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RESUMEN

Durante la infeccidn con el virus de la poliomielitis,
hay una marcada inhibicidn en la biosintesis de RNA de
la c8lula hu€sped, se ha reportado que el efecto re ~--
quiere de la sintesis de proteinas virales, ademds de
su acumulacidn. Paralela a la inhibicidn se ha detec-
tado productos polio-especificos en nficleo de células-
infectadas, Evidencias en el laboratorio vy otros, su-
gieren que la inhibicidn ocurre a nivel de iniciacidén-
de la transcripcidn. E1 interds se ha centrado en es-
tudiar el mecanismo por el cual se inhibe la transcrip
cidn celular., Por ello el objetivo del presente traba-
jo se fijo en obtener un sistema que inicie transcrip-
cidn especifica "in vitro" el cual consiste en 1) un -
templado de DNA del virus SV40 en forma de complejo nu
cleoproteico (CNP) aislado de viriones purificados v 2
extractos celulares totales dependientes de DNA exoge-
no (extracto de Manley).

Al ensayar el CNP obtenido de virus SV40 en presencia

de extractos .subcelulares provenientes de células He-
la, se observa iniciacifn especifica de la transcrip--
cidn, ademds de que el CNP inicia transcripcidn sobre-

ambos promotores ( temprano y tardio de SV40). Lo men



cionado anteriormente se comprobo mediante hibridiza-
cidn del RNA sintetizado "in vitro" con el DNA de SV40
restringido.

Por otra parte al ensayar el CNP y el DNA forma I de
SV40 en el sistema de transcripcidn "in vitro" , en pre
sencia de extractos provenientes de c&lulas infectadas
con poliovirus, se observa una inhibicidn de aproxima-
damente el 50 #. Los resultados anteriores nes permi-
ten concluir que nuestro sistema inicia transcripcidn-
de manera prec "a y por otro lado los resultados apo--
yan la hipotesis de que la inhibiciln occurre a nivel -
de iniciacidn de la transcripecifin v esta ocurre princi

palmente schre el promotor tardio.
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iNTRODUCCION

i

Los virus. (Definicifn y Clasificacidn).
Los virus son entidad-« cuyos genomas son elementos de

dcido nucleico que se replican en c&lulas vivas, usando
la maquinaria sint@tica celular y causan la sintesis de
particulas maduras (viriones) los cuales pueden transfe
rir el genoma viral a otrad c€lulas (Luria y cols. 1978).
§i bien es cierto que la multiplicacidn de los virus a
nimales y bacterianos involucra los mismos eventos: mul
tiplicacidn,transcripcidn,traduceidn y replicacidn, los
mecanismos de expresidn difieren en varios aspectos co-
mo son, la naturaleza del Acido nucleico, el mecanismo
de replicacidn, la polaridad y el tamanc del material -
génico, el tipo de hu@sped y su respuesta, etc, Todo
lo mencionado anteriormente ha permitido generar midl-
tiples grupos de clasificacidn (Baltimore, D. 1971; Ma-
tthews 1982; Bachrach 1978). Para los propésitos del
presente trabajo, decidimos utilizar la clasificacidn -
propuesta por Baltimore (1971), la cual describe las di
ferentes estrategias para la transcripcidn basadas en
la polaridad del componente gen&tico del virus y las -~

enzimas involucradas (figura 1).



Los Virus en la Biologia Molecular.

A partir de la década de los ahos sesenta, el mayor in-
terds de la genética ha sido puesto en el estudio de -
los mecanismos por el cual se regulan las funciones -
celulares; el interés se desplazd hacia la maquinaria
fundamental de la c@lula, formada por el dcido deso-
xirribonucleico (DNA), el dcido ribonuclefico (RNA) y
las proteinas. Los experimentos de Avery vy cols. (9%

44), de Hershey 3y cols, (1952) sobre el portador de la
informacidn genética, los de Watson y Crick (1953) so
bre la estructura de la doble h€lice del DNA, junto -
con el descubrimiento de que la mol@cula transmisora -
de la informacidn, contenida en el DNA, es el RNA y
el deciframiento de la clave gen&tica, dieron lugar

a un gran niimero de investigaciones tendientes a estu-
diar los posibles mecanismos de regulacidn de la expre-
sifén del genoma. No es sorprendente encontrar que es
tos procesos regulator.os, importantes en el metabolis
mo de cBlulas eucaridticas, sean practicamente los mis-
mos que aquéllos involucrados en la biologia de virus

animales., Cabe mencionar que los principales avances -
durante los pasados 50 afios sobre las funciones celula
res, desde un punto de vista molecular, se han debido

al estudio de virus y de sistemas virus-c&lula. En



el desarrollo y avance de la biologia molecular nece
sariamente se involucran los primeros estudios llevados
a cabo, a finales de los afios treintas por Delbruck ,
Luria y Hershey con virus bacterianos (bacteriofagos),
cuyas caracteristicas los hicieron un excelente sistema
modelo para abordar problemas fundamentales en la bioclg
gia, como por ejemplo los estudios de Hershey sobre,
el material portador de la informacidn genética, en la
utilizacidn como vehficulos de clonacifn para contestar
preguntas sobre la regulacidn celular, ete, Por otro la
do los virus animales han sido usados como wuna herra
mienta importante para elucidar los mecanismos regula-
torios involucrados en la traduccidn, transcripcién vy
replicacidn de clulas eucaridticas, dentro de los avan
ces importantes cabe mencionar: estudios de replicacidn
del DNA con los virus 8V40 y Polioma (Danna y colsl97%
Fareed v cols. 1972; Perlman, D. 1977; Bjursell,f1978),
investigaciones sobre el procesamiento del RNA (SpH
cing) utilizando el virus Adeno (Chow y cols, 1977Yang
y cols, 1981), experimentos sobre regulacidn de la --
transcripcidn usando DNAes virales (Myers y cols, 1981;
Tjian, R. 1981; Brady y cols. 1980; Hanseny cols. 1981),
SV40 como vehiculo de clonaciéin eucariético (Elder ¥
cols. 1981; Mellon y cols. 1981; Banerji y cols.1981),
en fusiones celulares con el wvirus Sendai y en trans
formacidn celular (Fung y cols. 1983;Wong y cols. 1981

Ransay y cols, 1982). En resumen los virus han jugado



DNA (+)

Close I
Clase YI

RNA (+) —=DNA (=) ——=DNA (%)

Clase I

RNA(+)—» RNA(-) —= | RNAm* | «—— RNA(Z)
Clase I¥ Clase IIT

Clase ¥

RNA (=)

FIGURA 1. <Clasificacidn de los virus animales en base
a 5u mecanismo transcripcional. <{Tomado de

Luria ¥ cols, 1978),
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un papel muy importante dentro de la Biologifa Molecu

lar.

Los Virus como Agentes Patogenos.

Los virus son la causa ma3s frecuente de enfermedad en -
el hombre, provocan aproximadamente el 60 % de todos -
los padecimientos infeccioscs en el mundo. Se han iden
tificado cientos de tipos de virus inmunoldgicamente -
diferentes que producen padecimiento de diversa 1indole
(Pizarro-Suar&z, 1971). Las infecciones debidas a vi-
-

rus estfn ampliamente distribuidas en todas 1las regio-
nes de la tierra, y plantean numerosos problemas que =
difieren completamente de los que se presentan cuando
se trabaja con otros microorganismos; los antibidticos
utilizados para combatir las enfermedades de origen -
bacteriano, espiroquetal o fiingico, resultan ineficaces
para tratar enfermedades de etioleogia viral. Es por
elle que la virologia animal, ha cobrado mayor fuerza

en la biologia moderna. Durante este periodo, el ma-
yor énfasis en la investigacidn de virus animales ha -

sido llevado no solamente hacia el aislamiento, cultivo
y caracterizacidn antigénica sino hacia entender a ni-
vel molecular 1la naturaleza del virus, la interaccidn

virus-huésped y todos los eventos de la expresién vi
ral, es decir los mecanismos que determinan la patoge-

nia wviral.



El Virus e la Poliomielitis como Agente EtiolBgico.

El virus de la poliomielitis pertenece a la familia de
los picornavirus (pico=pequefio y rna=dcido ribonucleico)
y al género de los enterovirus (Mattews, F, 1982), Esta
familia constituye el m#@s importante grupo de patdgenos
humanos. La poliomielitis es una enfermedad infecciosa,
la cual afecta seriamente el gistema nervioso central

y la destruccidn de neéuronas motores en el corddn es
pinal puede conducir a la parilisis, La entrada de po-
liovirus al organismo es por via de tracto digestivo;se
multiplica primero en la faringe y/o mucosa intestinal
y es llevado, via el torrente gsangufneo, hacia las c8lu
las del sistema nervioso central, Las lesiones resul--
tantes son amplias con varios grados de seyeridad en el
aspecto clinico, ya sea la poliomielitis espinal (pari
lisis) la mds comun o la forma bulbar, de menor inci -
dencia (Fenner y «cols, 1972;Melnieck, 1976). Los efeclos
de la poliomielitis motivarcn, hacia 1909 el obtener una
vacuna preventiva., Desgraciadamente los primeros experi
mentos utilizando suspensiones de mE&dula espinal de mo-

nos infectados, tuyvieron resultados no muy halagadores,

El descubrimiento de Enders y su grupo en 1949, en cu-
anto a que el wvirus de la polio se podfa propagar en

c€lulas en cultivo, abrib nuevas perspectivas para el

desarrollo del tratamiento preventivo. Las primeras



vacunas fueron obtenidas de cultivos de c&lulas de rifdn
de mono e inactivadas por formaldehido, comprobZndose

mds tarde, que la inactivacidn de las suspensiones vira-
les crudas no era completa. Paralelo a la obtencidn de va
cunas inactivadas, Sabin en 1955, desarrollaba un nuevo -
tipo de vacuna, la cual consistid en la atenuacidn de ce-
pas virulentas silvestres del virus. La vacuna polio a-
tenuada, lo mismo que las otras vacunas virales de es-
te tipo: sarampidn, fiebre amarilla, rubeola, etc, sin du
da han ayudado a disminuir y, en ocasiones a erradicar,di
chas enfermedades de gran parte del mundo. Segun datos
de la OMS para 1979 se registrardm 35,747 casos de po-
liomielitis en el mundo, 8Sin embargo la verdadera cifra
de m . bvilidad revela que el nlmero real oscila entre =
350 mil y wun wmilldn de casos en el mundo (Contreras 1983,
La cepa de polioyirus Sabin (LSc, 2ab) abreviada como -
PVl (Sab) es una vacuna de virus "vivos" derivada de la
cepa virulenta Mahoney tipo 1 (PY1l M) por mutaciones -
expontdneas durante el proceso de atenuacidn (Nomoto y
cols, 1981), Esta <cepa es una de las gque se ha utiliza
do para prevenir la enferpedad; sin embargo, un riesgo
inherente de las vacunas que wutilizan virus atenuados

es el de la reversidn a cepas virulentas despus de vari-
os pasajes sucesivos en su hu@sped natural (Nomoto y
cols, 1981), En la actuglidad, con la ayuda de la in-

genierfa gené€tica, es posible la construcifn de cepas vi
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rales que no reviertan a cepas virulentas., Recientes
investigaciones van encaminadas a entender las bases -
moleculares para la atenuacidn viral (Nomoto y cols.

1982 op. cit.; Stanway y cols. 1983).

Estructura Viral.

La familia de los picornavirus couprende viriones sin en
voltura de 20 a 30 am. de diZmetro con simetria icosahe-
dral y un contenido de RNA de 29 a 32 %. E1 genoma es u
na molécula de RNA cadena sencilla con un peso molecular
de 2.5 X 106 daltones (7431 nucledtidos) el cual tiene
una proteina ligada covalentemente er el extremo 5”7 (pg)
(Wimmer, E. 1979) y una regidn de 80 -120 nucledtidos de
adenina (poli(A)) en su extremec 3' terminal. La organi
zacidn de poliovirus se ilustra en la figura 2. El RNA
del virus (RNAv) PVl (M), del virus atenuadc °V1 (Sab) y
Sabin tipo 3, ha sido secuenciade (kitsmurz y cols.l1981
Racaniello y Baltimore 1981; Nomotc y cols. 1981 op,.cit.
Stanway y cols, 1983 op. cit.)

La elucidacidn de la estructura primaria, asi como los
mapas de restriccidn generados z partir de &sta, pueden
revelar elementos importantes; los sitiocs de iniciacién
y terminacidn de la traduccidn del RNA mensajerc (RNAm)
del virus, sefiales estructurales en el procesamiento -
de las proteinas, senales vy genes involucrados en fun
ciones replicativas, capsulares y supresoras, etc, Ila

cubierta de proteina de poliovirus se compone de 60 co
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FIGURA 2. Organizacidn genética y procesamiento poli-

peptidico de poliovirus. La linea sblida

representa el RNA del viridn con la proteina
Vpg ligada covalentemente en el 5' terminal
v en el 3' poly (A). (Tomado y modificado
de Kitamura y cols. 1981; Hanecak y cols.

