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a) Virus de Poliomielitis. 

El virus de Poliomielitis pertenece a la familia Picor­

naviridae, género Enteroviruses (Rekosh, 1977). Los estudios ace~ 

ca del virus fueron motivados cuando se mostr6 que la poliomieli­

tis paralitica era causada por el virus. Las investigaciones lle­

vadas a cabo ten1an como finalidad desarrollar vacunas efectivas. 

Posteriormente al desarrollo de tales vacunas, las in-­

vestigaciones fueron conducidas hacia estudios detallados en Bio­

logía Molecular, ya que presenta caracter1sticas convenientes pa­

ra ser trabajado en laboratorio. El virus de la Poliomielitis se 

encuentra entre los virus animales más pequeños y simples que se­

conocen, es muy estable y relativamente fácil de purificar. Ade­

más se propaga rápidamente en células ,en cultivo (Rekosh, 1977). 

Estas ventajas han sido motivo para ser utilizado como­

un sistema modelo, o como un "instrumento" en estudios de mecanis 

mos moleculares de expresi6n genética tanto de procedencia viral­

como celular. 

a.l.) La estructura • 

. Fotomicrografías electr6nicas del virus, utilizando téc 

nicas de teñido negativo y de rotaci6n, sugieren que el virus es­

una partícula simétrica icosaédrica, aproximadamente de 28 a 30mn 

de diámetro con 42 unidades morfol6gicas, posiblemente con 30 exá 
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meros y 12 pentámeros (Agrawal, 1966) que hace un total de 240 -

unidades estructurales o polipéptidos que constituyen la cápside 

(Rueckert, 1976). 

La partícula viral tiene un peso molecular de 6.8 x 106 

daltones y contiene 25% de ácido ribonucleico y 75% de proteína­

(Schaffer, 1959). El RNA es una molécula de cadena sencilla con 

un peso molecular entre 2.5 x 10 6 y 2.8 x 10 6 daltones con 7500-

nucle6tidos (Baltimore, 1969; Rueckert, 1971). 

El virus de la polio tiene cuatro proteínas estructura 

les denominadas VPl, VP2, VP3 y VP4, con pesos moleculares de --

35, 000, 28,000, 24,000 y de 6 a 8,000 daltones respectivamente -

(Maizel y Summers, 1968), representadas en una sola copia por u­

nidad estructural. 

a.2.) El genoma. 

El genoma del virus consiste en una cadena sencilla de 

RNA de polaridad positiva, esto es, la misma que el RNA mensaje­

ro viral. 

Por estudios con microscopía electrónica se ha calcula 

do que la molécula de RNA tiene un peso molecular de 2.6 x 10 6 -

daltones que corresponde aproximadamente a 7,500 nucle6tidos(Ba~ 

timore, 1969; Rueckert, 1971), existiendo diferencias estructura 

les en cuanto al RNA gen6mico, (RNAv), esto es, al RNA contenido 

dentro de la partícula del virus y al RNA asociado a los poliri­

bosomas de las células infectadas (RNAm) (Reckosh,1977) .Entre las 
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semejanzas se sabe que ambos son lineales con una secuencia de 50 

a 125 residuos de ácido adenílico (Poli A) adyacente al extremo -

3' (Spector y Baltimore, 1975). 

Utilizando Ribonucleasa H para remover s e lectivamente -

el segmento de Poli (A), se observ6 que la r e ducci6n en el tamaño 

de este segmento, reduce significativamente la infectividad del -

virus, indicando que Poli (A) es necesario para la infectividad -

(Spector y Baltimore, 1974). 

Entre las diferencias, el RNAv est& unido por el extre­

mo 5' terminal, a una proteína de bajo peso molecular conocida co 

mo VPg (Rothberg y cols., 1978; Ambros y cols., 1978; Baron y Sal 

timore, 1982; Lee y cols., 1977), sin embargo, es infectivo yac­

túa como RNA mensajero "in vitro", para la síntesis de proteína -

virus-especifica y corno templado en l~ replicaci6ri de ARN viral. 

En lo que respecta al RNAm, existe evidencia en apoyo -

de la presencia de fosfato-uridina-fosfato (pUp) en su extremo 5' 

(Fernández-Muñoz y Darnell, 1976; Nornoto y cols., 1976). Esto lo 

hace diferente a todos los mensajeros de 9rigen celular y algunos 

de origen viral, ya que en éstos el extremo 5', consiste en un re­

siduo 7-rnetilguanosina, conocido corno "cap" (Abraharn y cols., 

1975; Wei y Moss, 1975). Esta estructura es esencial para la tra 

ducci6n del mensaje en muchos casos (Both y cols., 1975; Rose y -

Lodish, 1976). De esta forma el virus de la polio se traduce sin 

el residuo 7-rnetilguanosina en el extremo 5' (Rekosh, 1977). 

a.3.) Replicaci6n. 
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La síntesis de de proteína viral y de RNA y todos los -

pasos que conducen a la formaci6n del virus maduro se llevan a ca 

bo en el citoplasma de la célula (Levintow, 1974). 

Por estudios cinéticos se ha demostrado que el proceso -

de replicaci6n comienza aproximadamente entre los 30 y 60 minutos 

de iniciada la infecci6n.Sigue una tasa exponencial de 3 a 4 ho-­

ras y posteriormante la síntesis se hace lineal (Baltimore, 1969; 

Darnell, 1967). Paulatinamente va disminuyendo hasta parar compl~ 

tamente entre las 7 y 8 horas postinfecci6n. Debe existir algún -

me canismo regulador que determine si una nueva molécula de RNA -

será utilizada para traducci6n, para transcripci6n, o para enea~ 

sidaci6n (Reckosh, 1977). 

Se ha definido una estructura llamada complejo de repl~ 

caci6n, esto es, el sitio de síntesis de RNA viral (Gira rd y cols. 

1967). Este complejo es un agregado de RNA que se conoce como "in 

termediario replicativo", el cual consiste en una cadena sencilla 

de RNA (-) y cuatro cadenas parcialmente completadas de RNA gen6-

mico · (+), que se estan sintetizando, es decir,es una combinaci6n­

de RNA de doble cadena y de cadena sencilla(ver Fig.1). El compl~ 

jo de replicaci6n es una ribonucleoproteína,dado que contiene a -

la RNA polimerasa viral. Estos complejos estan asociados con es-­

tructuras membranosas(Baltimore,1964; Caliguiri y Tamm,1970; Gi-­

rard y cols.1967; Penman y cols.,1964) y existe la posibilidad de 

que un factor unido a las membranas esté involucrado en la sínte­

sis de cadenas sencillas de RNA (Etchinson y Ehrenfeld, 1981) • 

Hay evidencia en favor de la existencia de dos tipos de 
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Fig.1. Complejo de replicación de RNA viral. Conocido corno "In­

termediario Replicativo" que consiste de una cadena corn 

plernentaria (RNA-) y cuatro cadenas de RNA (+). La ini­

ciación de la replicaci6n involucra la proteína VPg uní 

da al extremo 5' del RNA. 
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Intermediario Repl icativo , uno involucrado en la s íntesis de cade 

nas complementarias (-) y el otro involucrado en la sfntesis de -

cadenas (+) de la misma polaridad que el RNA mensajero viral (Le­

vintow, 1974), el cual al igual que el RNA mensajero celular se -

encuentra asociado al ribosoma. 

La iniciación de la Replicaci6n de RNAv, y a sea de c ade 

na (+) o de cadena (-), involucra la proteína VPg, y a mencionada 

anteriormente, polipéptido de 22 residuos de aminoácidos, covalen 

temente unido al extremo 5' del RNA (Ambrose y Baltimore, 1978 ; -

Rothberg y cols., 1978; Wirnmer, 1979) . 

VPg es removida del RNA destinado para ser RNArn, apare~ 

temente por una enzima celular (Ambros y Baltimore, 1980). No es 

tá claro si VPg es esencial para una traducción eficiente o si 

tie ne alguna otra funci6n en el ciclo de vida viral (Strauss y 

Strauss, 1983). 

Se ha reportado también, que la replicación o la trans­

cripci6n del RNA viral es catalizada por una enzima virus-especí­

fica (Replicasa o RNA polimerasa viral) y por una protefna de or! 

gen celular, esenciales para la replicaci6n (Baron y Baltimore, -

1982; Dasgupta, 1983 a, b). Se cree que este factor de origen ce­

lular está involucrado en la iniciaci6n de la sfntesis de cadenas 

de RNA (-) a partir de cadenas (+), siendo ~ste el primer evento 

en la replicación (Dasgupta, 1980) y que la RNA polimerasa viral 

está involucrada en la elongaci6n de las cadenas (Semler y cols., 

1983). 
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a.4.) Ciclo d e Multiplicaci6n Viral. 

a.4.1) Adsorci6n, desencapsidaci6n y penetraci6n. 

La adsorci6n del virus de la polio a células suscepti-­

bles, como son las células humanas o células originarias de simio, 

está determinada por la interacci6n de la cápside viral con receE 

tores específicos que se encuentran en la superficie de la mernbra 

na (Bolognesi, 1974; Levintow, 1974; Lomberg-Holm, 1975). De esta 

forma la cápside proteíca del virus juega un papel importante en 

el ciclo de multiplicaci6n viral. Ha sido sugerido que el compo-­

nente de menor peso molecular de la partícula viral, (VP4), es 

responsable de la adsorci6n de la partículo del virus (Briendl, -

~~71, b) y representa el sitio de reconocimiento antigénico (epí­

tope), para la neutralizaci6n de anticuerpos (Briendl, 197la. - -

Briendl, 1972). Aunque también se han encontrado sitios de unión 

en VP3 (Emini y cols., 1983). Cuando se provoca la p é rdida de VP4 

de la partícula viral, sobreviene consecuentemente l a pérdida de 

infectividad (Briendl, 1971,b). De aquí se explica la importancia 

de la presencia de epítopes en VP4 como sitio antigénico para la 

uni6n de anticuerpos. Sin embargo la inducción de los mismos y el 

proceso de neutralización en virus es todav í a pobremente entendi­

do. Los anticuerpos generados por virus completos, no reaccionan 

con polipéptidos aislados de la cápside viral (Emini y cols . , 

1982; Icenogle y cols., 1981) lo que sugiere que los epítopes que 

ellos reconocen resulta, al menos en parte, del arreglo tridimen­

sional de las proteínas en la cápside. Solo se ha encontrado res-



- 11 -

puesta antig~nica con VPl (Blondel cols. , 1982; Chow y Baltimore, 

1982; Van der Werf, 1983) y con VP4 (Briendl, 1971 a; Briendl, 

1972; Emini y cols., 1983) como polipéptidos aislados de la cáps! 

de. 

Recientemente se ha propuesto que la neutralizaci6n vi­

ral puede ser mediada por anticuerpos que int eractúan con VPl a -

través de un mecanismo que provoca un cambio en la conformaci6n 

del viri6n que puede inhibir el desencapsida.~iento y subsecuente­

men te la expresi6n viral. Se sugiere una acci6n bivalente de ant~ 

cuerpos para efectuar el cambio estructural (Ernini y cols. , 1983). 

Al parecer casi todas las partículas virales tienen la 

capacidad de adsorberse a la membrana de las células. Sin embargo 

una vez adsorbidas, el futuro de la partícula viral puede variar. 

Más de la mitad de las partículas eluyen de la célula parcialmen­

te dañadas, incapaces de adsorberse y de iniciar infecci6n, pero 

conteniendo RNA en forma infectiva. Una pequeña fracci6n (alrede­

dor del 10%) de las partículas adsorbidas inician la infecci6n 

(Joklik y Darnell, 1961). 

Se ha reportado que la interacción inicial célula-virus 

esto es, el fen6meno de adsorci6n,es independiente de temperatura 

{Davis y cols., 1980; Levintow, 1974). Por lo contrario el fen6me 

no de penetraci6n es dependiente de la misma (Davis y cols., 1980). 

· No se sabe si la desencapsidaci6n, esto es, la separa-­

ci6n de la cápside proteica del RNA, se lleva a cabo antes o des­

pués de la penetraci6n, es decir, en la superficie celular o en -

la regi6n intracelular, (Levintow, 1974), aunque parecen ser even 
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t os s imultáneos (Luria y cols., 1978) . Sin embargo, e x iste evide~ 

cia de penetración de proteína viral (Cantero, A., Tesis de Licen 

ciatura, ENEP, Iztacala, UNAM, 1984). 

