 

Para monitorear· el proceso de infección, poner,desde el 

principio de la misma,1m1 del cultivo control y uno del 

infectado en dos tubos por separado en agitación a 37C. 

Colocar por- separado en 12 tubitos 2uCi/ml de C35JS Metionina 

diluida er1 medio de infecciór1. A los 60, 120 y 180 minutos de 

infeccion tomar de los tubos de muestra 50ul y colocarlos en 

tos tubitos que contiener1 la metionina marcada <esto se hace 

por duplicado>. Mantener en agitación a 37C durante S 

minutos. Agrgar Sul de metionina 100X y agitar a 37C 3minutos 

mas. Colocar toda la muestra en papel Whatman 3mm. Anadir 

inmediatamente SOu\ de TCA al 5'l!. y dejar secar. A 4C lavar 

los papeles en TCA al 10Y. por 10min, con TCA al S'l!. por otros 

10.in y en EtOH al 30Y. por 20min. Secar los papeles y contar 

con liquido de centelleo tolueno-trit6n en un cont•dor de 

c1tnt.e1leo liquido CPackard 338~>. 
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2.d. Extracto de Manley <Manley y cols 1980>. 

A partir de un cultivo de células HeLa (control e infectado>, 

lavar las células con 5 vol de la pastilla del amortiguador 

1.bajar la pastilla en la centrifuga International PR6000 a 

2SOOr-·pm durante 10 minutos a 4C C tr-·abajar-· a esta temperatura 

en el resto de 1 os pasos l. Resuspender-· 1 a pasti 11 a en 4 

volumenes de la pastilla en anlor·tiguador 2. Dejar en 

agitaciOn suave durante 20 min. Homogenizar en un Dounce 

ll'retálico con 8 a 10 golpes del émbolo B. Verificar· la r·uptura 

de las células al microscopio. Atladir 4 voluCDS>'menes de pastilla 

de amortiguador 3 y agitar suavemente durante 20 min. Agregar 

1 volumen de pastilla de solución saturada de CNHC4J>C2JSOC4J 

pH7.0 gota a gota en agitación continua. Dejar agitando 

durante 20 min. Centrifugar a 50000 rpm con el rotor 60Ti en 

la ultracentrifuga Beckman LB-SS durante 3 hrs. Precipitar el 

sobrenadante I con < NH[4J )[2JSOC4J sol ido <o. 33 g/ml de 

suspensión). Disolver· lentamente. Atladir 0.01 ml de NaOH por· 

cada 109 de CNHC4JlC2JSOC4J solido atladido en el paso 

anterior. Agitar durante 30 min. Centrifugar a 11300 rpm en 

el rotor SS34 de la centr·ifuga Sorval 1 RC-58 durant.e 20 min. 

Resuspender el pr-·ecipitado con 1/10 del velamen del 

sobrenadante I en el amortiguador 4. Dial izar est.a suspensión 

contra 100 vol amenes del mismo amor-·tiguador durante 8 hrs., 
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haciendo un cambio a las 4hrs. Centrifugar el dializado a 

9300 r·pm durante 10 min. Dividir el sobrenadante II en 

alicuotas de 50-lOOul y congelar rapidamente en nitrOgeno 

liquide. 

2.e. Extracto citoplasmático y m'.lcleos. 

Torflal" un cultivo de células HeLa <control e infectado) y 

cosec:har·l as a 2500 rpm en la centrifuga PR6000 a 4C <trabajar 

a esta temper·atura en el resto de los pasos>. Lavar con 2 

volumenes de pastilla con ar;,ortiguador PBS. Lavar con 2 

votumenes de pastilla, con buffer- hipotOnico. Resuspender en 

2 volumenes de pastilla con buffer hipotOnic:o. Dejar 10 min. 

en hi.elo en agitación. Homoger.izar en un Dounce n;étalico con 

7 golpes. Attadir O.lvol de pastilla de amortiguador 

hiper·tOnico. Dar 3 g~:p.:;s "'ª"" en el Dounce. Coloc.v· la 

suspensión en un colchón de gl i::er·ol al 30'1. en amor-tiguadcr 

R' <6ml de co\chOn/ ml de muestra). Centrifugar A 3200 en la 

c:eritrifuga PR6000 durante 10 min. Tomar con cuidado la fase 

superíor,<correspondiente al citoplasma> sin tocar el c:olc:hOn 

de gt ic:erol. Dial izar· c:ontr·a 100 volumenes de alQOr·tiguador· 4 

dur·ante 8 hor·as, haciendo un cambio a las 4 hrs. Repartir el 

dial izado en al ic;uotas de 50-100ul y congelar· rapida1111ente en 

nitrOgeno liquido. Por otr·o lado la pastilla nuclear es 

r•'!Su•pendida en amortigu•dor de transcripciOn nuclear y 10'1. 
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de glicerol y congelada en nitrógeno liquido. 

2.f. Deter·minación de la coi-1centracion de proteina <Lowry 

19~1). 

Attadir 1 ml. de solucioCDS} ' n Ca 0.2ml de muestra <por duplicado > 

y agitar bien. Dejar 10 mir.. y anadir O.lml de reactivo de 

folin <folin diluido 1 ' 1 con agua 1. Mezclar b ier, , 

inmediatamentee. Dejar al menos 45 minutos para que se 

desarrolle el color. L~er a A660 en el espectofotometro Zeiss 

PMQII. Usar agua como blanco y una solución de albómina de 

suero bovino para hacer la curva patrón 
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3.ENSAYO DE LA INJCIACION ESPECIFICA DE LA TRANSCRIPCION IN 

VITRO. 

3.a. Incubación •tn vitro• y extracción da\ RNA. 

La .. zcla de reacción contiene seo uM de ATP, GTP, y UTP; 

S<>u" de CTP1 ~Ci de C32JP CTPJ 0.6 u9 d• pLax cor-tado con 

Taq 1; y extractes segun se i nd i qu• en cada exper i ff1ento. La 

concentración final de sales es de 12ml'I HEPES pH 7.9, 60-" de 

KC\, 7mM de MgC1C2l, .2mM de EDTA, 1 . 3mM de DTT y 10% de 

g\ic•rcl. Aforar con agua bidestilada ·estéril a 25u1. Incubar 

a 30C durante 60 •in. Parar la reacciOn con 225u1 de la 

soluciOn fresca S.R. Extraer ur1a vez con fenal equi 1 ibrado 

con agua. Extraer 2 veces cor1 cloroforrno/alcoho\ isoarr1i l ico 

<24•1.). Llevar a una concentraciOn final de 0.15M con una 

soluciOn de NaOAc pH 5.0. Precipitar con 3 vo\umenes d• 

etanol al 100X <a-20C> y dejar 15 min a -70C. Centifugar las 

rauestras a 15000r·plJI en una centrifuga Eppendorf durante 15 

Min. a 4C. Secar la pastilla en un secador de muestras con 

vacio Savant SVlOOH durante 30 min. aprox. Resuspender en 5ul 

d• agua bidestilada estéril y a~adir 20 ul de colorante 

formamida. Calentar las rau1111tras a 65C durante 5 •in y 

•n.fri.•r rápidam•r.te en hielo. 
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3.b. Pr-eincubaciones en los ensayos de tr-anscr-ipciOn "in 

vitre". 

La mezcla de preincubaciOn contiene 0.6ug de pLax /Taq1; agua 

bidestilada estér-il <el velamen necesar-io par-a que al tie111po 

cer·o de r-eacci6n se alcancen los 25ul > y cantidades 

difer-entes de extr-actos cit.oplasmaticos <se menciona en cada 

experimento>. Realizar las preincubaci6nes a 30C du..-·ante 

diferentes longitudes de tiempo <se menciona en cada 

exper-imento>. Tras este tiempo agregar la mezcla de reacción 

y el extracto de Manley el resto de los pasos son idénticos a 

lo mencionado en el inciso 3a. 

3.c. Análisis de los transcritos en gel de poliacr1lamida 

4%/?M ur-ea. 