1982; Semler y cols. 1982, 1983).
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TABLA 1. RELACION DE PROTEINAS DE POLIOVIRUS,

Kitamura y cols, (1981) Rueckert y Wimmer (1984) P.M.Kd.
L434
NCVP 00 247
Pl-1la 18 Pl 97
P2-3h 2 5 p2 65
P2-5b 2BC 48
P2-X 2C 38
P3-1b 35 93 84
P3-9 3AB 11,5
P3-TJe 3C 20
P3-4b 3D 52
P3-2 3¢D Fi2
P3-6a+ 3¢! 36,4
P3-bb+ 3p’ 35.6
VPO 1AB i
VP1 1D 34
VP2 1B 30
VP3 1c 26
VP4 1A 7

+ Productos de un rompimiento alternative de p3-2
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pias de cada uno de los péptidos especificos del virus;
Vpl,Vp2,Vp3 y VpY con pesos moleculares de 34,30,26 y 7

kd. respectivamente, ver tabla 1.

Replicacidn Viral.

Los primeros eventos de una infeccidn viral son: el con
tacto entre la particula viral con la superficie de u-
na c&lula suceptible o permisiva con 1lo cual se i-
nicia una serie da eventos complejos: la adsorcidn, 1la
penetracidén y la liberacifn del genoma en el cito;lalasma.
Durante la adsorcidn, aparentemente las 4 proteinas par
ticipan, aunque Vp4 parece ser primordial dado que la -

pérdida de esta proteina estd asociada a baja infecti-
vidad. La interaccidn viral con receptores especificos
de la c&lula es dependiente de temperatura y puede ser i
nhibida por venenos metabdlicos, indicando que la migra
cién transmembranal es un proceso dependiente de ener--
gia. Existe poca informacidn disponible acerca de la
naturaleza bioquimica de los receptores, sin embargo se
tienen evidencias que suguieren que puede ser una glico-
proteina ( Chan y cols, 1970 ), Una vez que el wvirién

se ha adsorbido firmemente, cambios asociados a la mem-

brana derivan en una entrada, por viropexis, del viridn

v un descubrimiento y liberacidn del genoma viral en el
citoplasma. El siguiente perfiodo del «ciclo yiral escong
cido como perfiodo de eclipse, en Este, el virus de RNA

cadena positiva inicia la traduccidn para sintetizar a la



enzima encargada de sintetizar la cadena menos utilizan-
do como templado la cadena mas (replicasa). La sintesis
de RNA viral se detecta en un periodo temprano de la in-
feccidn, Baltimore y cols, (1966) demuestran la e--
xistencia de un intermediario replicativo de RNA, el cual
consiste de una cadena menos de RNA y mol&culas incomple
tas de RNA polaridad positiva. Mas tarde, Girard C
1969) demuestra que el intermediario replicativo es pre

cursor del RNA cadena positiva,

Traduccidn Viral.

Las primeras evidencias de que el RNA de picormavirus
contiene un solo sitio de iniciacidn, fueron aportados
por Jacobson y Baltimore (1968), Reportan que cuando u=-
tilizan andlogos de amino@cidos detectan la acumulacidn
de una proteina gigante a la que se le denomino NCVP-00,
El RNA del virién, después de que Vpg ha sido removi-
do (Nomoto y cols. 1977) acta como RNA mensajero vy
los ribosomas del husped inician la traduccidn a partir
de un sitio en el extremo 5' terminal (codon 741) has
ta un sitio de terminacifn en el extremc 3' terminal (
codon 6621). La poliproteina resultante se procesa du-
rante la traduccifn en tres regiones: la regidn amino -
terminal gque contiene las secuencias para las cuatro -

proteinas de la cBipside, la regifn central en la cual no



se ha establecido con claridad su funcidén (proteasa ?)
y la regidn carboxilo terminal que contiene las secuen-
cias de la replicasa viral, de la proteasa encargada de
la mayoria &l procesamiento de la poliproteina viral y
de la proteina Vpg (Strauss y cols. 1983), ver figura
2

Durante el procesamiento de la proteinma NCVP-00 ocurren
al menos 10 rompimientos (Rueckert y cols, 1979); tan
s6lo durante la morfogénesis del virién, NCVP-00 se pro-
cesa y forma pentdmeros (Pl-la), posteriormente cada mo
ndomero de la proteina se fragmenta para originar agre
gados de VPO, VPl y VP3, los cuales forman el precursor
proteico del viridn: la procipside, con un coeficiente de
sedimentacidn de 7.4 § . En su estadio final VPO se --
fragmenta a VP2 y VP4 opara originar finalmente el vi--
rién (Fernandez-Tomds y cols, 1973) existiendo eviden-
cia de que las enzimas encargadas del preocesamiento, pue
den ser proteasas codificadas por el virus (Korant y.
cols. 1979), aunque la participacidn de proteasa celula

res no puede descartarse,

Alteracién de Funciones Celulares por Poliovirus.

Durante la infeccidn con el virus del grupo picorna se
detecta a nivel celular, inhibicidn secuencial de 1la
biosintesis de macromol&culas:proteinas, RNA y DNA,

El efecto sobre la traduccidn del RNAm celular se ha

descrito, fundamentalmente, en dos tipos de sistemas, en



Ay A ol
células L infectadas con mengovirus y en células Hela in
fectadas con poliovirus., La estrategia seguida por el -
virus para inhibir traduccidn de la c&lula que infecta -
radica en dos hechos fundamentales: la inhibicidn es a
nivel de la formacidn del complejo iniciador (leibowitz

y Penman, 1971; Kaufmann y cols. 1976; Ehrenfels y Manis
1976) y no se requiere expresidn del genoma viral (Ba

bfanian. 1972). Se ha reportado desagregacidn de polirri
bosomas celulares (Penman y cols. 1973 ; Colby 1974) y

la asociacidn posterior del RNAm viral en los denomina-

dos polirribosomas wvirales (Penman y cols, 1963),

Durante el transcurso de la inhibicidn la velocidad de
elongacidn de la cadena polipeptidica es constante y el
RNA mensajero celular permanece estable (Leibowitz v
Penman 1971).

Durante 1la infeccidn con picornavirus, se detectan cam-
bios en la permeabilidad de la célula ocasionando una a
cumulacidn de Na' fntracelular (Sanchez, T.A., 1983; Con-
treras y cols. 1979; Carrasco y Smith, 1976; Alonso ¥
Carrasco, 1981) habi@ndose propuesto que esta modifica--
cidén en tonicidad, desencadena la inhibicidén en la tra--
duccién del RNA mensajero del hufsped y favorece la tra
duccidn del wiral.

Por otro lado, existe evidencia abundante en la literatu
ra que apoya la i1nactivacidn del factor que reconoce el

residuc de 7mG ppp ("cap"), no presente en el RNAm vi-



ral, en células infectadas (Rose y cols 1978; Ehrenfeld,

1982),

Sintesis de RNA, (Transcripcidn).
La transcripeidn es un proceso enzimitico que implica apa
reamiento v polimerizacidn de ribonucledtidos, por medio
del cual la informacidén gen@tica .ontenida en el DNA ==
utiliza para sintetizar una hebra simple de RNA, La sin-
tesis y metabolismo del RNA son de primovdial importan -
cia para la organizacidn bioquimica de las cBlulas dado-
que , este proceso, estd intimamente asociado con la ex-
presifn final de la expresidn gen@tica: la traduccifn,
Como se menciond anteriormente, durante la infeccidn -
~i picornavirus, hay una marcada inhibicidn en la sin--
tesis de RNA de la c@lula hu@sped, primariamente el fend
meno fué& descrito por Salzman y cols. (1959), Martin y
cols. (1962) y Franklin v Baltimore (1962), mas tarde lcs
estudios se ampliardn utilizando diferentes lineas celu-
lares vy varios miembros del grupo picornavirus (Bienz y
cols., 1978; Zimerman y cols, 1963; McCormick y Penman
1967). Por otro lado, se ha reportado que la inhihcidn
de 1la transcripcidn celular requiere de la acumulacién -
de productos virales (Baltimore y cols., 1963; Penman y
cols, k965 ; Ferndndez-Tomds 1982) y se ha postulado —
que alguna proteina act@a como inhibidor de la transcrip
cidén celular (Balandin y cols. 1964;Ho y Washington 1977

Fernindez-Tom3ds 1982), Ho y cols., proponen una lipopro —
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teina como inhibidor. Lo mencionado anteriormente junto
con las evidencias experimentales en cuanto a que: la es-
tabilidad del RNA mensajero no se ve afectado (Franklinv
cols. 1962; Ferndndez-Mufios y Darnell 1976}, las RNA
polimerasas I,II y III obtenidas de c&lulas infectadas -
estan presentes y activas (Schwarts v cols. 1974; Apri-
letti y cols., 1974), la conducta cyomatografica y el pa-
trdn electroforético de las subunidades de la RNA poli-
merasa II no estd modificado (Apriletti y cols. 1978) -
la disminucifn en el niimero de RNA polimerasas asocia-
das a cromatina celular (Flores-Otero y cols. 1982) ¥
que, al suplementar en un sistema de transcripcifn in
vitro con RNA polimergsa II, no se restaura la activi-
dad transcripcional de extractos obtenidos de c€lulas -
infectadas (Crawford v cols. 1981), sugieren que la inhi
biecidn en la transcripcifn ocurre a nivel de iniciacibn

del proceso,



El Proceso de Transcripcidn en Eucariotes,

El paso de la informacidn gen€tica contenida en el DNA
hacia RNA es conocido como transcripcidn; la enzima en-
cargada del procesc se denomina RNA polimerasa y es --
dependiente, en la c&lula,del DNA que actua como templa
do. En c&lulas procariotes se ha encontradoc una sola en
zima en tanto que en c@lulas eucarifticas se han encon-
trado y caracterizado tres tipos, las cuales se diferen
cian por su localizacién en el nficleo, su patrfn cromato
grdafico, por su sensibilidad a &~amanitina (compuesto t§

xico producido por el hongo Amanita fhalloides) y por su

funcidn, La RNA polimerasa I se encuentra en el nucleolo
y se encarga de sintetizar el RNA ribosomal, la RNA poli
merasa II se localiza en el nucleoplasma y sintetiza el
RNA heterogéneo nuclear, precursor del RNA mensajero, ¥y
finalmente, la RNA polimerasa 111, que se encarga de sin
tetizar RNA de bajo peso molecular, RNA de transferencia
y el RNA 5 §, se localiza en el nucleoplasma,

En general el mecanismo de transcripcién se divide en --
tres etapas: la iniciacidén, en la cual la RNA polimerasa
se une al DNA en una regidn especifica llamada promotor,
la unidn de dos nucledtidos trifosfatos a la enzima ini-
cia la transcripcidn de manera especifica. La segunda e
tapa es la elongacidn de las cadenas de RNA, durante la

cual las cadenas nucledtidicas crecen por adicidn secuen
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cial de ribonucledtidos monofosfato al extremo 3' termi-
nal del dinucledtido iniciador (la entrada de los dife--—
rentes ribonucledtidos depende obviamente de la comple--
mentariedad de la hebra de DNA). La terminacidn de la
transcripcidn, como Gltimo evento, implica la liberacidn
de la cadena de RNA del cual se conocen en procariotes -
al menos, dos mecanismos, uno debido a una secuencia es
pecifica en el DNA y el segundo mediado por wun factor
proteico,

En eucariotes el proceso de Eranscripci&n es complicadoy
aunque la regulacibn del proceso ha sido ampliamente estu
diada, existen varios aspectos que no han sido totalmente
aclarados; el mecanismo por el cual largos segmentos del
genoma no son expresados, el papel regulatorio de prote
nas asociadas al DNA, el papel de secuencias repetidas
encontradas en diferentes genes, asi como el mecanismo de
accidn de secuencias consenso encontradas en la regidn -
promotora, etc, Los primeros estudios sobre el proceso
de transcripcidn consistieron b&sicamente, en reproducir
cada uno de los eventos involucrados en el proceso; di-
chas investigaciones se llevaron a cabo utilizando nficle
os integros (Gurdon, 1973; Mertz y cols. 1977). Una de
las caracteristicas principales de las c&lulas eucarioti
cas es la enorme cantidad de DNA en forma de cromatina ,
organizada en unidades repetitivas llamadas nucleosomas,
y los cuales estdn constituidos por cuatro histonas (
H2a, H2b,H3 y H4) arreglados en octdmeros conteniendo --

dos de cada una de ellas, sobre 200 pares de bases de DNA
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(Kornberg, R. 1977), Debido a la mayor complejidad mor fo
16gica y molecular de la cromatina c&lular, los sistemas
con nidcleos Integros ofrecen una gran desventaja para el
estudio de la regulacidn de la transcripcidn. En afios
mis recientes se ha intentado reproducir los eventos de -
la transcripeidn in witro, utilizando DNAs virales como
templado y suplementando con una fuente enzimdtica,Uno
de los modelos de cromatina celular que mas se ha utili
zado es el genoma del virus SV40 y, como fuente enzima--
tica, ya sea: a) eazimas purificadas (Westphal, 1970 ;
Samrook y cols. 1972), b) extractos celulares parcial-
mente purificados suplementados con RNA pelimerasa II
purificada que permite iniciacidn especifica (Weil y cols,
1979) y c) extractos celulares totales no dependientes
de RNA polimerasa exBgena y que contiene todos los fac-
tores necesarios para la iniciacién de la transcripcién
especifica (Manley y cols, 1980; Handa y cols. 1981).
Weil y cols., (1979) utilizando el extracto citoplasmdticoe
(5-100) para transcribir el promotor tardio del virus A-
deno-2 observa iniciacidn especifica. Este ensayo tambifm
ha sido 1llevadc a cabo con el gen de globina de ratdn

con resultados similares (Luse y cols. 1980).

