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RESUMEN 

Por medio de la metodología de electrotransferencia e 

inmunodetección utilizando anticuerpos monoclonales dirigidos 

contra diferentes secuencias de aminoácidos del producto del 

oncogene c-myc se detectaron varias proteínas 

relacionadas con éste en lisados totales 

antigenicamente 

de las líneas 

celulares HeLa y CV-1, en fracciones nuclear y citoplásmica de 

cels CV-1 y en minicromosomas extraídos de células . infectadas 

con el virus SV-40. 

Una de estas proteínas antigenicamente relacionadas con 

el producto del gene c-myc, con una Mr de 48 Kd, mostró la 

mayoría de las características descritas hasta hoy para la 

proteína c-myc, como son su localización mayoritariamente 

nuclear y su afinidad por ADN de doble cadena. 

además a esta proteína unida a ARN viral. 

Se observó 

Otra de las proteínas, con una Mr de 67 Kd, permaneció 

3 

inafectada a tratamiento de los minicromosomas con ARNasa A y 

fué detectada en los Minicromosomas Activos en Replicación 

inmunoprecipitados con proteína p-32 del fago T4 y anticuerpos 

dirigidos contra ella, lo que sugiere que esta proteína puede 

estar involucrada en la Replicación de los Minicromosomas de 

SV-40. 
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INTRODUCCION 

CANCER Y ONCOGENES 

Actualmente el cáncer ocupa uno de los cinco primeros 

lugares como causa de defunción en. muchos paises. En paises 

subdesarrollados este valor aumenta hasta más de un 10% ( 28 ) , 

porcentaje que seguramente se incrementará en los proximos años 

con la erradicación de las enfermedades infecciosas y el aumento 

del promedio de vida de la población. El cáncer ocurre 

principalmente en personas en edad productiva que va de los 30 a 

los 60 años y se observa una estrecha relación entre la 

incidencia de éste en la población humana y factores como la 

situación socioeconómica, la zona geográfica y el medio de 

vida. 

Generalmente se acepta que el cáncer se origina a través 

de la acumulación de algunos cambios que afectan el control del 

crecimiento celular. 

Con el reciente auge de la Biología Molecular, se ha 

efectuado uno de los avances mas espectaculares en relación al 

mecanismo molecular que hace que una célula normal se transforme 

en cancerosaJ dichos estudios permiten distinguir al menos tres 

grupos principales de genes que participan en la progresión de 

un proceso tumoral. El primer grupo lo constituyen los Oncogenes, 

l~s cuales pueden inducir una transformación cuando son 

transferidos a cultivos celulares. 
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Un segundo grupo lo constituyen los genes "supresores de 

tumores" o "Anti-oncogenes", que son genes que favorecen 

neoplasias cuando estan deletados o incapacitados funcionalmente; 

un ejemplo de estos es el gene rb-1, del cual se pierden ambos 

alelos en células tumorales de retinoblastoma. Se sugiere que 

este gene puede tener normalmente una función regulatoria, 

posiblemente en la inducci6n de un paso escencial en la 

diferenciacion terminal de los tejidos ( 56, 45, 46, 13 y 62 ) . 

El tercer grupo de genes que influyen en el comportamiento 

neoplásico pueden ser denominados "moduladores", estos no 

transforman propiamente células normales en neoplásicas sino 

que modifican su expansi6n en el organismo. Por ejemplo la 

expansi6n metastásica puede estar influenciada por genes del 

Complejo Mayor de Histocompatibilidad ( 17, 43 y 64 ) • 

El grupo de genes sobre el que se ha trabajado más 

ampliamente es el de los Oncogenes, lograndose cada dia 

conocimientos y hallazgos muy importantes, tanto de estos como de 

sus productos protéicos, que permiten un mejor entendimiento de 

los mecanismos de transformaci6n celular. 

Se sabe que las células de mamífero contienen unos 50,000 

genes, entre los que podemos incluir la familia de los Oncogenes 

y proto-oncogenes. 

Los genes potenciales del cáncer son llamados proto-oncogenes 

y son genes normales que estan presentes en cada una de las 

células de un organismo, sujetos a un cuidadoso control debido a 



que parecen ser críticos 

diferenciación celular. 

para la 
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proliferaci6n y 

Los Oncogenes son versiones alteradas de estos genes que 

codifican para proteínas que desempeñan un papel importante en 

las células. De esta forma, los productos de oncogenes 

desarrollan funciones anormales y pueden provocar la 

transformación de una célula normal en cancerosa. 

El estudio de los oncogenes comienza con el descubrimiento 

de genes de retrovirus capaces de provocar una transformación 

celular. El primer gene de origen retroviral con estas 

propiedades, fue aislado del virus que produce Sarcoma de Rouss 

en aves. A este gene se le conoce como src. 

Poco tiempo después, se encontró, que existen homólogos 

de los oncogenes virales en células cancerosas, y que inclusive 

tales genes son capaces de transfectar, es decir, cuando se 

introducen a cultivos de células normales las transforman en 

cancerosas. 

Los proto-oncogenes se encuentran altamente conservados en la 

escala filogenética, como es el caso de ras, que se encuentra en 

diversas especies que van desde las levaduras hasta el hombre; 

src se encuentra en invertebrados como Drosophyla y en muchos 

vertebrados. Esta constancia revela que los proto-oncogenes deben 

desempeñar funciones muy importantes en la célula. 

Los mecanismos principales por los cuales un proto-oncogen 

se transforma en oncogen son los siguientes: 

1) Mutaciones puntuales en algún o algunos nucleótidos. 



2) Multiples copias del gene (Amplificaci6n). 

3) Translocaci6n del gene de un cromosoma a otro. 

La forma en que repercuten tales alteraciones genéticas en 

sus productos protéicos es bien claro. 

El estudio de la probable función de las proteínas 

codificadas por oncogenes comenzó en 1978 cuando se aisló la 

proteína p60src (producto del gene src con peso molecular de 60 

kilodaltones) de células infectadas con el virus de Sarcoma de 

Rouss ( 12 ) • 

enzimática 
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de 

Se encontró que la proteína tenía actividad 

cinasa, catalizando la transferencia del grupo fosfato 

terminal 

encontró 

del 

que 

ATP a 

tal 

otras proteínas. 

fosforilación se 

Sorprendentemente 

efectuaba sobre 

se 

el 

aminoácido tirosina y no sobre serina ni treonina como es lo 

común en la mayoría de las cinasas. 

Existen razones para pensar que la fosforilación en 

tirosina puede ser uno de los mecanismos implicados en los 

complejos sistemas reguladores que controlan la forma y el 

crecimiento celular ( 40 ) . 

Actualmente se comienza a entender como funcionan las 

proteínas codificadas por algunos de los oncogenes, sugiriendo 

que dichas proteínas desarrollan un numero limitado de 

funciones. Se puede mencionar que algunas de las proteínas 

codificadas por oncogenes, como es el caso de yes, fgr, abl, fps, 

fes y ros, tienen actividad cinasa específica para tirosinas, y 

además, a juzgar por sus secuencias de aminoácidos, existe una 
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estrecha homología entre las regiones catalíticas de este grupo 

de enzimas, ya que se han encontrado regiones similares aún en 

longitud. 

Las proteínas blanco sobre las que actuan las 

tirosina-cinasas antes mencionadas son generalmente la vinculina 

y tres enzimas glucolíticas: la enolasa, la mutasa del 

fosfoglicerato y la lactato deshidrogenasa. 

Algunas proteínas codificadas por oncogenes, parecen estar 

muy relacionadas con factores de crecimiento, como es el caso del 

producto del oncogene sis, que es el factor de crecimiento 

derivado de plaquetas conocido como PDGF, y como contraparte, el 

producto del oncogene erb-B es estructuralmente muy parecido al 

receptor del factor de crecimiento epidermal (EGF), 

principalmente el domínio interno de éste, el cual tiene 

actividad cinasa. Evidencias recientes sugieren que tal producto 

del oncogene, mimetiza de tal forma que el factor de crecimiento 

se une a el en gran cantidad y provoca el crecimiento desregulado 

de la célula ( 83, 21 y 22 ). 

El producto de algunos oncogenes act~a en el núcleo 

celular, como es el caso de myc, myb, fas, mil y skii oncogenes 

de esta familia que se expresan desreguladamente podrían alterar 

tal vez la transcripci6n de muchos genes necesarios tanto para 

un crecimiento y proliferaci6n desregulados de las células 

cancerosas, como para que éstas lleven a cabo el proceso de 

metástasis. 
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Lo mencionado anteriomente podr{a explicar el elevado numero 

de alteraciones que presentan las células tumorales. 

Particularmente en el caso del oncogene myc, se piensa que 

una producci6n desregulada de la proteína codificada por este 

gene, hace de la replicaci6n del ADN celular un proceso 

contínuo en células transformadas. 

EL GENE c-myc Y SU PRODUCTO 

El proto-oncogene c-myc (Fig. 1) ha sido el foco de 

numerosos estudios que han permitido el entendimiento de muchos 

de los mecanismos principales por medio de los cuales los genes 

celulares normales pueden ser activados en células tumorales, 

incluyendo la inserci6n proviral, la amplificaci6n génica y la 

translocaci6n cromos6mica. La expresi6n del gene c-myc esta 

fuertemente relacionada con la acci6n de factores de crecimiento 

y con la entrada de las células al ciclo celular, lo que sugiere 

que la expresi6n del gene c-myc puede ser un componente 

importante en las redes regulatorias asociadas con la 

proliferaci6n celular normal. 

El gene c-myc fue primero identificado como la secuencia 

transformante del retrovirus de aves MC29, y como muchos otros 

proto-oncogenes, se encontr6 una elevada conservación evolutiva 

de éste ( 78 ). Estudios tempranos de clonaci6n permitieron 

identificar dos exones del gene celular en aves y mamíferos, que 

fueron hom6logos a las secuencias virales. 
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Fig.1.- El gene c-myc. Exones (I, II y III ), Promotores 

(PO, Pl y P2 ) y promotores cripticos (Flechas cerca del exon 

II). 
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Sin embargo, el subsecuente análisis de la secuencia 

ADNc de c-myc murino y de clonas gen6micas humanas ( 67, 3 y 

12 

del 

6 

) , permitieron identificar una de las características más 

sorprendentes del gene, que fué la existencia de un largo primer 

exon con una longitud de 400-500 pares de bases que no es 

traducido ya que carece de codones de iniciaci6n, pero que 

contiene codones de terminaci6n en todos los marcos de lectura. 

La secuencia de nucle6tidos del primer exon esta conservada en 

un 70 % entre el rat6n y el hombre, mientras que los exones que 

codifican mantienen una homología mayor al 90 %, aunque la 

homología del primer exon no se conserva de la misma forma entre 

aves y mamíferos ( 6 y 51). Otra característica poco común 

que se presenta en este gene es al nivel del promotor, ya 

existen en el dos distintos sitios de iniciaci6n de 

que 

la 

transcripci6n, conteniendo secuencias TATAA 

pares de bases, designadas Pl y P2 ( 3 y 6 ). 

separadas por 160 

La conservaci6n 

de estas características entre genes de aves y mamíferos, ha 

sugerido algunos modelos que proponen un papel regulatorio muy 

importante para el no traducido primer exon de c-myc. 

El gene c-myc esta altamente conservado entre los diversos 

cordados, ya que se ha encontrado en genomas de humano, de 

roedores, de aves e inclusive de peces, presentando homologías 

entre ellos que van desde un 62 a un 90 % ( 6, 80 y 76). 

Sorprendentemente, no se ha encontrado actualmente un gene 

hom6logo a c-myc en organismos invertebrados. 
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Muchos genes celulares pertenecen a familias de genes 

relacionados que codifican para secuencias de aminoácidos 

conservadas que forman dominios que se piensa tienen funciones 

similares dentro de la célula, por lo que se piensa que estas 

familias de genes son derivadas de un gene ancestral común. 

Entre los proto-oncogenes el mejor ejemplo de esta interrelaci6n 

es la familia tirosina-cinasa, en la cual cada gene encuadra un 

pequeño dominio protéico asociado con la actividad cinasa 14 

). De manera similar, los estudios de células tumorales y del 

ADN de mamíferos han permitido identificar una pequeña familia 

de genes relacionados con c-myc. 

El primer gene relacionado con c-myc identificado fue 

descubierto en neuroblastomas, encontrandose homologías en 

varias regiones del gene, primeramente en dos pequeños dominios 

de 70 y 80 pares de bases separadas por 120-150 pares de bases, 

localizadas en la parte media del segundo exon de c-myc, y más 

tarde, se detectaron homologías más grandes, aunque más 

dispersas, en otras regiones del gene. Este gene fue llamado 

N-myc, y presenta además la misma característica que c-myc con 

respecto a tener un primer exon 

idea de la participación de éste 

19, 47, 54 y 68 ) . 

no traducido, lo que apoya 

en la regulaci6n del gene 

la 

Estudios posteriores han permitido identificar otros genes 

relacionados, principalmente por su homología en las secuencias 

antes mencionadas dentro del segundo exon. 
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En ADN de humano se han detectado cuatro locus de la familia 

myc, c-, N-, L- y U-; mientras que en ADN de ratón se encontró 

uno m&s, B-myc, el cual tiene una homología mucho mayor con la 

región que codifica en c-myc, aunque no parece encontrarse en el 

genoma humano ( 87 y 42 ). 

El oncogene c-myc esta implicado en el desarrollo 

neopl&sico en diferentes sistemas biológicos. Algunos estudios 

sobre linfomas de c6lulas B de pollo inducidos por el virus de 

leucosis en aves, demuestran que el ADN del provirus puede 

integrarse cerca de c-myc y causar una sobre expresión de este 

gene ( 38 y 58 ). 