Prepar-ar· un gel de poliacr-ilar11ida 4i./7M ur·ea, de acuerdo a 

las siguientes proporciones' 5m1 de una solución de 

ac:r-ilamida/bisac:r-ilmida al 40%<38,2>, 21.08 g de urea 

recr-istalizada, 5ml de amortiguador- TB<10X>, agua a menos de 

50 ml. Calentar y agitar·. Afor·ar a 50m1. Degasificar- dur-ante 

15min. A~adir 50ul de TEMED y 200ul de P.S.A. al 10i.(w/v). 

Dejar- pol imerizando al menos una her-a. Precorr-er sl gel 1 hr. 

a 250V en una fuente de poder ISCO. Llenar los pozos del gel 

con las muestr-as. Correr el gel en las mismas condiciones 
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hasta que el xileno de cianol esté a 1cm del polo positivo 

<2.5 hrs apr-ox>. Sacar cor1 cuidado et gel y envolverlo en una 

p~ltc:u\a tran5par·er1t.e de pléstic:o. Meterlo en un cassette 

pa,..a aut.or·radio9r·afia Kodé.;. X-O Matic: junto con una placa de 

fotografta Kodak X-Omat K. Exponer-la 

apr Old 1r1c;darner.t.e a -70C. 

durante 

3.d. A::ál isis densitométrico de los autor·r-adiQ'3r·abtas. 

2 di as 

Anal 1-zar densitoa.ét .. ricaw.e .... t.e los del'!sitO'lir--...as 1m 

es;iecto~oto.:.et.r-o Bec:tman DU-7 ur1a \ogitud de or1da de 56()na,. 
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4.ENSAYO DE TP.ANSCRIPCION EN NUCLEOS AISLADOS DE CELULAS HeLa 

93. 

4.a. Ensayo de transcripción. 

La mezcla de reacción contiene .001M de ATP, GTP, CTP; 76um 

de UTP;10uCi de [3JH.UTP;5X10C6J nócleos control; y una 

concentración final de sales de .002M de MnC\C2J; .001M de 

DTT; .02M de Tris-HCl, pH 7.9; .OBM de (NHC4JlC2JSOC4J; 

Llevar a un volumen final de 125ul. El tiempo de reacción, 

los tiempos de preincubación y la cantidad de extractos 

adicionados se s~ala en cada experimento. Parar la reaccio{DS}·'n 

con 10ul de EDTA 0.2M y colocar en frie. Medir la 

incorpor-ación de C3JH.UMP a RNA colocando la r11ezcla de 

reacción en papeles DE/81. 

4.b. Lavado de papeles DE/81. 

Lavar \os papeles cor1 amor-tiguador Buffer· de Lavado, dur·ante 

10 min por 7 veces. Lavar una vez por 10 min. con agua 

bidasti\ada, lavar rapidamente con etanol absoluto, dejar 

secar y contar con liquido para centelleo to\ueno-triton. 
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RESULTADOS 

1.- INFECCION DE CELULAS HeLa CON POLIOVIRUS= 

INFECCION". 

"PILOTO DE 

Como se mene: i on6 en 1. a Intl"oduc:c:i6n, ; expel"imentos 

anteriol"es han demostl"ado que 1.a infec:c:iOn de cél.ulas Hela 

c:or1 pic:ot"navit"us da 1.ugat" a un abatimiento tanto en la 

etr1tasie de RNA, como •n la tr·aduc:ci6n del mismo <Baltimore, 

1962). Con el fin de seguir el desar-r-oll.o de estos eventos, 

99 r•aliz6 una infec:c:i6n de c:él.ulas Hela c:on vil"US de la 

polio midi•ndose la sintesie de pr·oteinas 111edie:1r1te la 

ir1C:Ot"por-ac:i6n de t35Sl 111etionir1a a ruateric.1 ácido-insolubla 

en un experimoento de pulE.os <Ver Matiiri.¡¡les y Métodosl. 

L~ figura 4 muestra que, en tanto la inc:ol"poración de 

C'?~JS me?tionina en e\ cultivo de células bajo infec:c:ion 

flr:gida <c:or1tr'ol) se 111antuvo r-elativamenta constante, &n el 

cultivo infectado, se d&tec:t6, entr-e los 90 y 120 minutos un 

e1ec:r·eh·1ento en la inc:or-por'ac:iOn de t35lS metionina, 

reflejando, la inhibic:iOn de la traduc:ciOn c:al.ulal". A partil" 

da ••t• momento se inicio la sintesis de pl"oteina vil"al 

1963>, observandose en 1.a como un 

incremento en la incorporaci6n da C3~JS metionina. 

Este experimento muestra que la infecciOn se 11.•vo a cabo. 
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FIGURA 4.PILOTO DE INFECCION CON POLIO 

Cultivos de 5x10[5J cels/ml. infectadas y 

control, fueron marcados a los 90, 120 y 

180 minutos mediante uro pulso de 3 

minutos con C35JS metionina como se 

descr·ibi6 en Mater·iales y Métodos. 

Células Control; 

Células Infectadas; 
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2. OBTENCIDN DEL EXTRACTO CELULAR TOTAL <ECT>. 

"In Vitre", la trariscr·ipción especifica eucariote 

re9uiere, además de un teroplado c¡ue contenga un promotor 

fuerte y de la RNA pol imer·asa I I, a una serie de factor-es c¡ue 

se encuentran en extractos de or·igen célular como es el 

extracto celular total <ECT>, descrito 

cols.<1980). 

por Man ley y 

Se escogió utilizar el <ECT> de entre otra serie de 

extractos c¡ue contienen factores de iniciación, ya que, es el 

mas eficiente para transcribir templados exógenos y es de 

fácil manipulación por no tenerle que suplementar RNA 

polimerasa II. 

Se realizó cuantificación de proteina por el método de 

Lowry encontrandose 5.7 y 5.5 ugr de proteina/célula en los 

ECT control e infectado respectivamente. 
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3.- OBTENCION DEL TEMPLADO. 

Se utilizo como templado del sistema un segmento de DNA 

que contiene el promotor tar-dio del virus adeno 2. El cual, 

por utilizar \a maquinaria de transcripciOn del huésped 

<Nevins y Chen-Kiang, 1981> y por contener las las seflales de 

iniciación <Weinrr1ann y cols. 1983), se le considera un 

promotor eucariOte fuerte. 

Dicho segmento se encuentra clonado entre los sitios Sall 

y Bam H1 del pl asmido pBR322, dando luc3ar a pLax <ver f igur·• 

5>. Con 1• metodologia utilizada para la propagación y 

pur·ific:aciOn del DNA recombinante, se obtuvier·on 420 ug de 

DNA, a una concentraciOn de 1.4 ug de DNA en 2 ul de 

amortiguador TE<ver Materiales y Métodos>. 

Dynan y TJian <1983a> reportaron que en un ensayo de 

transcripción "in vitro", al emplear 

p1asmido pLax cortado con la enzima de 

como templado 

restric:ciOn Taq 

el 

I, 

encuentran un transcrito predominante de 560 bases, que es el 

esperado, si la transcripciOn se lleva a cabo en el fragmento 

que contiene al pr.omotor de Adenovirus • inicia 

específicamente en el sitio conocido como +1. 

En el presente trabajo el templado utilizado fue, el 

mismo pLax, cortado con Taq I <Figura 6> en una relación de 1 

ug de DNA/6 unidades de enzima. Obteniendo los 7 transcritos 

esperados; el. fragmento de 830 pb es el que contiene al 

prDlhOtor tardio de Adenovirus. 
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FIGURA 5.MAPA DE PLAX. Al plásmido 

pBR322, se te c:tono entre los sitios 

Sa11-BamH1, un fragmento de 794 pb Ctinea 

gruesa en el esquema) que contiene el 

pr·omotor tardio de Adenovirus-2, dando 

lugar a pLax. El esquema muestra los 

fragmentos generados al c:ortar el 

plasmida con la enzima de restric:c:ion 

Taq1 <A,B,C,D,E,F y G>. 
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FIGURA 6.PATRON DE RESTRICCION DE PLAX. 