Recientemente estos extractos celulares (Manley y 5-100)
se han fraccionado para tratar de purificar los factores
involucrados en el proceso de transcripcidn. Matsui y

cols, (1980), al fraccionar el extracto S5-100 por croma

tografia, identifica 4 componentes (IIA,I1IB,I1C, y IID )
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que son requeridos para la iniciacifn precisa de la trang
cripcidn del promotor tardio de adeno-2; mds tarde, Samu
els y cols, (1982), realizan un fraccionamiento andlogo -
al descrito por Matsui, pero con el extracto celular to-
tal (Manley) encontrando que se requieren solamente tres

fracciones (AB,CB, y DB) para la transcripcidn precisa.

Los factores ya descritos han sido parcialmente purifica-
dos y pueden ser usados para reconstituir reacciones seme
jantes a las observadas con &l extracto inicial. Por o-
tro lado Dynan y Tjian (1983 a) al utilizar un m&todo nue
vo de fraccionamiento, partiendo de un extracto total de
células Hela, encuentran tres componentes requeridos para
la transcripcidn especifica: un componente al que denomi
nan Spl, el cual es especifico para la transcripcidn -
tanto del promotor temprano como del tardio de SV40 y cu
yo mecanismo de accidn se lleva a cabo mediante la unién

a la regidn repetida en "tandem" de 21 p.b. (Dynan y Tji
an 1983 b); el segundo componente (Sp2) es un factor ge-
neral, que se requiere para la transcripcidn de otros pro
motores (incluyendo adeno); el 3er. componente correspon-
de a la fraccidn que contiene la RNA polimerasa II endf-
gena. Lo antes mencionado, junto con las evidencias apor
tadas acerca de la interaccidn templado-factores y RNA -
polimerasa II-templado, ha permitide elaborar un modelo

de las etapas que estdn involucradas en la iniciacidn pre

cisa de la transcripcidn (Fire vy cols. 1984),
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El Virus 3V40 (Virus de Simio 40).

Como se menciono anteriormente uno de los virus que mi3s se
ha estudiado como modelo de un gen eucariftico es el virus
SV40; uno de los virus mds sencillos y mds ampliamente ca-
racterizados (Tooze 1980). Pertenece a la familia de 1los
papovavirus y s 12 ha utilizado como sistema modelo de -
cromatina celular debido a sus caracteristicas; estructura
nucleosémica, dependencia total de las enzimas celulares -
tanto para su replicacién como para su trasseripcidng capa
cidad de templado en sistemas "in vitro" tamano relativa-
mente pequefio de su genoma, etc. Su estudio ha permitido
contestar preguntas relevantes en biologia, acerca del
origen de replicacidn, de las regiones necesarias para 1la
transeripe1dn, de las secuencias involucradas en el empal-
me ("Splicing”), n la organizacidn de cromatina activajen
la importancia de las regiones realzadoras ("Enhancer") ,

etc,

Estructura de SV40.

SV40 es un virus con un genoma sencillo de 5226 pares de
bases y 3.5 X 106 daltones, Tiene un tamafio de 45 nm,con
simetria icosahedral compuesta por una cdpside constituih
por tres proteinas estructurales, La molecula de DNA es
doble cadena circular cerrada, en forma superenrrollada -~
del «cual se ha determinado la secuencia total (Reddy v
cols, 1978 3 Fiers 1978) y el mapa de restricecidn (ver fi-

gura 3), SV40 puede seguir dos vias en el ciclo viral, -
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FIGURA 3. Mapa de Restriccidn de S5V40.(Tomado de

Luria y cols. 1978)



infeccidn incompleta (abortiva) o la via 1litica (produc-
tiva) en la cual hay produccidn de particulas virales,
Dado los objetivos del presente trabajo sdlo se revisard

lo referente al ciclo litico.

Ciclo Litico de SV4O0.

El ciclo litico de 5V40 se divide en dos periodos: el
temprano y el tardio. El primero se inicia con la pene-
tracidn de la particula viral y termina al comenzar la
sintesis de DNA viral, momento en el cual se inicia el
periodo tardic.

La via productiva del virus incolucra los eventos de ad
sorcidn, penetracidn y descubrimiento . El virus §V40
se adsorbe a sitios en la superficie celular (entre 1-2
horas post—infeccidn) y posteriormente, el viridn pasa a
el interior de la c&lula por pinocitosis., El evento -
de desnudamiento (liberacidn del genoma) no ha sido to--
talmente definido; por un lado Hummeler (1970) y Mackay
y Consigli (1976) reportan la aparicidn de viriones in--
tactos en el nficleo 30 minutos despu®és de la entrada v
por otra parte Frost y Bourgaux (1975) encuentran es-
tructuras virales desproteinizadas parcialmente en el ci
toplasma.

Durante el perfodo temprano (12-15 horas p.i.), se indu

ce la sintesis de proteinas involucradas en la sintesis



de DNA, proteinas virales no estructurales (antigenos "T"
y "t") (ver figura 4), Durante el periodo tardio ademis
de la sintesis de proteinas estructurales se lleva a cabo
el ensamble, maduracidn y la liberacidn de particulas wvi-
rales (Tooze, 1980). Los genes A y F codifican para los-
antigenos "T" y "t" los cuales autorregulan la transcrip-
cidn temprana (Tjian 1981) y estdn involucrados en el es-
tablecimiente y mantenimiento del estado transformado

de c€lulas no permisivas (Kimura, 1972; Steinberg, 1978),

Transcripcidn de SV40.

La transcripcidn del genoma de SV40 ocurre de manera a-

simétrica (Westphal 1970 op. cit,). Durante el perindo -
temprano, como se menciond anteriormente, se transcribem
genes virales utilizando la RNA polimerasa II del hu&sped
a partir de un promotor localizado aproximadamente entre -
0.6 y 0.7 unidades en el mapa de SV40 (Sambrook 1973); es-
ta regidn se denomina promotor temprano y se localiza en -
una sola de las cadenas (cadena E). El promotor tardio -
que controla la expresidén de proteinas estructurales se
denomina promotor tardio y se localizd en la cadena comple
mentaria (cadena L) (Sambrook, 1972 op. cit,) ver figura
4,

El DNA de SV40 aislado de c&lulas permisivas exhibe propie
dades sim:lares a los de cromatina eucaridtica. Estd com~-
puestuv de complejos DNA-histona arregladas en la estruc-

e

tura nucleosdmica catwcleristicas (Griffith, 1975; Germon
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FLGURA 4, Mapa funcional y genético de el genoma

de SV40.(Tomado y modificado de Luria

y cols. 1978). El sitio "cero", en uni
dades de mapa, se toma convencionalmen
te en el dinico sitio de restriccidn de

la enzima Eco RI1,
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y Hirt 1975). Esta cromatina viral, llamada minicromoso-
ma, ha sido aislada a tiempos tardios de la infeccidn y es
tudiada como templado para dirigir la transcripecidn "in vi
tro" (Gariglioc v Mouset 1975; Brooks 1977; Green 1977).
Aunque finicamente una pequefa proporcidn (1%) del total de
la cromatina viral es activa transcripcionalmente, e "in -
vitro" sélo permite elongar las cadenas, ha sido un bu-
en modelo para estudiar la relacidén entre estructura y -
funcidn de cromatina celular. Con la utilizacidn de fuen-
tes enzimiticas erdgenas ahora es posible reiniciar trans-
¢ripcidn utilizando el minicromosoma (Beard y cols, 1981),
Los mé&todos para obtener complejos DNA-histonas de SV40,
a partir de c€lulas o viriones purificados, han variado
srandemente desde la utilizacidn de detergentes (Green 7
cols, 1976; Gariglie y cols, 1975 op. cit. ; Mufioz y cols.
1979), hasta agentes quelantes vy agentes reductores (Brady
y cols, 1980; 1981) y alkalis (Christiansen 1977; lleneguzzi

y cols. 1978).

Como se menciond anteriormente utilizando templados de cro-
matina viral y fuentes enzim3ticas conteniendo los factores
requeridos para la inicdacidén de la transcripecibn, el proce

"in wvitro". Es-

so de transcripcidn se puede rerpoducir
tos sistemas nos permiten abordar otro tipo de problemas
asociados a la regulacidn y alteracidn de la expresidn ge-

nética de un eucaridéte (Diaz-Moreno, A, 1983). Tal es el -

caso de la infeccidn del wvirus de la vpoliomielitis (polip

virus) la cual ocasiona que el sistema genftico del hus



ped se apague, Dado el inter&s poy estudiar el meca~
nismo por el cual poliovirus inhibe la transcripcidn celu
lar y partiendo de la hipGtesis de que la inhibicidn ocu
rre 8 nivel de la iniciacidn, el objetivo del presente tra
bajo {u@& el de obtener un sistema modelo que iniciara trans
cripcidr especifica "in wvitro", con el fin de estudiar, --

posterio i ente, el probable efecto inhibitorio de un pép-

tido virus- . pecifico.



OBJETIVO

ESTRATEGIA

El trabajo que desarrolle lleva como obje-
tive principal obtener un sistema modelo

que inicie transcripcifn especifica "in wvi
tv=" con el fin de estudiar, posteriormen-
te, el mecanismo de inhibicidn eu la trans

cripeidn ejercido por el virus de la polio

mizlitis,

Para lograr el objetivo, el trabajo exper:

mental se dividid en varias etapas:

1) Purificacidn de virus SV40.

2) Obtencidn a partir de virus purifica
dos, de un complejo nucleoproteico -
gue inicie transcripcidn.

3) Obtencidn de extractos celulares que-
permitan transcripcidn expecifica "in
vitro",

"

4) Transcripciédn "in vitro" del complejo

suplementade con el extracto.
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MATERIALES

Lineas Celulares y Virus.

Células CV-1 derivadas de rifiégn de mono (CCL70-ATCC) nos
fueron obsequiadas por el Dr. Patriciec Gariglio del De-
partamentc de Cenética y Biologia Molecular del CINVESTAV,
Células Hela derivadas de un carcinoma de cervix humano
(CCL 2-=ATCC), El wvirus de la Poliomielitis (Mahoney-
Tipo I) y el virus SV40 (cepa 777), fueron propagados a
baja multipiiridad =n c&lulas Hela y CV-1 respectivamen-
te. El wvirus SV40 nos fué obsequiado por el Dr, Patri
cio Gariglic y el de la Poliomielitis fug obtenideo del

laboratorio del Dr, David Baltimore.

Material para el Cultivo de C€lulas,

De Gibco Laboratorios (FEUA). Medio Eagle modificado (Dul
becco) y medio egencial (MEM) modificado por Joklik,El
suero que se utilizé para el medio fué de Biocel (Méxi
&GN

De Falcons Labs. (EUA)., Cajas de Petri para cultivo de
35, 60, v 100 mm de didmetro, tubos cbnicos de 50 ml y

botellas falcons de 75 cmz.



REACTIVOS.

J.T, Backer (México). Alcohol etilico absoluto, Hidrdxido
de sodio (NaOH), cloruro de potasio (KCl), fosfato de
potasio (KHZPO“), dcido tricloroac&tico, bicarbonato de
sodio (NaHCOBJ, cloruro de sodio (NaCl), cloruro de mag-
nesio (MgCl,), &cido bdrico (H3303), difenilamina, dcido-
clorhidrico (HCl), Tolueno, p-Dioxano, glicerol, dcido --
perclérico (HClﬂ4), dcido sulfiirico (HZSO&), dextrosa,tar

trato de potasio.

Sigma Chemicals Co, (EUA). Tris-HCl, tripsina, Hepes, uri
dina, timidina, S5DS, EDTA, citidina, tritén X-100, trifos-
fato de adenosina, trifosfatoe de guanidina, trifosfate de
uridina, trifosfato de «citosina, alblmina de suero bovino
rojo neutro, polivinil pirrolidona, ribonucleasa A, 2-mer

captoethanol, Tris-Base, creatin fosfato, EGTA, heparina.

Merck (México), Cloruro de magnesio (HgClz), difosfato -

tetrasddico (NaQP207), naftaleno, sulfato de amonio, cloru
ro de manganeso (HnClz), alcohol isoamilico, acetaldehido,
reactiveo de Folin, formamida, persulfato de amonio, azul -

de bromofenol, desoxicolate de sodio.



S, BE &
Bethesda Research Laboratories (Bethesda, Md. EUA). TEMED,

cloruro de cesio (CsClz}, DTT, enzimas de restriccidn: -

Hpa 1, Bgl 1, Eco R1, PMSF,

BDH Chemicals (Inglaterra). Acrilamida, N-N metil&n bis--

acrilamida, agarosa, SDS, sulfate cliprico, glicina.

Farmacelitico Lakeside (M&xiceo). Penicilina G sddica cris-

talina, y sulfato de estreptomicina.