Existen microfotografías que muestran una penetración d~ 

recta del virus, al parecer intacto, en la membrana celular (Du-_ 

nnebacke y cols., 1969). No obstante existen reportes donde se_ 

propone que durante el proceso de adsorción y penetración ocurre 

un cambio estructural en la cápside. Se han reportado partículas 

denominadas A, que contienen RNA genómico y carecen de VP4. La 

formación de estas partículas está relacionada c on el fenómeno d e 

adsorción y entrada del genóma viral a la cél ula ( {Lonberg- Holm, 

1975) . Al parecer la convers ión de partículas A, a otras partíc~ 

las denominadas B, que tienen la misma estructura que las A, pero 

carecen de RNA, puede ser una medida de entrada d e RNA a l a célu­

la. Se sugiere que la fuerte unión del virión a la membrana celu 

l ar está a sociada c o n un cambio estructural que libera la cápsi ­

de v i r al , permitiendo la penetración del RNA a l a membrana celu- -. 

lar (Luria y cols., 1978). 

a.4.2.) Alteración de las f unc iones del huésped. 

Durante el proceso de infección s obre v iene una altera­

ción en las f unciones de la célula hués ped . Entre e llas la inhi­

bición en la síntesis de proteínas y de l a síntesis de RNA. Estas 

alteracione s por su importancia e n e l presente trabajo serán ana­

lizadas por separado más adelante . 
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a.4.3.) Síntesis de proteínas virus-específicas. 

El lugar donde se lleva a cabo la síntesis de proteína 

es en los polirribosomas. Estos se forman de una cadena de RNA vi 

ral (+),que se asocia con un promedio de 35 ribosomas. Gran can­

tidad del RNA que se produce e n las etapas t empranas de la inf ec­

ción, se incorpora a los polirribosomas (Levintow, 1974). Se ha -

repor tado que una molécula recién sintetizada de RNA, se libera -

del complej o de replicación en forma simple y en poco s minutos se 

asocia al ribosoma. El proceso de ensamble del polirribosoma toma 

aproximadanente 10 minutos y el tiempo necesar io para que una mo­

lécula de RNA sea traducida es aproximadamente de 5 minutos 

(Huang y Baltirnore, 1970). 

Estudios realizados (Chatterjee y cols., 1973) de comp~ 

ración entre la iniciación de síntesis de proteína viral y la in! 

ciación de síntesis de proteína celular, sugieren que no existe -

diferencia entre las mismas. 

La síntesis de proteínas virales, esto es , la traduc- -

ci6n del RNA viral, se inicia en un cod6n AUG, que se encuentra a 

741 nucleótidos del extremo 5' y continúa por 6621 nucle6tidos, -

hasta un codón UAG, que se localiza a 72 nucle6tidos del tracto -

de Poli (A) del extremo 3' (Strauss y Strauss, 1983). Aunque exis 

te evidencia de un sitio de iniciación interno en el RNAm en las 

secuencias cercanas al extremo 3' (Dorner y cols., 1984). 

Al analizar los polipéptidos virales en células infecta 

das, se observ6 que estos derivan de una molécula de gran tamaño, 
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que funciona como precursor de las mismas (Jacobson y Baltimore, 

197 0) . Esta proteína ha sido denominada NCVPOO, la cual es proce­

sada durante la traducción (Jacobson y Baltimore, op.cit., Kitamu 

ra y cols., 1981; Racaniello y cols., 1981). Este polipéptido re­

presenta el total del contenido de información traducible del ge­

noma viral, dando lugar a todas las proteínas virales que se cono 

cen, NCVPOO no se encuentra en condiciones naturales de infección 

y sólo se detecta cuando se bloquea el procesamiento, lo cual su­

giere que esta proteína tiene una vida media muy corta (Jacobson 

y Baltimore, 1970). Esta formada d e 2207 aminoácidos y está o rga­

nizada en tres regiones (ver Fig. 2). En la región del g r upo a mi­

no terminal, esto es, el extremo 5' del RNA (Pl), se encuentran 

los genes para las proteínas de la cáps ide . La región centra l 

(P2) codifica para una proteasa y otros péptidos de bajo peso mo­

lecular de las que se desconoce su función . Por último, la regi ón 

del grupo terminal carboxi l o (región P3) incluye los g e nes para -

la replicasa viral, para una p roteasa, para la proteína VPg 

(Strauss y Strauss, 1983) y para el posible precursor de ésta úl­

tima (Baron y Baltimore, 19 82 ; Semler y cols., 1982). 

En el procesamiento de NCVPOO, ocurren al menos 10 divi 

sienes (Rueckert y cols., 1979), casi t odas realizadas por prote~ 

sas codificadas por el virus (Korant y cols., 1972). 

Las primeras dos divisiones, que separan la poliprotef 

na en las tres regiones mencionadas (ver Fig. 2), ocurren muy r! 

pido, mientras la proteína aún está sintetizándose (Korant, 1979; 

Lucas-Lenard, 1979) • 
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Fig.2. Genoma de polio dividido en dos reg i ones. La primer a dará 

lugar a proteínas de la cápside (Pl} y l a s egu nd a a funcio 

nes de replicación (P2 y P3) . P3 incluye l os genes par a -

la replicasa viral y VPg. 

Se señalan los pesos molecular es d e l a s prote í nas d e l a re 

gi6n Pl: 

Regi6n Proteína Peso Mo lecula r 
(daltones) 

Pl la 97,000 

3a 64,000 

3c 60,000 

VPO 37 , 000 

VP3 26, 000 

VPl 34,000 

VP4 7,000 

VP2 30,000 

Tornado de: Rueckert, 3rd. Meeting of Europeas 

Study Group. Urbino, Italia, Sept. 5-10, 1983 
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El segmento precedente al cod6n d e i niciac i6n (7 40 nu- ­

cle ótidos) d e la polipro teína, es tan extenso que podr ía c odifi--

car uno o más polipéptidos aún no i d e nti ficados . Alte rnativamente 

el largo de esta regi6n podría relacionarse al hecho d e q u e el 

RNAm de polio, a diferencia de la mayoría d e l o s RNArn ce lulares , 

carece de la estructura conocida c omo "ca p" (residuo de guanina -

rnetilada en la posici6n 7) y la i n i c iaci6n d e l a traducción debe 

rec onocer otras características de RNA (Straus s y Strauss, 198 3 ). 

a .4 . 4. ) Ensamblaje del virus y liberaci6n de l mismo . 

Corno se mencionó anteriormente, l a s í ntesis de RNA vi-­

ral comienza una hora d e spués de iniciada la infección y continúa 

ex ponencialmente por 3 6 4 horas llegando, posteriormente, a s er 

lineal (Rekosh, 1977). 

A las dos horas de inf e cci6n, el RNA sintetizado aún no 

f orma parte de partículas virales siendo encap sidado, después de 

aproximadamente cuatro horas, el 20 % de l RNA total s intetizado. 

Por estudios cinéticos (Baltirnore y cols . , 1966) se ha obs e rvado 

que una molécula de RNA puede ser cubierta con proteína viral en 

menos de cinco minutos después de su síntesis. Este proceso se 

lleva a cabo aún suprimiendo temporalmente síntesis de proteínas, 

lo cual sugiere la existencia de una poza de proteína estructural. 

La formación del virus completo, involucra una serie de 

eventos, en los cuales las proteínas que darán origen a la cápsi­

de, son procesadas por ruptura o proteólisis y son agregadas para 
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cons ti tuir estructuJ:"a.s organi.zadas de tamaño creciente. 

Los polipéptiaos que aarán origen a la cápside, provie­

nen ae un precursor único, NCVPl, en la region Pl (ver F ig . 2) 

(Jacobson y 8altimore, 1968). Este polipéptiao se escinae para 

producir tres proteínas: VPO, VP1 y VP3. ~stas tres proteínas en 

cantidades equimolares se ensamblan formando estructuras cada vez 

más c omplejas y se comb~nan con el RNA para constituir el viri6n 

f inal. 

De tal forma que ex iste en la célula infectada una poza 

de precursores virales de proteínas formadora de la cápside. Toda 

esta proteína, para constituir una partícula de virus, puede ser 

sintetizaaa y procesada antes que su RNA (Baltimore y cols.,1966). 

Se pueden distingu i r, por estudios ae sedimentaci6n, -­

tres formas físicas de cápsides en extractos ae células infecta- ­

aas con el virus d e polio. 

Primeramente se a i sl6 una fra cc i6n viral (Pnillips y 

c o 1s., 19 68) a parti r de célu l as HeLa infectadas con po io, la 

cual tiene un coeficiente ae seaime ntac i6n de 10 s , pos teriormen te 

corregiao a 14s (Phillips y cols., 1969) q ue c on tenía polipépti-­

aos virus-específicos, cercamente relacionadas c on cápsides va--­

cías que sedimentan a 73s. Esta fracción vi ral surge ae la agreg~ 

ción de Pl (ver Fig. 2). para la fo rmación de un pentámero (Me Gre 

gor y cols., 1975) . 

Posteriormente se de.mo s tr6 in vitro, en e.xtractos li--­

bres celulares que la fracci6n 14s se en s ambl a para formar otra -

fracción 7Js (Phillips y cols., 19 69 ; Per k in y Phillps, 1973). Se 
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pensó que este proceso podria estar mediado por enzimas y que se­

requiere d e un factor proteíco para el ensamblaje, que podía ser 

una proteína estructural (Drescher y cols., 1983; Putnak y Phi--­

llips, 1982). Se sugería que los componentes 14s y 73s eran pre-­

cursores secuenciales del viri6n compl e t o. 

Cuando células HeLa infectadas con pol io fueron suplement~ 

das con guanidina, que inhibe la síntesis de RNA viral, se obser­

vó acumulación de un componente con un coefi c iente de sediment a-­

ción de 80s (Jacobson y Baltimore, 1973 ) y que contenía una prot~ 

ína que no se encontraba en viriones y carecía de dos proteínas -

del viri6n. A este componente se le denominó "procápside" . 

Las etapas subsiguientes de morfogénesis del viri6n in­

vo lucra la unión de RNA y la pr?cápside, y una prote6lisis final­

en la cual VPO se escinde a VP2 y VP4. (Blondel y Crainic, 1981;­

Phillips y cols., 1968; Putnak y Philiips, 1981) . El viri6n madu­

ro sedimenta a 150s (Luria y cols., 1978) 6 155s (Fernándes- To-­

más y Baltimore, 1973). 

Una nueva estructura ribonucleoproteica específica del vi 

rus,fué aislada y parece ser un nuevo intermediario (proviri6n), 

precursor directo del virión(Fernández-Tomás y Baltimore, 1973) .­

Esta estructura consiste de proteínas de procápside; VPO, VPl, -­

VP3 y RNA viral. La prote6lisis de VPO para constituir VP2 y VP4, 

procede a la configuración del provirión y debe ser el evento fi­

nal en la maduración del virión (Blondel y Crainic, 1981; Fernán­

dez-Tomás y cols., 1973; Jacobson y cols . , 1970; Putnak y Phi---­

llips, 1981). 
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Con respecto a la liberaci6n del viri6n, al parecer no 

hay mucha informaci6n. 

una vez que el ensamblaje del viri6n se ha llevado a -

cabo, sobreviene la ruptura de la membrana celular y los virio-­

nes ya completamente maduros, son liberados. Algún factor pro-­

teico viral probablemente se encuentre involucrado (Rekosh, 1977). 

b.) Al terac i6n de funciones del huésped durante infecc i6n viral. 

b.1.) Inhibici6n en la sintesis de proteinas. 

La inhibici6n de la sinte sis de proteinas en las célu­

las infectadas por picornavirus es paralela a una desagregac i 6n 

progresiva de los polirribosomas (Del Angel, R.M. , Tes is de Li-­

cenciatura, Universidad La Salle, 1984; Penman y cols. , 1963). 

Se ha visto que durante la infecci6n, la fracci6n de polirribos~ 

mas, parece estar alterada ligeramente con r especto al tamaño , -

constituci6n y capacidad funcional (Levintow , 1974). 

Los ribosomas son capaces de formar polirribosomas es­

pecif icos del virus y existe evidencia que sugiere la presencia 

de proteina viral asociada (Arévalo, S., Tesis de Maestría, 

CINVESTAV, IPN, 1983) lo cual puede permitir la distinci6n entre 

el RNA mensajero de la célula huésped y el viral. 

La infecci6n con el virus de la polio no modifica la -

estabilidad del RNA mensajero celular (Fernández-Muñoz y cols., 

1976; Colby y cols., 1974); la estructura conocida corno "cap" (el 
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residuo de guanina metilada en la posici6n 7, asociada al extremo 

5 1 del RNAm del huésped) no es alterada, al igual que su grado de 

metilaci6n y poliadenilaci6n (Ros e y col s ., 1978). 