Fotografla de un gel de agarosa 1.2~ 

-t•ftido con EtBr • iluminado con Luz UV, 

dond• se muestra al pLAX y las fragmentos 

obt•nidos al cortarlo con enzimas de 

restriccibn <Ver Métodos>. 

Carril 1: Marcador de peso molecular, DNA 

d• Lambda digerido con Hind III 23,130pb 1 

9,419 pb, 6.~~7 pb, 4,371 pb, 2,322 pb, 

2,028 pb, 564 pb y 125 pb. Carril 2, pLAX 

sin dig•rir 4,884 pb. Carril 3, pLAX 

1ig•rido con EcoRl. Carril 4, pLAX 

digerido con Taql 1,444 pb, 1,307 pb, 83S 

pb, 476 pb, 369 pb, 31S pb y 141 pb. 
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4.-INICIACION ESPECIFICA DE LA TRANSCRIPCION. 

Habiendo obt1mido los elementos r·equerido5 p•ra 1 levar a 

cabo la transcripciOn "in vitre", esta es, co111a templado al. 

promatar tardio de Adeno-2 y como fuente de factores de 

transcripciOn al ECT descr·ito por Manley, pr·ocedimos a montar· 

el sistema tal y como se menciona en Materiales y Métodos. 

En la Figura 7 se 111uestra que la transcripción con el ECT 

es dependiente de DNA exógeno (carril 1), ya que en ausencia 

de éste no se encontró transcrito alguno. Al agr·egar· a la 

reacciOn el plás111ido pLax cortado con la enzi111a Taq I se 

encuentra el transcrito esperado de 560 bases (carril 2>, 

esto indica la iniciación especifica en nuestro sistema; 

iniciación especifica dependiEmte de RNA pal imerasa I I; ya 

que el tr·anscrito especifico mostrO alta sensibilidad a 

arriani ti na a una c:oncentrac: ión de 1. O ug/ul, concentración <.:¡Lle 

inhibe la actividad de la enzima RNA polimer·asa II<c:ar·ril 3). 
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FIGURA ?.ENSAYO DE INICIACION ESPECIFICA 

DE LA TRANSCRIPCION DEPENDIENTE DE DNA 

EXOGENO Y DE RNA POLIMERASA II. La 

autor-r·adiogr·afia rr1uestr·a la incorporación 

de [32JP CTP al transcrito especifico 

durante la r-eacci6n "in vitre". El ensayo 

se llevó a cabo dur-ante 60 minutos, tal y 

como se menciona en Materiales y Métodos. 

Car-r· i l 1 ' 85 ug de ECT. Car-r- i l 2' 85 ug 

de ECT suplementado con 0.6 ug de DNA. 

Car-r-il 3• Igual que el car-r-il 2, pero con 

amantina a una concentr-aci6n de 1 

ug/ml. 
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5.- EL ECT OBTENIDO DE CELULAS INFECTADAS TRANSCRIBE A BAJO 

NIVEL. 

Cl"aw-for-d 'I cols. < 1981 > reportar·On que en un sistema de 

transcr1pciOn Qin vitre" dirigido por Adeno-2, el ECT 

obtenido de células infectadas <ECTi> transcribe 

espec1fi::;·eer,te con ur1a muy baja eficiencia con respecto al 

extr a=t.::: :: :::c·,tl"'o1. Estos datos fueron cor-roborados por el 

eJ<per1mec.t~ descrito en la figura B. Los mismos autores 

concluyen que dicho extracto es deficiente, en al menos un 

factor protéico requerido para la iniciaciOn especifica 

lllediada por la RNA polimerasa II. 

En la figura Ba se compara el tr·anscrito de 560 bases 

obtenido tant.o en presencia del ECT <carril 2> come el que se 

obt.uvo en presencia del ECTi <carril 4>. Con el fin de 

obtene·f" e;:.•. :25 cuantitativos, ambos autorradicgramas se 

anal i:r:a.r·on por densi tometr ia a 560 nm (figura Bb >. Como se 

puede ot:. s '?r v ar aun cuando el ECTi transcribe 

especificc.••:0nt.e, la eficiencia apenas alcanza el 50 'Y. con 

r-e5pecto al transcrito obtenido con el ECT <comparar panel A 

y B>. 

Los car-riles 1 y 3 muestran la dependencia de ambos 

extractos por ONA exOgeno. 
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FIGURA 8.TRANSCRIPCION IN VITRO EN 

PRESENCIA DE ECTi.La autorradiografia 

muestra la incorporación de [32lP CTP en 

el transcrito da 360 bases durante 60 

minutos en un ensayo de transcripción "in 

vitre", en p,.·esencia del ECTi tal y como 

se menciona en Materiales y Métodos. 

a.Carril 1. ECT 60ug. Carril 2 ECT 60ug y 

Plax/Taq1 .6ug. Carril 3.ECTi 60ug. 

Carril 4.ECTi 60ug y P\ax/Taql .6ug • 

. b.Panel A. Trazo densitométrico <560 nm> 

del autorradiograma que se muestra en el 

car r i\ 2 < ECT > • 

Panel 8. Trazo densitométrico (560 nm> 

d•l. autorradiograma que se muestra en el 

carril 4 <ECTi >. 
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6.-TRANSCRIPCION "In 

CITOPLASMATICOS <EC>. 

Vi tr·o" CATALIZADA POR EXTRACTOS 

Al realizar· un ensayo de tr·anscripción "in vitr·o", en 

pr·esencia del ECT junto con el ECTi, Crawford (1981>, 

encuerotra que se producen los mismos niveles de transcripción 

especifica que en los ensayos control. Por lo que, el ECTi 

ademas de carecer· de a 1 gón factor·, aparentemente tampoco 

contiene al inhibidor. Por otr·o lado, se ha r·eportado en la 

literatura <Baladin y Franklin, 1964 y Bossart y cols. 1982> 

que un extracto citoplasmAtico proveniente de células 

infectadas con picornavirus es capaz de inhibir la 

transcripción de nócleos aislados de células control. Con lo 

que en el pr·esente trabajo decidimos determinar· si er·a 

posible caracterizar en un sistema de transcripción "in 

vitre", dirigido por Adeno-2, la actividad inhibitoria 

presente en los extractos citoplasmaticos. 

Iniciamos dicha car·acter i zac ión, determinando la 

la actividad transcripcional <tanto la endógena coma 

dependiente de DNA exOgeno > presente en nuestr·os extractos. 

En la figura 9(a y b> se presenta el resultado de dicho 

ensayo. Como se puede obser·var·, mientras que el extracto 

citoplasmAtico control <ECc > no es capaz de dirigir 

tr·anscripción endógena C car·ri l 1, 9a >, en el extracto 

citoplasmatico infectado <ECi> encontramos un tr·anscr i to 

endógeno de alto peso molecular que correspcrode al pr·oducto 



de transc:ripciOn del complejo de replicaciOn <IR> del virus 

<carril 3, 9a >. La actividad de alargamiento de la cadena de 

RNA viral, iniciada "in vivo", ha sido reportada en este tipo 

de extractos.<Crawford y cols.1981). 

Una vez caracterizada la actividad endógena de los 

extractos, se suplemento al sistema con los fragmentos de DNA 

provenientes de la restricciOn del pl ásr<1i do Plax<una de las 

cua..les contiene al promotor tardio de Adeno-2, el cual funge 

como templado de nuestro sister;.a. Ver figura 5). El E Ce 

produjo si eta transcritos <carril 2 en 9a> sin que se 

observara sir1tesis preferencial de ninguno de el 1 os. En al 

caso delECi<carril 4 en 9a> se observa tanto el transcrito de 

alto peso molecular ya mencionado del CR viral ,como 7 

transcritos; seis de ellos coinciden con los transcritos 

sintetizados por al ECc. Es de llamar la atenciOn que el 

transcrito que no coincide, as precisamente el transcrito 

especifico de 560b, correspondiente al fragmento del DNA que 

contiene al promotor de adenovirus-2 <Ver carril 2 en la 

figura 7> en su lugar se detecto un nuevo producto de 

alrededor de 500b. 