En algunos linfomas de Burkitt humanos y en leucemias 

leucocíticas agudas, c-myc esta translocado del cromosoma 8 a 

alguno de los locis de inmunoglobulinas localizados sobre los 

cromosomas 14, 2 o 22. 

En muchos casos, como ya se ha mencionado, el gene c-myc se 

encuentra amplificado, y generalmente se encuentra una fuerte 

correlación entre alguna alteración del gene y la 

transformación neopl&sica. Sin embargo, aún no se conoce si la 

actividad oncog6nica asociada con c-myc es resultado de su 

elevado nivel de expresión 53, 57 y 71 ), o de las 

alteraciones cualitativas de su producto ( 60 o a la pérdida de 

su expresión regulada ( 15 y 63 ) , o bien a los tres en su 

conjunto. 

Se han hecho estudios 

encontrandose que se trata 

sobre el producto del gene v-myc, 

de una poliproteína de fusión 
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retroviral de un peso molecular de 110,000 daltones con 

localizaci6n nuclear y que se enlaza al ADN ( 1, 2, 20, 36 y 55 

) . 
En general la caracterizaci6n detallada de los productos 

protéicos de los oncogenes representa una tarea problemática 

debido a su limitada viabilidad y a su relativamente bajo nivel 

de síntesis tanto en células normales corno en transformadas. 

Sin embargo, por medio de técnicas de clonaci6n molecular 

se han comenzado a obtener avances importantes en el estudio de 

los productos de oncogenes, tal es el caso del oncogene c-rnyc, 

clonado y sobre expresado en Escherichia coli. 

La proteína c-rnyc tiene características poco usuales que 

comparte con algunos productos de otros oncogenes corno es el caso 

de c-fos ( 16 ) y la proteína ElA de Adenovirus ( 27 ) • Las 

tres proteínas estan fosforiladas, tienen un alto contenido de 

prolinas y su localizaci6n es mayoritariamente nuclear ( 1 y 20 

). Otra característica que comparten es su corrimiento 

an6rnalo en Electroforesis en Gel de Poliacrilamida-SDS con pesos 

moleculares aparentes mucho mayores a los predichos por sus 

secuencias. La proteína c-rnyc tiene un peso molecular, 

deducido de su secuencia, de 48,000 daltones ( 11 y 76 ) , 

migrando corno un doblete con peso molecular aparente de 62,000 y 

64,000 o de 64,000 y 67,000 daltones ( 2 y 37 ), aún en el 

producto del gene expresado en~ coli. 

Sin embargo, algunos investigadores han reportado pesos 

moleculares para la proteína c-myc que est!n en el rango entre 
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el peso deducido y el de los dobletes observados por otros ( 34 

) . 
Existe a~n muy poca informaci6n sobre la naturaleza precisa 

de las modificaciones posttraduccionales de la proteína, aunque 

se sabe que la fosforilaci6n de ésta es sobre serina y treonina 

y no sobre residuos de tirosina. 

La proteína c-myc tiene una vida media muy corta (20-30 

minutos) 37 ), lo cual es apropiado para un gene con un 

potencial papel en la regulaci6n de la proliferación celular. 

El producto del gene c-myc aislado por diferentes 

metodologías se ha demostrado que se enlaza a ADN de doble 

cadena inespecificamente con una afinidad muy elevada a pH neutro 

y a moderadas concentraciones de sales 20, 37 y 81 ). 

Interesantemente la proteína c-myc aparentemente se disocia de 

los cromosomas condensados durante la metafase ( 85 ) , sugiriendo 

que no está permanentemente asociada al ADN. 

La característica de alta pero inespecífica afinidad por 

ADN de doble cadena, parece ser una propiedad característica de 

proteínas con funci6n regulatoria que se unen a ADN de 

eucariontes, y distintiva de aquellas de procariontes. 

Algunos estudios sugieren que la proteína se enlaza a la 

fracci6n 1 de la matriz nuclear mediante una interacci6n 

metal-específica dependiente de cJ+c 77 y 25 ) , lo que resulta 

interesante debido a que la mayoría de las proteínas de la 

matriz nuclear que tienen esta interacci6n, se han observado 



implicadas en la Replicaci6n del ADN, en la Transcripci6n de 

ARN y en el Procesamiento del mismo. 
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Es necesario integrar todos estos recientes hallazgos para 

iniciar estudios sobre el posible papel funcional del producto 

del gene c-myc. Recientemente se han presentado evidencias que 

llevan a sugerir que una de las funciones del producto de c-myc 

es el promover la Replicación del ADN celular por medio de su 

uni6n a sitios de iniciacion de la replicaci6n 41 ) , es 

decir, que la proteína c-myc tiene afinidad específica por 

algunas regiones del ADN. 

Sin embargo, las observaciones anteriores no han sido 

concluyentes, ya que dilucidar el papel funcional de la proteína 

en la cromatina celular es sumamente dificil dada la complejidad 

de ~sta, por lo que se ha tenido que recurrir a sistemas modelo 

que simplifiquen el entendimiento de los procesos de Replicaci6n 

y Transcripci6n celular. 

En el presente trabajo hemos elegido como sistema modelo el 

virus de simio clasificado con el número 40 (SV40) por su 

simplicidad y por poseer 

cromatina celular. 

características similares a 

EL VIRUS SV-40 

la 

Este virus fue detectado primeramente en 1960 ( 69 ), como 

contaminante de vacunas contra la poliomielitis producidas en 
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riñ6n de mono. Posteriormente a su descubrimiento, se 

demostr6 que este virus es capaz de producir tumores cuando se 

inyecta a Hamsters recien nacidos ( 74 ). 

SV-40 pertenece a la familia de los Papovavirus y se 

encuentra entre los más pequeños. Originalmente se le conoci6 

como agente vacuolizante debido a su capacidad para producir 

multiples vacuolas en el citoplasma de células de Riñ6n de Mono 

Verde Africano. 

Los viriones son cási esféricos y se encuentran 

por ADN y Proteina. El diámetro de cada viri6n es de 

La Cápside es Icosahédrica y se encuentra formada 

caps6meros. 

formados 

45nm. 

por 72 

Los componentes protéicos estructurales del virus lo 

constituyen las denominadas Vpl, Vp2 y Vp3, con pesos moleculares 

de 45,000, 42,000 y 30,000 daltones respectivamente. 

El genoma de SV40 (Fig. 2) está constituido por 5243 pares 

de bases arregladas en una doble cadena circular covalentemente 

cerrada, con un peso molecular de 3.6xl0 6 daltones ( 59 ) . 

El pequeño tamaño de éste, ha permitido la construcción de un 

mapa fisico detallado y el conocimiento de la secuencia completa 

del ADN. ( 29 

Durante la infecci6n en células permisivas, el ADN de SV40 

se halla en una estructura similar a la de la cromatina celular, 

es decir, se encuentra asociado a histonas de origen celular 

le considera un formando nucleosomas, por 

minicromosoma. Observaciones 

lo 

de 

que se 

minicromosomas de SV-40 al 



Fig.2.- El genoma del virus SV-40 . Origen de Replicación 

(oril. 
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microscopio electr6nico, han mostrado que el genoma viral se 

empaqueta en 24 nucleosomas. 

Además de las histonas, SV40 utiliza la maquinaria celular 

para la replicaci6n y expresión de su material gen~tico. 

El ADN del virus, puede ser dividido en t~rminos 

biológicos en dos regiones, la temprana y la tardía, que se 

expresan secuencialmente durante el ciclo lítico de infección 

en c~lulas permisivas. La región temprana que se expresa al 

inicio de la infección codifica dos genes que son transcritos a 

ARNm en ausencia de cualquier proteína viral funcional. Los 

productos de estos genes son el antígeno T grande (Ag T) de 90 

Kd y el antígeno t pequeño (Ag t) de 20 Kd. El Ag T es la 

única proteína viral necesaria para la replicación del ADN 

viral ( 72 ), mientras que la función del Ag t no ha sido aún 

bien definida. 
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El momento en el cual la síntesis de ADN viral empieza, 

define el final de la fase temprana y el inicio de la fase 

tardía durante la cual se expresa la región tardía de ADN que 

tiene como resultado la síntesis de ARNm para las proteínas de 

la cápside Vpl, Vp2 y Vp3. 

REPLICACION DEL VIRUS 

La Replicación del virus procede por un mecanismo 

semiconservativo y bidireccional dando lugar a intermediarios 

replica ti vos. El origen de Replicación ha sido mapeado en una 



región de 60-65 pares de bases , concentrandose en el Gnico 

sitio de reconocimiento para la enzima Bgl l. 
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La iniciación de cada vuelta de replicación del ADN viral 

requiere de concentraciones adecuadas de Ag T como ha sido 

demostrado trabajando con mutantes temperatura sensibles ( 66 ) . 

Tetrámeros de Ag T reconocen y se unen cooperativamente a una 

familia de secuencias que definen tres regiones. La región I, 

cae dentro del lado temprano del orígen, la región II dentro 

del orígen de replicación y la región III se halla en la 

región tardia del ADN viral 50 ) . 

Además de las secuencias de orígen y del Ag T, el virus 

requiere para su replicación de proteínas específicas de la 

célula huesped. Entre las proteínas celulares que se han 

observado participan en la replicación del ADN viral están la 

Alfa-ADN polimerasa, encargada de la síntesis del ADN de SV-40 y 

proteínas desestabilizadoras de hélice como las topoisomerasas, 

primasas y ligasas ( 48 ). 

El porcentaje de moléculas activas en replicación solo 

representa un 5 % de la totalidad de los minicromosomas 7 ) . 

A medida que se efectua la replicación, se lleva a cabo el 

desenrrollamiento del ADN de los nucleosomas que se encuentran 

frente al tenedor de replicación y el enrrollamiento del ADN 

nuevo una vez que el tenedor de replicación ha pasado ( 70 ). 

Dado que la replicación en este sistema es semidiscontinua, 

existen evidencias que sugieren que los octámeros de Histonas 

"viejas" se asocian con el brazo que se sintetiza de manera 
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continua, mientras que los oct!meros recien sitetizados se 

asocian al brazo que se sintetiza en fragmentos de Okazaki 18 

) . 

TRANSCRIPCION DE SV-40 

La síntesis de los transcritos de SV-40 se lleva a cabo 

gracias a la acci6n de la ARN polimerasa II de la célula 

huesped, y muy probablemente por factores celulares necesarios 

para la iniciaci6n ( 31 ). 

Existen dos tipos de ARNm tempranos que codifican el Ag T 

grande y el Ag t pequeño, respectivamente. Ambas clases de 

mensajeros, usan el mismo conjunto de secuencias 5'-3' terminales 

y son transcritos de la misma regi6n promotora ( 26 ) . 

El extremo 5' de los ARNm virales mapean en sitios cercanos 

al orígen de replicaci6n. Aproximadamente de 25 a 30 

nucle6tidos del inicio se encuentra una secuencia que asemeja la 

caja "TATA", localizada en el extremo 5' de la mayoría de los 

genes eucariontes. Cuando se elimina la caja "TATA", no hay 

bloqueo de la transcripci6n "in vivo" o "in vitro", pero el 

sitio de iniciaci6n se distribuye a través de una amplia 

región de ADN. Las secuencias estrictamente necesarias para la 

transcripci6n "in vivo" se encuentran por arriba de la caja 

"TATA". Estas secuencias las constituyen tres regiones 

repetidas de 21 pb y dos copias de 72 pb ( 5 ) . 

La eliminaci6n de una de las regiones de 72 pb da lugar a 

mutantes viables de SV-40, pero si se eliminan las dos copias, 
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los mutantes no son viables y el daño causado a la regi6n 

temprana es sumamente drástico. Este daño puede ser reparado 

si se inserta una secuencia de 72 pb ya sea en el mismo sitio o 

incluso a una distancia de 4,000 pb de la regi6n que se expresa 

tempranamente independientemente de la orientaci6n. Las 

secuencias repetidas de 72 pb son también capaces de estimular 

la expresi6n de genes diferentes a los de SV-40, por lo que se 

les ha considerado como estimuladores de la transcripci6n o 

"enhancers" ( 4 ). 

Normalmente la expresi6n de los ARNm tempranos es 

retroregulada por uno de los productos sintetizados durante su 

expresi6n, el Ag T, el que al unirse a las regiones I, II y III 

ya descritas, bloquea el paso de la ARN polimerasa II hacia la 

regi6n temprana, obligandola a recorrer la regi6n tardía ( 61 

) . 
El porcentaje de moléculas activas en transcripci6n 

representa solo el l % del total de minicromosomas ( 32 ). 

El inicio de la producci6n de los mensajeros tardíos y su 

regulaci6n parece más complejo que el de los ARNm tempranos, ya 

que estos mensajeros tardíos presentan extremos 5' heterogéneos 

( 26 ) • 
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OBJETIVOS 

1.- Detectar proteínas antigenicamente relacionadas con 

el producto del Oncogene c-myc, mediante la metodología de 

electrotransferencia e inmunodetección. 

2.- Analizar la posible implicación de la proteína c-myc 

en replicaci6n y/o transcripci6n. 

ESTRATEGIA EXPERIMENTAL 

Para cubrir los objetivos de este trabajo, nos propusimos 

llevar a cabo la siguiente estrategia experimental: 

Como primera fase, evidenciar la presencia de la proteína 

c-myc o de proteínas antigenicamente relacionadas a ésta, en 

las lineas celulares HeLa y CV-1 mediante corrimientos 

electroforéticos de lisados celulares totales en gel de 

poliacrilamida-SDS, su electrotransferencia a filtros de 

nitrocelulosa y su inmunodetección con anticuerpos 

monoclonales dirigidos contra los aminoácidos 43-55 y 171-188 

de la proteína deducida a partir de la secuencia de 

nucle6tidos del gene. 