Se ha visto también (Rose y c o l s,, 1978) que la t r aduc­

ción del virus de estomatitis vesicula r (VSV), un RNA estructural 

mente relaci onado al RNAm c elular, es inhibida cuand o c élu l as in­

fectadas con VSV son coinfectadas c on po l io . La c inética de inhi­

bici6n, tanto de la síntesis de prote í nas d e la célula huésped 

como d e VSV, son idénticos, sug±r i endo que o c urre por el mismo me 

canismo. Tanto el RNAm de VSV como el de l a célula posee n l a e s-­

tructura denominada "cap". Estas características son a par entemen­

te importantes en el reconocimiento del r i bo s oma. En contraste,~­

el RNAm del virus de polio pose.e una proteína (VPg) en uni6n cova 

lente al extremo 5 1 (VPg) (Ambros y cols., 19 78; Baron y Baltimo­

re, 1982; Lee y cols., 1977; Rothberg ;y cols., 1978 ). 

Se ha sugerido que esta diferencia pueda estar involu-­

crada también e n la "preferencia" de los ribosomas por traducir -

el RNA mensajero viral. Sin embargo este RNA puede iniciar traduc 

ci6n en presencia o ausencia de VPg (Golina y cols., 1980). 

Por otro lado, se han reportado modificaciones en la -­

formaci6n del complejo proteico in vitro (Etchinson, 1983) junto 

con factores de iniciación (Hansen y cols., 1982), que reconocen 

a RNA mensajeros que poseen "cap". Este reconocimiento puede ex-­

plicar la selectividad del ribosoma para reconocer al RNA mensaj~ 

ro. 

Recientemente se ha planteado otra hipótesis (Contreras 
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y Carr a s c o , 1979). Se propone que la inhibición en l a síntesis -

de proteínas puede ser influída por alteraciones en la membrana -

p l a smática, lo que origina acumulación de iones monovalentes. 

Experimentos realizados en e l laboratorio con células -

HeLa infectadas con el virus de la polio , muestran que la cinéti­

ca de inhibición en la síntesis de proteínas de la células hués-­

ped, coincide con la acumulación de sodio intracelular (Sánchez­

Trujillo, Tesis de Licenciatura, ENEP , Iztacala, UNAM, 1983) . 

Estos experimentos apoyan la hipótesis de que modifica­

ciones en la permeabilidad de la membrana celular contribuye, por 

un mecanismo aún no bien caracterizado, al efe cto inhibitorio so­

bre la traducción del RNA del huésped. 

Así, conjuntando la información disponible puede suge-­

rirse un modelo que explique tanto la inhibición de la traducción 

del RNA del huésped, como e l inicio de la s í ntes i s d e l a prote ína 

específica del virus, como dos eventos separados. En tanto que -

la infección ~reduce una menor afinidad del RNAm c e lula r por e l -

ribosoma (modificación de factores de iniciación y de la concen-­

tración iónica intracelular) , "modifica" también e l ribosoma (as2 

ciación de proteína viral) de modo que ahora es te puede reconocer 

a un RNAm diferente al del huésped . 

b.2.) Inhibición en la síntesis de DNA. 

La reolicación de DNA, aunque tardíamente, también se -
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Rekosh, 1977 , Ens1minger y Tamm, 1970; Hand y Tamm, 1972) . 

b.3.) Inhibición de la síntesis de RNA. 

Dado el objetivo del presente trabajo, se desarrol la 

con mayor amplitud el proceso de s1ntesis de RNA en células de ma 

mifer o y los posibles mecanismos involucrados en la supres i ón de 

la transcripción, DNA-dependiente, durante infección con polio. 

Se puede definir a la transcripc ión celular , como el 

proceso mediante el cual, a partir del DNA (templado), se va a 

sintetizar, RNA complementario. 

El proceso de transcripción es selectivo, es decir, que 

existen unidades de transcripci~n bien definidas. Lo que signifi­

ca que cada cadena de RNA se inicia en un sitio especif ico sobre 

e l templado de DNA, y termina en otro sitio único. Existen seña-­

les específicas en el DNA que son reconocidas por el aparato de -

transcripción. A la r egión requerida para iniciar se le conoce co 

mo promotor, y las regiones requer~das para terminación se llaman 

regiones de terminador. 

El proceso de transcripción DNA-dependiente va a estar 

mediado por moléculas de la enzima RNA polimerasa. 

Se reconocen, en células eucarióticas tres diferentes -

enzimas. La RNA polimerasa I, cataliza la síntesis de RNA riboso­

mal, la RNA polimerasa II responsable de la síntesis de RNA hete­

rogéneo nuclear (precursor del RNA mensajero) y la RNA polimerasa 

III es requerida en la síntesis de RNA de bajo peso molecular (de 
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transferenc ia Ss) (Chambon, 1975). 

La enzima RNA polirnerasa al catalizar la s1ntesis de 

RNA, requiere mecanismos de regulaciOn que controlen el fragmento 

de DNA que debe ser transcrito, los sitios de la cromatina en que 

se inicia la s1ntesis y los sitios en que debe terminar de sinte­

tizarse la cadena de RNA . 

De los factores reguladores , son de importancia las pr~ 

teínas no hist6nicas, cuyo papel regulador no s6lo parece es t ar -

relacionado con los pos i b l es cambios en l a estructura de la croma 

tina (Weintraub y Groudina, 1976), sino que podr1an determinar 

los segmentos del c romosoma que están disponibles para ser trans­

critos, esto es, en el control positivo y/o negativo de l a fun- -

ci6n transcripcional de la cromatina . 

Estas proteínas no hist6nicas como factores r e guladores 

pueden interactuar, ya sea directamente con la RNA Pol ime rasa, 

(ejercer un control transcripcional a nivel de l a enzima ) o aso-­

ciarse a la cromatina (Wang y Kostraba, 1978 ). 

As1 existen reportes en la literatura d e u na ser ie de -

proteínas no hist6nicas estimulantes d e la transcripción que ac-­

túan sobre el DNA (Alfrey y cols., 1973 ; Kl e insmith, 1970; Natori 

y cols., 1973; Sekimizu y cols., 1976; Teng y cols., 1970). Algu­

nas de estas proteínas se encuentran fosf oriladas y estimulan la 

transcripción específica (Alfrey y cols., 1973; Shea y Kleinsmit~ 

1973; Sekimizu y cols., 1981). Se piensa que esta fosforilaci6n -

de las proteínas no hist6nicas es esencial para su funci6n(Alfrey 

y cols., 1973 Shea y Kleinsmith, 1973). Algunas otras proteínas -
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ejercen un control neg~t~vo en la transcripción en sistemas v ira­

les , actua ndo también s obre el DNA (Banda y cols., 19 83) . 

De aquí que se haya tomado como criterio gene ral para -

proteínas involucradas en la transcr ipción específica, su afini-­

dad a DNA, es decir, sus características selectivas de unión. Es­

tas características de unión se l ectiva, puede refle jar el recono­

cimiento de secuencias específicas de DNA por estas proteínas en 

ia iniciaci6n de síntesis de RNA (Wang y Kos t raba, 1978). Se ha -

demostrado la formación de complejos de preiniciación con factores 

protefcos y secuencias espec í f icas de DNA (Davidson y cols., 198::?f 

Tegtmeger y cols., 1981; Tjian R,, 197 8) . 

El mecanismo por me.dio del cual estos factores estimu-­

lantes i ncrementan la síntesis 'de RNA, puede ser estimado en tér­

minos de los eventos secuenciales gen~rale s r econocidos, como son 

la inciación, la elongación y la terminación. 

Con respecto a estos eventos secuenciales, iniciación y 

elongación de la cadena de RNA, se h a reportado la purificación -

de tres proteínas, denOttlinadas SI, SII y SII', a partir de extra~ 

tos totales de c~lulas tumorales ascíticas,que estimulan específ~ 

camente la actividad de la RNA polimerasa II in vitro (Natori y -

cols., 1973; Nakanishi y cols., 1981). Estos factores proteicos -

parecían ser buenos candidatos como proteínas reguladoras en tra~s 

cripci6n, a nivel de iniciación, ya que se observó que incrementa 

ban la formación de complejos de iniciación con la RNA polimerasa 

II y DNA en la presencia de nucleótidos trifosfatados (~ekimizu y 

cols., 1977). 
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Las proteínas s;u_ y SII' fueron. ext.ensívall\ente caracte­

ri z a das y se encontró que SII' era una forll\a fosforilada de SII 

(Sekirnizu y cols., 1981). Se sugirió que SII era esencial en la -

transcripción eucari6tica, ya que esta proteína se localizaba en 

el nucleoplasrna y al aplicar anticuerpos contra SII, se inhibía -

selectivamente la síntesis de RNA, dependiente de RNA polimerasa 

II (Ueno y cols . , 1979) . 

Estudios de inmunoflorescencia indican que existen pro­

teí nas similares a SII distribuidas en el nucleoplasma de varios_ 

tipos de células eucari6ticas (Sekimizu y cols,, 19791 , Ademls se 

reporta la evidencia de que proteína(s), q ue cruzan inmunológi c a­

mente con la proteína SII, participan en la síntesis de RNA a pa~ 

tir de un sitio específico de iniciación en un lisado de células 

HeLa (Sekirnizu y cols,, 19821. 

Existe otro trabajo reciente (Matsui y cols., 19801 en 

el que a partir del f raccionarniento de un extracto sol~ble prepa­

rado de citoplasma de células humanas, denominado KBS-100, se --­

ident_ificaron cuatro componentes que son requeridos para la ini-­

ciación selectiva de la transcripción, mediada por RNA polimerasa 

II. 

El papel real de estas proteínas en la transcripción e~ 

pecífica es desconocido, lo único que se sabe es que estas protef 

nas son indispensables para la iniciación específica de la trans­

cripción. 

Se ha mencionada que dentro de la alteración de funcio­

nes que sufre la célula huésped cuando ha sido infectada con pi--
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cornavirus, se encuentra la inhibici6n en la transcripci6n . 

Reportes en la literatura indi can que esta inhib i ción -

ocurre a nivel de síntesis de RNA, y a ·que no se detec t a d e grada -­

éi6n del DNA (Eolland y Peterson, 19 64), ni modifica ciones en la 

estabilidad del RNA (Colby y cols. , 19 74; Fern á nde z-Mu ñoz y Da r - ­

nell, 1976)'. 

El t amaño del reservorio d e moléculas de RNA polimera- ­

s a , es i déntico en célula s i nfec t a das y en c é l ulas c ontr o l (Ap r i­

lleti y Pe nhoe t , 1 978; Schawart z y c ols., 1 974 ). La a ctivid ad d e 

RNA p olimerasas solubles (I, II y III), probadas s obre DNA e xóg e­

no, se recupera a cualquier tiempo de l a infecci6n (Aprilletty y 

Penhoet, 1974, 1978; Schawartz y cols. , 1974 ) y no existen altera 

cie nes en las propiedades cromatográf icas de las subunidades de 

la enzima aisladas de células infectadas (Apr iletti y Penhoet, 

1978). Sin embargo, durante infección se detecta disminuci6n en -

el número de moléculas de RNA polirnerasa asociadas al templado , -

esto es, activas en transcripción (Flore s-Ote ro y cols., 1982). 

Estas evidencias sugieren que la inhibición de la sínte 

sis de RNA ocurre, dentro de los eventos secuenciales generalmen­

te reconocidos para la transcripción, a nivel de iniciación. 

Esta hip6tesis fue corroborada en trabajos realizados -

con la reconstitución de un sistema de transcripción in vitre -

(Crawford ·y cols., 1981), en los que se sugie're que los extractos 

de células infectadas carecen de, al menos, un factor proteico ne 

cesario en la iniciación específica de la transcripción. 

Por otra parte, se ha manifestado que para que el fenó-
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meno d e i nhibici6n se lleve. a efecto, es necesaria la sintesis y 

acumu lación de productos virales (Baltimore y cols., 1963; Ferná~ 

d ez Tomás, 1982; Flores-Otero y cols., 1982; Penman y Summers, 

1Y65). 

Se ha postulado también, la presencia de factores inhi­

bidores, lípidos o lipoproteí nas (Hoy Washington, 1971), al 

igual que proteínas virales (Balandin y Franklin, 1964) , como 

agentes causales del mecanismo de inhibici6n.Además se ha encon-­

trado la acumulaci6n de proteínas virales en el núcleo de l a célu 

la huésped {Bienz y cols., 1982) cuando la transcripci6n se inhi­

be (Bossart y cols., 1984), lo que apoya esta hip6tesis. 