Con el fin de cuantificar los diferentes transcritos 

obtenidos en ambos ensayos se 1 \evO a cabo una densito111etria 

de los autorradiogramas descritos en \a figura 9a. El trazo 

dansitométrico y al porci•nto del transcrito especifico se 

Muestra••n \a. figura 9b y •n la tabla 1, respectivamente. En 

lo qu• ,.lt'!!lpec:ta al trancrita de 560 bases se encentro abatido 
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er1 la t.r-ansc:l"ipciOn con ambos extractos citoplasrnéticos 

<cent.rol e infectado> si se le compar·a con el ensayo en 

presencia del ECT <carril 1 en 9a >. Este resultado era 

esperado dado que el ECT se encuentra "enriquecidb" cor. 

prot.etnas que participan en la transcripción especifica. 

Comparando los transcritos obtenidos en presencia de los EC 

encontr·amos por un lado c¡ue es r11enos especifica que con el 

ECT, y por ot.r·o 1 ado, c¡ue 1 a t.ranscripción diri9ida por el 

pr-omotor· eucar·iótico de adenovirus es menos eficiente <o no 

se presenta! en presencia del extracto infectado. 
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FIGURA 9. TRANSCRIPCION ENDOGENA Y EN 

PRESENCIA DE DNA EXOGENO DE EXTRACTOS 

c ITDPLASMA TI ces < EC >. 

a.La autorradiograf ia muestra la 

incorporaciOn de [32PJCTP durante 60 

minutos er1 un ensayo de tr-anscripciOn in 

vitro en presencia de los EC, tal y como 

se mencior1a en Materiales y Métodos. 

a.Car-r·il 1. ECT 60ug y Plax/Taql 0.6u9. 

Carr i 1 2. ECi 40ug. Can· i 1 3. ECi 40ug y 

Plax/Taq1 0.6ug. Car-r·i 1 4. ECc 40ug. 

Carril 5. ECc 40ug y Plax/Taq1 0.6ug. 

b.Pane1 A.Densitometria del patrOn en el 

carri 1 3 del autorradiogr·ama en a. El 

mismo se real izO a 560r1111. 

Panel B.Densitometria del patrOn en el 

carri 1 5 del autor-radiograma en a. El 

mismo se realizó a 560nm. 
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TABLA I 

TRANS•.:RiPC iüN t:SPECIFlCA C/\T/\LIZADA "IN VITRO" POR LOS EXTRACTOS CITOPLASMATICOS. 1 

S 1 S TEMA DE TRANSCR 1 PC ION % TRANSCRITO ESPECIFICO % DE TRANSCRITO ESPECIFICO DEL 

( ·SZp_RNA DE 560 BASES) CIT. INFECTADO EN RELACION· Al CIT. CONTROL 

Exr 

CEL 

CíT 

en 

RACT02 

ULAR TOTAL 

OPLASMATICO 

Dl'LASMAT ICO 

ORIGEN 

CONTROL 

CONTROL 

INFECTADO 

100%3 

11 .5'1', 100%4 

9.2% 801(?) 

1. La determinación se llevo a cabo por densitometrla del autorradiograma descrito en la Figura 9 a 560nm. 

560b 

560b 

2. La concentración de prcte!na en les extractos, celular total (Manley y cols. 1980) y cltcplasm~ticos (Flores -Otero y cols. 
1982), fue dé 60 y 110 ugr respectivamente. 

3. El 100% corresponde al transcrito especifico obtenido en la incubación con el extracto celular total (control). 

fl El 100% corresponde al transcrito especifico (560b) obtenido en la incubación con el extracte citoplasm~tlco control. 
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?.-EFECTO DE DIFERENTES CONCENTRACIONES DEL EC SOBRE LA 

TRANSCRIPCION ESPECIFICA, DIRIGIDA POR EL PROMOTOF: TAF:DIO DE 

ADEN0-2, EN PRESENCIA DEL ECT. 

Los resultados anter ior·es su9ier-en que e>~ i sten 

diferencias en la capacidad transcripcional de los EC, ésto 

es, mientras que aparentemente el ECi es capaz de llevar a 

cabo la transcripción en forma inespecifica, no 

utilizar seftales especificas de iniciacion de un promotor 

fuerte, como es el promotor tordio de Adeno-2. 

Este dato, aunque preliminar, sugiere que el ECi carece 

de proteinas que le dan especificidad para una re91on 

regu l ator· i a, o bien que específicamente bloquea 

seftales. La pr- i lo)er a posibilidad coincidiria con : os 

resultados reportados (Crawford y cols. 1981; Velazquez,Tes1s 

de Maestria 1986 y figura 9bl, en cuanto a que los extractos 

obtenidos de células infectadas son deficientes en al menos 

un factor requerido para la iniciación especifica. La segunda 

hipótesis, ésto es, la presencia de un inhibidor se estudió 

ensayando el efecto de diferentes concentraciones del EC1 

sobre el sistema de transcripción control <ECT y Adeno-21. El 

experimento se realizó agregando al sistema de transcripción 

especifica cantidades crecientes del EC tanto control como el 

obtenido de células infectadas. El resultado se muestra en la 

figura 10(a y b l. Como puede observarse en los carriles 2, 3 

69 



y 4 y •n el panel A en 10 b, el ECc abate la tranacripciOn 

total, llegandose a una inhibiciOn absoluta al adicionar 

30ugrs. de proteina <car·r-il 5 en 10a>. Este abatimiento, 

puede ser debido a un exceso de proteina en el sistema, el 

cual bloquea la interacciOn de la RNA polimerasa y los 

factor·es involucr·ados en la union al DNA. Si comparamos con 

lo que sucede al suplementar al sistema cantidades crecientes 

de ECi encontramos una cinética muy s i milar a la descrita 

para et ECc: <carril 6, 7, By 9 y panel 8 en 10b). En •ste 

caso, también hay una disminuciOn de la transcripc:iOn total a 

medida que aumenta la cantidad de ECi. La cuantificaciOn del 

trar1sc:r·ito especifico en la Tabla II, muestra, nuevamente, 

diferencias entra ambos extractos dado que, mientras a bajas 

concel'.ltraciones de EC at\adido el efecto es muy parecido 

entre et control y el infectado, a 30ugrs. el abatimiento es 

mayor en presencia del extracto control. 

Estos resultados , aunados a los descritos en la Figura 9, 

pueden suger·ir· la primer·a pr·obabi 1 idad mencionada, ésto as, 

que al ECi es deficiente ero un factor protéico requerido para 

la iniciación especifica, dado que, e\ ECi, aparentemente, no 

puede 1 levar· a cabo la iniciaciOn dir· igida por el pro111otor 

tardio de Adeno-2. 
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FIGURA 10. EFECTO DE LOS EXTRACTOS 

C!TCPLASMATICOS 

ESPECIFICA DEL 

SOBRE LA 

PROMOTOR 

TRANSCRIPCION 

TARDIO DE 

ADEN0-2. La autorradio9rafla muestra la 

incorpcraciOn de [32JP CTP en un ensayo 

r!e tra.r•scripcibn "in vitro•, que se llevo 

a cabo durante 60 minutos, en presencia 

de diferentes ca~tidades de ECc y ECi, 

tal y como se ~e~~iona en Materiales / 

M~to'.ios. 

a.Tod~s !o~ carriles contienen 60ug de 

ECT y 0.6ug de pLax/taql; ademas los 

carr·iles 2, 3, 4 y 5 contienen !Oug, 

15ug, 20ug y 30ug respE~livamente de ECc 

y los carriles 6, 7, 3 y 9 contienen 

10ug, !'!Sug, 20ug v 30ug respectivamente 

de- EC i. 

b. .o,. Los carriles 2 <trazo 

superic-rl y 5 <trazo inferior) del 

aut~rradiograma fueron sometidos a una 

densitometrla a 560nm. 