Whatman (Inglaterra). Papel Whatman 3 MM, 1 MM y DES81,

Packard., Co. Solueno, PPO.

Calbiochem (EUA). Acido desoxirribonuecleico de timo de

ternera, bromuro de etidio, e¢—amanitina,

La actinomicina D (Lyovac Cosmogen R ), nos fu€ obsequi
ada por el director de Investigaciones Clinicas de Merck
Sharp and Dohme de M&xico y el Sarkosyl NL-97, nos fu@é -
obsequiado por el Sr, Jos& Antonio Salguero de Ciba Gei-
gy de México, La pelicula Kodak X-@mat X5-5 fug obtenida
de Ind. Fotogradficas Interamericana, S,A. (México) y la

pelicula Polaroid tipo 55 fu@ de Michelmex (Mé&xico).
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Material Radiactivo.

Amersham Radiometer Center (Amersham, Inglaterra),

(6="H) Timidina scet. esp. 23 Cifasol, (5-7H) UTP act. eap.

11,6 Ci/mmel y (*{—32P ) UTP act, esp., 3000 Ci/mmol,
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Preparacidn de Scluciones, Amortiguadores y Medios .

Para preparar las soluciones y amortiguadores se utilizd
agua bidestilada y se esterilizaron por autoclave (A) 22
libras /cm2 de presidn, 120 °¢ durante 20 minutos, o por
filtracidn (F) utilizando membranas millipore tipo GS (

0.22 um ).

Medio Dulbecco 1X, Se disolvidé el contenido de un paque

te comercial en 890 ml de H,0 bidestilada estéril, adi--
cionando 3.7 gr. de bicarbonate de sodie y 3,5 gr. de
dextrosa, con CO2 gaseoso se ajusto el p.H., a 7.4 y se
esterilizd por filtracidn., Para utilizarlo en el creeci
miento de c&lulas (V-1 por cada 890 ml se adiciond 100
ml de suero fetal de ternera y 10 ml de penicilina-estrep
tomicina 100 X. Para preparar Dulbecco 2 veces concentra-

do (2X) se realizé lo mismo pero en la mitad de volumen,

Amortiguador de fosfato salino (PBS). (NaCl 137 mM;KC1l3

mM; Na,HPO, 2 mM y KH,PO

2P0, 2 mM). Los reactivos fueron di

4
sueltes en agua bidestilada el p.H. se ajustd a 7.4 antes

de aforarse (A).

Scluciones de Penicilina/Estreptomicina (100 X). 5 X 106

unidades de penicilina G sddica v 5 gr. de estreptomici-
na se disclvieron en agua bidestilada estéril, aforados a
un litre y filtrados por millipore Almacendndose la so=-

lucidn a =20 °C
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Medic MEM 2X. Para preparar aatro litros de medio, cua-
tro sobres del preparado comercial fué& disuelto en --
1800 ml de agua bidestilada est&ril y suplemntado con 8
grs. de bicarbonato de sodio., Se procedid a esterilizar
por filtracidn en millipore 0,22 um, previo ajuste del p.

4, a 7.4 con HCLl 1 N,

Solucidn de Tripsina 0.05 % - EDTA 0.02 %.(para preparar

1000 ml). NaCl t gr.; KCL 0.4 gr ; Dextrosa 1 gr ; NaHC%
0,58 gr ; Tripsina 0.5 gr ; EDTA 0.2 gr ; rojo de fenol al
0.5% 0.5 ml. Los reactivos se disolvieron y se ajustd el
p.H. a 7.4 con HCl 0.1 N. Se esterilizd por filtracidn vy

se almacend a -20 °C hasta su uso.

Solucidn de Rojo de Fenol al 0.5 %. 0.5 gr., de rojo de

5 ml de agua bidestilada estéril

=~

fenol se disolviercon en
con la ayuda de ecalor y 1.5 ml de NaOH 1 N; se aford a
100 ml y se fultrd en papel whatman 1 MM y se almacend a

-20 °c.

Solucidn de Rojo Neutro al 0.5 %, 0.5 gr. del colorante

fueron disueltos y aforados en 100 ml de agua bidestilada
estéril, se filtrd por millipore 0.45 um y se almacend a

s o2
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Solucidn de agar 0,9 % para plaqueo de SV40, Para preparar

200 ml de agar al 0.9 %, se utilizaron 100 ml de agar noble
especial al 1.8 Z y 100 ml de medioc Dulbecco 2X suplemen-
tado con 5 %Z de suero fetal y penicilina estreptomicina,
Esta mezcla se prepard a 45 °C y se conservd a esta tem-
peratura hasta el momento de vaciarse sobre la monocapa

de c@lulas.

Solucifn de Actinomicina D. A 1.0 mg. de actinomicina D se

le anadieron 1.0 ml de agua bidestilada esté@ril, se disol

vid y se guardd a 4 °C en la obscuridad.

Mezcla de Lisis, (Tritén X-100 0,25 %, Tris-~HCl p,.H, 7.9

10 mM, EDTA 10 mM, NaCl 0.4 M, Sarkosyl 0.4 %). Para cada
100 ml utilizamos: 0.25 ml de Tritdén X-100, 1 ml de Tris-
HC1 p.H. 7.9 (1 M), 4 ml de EDTA (0.25 M), 8 ml del deter
gente sarkosyl (10 Z). La mezcla se almacend a 4 °C hasta

54 uso.

Amortiguador I (Manley v cols., 1980).(Tris-HCl p.H., 7.9

0.01 M, EDTA 0.001 M y DTT 0,005 M), Fara cada 100 ml uti
lizamos: 1 ml de Tris-HCl p.H., 7.9 (1 M), 0.4 ml de EDTA

(0.25 M) v 2.5 m1l de DTT (0.2 M). Se almacend a &4 °C,



- 40 -

Amortiguador II (Manley). (Tris-HCl p.H. 7.9 0.05 M, MgCl2
0.01 M, DTT 0.002 M, sacarosa 25 % y glicerol 50 % (v/v)).
Para preparar 100 ml utilizamos: 5 ml de Tris-HCl p.H. 7.9
(1 M), 1 ml de DIT (0.2 M), 25 gr. de sacarosa y 50 ml de

glicerol estéril, Se almacend a 4 °C,

Amortiguador 111 (Manley).(Hepes p,H. 7.9 20 mM, MgCl,

12,5 mM, KC1 100 mM, EDTA 0.1 mM, DTT 2 mM, glicerol 17 %).
Para preparar 500 ml de amortiguador wutilizamos: 10 ml de

Hepes p.H. 7.9 (I1M), 6.25 ml de MgCl, (IM), 50 ml de KCl

2
(1M), 0.2 ml de EDTA (0,25 M), 5 ml de DTT (0.2 M) vy 85

ml de glicerol est@ril, La solucibn se almacend a 4 °C,

Amortiguador "Stop'" de polimerasa (Brady y cols 1980),

(sbs 1%, NaCl 0.15 M, EDTA 5 mM, Tris-HG@ p. H. 7.4 10 mM),.
Para preparar 100 ml de amortiguador utilizamos: 10 ml de
sbs (10 %), 15 ml de NaCl (IM), 2.0 ml de EDTA (0.25 M)y

1 m1l de Tris-HCl p.H. 7.4 (IM), Se almacend a temperatura

ambiente,

Amortiguador para Transcripcidn (Brady y cols., 1980 y Man

ley y cols., 1980). (Hepes 12 mM p,H, 7,9 , 60 mM KC1, 70

mM MgCl.,, 30 mM NaCl, 0,2 mM EDTA, 1.9 mM DTT, 10 % glice-

2,
rol, lmM EGTA, 0,01 % tritdn-X-100, 500 uM de ATP,GTP, y —-

CTP, 10 uCi de UTP——32P (3000 Ci/mmol) o bien 131 uCi de -

UTP--3H (23 Ci/mmol) y 10 mM creatin fosfato). Para una -

mezcla de reaccidn de un volumen final de 50 uls, se utili
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zarén 12.5 ul del CNP c= SV40 (1-3 ugr. de DNA) o 1-3 ugr,
de DNA forma I, 2!l volumen restante se completd con agua
bidestilada est&ril, La reaccidn se llevd a cabo a 32°C

por 60 minutos.

Amortipuador E (Elcctroforesis) (Baltimore y cols. 1977).

(Tris-HCL p.H. 7.3 40 mM; acetato de sodio 10 mM; EDTA 1
mM, glicerol 10 %). Para preparar un litro de amortiguae
dor se emplearon: 40 ml de Tris-HCl p.H. 7.3 (IM), 10 ml.
de acetato de scdio (2M), 5 ml de EDTA (0.25N) y 100 ml

de glicerol (100% ) estril, La mezcla fu® aforada y alma

cenada a 4 °C.

Solucidn para lavado de filtros de Transcripcidn,

{NaZHPO 195 g Na,P.0u"10 H.O 40.@r = SDS & sy, )« Las

& L 2

reactivos se disolvieron en 5 litres de agua bidestilada

estéril y se almacend a temperaturs ambiente.

Amortiguador de Disociacifn. (Brady v cols, 1980).

(NaCl 0.15 M, EGTA 0.005 M, DTT 0.003 M, Tris-Base p.H.8.7
0.05 M, tritén X-100 0,05 Z). Para preparar 300 uls, del -
amortiguador utilizamos: 45 uls, de NaCl (1M), 15 uls, de
EGTA (0.1 M), 9 wuls, de DIT (0.1M), 30 uls, de Tris-Base
(0.5 M) y 8 uls. de tritdn X-100 (2.5 %). La solucidn se-

almacend a 4 "C hasta su uso,
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Solucidn de Agarosa (1.0 %). 10 gr. de agarosa fueron di-

sueltos en un litro de amortiguador E con ayuda de calor

repartida en alicuotas y almacenada a 4 °C,.

Mezcla de centelleo liquido (Cocktail D). (PPO 40 grs;

Naftaleno 800 grs) los reactivos fueron disueltos en cua
tro litros de p-Dioxano y aforados con el mismo reactivo
a 8 litros, La mezcla se almacend en frascos ambar a tem-

peratura ambiente,

Mezcla de centelleo liquido(Tolueno-Tritdn III). Para pre-

parar 1000 ml de la mezcla se disolvieron 6 grs, de PPO -

en 600 ml de toluenoc y 400 ml de tritdn X-100.

Solucidn A (Lowry y cols, 1951), (Nazco 94 mM;NaCH 50 mM

3

tartrato de sodio y potasio 47 mM). Los reactivos fueron -

disueltos en 500 ml de agua bidestilada esté&ril y la solu
¢cidn se almacend a 4 °C,

Solucidn B (Lowry). (CuS0,+5 H,0 2 mM). El reactivo fu€ di

4 2

suelto en 100 ml de agua bidestilada y almacenado a & °C,.

Solucidn € (Lowry). 50 partes de la solucidén A mds 1 parte

de la solucidn B. Estd solucidn se prepara al momento de -

usarse,



- 43 -

Solucidn de Folin (Lowry). El reactivo comercial fu® di

suelto 1:2 con agua bidestilada.

Solucidn patrdn de proteina. (Lowry). 50 mg. de albfimina

bovina se disolvieron en 20 ml de agua bidestilada esté&-

ril, se repartid en alicuotas y se almacend a 4 °C,

Solucidn de timidina fria., (50 ugr./ml) 25 mg. de timidi-

na se disolvieron en 500 ml de PBS estéril, La solucidn

se almacend a 4 °C.

Reactivo de Difenilamina (Burton, K. 1956). 1,5 gr. de -

difenilamina fueron disueltos en 100 ml de dcido acé@tico
vy 1.5 ml de Acido sulfiirico concentrado., Almacenado en la
obscuridad a temperatura ambiente. El dfa de su uso se a-
fiadieron 100 uls, de una solucidn acuosa de acetaldehido «

16 mg/ml) por cada 20 ml de difenilamina,

Solucidn A (Electroforesis). Para preparar 100 ml de 1la

solucidn se pesaron 15 gr, de acrilamida y 0.5 gr. de bis-
acrilamida y se disolvieron y aforaron con 100 ml de a=-

gua bidestilada est@ril, La solucidn se almacend a 4 °C.

Amortiguador Tris-Boratos (10 X). (Tris-Base 89 mM, dcido

borico 89 mM, EDTA 2,5 mM). 108 gr, de Tris-Base, 55 gr.de

dcido borico v 9.3 gr. de EDTA fueron disueltos en 800 ml
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de agua bidestilada est@ril, el p.H, se ajustd a 8.3 y

la solucidn se aford a 1000 ml.

Gel de Poliacrilamida-Urea al 4,15 % (Para andlisis de RNA)

Para preparar 31 ml de solucidn gelificadora se utiliz&:8.25
ml de solucidn A (electroForesis), 1.5 ml de amortiguador ==
Tris-Borato (10X),21ml de Urea (10 M, desionizada), 0.06 ml
de TEMED v 0,2 ml de Persulfato de Amonio (10 %), La solu-
cidn se colocd entre las placas y se dejd gelificar por 45-

60 minutos.