Trabajos en el laboratorio (Iturriaga, Tesis de maes- -

tria, CINVETAV, IPN, 19 84 ) y de otros grupos (Bossart y cols ., 

1982) util i zando sistemas de transcripci6n in vitro, han confirm~ 

do la presencia de inhibidores en extractos de células infec tadas 

y la inhibición específica de la transcripción (Iturriaga,op. cit). 

Se sugieren tre s formas del posible mecanismo en el que 

el inhibidor viral puede actuar: 1) alterando a lgún o algunos fac 

tores esenciales para la iniciación específica d e la transcrip- -

ciOn, 2) papel activo del inhibidor sobre la RNA polimerasa, si-­

tuaci6n poco probable por la evidencia de la integridad de la en­

zima (Apriletti y Penhoet, 1974, 1978) y 3) asociándose al templ~ 

do, por presentar alta afinidad hacia DNA, interactuando con el -

promotor, sitio de iniciaci6n de la síntesis de RNA, ya sea impi­

diendo el paso de la RNA polimerasa a través del templado, o bien 

bloqueando el sitio de uni6n del promotor con la enzima, de mane-
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ra que en ninguno de los dos caso s es posible el inicio d e la - -

t ranscr i pción. 

c.) Presentaci6n del trabajo . 

Durante el proceso de infecci6n con e l virus de p o lio a 

células HeLa se desencadena una inhibición en la transcripci6n de 

la célula huésped. Existen evidencias de qu e e sta inhibici6n ocu­

rre a nivel de i niciaci6n (Apriletti y Penhoet, 1974, 1978; Craw­

ford y cols., 1982; Flores-Ote ro y cols., 1982) y se ha mostrado 

que extractos obtenidos de células infectadas son defic ientes en 

al menos un factor requerido para la ini c iaci6n espe cífica (Craw­

ford y cols., 1982). 

Por otra parte, se ha sugerido que para que esta alter~ 

ci6n en la transcripci6n tenga efecto se requiere la síntesi s y -

acumulación de productos virales (Baltimore y cols., 1963; Fernán 

dez-TomAs, 1982; Penman y Summers, 1965). Al parecer algan factor 

proteico actúa corno inhibidor (Balandin y Franklin, 1964; Bossart 

y cols., 1982, 1983, 1984). 

Se ha tomado como criterio general, en cuanto a facto-­

res reguladores de la transcripción, su afinidad a DNA, que ya ha 

sido mencionada, al igual que para uno de los posibles mecanismos 

de actividad del supuesto inhibidor. Este factor inhibidor puede 

unirse selectivamente al promotor bloqueando el paso de la RNA p~ 

limerasa sobre el templado o bien la unión de ésta con el prorno-­

tor, impidiendo la iniciación de la transcripción. 
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El ob jetivo del presente trabajo, fue estudiar posibles 

mod if icaciones en las proteínas asociadas a cromatina c e lula r du­

ran t e la infección viral, esperando relacionar estas modificacio­

nes con el mecanismo de inhibici.6n de la transcripción. 

Uno de los puntos importantes del enfoque del tr~bajo -

es e l hecho de trabajar directamente con núcleos, a diferenc ia de 

o t ro s estud ios , ya que es ahí donde se lleva a c abo el pro ceso de 

transcripción y e s ahí d o nd e deben de encontrarse los f actores r e 

gula dores o inhibidores d e la misma . 

Se realizaron e xtracciones d e p r oteínas marcadas, util~ 

zando diferentes concentraciones de sal, bá sándonos en las carac­

terísticas selectivas de unión de los di fe rentes pépt idos . Estas , 

extracciones se hicieron a partir de núcleos aislados tanto d e cé 

lulas infe ctadas como de células contro l , para anali zar la s p r o - ­

teínas que permanecieron unidas a cromatina y las que f ueron e x-­

traídas. 

Se encontró lo siguiente: a) un polipéptido i nducido vi 

ral, asociado a cromatina celular . b) una proteína de origen cel~ 

lar, con baja afinidad por DNA, no detectada e n c élulas infecta-­

das cuando la transcripción se encuentra abatida ; la "disrninu - -

ción" de esta proteína, coincide con la cinética de inhibición de 

la transcripción. 
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Al Célu las 

Se utilizó. la línea celular HeLa S-3 (derivados de un -

c a rcinoma de cérvix uterino aislado de humano} creciendo en sus--

pensión . Esta línea celular se propaga constantemente en el lab~ 

ratorio, manteniéndose a una densidad de 3-6 x 10 5 células/milil~ 

tro. 

B} Virus 

Se empleó el v irus de la Poliomielit i s tipo I, Maho ne y , 

que es propagado en células HeLa, en el laboratorio. Este vi r us 

proviene del laboratorio de David Baltimore. 

C} Medios de Cultivo 

Medio Mínimo Esencial (MEM}, modificado por J ok l i k (Gib 

co Laboratories) concentrado dos veces (2x}. Para un l i tro de me 

dio, se disuelven dos sobres de medio liofili zado en 9 00 ml. de -

agua bidestilada estéril. Se agregan 4 gramos de bicarbonato de 

sodio. El pH es ajustado a 7.4 con hidróxido de sodio 1 M. El -

medio se esteriliza por filtración, utilizando membranas millipo-

re HWAP (0.22u}. 

El medio liofilizado contiene: 

Aminoácidos Concentración Aminoácido Concentración 
(mg/lt) (mg/lt} 

L-Arginina-HCl 105 L-Cistina-2HC1 34.4 

L-Glutamina 294 L-Histidina 31 

L-Isoleucina 52 L-Leucina 52 

L-Lisina 58 L-Metionina 15 
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L-Fenilalanina 32 L-Treonina 38 

L-Triptofano 10 L-T i rosina 47 

L-Valina 46 

Carbohidratos Concentraci6n 
(mg/lt) 

Glucosa 2000 

Sales Concentración Sales Concentraci6n 
(mg/lt) (mg/lt ) 

NaCl 6500 KCl 400 

MgC1 2 . GH 20 200 NaH 2P04 .2H 20 1327 

NaHC03 3000 

Vitaminas Concentración Vitaminas Concentración 
(mg/lt) (mg/lt) 

Colina l Acido FÓlico 1 

Inositol 2 Nicotinamida l 

D-Pentotenato 
de calcio 1 Piridoxal-HCl 1 

Riboflavina O.l Tiámina-HCl l 

Como indicador de pH se utiliza una solución de rojo de 

fenol (10 mg/lt) y como antibiótico, para prevenir contaminación, 

Penicilina potásica 7500 Unidades y Sulfato de estreptomicina 50 

Unidades. 

- MEM (lx) 

Para preparar un litro de medio se emplean 450 ml de m~ 

dio concentrado (2x) est~ril, 20 ml de solución de Penicilina-Es-

treptomici'na, 100 mls. de suero fetal de ternera (Laboratorios 

Biocel, M~xico) y 10 mls. de mezcla de aminoácidos no esenciales 

(solución concentrada lOOx) 
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D) Precursores r adioactivos . 

(5, 6 3H) Uridina, Actividad especí f ica 45Ci/mrnol ; 

L (35s ) Metionina, Actividad específica 850-1440 Ci/mrnol. Este -

material radioa ctivo s e obtuvo de Amer s ham Rad i ometer Center 

(Amersham, Inglater ra ) y de New Eng l and Nuclear (Boston , Mass.) 

E) Re activos y Otros Mater i ales 

- Acetato de Po t as io 

- Acido a cético gla cial 

- Ac i do c lor hídrico (HCl) 

- Acido etilén diami no 
t e tracét i co (EDTA ) 

- Acido N-2Hidroex ietil-piperazine 

N'-2-etanesulfonico (Hepes) 

- Acido tricloroacético 

- Acrilamida 

- Agarosa 

- Albúmina s érica 

- Aminoácidos 

- Azul de coomassie 

- Bi carbonato de sodio (NaHC0 3 ) 

- Bi~-Acrilamida 

- Bis-Tris 

- Carbonato de Sodio (Na 2co 3 ) 

- Cloruro de Magnesio (MgC1 2 ) 

- Cloruro de Potasio (KCl) 

- Cloruro de Sodio (NaCl) 

J .T. Baker (Méx . Co ) 

Merck (Méx. ) 

J .T . Ba ker (Mé x . Co) 

J . T. Baker (Méx. Co) 

J.T . Baker (Méx. Co) 

BDH (Inglaterra) 

Sigma Chemicals Co. 

Sigma Chemicals Co. 

Sigma Chemicals Co. 

Sigma Chemica l s Co. 

(EUA ) 

(EUA) 

(EUA ) 

(EUA) 

J.T. Ba ker (Méx . Co) 

BDH (Inglaterra ) 

Sigma Chemicals Co . (EUA) 

J.T. Baker (Méx . Co) 

Merck (Méx . ) 

Mallinckrodt Chemicals Works 
(E UA) 

J.T. Baker (Méx.Co) 

- Detergente Desoxicolato de sodio Merck (Méx. ) 

- Detergente Nonidet P-40 

- Ditiotreitol (DTT) 

- Detergente Dodecil sulfato de 
sodio (SOS) 

- 2,5-Difeniloxazol (PPO) 

BDH (Inglaterra) 

Sigma Chemicals Co. (EUA) 

BDH (Ing laterra) 

Packard Co. (Suiza) 
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- Etanol J.T. Baker (Méx. Co) 

- Floruro de f e ni l metil-sulfonilo Bethese (EUA) 
(PMSF) 

- Fosfato dibásico de sodio J . T. Baker (Méx . Co) 
(Na

2
HP04 l 

- Fuschina básica 

- Glicerol 

- Glicina 

Glutamina 

- Hi d róxido de sodio (NaOH) 

- Marcadores de peso molecular 

- Mercaptoetanol 

- Metanol 

- N,N,N',N' Tetrametilendiamina 
(Temed) 

- Penicilina G s6dica 

- Persulfato 1de amonio 

- Reactivo de fenol (Fol!n) 

- Rojo de fenol 

- Sulfato cúprico (Cuso4) 

- Sulfato de estreptomicina 

- Tartrato de sodio y potasio 

- Tolueno 

- Trit6n X-100 

- Trizma-base 

- Trizma-hidrocloruro 

- Urea 

- Uridina 

M.C . B. (EUA) 

J .T. Baker (Méx. Co) 

Merck (Méx. ) 

Sigma Chemicals Co. (EUA) 

J.T. Baker (Méx. Co) 

Sigma Chemicals Co . (EUA) 

S igma Chemicals Co . (EUA) 

J.T. Baker (Méx. Co ) 

BRL (EUA) 

Farmaceuticos Lakeside (Méx.) 

Merck (Méx. ) 

Merck (Méx.) 

Sigma Chemicals Co. (EUA) 

J•T. Baker (Méx. Co) 

Farmaceuticos Lakeside (Méx.) 

J.T. Baker (Méx.) 

Merck (Méx.) 

Sigma Chemicals Co. (EUA) 

Sigma Chemicals Co. (EUA) 

Sigma Chemicals Co. (EUA) 

BRL (EUA) 

Sigma Chemicals Co. (EUA) 

- Bolsa de diálisis "Spectrapore 3" Spectrum Medical Industries 

Volumen de exclusi6n alrededor de 
3500 de P.M. 

- Papel Whatman 3MM-Whatman, Inglaterra 

- Película Kodak-Xomal XS-5, industrias Fotográficas Interamerica 
na. 
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F) Soluciones 

So luciOn amortiguadora para lavado de c€lulas. (PBS) 

NaCl 

KCl 

Na 2HP04 
KH 2Po4 

137mM 

3mM 

16mM 

2mM 

Solución de Penicilina-Estreptomicina (lOOx) 

Penicilina G Sódica 

Sulfato de Estreptomicina 5 gr 

Aforar a 1 lt, H2o bidestilada 

Filtrar mediante membrana millipore 

Soluci6n de Metionina (lOOx) 

Metionina 1. 5 gr 

Ajustar pH 7.3 

Aforar H2o bidestilada 

Esterilizar por filtración 

Solución de glutamina (lOOx) 

L-Glutamina 29.4 gr 

Ajustar pH 7.3 

Aforar H2o bidestilada 

Esterilizar por filtración 

Soluci6n amortiguadora hipot6nica 

Hepes, pH 7.9 

KCl 

MgC1 2 
DTT 

Soluci6n amortiguadora hipert6nica 

Hepes, pH 7.9 

KCl 

MgC1 2 

lOmM 

lOmM 

l.SmM 

3mM 

0.3M 

l.4M 

0.03M 
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So l ución de PMSF 

PMSF 50mM 

Diluir e n alcohol e tíl ico abs o l uto 

Solución amortigua dora R ' 

Tris-HCl pH 7.9 

NaCl 

DTT 

50mM 

l OO OmM 

0 . 2ITL~ 

Solución amortiguadora de e x t r acción (SAE) 

Tritón X-100 

Tris-HCl, pH 7.9 

DTT 

PMSF 

0. 05 % 

l OmM 

lmM 

0 . 2mM 

Soluc i ón para tratamiento de tubo de diális i s 

10% 

lOmM 

Soluci6n A (Lowry) para cuantif icac i6n de proteína 

Na 2co3 
Na OH 

Tartrato de sodio y 

potasio 

Solución B (Lowry) 

Cuso4 • 5H 20 

Solución C (Lowry) 

50 partes 

1 parte 

94mM 

50mM 

47mM 

2mM 

sol. A 

sol . B 

Esta solución debe ser preparada en el 

momento de su uso. 