Pan•l 

superior> 

B. Los 

y 9 

carriles 6 

<trazo inferior> 

<trazo 

del 

autorradiograma fuerorr sometidos a una 

densitometrla a 560nm. 
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polio 560 

1 al~ , . Manley Control 
2 ' Citopla~mo Control 10 ug + DNA + MC 

3 ·. 1 • Citoplasma Control 15 ug + DNA + MC 

4 •.·.·•. • . . 1 · . . W Citoplasma Control 20 ug + DNA + MC 
5 . . _. •. , Citoplasma Control 30 ug + DNA + MC 
6 'f !. Citoplasma Infectado 10 ug + DNA + MC 
7 .... ~ " ~ ,i_; Citoplasma Infectado 15 ug + DNA + MC . ,;1,,.- •Citoplasma Infectado 20 ug + ONA + MC 

9 91,. ú a4 Citoplasma Infectado 30 ug + DNA + MC 

8 

2.5~--------------. 

a 
ci 2.0 -e 
e 
o 
~ 1.5 

4 

4 
ü 1.0 
z 
4 
ID 
ix: o 
<n 0 . 5 
ID 
4 

560b~ 

1 ! 

o.olf:="" 1 ~ " 1 =:J 
25 36 47 58 69 

DISTANCIA (mm) 

1.5 

1.21 polio 

l 
0 .9. . . 

0.6 

º ·º25 34 43 

DISTANCIA (mm) 

560 

1 
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fABLA 11 

EfECfO OE l.O S EX TRACI OS CITOPLASMA! lCOS SORRE LA TRAN SC RJPCION MED IADA POR EL EXTRACTO CELULAR 

lOTAL CON !ROL. 

lNCllllAClON ~? rnN SCRl ro ESl'FCIF reo 
( · ~ - RNA nr 560 BASE S) 

1 TRANSCR ITO ESPECIFICO DEL CIT. 

EXTRACTO 1 
·- ·--- -- ---··-- - ... .. 

CELULAR TOTAi 

CELULAR TO IAl 

CEL ULAR lOTA I 

CfLULAR IOTA! 

CEUJLAJ< 1 OTAJ 

AD ICION ES 

EX flli\C lü uy PRO 1E1 NA ·1-
Cl f. CONllhJI 10 

Cl I. 1NH.C1. 11) 

C l 1 . LON 1 RO i Ju 

e r r. : NI ! cr . 10 

,j .. 

rnc/ 
11. ? 

30 . 2 

.0 1 

11 . ~ 

INFECTADO EN RALACJON AL CIT CO NTROL 

1003 

97.6 

NO 

36 

1. Los dat es se c; b t uv1 e .- ' n <le Ja uen<:. íl cme tríd cle l autcr'r'd ci 1cgrama de scrita en la figura 10 a 560nm. 

2. El 100% ccrre:.p cn(Je al t r i1n scr1tc p <, pe,: !f1c~ '.~b tH11dc ccn e l Extr ac te Celul<lr Total. 

3 . El lOOt ccnesp c' nde al trdn';crít0 t' '> Pt' Clf ic e ( S50b) 'lJt 2n1<10 en l a íncubdc i ~n con el extrac to citopla smHi co centre]. 
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8. EFECTO DE LA PREINCUEIACIOH DE LOS EC CON EL DNA SOBRE LA 

TRANSCRIPCION CATALIZADA POR EL ECT. 

Los resultados anteriores en tanto muestran una posibli! 

deficiencia en los EC obtenidos de células infectadas, no 

parecen corroborar los datos en la literatura con respecto a 

la presencia de un inhibidor, probablemente codificado por el 

virus, en dichos extractos <Bossart 1984l. Existen varias 

explicaciones sobr·e esta cor1tr·adicciOn <ver· 

Discusión>. Entre otras, que se requiriese que el inhibidor 

int.eractl'.lase con el templado antes que l• RNA pol irner·asa y 

lo• factores proteicos, se unier·an al sitio especifico en el 

promotor. 

Para determinar· si esta posibilidad era correcta, se 

preincubarOn los EC con el templado antes de adicionar el 

ECT. Esto permitiria la formación de un "complejo estable" 

entre el putativo inhibidor y el DNA, sin la interferencia de 

las proteinas celulares. 

Los experimentos de pre-incubación se llevaron a cabo con 

el DNA restringido. plAsmido pLax, y el EC. Brevemente, el 

experimento consistió en pr·e-incubar· al DNA con los EC 

durant.e difer·entes tiempos (0, 1 O, 20 y 30 "'in . > y' 

posteriormente, adicionar al sistema el ECT y la mezcla de 

r·eacciOn conteniendo los nucleOtidos. E\ r·esL1\tado se muest.r·a 

en la figura 11<a y bl. A medida que aumenta el tiempo de 

preincubación entre el ECc y el templado <carril 6, ?, 8 Y 9 

y panel A en 11b>, se incrementa el nivel de transcripción 
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tctal. Siendo asi, se pueden observar alrededor de sei~ 

tr·an sc:r i tos, mismos que se observan en el 

transcripción del ECc y el DNA <Ver f i~ura 9 carril 5)' 1 o 

irnpl ica c:¡ue el tiempo de preincubi'lción 

elementos transcripcion ales en el citoplasma ~ontrol 

cornplejos est2bles con el DNA. En \o que se ~efierP ~1 

t r a n scrito especifico de 560 bases . éste , se 

tier;1po de pr·eirocttbación: sin umba~go no s~ 

compor ta en forma dife~encial 

tr3.11s•:r i tos. 

con respecto ~ lns 

En las preincubF<cio···.es con Pl F.Ci se obsc• rvC1 ""' 

similar, ~sto es. algunos transcritos ~• 

respecto al tiempo v entre ést o s esta el de 560 base~ l c3~~• 1 

2 , 3, 4 y 5 , panel Ben llbl. Este result~d~ SLI?ie~e ~u~ ~• 

tiempo de prei rocubac•J i o,-, per11oi tr ·'\ 

transcric:ionales que i r ter~ctú~n en 'o~m2 ircspec!~ica con el 

promotor, dejarlo libre par~ m~~ento c:¡ue se 

supl~mente al siste~~ con et ECT 1D5 factores de iniciación 

especifica inter~ctuPn ~on el pr"orr1otor en forrna 1;1ás 

eficiente. S6bre el incremento en los otros transcritos se 

e xplica de la mis~~ ffianera c:¡ue en el caso del ECc. El tieffipo 

de pr·eincubación per1;1ite una mejor· intera.c:ción entre algunos 

elementos transcripcionales del extracto y el ONA. 

Lo c:¡ue es i rnportante r·eca l car es que en ninguno de 1 os 

dos casos, se encuentra un efecto especifico sobre el 

transcrito de 560b, ya sea este de incremento o inhibición. 
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Por otro lado, tampoco existen diferencias marcadas entre los 

niveles de transcripción especifica encor1t.rada con el ECc y 

el ECi <ver Tabla III>. Poi" lo tar1to si existiese uroa 

actividad supresora de la transcripción no es 

detectarla en estas condiciones y tipo de ensayos. 

posible 
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FIGURA 11.PREICUBACIONES CORTAS CON LOS 

EXTRACTOS CITOPLASMA TI CO. La 

autorradiografia muestr·a la inr:orporación 

de [32PJCTP durante el ensayo de 

transcripci~n "in vitro". La reacción se 

llevó a cabo durante 60 minutos tras 

preinr:ubaciones de diferente longitud de 

tiempo entre los EC y el templado tal y 

como se menciona eTt Materiales y Métodos • 

a.Carril 1. ECT 60u9 y pLax/Taql • 6 ug. 

Los carriles 2, 3, 4 y 5 tuvierón una 

preincubaciOn de 0,10, 20 y 30 minutos 

respectivamente entre el ECi 15ug y 0.6u9 

de pLax/Taql, tras la cual se les agregó 

60ug de ECT. L8s carriles 6, 7, 8 y 9 

tuvierón una preincubación de O, 10. 20 y 

30 minutos entre 12u9 de ECc y 0.6ug de 

"pLax/Taql, tras la cual se agregó a la 

reacción 60ug de ECT, 

b. Panel A. Los carriles 3 < tr·azo 

inferior) y 5 Ctrazo superior) del 

aut.orradiogr·ama fuer·on sometidos a una 

densitometria a 560nm. 