Amortiguador de muestra (5X),Para preparar 50 ml de amorti

guador se utilizaron: 12,5 ml de amortiguador Tris-Borato —
(10 X), 12.5 gr., de sacarosa, 2,5 ml de SDS (10 %) y 25 mg.
de azul de bromofenol, todo lo anterior se aford a 50 ml --

con agua bidestilada

Solucidn SSC (20 X). (Southern, 1975). NaCl 175 grjcitrato

de sodio 88,23 gr, fueron disueltos en 1000 ml de agua bides
tilada, esterilizada por autoclave (A) vy almacenada a tempe-

ratura ambiente.

Solucidn de Ribonucleasa A. 1 mg. de solucidn comercial (100/

ug./ml) se aford a 10 ml con SSC (2 X),.



Solucidn para pre-hibridizacidn, (0.04 % de albfimina de sue
ro bovino, 0,04 % de ficol, 0,04 % de PVP). 400 mg de cada
componente fueron disueltos en un litro de solucidn SSC (6

X) y almacenados a 4 °C hasta su uso.

Solucidn para Hibridizacidn. (0.04 % alblmina de suero bovi

no, 0,04 % de ficol, 0,04 % PVP, 0,5 %Z SDS, 1lmM EDTA). La =~
solucidn para pre-hibridizar fu@ ajustada con SDS y EDTA a
las concentraciones senaladas, La solucidn fu& preparada -

el dia de su wuso.



METODOS

Cultivo de Células CV~1,- CElulas CV-1 fueron cultivadas en

monocapas con medio esencial minimo Eagle modificado (Dulbe
cco), suplementado con 10 % de suero fetal de ternera y pe-
nicilina-estreptomicina, en cajas de 100 mm o cajas falcdn —
de 75 cmz. Para colectarlas, aspiramos el medio,lavamos --
con PBS y anadimos 5 ml de tripsina - EDTA, la monocapa de -
cElulas se desprendid y resuspendid con 4 ml de medic dulbe
cco completo., El niilmero de c@lulas fu@ determinado mediante

conteo en un hematimetro,

Cultivo de CElulas Hela.- C&lulas Hela fueron crecidas en--

suspensidn, en medio minimo esencial (MEM), suplementado con
10 % de suero fetal de ternera, aminodcidos no esenciales, -
glutamina, metionina, leucina y penicilina-estreptomicina,

5

.
La densidad celular varid entre 4X10° a 6X10°~ c&lulas/ml.

Infeccidn de CElulas CV-1 con SV40.- Se sembraron aproxima-

damente 2X106c€lulas CV-1 por cada caja P-100 , dos dias an-
tes de infectar (el dia de la infeccidn se contd el nimero
de c€lulas por caja). La monocapa de c@lulas se lavd con-
PBS estéril 2 veces y se infectd con una moi de 10 UFP/cé-
lula en un volumen de 0.5 ml/caja (la solucién de virus s
hizo en Dulbecco suero (-) ). Se permitid la adsorcidn-

del virus por 60-90 minutos a 37 °C, 10 % CO2 , pasado el



tiempo y sin retirar el virus, se agregaron 10 ml de medio
Dulbecco suplementado con 2 % de suero. Las c&lulas control
fueron tratadas de idéntica manera, con medio sin wvirus (

infeccifn fingida).

Sintesis de DNA en C&lulas CV-1 infectadas con SV40,- A los

tiempos de infeccifn sefialados en la figura 5 la monocapa -
de c€lulas se lavd con PBS estéril, 2 veces (2 cajas contml
y 2 cajas infectadas), se anadid 2 ml de medio Dulbecco con
2 % de suero y 20 uCi/ml de timidina—3H a cada caja; se in-

cubd a 37 °C, 10 % CO, durante 1 hora. Pasado el tiempo se

2
colocaron las caja sobre hielo y se lavd 2 veces la monoca-
pa con una solucidn de PBS-timidina fria, afiadiendose pos-
teriormente 2,3 ml de "mezcla de 1isis" a cada caja y se co
locaron en agitacidn suave (para no romper el DNA celular),
recolectiandose por separado el contenido de las 2 cajas --
control y las dos cajas infectadas en un tubo de centrifuga
(rotor SW50.1, ultracentrifuga Beckman LB-55) e invirtiendo
los tubos 2 veces con mucho cuidado, se centriguge a 30 K

durante 30 minutos a 4 °C, Alicuotas de 50 uls. se coloca-
ron en filtros de papel Whatman 3 MM, se secaron y lavaron
3 veces con TCA 5 %Z y 2 veces en alcohol etflico absoluto,

el papel ya seco se <coloecd en un vial conteniendo 7 ml de
l1iquido de centelleo (cocktail D) y determinandose la radi-
actividad en un contador de <centelleo liquido (Packard mo-
delo 3385). Cabe mencionar gue =21 DNA viral se encuentra -
en los primeros 800 uls del tube al terminar de centrifu-

gar.



- 48 -

Obtencidn de DNA de SV40 y digestifn del mismo con enzimas

de restriccidn. (Diaz-Moreno, A, 1983). Cultivos creciendo

i células/gaja),

en cajas petri de 100 mm de didmetro (3X10
fueron infectadas con SV40 (una moi de 10 UFP/c&lula). 16
horas después de la infeccidn se aspird el medio de culti
vo y se anadieron 10 ml de medio Dulbecco suplementado con
timidina - “H (10 uCi/ml), 72 horas despu€s de infeccidn -
los cultivos se lavaron con PBS y las c@lulas fueron lisa=-
das con una solucién que contenia : SDS (0.6 %), Tris-HC1,
p.H., 7.4 (0.01 M), EDTA (0.01 M) y se mantuvieron en agita
cidn durante 10 minutos, la supensidn fu& transferida a tu
bos corex de 30 ml (5 cajas/tubo) suplementada con NaCl (
concentracién final de 1 M) y mantenida a 4 °C durante to
da la noche. La suspensidn se centrifugd a 10 000 rpm (ro
tor $S-34, centrifuga Sorvall RC-2B) durante 60 minutos a
4 °C, El sobrenadante fu@ removido cuidadosamente y se le
anadid un volumen de fenol saturado ( 1/4 de volumen de --
Tris-HCl p.H, 7.4 0.2 M) agitando la suspensifn a tempera
tura ambiente durante lo minutos. La fase acuosa fu@ recu
perada mediante centrifugaeidn a 8 000 rpm en un rotor SS534
durante 20 minutos, la extraceidn fendlica fué& repetida.La
fase acuosa resultante fu& suplementada con un volumen de-
cloroformo-alcohol iscamilico (25:1 v/v), la fase acuosa -

fué recuperada, dejando reposar la mezcla y ajustando a --

0.4 M de acetato de sodio., E1 DNA fu@ precipitado medi-
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ante la adicién de 2 volumenes de alcohol etilico absoluto
(preenfriado a -20 °C), Al dia siguiente el DNA fu@ recu-
perado mediante centrifugacidn a 10 000 rpm, 4 °C, duran-
te 60 minutos (rotor S$S34, centrifuga RC-2B). El precipi-
tado fu@ resuspendido en 5 ml de una solucifn : Tris-HCl ,
p.H. 7.4 (0,01 M), EDTA (0.001 M) y ajustada a 100 ug/ml &
bromuro de etidio y 0,8 gr,/ml de cloruro de cesio (fn-
dice de refraccidn = 1,3875-1,3880). La muestra fu@ centri
fugada durante 48 horas (40 000 rpm en wun rotor 50 Ti ,
ultracentrifuga Beckman LB-55) y el gradiente fraccionada
Las fracciones conteniendo al DNA forma I y forma IL (I.R,
= 1,585 gr/ml, 1,55 gr/ml respectivamente) fueron extrafdes
(cuatro veces) con isopropanol, alicuotas de las fracciones
conteniendo DNA fueron colocadas en papel Whatman 3 MM y
la radiactividad se determind como ya se ha indicado, Des
pue€s de la extraccidn con alcohol isopropilico, las prepa
raciones (DNA forma I y 1II) se suplementaron con 4 volume
nes de S$SC 0,1 X con el fin de diluir la concentracidn de

CsCl, y se ajustaron a 0,4 M de acetato de sodio., La re-
cuperacidn del DNA se llevd a cabo mediante PTecipitaciﬁn

con 2 volumenes de alcohol etilico absoluto a -20 °C. El -
precipitado obtenido mediante centrifugacifén (10 000 rpm -
rotor 8S8-34, 60 minutos, 4 °C) fué resuspendido en SSC 0.1
X a una concentracidn de 1-4 ug, de DNA/ul y almacenado a
4 °C, E1 DNA de SV40 forma I, fu€ digerido con la enzima-
Hpa I (5 U/ul) en una mezcla de reaccidén (100-~200 uls) con

teniendo: Tris-HCl, p,H. 7.4 (20 mM), HgClZ (10 mM), KC1 (
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20 mM), DTT (1 mM). La digestifn con Eco Ri y Bgl I se rea
1iz8 en la misma mezcla de reaccidn ajustando la concen--
tracidn de sales a : Tris-HCl, p,H. 7.4 (50 mM), HgCl2 Qo

mM), NaCl (50 mM) y DTT (1 mM).

Purificacidn de Viriones SV40, (modificado de Brady y cols,

(1980). La infeccifn se llev8 a cabo como se describif am
teriormente , Después de 7-9 dfas de infeccidn las c8lulas
v el medio de cultivo, se colectarbn y centrifugaron a 39

000 rpm por 3 horas (rotor 50 Ti, ultracentrifuga Beckman,
LB-55) a 4 °C, el sobrenadante se descartd y la pastilla

de virus se resuspendid con 10 ml de PBS estéril, la solu
cidn de virus se sonicd por 30 segundos a 8,5 microns (ca-
da 15 segundos se enfriaba la solucidn en hielo), La solu-
cifén resultante fué llevada a una concentracidn final de
1.3 % de desoxicolato de sodio y 0.0125 % en tripsina, e
incubada a 37 °C por 30 minutos. Posteriormente la suspen
sidn se coloco a 4 °C durante 10 minutos vy se centrifu-
gdé a 10 000 rpm, 10 minutos a 4 °C (centrifuga Srvall RC-
2 B). La solucidn sobrenadante fué colocada en un colechdn
de cloruro de cesio de densidad 1,38 gr / ml v centrifuga-
da a 24 000 rpm, 4 °C (rotor SW28, ultracentrifuga Beckman
LB-55) durante 12 horas; la banda viral (debajo de la in--
terfase) se colectd y se llevd a una densidad de 1.2 gr/
ml con PBS est8ril, esta solucidén fué colocada en otro

colchén de CsCl de densidad 1,33 gr/ml y se centrifugd a

38 000 rpm, 4 °C , 19 horas (rotor SW40, ultracentrifuga —--



Beckman LB-55), Las bandas vifales fueron colectadas y dia

lizadas contra amortiguador Tris-HC1 0,01 M p.H., 7.4 a 4 °C

durante 24 horas, el virus se almacend a -20 °C,

Titulacidn de SV40 (m8todo de UFP),- 24 horas antes de in

fectar con SV40 se sembrarcn cé@lulas CV-1 (31106c51ulasf¢3_
ja de 60 mm), al dia siguiente el medio fu@ eliminado y -
las monocapas fueron lavadas con PBS estéril 2 veces (con-
cuidado para no desprender la monocapa)., Por otra parte se

prepararon diluciones del virus (106, 107 ’ 9’ 10}

,107,107,10 en
medio Dulbecco sin suero, Las monocapas fueyon infectadas
con 0,2 ml/ caja de cada dilucidn, permitidndose la adsor
cidn del virus por 90 minutos a 37 °C, 10 % Coz(agitando
cada 20 minutos para una mejor distribucidn), Pasado el =~
tiempo de adsorcidn, se retird el exceso de virus con una
pipeta pasteur y se afiadieron 5 ml de la mezcla de agar-me
dio precalentado a 45 °C a cada caja (ver material), dejan-
dose solidificar a temperatura ambiente durante 45 minutos,
Las cajas con el agar ya solidificade se incubaron inver
tidas a 37 °C, 10 % CD2 durante 14-16 dfas, Las placas se
observan a partir del dia 14 mediante tincidn con 4 ml/ca-
ja de solucidn de rojo neutro est@ril al 0,01 % (concentra
cién final) en medio Dulbecco completo, permitiendo la inecu
bacidn a 37 ¢, 10 X C0,, durante 18 horas; al dfa siguien

te se retird el colorante y se determinf el nfimero de plase

cas.
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Obtencién de Complejos de Nucleoproteina (CNP) para Trans-

cripeifn " IN VITRO" .- ( Brady y cols, 1978,1980),

Viriones purificados fueron disociados por tratamiento con
5 mM EGTA, 3 mM DTT, 0.15 M de NaCl en 50 mM de Tris-HCl p.
H. 8.7 por 30 minutos a 32 °C., Después de la disociacidn -
se adiciond tritdn X-100 al 2,5 %Z (hasta dar una concentra
cidn final de 0,05 %), transfiriendo la mezcla a hielo y
colocandolas en un gradiente de sacarosa continuo 10-30 % -
en amortiguador conteniendo: EGTA (5 mM), DTT (3 mM), NacCl

(150 mM), Tris-HCl p.H.7.8 (10 mM), tritdn X-100 (0,05%) ,
la centrifugacidn se llevd a cabo a 45000 rpm, 4 °C (rotor

SW50.,1, ultracentrifuga beckman LB-55) durante 2 horas,.