Soluci6n patr6n de proteína (BSA) para Lowry 
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BSA 

Aforar H2o bidestilada 

50 mg 

50 ml 

so1uci6n A para geles de acrilamida al 15%-SDS (EGA-SDS 15%) 

HCL-lN 

Tris-base 

Temed 

Aforar H2o bidestilada 

Solución B para EGA-SDS (15%) 

HCl 

Tris-base 

Temed 

Aforar H2o bidestilada 

Solución C para EGA-SDS (15%) 

Acrilamida 

Bis-acrilamida 

48 ml 

36.3 gr 

0.23 ml 

.LOO ml 

48 ml 

5.98 gr 

O. 4 6 ml 

44.2 gr 

0.598 gr 

Aforar H2o bidestilada 

(Almacenar en la obscuridad) 

Solución amortiguadora para corrida (EGA-SDS) 

Tris-base 9 gr 

Glicina 14.4 gr 

sos 10% 10 ml 

Aforar · H20 bidestilada 3 lt 

Solución amortiguadora de muestra (EGA-SDS) 

Tris-base, pH 6.8, lM 10 ml 

SDS 10% 20 ml 

Mercaptoetanol 1 ml 

Glicerol 60 ml 

H2o 9 ml 

Soluciones para geles bidimensionales (EGA-DD) 



Acrilamida 

Bis-acrilamida 

Urea 

Bis-Tris 
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4% 

0.1% 

8 M 

0.057 M 

Ajustar a PH 5.0 con ácido acético glacial 

Solución amortiguadora de corrida para la le di.mensión (pH 5) 

Electrodo superior (+) 

Bis-Tris pH 5.0 10 mM 

Ajustado con ácido acético glacial 

Solución amortiguadora de corrida para la le dimensión (pH 5) 

Electrodo inferior (-) 

Acetato de Potasio pH 5.0 0.79 M 

Ajustado con ácido acético glacial 

Solución amortiguadora de muestra (le dimensión pH 5) 

Urea 

Mercaptoetanol 

Glicerol 

Acido acético 

Fuschina básica 

8 M 

10% 

10% 

0.1% 

0.01 mg 

5oluci0n para equilibrar el gel cilíndrico (le dimensión pH 5) 

Urea 

Tris-HCl 

sos 
Ajustar a pH 6.8 HCl 

4.0 M 

0.5 M 

1% 

Solución D para segunda dimensión (EGA-SDS al 12%) 

Acrilamida recristalizada 30% 

Bis-acrilamida recristalizada 0.8% 

Las soluciones fueron esterilizadas por autoclave, 125°C duran 

te 20 minutos, con 15 lb/cm 2 de presión y almacenadas a 4°C ó 

- 20ºC cuando fue necesario . 
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G) Composición de otros materiales 

Suero dializado 

Mezcla 

El suero fetal de ternera (Laboratorios Biocel) fu e -

dializado en tubo "Spectrapore 3" contra 100 volúme-­

nes de MEM de infecci6n (sin suero, metionina, gluta~ 

mina, penicilina ni estreptomicina) durante 18 horas. 

de Hquido de centelleo 

Tolueno 1000 ml 

Trit6n X-100 600 ml 

H20 bidestilada 168 ml 

PPO 3.5 gr 

Mezcla de aminoácidos no esenciales lOOx para MEM 

L-Alanina 

L-Asparagina 

L-Acido aspárti.co 

L-Acido glutamico 

L-Prolina 

L-Serina 

Glicina 

Diluir en H2o bidestilada y ajustar a pH 7.3 

Esterilizar por filtraci6n 
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a.) Cultivo y crecimiento de células Hela 

Las células Hela en suspensión fueron cultivadas en ma-

t races Erlemeyer de 250 6 500 ml, conteniendo 100 ó 250 ml respe~ 

tivamente de MEM, suplementado con suero fetal de ternera, amino-

ácidos no esenciales y penicilina-estreptomicina. Los matraces -

permaneci eron en agitación constante, en baño a 37°C. El cultivo 

se mantuvo a una densidad de 3 a 6xlo 5 células por mililitro. El 

número de células se determinó mediante conteo en densitOmetro. 

b.) Infección con el virus de la Poliomielitis (poliovirus) 

La infección de células Hela con poliovirus se llevó a -

cabo por el método descrito (Baltimore y cols., 1966). Se culti-

varon células creciendo en suspensión a una concentración de 3 a 

6xlo 5 1 ¡ 1 ce s. m . Se centrifugaron a 1500 rpm, durante 3 minutos -

(Centrifuga Internacional PR600) para obtener el paquete celular. 

Después de lavar con MEM de infección (sin suero, metioni na, glu-

tamina, penicilina ni estreptomicina), fueron resuspendidas en el 

mismo medio a una concentración de 10 7 cels./ml permitisndo la re-

suspensión mediante agitación a temperatura ambiente durante 10 -

minutos. Se adicionó el virus, haciendo el cálculo para una mul-

tiplicidad de infección (mdi) de 100 unidades formadores de placa 

(UFP) por célula y se dejó en agitación a temperatura ambiente d~ 

rante 30 minutos. Posteriormente se diluyó en el mismo medio pr~ 

calentado, para tener una concentración de 5xlo 6 cels./ml, conti-

nuando el periodo de absorción 15 minutos más, a la misma temper~ 

tura. Enseguida se centrifugó la suspensión (Centrifuga Interna-
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cional, 1500 rpm) durante 3 minutos. El paquete celular se resu~ 

pendió en MEM de infección, suplementado con suero dialisado al -

2% y con glutamina lx a una conc entraci ón de 5xlo 6 cels . /ml . I n-

mediatame nte se colocó la suspensión en agitación conti nua en ba­

ño a 37°C . Este punto corresponde al tiempo c e ro de la infecció~ 

Para las células control se rea l izó exactamente el mismo 

procedimiento, excepto que no se adicionó el virus. Esta es la -

infección fingida . 

c. ) Síntesis de RNA durante infección viral 

La velocidad aparente de síntesis de RNA se determinó -

por incorporación de uridina 3
tt (4uCi/ml) mediante puls os de 20 -

minutos a diferentes tiempos de la infección. 

4xlo 7 células fueron infectadas a una m. d.i de 100 . Al 

tiempo cero de la infección, se tomaron lxlo 7 células (control e 

infectadas) y se marcaron con uridina ( 3H) durante 20 minutos. 

Después de este tiempo se adicionó SOS 1% . Lo mismo se hizo a 

los tiempos 1, 2 y 3 horas postinfección. La muestra fue resus-­

pendida hasta que la viscosidad desapareció. Se tomaron . alfcuo--

tas de 200 uls. y se pusieron en filtros de papel Whatman 3MM, p~ 

ra ser lavados con TCA al 10% durante 10 minutos y después 5 ve-­

ces más con TCA al 5%. Finalmente se lavaron dos veces con aleo-

hol etílico absoluto. Se secaron los filtros y se colocaron en -

viales conteniendo 5 ml de líquido de centelleo. La radioactivi­

dad se determinó en un espectrofotómetro Packard, modelo 3385. 
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d.) Cuantificación de proteina por el Método de Lowry 

(Lowry, 1951) • 

Se tomaron muestras de 200 uls y se adicionó un ml de -

la solución C de Lowry a cada muestra y se mezcló perfectamente -

dejando reposar 10 minutos. Se agregaron 100 uls de reactivo de 

Fenol (FolÍn) diluido 1 : 1 y se mezcló vigorosamente. Se dejó a -

temperatura ambient e durante 45 minutos para después determinar -

la dens idad óptica a 660 nm en un espectrofotómetro Carl Zeiss 

PMQll. 

Se realizó una curva patrón de proteína (BSA) en cada -

determinación, tomando distintas concentraciones de proteina para 

poder i nterpolar las densidades ópticas de las muestras. 

e.) Marcaje e incorporación de Metionina 
35s a células HeLa. 

Células HeLa en suspensión a una concentración de 5xlo 7 

cels./ml infectadas y no infectadas, fue ron marcadas con Metioni-

35 na S, 20uCi/ml, durante un tiempo de 20 minutos ó 60 minutos, 

según las condiciones del experimento. Para detene r la incorpor~ 

ción del aminoácido radioactivo se adicionó Metionina fría 100 ve 

ces en exceso y se colocó la suspensión en hie lo, 5', para empas-

tillar posteriormente las células medi ante centrifugación y conti 

nuar con la extracción de núcleos. 

f.) Aislamiento de núcleos 

Después de un tiempo adecuado de infección según las 
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cond i ciones del experime nto, se tómo el cul t i vo d e células y se 

centrifugó a 1500 rprn d urante 3 min. para rec olectar las c élulas. 

Enseguida se procedió a la purificac ión de núcle o s según el método 

reportado (Fernández-Tomás, 1982). Todos los pasos se r e a li zaron 

a 4°C. El paquete celular fue lavado c on PBS y con solución hipo­

tónica después. Posteriormente l as cé lulas fueron resuspend i d a s -

en dos volúmenes de solución h i potónica , c o locadas en h i elo duran­

te 10 minutos y rotas mediante homog eneización (Dounce) c o n 7 gol­

pes. I nmediatamente se agregó 0.1 vol . d e la s o l uc i ó n hipertóni -­

ca, quedando un medio isotónico lo cual evita la l i s is d e l os nú- ­

cleos. La suspensión se estratificó sobre un co lchón de g licerol 

30% en solución R' (6 a 8 ml.) y se centrifugó a 3200 rpm durante 

10 minutos (Centrifuga Internac~ona l, PR 600) . Se recolectó un vo­

lumen equivalente al colocado (sobrenadante que corresponde a la -

fracción citoplasmática) y se guardó á -20ºC. La pastilla nuclear 

se resuspendió en medio isotó nico (10 vol. s ol . hipotónica x 1 vol. 

sol. hipertónica) para una segunda purificac ión . La suspensión se 

agitó suavemente 5' y se supleme ntó con NP 40 gota a gota (concen­

tración final de 0.15%) y se mantuvo en hielo durante 5 min. Se -

volvió a pasar la suspensión a través del colchón de glicerol. La 

pastilla resultante (núcleos purificados) fue resuspendida en sol~ 

ción amortiguadora de extracción y fue examinada en microscopio de 

contraste de fase para determinar que estuviera libre de material 

contaminante. 

g.) Obtención del extracto nuclea. r. 

Una vez obtenidos los núcleos purificados y resuspendi--
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dos en solució n amortiguadora de extra cción (1 ml) se agregó clo­

ruro de sodio, para ajustar a la concentraci6n de sal adecuada, -

dependiendo de las condic iones del experimento. Se dej6 reposan­

do durante 30' en hielo y se centrifugó a 12, 300 x gen un rotor 

SM2 4 de centrifuga Sorva ll RC-2B, a 4ºC durante 20 min. El sobre 

nadante conteniendo las proteínas solubilizadas a la concent ra- -

ción de sal utili zada, se removió cuidadosamente previniendo con­

taminación con la cromatina celular. 

Para extraer y anali zar l a s proteínas que permanecen 

asociadas a la cromatina después de la extracción con sal, se to­

mó el precipitado y se resuspendió en l a misma s olución amortigu~ 

dora, ajustándose a una concentración de 1 M NaCl. Posteriormen­

te s e sonicó 4 veces, 15 segundos a 1 0, 00 0 microne s (sonicador 

MSE). 