Panel B. Los carr·i les 7 <trazo 

inferior) y 9 <trazo super·ior) fueron 

sometidos a una densitometria a 560nm. 
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polio 560 
• ' 1 -· Monley Control + DNA 

2 • C itoplosmo Infectado + DNA 2- MC 
10' 

3 .. Citoplasma Infectado+ DNA- MC 
4 ¡ Citoplasma Infectado+ DNA 2º' MC 
5 C i lopfasmo Infectado+ DNA~ MC 
6 ,~ Citoplasma Control + DNA.2'.. MC 
7 Citoplasma Control + DNA..!2. MC 
8 Citoplasma Control + DNA 2º' MC 
9 Citoplasma Control + DNA 

300 
MC 

2.5 1.0 
polio 

d 2.0~ 1 0.8 e 
E 

1.5~ 
1 

0.6~ 
560 e 

o 

1 co 
1() 

<( 

<( 

ü 
1.01- \ 1 0.4 z 

<( 
m 
a:: 
o 
(/) 

0.51- '---" -~ m 0.2 
<( 

o.o o.o 
25 36 47 58 69 25 36 47 58 69 

DISTANCIA (mm) DISTANCIA (mm) 



Uti 1 izando· la misma estrategia que en el ensayo anterior· 

!le decidió probar si la actividad supresora rec¡ueria de 

tiempos 1nas largos de 30 minutos para ejercer su efecto. 

Por· ·10 que en este ensayo las preincubaciones fueron de 

60 111inutos con los ext.ractos respectivos y el r·esul tado de 

dicho experimento lo tenemos en la figura 12. Como se puede 

obser·var, al preincubar el DNA con el ECc (carril 2) por· 60 

mi nut.os, se presentan 1 as mismas bandas c¡ue en ensayos con 

preincubaciones más cortas .. sin embargo se observan bandas 

menos definidas en el gel, ésto lo adjudicamos a que 

preincubaciones tan largas deben de interferir con la 

transeripción del ECT. En el caso de la preincubación con el 

ECi (carril 3>, excepto por el transcrito de polio que se 

observa bien definido, las otras bandas !Ion difusas aunque 

coinciden con los ensayos de tiempos mas 

Posiblemente la causa sea la misma que en el 

control. 

cortos 

extracto 

Una vez mas en ninguno de los dos casos existe un efecto 

diferencial sobre la banda de 560 bases, asi como tampoco 

pueden obser-varse diferencias en el porcentaje del t.ranscr·i to 

especifico con respecto al control <ECT+DNA> <Ver Tabla IIll. 

Se puede decir que, de estar presente la actividad 

supresora de la transcripción en los extractos 

citoplasmAticos infectados, no ha sido posible detectar su 
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efecto en el sistema empleado de transcripción especifica 

dirigida por el pr·ornotor tardio de Ader.o-2, suplementado cor. 

un ECT. 
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FIGURA 12. PREINCUBACION DE LOS EXTRACTOS 

CITOPLASMATICOS POR TIEMPOS LARGOS. En la 

autorradiograf ia se muestra la 

incor·poración de [32lP CTP, que se obtuvo 

en la transcripción "in vitre". La 

reacción se llevo a cabo durante 60 

minutos después de preincubar 60 minutos 

los EC y el DNA, tal y como se menciona 

en Materiales y Métodos. 

Carril 1. ECT 60ug y pLax/Taql 0.6ug. En 

los carriles 2 y 3 se realizo una 

preincubación de 60 minutos con 12 y 15ug 

de los ECc y ECi respectivamente y 0.6u9 

de pLax/Taq1, tras la cual se agregaron 

60ug de ECTy la mezcla de reacción. 
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TABLA 111 
EFECTO DE LA PREINCUBACION DE LOS EXTRACTOS CITOPLASMATICOS CON EL TEMPLADO SOBRE LA TRANSCRIPCION 
ESPECIFICA DEL EXTRACTO CELULAR TOTAL. 

PREINCUBACION 1 NCUBAC ION 1 
< 

EXTRACTO TIEMPO __ ugPROTEI.!0_ EXTRACTO ugPROTEINA 
~-· --~-

CELULAR TOTAL 60 
CIT. CONl ROL 10- 12 CELULAR TOTAL 60 
C 1 T. INFECTADO 10- 15 CELUALR TOTAL 60 
C [T. CONTROL 30' 12 CELULAR TOTAL 60 
CIT. INFECTADO 30' 15 CELULAR TOTAL 60 
CIT. CONTROL 60' 12 CELULAR TOTAL 60 
CIT. INFECTADO 60' 15 CELULAR TOTAL 60 

1. Tiempo en que se agregan los ribonucleotidos para iniciar la transcripcien. 

La tabla resume los datos de las figuras 11 y 12. 

%TRANSCRITO ESPECIFICO 
(32P-RNA DE 560 BASES) 

100 
42 

44 

63.7 
68.1 
32.2 

37 
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9. SISTEMA DE TRANSCRICION DE NUCLEOS IN VITRO. 

De los resultados anteriores se puede conclLtir, que tanto 

el ECc como el ECi, son deficientes para llevar a cabo la 

transcripcion de un promotor eucar·iote, ésto es, catal i2an la 

pero ésta es menos síntesis dirigida por el PT-adeno-2, 

especifica que la encontrada ~on el ECT, entendiendo por 

especifica aquélla que está dirigida por una l'"·egi6n 

regulatoria (promotor) e inicia en el sitio indicado +1. 

También puede concluirse que el ECi no contiene un inhibidor 

especifico de la transcripción DNA-dependiente, al menos en 

forma activa. Este oltimo dato se contrapone con r·esult.ados 

r·epor·tados en la l i ter· atura. 

Bossart en 1984 describió un sistema in vitre de núcleos 

purificados, los cuales al ser pr·ei ncubados con extr·act.os 

citoplasmáticos provenientes de células infectadas con 

poliovirus, presentaban de un 70 a un 80% de inhibición de la 

tr·anscr ipc ión. 

Las 'posibilidades que podrían explicar nuest.l'"·os 

resultados con los EC sobre la transcripción son, o bien que 

bajo nuestras condiciones de ensayo el inhibidor no estuviese 

activo o bien que en nuestros ensayos no se encont.rase el 

blanco del inhibidor. Con el fin de comparar el efecto del 

extracto sobre dos sistemas diferentes, se llevo a cabo la 

transcripción en nócleos aislados mediante el método de 

Roeder y cols. modificado en el laboratorio por Flores Otero 

y cols. (1982> para dect.ar· pr·efer·errcialmente la transcripción 
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dependiente de RNA pol i11terasa I I. Brevemente las c~l ul as 

infectadas dur·ante 3 hrs. fueron rot.as mediante var·ios golpes 

con hornogenizador Dounce <Ver Materiales y Mét.odos> y los 

nóc leos fueron obtenidos por una doble pur· i f i c ac i ór1 a tr· aves 

de un colchón de glicerol al 30% en un amortiguador pH 7.9. 

Esta preparación de nócleos fue ensayada "in vitro" bajo 

condicionés experimentales que favorecen 

por la RNA polimerasa II. 

la transcripción 

La actividad de sintesis de RNA medida en cpm por· la 

incorporación de [3JH UMP a la cadena creciente se muestra en 

la figura 13 • A los 15 minutos de reacción el 71.73% de \a 

incorporación es dependiente de la actividad de la RNA 

polimerasa II, este dato basado en la inhibición producida 

por lug/ml de -amanitinaj en nuestro sistema. A \os 30 

minutos la incorporación dependiente de la RNA polimerasa !I 

es de 68. 18% (Ver Tabla IV>. 

Con estos datos comprobamos que el sistema estaba 

funcionando bien en nuestras manos y que podia ser utilizado 

par·a determinar· el efecto de los EC sobr·e la sintesis de RNA 

dependiente de la polimerasa II. 
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FIGURA 13.TRANSCRICION IN VITRO EN 

NUCLEOS PURIFICADOS. La tr·ansc:f'ípc:iOn in 

vitre fue determinada en nocleos 

pur·ific:ados <4x10C6l/ ensayo), mediante 

la ir1C:Df'PDf'ac:ión de [3JH Ul"IP durante 15 y 

30 minutos tal y como se menciona en 

Materiales y Métodos. 