Infeccifén con Poliovirus,- C&lulas Hela en suspensifn se

6 células/ml e infec-

concentraron a una densidad de 9,8X10
tadas con 100 UFP/c&lula. La adsorcidn viral se permitid

a temperatura ambiente durante 30 minutos, tiempo en el cu-
al se diluyeron a una densidad de 5X106 células/ml con MEM
(suero (-), penicilina-estreptomicina (-), glutamina (-)) y
mantenida durante otros 15 minutos a temperatura ambiente,
Al final del tiempo el virus no adsorvido fué retirado por
centrifugacidn a 2500 rpm (centrifuga Internacional, PR 6000
durante 5 minutos. La pastilla de c&lulas fu@ resuspendida
en MEM suplementado con suero dializado (2 % concentracién
final), glutamina v L-metionina—355 (10 uCi/ml) hasta dar -

- €& :
una concentracidn de 5X10° c&lulas/ml y mantenidas a 37 °C,



10 2 co, (tiempo 0 de infeccidn). A los diferentes
tiempos post-infeccidn se tomaron alicuotas y se deter
mind la radiactividad, las c@lulas control fueron tra-

tadas de idéntica manera, excepto que el medio de in--

feccidn no contenia virus.

Determinacidon de la concentracidon de Proteina, (Lowry y

cols., 1951).- A las muestras a analizar (ajustadas a
200 ul) se les afiadié 1 ml de solucidn C, se agitaron y
10 minutos después se agregd 0.01 ml de reactivo de f&-
lin. La solucidn se agitd® inmediatamente permiti&ndo -
la reaccidn al menos 45 minutos a temperatura ambiente,
La densidad éptica de la reaccidn colorim@trica fu@ de-
terminada a 660 mu en un espectrofotdmetro (Carl Zeiss-
PMQ II). Se empled la alblimina de suero bovino como so

lucidn estindard para hacer la curva tipo,

Determinacidn de la concentracién de DNA, (Burton, K. -

1956) .- La muestra a analizar (se ajustd a 200 ul) -

fué diluida con un volumen de HClOa (1 M) al cual se le
afiadieron 2 volumenes de difenilamina, permitiendo 1la
reaccidn colorim&trica a temperatura ambiente al menos-
durante 24 horas. Las muestras se analizaron a 600 mu

en un espectrofotdmetro (Carl Zeiss PMQ II), Se empled

HC10, como blanco y DNA de timo de ternera como estandard.,



Preparacidn de Extracto de Manley. (Manley y cols. 1980).

. célu--

Dos litros de células Hela en suspensidn (5.85X10
las/ml) fueron centrifugadas a 2500 rpm ( Centrifuga In--
ternacional PR 6000) durante 5 minutos y lavadas con MEM-
sin suero, penicilina-estreptomicina ni glutamina, La pas
tilla fué resuspendida en el mismo medio a una densidad -

7 células/ml; la mitad del cultivo se infectd con po

de 10
liovirus (como se menciond anteriormente) y la otra se u-
tilizd como control (infeccidn fingida). A las 3 horas -
ambes lotes (infectado y control) se procesaron por sepa-
rado, de la siguiente manera: las c&lulas se lavaron con-
una solucidn de PBS—MgCl2 (1.5 mM) y la pastilla se sus--
pendid en 4 volumenes con amortiguador 1, dejando la solu
cifn en hielo durante 20 minutos, pasado este tiempo las
células fueron lisadas con un Dounce metdlico (8 golpes),
agregandc cuatro volumenes del paquete celular de amorti-
guador 2, agitando suavemente. Un volumen del paquete ce
lular de sulfato de amonio saturado se adiciond (gota a -
gota) permitiendo la agitacidn, suavemente, durante 20 mi
nutos., El extracto resultante se centrifugd a 50 000 rpm
4 °C (rotor 50 Ti, ultracentrifuga beckman LB-55) durante
3 horas, se tomd el sobrenadante y se le adiciond sulfato
de amonio sdlido (0.33 gr/ ml), adiciondndose a la solu--
cidn 0.01 ml de NaOH 1 N (por cada 10 gr, de sulfato de a

monio). El precipitado fu@ colectado por centrifugacién-
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a 15 000 rpm durante 20 minutes a 4 °C (rotor SS-34, cen-

trifuga sorvall RC-2B). La pastilla resultante se resus
pendid con 1/10 del volumen.de! sobrenadante de alta velo-
cidad (50 000 rpm) de amortiguador 3, la solucidn se diali
zo 16 horas (2 cambios de 100 volumenes cada uno) a 4 °C ,
contra amortiguador 3, el dializado resultante se centrifu
go” a 10 000 rpm por 10 minutos a 4 °C y el sobrenadante -

se congeld rapidamente en pequeias muestras en N, liquido,

2
almacenindose a - 80 "C hasta usarse en los ensayos de =-

transcripeidn "in wvitro",

Transcripeidn "in vitro". E1l CNP y DNA forma I de SV40 -

fueron ensayados en la mezcla de reaccidn que contenia, e
un volumen final de 50 ul: 12 mM Hepes p.H. 7.9, 60 mM KC1,

7 mM MgCl 0.2 mM EDTA, 1.9 mM DTT, 10 % glicerol, 30 mM

20
NaCl, 1 mM EGTA, 0,01 % tritdn X-100, 500 uM ATP, CTP, GTP
10 ucCi de UTP-32P o bien 131 uCi de UTP-3H, 10 mM de cre-
atin fosfato, 25 uls. de extracto de Manley y 1-3 ug, de-
DNA por mezcla de reaccidn (en forma de CNP o forma I).

La reaccidn se inicia con la adicidn de los nucledtidos --
trifosiatos y se incuba a 32 °C durante 60 minutos, la re-
accidn se para agregando 200 uls de amortiguador "stop" de
polimerasa a la mezcla, La radiactividad del transcri-
to (RNA—3H) fué determinada de la siguiente manera: alicuo
tas de 50 wul se coleccaron en filtros DE8l, se secaron y -
se lavaron 7 veces (10 minutos cada cambio) con solucidn -

para lavado de transcripcecifn ( ver soluciones), posterior

mente se lavaron 1 vez con agua bidestilada estéril (10 —-



minutes) y un lavado r3apido con etanol absoluto, se seca-
ron y se colocaron en un vial conteniendo 7 ml de liqui
do de centelleo (Cocktail D)., La radiactividad se deter-
mind en un contador de centelleo 1liquido (Packard mode
1o 3385).

32?

Purificacidn del Transcrito (RNA- .- La reaccidn se de-

tuvo con amortiguador "stop'" de polimerasa, Para la des-
proteinizacidn se afadieron 250 uls. de fenol saturado con
1/4 de Tris-HC1l (10 mM); seguido de agitacidn y centrifu-
gado (microcentrifuga eppendorf, modelo 5414) durante 3-5
minutos., Se recuperd la fase acuosa (fase superior) y ser
afiadieron dos volumenes de cloroformo-aleohol isoamilico ,
mezclando y centrifugando (microcentrifuga eppendorf) para
separar las fases. La fase acuosa fu@ colectada y dos vo-
lumenes y medio de alcohol etilico absoluto (pre-enfriado)
fueron adicionados. Se dejdé precipitando toda la noche a

-20 °C, posteriormente se centrifugd durante 60 minutos,

en la microcentrifuga a 4 °C, La pastilla de RNA-32P fud

secada con vacid.

Andlisis de Transcritos (RNA—BZP) en geles de Poliacrilami

2 3 :
da-Urea. E1 RNA-""P (purificado) producido en el ensayo de

transcripcion '

'in vitro" con el CNP y DNA forma I fu€ resus
pendido en 15 uls, de formamida (desionizada) al 80 %, ca--

lentado a B0 °C durante 5 minutos, adicionandosele posteri-

ormente 10 Pl de bufer de muestra, Antes de colocar el



RNA, el gel de poliacrilamida-Urea fu@ precorrido a 500
volts durante 1 hora; las muestras, una vez colocadas en
los pozos del gel, fueron corridas a 500 volts durante 2
horas a 45 °C, el amortiguador que se utilizd para la co-

rrida fu@ Tris-Borato (0.5 X).

Electroforesis en geles de Agarosa.- El DNA de las formas
I y ITI obtenidos de viriones, se analizaron en geles de a
garosa al 1.0 % precorridos "a 150 volts durante 30 minu--
tos. La corrida de las muestras se llevd a cabo durante-
4 horas, a 120 volts empleando el amortiguador E de corri
da. Los geles fueron tefiideos con bromuroc de etidio (2 ug/
ml en amortiguador E) durante 30 minutos y destefiidos con
el mismo amortiguador durante 60 minutos. Las bandas fue-
ron visualizadas en un transiluminador de luz ultraviole-
ta (modelo TM-36) y fotografiadas con una camara polaroid

(Mp-4).

Transferencia y Fijacidn de fragmentos de DNA de SV40 a

EaEel de nitrocelulosa (Diaz-Moreno, A. 1983). Los Eraa
mentos de DNA restringidos, corridos en geles de agarosa,
fueron desnaturalizados durante 20 minutos en una solucifn
conteniendo: MNaCl (1,5 M), NaOH (0.5 M). Las tiras de gel
desnaturalizadas se lavaron con agua bidestilada estéril,
y se colocaron en wuna solucidn: Tris-HCl p.H. (0.5 M), Na
€l (3 M), durante 20 minutos para neutralizarlos. Una vez

enjuagadas con agua bidestilada, se procedid a transferir
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los fragmentos de DNA a papel de nitrocelulosa; esto se ha
ce por fuerza ifnica. La transferencia se permitid duran-
te 24 horas, una vez terminada la tranzferencia, los pape-
les se lavaron con amortiguador SSC 1X (Southern, 1975).
Los filtros lavados fueron colocados a 68 °C durante 12 --
horas para fijar irreversiblemente, el DNA en el filtro -
de nitrocelulosa,

Hibridizacidn de RNA—32P sintetizado "in wvitre". (Diaz-Mo

reno, A, 1983)., Los filtros con los fragmentos de DNA, fue
ron prehibridizados con 700-900 ul de amorriguader de pre-
hibridizacidn a 68 °C durante 12 horas. La pastilla de -
RNA—32P se resuspendid en 700-900 ul de amortiguador de hi
bridizacidn y se colocd a hibridizar con los filrros conte
niendo los fragmentos de DNA (15-20 ug/filcro), a 58 °C du
rante 24 horas, Después de este tiempo los filftros fueron
tratados zon 700-900 ul de una solucidn de RNasa A (100 ug/
ml), durante ! horas a temperatura ambiente, v lavadas 3

veces durante 2 jhcras a 50 °C con una solucidn que conte-
nia: SDS (0.5 %), 5SC (1X), EDTA (25 mM), v una vez (2 ho-
ras) con una solucidn $SC (1X). Al final los filtros se -
secaron a 68 °C durante 20 minutos y se eapusieron a peli-

culas Kodak X-Omat, X5-5 (=20 °C de 24 - 72 Hrs.).
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RESULTADOS

Sintesis de DNA en c€lulas CV-1 infectadas con SV40,

Las c&lulas CV-1 derivadas de rindén de mono, permisivas a
SV40 fueron infectadas como se describid en Métodos, con -
el fin de "monitorear" la infeccidn, a diferentes tiempos
depués de iniciada (ver detalles en la figura 5). El siste
ma CV-1 - SV40 se suplementg con un precursor radiactivo (
timidina -SH}, cuantificindose la sintesis de DNA viral (
DNAv) segln el método reportado por Hirt (1975) con algunas
modificaciones. Por este método, el DNAv por su bajo peso
molecular (comparado con el DNA cromosdmico) puede ser rea
perado en e1 sobrenadante de una centrifugacidén a alta ve-
locidad, en tanto que el DNA cromosdmico se obtiene en 1la
pastilla resultante, En la figura 5 se muestran los resul
tados. Como puede observarse, sb6lo en el caso de material
proveniente de c&lulas infectadas se obtiene DNA de bajo-
peso molecular, el cual se incrementa en funcidn del tiempo

de infeccidn.

Purificacién de Viriones de SV40.

Con el fin de obtener una cantidad suficiente de virus, pa
ra posteriormente obtener el complejo nucle-proteico (CNP)
células CV-1 fueron infectadas con SV40 a una multiplicidad
de infeccidn (moi) de 10 UFP/c@lula. Despugs de 7-9 dias,

la monocapa de c@lulas fu& recuperada junte con el medio de
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FIGURA 5. Sintesis de DNA en c€lulas CV-1 infectadas

con SV40,

A diferentes tiempos de infeccidn c&lulas
ov=l (2;0%107Y Lutectadas v wo Infectadas
(infececidn fingida) se lavaron con PBS es
t2ril y se marcaron con 20 uCi/ml de Timi
dina—aﬁ (A.E, 23 Ci/mmol) durante 60 minu
tos (pulso)., Una vez transcurrido el pul-
gso de marcaje los cultivos se lavaron con
PBS suplementado con un exceso de timidi-
na no marcada {50 ugr./ml). Se afadid a-
mortiguador de 1lisis y las c&lulas se re-
colectaron en un tubo de centrifuga, la
cuantificacidn del DNA sintetizado se hi-
20" en el scbrenadante de una centrifuga--
cidn a 30 000 rpm/30 minutes a & °C.