Las fracciones proteicas (sobrenadante y precip i t ado)s e 

d iali zaron contra 100 volúmene s de solución Tris, pH 7,SmM, dura~ 

te 18 horas. A continuac ión las muestras se liofilizaron, (liofi 

lizadora Virtis) para concentrarlas. 

h.) Electroforesis de una sola dimensión en ge l es de acrilarnida 

(EGA-SDS) (Gel en placa). 

- Preparación de los geles EGA-SDS (al 15%) (Laemly , 1970) 

Los geles de acrilamida-SDS se prepararon en dos placas 

de vidrio con separadores de 1-2 mm de espesor en una cámara de -

electroforesis en placa. Los geles se prepararon me zclando las -

siguientes cantidades de soluciones para geles de acrilamida: 
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Gel de resolución (15%) 

Sol. e 

Sol. A 

H2o bidestilada 

1 0 . 64 ml 

8 .0 0 ml 

1 2 .72 ml 

La solución se agitó vigorosamente y se aña dieron 0 . 24 

ml de SDS 10% y la misma cantidad de persulfato de amonio 10% , 

mezclándose otra vez. La mezcla se depositó entre las plac as de 

v i drio en la cámara de electroforesis hasta u na altura de 12 cm . 

Se añadió cuidadosamente SOS 1%, para aplanar la superficie. El 

gel concentrador (7.5%) se preparó de la siguiente manera: 

Sol. e 

Sol~ B 

H2o bidestilada 

1.57 ml 

l.182ml 

6.3 ml 

Después de agitación hasta una solución homogénea, se -

adicionaron 90 uls de SDS 10% y 90 uls de persulf ato de amonio al 

10 %. Esta mezcla se depositó sobre el ge~ d e resolución. Se in­

trodujo el separador, asegurándose de que no quedaran burbujas de 

aire. Se dejó polimerizar a temperatura ambiente. 

- Preparación de las muestras de proteína 

Las muestras de proteína radioactiva liofilizada, se r~ 

suspendieron en 100 ul de H2o bidestilada estéril. Para determi­

nar radioactividad, se tomaron muestras de 5 ul, q ue se pusieron 

en filtros de papel Whatman 3~. Se lavaron una vez con TCA al 



- 49 -

10% durante 10 minutos y 5 veces más con TCA al 5%. Por último -

se l a varon con etanol absoluto dos veces. Se secaron y se coloc~ 

ron en viales conteniendo 5 ml. de liquido de centelleo. Para de 

terminar la radioactividad se utilizó un espectrofotórnetro 

Packard, modelo 3385. 

Se calculó una cantidad de muestra suficiente para te-­

ner de 2xl0 4 a 5xl0 4 cuentas por minuto (cpm) y se mezcl6 con el 

mismo volumen, de la soluci 6n amortiguadora de muestra para g e les 

de acrilamida SOS, para tener un volumen de 100 ul. Las muestras 

as! preparadas se calentaron durante dos minutos en baño Mar ia a 

punto de ebullición, antes de ponerlos sobre los pocillos del - -

gel. 

- Condiciones de corrida 

Se colocó solución amortiguadora d e corrida e n los re-­

servorios (superior e inferior). El gel se precorri6 a 100 volts 

durante 1 hora. Seguidamente se depositaron las muestras en los 

sitios correspondientes del gel. La corrida se llevó a cabo du-­

rante 14 horas a 100 volts, hasta que el colorante salió d e l gel. 

El polo negativo se colocó en la parte superio r y el positivo en 

el inferior. 

i) Electroforesis de doble dimensión en geles de acrilamida 

(EGA-DD) (Mets y Bogorad, 1974) 

- Primera dimensi6n (pH5) 

- Segunda dimensión (EGA-SDS) 



- 50 -

- l~ Dimensión (pH5) 

Estos geles cilíndricos s e prepararon e n tubos de vi--

drio d_e O. 3 x 15 cm para obtener geles de 12 cm de largo. 5 ml -

de la solución, para preparar el gel de la pr i me r a dimensión , 

fueron polimerizados adicionando 5 ul de Temed y 15 ul de persu! 
! 

fato de amonio al 10%, el cual fue preparado inmed iata.~ente an--

tes de su uso. La solución fue agitada y d egasificada al vació -

durante dos minutos antes de ser colocada en los tub o s de vidri~ 

~ara estratificar el gel se añadió cuidadosamente H20 bidesti l a­

da, dejando polimerizar a temperatura ambiente. 

- Preparación de las muestras de proteína 

Se tomó una cantidad ae muestra liofilizada suficiente 

para tener de 2.5xl0 5 a 4xl0 5 cpm y se disolvieron en 100 ul de 

la solución amortiguadora para muestras del gel de primera dime~ 

sión. Las muestras permanecieron una hora a temperatura ambiente 

para después colocarlas sobre la superficie del gel. 

- Condiciones de corrida 

Se utilizó una cámara de electroforesis para geles ci-

líndricos. Los tubos que contenían a los geles se acomodaron den 

tro de la cámara. El reservorio superior se llenó con la solu- -

ción amortiguadora de corrida para la primera dimensión (electr~ 

do superior), y el de abajo con la solución correspondiente al 

electrodo inferior. Se eliminaron las burbujas y la muestra se -

colocó en la parte superior del gel. La electroforesis se llevó 
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a cabo a 1 20 volts durante 7 horas. El polo positivo se conectó 

a la parte superior y el negativo a l~ inferior. 

Equilibrio del gel cilíndrico para la segunda dimen-­

si6n 

Los geles cilíndricos se sacaron de los tubos med i ante 

una j~ringa de aguja larga conteniendo agua. Se introdujo la ag~ 

ja e n el tubo cuidando de no dañar e l gel, y se inyectó agua ba- ­

ñando l as paredes i nternas del tubo, provocando la salida del gel. 

Enseguida, el gel se colocó en la solución para equilibrar el gel 

cilíndrico dej ando en agi t a ción suave durante una hora. 

2e Dimensión (EGA-SDS) (gel en placa) 

Los geles de acrilamida para la segunda dimensión (al -

12 %, con SDS) se prepararon de la siguiente manera: 

En un matraz erlerneyer de 125 ml se mezclaron las si- -

guientes soluciones para el gel de reso lución: 

Sol. D de acrilamida 12.00 ml 

Tris pH 8.8 lM 11.25 ml 

SDS 10% 0. 30 ml 

H2o bidestilada 6.25 rnl 

Persulf ato de Amonio 10 % 120 ul 

Se mezcló todo perfectamente y se colocó la solución e~ 

tre dos placas de vidrio, dejando libre un cm en l a parte supe- -

rior. Se estratificó con SDS al 1% para aplanar la parte supe- -
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rior del gel, eliminando el sos posteriormente, cuando e l gel po-

limerizó. Para preparar el gel concentrador se mezcló lo sigui e~ 

te: 

Sol. D de acrilamida l. 33 ml 

Tris pH 6.8 0 . 49 M 11. 25 ml 

sos 10% 0.30 ml 

H20 bidestilada 7.2 0 ml 

Temed 5 ul 

Persulfato de Amonio 10% 100 ul 

Después de equilibrado el gel cilíndrico de la primera 

dimensión, éste se colocó en la parte superior de la cámara, ene~ 

ma de las placas de vidrio y se selló con la solución del gel co~ 

centrador, eliminando las burbujas que pudieran interponerse en-­

tre el cilíndrico y el gel en placa. Se dejó polimerizar y se se 

lló nuevamente con agarosa al 4%, formando un pocillo para los 

marcadores de peso molecular. 

- Condiciones de corrida para la segunda dimensi6n 

La soluci6n amortiguadora de corrida para la segunda 

dimensi6n (acrilamida-SDS) se coloc6 en los reservorios superior 

e inferior. Se depositaron marcadores de peso molecular en el l~ 

gar correspondiente. El polo positivo se conectó en la parte in­

ferior y el negativo en la superior. La corrida se llevó a cabo 

a 80 volts durante un tiempo de 12 a 14 horas. 

j.) Tinci6n de geles 
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Para teñir las proteínas de los geles-SOS se util iz6 

Azul de coomasie al 0.25% en metanol al 50% y ácido acético al 7% 

Para desteñir los geles, se lavaron varias veces con metanol al -

30%, ácido acético 7%, hasta que las bandas o las manchas de pro­

teínas resaltaban sobre el fondo transparente del gel. 

k.) Autorradiografía de geles. 

Los geles se secaron al vacío con alta temperatura mediante 

un secador Modelo SE540 (Hoefer Scientific Instruments) exponién­

dose posteriormente a películas Kodak X-omal (XS-5) en cartuchos 

para autorradiografía, a -70ºC, durante un tiempo variable depe~ 

diendo del nllinero de cpm colocados en el ge l. 

l '. ) Densitometría de los autorradiograrnas 

Los autorradi ogramas se analizaron en un espectrofot6metro 

Gilford Modelo 240, c on una longitud de onda de 550 nm y una den­

sidad óptica de 0.5, a una velocidad de 2 crn/min . 

m.) Procesamiento del tubo de diálisis 

El tubo de diálisis se hirvi6 en una soluc ión de Na
2
co

3 
10% 

Y EDTA 1 MM, durante 15 minutos. Posteriormente se lavó varias ve 

ces con agua bidestilada y se esterilizó por autoclave 20 minutos 

en EDTA 1 mM. Se conservó a 4°C, en solución de EDTA 1 mM suple­

mentada con 2 6 3 gotas de cloroformo. 

n.) Obtenci6n de pesos moleculares 



- 54 -

Los pesos molecu lares de prote!nas se calcularon graf i­

cando e l logaritmo en base 10 (log 10) de l peso molecular de mar­

cadores de peso molecular conocido , contra la d istancia migrada -

en el gel e interpolando posteriormente en la recta, los valore s 

de las bandas de proteínas. 
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R E S U L T A D O S 
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a.} Síntesis de RNA en células HeLa infectadas con el virus de la 

Poliomielitis. 

Reportes en la literatura (Rekosh), 1977, han mostrado -

que la infecci6n de células de mamífero con Picornavirus desenca­

dena, entre otros efectos, inhibición en la s íntesis de RNA de la 

célula huésped. 

Durante la infecci6n de células HeLa con el virus de la 

Polio , e xis te un rápido descenso en la velocidad de síntesis de -

RNA total (Darnell y cols., 1967; Flores-Otero y cols., 1982; - -

Franklin y Baltimore, 1962). 

Con el fin de asegurarnos que la infección se llev6 a -

cabo, se hizo un piloto de int'ección, es to es, se de terminó la -

síntesi s de RNA durante la infección . En la Figura 3 se muestra 

que en experimentos de cinética, es decir, midiendo velocidad de 

síntesis de RNA(incorporación de utidina 3H a material ácido-inso 

luble) se detecta una disminución rápida en la velocidad de sínte 

sis de RNA total en las células infectadas. Se puede observar a 

dos horas postinfección (p.i}, un descenso en la síntesis de RNA, 

que se encuentra más marcado a las tres horas (50% de inhibición) 

como ha sido reportado (Flores-Otero y cols., 1982). Cabe seña-­

lar que en este experimento no se cuantificó el porcentaje de sín 

tesis de RNA viral, que ha sido iniciado alrrededor de los 140 mi 

nutos p.i. (Baltimore y cols., 1966; Flores-Otero y cols., 1982). 

De tal forma que la inhibición de síntesis de RNA celu­

lar debe de ser más marcada si restarnos en la gráfica, el porcen-



- 57 -

Fig.3. Síntesis de RNA en células HeLa infectadas con Polio. 

Células HeLa en suspensi6n se infectaron a una multiplici 

dad de 100 y un cultivo paralelo se someti6 a infecci6n -

fingida (control) . A diferentes ti~mpos s e tomaron ali-­

cuotas del cultivo (lxl0 7células) y se suplementaron con 

Ur idina- 3H durante 20 minutos . A este tiempo se determi­

n6 la Uridina- 3H incorporada a material ác ido-insoluble -

.como se describe en Materiales y Métodos. 

( O ) Células infectadas; (•)Células bajo infecci6n fin-

g ida. 
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taje de síntes i s de RNA viral. 

La velocidad de síntesis de RNA del grupo c ontro l , cél~ 

las bajo infección fingida, no suf re grande s variac i o ne s (F i gur a 

l). 

b.) Proteína nuclear asociada a cromatina e n cé lu l a s i nfectad a s .-

Reportes en la literatura, han p r opuesto que la inhibi­

c i ón en la síntesis de RNA de la célula h uésped, mediada por in-­

fec ción v iral, ocurre a nive l de iniciación (Apriletti y Penhoe t, 

197 4 , 1978; Crawford y col s ., 1981; Flores-Otero y c o ls., 19 82 ) . 