En presencia de 1ug/ml de 

Sin -aroarritina. 

-amanitina 
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TABLA IV 

TRANSCRIPCIÓN "IN VITRO" DEPENDIENTE DE RNA POLIMERASA II EN NUCLEOS PURIFICADOS 

TIEMPO DE REACCION 

15' 

30· 

TRANSCRIPCION DEPENDIENTE DE 
RNA POLIMERASA II. 1 

71. 73% 

68.18% 

¡. Medida como porcentaje de las cpm obtenidas en ausencia de -amanitina. 

La tabla resume les datos descritos en la Figura 13. 
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11.EFECTO DE LOS EXTRACTOS C ITOPLASl'IA TI COS SOBRE LA 

TRANSCRlPClON "ll"l Vit.ro", EN NUCLEOS PURIFICADOS. 

Dados los antecedentes en la literatura <Bossar-t y 

cols.1984>, los núcleos fueron pl"eincubados con los EC 

durante 15 minutos ant.es de iniciar' la l"eacciOn al agl"egal" 

el C3lH UTP mar·cado , misma que se 1 levO a cabo dul"ante 30 

minutos. La incor·por·ación deC3lH UMP al RNA sintetizado se 

deter·n\iroO como cpm inco,..pol"ada• a matel"ial acido-insoluble 

<Ver Matel"iales y Métodos>. El resultado de este expel"imento 

se muestra en la figura 14. 

Como puede obse!"varse, la transcripciOn en los nOcleos se 

vio incl"ementada en ur1 17'2~ al pr·eincubar- éstos con los ECc 

<lOOugl <Ver Tabla V>. Esto se puede deber a que con el ECc 

se le este pr-opor·cionando al sistema end091mo de 

tr·anscripciOn, elementos 1 irnitantes en el nOcleo. El sist.E!ftla 

puede ser saturado como lo demuestra el hecho de que a 

medida que se aumenta la cantidad de extracto<200ug><Ver 

Tabla V .y figura 1~> dis"1inuye la estimulaciOn en la 

transcripción. 

Por otro 1 ado, la praincubaciOn con el extracto 

citoplasrn~tico proveniente de células infectadas a dos 

concentl"aciones diferentes<50 y 100 ug>, apenas alcanza 

niveles de 151.. de incorporación de t:3JH UMP, obteniendose una 

inhibición corr1pleta al suplementar- el sistema con 200ug de 

proteina en el ECi <Ver Tabla V>. 
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Con •steresultado comprobamos que •1 ECi presenta la 

actividad inhibitoria d• la transcripcion, corroborando los 

datos er1 la 1 iteratur-a ( Bossart y cols 1984; Baladin y 

Franklin 1962>. 

Es importante hacer 

det•ctar- dos tipos 

menciOn que 

de efectos. 

en 

El 

este sistema pudimos 

primero de ellos 

estimulador presente en el ECc y el otro supresor detectado 

en el ECi. Estos resultados parecen corl"obol"ar la diferencia 

del ECi mostr·ada en los ensayos de transcripción dirigida por 

el promotor tardío de .adenovil"us. La deficiencia del ECi en 

el efecto estimulador· aunado a un efecto supr·esor· sobre 1 a 

RNA polimel"asa ·11, podri.a explicar· la di+erencia tan drástica 

e nt re el efecto del ECc <1?2X> versus el ECi <15X>. 
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FIGURA 14. PREINCUBACION DE LOS NUCLEOS 

CON LOS EXTRACTOS CITOPLASMATICOS.El 

efecto de los EC sobre la tr·anscr·ipci6n 

endógena de nácleos aislados <4X10[6J) 

fue determinado después de preincubar los 

nócleos con los extractos durante 15 

minutos <Ver Mater· i a 1 es y Métodos> • 

Nücleos control 

Nócleos y ECc 100ug 

Nóclecs y ECc 200ug 

Nócleos y ECi 50 y 100ug 

Nocleos y ECI 200ug. 
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TABLA V 

EFECTO DE L~ PRE!tfCUBACIO~ DE LOS NUCLEOS CON LOS EXTRACTOS CITOPLASMATICOS 

EXTRACTO ADICONADO AL % DE I NCORPORAC ION 
SISTEMA DE NUCLEOS ugPROTEINA (3H-UMP INCORPORADO A RNAm) 1 

100 

CITOPLASMA CONTROL 100 172 
CITOPLASMA CONTROL 200 i 124 

1 CITOPLASMA !NFECTADO 50 

1 i 
17 

CITOPLASMA INFECTADO 100 17 
CITOPLASMA INFECTADO 200 1 I o '1 

11 

1. Medi~a c:rnc pcrcentaJe de las cpm :btenidas en el ensaye de nüclecs sin adici~n de 

2xtract::. 

La tabla resume I:s dat~s descritos en la Figura 14. 
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DISCUSION 

La sintesis de RNAm de células de mamifer-o, sufr·e ur1 

abatimiento tras la infección con cualquier tipo de 

picor-navirus <Baltimore y Fr·ar1klin 1962>. 

Dicho efecto no parece estar basado en 1 a a\ ter·ac ión de 

\a velocidad de degradación del RNAm CColby y cols. 1974>. ni 

en una modificación del templado CAprilleti 1978). Sin 

embargo, con r·especto a alteraciones sufr·idas por la PNA 

polimerasa II tras \a infección con polio, estudios recientes 

en nuestro \abor·ato..-·io <F:angel y cols enviado para su 

publicación) han demostrado c:¡ue la subespécie !lo se modifica 

con una cinética idéntica a \a de la inhibición de la 

transcripción. 

Se ha sugerido c:¡ue el efecto se da nivel de 

iniciaciOn,CCr-awfor-d y cols. 1981; Flor-es-Otero y cols. 1982; 

Bossar-t y cols. 1984). 

Par-a tratar· de entender los mecanismos moleculares 

involucrados en la supresión de la transcripción, decidimos 

abordar el pr·oblema uti 1 izando como herramienta un sisteroa de 

transcripción "in vitr-o" capaz de iniciar especificamente. 

Este sistema, consiste de un fragmento de DNA c:¡ue 

contiene el promotor tardio de Adenovirus-2 y de un extracto 

celular total CECTJ CManley y cols. 1980 > c:¡ue cont ier1e 

facto..-·es de iniciación y a la RNA polirner-asa II. 

Crawford, en 1981 encontró, c:¡ue un extracto total 

proveniente de células infectadas CECTi>, no era capaz de 
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promover \a transcripci6n especifica en un sistema de 

transcripci6n "in vitre", evidencia que fue corroborado en 

este trabajo <Figura B>. Al suplementar dicho ensayo con un 

extracto S-100,<extracto rico en factores de transcripciOn> 

provenier1te de células control, Crawford encontró que \a 

transcripción especifica se restablecia. 

Estos resultados implican que el ECTi es deficiente en 

algunos de los factores requeridos para la transcripciOn. 

La ausencia de factores de iniciaciOn se puede deber a 

varias causas: que no se sinteticen, que sean degradados o 

que ésten siendo modificados durante la infecciOn. 

Ha sido reportado que extractos citoplasmaticos 

provenientes de celulas infectadas son capaces de inhibir la 

transcripciOn de nacleos aislados de células control <Baladin 

y FP'anklin 1964; Bossart y co\s. 1982>. Asi mismo han sido 

localizados, durante la infecciOn con polio, péptidos de 

posible origen vira\ <o inducidos dur'ante infecciOn> tanto en 

el nOcleo como en el citoplama <Fernandez-Tomas 1982; Bienz y 

co\s. 1982; Bossart y cols 1984>. 

Por lo que, ero este trabajo, decidimos uti 1 izar los 

extractos citoplasmaticos provenientes de células infectadas, 

para asi deter'minar', si es posible caracterizar· el efecto 

inhibitorio de los mismos, en nuestro sistema de 

transcripciOn. 