Posteriormente, realizar la propagación del virus SV-40 

para después utilizarlo para infectar cultivos celulares de la 
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línea cv-1, hacer la extracción de los minicromosomas de 

SV-40 por l a metodología descrita por Varshavsky, tratandolos 

después con ARNasa A o precipitando los complejos replicativos 

con la proteína p-32 y anticuerpos dirigidos contra ella, y 

tratar de detectar en todos estos sistemas la presencia del 

producto del 

relacionadas 

oncogene c-myc 

a el para 

o de proteínas antigenicamente 

analizar su participación en 

transcripción o replicación en los minicromosomas de SV-40 . 
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MATERIAL Y METODOS 

LINEAS CELULARES. 

Se emplearon dos líneas celulares: 

HeLa (línea establecida a partir de células de tumor 

cervicouterino), que se cultiv6 en monocapa en Medio Mínimo 

Escencial (MEM) suplementado con 10% de suero fetal de Ternera. 

CVl (línea celular establecida a partir de células de 

riñ6n de mono), que se cultiv6 en monocapa en Medio Eagle 

modificado por Dulbecco, suplementado con 7% de suero fetal de 

Ternera. 

1.- Descongelamiento de líneas celulares 

Un vial de pl!stico conteniendo lxl0*6 células mantenido 

en congelaci6n en nitr6geno líquido, se sac6 del termo y se 

mantuvo por 30 segundos en un baño de agua a 50° C para 

permitir que se descongelaran la mayoría de las células. 

Cuando qued6 en el fondo del vial todavía una pastilla de 

material congelado, todo el contenido del vial se pas6 

inmediatamente en condiciones de estricta esterilidad (campana 

de flujo laminar) a una caja de cultivo p-100, a la cual 

previamente se le colocaron 10 ml de medio con suero fetal de 

ternera a la concentraci6n requerida para la línea celular. 

Se incub6 a 37° C con atmosfera de C02 a un 6% por 3 

horas para permitir que las células se adhieran a la caja. 
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Se retir6 el medio con la ayuda de una pipeta pasteur y 

se añadieron 10 ml dE medio fresco completo. 

Este paso se llevo a cabo para eliminar el dimetil 

sulfoxido que tiene el medio en el que estan las células 

congeladas. 

Se mantuvo la caja a 37° C en ambiente de C02 al 6% por 

varios dias para permitir el crecimiento celular. 

2.- Pasaje de lineas celulares 

Se eliminó el medio de las cajas de cultivo y se lavó la 

monocapa dos veces con 5 ml de PBS (NaCl 137rnM, KCl 3rnM, 

Na2HP04 2 rnM, KH2P04 2rnM) cada una. 

Se añadieron 7 ml de Tripsina (Tripsina 0.05%, NaCl 0.8%, 

KCl 0.04%, Dextrosa 0.1%, NaHC03 0.058%, EDTA 0.02%) y se 

incubó a 37° e por 5 minutos. 

Se sacaron las cajas de la incubadora y se golpearon un 

poco para desprender las células. 

Las células se colocaron en un tubo falcon que contenía 

1 ml de suero fetal, enjuagandose finalmente las cajas con 2 ml 

de tripsina, vertiendo el contenido en el tubo falcon. 

Se centrifug6 por 5 minutos a 3000 rpm para empastillar 

las células y se desechó el sobrenadante. 

La pastilla se resuspendió en 5 ml de medio con suero 

fetal de ternera al porcentaje requerido por la linea celular, 

por cada caja tripsinizada, y antibióticos (Penicilina 50 

unidades por ml y Estreptomicina 100 ug por ml) . 
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A las cajas limpias se les colocaron 10 ml de medio 

complementado con suero y antibi6ticos y se sembraron las 

células a una densidad de 3 a 4 x 10*6 por caja p-100. 

Las cajas sembradas se mantuvieron en la incubadora a 37° 

C con 6% de C02 durante tres o cuatro días hasta que la 

monocapa alcanz6 la confluencia, pudiendo después de ésto 

ser utilizadas para algún experimento o bien continuar con los 

pasajes de mantenimiento. 

3.- An~lisis de los lotes de virus SV-40 del laboratorio 

por microscopía electr6nica. 

Los lotes de virus SV-40 ya existentes en el laboratorio, 

se diluyeron 1:10 con agua bidestilada estéril. 

Se sigui6 la técnica de tinci6n negativa de la 

siguiente forma: 

Se colocaron 10 ul de cada muestra sobre rejillas de Cobre 

de 200 mesh durante 2 minutos para permitir la adherencia de la 

muestrañ posteriormente se eliminó la muestra no adherida 

añadiendo una gota de Acetato de Uranilo al 2% (colorante) 

permitiendo el contacto con éste por 2 minutos. Se elimin6 

el exceso de colorante volteando la rejilla y secando con papel 

filtro Whattman lmm haciendo líneas de secado sobre la 

rejilla. Se colocaron las rejillas sobre una caja Petri de 

manera ordenada para observarlas al microscopio electrónico 

algunas horas mas tarde. Esta metodología permite observar en 
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cada lote los porcentajes de virus incompletos (c!psides 

vacías) y de virus completos potencialmente infectivos. 

Se seleccionó un lote de virus SV-40 para realizar su 

propagación. 

4.- Propagación del virus SV-40 

Se sembraron 20 cajas p-100 con 3 x 10*6 células de la 

línea celular CVl por caja y se incubaron por 24 horas a 37° C 

con 6% de C02 para que alcanzaran la fase logarítmica de 

crecimiento. Se retiró el medio de las cajas y se lavaron las 

monocapas dos veces con PBS estéril; posteriormente se 

realizó la infección con el lote de virus SV-40 a una moi de 

0.01 ufp/cel., haciendo la dilución del virus en 500 ul de 

medio por cada caja de células, vertiendolo a las cajas y 

oscilandolas para lograr una distribución homogenea. Se 

incubaron las cajas a 37° C en ambiente de co2 al 6% por 90 

minutos con oscilaciones cada 20 minutos, para permitir la 

adsorción del virus. Una vez transcurrido ese tiempo, se 

detuvo la infección añadiendo a cada caja 10 ml de medio con 

suero fetal de Ternera al 2%, y se mantuvieron en la incubadora 

a 37° e con 6% de C02 durante 12 dias, tiempo en el cual se 

pudo observar el efecto citopático. 

Tratando de realizar los pasos siguientes en las mayores 

condiciones de esterilidad, y trabajando en la campana de flujo 

laminar, se rasparon las cajas con la ayuda de un fragmento de 

hule estéril, sin retirar el medio, vertiendose el contenido 
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de las cajas a dos botellas de 150 ml limpias y est~riles. 

Posterirmente se centrifugó el contenido a 8000 rpm por 30 

minutos en un rotor GSA Sorvall a 4° C. 

El sobrenadante de esta centrifugación conteniendo la 

mayoría del virus, se guardó en tubos estériles en 

refrigeración, y el precipitado se resuspendio en 15 ml de PBS 

por cada 10 cajas de celulas, realizando tres ciclos de 

congelación-descongelación en una mezcla de acetona-hielo 

seco para congelar rapidamente y en un baño a 37° C para 

descongelar. Este procedimiento permite lisar las células y 

liberar el virus que se encuentre en su interior. La pastilla 

resuspendida se centrifugó nuevamente a 8000 rpm por 30 

minutos en un rotor SS34 Sorvall a 4° C. El precipitado se 

desechó, y el sobrenadante obtenido se juntó con el que se 

había guardado de la anterior centrifugación, vaciandolo a 

tubos de polialómero, y centrifugandolo a 25,000 rpm por 5 

horas a 4° e en un rotor Beckman SW 28. El sobrenadante se 

descartó, y las pastillas que contenían el virus fueron 

resuspendidas en medio con suero al 1%, juntando el contenido 

de los tubos en uno solo y dejando en incubación por 18 horas 

a 4° C. Posteriormente el contenido del tubo se resuspendió 

suavemente con pipeta Pasteur y se centrifugó a 2,000 rpm por 

10 minutos a 4° e con la finalidad de eliminar los agregados. 

Se hicieron alícuotas de 1 ml del sobrenadante, y se 

almacenaron en criotubos a -20° C. 
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Se tomó una alicuota de 10 ul de uno de los tubos para su 

observación al microscopio electrónico. La concentración 

del virus en la suspensión se determinó por dos métodos, 

extrayendo el ADN viral por el método de Hirt ( 39 y 

cuantificandolo por el método de Burton ( 9 ) , y titulandolo 

por Unidades Formadoras de Placas (ufp) . 

5.- Extraccion de ADN viral por el Método de Hirt ( 39 ) . 

Se crecieron 5 cajas p-60 de células CVl durante 48 

horas, permitiendo que la monocapa llegara a semiconfluencia y 

se realizó la infección con diferentes diluciones del lote de 

virus propagado, en 500 ul de medio sin suero a cada caja de 

células. Se permitió la adsorción del virus por 90 minutos 

y se paró la infección añadiendo a cada caja 5 ml de medio 

con 2% de suero. A las 24 hrs. postinfección se realizó un 

marcaje añadiendo a cada caja 25 ul de '"c-Timidina (1.25 

uCi/caja) para posteriormente, realizar la extracción de ADN. 

40 hrs. postinfección, se retiró el medio y se lavaron las 

monocapas dos veces con 2.5 ml de PBS estéril, añadiendo 

después a cada caja 1.0 ml de solución de Hirt (Tris-HCl 10 

mM pH 7.9, EDTA 10 mM y SDS 0.6%). Se mantuvieron de 10 a 20 

minutos a temperatura ambiente para permitir la formación de 

un gel debido a la lisis celular por efecto de la solución, y 

se vació el contenido de cada caja inclinandola y ayudandose 

raspando suavemente con un fragmento de hule, a tubos de 

microfuga de 1.5 ml. Posteriormente se agregó a cada tubo 250 
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ul de una solución de NaCl 5M para tener una concentración 

final 1 M de sal, se cerraron los tubos y se mezcló cada uno 5 

veces lentamente por inversion, incubandose posteriormente 

durante 18 hrs a 4° C. Se centrifugaron los tubos en la 

microfuga durante 30 minutos a 10,000 rpm a 4° C, colectandose 

la mayor cantidad de sobrenadante posible y pasandolo a tubos 

más grandes. 

Se añadió a cada tubo, medio volúmen de Fenol y medio 

volúmen de Cloroformo Isoamílico, se taparon los tubos 

mezclando bien el contenido y se centrifugaron a 3,000 rpm por 

10 minutos a 4° c. 

Se recuperó la fase acuosa pasandola a otro tubo. Se le 

añadieron 5 ml (2 vol.) de alcohol etílico a cada tubo y se 

dejo precipitando a -20° C por 18-24 horas; transcurrido este 

tiempo, se centrifugaron los tubos a 8,000 rpm por 30 minutos 

en un rotor Sorvall SS34 a 4° C. Se decantó cuidadosamente el 

etanol y se añadieron 5 ml de etanol al 80 %, mezclandose bien 

y reempastillandose centrifugando 2 minutos a 3,000 rpm. Se 

decantó el etanol y se escurrieron los tubos cuidadosamente, 

metiendolos posteriormente durante 5 minutos a un desecador en 

posición vertical. Se resuspendió cada pastilla en 250ul de 

TE (Tris-HCl lOmM pH 7.4, EDTA lmM) colocandose 15ul de cada 

fracción en papel DE 81 (DEAE celulosa), dejando secar y 

precipitando de 3 a 5 veces durante 5 minutos cada una, con TCA 

al 5% y dos veces con etanol absoluto al 95 %ñ para después de 

dejar secar, cuantificar la radiactividad incorporada en un 
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Contador de Centelleo. Se prepar6 un gel de Agarosa al 1% en 

TE para realizar una observación cualitativa del ADN viral, 

tomandose 20ul de cada muestra, mezclandose con 3ul de ABF 

(Glicerol 50%, EDTA lmM, Azul de Bromofenol 0.4%, Xilencianol 

0.4%) y metiendose a diferentes pozos del gel. Se corri6 el 

gel a 55 volts por 6 horas y se visualiz6 el ADN colocando el 

gel en una pantalla con luz ultravioleta. Posteriormente se 

cuantificó el ADN por el método de Burton. 

6.- Cuantificacion de ADN por el método de Burton ( 9 ) . 

Se preparó una solución de ADN de Timo de Ternera de 0.4 

mg/ml en 5mM NaOH. De esta solución se hicieron dilucione~ 

para construir una Curva Patrón. Se mezcló un volúmen igual 

de solución stock con HCL04 lN y se calentó a 70° C por 15 

minutos. Estas soluciones se prepararon a una concentración 

de 10, 20, 30 

correspondieron a 

y 40 ug/ml y para el ensayo, estas 

2, 4, 6 y 8 ug/ml respectivamente. El 

reactivo de Difenilamina se preparó disolviendo 1.5 gr de 

ésta en 100 ml de Acido Acético adicionando 1.5 ml de Acido 

Sulfurico, almacenandose en oscuridad hasta su uso. En el 

momento del ensayo, se tomó 0.1 ml de Acetaldehido Acuoso (16 

mg/ml) y se adicionó por cada 20 ml de Reactivo de 

Difenilamina. 

Para el ensayo 

adicionaron 200ul de 

se tomaron 200ul de la muestra, se le 

HCL04 0.5 N y 800ul del reactivo de 

Difenilamina-Acetaldehido. 
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Los tubos conteniendo la muestra se mantuvieron en la 

oscuridad y en agitación suave por un periodo de 24 horas a 

temperatura ambiente. Posteriormente se determinó la 

Absorbancia a 600 nrn en un Espectrofotometro Beckman. De la 

cantidad de ADN determinada por este método y de las cuentas 

por minuto totales se determinó la actividad específica 

(cpm/ug de ADN). 