(&6—b ) control; (4—A ) cflulas in--
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cultivo presente durante la infececidn; los virus intra y ex
tracelulares fueron colectados mediante centrifugacidn a al
ta velocidad; la pastilla resultante se procesd como se in-
dica en la figura 6 , procediéndose a una primera purifica
cidn a través de un gradiente de densidad en cleruro de Ce-
sio. Los resultados de esta primera purificacidn se mues-
tran en la figura 7 ., Al determinarse el material TCA pre-
cipitable marcado con timidina—38 y el material que absorbe
a 260 nM, se obtuvieron dos tipos de particulas, La primera
de ellas (banda I), con una densidad de 1,32 gr/ml en can-
tidad discreta y otra, predominante, (banda II)} con una den
sidad de 1.29 gr/ml. La cantidad y proporcidn de ambas po-
blaciones puede verse en la fotografia del gradiente mostra
do en la figura 8,

Las bandas descritas anteriormente, se colectaron mediante

puncidn del tubo de centrifuga y se determind su capacidad

infectiva (virus integros) mediante titulacidn por UFP (ta

bla 2). La banda I se continud procesando tal y como se -

describe en la figura 6. La purificacidn a través de un
segundo gradiente de densidad (d=1,33), se muestra em la -
figura 9, en donde puede obsegvavse una poblacifn homogenea
con una densidad de 1,33 gr/ml; este material se dializd ,
contra amortiguador Tris-HCL 0,01 M p.H., 7.4 En esta par-
te del trabajo se utilizaron varias pruebas para determinar
la pureza de la muestra del viridn: a) el anilisis median
te geles de poliacrilamida=-SDS, para conocer el patrdn elec

trofordtico de proteinas; b) el ensayo de infectividad ¥y
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EXTRACTO CRUDO DE CELULAS

}

CENTRIFUGAR LA SOLUCION A

39 0G0 rpm 3 Hrs.
v

RESUSPENDER EN PBS ¥

SONICAR 30 ESEGUNDOS

AJUSTAR A 1.3 % 20C-Na vy

0.125 % de TRIPSINA Y
CENTRIFUGAR A 10 000 rpm

b

COLOCAR EL SUGBRINALDANTE

SOBRE SOLUCION DE CsCl
d=1.38 gr/ml y CORRIDO A
24 000 rpm 12 Hrs.

=

AJUSTAR A 1.2 gr/ml

cON PBS
2

v

COLOCAR LA SOLUCION SOBRE
COLCHON DE CscCl d4=1.3 gr/ml
Y CENTRIFUGAR A 38 000 rpm

DURANTE 19 Hrs.

VIRION d= 1.33

FIGURA 6. Esquema gué muestra el procaedimisnto

para la purificacidén del wirus SV40.
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FIGURA 7. Primera Purificacidn del virus SV40 en

gradientes de densidad.

A los 7 dias de iniciada la infeccifn,
células y medio de cultivo se colecta-
ron como se describe en la figura 6.La
pastilla de virus se resuspendi’ en PB
S est@ril mediante sonicacidn, La sc'u
cidn se ajustd con DOC-Na y tripsina so
metiendose a centrifugacidn a baja ve-
locidad; el sobrenadante obtenido se -
colocd sobre una solucidn de CsCl (den-
sidad de 1.38 gr/ml), Se fracciond el
gradiente y se determind radiactividad
Zcido precipitable (e—e ), zbsorban--

cia a 260 nm (%—x ) v densidad (a8—s).
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¢) el andlisis de DNA como un eriterio m3s preciso vy -

concluyente.

La banda T b mostrd los péptidos estructurales del vi-

ridn (VPl, VP2, v VP3) e histonas (datos no mostrados)

lo cual coincide con la composicidn péptidica para el

virus purificado (Brady y cols, 1980}. El ensayo de in

fectividad se muestra en la tabla 2 en donde puede ob--

servarse que ambas poblaciones de virus, presentan infec
tividad. Cabe mencionar que en las primeras purifica—-

ciones, la banda I no se lograba resclver de la banda II
razdn por la cual concluimos que se obtuvieron titulos -
altos de infectividad de la banda predominante (I1II), da-
do que la fraceidn discreta (bandaz 1) siempre mostrd ti-

tulos de infectividad bajos.

El criterio definitive para demostrar la presencia del vi
rus v su integridad fu@ el andlisis del DNA viral en gel
es de agarocsa al 1%, Los resultados se muestran ea la -
figura 10, Como puede observarse la banda discreta con
densidad de 1.33 gr./ml contiene,como era de esperarse (
Fernindez-Mufoz, 1979) predominantemente DNA de 5200 pa-
res de bases en forma superenrrollada (DNA forma I), que
concuerda con los datos de composicifn pEptidica e infec
tividad encontradoes (ver tabla I1). La fraccidn denomi
nada banda JI, contiene igual proporcifn de DNA forma I
vy 1I lo cual sugiere que se trata de virus parcialmente

degradados, lo tual concuerda conm la densidad de la frac
B ) !

cifa (1.29 gr/mi),
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FIGURA B, Fotografia del gradiente mostrado en

la figurs 7,



FIGURA 9,
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Segunda Purificacidn de virus por Gra-

dientes de demsidad.

La banda I cobtenida en la primera puri
ficacidn fver figura 7 y 8), se llevd a
una densidad de 1.2 gr/ml con PBS esté-
ril y se coloed zobre CsCl densidad 1.3
gr/ml, Las condiciones del gradiente -
son las mismas gue las descritas en la-
figura 6, Timidinat3H incorporada a ma-
terial dcido precipitable ( #=—e ), ab-
sorbancia a 260 nm (X% ) y densidad en

gr/ml (&),
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TABLA II, Determinacidn de particulas infecti-

vas durante diferentes pasos de puri
ficacidn de SV40, (la descripeidn de
las fracciones se detalla en las fi-

guras 7 y 9).

FRACCION UFP/ml VOLUMEN (ml) T{)Tiizs.
EXTRACTO TOTAL sx10t! 85 4 25x1013
EXTRACTO SoNICADO  8x10°! 85 6.8x10%3
BANDA TI (ler.Grad.) sx10° 50 2.5%x10%0
BANDA I " sx10° 20 1x10°
BANDA Ib (2do.Grad.) 7.5X10° 10 7.5x107



FIGURA 10,

5

Andlisis en geleg de agarosa del DNA en

las bandas I,Ib y II.

Una vez purificado el DNA de las fraccio-

nes descritas, €ste fu# analizado en geles
de agarosa al 1%. Los carriles 1,2 y 6 co
rresponden a preparaciones de la banda II

(banda predominante y densidad 1,29 gr/ml);
los carriles 3-4 y 5 corresponden a las ==
bandae 1 y 1Ib respectivamente; el carril 7
corresponde a una preparacidn inicial de -
viridn y en la cual no se lograban separar
las dos bandas (I y II). Como marcador uti
lizamos DNA de SV40 forma I, purificado -
por gradientes de CsCl-bromuro de etidio (

carril 8),
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«——DNA Forma II

<——DNA Forma [




Obtencidn de Complejos de Nucleoproteina (CNP) de S5V40.

Como se mencioand anteriormente, una etapa del presente ira

baje =s la obtencidn de un complejo DNA-proteiIna que inicie
la transcripeifn especifica "in vitvo", El tratamiento mo-
derado en presencia de EGTA-DIT de wirus purificados de
SV40, da lugar a un complejo que puede ser utilizado en un
sistema de transcripecidn "iu vitre" (Brady y cols. 1980),

gue permite estudiar la iniciacibn se la transeripcidn vi-

ral. En esta parte del trabajec decidimos utilizar el méto-
do descrito por Brady y cols., (1978 y 1980) (ver Métodos).

Lus virvs purificados (banda Tb) disociados y purificados a
través de gradientes de sacarecsa, tal y como se esquemati-
za en la figura 11, se sometieron al mocesamiento descri-
to en Métodos, la purificacién del CNP se muestra en la fi-
gura 12. Como puede observarse se obtuvo una poblacidn ho-
mogénea en el tercio inferior del gradiente, que correspon
de a un coeficiente de sedimentaciﬁn.aprcximado de 110 § ,
coincidente con el coeficiente réportado para el CNP (Brady

v cols. 1980), este se utilizé como templado para el siste-

ma de transcripeidn "in vitro".

Preparacién del Extracro de Manley,

En un principio se utilizd a la RNA polimerasa de E. coli (
holoenzima) comercial para la transcripeidn del CNP (resul-
tados no mostrados) con el fin de probhar a este complejo co

mo templado.



FIGURA

(=

_

VIRIONES PURIFICADOS

(d=1.33)

EJFFER DE DISOCIACION
¥aCl 0,15 M, EGTA 5 mM,

DTIT 3 mM, Tris-HCl 50mM

pals B

TRITON X-100

(0.05 %)

CRADIENTES DE SACAROSA

10-30 % EN BUFFER D.

v

I_ CNP (110 §) ]

Esquema que muestra el procedimiento para
la obtencidn de complejos de nucleoproteina
(CNP) a partir de viriocnes purificados de

SV40 (Brady y cols. 1978, 1980).
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FIGURA 12, Purificacidn del Complejo Nucleoproteico.

Virus purificados en-la fraccidn correspon-
diente a la banda Ib obtenido de c&lulas in
fectadas no marcadas, se disociaron como se
describe en el esquema de la figura 11. La
purificacidn se hizo mediante centrifugacidn
en.gradientes de sacarosa 10 a 30 Z p/v. a
4°C, 45 000 rpm durante 2 horas. Se fraccio
no el gradiente y se determind absorbancia a
260 nm. En un gradiente paralelo se colocd-
una muestra de poliovirus (150 g) como marca

dor.
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Dado que se requeria un sistema gue reflejara la situacién
"in vivo" de la transcripcidn eucarictica del RNAm, es de-
cir que permitiera la iniciacién precisa de la transcrip--
cidén y fuera dependiente de la RNA polimerasa II v que nos
permitiera ensayar, posteriormente, los extractos obtenidos
de células infectadas con policﬁirus, se emplearon fraccio-
nes subcelulares obtenidas de células Hela.Como se menciond
en la Introduccién en 1979 y 1980 se reportaron extractos -
celulares de células Hela capaces de iniciar transcripcién
de manera especifica (Weil y cols, 1979; Manley y cols. 1980)
(ver tabla III). Per consigquiente se prepararon extractos -
parcialmente purificados (extracte de Manley) para utilizar
lo como fuente de factores de iniciacién, de la enzima RNA
polimerasa II. Partiendo de evidencias anteriores gue apo-
yan la existencia de un inhibidor de la transcripcidn en cé-
lulas infectadas con peliovirus (Bossart y cols. 1984), este
podria localizarse e las preparaciones de extractos, por -
tanto se decidid preparar los extractos a partir de células

Hela infectadas y no infectadas (ver Métodos).

Coin el fFin de asegurarnos que la infeccidn de las ¢élulas -
. . - . s = K .

Hela con poliovirus se llevé a cabo, se decidid monitorear”

la infeceidn (ver Métodos). En la figura 14 se presentan -

los resultados, como puede cobservarse, las células Hela in-
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TABLA IT1. Caracteristicas de los extractos subce-
lulares utilizados para los ensayos de

transcripecidn "in wvitro".

Manley, J.L., y cols. (1980) Weil, A.P, y cols, (1979)
P.N.A.S. 77 : 3855-3859 - J.B.C. 254 : 6163-6173,
EXTRACTO TOTAL EXTRACTO CITOPLASMA-

TICO (S-100)

[EPENDIENTE DE DNA DEPENDIENTE DE DNA ¥
EXOCENOD RNA POLIMERASA EXOGENA
TEMPLADOS: SV40 ¥ TEMPLADOS: ADENO-2 y

ADENO-2 Xenopus.




FIGURA 14,

Piloto de infeccidn en c€lulas Hela in-

fectadas cen poliovirus,

A tiempo 0 de la infeccidn, los cultivos
(5}:106 células/ml) se suplementaron con
L—(3SS)—metionina (5 uCi/ml) vy a los ti-
empos indicados en la figura, se tomaron
alfcuotas de 100 uls (por duplicado) de
terminindose la radiactividad en mate -
rial dcido precipitable como se describe

en M&todos. Células infectadas con po-

liovirus (©o—© ) y c&lulas control (#8),



- BO -

@
1
90

|
60
Tiempo post-infeccion (min)

|
30

| | |

Q 3 8 [S)

¢ Ol X'wdd ppoiodiodul Sge—PUIUOBN



fectadas por poliovirus muestran, una disminucidn de la in-
.z 35 T A e =

corporacidon de ""S-metionina a material acido precipitable,

Esto, es caracteristico durante la infeccidn de c&lulas He-

la a una moi de 100 UFP/cé&lula.

Transcripecidn "in vitro".

Una de las caracteristicas importantes del CNP de SV40 al en
sayarse en un sistema de transcripcidn "in vitro" con la en-
zima RNA polimerasa de E, coli, es que permite transcripcidn
de finicamente, uno de los dos promotores (promotor temprano)
(Brady y cols, 1980), Esta fu& una de las razones por la =-
cual decidimos utilizar el CNP como templado para nuestro --
sistema, ello seria importante si se seguia comportando de -
la misma forma en nuestro sistema.