Se ha sugerido que para que ta l inh i b ici ó n s e lleve a -

cabo , s e requie r e la s íntes i s y acumulación de productos virale s, 

d ado que, utilizando guanidina (cornpu~sto q ue no permite l a tra ns 

c r ipción v i ral) o puromicina (ant i b i ó tico q ue i nh ibe la síntesis 

de proteínas), s e sup rime la i nhibición en l a t r ansc r ipción celu­

lar (Baltirnore y cols., 196 3; Per'una n y Sumrne r s , 1965) . Factor e s 

proteícos han sido sugeridos corno responsables d e l efecto inhibi­

torio (Balandin y Franklin, 1964; Boss a rt y cols . , 1982; Fernán-­

dez-Tornás, 1982; Ho y Washington, 1971; Iturriaga, Tesis de maes­

tría, CINVESTAV, IPN, 1984). 

Los datos reportados "in vivo", se han reproducido en 

experimentos realizados en sistemas de transcripción "in vitro", 

al ensayar la síntesis de RNA en núcleos suplementados con extra~ 

to citoplasmático proveniente de células infectadas, sugiriendo -

la presencia de un inhibidor citoplasrnático {Balandin y Franklin, 
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1964, Bossart y cols., 1982). Otro sistema, u t ilizando promot o-­

res clonados, ha mostrado que estos extracto s suprime n la inicia ­

ción específica (Iturriaga, op.cit.). 

Uno de los mecanismos propuestos p ara e xp lica r el fenó­

meno inhibitorio es la posible asoci a ción de p r oducto( s) v iral es­

al DNA, bloqueando el sitio de un i ón áe fac tore s prote icos reque­

ridos para la iniciación, entre e l l os a l a propia RNA polime rasa­

impidiendo el tránsito de esta última . Si e ndo así,ta l inh ibidor ­

tendría que tener afinidad a DNA . 

Se pue de considerar a las proteína s como afine s y no a­

fines a DNA, en base a compararlas con e l patrón de a f ini dad de -

l as proteínas históni9as en presencia d e di f e r e ntes concentracio­

nes de sal. La mayoría de las proteínas no h istónicas son extra­

ídas de la cromatina con 0.1 M NaCl, ~onsiderándose proteínas de­

baja afinidad por DNA (Gadsky y Ch ae, 19 76; 1978) . Las histonas­

p e rmanecen asociadas a cromati na hasta 0.5 M NaCl , considerándos e 

afines a DNA (Kleiman y Huang , 1972; Chae y cols., 1975). 

De aquí el interés en estudiar el patrón de proteínas -

asociadas a la cromatina celular en núcleos aislados de células -

infectadas. Se emplearon distintas concentraciones de sal para -

la extracción de las mismas haciendo un estudio comparativo con -

el patrón proteico obtenido de núcleos de células no infectadas. 

Para ello se infectaron células HeLa s 3 con el virus de 

Polio como se ha descrito en Materiales y Métodos. Se permitió un 

tiempo de infección de 2 1/2 horas, tiempo en el cual la sínte---
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Fig.4. Autorradiograma de las proteínas asociadas a cromatina 

después de extracci6n de nGcleos con 0 . 4 M NaCl. Culti-­

vos de células HeLa (3xl0 7células) infectadas (2 1 /2 ho--

ras p.i.) y no infectadas fueron suplementadas con Metio­

nina 35s durante 60 minutos. Transcurrido este tiempo se 

procedi6 al aislamiento de nGcleos (como se describe en -

Materiales y Métodos). Los nGcleos purificados fueron s~ 

plementados con cloruro de sodio, hasta una concentraci6n 
/ 

final de 0.4 M y el DNA y las proteínas asociadas se sep~ 

raron mediante centrifugaci6n. Posteriormente s e aisla--

ron los péptidos y se analizaron en geles de acrilamida -

SOS al 15% y autorradiografía. En el recuadro se muestra 

la migraci6n de los marcadores de peso molecular utiliza-

dos en este trabajo. 

Carril l. Proteínas asociadas a la cromatina aislada de -

células infectadas. 

Carril 2. Proteínas asociadas a la cromatina obtenida ba-

jo infecci6n fingida. 
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sis de RNA del huésped se encuentra inhibida en más de un 50%. 

Posteriormente los cultivos, control e infectado, se suplementa-­

ron con Metionina 35s; a los 60 mi nu tos se prepararon extractos -

nucleares (ver Materiales y Métodos) y éstos se ana lizaron en ge­

les de acrilamida-SDS sometiéndose, después del secado de los mis 

mos a autorradiografía. 

En la Figura 4 se muestran los re su ltados. Como puede 

observarse se detecta una proteína en el g r upo i nfectado de apro­

ximadamente 35,000 daltones de peso molecular (p.m). (Figura 4-1) 

que permanece asociada a la croma t ina, después de la e xtración 

con 0.4 M NaCl. Resultados preliminares mostraron que esta pro-­

teína no se solubiliza has ta una concentración de 0.7 M NaCl (da­

to no mostrado), es decir a concentraciones altas de sal, por lo 

que podemos decir que presenta alta afinidad por DNA. Así se de­

nominar~ proteína con afinidad por DNA (PAD). Esta proteína no -

es detectada en el grupo control (Figura 4-2). 

Estos resultado s nos sugieren que la PAD de 35,000 dal­

tones (PAD- 35) es una proteína de origen viral. Sin embargo, no 

se puede descartar que se trate de una proteí na de o rigen celular 

que sufra alguna modificación provocada por la infecci6n; tal mo­

dificación podría cambiar su afinidad por DNA, permitiendo su aso 

ciación a cromatina durante la infección. 

c.) Proteína solubilizada en 0.4 H NaC l en n~cleos aislados de 

células control. 
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Con la finalidad de descartar que PAD-35 fuera una pro­

teína celular modificada, se analizaron las proteínas solubiliza­

das de la cromatina de células no infectadas , a las diferentes 

concentraciones de sal empleadas en el experimento anterior. 

En la figura 5 se observa la autorradiografía de las 

proteínas solubilizadas. Como puede observar s e (Figura 5-1) se -

de tecta una proteína de 35,000 daltones de p .m., proteína de baja 

afinidad por DNA, de origen celular, dado que no se detecta en e l 

sobrenadante obtenido de núcleos aislados de células infectadas 

(Figura 5-2). 

Este resultado apoy6 la idea de la posible modif icaci6n 

de una proteína del huésped, d~ modo que adquiriera afinidad por 

DNA. Sin embargo, no es un criterio definitivo considerar dos 

proteínas similares, por el sólo hechb de tener el mismo patrón -

de migración en un gel de una sola dimens ión , es decir, por tener 

parecido peso molecular. 

d.) Análisis de proteínas nucleares en electroforesis de doble 

dimensión. 

El análisis en electroforesis por dos dimensiones perm~ 

te una mejor caracterización de proteínas, ya que se separan por 

dos criterios diferentes. En este trabajo se analizaron las mues 

tras de proteínas en electroforesis de doble dimensión: la prime­

ra por gradiente de pH (migración por acidez relativa de las pro­

teínas) y la segunda, en acrilamida -SDS (migración por peso mole 

cular) (Tsurugi y cols., 1977). 
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Fig.5. Autorradiograma d e las proteínas solubilizadas de la ero 

matina con 0.4 M cloruro de sodio. El m~todo seguido en­

la infección y la purif icaci6n de nacleos es el mismo fn 

dicado en la Figura 4, a excepci6n de que en este ensayo 

se analizaron las proteínas solubilizadas, esto es , el -

sobrenadante obtenido despu€s de la centrifugaci6n . El-­

an~lisis se llev6 a cabo tambi€n en geles de acrilamida-

15% y autorradiografía. 

Carril l. Proteínas solubilizadas obtenidas en nacleos­

de c~lulas control. 

Carril 2. Proteínas solubilizadas obtenidas en nacleos­

de ·c€lulas infectadas. 
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En base a los resultados anteriores, se sugiri6 la pos~ 

ble modificación de una proteína del huésped . Tal modificación -

debería involucrar un cambio de afini dad d e e sta prote ína a DNA -

de modo que se asocie a la cromatina dura nte la i n fección vira l . 

Existe la posibilidad de que tal modificac i 6n se lleve a cabo en 

el núcleo. Se analizaron las p roteínas nuc lear es solubi l izadas y 

asociadas a croma tina en una concentración de 0. 4 M NaCl. 

Los resultados se mues tran en la Figura 6. Como se pu~ 

d e o bservar en el e xtract o soluble proveniente de células bajo i~ 

fección fing i da, se localizan prioritariamente dos proteínas 

(38,000 y 35,000 daltones, F igura 6-A l . En el extracto soluble -

proveniente de células infectadas se detecta únicamente la pro- -

teína de mayor peso molecular (Figura 6-B) n o d e tectando a la pr~ 

teína de 35,000 daltones. 

El ensayo, por el mismo criter io , de l as proteínas q ue 

permanecen asociadas a la cromatina de células infectadas muestra 

en la Figura 7, que PAD-35 es menos básica que el pol i péptido d e 

35,000 daltones solubilizado en extractos nucleares de células ba 

jo infección fingida (ver Figura 6-A). 

De ocurrir una modificación en la proteína de origen ce 

lular hacia mayor afinidad por DNA, se esperaría que dicho pépti­

do mostrara una conducta electroforética hacia la región más bási 

ca. 

e.) Localización de PAD-35 en el citoplasma. 
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Fig.6. Análisis en geles bidimensionales, de las proteínas solu­

bilizadas con 0.4 M cloruro de sodio. 

Las proteínas en nacleos solubilizadas con 0.4 M cloruro 

de sodio, se analizaron en geles bidimensionales de 

pH 5-acrilamida-SDS. 

Cuadro A: proteínas solubilizadas presentes en núcleos de 

células control. 

Cuadro B: proteínas solubilizadas presentes en nGcleos de 

células infectadas. 



-pH5.0 A B 
sds 

' 
35K- ¡+-35K 



- 70 -

Fig.7. Autorradiograrna del análisis bidimensional de proteínas -

asociadas a la cromatina de células infectadas después de 

extracci6n con 0.4 M cloruro de sodio. Núcleos purifica­

dos de células HeLa infectadas y suplementadas con Metio­

nina 35s se resuspendieron en 0.4 M cloruro de sodio du-­

rante 30 minutos a 0-4°C. Transcurrido este tiempo se 

aisl6 la cromatina mediante centrifugaci6n (ve r Ma t er ia-­

les y Métodos) y la proteína asociada al DNA se analiz6 -

en geles bidimensionales (corno se describe en la Figura -

6) y posterior autorradiografía. 
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Estos datos sugieren que PAD-35 no e s una proteína cel~ 

lar modi f icada en el núcleo. Aunque debe descartarse tamb ién , 

que esté presente en el citoplasma y que se modifique e n e ste com 

partimiento celular. 

Con esta finalidad, extra c tos c itop l asmáticos provenie~ 

tes de células infectadas y c on t r ol, se an a l iz a ron e n e l ect r ofore 

sis de doble dimensión. 

La figura 8 muestra el patrón p r oteic o en c itop l a sma d e 

c élula s control (8-A) y de células infectada s (8-B). Como pu ede 

observarse, PAD- 35 aparece e n el citoplasma d e c é lu l as infectadas 

y no es detectada en el control. 

Con estos datos, inferimos que PAD~35 es una proteína -

inducida viral. Esta conclusión se b a s a en: a) se marca radioac­

tivamente, es decir, se sintetiza durante infección, b) sólo se -

encuentra en citoplasmas de células infectadas y al parecer acum~ 

lada, c) es más ácida que una proteína similar (por peso molecu-­

lar) de origen celular (Pc35) . 

Es de llamar la atención la ausencia de Pc35 en núcleos 

de células infectadas. 

f.) Pc35 y su posible relación con la transcripción. 

Un hallazgo interesante es la ausencia en células infec 

tadas de la proteína Pc35. Crawford y cols., (1981) han reporta-­

do que extractos de células infectadas son deficientes en al me-­

nos un factor proteico, requerido para la iniciación espec!f ica -
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Fig.8. Autorradiograma del análisis bidimensional de proteínas -

de localizaci6n citoplasmática. 

Los extractos citoplasmáticos obtenidos en el experimento 

descrito en la Figura 4, fueron analizados en geles bidi­

mensionales pH 5-acrilamida-SDS (ver Materiales y Méto- -

dos). 

Cuadro A: proteínas presentes en el extracto citoplasmáti 

co obtenido de células control. 