7.- Titulación del virus SV-40 por ufp. 

Se sembraron 20 cajas P-60 con lxl0*6 células de la 

línea CV-1 por caja y se incubaron por 24 horas a 37° e en 

ambiente de C02 al 6%. Se eliminó el medio y se lavaron las 

monocapas 2 veces con PBS estéril (suavemente). 

Se hicieron diluciones del virus en medio sin suero, desde 

l:lxlO*G hasta l:lx10*9, y se infectaron las monocapas con 0.2 

ml de cada dilución (4 cajas por dilución), permitiendo la 

adsorción del virus por 90 minutos con oscilaciones cada 20 

minutos. Se preparó una mezcla 

especial) y Medio Dulbecco con 5 

de agar 1.8% (agar noble 

% de Suero Fetal de Ternera, 

para dar una concentración final de agar 0.9 %, y se mantuvo a 

45° C hasta su uso. Se añadieron 5 ml de la mezcla de agar a 

cada caja, y una vez solidificado, se incubaron a 37° e en 

ambiente de C02 al 6 % invertidas d~rante aproximadamente dos 

semanas. Las placas comenzaron a observarse entre los 14 y los 

18 días, y se tiñeron con una solución de Rojo Neutro 

estéril a una concentración final de 0.01 % en Medio Dulbecco 
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sin suero, añadiendo 4 rnl por caja e incubandolas a 37º C por 

18 horas. Una vez transcurrido ese tiempo, se retiró el 

colorante y se observaron las placas para contarlas. 

El título viral se obtuvo multiplicando el numero de 

placas de cada caja, por la correspondiente dilución del virus 

con el que se infectó, considerando en el valor final que se 

utilizó únicamente un volúrnen de 0.2 rnl de la dilución en 

la infecci6n. 

8.-Extracci6n de Complejos Nucleoproteicos de SV-40. 

A) Infección de celulas CV-1. 

La infección se realizó de manera similar a la descrita 

para la propagación del virus, con la variación de que se 

utilizaron 10 ufp/cel. Se incubó durante 90 minutos para 

permitir la adsorción viral y se paró la infección añadiendo 

a cada caja 10 rnl de Medio suplementado con 2% de Suero Fetal 

de Ternera, considerandose este momento corno el tiempo cero de 

la infecci6n. 

B) Marcaje de celulas CV-1. 

Se emplearon dos tipos de marcaje, de acuerdo a las 

necesidades de los experimentos: 

Marcaje largo.- 24 horas postinfección, se marcaron las 

células añadiendo a cada caja P-100, sin retirar el medio, 2.5 

uci de'c-Tirnidina o bien, 25 uCi de ltt-Tirnidina. 

Pulso.- 40 horas postinfección, se marcaron las células 

con un pulso de 5 minutos con 3H-Timidina. Previamente al 
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pulso, las monocapas de células se lavaron dos veces con 2.5 

ml de Medio precalentado suplementado con 2% de Suero Fetal de 

Ternera, adicionandose finalmente 2.0 ml de este medio y 100 

uCi/ml de1li-Timidina, incubandose por 5 minutos a 37° C. El 

marcaje se paró colocando las cajas en hielo, retirando 

rapidamente el medio y adicionando 2.5 ml de Amortiguador 1 

(Tris-HCl lmM pH 6.8, NaCl 140mM) frío. Se utilizaron 

simultaneamente ambos marcajes en algunos experimentos (largo 

con ·~-Timidina y corto con lH-Timidina) , para tener un marcaje 

diferencial de Complejos Replicativos y Complejos Maduros. 

Se procedió inmediatamente a la extracción de complejos 

nucleoprotéicos. 

El método empleado para la extracción de los 

minicromosomas fué el descrito por Varshavsky, A. ( 79 ) , que 

emplea una concentración de NaCl de 0.14M. 

Se retiró el medio de las cajas de células, 40 horas 

postinfección, se lavaron dos veces con 2.5 ml del 

Amortiguador l y posteriormente se añadio a cada caja 2.0 ml 

del Amortiguador 2 (TEA-HCl 10 mM pH 6.8, Triton X-100 0.25 %, 

EDTA-Na 10 mM, PMSF 1 mM) adicionando NaCl a una concentración 

final de 120 mM, e incubando las cajas durante 10 minutos a 4° 

C sobre hielo en posición perfectamente horizontal. El lisado 

obtenido se raspó de las cajas con la ayuda de un fragmento de 

hule, se vació a un tubo y se centrifugó durante 5 minutos a 

6,500 rpm en un rotor Sorvall SS34 a 4° C. La pastilla 

obtenida se resuspendió en el volúmen adecuado de 
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Amortiguador 3 (TEA-HCl 10 mM pH 6.8, Triton X-100 0.25 %, NaCl 

120 mM, EDTA 10 mM, PMSF 0.1 mM) en una proporci6n de 2.0 ml 

por cada caja P-100 de Células o por cada 1 x 10*6 células y 

se centrifugó nuevamente por 5 minutos a las mismas 

condiciones que la anterior centrifugaci6n. 

La pastilla obtenida se resuspendi6 añadiendo gota a gota 

100 ul del Amortiguador 4 (TEA-HCl 10 mM pH 8.0, Triton X-100 

0.25 %, NaCl 120 mM, EDTA 10 mM, PMSF 0.1 mM) por cada caja de 

células, golpeando ligeramente el tubo para homogenizar, 

incubandose en agitación suave a 4° C por 3 horas para 

permitir que el material viral se separe de la cromatina 

celular. 

Posteriormente se centrifugó durante 15 minutos bajo las 

condiciones ya mencionadas, recuperando el sobrenadante, 

guardando 15 ul de éste para cuantificar radioactividad total 

incorporada y colocando el resto poco a poco sobre un gradiente 

lineal de sacarosa del 5 al 25 %, con un colch6n de sacarosa 

al 40 % en Amortiguador 5 (TEA-HCl 10 mM pH 7.5, NaCl 100 mM, 

EDTA 1 mM). Se centrifugó durante 53 minutos en un rotor 

Beckman SW-50.1 a 45,000 rpm a 4° C para permitir la 

sedimentaci6n de los minicromosomas en el gradiente; una vez 

habiendose detenido la ultracentrifuga, se sacaron los tubos y 

se colectaron entre 20 y 22 fracciones de aproximadamente 250 

ul con un colector Gilson minipulsos 2 a 600, cambiando de 

fracción cada 15 segundos y marcando las fracciones con 
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numeraci6n progresiva. Para evidenciar el perf!l de 

sedimentación de los minicromosomas, se tomaron 15 ul de cada 

fracción, y los 15 ul almacenados antes de la sedimentación 

en el gradiente, colocandose sobre fragmentos de papel Whatman 

3 MM de 2 x 2 cm con su numeración correspondiente, se dejaron 

secar en estufa a 32º C y se precipitó la muestra de tres a 

cinco veces por periodos de 5 minutos con TCA al 5 % y dos 

veces más con etanol absoluto al 95 %. 

Se extendieron los papeles dejandose secar nuevamente, 

colocandose cada papel en un vial conteniendo 5 ml de una 

solución de centelleo constituido por PPO 1.25 % y POPOP 0.04 

% en Tolueno, y se contó la radiactividad incorporada por 

espacio de un minuto, en un Contador de Centelleo Liquido 

modelo C2425 Packard, bajo condiciones automáticas de ltt,'l:, y 

1H/'t, obteniendose así el Perfíl de Sedimentación de los 

Minicromosomas en el gradiente de Sacarosa. 

9.- Cuantificación de Cromatina de SV-40 por el Método 

de Agarosa en Placas ( 52 ). 

Esta metodología se utilizó debido a que es bastante 

rápida y permite detectar de forma semicuantitativa cantidades 

de ADN que no pueden ser cuantificadas 

espectrofotometricamente. 

Se tomaron 10 ul de cada fracción del perfíl de 

sedimentación del gradiente de sacarosa y se colocaron sobre 

una superficie de agarosa al l % conteniendo 0.5 ug/ml de 
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bromuro de etidio, solidificada en una caja petri. Se 

colocaron en la misma placa concentraciones conocidas de ADN 

para tenerlas de referencia. Se permiti6 la difusi6n del 

material y se observ6 la placa en un transiluminador de luz 

Ultravioleta de onda corta. 

10.- Tratamiento de Complejos Nucleoprotéicos de SV-40 

con ARNasa A. 

Posterior a la incubaci6n en agitaci6n de los complejos por 3 

horas a 4° c, se realiz6 una centrifugaci6n por 15 minutos a 

6,500 rpm a 4° C en un rotor Sorvall SS34, y el sobrenadante 

obtenido se dividi6 en 2 fracciones del mismo volúmen, 

añadiendose a una de ellas ARNasa A a una concentraci6n final 

de 4 ug/ml, e incubandose ambas fracciones durante 30 minutos a 

4° C para permitir la acci6n de la ARNasa A. Inmediatamente 

después de transcurrido este tiempo, ambas fracciones se 

colocaron sobre gradientes lineales de sacarosa del 5 al 25 %, 

y se sometieron a centrifugación a 45,000 rpm durante 53 

minutos a 4° C en un rotor Beckman SW 50.1. Se colectaron 

fracciones de ambos tubos de la misma forma 

anteriormente, tomandose 15 ul de cada una para 

radiactividad incorporada. 

descrita 

contar 

11.- Obtención de Complejos Nucleoproteicos de SV-40 

Activos en Replicación. 
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Se crecieron varias cajas de celulas CV-1 y se infectaron 

con el stock de virus propagado. Se realizó un marcaje 24 

horas postinfección con 1~-Timidina y un pulso de 5 minutos 40 

horas postinfección con 3H-Timidina. Posteriormente se 

efectuó la extracción de Complejos Nucleoprotéicos de SV-40 

por la metodología descrita por Varshavsky hasta el paso 

previo a la sedimentación en el gradiente lineal de sacarosa. 

A estos Complejos se les añadio Proteína p-32 del fago T4 

a una concentración final de 10 ug/ml, y se incubaron durante 

60 minutos en agitacion suave a 4° C, para permitir la unión 

de la proteína al ADN de cadena sencilla. Posteriormente se 

le adicionó Anticuerpo de conejo contra la proteína p-32 a 

una concentración final de 4 mg/ml y se mantuvo en incubación 

nuevamente por 60 minutos bajo las mismas condiciones; para 

después someterlos a sedimentación en el gradiente lineal de 

sacarosa del 5-25 %, y continuar con la metodología descrita 

colectando fracciones y cuantificando radioactividad 

incorporada ('tt y "t) en 15 ul de cada fracción. La pastilla 

que quedó en el fondo del tubo se resuspendió en Amortguador 

B, en un volúmen igual al de cada fracción colectada. 

12.- Análisis Electroforético de ADN de SV-40 en gel de 

Agarosa. 

Se preparó una solución de Agarosa al 1 % en 

Amortiguador de Acetatos (40 mM Tris-Acetatos pH 7.9, 20 mM 

Acetato de Sodio, 1 mM EDTA), disolviendola por calentamiento. 
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Se permiti6 que la solución se enfriara hasta llegar a 50° C 

y se le adicionó Bromuro de Etidio a una concentración de 1 

ug / ml. Esta solución se vertió a una cámara de 

Electroforesis horizontal, a la cual se le habia colocado 

previamente un peine formador de pozos de 10 carriles con una 

capacidad de 80 ul por carril. Una vez solidificada la 

Agarosa, se retiró el peine y se adicionó a la cámara 

Amortiguador de Acetatos hasta cubrir completamente el gel. 

Posteriormente se prepararon las muestras adicionandoles 

SDS al 0.1 % y Azul de Bromofenol al 0.01 % en Glicerol al 15 % 

(en caso de que las muestras carecieran de sacarosa) en 

concentración final. Se calentaron las muestras a 65° C en 

baño maria por 5 minutos y se colocó cuidadosamente cada una 

de ellas en un pocillo del gel. La migración electroforética 

de las muestras se efectuó aplicando una corriente de 35 

volts, 200 mA durante 24 horas a temperatura ambiente con 

recirculación del Amortiguador. Una vez finalizada la 

electroforesis, se observó el gel en un transiluminador de luz 

Ultravioleta de onda corta. 

13.- Fluorografia y Autoradiografia de geles de Agarosa. 

El gel se sumergio en metano! absoluto manteniendose por 

30 minutos en agitación suave a temperatura ambiente, 

transladandose después a un baño de solución de metano! 

absoluto-10% PPO y permaneciendo en el durante 3 horas. 

Posteriormente se eliminó el exceso de PPO realizando varios 
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lavados con metano! usando guantes para facilitar la 

eliminación de éste, y se permitió la precipitación del PPO 

absorbido por el gel surnergiendolo en agua bidestilada por 30 

minutos y manteniendolo en agitación. Después se colocó el 

gel sobre papel Whatman y se deshidrató en un desecador de 

geles a presión reducida durante 2 horas sin calor y aplicando 

calor por una hora más. Una vez desecado, el gel se colocó 

con una película de rayos X en un cassette para 

autoradiografía y se almacenó a -70° C. 