En esta etapa del trabajo empleamos dos tipos de templados
el DNA de SV40, forma I, y el CNP suplementados con un ex--
tracto subcelular conteniendo a les factores y a la RNA poli
merasa II (extracto de Manley) requeridos para la iniciacién
especifica, La siguiente etapa del trabajo consistio en mon
tar y desarrollér los ensayos de tranmscripeidn "in vitro".
Al emplear como fuente de DNA el DNA forma I de SV40 con el
extracto de Manley (control), se observa una incorporacidn -
lineal durante los primeros 30 minutos (ver figura 15), la
transcripcidn endfgena, no dependiente de DNA, se determing

utilizando actinomicina D, la cual fu@, aproximadamente de =
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FIGURA 15, Cing€tica de Transcripeidn "in vitro".

Para los ensayos se utilizaron 25 ul,
de extracto de Manley control y 1-3 -
ugr, de DNA de SV40 forma I. La incor
poracidn independiente de DNA se tomd
como la resistente a actinomicina D
y las condiciones de marcaje fueron -
de 131 uCi de UTF—3H por mezcla de en
sayo. Incorporacidn dependiente de -

DNA ( 0—@ ),
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FLGURA 16. Autorradiograma de los transcritos—32P ob~-

vitro".

Los transcritos obtenidos en el ensayo de
transcripeidn "in vitro", en presencia de

UTP—32

P, fueron aislados como se describe-
en Material y Mé&todos, disueltos en 15 pls
de formamida al 80 % y 10 uls de amortigua
dor de muestra y analizados en un gel de
poliacrilamida-Urea a 500 volts durante -
120 minutos., Carril 1 =DNA forma 1 + Manleg
control; carril 2=DNA forma I + Manley in-
fectado; carril 3 DNh.(—-} + Manley control;
carril 4= DNA (—) + Manley control + acti-
aomicina Dj carril 5 = CNP +Manley control;
Carril 6= CNP+Manley infectado y carril 7

Manley control sin DNA,



«—35 kb
«— 1.5 kb
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FIGURA 17. Purificacidn y ensavo del DNA de 5V40. (Diaz-

Mereno, A, 1983).

Células CV-1 fueron infectadas con SV&40, una
parte del cultivo fu€ marcado con 3H-—Timidi—-
na 16 horas despu@s de infececidn y la otra -
se mantuvo en las mismas condiciones pero --
sin adicionar el nucledtido radiactivo, 72
horas méds tarde se lisaron los cultiveos y el
DNA fu€ purificado por gradientes de CsCl--
bromure de etidio (parte superior), En la -
parte inferior de la figura se muestra el -
andlisis en geles de agarosa 1.4 % de las -
fracciones 9-11 y 12-14, obtenidas de gradien
tes de densidad, Los numeros sobre los ca--
rriles indican los ugr, de DNA presentes en -
tade muestra. Los c;rriles con el DNA Forma
2, de izquierda a derecha contienen 1,2,y 4
ugr., respectivamente, Extracto de c&lulas (V-1
( &—a ) v extracto de cflulas CV-1 infectadas

con SV40 = ( e—e ),
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FIGURA 18,

Restriccifn del DNA de SV40 purificado,

El DNA de SV40 purificado como se describe
en la figura 17 fué& cortado con varias en-
zimas de restriccidn, como describe Diaz-
Moreno (1983). En la parte inferior se de
talla sobre el DNA circular de SV40, el -
esquema de restriccidn escogido y las enzi
mas empleadas. En la parte superior se
muestra el patrdn obtenido al analizar la
restriccidn por electroforé€sis en geles de
agarosa: Carril 1, DNA no restringido; ca-
rril 2, digestidn con la enzima Hpa I; ca-
rril 3, restriccifn con Hpa T y Eco Rl; ca
rriles 4-6, digestidn con Hpa I, Eco Rl y

Bgl 1.
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15 % con respectec a la incorporacidn del DNA exdgenc (los re
sultados se graficaron, restando la incorporacidn resistente
a actinomicina D).

Con estos resultados se procedid a ensayar tambien el CNP co
mo templade, Con el fin de determinar si el sistema trans--
cribia de manera especifica se analizaron los transcritos en
geles de poliacrilamida-Urea (figura 16), El andlisis mos--
tro que la transcripcidén ocurre de manera especifica y preci
sa, ya que, no se observan transcritos de diferentes longitu
des, por el contrarioc se aprecian preferencialmente dos --
transcritos con wuna longitud de, aproximadamente 3.5 y 1.5
Kb. con ambos templados (DNA forma I v CNP) (carriles 1 y 5),
Al realizar el ensayo con extractos subcelulares obtenidos-
de c@lulas infectadas, encontrames una inhibicidn de la —
transcripeidn (carriles 2 y 6), resultados similares han si-
do reportados por Crawford y Cols. (1981). Cabe mencionar y
destacar que en posicidn muy cercana a los transcritos men--
cionados de 3.5 y 1.5 kb, se han reportado transcritos de o-
rigen enddgeno (carril 3) (Beard y cols, 1982); E€sto hace -
dif{eil concluir de manera contundente sobre la especifici--
dad de los transcritos obtenidos.

el RNA—gZP con el DNA de 3§V40,

o,

Hibridizacidn

Uno de los mBtodos mis comunmente usados para determinar la

correspondencia u homologia entre el transerice v el templa



do es la hibridizacidn. Para este tipo de ensayo es nece-

sario contar con una buena cantidad de DNA puro, por lo cual
se hizo una purificacidn preparativa del DNA de SV40. Cabe -
mencionar que esta parte del trabaje, asi come la metodolo--
gfa de hibridizacidn, fqé montada y desarrollada en el labo-
ratorio por el M.C, Aurelio Dfiaz M. durante el desarrollo de
su tesis de Maestria; se reproducen los datos referentes a

la purificacidn del DNA y el patrdn de corte de las enzimas

de restriccidn figura 17 y figura 18,

Para determinar de manera mas precisa la especificidad de --
los transcritos, se procedio a hibridizar el RNA sintetizado
"in vitro" y marcado conm 32? con el DNA de SV40 cortado con-
varias enzimas de restriccifn (ver Material vy M8todous), si--
guiendo el método reportado poy Southern (1975)., Los resul-
tados de la hibridizacidn tipo Southern se muestran en la fi
gura 19, en donde se observa la hibridizacidn del transcrito
32? obtenido en el ensayo con extracto de Manley control y -
el CNP y el obrtenido con extracto de Manley control y DNA -
forma I, Asimismo se muestra la hibridizacidn del RNA obte-

nido en el ensayo con extracto de Manley infectado y DNA for

ma I.



FIGURA 19,

- BF =

Hibridizacidn del RNA—SZP con el DNA restrin-

gido de SV40,

El DNA de 5V40 forma I purificado y el CNP fue
ron transcritos en presencia del extracto de -

Manley y UTP—32P

, como describe Manley y cols.
(1980). El transcrito fu@ purificado como se -
describe en Material y M@todos e hibridizado a
el DNA de SV40 cortado con las enzimas Hpa I ,
Eco Rl y Bgl 1 (ver figura 18) (Diaz-Moreno,A,
1983), En el carril 1 se muestra la hibridiza-
cidn del RNA obtenido de la transcripcidn del
CNP con extracto de Manley control; en el ca--
rril 2 hibridizacidn del RNA obtenido de la =~
transcripcidn de DNA forma I con Manley control
y en el carril 3 la hibridizacidn del RNA obte-

nido de la transcripcidn de DNA forma I con ex-

tracto Manley infectado,
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DISCUSION

La infeccidn de c&lulas de mamifero con el virus de la po-
liomielitis (poliovirus), desencadena una inhibicidn en la
sintesis de DNA, 7NA y protefnas. La inhibicidn en la sin
tesis de RNAm, la inicialmente y m3s drasticamente afecta-
da de la ¢t€lula hu€sped, ha sido ampliamente estudiada y -
se sabe que no es debida ni a una disminucidn en la poza -
de precursores, ni a la degradacidn del DNA templado o del
RNA mensajero. Por otro lado la actividad y conducta cro-

matogrdfica de la RNA polimerasa II no se encuentra modifi
cada, TLar evidencias anteriores y otras sugieran que la i
nhibiei’ s er la transcripcidn ocurre a nivel de la inicia-
cidn del proceso,

Sobre el marco anterior se planteo obtener un sistema de -
transcripeidn "in vitro" que iniciara de manera especifica
Una de las caracteristicas importantes del sistema de -
transcripeidn que utilizamos fu& que el complejo nucleopro
telico (CNP) guarda una composicidn semejante al de la cro-
matina celular y, lo mds importante, que aparentemente se-
regula "in vitro" apagando y encendiendo promotores dife--
rencialmente, En 1979 y 1980 se describieron extractos ce
lulares que permiten la iniciacidn especifica de la trans-
cripcidn; con ello contibamos con los elementos para desa-
rrollar el sistema de transcripcidn "in wvitro vy sobre to-
do, que nos permiti® analizar la iniciacidn especifica de

la transcripeidn, con el cbjete de estudiar la inhibicidn
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en la transcripcidn causado por el virus de la poliomie-
litis.

Para la obtencidn del CNP, requerimos preparaciones de -
viriones de SV40 purificados. Dada la dificultad al tra-
tar de separar dos poblaciones de virus obtenidas (virus
integros d= 1.3 gr/ml y virus incompletos o vacios d=1,29),
empleamos el criterio de andlisis de DNA mediante electro

foresis en geles de agarosa (figura 10 carriles 3,4 y 5).

La siguiente etapa del trabajo consistid en obtener el com
plejo de nucleoproteina (CNP) y desarrollar el sistema de
transcripecidn "in vitro". Al ensayar el CNP en el sistema,
lo primero que se observd fu@ transcritos de un tamafio bien
definide (aproximadamente 3.5 y 1.5 kd.) (figura 16). Esto
fug una prueba de que el sistema inicia en un sitioc Gmnico
(iniciacidn especifica). Dado que se detecto un transcri-
to dependiente de transcripcidn endégena, con un tamafio si
milar a los dependientes del templado exdgeno, llevamos a
cabo experimentos de hibridizacidn del transcrito con el -
DNA de SV40 (figura 19 carriles 1 y 2), Los resultados mu
estran que los transcritos correspondian al CNP y al DNA -
forma I respectivamente, Este resultado sugiere que el -
sistema inicia la transcripcidn de manera especifica, sin
embargo el CNP pierde la cualidad de "regular' la transerip -

cidn de los promotores dado que, eén nuestro sistema, ambos

promotores (el temprano y el tardio) se expresaron, es de-
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cir , el CNP se comporta de manera an@loga a un DNA de SV40
desnudo (DNA forma I).

Al ensayar la transcripcidn dependiente del CNP y del DNA-
I en presencia de extractos celulares obtenidos de cé&lulas
infectadas con poliovirus(figura 16 carriles 2 y 6), se ob
serva que hay una inhibicién del transcrito de aproximada-
mente 40-50 %, Resultados similares han sido obtenidos en
otros sistemas (Crawford y cols. 1981). Los resultados de
hibridizacidn del RNA sintefizado con el DNA forma I y ex
tracto de Manley infectado, sugieren que el promotor que =
se encuentra inhibido es el tardfo, ya que el transcrito -
del fragmento e v a del DNA restringido (correspoadiente 4l
promotor tardic) se encuentra en menor cantidad (ver figu-

Fa 19 earvil 3).

Resumiendo: 1) el sistema de transcripcidn con el complejo
de nucleoproteina, inicia especificamente,
pero la transcripecidn se lleva a cabo utrili
zando tanto el promotor tempranc, como el -
tardio.

2) Los extractos celulares obtenidos de c&lu-
las infectadas transcriben deficientemente,

3) Aparentemente, la inhibicidn detectada con
extractos celulares obtenidos de c&lulas in

fectadas es sobre el promotor tardio.
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4) Los resultados presentados apoyan la hipftesis
de que la inhibicidn en la transcripcidn duran

te la infeccidn con poliovirus ocurre a nivel

de la iniciacidn,

Dado los resultados obtenidos en el presente trabajo, con
sideramos que los objetivos planteados al inicio del pre-
sente proyecto se cumplieron en su totalidad, Se ohtuvo -
un sistema que inicia transcripcidn especifica, aunque -
cabe mencionar algunos de los inconvenientes del sistema:
1) el largo y costoso trabajo experimental para la obten-
cidn del CNP (purificacidn de viriones, disociacidn, puri
ficacidn del CNP, etc) 2) la perdida de la camcidad de re
gulacidn de encendido de los promotores, 3) la cantidad -
de CNP obtenido, etc, In afios mds recientes se han re--
portado sistemas mis sencillos de transcripcidn "in vitrd
utilizando promotores virales especificos (del virus ade-
no), ¢ promotores celulares (globina), que si bien no po--
seen estructura semejante a la cromatina celular se com-~
portan de manera similar, pudiendo llevar a cabo la ini —
ciacidn especifica con el extracto subcelular obtenides -

de células de mamifero en cultivo.
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