Cuadro B: proteínas presentes en el extracto citoplasmáti 

co obtenido de células infectadas . 
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de la transcripción. Pc35 puede ser un candidato para d i cho fac-

ter . 

Dado que Pc35 es una proteína con baja afinidad por DNA 

(soluble desde 0.2 M NaCl) (ver figura 5-1) y no se detecta duran 

te infección (ver Figura 5-2), se realizaron experimentos de ciné 

tica con e l fin de correlacionar la ausencia de Pc35 y la supre--

sión de l a transcripci6n . Se infectaron células HeLa corno se ha 

descrito en Materiales y Métodos y a diferentes tiempos (especif~ 

cados en la Figura 9), se adicionó Metionina 35s. Posteriormente 

se aislaron núcleos y se analiz6 la porteína solubilizada en 

0.4 M NaCl. 

Corno puede verse en la Figura 9 (carriles 1, 3 y 5) se 

distinguen las dos proteínas mayoritarias ya mencionadas (Pc38 y 

Pc35) en el extracto control, en tanto que en extractos provenie~ 

tes de células infectadas, (carriles 2, 4 y 6) Pc35 no s e detecta 

a partir de las dos horas p.i. 

La cinética descrita, muestra que Pc35 desaparece gra--

dualmente siguiendo una secuencia paralela a la inhibición en la 

transcripci6n celular (Figura 10) • Los resultados de este análi-

sis densitornétrico muestran que la relación entre Pc38 y Pc35 au-

menta, a expensas de una disminución de la segunda, a las dos ho­

ras después de iniciada la infección (Figuras 10-C y 10-D). En -

la tabla I se observa la cuantificaci6n en cuanto al porcentaje -

de disminución de Pc35 (35%) con respecto al control. 

En la figura 11 se observan relacionadas la disminución 
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de Pc35 y la supresi6n de la sínte sis de RNA "in vivo". Estos re 

sultados muestran la relac ión paralela e n tre la d isminu ci6n gra-­

dual de Pc35 y la inhibición en la síntesi s de RNA de tectada du- ­

rante infección viral. 
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Fig.9. Presencia de Pc 35 a diferentes tiempos de infecci6n viral. 

Alícuotas de células HeLa (3.2xl0 8células) infectadas y -

no infectadas fueron supleme ntadas con Metionina 35 s d u-­

rante 20 minutos , a diferen tes tiempos de la infecci6n. 

La suspensi6n conteniendo los núcleos purificados se aju~ 

taron a 0.4 M cloruro de sodio. Las proteínas solubiliza 

das se analizaron en geles de acrilamida-SDS y posterior 

autorradiografía (ver Materiales y Métodos). 

r arriles 1, 3 y 5: proteínas solubilizadas de núcleos de 

células control. 

Carriles 2, 4 y 6: proteínas s olubilizadas de núcleos de 

células infectadas . 

O, 1 y 2 horas p.i. respectivamente. 
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Fig.10. Ensayo densitométrico de las proteínas solubilizadas en 

núcleos. Los autorradiogramas descritos en la Figura 9 

fueron analizados por densitometría a 550 nm (ver Mate­

riales y Métodos). 

Cuadro A: densitograma de autorradiografía de proteínas 

solubilizadas en núcleos de células control. 

Cuadro B: densitograma de autorradiografía de proteínas 

solubilizadas en núcleos de células infecta-­

das (0 hrs. p.i.). 

Cuadro C: densitograma de autorradiografía de p roteínas 

solubilizadas en núcleos de células control. 

Cuadro D: densitograma de autorradiografía de proteínas 

solubilizadas en núcleos de células infecta-­

das (2 hrs. p.i.). 
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Fig.11. Correlaci6n entre disminuci6n d e Pc35 y s upresi6 n de sí~ 

tesis de RNA en células infectadas. Se cuantific6 la 

concentraci6n relativa de la proteína Pc35 mediante el -

densitograma descrito en la Figura 10 y que se detalla -

en la Tabla I. Este porcentaje se relacion6 con el por 

ciento de inhibici6n de síntesis de RNA en células infec 

tadas reportado (Flores-Otero y cols., 1982). 

<•) Células HeLa control (tomado como 100 %) 

< ~ ) Células HeLa infectadas 
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TABLA 1 

Tiempo Rel. 35/38 

p.i. (Hrs.) Control Infectado 

' 
0.67 ( 100°/o) o 0.73 (100%) 

2 0.81 (101%) 0.44 (65%) 

L 

Porcentaje de disminuci6n de Pc35 en relación a Pc38 a O y 2 ho-­

ras postinfecci6n. 

* La relaci6n del tiempo "cero" es considerada como 100%, tanto -

en el grupo control como en el infectado (Ver texto para más in 

formaci6n) . 
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D I S C U S I O N 
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Se mencionó anteriormente, que el v irus de l a Poliomie­

li tis presenta ventajas en cuanto a su manejo en el l abor atorio -

para ser utilizado como un med i o de conoc imiento d e l os procesos 

moleculares de expresión genética, q ue se lleva n a cabo e n l a s cé 

lulas bajo infección viral. 

El motivo principal de este trabaj o f ue e l tratar d e 

profundizar más sobre los conocimien tos qu e has t a e l presente se 

tienen acerca del mecanismo de i nhibici ón e n l a t ranscr i pc i ó n, me 

diada por infección con el virus de l a Po l io. 

Por otra parte, la estrategia de trabajar directamente 

con núcleos, p r e senta ventajas en cuanto que: a) y a s ea que se -

trate de falta de activi dad de .factore s r e guladore s a nivel de 

iniciación de la transcripción (Crawford y cols., 1981) , o bien -

b)de factores proteicos inducidos vi r a l es, como responsables del 

fenómeno de inhibición de la transcripción mediada por infección 

con picornavirus (Balandin y Franklin, 1964; Bossart y cols., - -

1982; Flores-Otero y cols., 19 8 2 ; Fernández -Tomás, 1982; Iturria­

ga, Tesis de maestria, CINVESTAV, IPN, 1984) estos factores pro-­

teícos deben realizar su actividad (reguladora o inhibidora) en -

el núcleo celular y es ahí donde deben estar presentes, resultan­

do complicado localizarlos en el citoplasma. 

La táctica de utilizar concentraciones de sal como méto 

do de extracción de proteínas nucleares, asume que los factores -

proteícos, de origen celular o inducidos virales, deben ser afi-­

nes a DNA, esto es, deben tener características selectivas de - -
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unión. Podemos distinguir entre proteínas de baja afinidad hacia 

DNA, a quéllas que no se encuentran asociadas a cromati na a bajas 

concentraciones de sal (0 .1 a 0.2 M sal) (Gadski y Chae, 1976; 

1978) y proteínas afines o de alta afi n idad por DNA, las que per­

manecen unidas a cromatina a alta s conce ntraciones de s al (0.2 a 

1 M sal) , según el patrón de afinidad de las histonas (Chae, cols. 

1975; Kleiman y Huang , 1972) . 

Después de 3 1/2 horas de ini ciada la inf ección de cél~ 

las HeLa por el virus de pol iomielitis, se encuentra una proteína 

inducida viral asociada a la cromatina, en presencia de altas con 

centraciones de sal (Figura 4, carril 1), de modo que es un pépt~ 

do viral con alta afinidad por DNA (PAD 35) . 

La asociación de este péptido a l a cromatina celular p~ 

siblernente esté relacionada con el f ehórneno de inhibición en la -

síntesis de RNA. Por otra parte, una proteína celular de pareci­

do peso molecular pero relativamente más basica, de baja afinidad 

por DNA, disminuye del extracto celular gradualmente, conforme la 

inhibición en la transcripción va en aumento (Figura 9 y 11) . 

Presumiblemente PAD35 es un péptido viral, aunque no p~ 

demos descartar completamente que una proteína celular sufra una 

modificación, no conocida, por lo que su punto isoeléctrico sufre 

una gran variación, encontrándose más ácida asociada a la crornati 

na. Sin embargo, esta posibilidad es poco probable. Aún así de­

cirnos que PAD es un péptido inducido viral. 

A lo que se refiere el término "inducido", es a las al-
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tera c iones de proteínas que se producen a causa de la i nfección -

vira l , ya sean transformaciones en los péptidos de origen celular 

o b ien proteínas provenientes del genoma viral, sin descartar nin 

guna de las dos posibilidades. 

El hecho de que PAD35, proteína inducida viral, se en-­

cuentre asociada a cromatina a 3 1/2 horas postinfección, tiempo 

en el que la síntesis de RNA se encuentra abatida, sugiere que es­

ta proteína e s té involucrada en el mecanismo de inhibición de la 

transcripción . 

Existen dos formas en las que un factor proteíco induc~ 

do viral podría actuar inhibiendo la transcripción interactuando 

con la cromatina: a) el factor proteico puede unirse al DNA en -

el sitio de iniciación, es decir, en el promotor, después de que 

la RNA polimerasa se ha anclado en este lugar, impidiendo así el 

paso de esta última por el templado, de modo que la trans crip-

ción no se inicia, y b) que este factor proteico se una al DNA en 

el promotor, precisamente en el sitio específico de interacción -

de éste con factores de iniciación o con la misma polimerasa, bl~ 

queando así, el sitio de asociación de estos factores al prometo~ 

provocando que tampoco se inicie la transcripción. 

Estas hipótesis concuerdan con lo que ha sido propuesto 

por Flores-Otero (1982), con respecto a que la inhibición en la -

síntesis de RNA de la célula huésped durante la infección, ocurre 

por un bloqueo a nivel de iniciación, idea que es apoyada por - -

otros sistemas virales (Apriletti y Penhoet, 1978; Schwartz 
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y cols., 1974 ; Weck and Wagner, 1979 ) . 

Se propone a PAD35 , prote ína i nducida v ira l, d e al t a a ­

finidad por DNA, que a par ece a sociada a c r omati na de células He La 

después de 3 1/2 horas p. i . , c omo posible inhibidor de l a t r ans - ­

cripci6n . 

La a s ociación de este péptido (PAD35) a la c roma t ina c e 

lular, cuando la transcripción s e e ncuentra inhibida , coincide 

con l a hipótesi s de q ue u na p r o t e í na viral se encuentra involucra 

d a en el me cani s mo de inh ibició n, como ha sido sugerido (Baltimo­

re y cols . , 1963; Balandin y Franklin , 1 9 64; Bossart y col s ., 

1 982 ; Fernández-Tomás, 1982; Flores - Otero y cols. , 1982; Itur ria ­

ga, Tesis de Maestría, CINVEST~V, IPN , 1 98 4; Penman y Summers, 

19 65). 

Se ha demostrado la acumulación de p roteínas virale s 

en el núcleo de la célula hué s ped ~Bien z y cols. , 1982) lo que 

también apoya nuestros resultados. 

La localización de PAD35 en el citoplasma de las célu-­

las infectadas corresponde con la suposici ón de Balandin y Fran-­

klin (1964), de que en células infectadas, una proteína viral sin 

tetizada en el citoplasma, migra hacia el núcleo e interactúa con 

las funciones nucleares del huésped. 

Los trabajos anteriores únicamente sugieren la presen-­

cia de un inhibidor, como agente causal de la inhibición en la 

síntesis de RNA (Balandin y Franklin, 1964; Bossart y cols.,1982) 
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a n i ve l de iniciación (Iturriaga , op . cit .), pero no dan eviden-­

cia del si tio de acción de tal inhibidor. El presente trabajo , -

b a sándose en los anteriores y con los resultados presentados , su­

giere la actividad del posible inhibidor (PAD35) , sobre el DNA, 

en el promotor, ya que la inhibición ocurr e a nivel de inicia­

ción. 

Estos resultados no se contradicen con lo repor tado por 

Crawford y cols., (1982) , con respecto a que las células infecta­

das son deficientes en al menos un factor proteíco inv olucrado en 

i niciación específica , ya que se reporta t ambién , en e s te t raba jo 

la "disminución" gradual del Pc35 concomitante con la i nh i b ic i ó n 

en la transcripción (Figura 9 y 11), lo q ue sugiere a este pépti­

do, como posible factor de inic i ación y como b lanco de la infec-­

ci6n . 

En conclusión, se propone q ue s e encuentran latentes 

las dos posibilidades, tales que pueden ocurrir paralelamente: a) 

la presencia de un inhibidor induc i do vira l (PAD35) , y b) la exi~ 

tencia de un factor blanco de la infección (Pc35 ), como agentes -

causales de la inhibición específica de la tra n s cripción. 

Es necesario caracterizar más este sistema y hacer 

otros experimentos que demuestren el papel directo de estos pépt~ 

dos dentro de los mecanismos de patogenia viral. 
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