14.-Electroforesis en Gel de Poliacrilamida-SDS en 

gradiente lineal del 5 al 17.5 % ( 49 ) . 

a) Formación del Gel 

Se armó una cámara de polimerización con un juego de 

vidrios perfectamente limpios y desengrasados y sus respectivos 

espaciadores y se montó sobre un soporte cuidando que sellara 

completamente tanto en la base como en los extremos, para 

evitar fugas y se colocó en una superficie plana, nivelando la 

base hasta asegurar una posición totalmente horizontal. Una 

vez montada la cámara se instaló un sistema consistente en un 

formador de gradientes con agitador magnético, conectado a una 

bomba peristáltica y a la cámara por medio de un tubo de 

pequeño diámetro. Este sistema permite el control de la 

formación del gradiente y de la velocidad de flujo de la 

solución del formador de gradiente a la cámara. Ya listo el 

sistema, se procedió a preparar en tubos de polivinilo, un 
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volúmen de 13.5 ml de las soluciones de Acrilamida a 

concentraciones del 5 y 17.5 % (0.37 M Tris-Hcl pH 8.8, 0.1 % 

sos, 5 % o 17.5 % Acrilamida-Bisacrilamida (30S0.8), 5 % 

Glicerol, 0.04 % TEMED, 0.01 % APS), constituyentes del Gel 

Separador, se vertieron a las cámaras del formador de 

gradientes y se abri6 la llave de paso que comunica ambas 

cámaras, haciendo funcionar también el agitador;. una vez 

establecido el flujo entre las cámaras, se abrió la llave de 

la cámara q~e contiene la solución de mayor concentraci6n 

permitiendo así el flujo hasta la cámara de polimerizaci6n y 

la formaci6n del g€l en gradiente. 

Una vez formado el gradiente se adicionó a la parte 

superior del gel un volúmen de SOS 0.1 % suficiente para 

recubrir la superficie, evitando la entrada de Oxigeno y 

permitiendo la polimerizaci6n. 

Ya polimerizado el Gel Separador, se retir6 el SOS y se 

lavó 2 veces la superficie del Gel con Agua bidestilada. Se 

preparó la soluci6n de Acrilami da constituyente del Gel 

Concentrador (0.125 M Tris-Hcl pH 6.8, 0.1 % SOS, 2.8 % 

Acrilamida-Bisacrilamida (30S0.8), 2.8 % Glicerol, 0.04 % 

TEMED, O.OS % APS) se colocó el peine formador de pozos 

correspondiente y se añadi6 la solución, procurando evitar la 

formación de burbujas entre los carriles del peine. Después 

de polimerizar el Gel, se retiró cuidadosamente el peine y se 

lavaron los pozos 2 veces con agua bidestilada, quedando listo 

el Gel para la aplicación de las muestras y su corrimiento. 



b) Preparaci6n de las muestras para corrimiento 

electroforético en Gel de Poliacrilamida. 
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Se tomaron fracciones de 100 ul de las muestras obtenidas 

ya sea del perfil de sedimentaci6n de minicromosomas o bien 

de lisados celulares totales (en Amortiguador B~25 mM Tris pH 

7.9, 2 mM EDTA, 0.5 mM D1~T, 0.2 mM PMSF, 10 % Glicerol), 

añadiendo a cada una Amorti9uador de Muestra ajustandose a una 

concentraci6n final de 70 mM Tris-Hcl pH 6.8, 0.7 mM 

2-Mercaptoetanol, 2.2 % SDS y 0.01 % Azul de Bromofenol, 

calentando así las muestras a 90° C durante 3 minutos en baño 

maría . 

Posteriormente se colocaron cuidadosamente .en el carril 

correspondiente en el Gel con la ayuda de pipeta Gilson, lo 

más rápido posible para evitar la difusi6n de las muestras. 

Se coloc6 el Gel con as muestras inmediatamente en una 

Cámara de Electroforesis Vertical HS Modelo SE600 conteniendo 

800 ml de Amortiguador de Corrida (25 mM Trizma Base, 192 mM 

Glicina, 0.1 % SOS) y se afiadieron cuidadosamente 600 ml del 

mismo Amortiguador en la parte superior de la Cámara hasta 

cubrir totalmente el electrodo, haciendo funcionar la fuente de 

poder y realizando el corrimiento electroforético aplicando 

una corriente constante de 70 volts con un amperaje inicial de 

20 ma, durante 16 o 18 horas. Una vez terminada la corrida se 

sacó el Gel cuidadosamente usando guantes y se colocó en una 

bolsa de plástico para después ser teñido o transferido, 

según las necesidades del experimento. 
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15.- Electrotransferencia de Proteínas del Gel de 

Poliacrilamida a Filtros de Nitrocelulosa ( 75 y 8 ) . 

Los Geles a transferirse se equilibraron durante 30 

minutos en Amortiguador de Transferencia (25 mM Trizma-Base, 

192 mM Glicina, 20 % Metano!) preenfriado a 4° C por 24 horas. 

Se mont6 una rejilla en la que se coloc6 una hoja de papal 

Whatman 3 mm de las dimensiones de ésta, previamente 

humedecida en el Amortiguado:rñ sobre ella, el Gel perfectamente 

extendido y evitando la formaci6n de burbujas¡ encima el 

filtro de Nitrocelulosa de las dimensiones del Gel, previamente 

humedecido en el Amortiguador y por último otra hoja de papel 

Whatman con las mismas caract erísticas de la primera. 

Se cerr6 la rejilla y se coloc6 dentro de una Cámara de 

Transferencia Bio-Rad Modelo Trans Blot Cell ,con agitador, 

cuidando que el filtro de N"trocelulosa quedara hacia el polo 

positivo de ésta. Se añad i ó el Amortiguador a la Cámara 

hasta cubrir totalmente la rejilla haciendo funcionar el 

agitador y aplicando un voltaje constante de 150 volts durante 

5 horas, correspondiendo a un amperaje inicial de 500 ma, 

evitando durante ese lapso de tiempo que la temperatura del 

Amortiguador se elevara demas iado, con la ayuda de un baño de 

Etanol-Hielo Seco, realizando la transferencia en un cuarto a 

4° C. Finalizada la transferencia, se retir6 la rejilla de la 

Cámara, se tomaron el filtro de Nitrocelulosa y el Gel,con 

guantes, guardandolos en bolsas de plástico por separado para 



después teñir el Gel y rea lizar la Inmunodetección en el 

filtro. 

16.- Tinci6n de Geles de Poliacrilarnida 
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Los geles fueron teñido s en ocasiones sin transferir y en 

otras transferidos, utilizando el método de tinción con Azul 

de Coomassie en el primer caso, y con Nitrato de Plata en el 

segundo. 

a) Tinción con Azul de Coomassie ( 84 ) . 

Los geles a teñirse se lavaron durante 10 minutos en 

agitación con agua bidestilada en un recipiente con las 

dimensiones un poco mayores que las del Gel. Se retiró el 

agua y se añadieron SO ml de una soluci6n Teñidora (0.2S % 

Azul de Coomassie R 2SO, 4S.4 % Metano!, 9.2 % Acido Acético) 

manteniendose en ella en a g itación suave durante un lapso 

mínimo de 2 horas. 

Posteriormente se cambió esta solución por una solución 

Desteñidora de Alto Metano! (4S.4 % Metanol, 7.S % Acido 

Acético) manteniendose en agitación por 1 hora y cambiandola 

posteriormente por una soluci ón Desteñidora de Bajo Metano! (S 

% Metano!, 7.S % Acido Acético) y manteniendolo en ella 

durante 2 horas. El colorant e residual se eliminó manteniendo 

el Gel en agitación en un baño de Metano! al SO %, hasta 

aclarar completamente el fondo del Gel y observar las bandas de 

proteína perfectamente defin j_das. 

b) Tinción con Nitrato de Plata ( 86 ). 
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Los geles a teñirse se mantuvieron en agitaci6n en 

Metanol al 50 % durante 2 horas. Posteriormente se retir6 

éste y se mantuvo por 60 minutos en agua bidestilada , 

realizando dos cambios. Se retir6 el agua y se mantuvo 

nuevamente en agitación con Metanol al 50 % por 2 horas. Se 

prepararon las soluciones 1 (21 ml NaOH 0.36 % y 1 . 2 ml NH40H) 

y 2 (0.8 g AgN03 en 4 ml de Agua Bidestilada), colocandose la 

primera en un matraz de 100 ml en agitación y añadiendo la 

soluci6n 2 gota a gota para posteriormente aforar a 100 ml. 

Se lavó el gel con agua bides tilada sin dejar pasar más de 5 

minutos de Aforada la s oluci6n, vertiendola a el y 

manteniendolo en agitación durante 20 minutos¡ se retiró la 

solución decantandola y s e l a vó el Gel con agua bidestilada 

en agitación d&rante 5 minutos. 

Una vez transcurrido este tiempo, se decantó el agua y se 

vació la solución Reveladora (2.5 ml Acido Ci trico 1 % + 250 

ul Formaldehido 37 % aforado a 500 ml con agua bidestilada) y 

manteniendose en agitación durante el tiempo necesario para 

que aparezcan las bandas de proteína teñida (aproximadamente 

15 a 20 minutos). Se de tuvo el revelado decantando la 

solución y añadiendo una solución de Acido Acético al 1 %. 

17.- Inmunodetecció n de Proteínas en Filtro de 

Nitrocelulosa ( 8, 35 y 30 ) . 

El f i ltro de Nitrocelulo sa recien transferido, se colocó 

en una bolsa de plástico en 15 ml de una solución de 
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Albúmina Sérica Bovina (ASBI al 3 % en WB (10 mM Tris-HCl pH 

7.4, 150 mM NaCl, 0.5 % Triton X-100, 0.2 % SOS) diluido 1:2, y 

se incubó a temperatura ambiente en agitación durante 14 a 16 

horas, con la intención de b loquear los espacios sin proteína 

del filtro. 

Posteriormente se inc ubó el filtro en 10 rnl de una 

solución de ASB al 1 % e WB concentrado, conteniendo el 

Anticuerpo dirigido contra la proteína 

dilución 1:500, durante un lapso de 3 

oncogénica a una 

horas. Transcurrido 

este tiempo, se decant6 la s olución y se lavó el filtro con 

WB concentrado durante 30 minutos realizando 3 cambios del 

Amortiguador, para eliminar el Anticuerpo no adherido. Se 

incubó el filtro durante 2 horas con 10 rnl de una solución de 

ASB al 1 % en WB concentr ado, conteniendo un Anticuerpo de 

Conejo, dirigido contra Igs de Ratón a una dilución 1:200. 

Terminada la incubación, se volvieron a realizar 3 lavados 

corno se describi6 anteriormente, y se procedió a realizar un 

último tratamiento incubando el filtro con 1.5 millones de cprn 

de 125-I incorporado a Proteína A, en 10 rnl de la solución de 

ASB al 1 % en WB concentrado, en agitación durante 2 horas. 

Finalmente se realizaron 6 lavados del filtro de la misma 

manera descrita anteriormente, dejandose después secar a 

temperatura ambiente durantf! 

bolsa de plástico adherible 

30 minutos y colocandolo en una 

(Eggapack). Posteriormente se 

metió junto con una placa para rayos X en un cassette para 

autoradiograf1a y se dej~ exponer manteniendolo almacenado a 
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-70º e dcrante 48 horas o m& s , para despu~s revelar la placa 

y observar las prote!nas reconocidas por el anticuerpo en la 

autoradiograf!a. 

18.- Marcaje de Proteína A Staphyloccoccal con 125-I ( 73 

) . 
Se montó una columna de s echable (Bio-Rad Econo Column) de 

0.7 x 15 cm, con Sephadex G-10 previamente hidratado con 

Amortiguador TEA (50 mM Trietanolamina-HCl pH 8.0), y se 

equilibró haciendo pasar 3 volumenes del mismo Amortiguador 

fresco por ella, cerrandose el flujo hasta su uso. En un tubo 

Soda Lime RTU desechable (Beckton & Dickinson) se colocaron 20 

ul de una solución de Iodogen a una concentración de 1.8 

mg/ml en Cloroformo, secandolo y distribuyendolo homogeneamente 

en el fondo del tubo con Nitrógeno gaseoso. 

En otro tubo 13xl00mm se realizó la mezcla de reacción 

añadiendo en ese orden 275 ul de TEA, 10 ul de HCl 0.1 N, 10 ul 

NaOH-1251 (1 mCi) y 5 ul Proteína A (25 ug)ñ pasando 

inmediatamente la mezcla al tubo Soda Lime con el Iodogen, 

manteniendolo en hielo durante 15 minutos con agitación cada 

5. La reacción se detuvo pasando la mezcla al tubo 13xl00mm 

al cual previamente se le adicionaron 5 ul de 2-Mercaptoetanol, 

y agitando vigorosamente. Una vez detenida la reacción, la 

mezcla se pasó por la 

16 fracciones de 0.5 

columna, eluyendo con TEA y 

ml con un colector de 

colectando 

fracciones 

autom&tico. De cada fracción se tomaron 2 ul y se 



cuantific6 la radioactiv idad en un contador gal!Ulla, 

obteniendose las cpm por u.l de cada fracción y determinando 

así las fracciones correspondientes a proteína A libre, 

proteína A marcada y radioactividad libre. 
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Las fracciones conteniendo proteína A marcada se 

almacenaron a 4° C hasta su uso, desechando el resto de 

fracciones, la columna y los tubos utilizados durante el 

marcaje como desechos radioactivos. Todo el procedimiento de 

Iodinación de proteína A se realiza dentro de una campana de 

extracción con trampa de carbón activado y utilizando para 

protección dobles guantes, mandil recubierto con plomo y 

careta. 



52 

RESULTADOS 

1.- Inmunodetección de proteínas antigenicamente 

relacionadas con el producto de varios oncogenes en extractos 

totales de células de las líneas HeLa y CV-1. 