Como un control interno, decidimos utilizar al citoplasma 

pr·oveniente de células tratadas bajo infecciOn fingida 
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( contl"ol > < ECc >. Nuestl"os r·esul tados indican que este extracto 

interfiere seriamente con los elementos tl"anscr·ipcionales del 

extracto celulal" total<ECT> < F i gul"· a 1 O > .: consideramos que 

esta interfel"encia, se da en forr11a ir.especifica, ya que tanto 

la transcripción a partir del promotor tardio de Adeno, como 

la que no se sintetiza a partir de éste, se ve abatida 

mientras mayor es la concentración de extracto agregado. 

Este resultado implica que el sistema de transcripción 

"in vitro" reportado por Manley y cols. C19BO>, se encuentra 

limitado para poder llevar a cabo estudios sobre el efecto de 

los extractos citoplasmáticos, ya que a partir de cierta 

concentración de los mismos el sistema es abatido por 

interferencia proteica. 

El extracto citoplasmático proveniente de células 

infectadas <ECi>, interfiere también en forma inespecifica 

con la tl"·anscripción del ECT <Figul"·a 10),aunque a roayores 

concentraciones del mismo, dicha interfer·encia es menor c¡L1e 

la encontrada con el ECc !Tabla II>. 

Lo ónice concreto que se podria concluir· sobre estos 

datos es que existen diferencias entre ambos extractos. 

Asi rnisrno, T11ientras que el ECc es capaz de sintetizar· poi"· 

si mismo el transcrito de 560 bases, en el ensayo con el ECi 

no se sintetiza el transcrito especifico <Figura 9>. Lo que 

aparte de col"·roboral"· que existen diferencias entre ambos 

extractos, sugiel"·e que el ECi es deficiente en algón 

factor<es> involucrado en la transcripción especifica, que 



su•t•nta lo r•portado por Crwford •n 1981. 

Si •xistiese un inhibidor en el ECi, el blanco podrla ser 

o el templado o elementos trar1scripcionales pr@sentes en el 

ECT. 

Con el fin de investigar esto ~ltimo y tomando en cuenta 

el antecedente de Bossartl1982J, el cual requiriO preincubar 

'=' l ECi con n~cleos para encontrar inhibiciOn la 

transcripciOn de los mismos, decidimos preincubar nuestros 

extractos con el templado y en experimentos paralelos en el 

l~boratorio se preincubarOn los extractos citoplasmaticos con 

el ECT. 

No fue posible encontrar inhibiciOn alguna ni en la 

preincubaciOn con el templado ni con el ECT. 

Tanto al preincubar el templado can el ECc cama con el 

ECi, la transcripciOn total se incrementa !Figura 11> <can 

total nas referimos a la transcripciOn a partir del promotor 

tardlo de Adenavirus y a la que no se sintetiza a partir de 

este>. Posiblemente el tiempo de preincubaciOn, permite a 

elementos transcripcionales presentes en 

complejos estables con el DNA. 

los EC, formar 

En la preincubaciOn con el ECT, se encuentra, tanto con 

el ECc, come can el ECi una disminuciOn en la transcripciOn 

total <Ve!azquez,F. ComunicaciOn personal>, en este caso el 

e•~cto es similar a los ensayos sin preicubaciOn en las 

cuales se abate la transcripciOn total 

interferencia prat~ica. 

por una probable 
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Nos hemos refer-ido a la transcripciOr1 total y no a la 

especifica, dado que en ningón caso se observa un efecto 

diferencial sobre el transcrito de 560 bases, por ésto y por 

r10 encontrar diferencias en el patr·On global de tr·anscripciOn 

entre ambos extractos, conc l LI i r11os que, en este tipo de 

ensayos, no es posible detectar una actividad inhibitoria en 

el ECi. 

Algunas de las posibles causas para no haber encontrado 

la actividad inhibitoria son' que bajo las condiciones en las 

que se realizaron los ensayos, el inhibidor no se encuentre 

activo o que entre los elementos involucrados en nuestros 

ensayos no se encuentre el blanco del inhibidor. 

Ya que el sisteroa hasta aqui utilizado presenta 

limitaciones propias para el estudio del efecto de los 

extractos citoplasmáticos sobre la transcripción, y ya que 

bajo las condiciones establecidas no fue posible detectar una 

actividad inhibitoria en el ECi, decidimos utilizar un 

sisteroa d~ transcripción de núcleos aislados de células no 

infectadas, como el que utilizó Bossart y cols (1984), 

persiguiendo el mismo objetivo, est es, tratar· de entender-

los r;,ecanisrnos moleculares involucrados en la inhibición de 

la transcripción. 

Segt'.m lo r·eportado en la literatura ( Bossart y col s. 

1982>, es nesesario preincubar los nócleos con el ECi para 

encontrar· inhibición en la transcripción de los r11ismos. 

Nuestros resultados en los ensayos de preincubaciOn de 
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los nüc\&os con al ECc y con •1 ECi mu•str•n dos afectos 

dif•l"antes• El ECc tiene un efecto astimul•torio sobr·e la 

transcripción endógena de los ndcleos <Figura 14>, lo que 

sugiare que el ECc, le asta propcr-cion;andc al sisterr1a 

factor-es tr-anscripcionales. El efecto parece ser- satur·able 

ya que, cuando la ccncentraciOn protéica aumenta, la 

estimulaciOn es menos drastica. Que no se mantenga un nivel 

de estimulaci6n, sino que disminuya la transcripciOn, puede 

implicar- una interferencia prctéica a parte de la saturaciOn. 

Por otro lado, el ECi inhibe claramente la tr;anscripci6n 

de núcleos aislados (Figura 14>, incrementandose ésta ;a 

mayores concentraciones de prcteina en el extracte y a mayor 

tiempo de preincubaciOn, ésto es, la inhibición presenta una 

cinét~ca aditiva. 

La pregunta que surge es • Cuales son las diferencias 

entre ambos sistemas que permiten o no 

inhibitoria? 

Existen varias respuestas, entre otras ' 1. 

actividad 

que el 

inhibidor no se encuentre en forma activa en los ECi dur·ante 

los ensayos de transcripciOn "in vitre" dirigidos por el 

promotor tardio de Adeno-2 ; 2. que la estructura croir1atinica 

sea necesaria para que el inhibidor se encuentre activo, dado 

q1..1e el blanco de la inhibición puede r-equer-ir for-mar parte de 

dicha estructura; y 3. que dentro de los elementos 

involucrados en los ensayos de transcripción "in vitre" 

dirigidos por el promotor tardic de Adeno-2, no sa encuentre 
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el blanco de la inhibiciOn. 

Considerando c:¡ue, la subespecies de la -RNA polimerasa II 

c¡ue se ha detectado unida a cromatina activa en·transcripcion 

<Garcia-Carranca y cols. 1984> es la IIO; c:¡ue en el 

laboratorio < Rangel. enviado a su publicación), la 1r1isma, se 

ha encontrado modificada durante la infecciOn con polio, con 

una cinética idéntica a la c:¡ue presenta la inhibición de la 

transcripción; y c¡ue, utilizando 

inmunotransferencia CVelazc¡uez 

personal > se encentro c¡ue 

y 

que 

la tecnica de 

Rangel, comunicación 

el ECT contiene 

fundamentalmente, la subespécie IIa y en menor pr·opor·ción a 

IIb, pero no a IIO. Sugerimos c¡ue la actividad inhibitoria 

presente en los extractos citoplasmáticos, provenientes de 

células infectadas, tiene como blanco de acción <ya sea en 

forma directa o indir·ecta> a la RNA polimerasa IIO; dado c¡ue, 

en tanto c¡ue los extractos citoplasmáticos de células 

infectadas inhiben la transcr·ipción en nócleos integres, 

donde se detecta la subespécie IIO (1r1ayoritaria) CRangel y 

cols. enviado para su publicación), no tienen el mismo efecto 

sobre el ECT, donde la subespécie roayoritaria son la RNA 

polimerasa IIa y b. 
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