Se realizaron cultivos de ambas líneas celulares en cajas 

p-100, con el medio de cultivo correspondiente y en presencia 

de suero fetal de ternera. Cuando las monocapas llegaron a la 

confluencia ( aproximadamente a una densidad celular de lx10*7 

células por caja ) , se retiró el medio de cada caja y se 

lavaron dos veces con una solución de PBS a 37° C, añadiendose 

posteriormente a cada una 1.0 ml de Amortiguador B (Tris 25 mM 

pH 7.9, EDTA 2 mM, DTT 0.5 mM, PMSF 0.2 mM, Glicerol 10 %) y 

raspandolas inmediatamente c o n un fragmento de hule haciendo 

alícuotas de 100 ul (lx10*6 celulas) en tubos de microfuga, 

congelando las 

guardandolas a 

en Nitrógeno 

-70° e hasta el 

líquido inmediatamente 

momento de tener el gel 

poliacrilamida-SDS listo para correrlo electroforeticamente. 

y 

de 

Se corrieron en parale lo dos geles de un solo carril, 

colocando en uno de ellos el extracto de 2xl0*7 cels. HeLa y en 

el otro la misma cantidad de células CV-1. Una vez realizada 

la migración electroforética, el contenido protéico de los 
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geles se electrotransfirió a Filtros de Nitrocelulosa de 0.45 

u. 

Posteriormente se bloquearon los filtros toda la noche con 

3 % ASB en WB, cortandose tiras de 1.0 cm de ancho y realizando 

la inmunodetección incubando con los anticuerpos monoclonales 

dirigidos contra diferentes secuencias de aminoácidos de 

diferentes 

anticuerpo 

proteína A 

productos de oncogenes, utilizando 

dirigido contra Inmunoglobulinas de 

Staphyloccocal marcada con 125-I. 

un segundo 

ratón y 

Una vez 

terminada la inmunodetección, las tiras se expusieron con una 

placa para rayos X en un Cassette de Autoradiografía con 

pantalla intensificadora a -70° C, revelandola después de 48 

horas de exposición. 

El resultado obtenido ( Figs. 3 y 4 ) muestra el patrón 

de reconocimiento de los anticuerpos por diferentes proteínas 

antigenicamente relacionadas con el producto de los diferentes 

oncogenes er. ambas líneas celulares, entre los que se pueden 

mencionar los siguientes: 

El anticuerpo dirigido contra el producto del oncogene ras 

Carriles D ) , reconoció en ambas líneas 

mayoritariamente un péptido de 21 Kd. 

celulares, 

El anticuerpo dirigido contra el producto del oncogene sis 

Carriles C ) , reconoce dos péptidos, de 80 y 50 Kd 

aproximadamente. 

Para el producto del oncogene c-myc, se utilizaron dos 

diferentes anticuerpos, uno dirigido contra la secuencia de 
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aminoácidos 43-55 (A-P-S-E-D-I-W-K-K-F-E-L) y otro contra la 

secuencia 171-188 (C-S-T-S-S-L-Y-L-Q-D-L-S-A-A-A-S-E-C) de la 

proteína deducida a partir de la secuencia de nucleótidos que 

codifican, en los exones 2 y 3 del gene. 

El anticuerpo dirigido contra la secuencia de aminoácidos 

43-55 ( Carriles A ) , reconoció mayoritariamente un doblete de 

110 Kd y un péptido de 48 Kd, mientras que el anticuerpo 

dirigido contra la secuencia 171-188 ( Carriles B ) , reconoció 

varios péptidos, entre los cuales resaltan tres, con Mr de 67, 

58 y 45-48 Kd. 

Para corroborar el reconocimiento de los anticuerpos 

monoclonales anti c-myc, se realizó un gel de 

poliacrilamida-SDS en el que en cada pozo se migraron 

electroforeticamente e ::tracto s celulares de 2xl0*6 células de 

una y otra líneas, electro transfiriendo posteriormente el 

contenido protéico del gel a filtro de nitrocelulosa, llevando 

a cabo la inmunodetección. El resultado obtenido ( Fig. 5 

) ,permite observar que ambos anticuerpos reconocen en la línea 

celular CV-1 ( Carriles B y D además de los péptidos 

reconocidos en cels. HeLa, un péptido de 39 Kd. 

2.- Propagación de virus SV-40 en cultivos celulares de 

la línea CV-1. 

El virus para propaga r se seleccionó de entre varios 

lotes de acuerdo a la observación de preparaciones de éstos 

contrastadas por Tinción Negativa, en el microscopio 
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electrónico, escogiendose el lote 

elevado porcentaje de particulas 

que present6 el más 

virales potencialmente 

infectivas (viriones completos con su ADN). 

La propagación se efectuó como se describió 

anteriormente en Material y Métodos, obteniendose finalmente 

una suspensión viral de 5.0 ml, de la cual se tomó una 

alícuota de 10 ul observandose al microscopio electrónico 

encontrando más de un 90 % de viriones completos ( Fig. 6 ) . 

La suspension viral s e tituló por el método de Hirt, 

infectando monocapas de cultivos celulares de la línea CV-1 

con diferentes volumenes de la suspension viral (desde 0.1 

hasta 50 ul) y marcando 24 horas postinfección con 25 uCi de 

lH-Timidina, realizando la e x tracción de la cromatina viral 40 

horas postinfección, precipitandola en papel DE-81 con TCA y 

Etanol y cuantificando el isotopo incorporado. De esta forma 

se obtuvo un título indirecto, encontrandose como volúmen 

óptimo para realizar la i nfección de una caja p-100 de 

células, 5 ul de la suspens i ón viral del lote propagado. 

También se tituló l a suspension viral por unidades 

formadoras de placas por la metodología descrita en Material y 

Métodos, encontrandose un Tí tulo viral de 2xl0*7 ufp por ul 

de suspension viral. 

3 . - Inmunodetecci6n de proteínas antigenicamente 

relacionadas con el product o del oncogene c-myc en células 

CV-1 infectadas con el virus SV-40. 



Fig. 6 
Observación al Microscopio Electrónico de viriones de 
SV- 40, teñidos con el método de Tincion Negativo . 
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Se crecieron 5 cajas de células CV-1 hasta llegar a 

semiconf luencia y se infect6 cada una con 5 ul de la 

suspensión viral (10 ufp/cel). 

40 horas postinfección se realiz6 un fraccionamiento 

celular, siguiendo los primeros pasos de la metodología 

descrita por Varshavsky para la extracción de minicromosomas, 

permitiendo así la obtención de dos fracciones celulares 

principales: la fracción citoplásmica y la fracci6n nuclear. 

Ambas fracciones se dividieron en alícuotas de 100 ul, 

equivalentes a lx10*6 células y se congelaron inmediatamente 

en nitrógeno líquido, almacenandose a -70° C hasta el momento 

de correrlas electroforeticamente en gel de poliacrilamida-SDS. 

Una vez realizada la electroforesis, se electrotransfirió a 

filtros de nitrocelulosa, desarrollandose en ellos la 

inmunodetección utilizando para uno de ellos el anticuerpo 

monoclonal dirigido contra la secuencia de aminoácidos 43-55 y 

para otro el anticuerpo dirigido contra la secuencia 171-188. 

Los resultados obtenidos de la autoradiografía de estos 

filtros ( Fig. 7 ) muestran lo siguiente: 

El anticuerpo monoclonal dirigido contra la secuencia de 

aminoácidos 43-55 reconoce en la fracción citoplásmica 

Carril C al doblete de 110 Kd y al péptido de 39 Kd 

mayoritariamente, y al péptido de 48 Kd en menor proporción, 

mientras que en la fracción nuclear Carril D ) se reconoce 

el péptido de 48 Kd mayoritariamente. 
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El anticuerpo dirigido contra la secuencia de aminoácidos 

171-188 reconoce en la f racción nuclear Carril B 

mayoritariamente péptidos de 67, 58 y 45-48 Kd, mientras que 

en la fracción citoplásmica ( Carril A se observa el 

reconocimiento de los péptidos de 67, 58 y 39 Kd, más no se 

observa en esta fracción el péptido de 45-48 Kd. 

4.- Inmunodetecci6n de proteínas antigenicamente 

relacionadas con el producto del oncogene c-myc, 

minicromosomas de SV-40. 

La extracción de minicromosomas se realizó de acuerdo a 

la metodología descrita por Varshavsky (Material y Métodos), 

de 5 cajas de células de la línea CV-1, 40 horas 

en 

postinfección y 24 horas postmarcaje con 3H-Timidina, 

obteniendose finalmente 20 fracciones del perfíl de 

sedimentación de los minicromosomas en el gradiente de 

Sacarosa. Se tomaron 15 ul de cada fracción para cuantificar 

radioactividad incorporada en el material viral, para poder 

trazar la gráfica del perffl de sedimentación ( Fig. 8 ) . 

El perfíl se dividió e n 5 regiones, mezclandose las 

fracciones que corréspondieron a cada región, haciendose 

alícuotas de 100 ul de cada una, congelandolas inmediatamente 

en nitrógeno líquido y ma teniendolas a -70° C hasta su 

corrimiento electroforético en gel de poliacrilamida-SDS. 

Una de estas alícuotas se observó al microscopio electrónico 
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por el método de Dubochet p a ra corroborar la eficiencia del 

método de extracción ( Fig. 9 ) . 

Después de la migración electroforética de las 

diferentes regiones del p e rfil de sedimentación de los 

minicromosomas en el gradiente de sacarosa, se 

electrotransfirió el contenido protéico de los geles a 

filtros de nitrocelulosa, realizando posteriormente la 

inmunodetección de proteínas antigenicamente relacionadas con 

el producto del oncogene c-myc, utilizando ambos anticuerpos 

monoclonales. 

Las autoradiografias de estos filtros ( Figs. 10 y 11 

permiten observar que el a nticuerpo 43-55 reconoce en el 

perfil de sedimentación de los minicromosomas unicamente el 

péptido de 48 Kd, migrando éste de manera clara en las 

fracciones que corresponden a las regiones cercanas al tope del 

gradiente. 

El anticuerpo monoclonal dirigido contra la secuencia de 

aminoácidos 171-188, reconoció mayoritariamente 2 péptidos 

que corresponden a 67 y 45-48 kd, migrando el primero de ellos 

en la región del tope del gradiente y el otro hacia la región 

donde se obtiene el máximo de incorporación de 

por los minicromosomas. 

H-Timidina 

5.- Inmunodetección de proteínas antigenicamente 

relacionadas con el producto del oncogene 

minicromosomas de SV-40 tratados con ARNasa A. 

c-myc en 



65 

= ~; . 9 Observación al Microscopio Electrónico de Minicromosomas 
de SV-40, teñidos y contrastados por la tecnica de Dubochet. 
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Se realiz6 la extracci6n de minicromosomas de 10 cajas 

de células de la línea CV-1 infectadas con el virus SV-40, 

siguiendo la metodología descrita por Varshavsky (Material y 

Métodos). 

Una vez habiendo separado los minicromosomas de la 

cromatina celular, el volúrnen total se dividi6 en dos partes 

iguales, para el tratamiento con ARNasa A. A una de ellas se 

le adicion6 ARNasa A a una concentraci6n final de 4 ug/ml y 

de inmediato se sometieron ambas a una incubaci6n de 20 

minutos a 4° C. Una vez transcurrido ese tiempo, se realiz6 

la sedimentaci6n de ambas muestras en dos gradientes de 

sacarosa, colectandose posteriormente las 20 fracciones de cada 

una, cuantificandose despues la incorporacion de 1 H-Timidina en 

15 ul de cada fracción, para obtener la gráfica del perfil 

de sedimentaci6n de ambas muestras Fig. 12 ) , observandose 

en ella un ligero desplazamiento del pico de incorporaci6n de 

H-Timidina hacia las fracciones del tope del gradiente. 

Ambos perfiles se dividieron en 5 regiones, se mezclaron 

las fracciones correspondientes a cada regi6n, y se hicieron 

alícuotas de 100 ul de cada una, congelandose inmediatamente 

en nitr6geno líquido y manteniendose a -70° e hasta su 

corrimiento electoforético en gel de poliacrilamida-SDS. 

Después de la migraci6n electroforética de las muestras 

en el gel, el contenido protéico de éste se 

electrotransfiri6 a filtro de nitrocelulosa, realizandose la 



Fig.12.- Perfíl de Sedimentación de minicromosomas de SV-40 

del ensayo +/- ARNasa A. Línea cortada, perfíl de 

sedimentación de minicromosomas tratados con ARNasa A; Línea 

contínua, perfíl de 

tratados. 

sedimentación de minicromosomas no 
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inrnunodetecci6n con los anticuerpos monoclonales dirigidos 

contra las secuencias de aminoácidos 43-55 y 171-188. 

La autoradiografía del filtro ccrrespondiente a la 

inrnunodetecci6n con el anticuerpo monoclonal dirigido 

la secuencia de aminoácidos 171-188 ( Fig. 13 

observar en los minicromosomas tratados con ARNasa A un 

contra 

permite 

ligero 

desplazamiento del péptido de 45-48 Kd hacia las fracciones 

del fondo del gradiente, mientras que la proteína de 67 Kd no 

sufre ninguna modificación en su migración en el gradiente, 

manteniendose en las fracciones del tope, observandose además 

una disminución de la cantidad total de proteínas con 

respecto a los minicromosomas no tratados. 

La autoradiografía del filtro correspondiente a la 

inrnunodetección con el anticuerpo dirigido contra la secuencia 

de aminoácidos 43-55 ( Fig. 14 ) permite observar un efecto 

muy similar al descrito anteriormente, ahora con el péptido de 

48 Kd, el cual se desplaza hacia las fracciones del fondo del 

gradiente en minicromosomas tratados con ARNasa, reconociendose 

además una proteína de 67 Kd que no habia sido reconocida 

anteriormente. 

6.- Inmunodetección de proteínas antigenicamente 

relacionadas con el producto del oncogene c-myc en Complejos 

Replicativos de Minicromosomas de SV-40. 

Los minicromosomas de SV-40 se obtuvieron de la misma 

manera descrita anteriormente, realizando la 
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inrnunoprecipitaci6n de los Complejos Activos en Replicaci6n 

por medio de la incubaci6n del total de los minicromosomas 

extraidos, con la proteína p-32 del bacteriofago T4, que tiene 

la característica de unirse especificamente al ADN de cadena 

sencilla, y anticuerpos policlonales de conejo dirigidos contra 

ésta ( Fig. 15 ) . 

Una vez precipitados los Complejos Replicativos se someti6 

el total de la muestra, junto con una muestra de minicromosomas 

marcados de la misma forma pero sin someter a 

inrnunoprecipitaci6n, a sedimentaci6n en gradiente lineal de 

sacarosa 5-25 %, obteniendose al cuantificar en 15 ul de cada 

fracci6n la incorporaci6n de 19C-Timidina. Las 

gráficas de ambos perfiles de sedimentaci6n ( Figs. 16 y 17 ) 

muestran claramente que en la muestra de minicromosomas 

tratados con proteína p-32 y anticurpos contra esta, la 

mayoría del 1H-Timidina se localiza en el fondo del gradiente, 

lo que permite suponer que 

replicativos de SV-40. 

se trata de los complejos 

Para corroborar este resultado, se tomaron alícuotas de 

70 ul de las fracciones correspondientes a los picos de 

incorporaci6n de 3 H-Timidina y 'Yc-Timidina, corriendo los 

electroforeticamente en gel de agarosa como se describi6 en 

Material y Métodos. 

El resultado obtenido de este gel, tanto en su 

observaci6n en transiluminador ultravioleta ( Fig. 18 ) , como 

en su autoradiografía después de dos semanas de exposici6n ( 



Fig.15.- Metodología de irununoprecipitación de Complejos 

Replicativos de SV-40, mediante la utilización de proteína p-32 

del fago T4 y anticuerpos dirigidos contra esta. 
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Fig.16.- Perfíl de sedimentaci6n de minicromosomas de 

SV-40, con marcaje largo de 1·t-Timidina y un pulso de 5 minutos 

antes de la extracci6n con •H-Timidina. Circulos vacios, 

incorporaci6n de lH-Timidina; Triangulos negros, incorporaci6n 

de '~C-Timidina. El Pulso de 5 minutos marca diferencialmente 

los minicromosomas activos en replicaci6n. 
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Fig.17.- Perfíl de sedimentaci6n de minicromosomas de SV-40 

tratados con proteína p-32 del fago T4 y anticuerpos dirigidos 

contra esta, después de un marcaje largo de ''t-Timidina y un 

pulso de 5 minutos antes de la extracci6n con ltt-Timidina. 

Línea cortada, incorporación de 3tt-Timidina; Línea contínua, 

incorporación de ·~c-Timidina. 
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Fig. 19 ), permite asegurar la eficiencia del sistema 

proteína p-32 anti p-32 para obtener la poblaci6n 

enriquecida de minicromosomas activos en replicación, ya que 

estos se observan claramente en la fracci6n precipitada con la 

mayoria del 3H-Timidina ( Carril D en ambas figuras l, mientras 

que en la fracci6n 15 correspondiente al pico de incorporación 

de 'Vc-Timidina solo se observan complejos maduros ( Carril E en 

ambas figuras ) . 

En el total de minicromosomas antes de la 

inmunoprecipitación ( Carril B en ambas figuras ) , también se 

observan unicamente minicromosomas maduros. 

Las fracciones correspondientes se corrieron 

electroforeticamente en gel de poliacrilamida-SDS y el 

de contenido del 

nitrocelulosa. 

gel se electrotransfiri6 a filtros 

Después de realizar la inmunodetección con 

los anticuerpos monoclonales dirgidos contra las secuencias de 

aminoácidos 43-55 y 171-188 del producto del oncogene c-myc, 

se obtuvo la autoradiografía ( Fig. 20 ) en la que se observó 

que ambos anticuerpos reconocen en los complejos replicativos 

un solo péptido con Mr de 67 Kd ( Carriles A y C ) , además de 

un péptido correspondiente a las cadenas pesadas de las Igs de 

Conejo, con Mr de 55 Kd, y un péptido de mayor peso molecular 

(Aprox. 98 Kd). 



=~s . 19 

A B e O E 

R 

9 .4 
6.5 - "" 4 .3 -

Í Fl 
2. 
2.0 

Autoradiograf ía de la migración electroforetica en gel 
de Agarosa de varias f roce ion del Proceso de prec1 -
pitación de complejos replicativos 

A.- A.-Hind m 
B ~ Minicromosomas totales 
C ~ Nucleos 
D ~ Complejos replicativos (Fondo del gradiente) 

83 

E~ Minicromosomas maduros (Frece. 15 del gradiente) 



Fig , 20 

Mr 
( Kd) 

98 

A 8 c D 

I nmunodetección de proteínas ant igenicamente relacionadas 
con c- myc en complejos replicat ivos y maduros. 

A - Complejos replicativos + Anti c-myc (171·l78) 

8 - Minicromosomas maduros +Anti c myc(l71·178) 

C - Complejos replicativos +Anti c myc ( 43· 55) 
D - Mi cromosomas maduros + Anti c·myc ( 43 -55 l 
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DISCUSION 

El oncogene c-myc esta constituido por dos intrones y tres 

exones, de los cuales, de acuerdo a la secuencia de 

nucle6tidos del gene deducida por Watt R. desde 1983 ( 82 ) se 

considera que solo los dos últimos exones son traducidos a 

proteína. La secuencia de nucle6tidos que codifican en 

estos exones, permite deducir una proteína que de esta forma 

correspondería a un peso molecular de 48,000 Daltones. Sin 

embargo, las Mr. de las proteínas identificadas por algunos 

autores como el producto de c-myc varian desde el mismo peso 

deducido ( 34) hasta los 67,000 Daltones ( 37 ), argumentando 

que se trata de una migración anómala en su corrimiento en 

geles dE poliacrilamida-SDS, debido a su alto contenido de 

prolinas. 

La gran mayoría de las proteínas identificadas de esta 

forma como el producto del oncogene c-myc presentan 

características muy semejantes como son su localización 

mayoritariamente nuclear, elevada afinidad por ADN de doble 

cadena, su alto nivel de fosforilación, su vida media limitada 

de 20 a 30 minutos y la presencia de domínios conservados 

evolutivamente. 

Sin embargo, actualmente y por concenso general se 

considera que el peso molecular de la proteína es de 62,000 

Daltones, y que las diferentes variaciones en su Mr. 
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corresponden a modificaciones a nivel de fosforilación de ella 

en algunos casos y a efectos de su manipulación durante las 

metodologías usadas para su detección. 

Recientemente, Gazin y cols. ( 33 l han demostrado la 

existencia de un pequeño péptido codificado por el primer exon 

del gene, más la mayoría de los investigadores han continuado 

concentrando su atención sobre el producto del segundo y 

tercer exon, ya que al primer exon del gene se le atribuyen 

funciones regulatorias. 

Con respecto al papel funcional del producto del oncogene 

c-myc existen varios grupos que han abordado el tema desde 

diferentes puntos de vista, principalmente realizando ensayos 
'\ 

de transfección en líneas celulares que se conoce tienen \ 

alguna alteración en el oncogene que provoca una elevada 

producción de la proteína, y midiendo su efecto en el 

plásmido transfectado. Este tipo de ensayos han sugerido qu'e 
\ 

el producto del oncogene c-myc esta implicado en la promoción 

de la replicación celular ( 41 ) , y muy posiblemente también 
1 

participa en la regulación de la transcripción de algunos I 

! 
genes específicos, como el que codifica para la proteína de 

choque térmico 70 ( 44 ). 

En este trabajo, se intentó dilucidar el papel funcional 

del producto del oncogene c-myc utilizando una estrategia 

diferente, en la cual, primeramente se realizó la detección 

del producto del oncogene en lisados celulares totales, para 

después utilizar a SV-40 como sistema modelo y detectar en el 
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la presencia del producto del oncogene, utilizando 

fundamentalmente la metodología de electrotransferencia e 

irununodetección con anticuerpos monoclonales. 

La elección de los anticuerpos monoclonales utilizados 

para realizar la irununodetección del producto del oncogene 

c-myc se realizó de acuerdo a varias características 

reportadas en la bibliografía reciente: la secuenc~a de 

aminoácidos 43-55, pertenece a una región de la proteína que ( 

se ha observado tiene una elevada conservación en la escala \ 
( 

filogenética ( 65 ), mientras que anticuerpos dirigidos contra \ 

la secuencia de aminoácidos . 171-188 han sido ampliamente 

utilizados por diversos autores ( 24 ) para identificar el 
; 

producto del oncogene c-myc. Sin embargo, cabe mencionar que 

la mayoría de los reportes en los que se realiza 

irununodetección con estos anticuerpos, trabajan casi 

exclusivamente con extractos nucleares, lo que lleva a una 

mayor manipulación de las proteínas, siendo en cierta forma 

esto una desventaja cuando se trata de detectar una proteína 

inestable y de vida media muy corta. 

Por este motivo, nuestra primer objetivo fue el detectar 

proteínas antigenicamente relacionadas con el producto del 

oncogene c-myc en lisados totales de las líneas celulares HeLa 

y CV-1, y como puede observarse Fig. 5 ) , se identifican 

varias proteínas en ambas líneas, pero este reconocimiento 
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resulta bastante complejo, ya que hay proteínas que son 

detectadas por un anticuerpo pero no por el otro. 

Al parecer, las únicas proteínas reconocidas en común 

por ambos anticuerpos son en la Línea celular HeLa la de 48 

Kd, aunque la reconocida por el anticuerpo 171-188 parece tener 

una migración electroforética un poco mayor (45-48 Kd), y en 

ocasiones reconoce debilmente la proteína de 110 Kd. 
/ 

En la línea celular CV-1 además de estas proteínas, una 

de Mr. de aproximadamente 39 Kd. Posiblemente las proteínas 

de 67 y 58 Kd que no son detectadas en común sean debidas a la 

diferente afinidad de los anticuerpos. Sin embargo, se han 

reportado pesos moleculares muy similares para la proteina 

c-myc. 

Para conocer la localización de las proteínas detectadas 

por los anticuerpos, se realizó un fraccionamiento celular en 

la línea CV-1 para obtener material citoplásmico y nuclear 

por separado ( Fig. 7 ) . De esta forma, pudo observarse que 

de las proteínas reconocidas por el anticuerpo dirigido contra 

la secuencia de aminoácidos 43-55, unicamente la de 48 Kd/ 

tiene una localización mayoritariamente nuclear, mientras que ¡ 

de las proteínas reconocidas por el anticuerpo dirigido contra,/"" 

la secuencia de aminoácidos 171-188, solo la proteína de ! 

45-48 Kd es exclusivamente nuclear, en tanto que las de 67 y 5~ 

se pueden localizar tanto en citoplasma como en núcleo. 

Este resultado permite descartar como el producto del 

oncogene c-myc, por su localización intracelular a las 
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prote!nas de 110 y 39 Kd, más puede sugerir la posibilidad de 

que la primera sea un precursor que al ser procesado vaya al 

núcleo, y la segunda, un producto de un procesamiento 

posterior de la proteína myc, que viaja después de este al 

citoplasma. Es importante tomar en cuenta que estas 

proteínas son reconocidas por ambos anticuerpos, y que su 

relación antigénica con el producto del oncogene c-myc es 

bastante elevada. 

Existen algunos trabajos en los 

proteínas antigenicamente relacionadas 

que se 

con el 

han reportado 

producto de ( 

c-myc de Mr muy aproximadas, como 

de la proteína de fusión gag-myc 

es el caso de la detección í 

con un peso de 110 Kd en 

células infectadas ccn el virus MC29 55 ) , o una proteína 

detectada en muestras de suero de pacientes con tumores 

sólidos con un peso de 40 Kd ( 10 ) . 

Cuando se realizó la irununodetección de proteínas 

antigenicamente relacionadas con el producto del oncogene c-myc 

en minicromosomas de SV-40 sometidos a sedimentación en 

gradiente lineal de sacarosa del 5 al 25 %, pudo observarse que 

con el anticuerpo dirigido contra la secuencia de aminoácidos 

43-55 ( Fig. 10 se detectó en ellos exclusivamente la 

proteína de 48 Kd, migrando en las fracciones correspondientes 

a la región cercana al tope del gradiente, mientras que cuando 

se realizó la inmunodetecci6n con los anticuerpos dirigidos 
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contra la secuencia de aminoácidos 171-188 Fig. 11 se 

observ6 que la proteína de 67 Kd se queda en el tope del 

gradiente, mientras que la de 45-48 Kd se observa 

exclusivamente en la región de máxima incorporación de 

H-Timidina en la que se encuentran los minicromosomas maduros. 

Este resultado puede sugerir dos cosas: que la proteína 

de 48 Kd detectada por el anticuerpo dirigido contra la 

secuencia 43-55, no es la misma que la de 45-48 detectada por 

el anticuerpo dirigido contra la secuencia 171-188, siendo esta 

última una proteína con afinidad elevada por ADN de doble 

cadena, uniendose así a los minicromosomas maduros. 

Otra opción posible, es que ambos anticuerpos detecten la 

misma proteína, pero que ésta no este fuertemente unida a los 

minicromosomas maduros y que siendo las inmunodetecciones de 

ensayos diferentes, cuando se realiz6 con el anticuerpo 

dirigido contra la secuencia 43-55, la proteína se haya 

desprendido del ADN viral durante la centrifugacion en el 

gradiente. 

Al tratar los minicromosomas con ARNasa A y someterlos a 

sedimentación en gradiente lineal de sacarosa del 5 al 25 %, 

se observ6 primeramente un desplazamiento del pico de 

incorporación de H-Timidina hacia las fracciones del tope del 

gradiente Fig. 12 ) con respecto a los minicromosomas no 

tratados. Esto fué debido a que el ARN de los minicromosomas 

en transcripción fue digerido por la enzima, volviendose más 

ligeros y migrando menos en el gradiente de sacarosa. 
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En cuanto a la irununodetecci6n de proteínas 

antigenicamente relacionadas con el producto del oncogene c-myc 

en el perfíl de sedimentación de los minicromosomas tratados 

con ARNasa A, pudo observarse que con ambos anticuerpos se 

detectó un desplazamiento de la proteína de 45-48 Kd ( Fig. 

13 ) o 48 Kd ( Fig. 14 ) , según el anticuerpo utilizado, 

mientras que la proteína de 67 Kd detectada anteriormente con \ 

uno solo de los anticuerpos (171-188), ahora es detectada por 

ambos, permaneciendo inalterada en su patrón de migración en 

el gradiente de sacarosa. 

Este resultado 

identificada(s) de 48 

permite sugerir 

y'o 45-48 

que la(s) proteína(s) 

Kd participa(n) en la 

transcripción de los minicromosomas de alguna manera, ya que 

se encuentra(n) unida(s) al ARN viral, y al digerir éste, 

tiende(n) a migrar hacia la región del gradiente 

correspondiente a los minicromosomas activos en replicación y 

transcripción. 

Con respecto a la proteína de 67 Kd, que es detectada 

ahora por los dos anticuerpos, se puede decir que al no verse 

alterada su migración en el gradiente al tratar con ARNasa A, 

no se encuentra unida al ARN, aunque su asociación con ADN no 

se puede descartar, debido a que posiblemente se haya asociada, 
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pero en muy bajas cantidades, por lo cual no es dectada en las 

regiones del perf!l de sedimentación de los minicromosomas, 

correspondientes a minicromosomas maduros ni activos en 

replicación y transcripción. 

Para saber si la(s) proteína(s) de 48 y'o 4S-48 Kd, o la 

proteína de 67 Kd antigenicamente relacionadas a c-myc 

participan en la replicación de los minicromosomas de SV-40, 

se realizó la obtención de Complejos Replicativos mediante su 

inmunoprecipitación con proteína p-32 y anticuerpos 

policlonales dirigidos contra ella. 

Al realizar la inmunodetección de proteinas 

antigenicamente relacionadas con el producto del oncogene c-myc 

en los complejos replicativos ( Fig. 20 ), pudimos detectar con 

ambos anticuerpos tres proteínas con Mrs de 98, 67 y SS Kd. 

Los péptidos detectados de Mr SS y 98 Kd, corresponden 

muy probablemente a las cadenas pesadas de las Igs y a formas 

diméricas de estas cadenas de los anticuerpos de conejo 

dirigidos contra la proteina p32. Estos péptidos son 

detectados debido a que la Proteína A Staphyloccocal tiene una 

elevada afinidad por la region Fe de las Igs de conejo, y las 

cadenas pesadas de las Igs constituyen precisamente esta 

región. 

De esto, podemos deducir que el único péptido reconocido 

por ambos anticuerpos en los Complejos Replicativos es el de Mr 
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de 67 Kd y que por lo tanto, esta proteina antigenicamente 

relacionada con el producto del oncogene c-myc, tiene afinidad 

por el ADN viral, y muy probablemente se encuentra involucrada 

en la Replicación de los Minicromosomas de SV-40, ya que se 

puede detectar unida a tales complejos. 
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CONCLUSIONES 

En el presente trabajo, se identificaron varias proteínas 

antigenicamente relacionadas con el producto del oncogene 

c-myc, que son reconocidas por dos anticuerpos monoclonales 

dirigidos contra diferentes regiones de dicho producto. Dos 

de estas proteínas tienen una Mr de 48 y/o 45-48 Kd y 67 Kd. 

La proteína que corresponde a una Mr de 48 y/o 45-48 Kd 

tiene localización mayoritariamente nuclear dentro de la 

célula, presentando afinidad por ADN de doble cadena y 

probablemente se encuentra 

Minicromosomas de SV-40, 

implicada en 

ya que se 

la transcripción 

observó que 

sedimentación es afectada por tratamiento con ARNasa A. 

de 

su 

La proteína que corresponde a una Mr de 67 Kd, tiene 

localización intracelular al parecer tanto citoplásmica como 

nuclear, sin embargo, se encontró unida a Complejos de 

Minicromosomas Activos en Replicación, por lo que muy 

probablemente este implicada en el proceso de replicación del 

virus. 

Ambas proteínas, comparten 

reportadas hasta hoy para el producto 

las características 

del oncogene c-myc, lo 

que parece sugerir, que existen diferentes formas de esta 

proteína, con 

probablemente 

variaciones en su masa relativa debido 

a modificaciones postraduccionales, 

muy 

que 
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determinan su participaci6n en los procesos de replicación y 

transcripci6n. 
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FIGURAS 

1.- El gene c-myc. Exones (I, II y III 1, Promotores (PO, 

Pl y P2) y promotores crípticos (Flechas cerca del exon II). 

2.- El genoma del virus SV-40. Origen de Replicación 

(oril. 

3.- Reconocimiento de diferentes anticuerpos monoclonales 

dirigidos contra productos de oncogenes, en lisados totales de 

cels. HeLa. Carriles: A, incubación con anti c-myc 43-55: B, 

incubación con anti c-myc 171-188: C, incubación con anti 

e-sis: D, incubación con anti e-ras. Mr = Masa relativa en 

Kilodal tones. 

4.- Reconocimiento de diferentes anticuerpos monoclonales 

dirigidos contra productos de oncogenes, en lisados totales de 

cels. CV-1. Carriles: A, incubación con anti c-myc 43-55: B, 

incubación con anti c-myc 171-188: C, incubación con anti 

e-sis: D, incubación con anti e-ras. 

5.- Inmunodetección de proteínas antigenicamente 

relacionadas con el producto del oncogene, con Ab anti c-myc 

43-55 y 171-188 en lisados totales de las líneas celulares 

HeLa y CV-1. Carriles: A, incubación de lisados totales de 

celulas HeLa con anti c-myc 43-55; B, lisados totales de 



celulas CV-1 con anti c-myc 43-55; C, lisados totales de 

celulas HeLa con anti c-myc 171-188; D, lisados totales de 

celulas CV-1 con anti c-myc 171-188. 

6.- Observaci6n al Microscopio Electrónico de viriones 

de SV-40, teñidos con el método de Tinción Negativa. 

7.- Inmunodetecci6n de proteínas antigenicamente 

relacionadas con el producto del oncogene c- myc con Ab anti 

c-myc 43-55 y 171~188 en fracciones citoplásmicas y nucleares 

de celulas CV-1 infectadas con el virus SV-40. Carriles: A, 

fracción citoplásmica de celulas CV-1 con anti c-myc 171-188; 

B, fracción nuclear de células CV-1 con anti c-myc 171-188; 

e, fracci6n citopl!srnica de células CV-1 con anti c-myc 

43-55; D, fracci6n nuclear de células CV-1 con anti c-myc 

43-55. 

8.- Perfíl de sedimentación de minicromosomas de SV-40 
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en gradiente lineal de sacarosa 5-25 %. Pool 1, fracciones 1 

a 5; Pool 2, fracciones 6 a 10; Pool 3, fracciones 11 a 13; 

Pool 4, fracciones 14 a 18; Pool 5, fracciones 19 a 23. 

9.- Observaci6n al Microscopio Electrónico de 

Minicromosomas de SV-40, teñidos y contrastados por la técnica 

de Dubochet. 

10.- Inmunodetección de proteínas antigenicamente 

relacionadas con el producto de c-rnyc con el anticuerpo 
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dirigido contra la secuencia de aminoácidos 43-55, en el 

perfíl de sedimentaci6n de minicromosomas en gradiente lineal 

de sacarosa del 5 al 25 %. Carriles: A, citoplasma; B, 

núcleos; C, Marcador de peso molecular; D, lisado total de 

cels. CV-1; E, fondo del tubo; F, Pool 1; G, Pool 2; H, Pool 3; 

I, Pool 4; J, Pool 5. 

11.- Inmunodetecci6n de proteínas antigenicamente 

relacionadas con el producto del oncogene c-myc con el 

anticuerpo dirigido contra la secuencia de aminoácidos 

171-188, en el perfíl de sedimentaci6n de minicromosomas en 

gradiente lineal de sacarosa del 5 al 25 %. Carriles: A, 

Marcador de peso molecular; B, lisado total de cels. CV-1; e, 

núcleos; D, Sobrenadante de Varshavsky (minicromosomas 

totales); E, Precipitado de Varshavsky (cromatina celular); F, 

Pool l; G, Pool 2; H, Pool 3; I, Pool 4; J, Pool 5. 

12.- Perfíl de Sedimentaci6n de minicromosomas de SV-40 

del ensayo +/- ARNasa A. Línea cortada, perfíl de 

sedimentaci6n de minicromosomas tratados con ARNasa A; Línea 

contínua, perfíl de sedimentaci6n de minicromosomas no 

tratados. 

13.- Inmunodetecci6n de proteínas antigenicamente 

relacionadas con el producto del oncogene c-myc con el 

anticuerpo dirigido contra la secuencia de aminoácidos 

171-188, en los diferentes Pools de ambos perfiles de 
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sedimentaci6n de minicromosomas +/- ARNasa A. Carriles: A, 

B, C, D y E, Pools 1 a 5 sin ARNasa; Carriles: F, G, H, I y J, 

Pools 1 a 5 con ARNasa A. 

14.- Inmunodetecci6n de proteínas antigenicamente 

relacionadas con el producto del oncogene c-myc con el 

anticuerpo dirigido contra la secuencia de aminoácidos 43-55, 

en los diferentes Pools de ambos perfiles de sedimentación de 

minicromosomas +/- ARNasa A. Carriles: A, B, C, D y E, Pools 

1 a 5 con ARNasa A; Carriles: F, G, H, I y J, Pools 1 a 5 sin 

ARNasa A. 

15.- Metodología de inmunoprecipitación de Complejos 

Replicativos de SV-40, mediante la utilizaci6n de proteína 

p-32 del fago T4 y anticuerpos dirigidos contra esta. 

16.- Perfíl de sedimentación de minicromosomas de SV-40, 

con marcaje largo de ''t-Timidina y un pulso de 5 minutos antes 

de la extracci6n con )H-Timidina. Círculos vacíos, 

incorporación de 'H-Timidina; Triangulos negros, 

incorporación de ~C-Timidina. El Pulso de 5 minutos marca 

diferencialmente los minicromosomas activos en replicación. 

17.- Perfíl de sedimentaci6n de minicromosomas de SV-40 

tratados con proteína p-32 del fago T4 y anticuerpos dirigidos 

contra ésta, despu~s de un marcaje largo de '"c-Timidina y un 

pulso de 5 minutos antes de la extracción con 3H-Timidina. 



Ltnea cortada, incorporación de 'H-Timidina; Ltnea 

contrnua, incorporación de ''t-Timidina. 
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18.- Migración electroforética en gel de agarosa de 

varias fracciones del proceso de irununoprecipitación de 

Complejos Replicativos de SV-40 . Carriles: A, ADN de fago 

lambda digerido con la enzima de restricción Hind III; B, 

Minicromosomas totales; C, Núcleos totales; D, Complejos 

Replicativos (Fondo del Gradiente); E, Minicromosomas maduros 

(Fracción 15 del Gradiente) . 

19.- Autoradiografra de la migración electroforética en 

gel de agarosa, de varias fracciones del proceso de 

irununoprecipitación de Complejos Replicativos de SV-40. 

Carriles: A, ADN de fago lambda digerido con la enzima de 

restricción Hind III; B, Minicromosomas totales; C, Nucleos 

totales; D, Complejos Replicativos (Fondo del gradiente); E, 

Minicromosomas maduros (Fracción 15 del gradiente ) • 

20.- Inmunodetección de proternas antigenicamente 

relacionadas con el producto del oncogene c-myc, en Complejos 

Replicativos y Minicromosomas maduros de SV-40, con los 

anticuerpos dirigidos contra las secuencias de aminoácidos 

43-55 y 171-188. Carriles: A, Complejos Replicativos con anti 

c-myc 171-188; B, Minicromosomas maduros con anti c-myc 

171-188; C, Complejos Replicativos con anti c-myc 43-55; D, 

Minicromosomas maduros con anti c-myc 43-55. 



ABREVIATURAS 

ADN.- Acido Desoxiribonucléico. 

ARN.- Acido Ribonucléico. 

ARNasa A.- Ribonucleasa A. 

cpm.- Cuentas por minuto. 

ml. - Mililitro. 

ul.- Microlitros. 

ug.- Micrograrnos. 

sos.- Dodecyl Sulfato de Sodio. 

l'lc.- Isotopo Carbono Catorce. 

lH.- Isotopo Tritio. 

EDTA.- Acido Etilendiaminotetracético. 

PMSF.- Fenilmetilsulfonilfluoruro. 

DTT.- Ditiothreitol. 

APS.- Persulfato de Amonio. 

Mr.- Masa Relativa de una molécula en daltones. 

Kd.- Kilodaltones. 

ufp.- Unidades formadoras de placa. 

moi.- Multiplicidad de infecci6n. 

Ig.- Inmunoglobulinas. 

TCA.- Acido Tricloroacético. 

TEA.- Trietanolamina. 

TEMED.- Trietilmetiletilendiamino. 
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Tris.- Tris(hidroximetil)aminometano. 

POPOP.- p-bis 2(5-feniloxazolil) benzeno. 

PPO.- 2,5-Difeniloxazol. 

p32.- Proteína codificada por el gene 32 del fago T4. 

PBS.- Amortiguador Salino de Fosfatos. 

rpm.- Revoluciones por minuto. 

ma.- Miliamperes. 

M.- Unidad Molar. 

pb.- Pares de bases. 

Kpb.- 1000 pares de bases. 
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