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R E S U M E N 

Duran t e la infección con poliovirus ocurre n 

cambios importantes en el me t abol i smo de la célula huéspe d 

q ue inc luyen una inhibición de la transcripción celular . 

Nosotro s h '2mOS venido empleando al minicromosoma del 

virus S\140 (baJO coinfección con polio) como un sist e r.,a 

análogo de cromatina c elular para estudiar el problema . 

En el presente trabajo a:ia l i z att1os ' -~. o es:.ruc t ura del 

minicrooi1 osoF1a de SV40 IM ··SV40) inhibido durante la coin -

fecc ión cor1 polio ( M- S\140 - POL IO ) en células CV- 1 , u tili -

zan do como :riterio la mi gración en g radientes de sacarosa 

y la ac:cesihi lidad el cor te con enzimas de restricc i ón . 

Los minicromosomas se obtuvieron median t e 

dos m~todos diferentes de extr acc i ón , i sotón ico e hipotóni -

co . 

Los re sultados obt:e nidos muestr an que no h?.y diferenc ias 

en el pa tr ón d e s edimen t ación en sacarosa para M- SV40 

y M- SV40 - P OL10 . En lo que re specta al patrón de rest ric -

c 1 on na s ~ e ncontró una diferencia s i gnificativa p ara 

ambos mi n j c romosc>ma:= con t odas las en:: i :nas empleadas , 

lo cual sus1 ere , que p oliovirus no está ejerciendo una alte 

ración '' ni •rel co: :formacional del r.ünicromosoma de SV40 . 
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INTRODUCCION 

Durante cualqu .er de infec c i ón viral 

se mod 1 f i ca el me t abol.ismo de la célula hués?ed . Es ta s 

mod i ficacion es son vari~bles , pueden ir desd e una supres ió n 

l otal de la sín t e si s d = ma~romolécuJas ( DNA , RNA y prot eI -

nas) , has t a una esti mu l aci6~ especi fi ca de genes cel ula r es 

( Fe r n§ ndez - Tom§s , 1987). 

2 n caso virus de la poJiomieJi t: s 

se ha enc ontrado que dic10 v irus inhibe dr§sticamente 

la sí nt e sis de p r oteír, a s y RNA o e::. huésped y , a t iempos 

tardíos también del DNA . 

EJ viru s de poliomielitis pertenece a 

Ja fam ili a de Jo s pic o rn avirus (pico pequeR o y rna = §c ido 

r ibonucJéico ) y aJ género de J os en te rovirus ; cabe mencio-

nar que e st a fam ili a co ns:it uye el m§s impor tant e grupo 

de patógenos hur,1anos . La poli omielitis es una enfermed ad 

infecc iosa que afecta el si s tema ne rvios o central ; 1 a 

entr ada de poliovi ru ~ ; es por Vla tracto- digestiva ; 

s e muJ tiplic_a primero E· n l a farín9eo y/o mucosa intestina l 

y es llevado via tor rr·nt e sanguÍr;eo , hasta Ja s células 

de l s istema nervioso ce ntr31 . ~ a s J esj enes r esu ltan t es 

son ampJ1a s con d 1 fe r-~ nc .. 3S en Ja severidad cl ín i ca , 
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como poJi omi~li tis '2 Sp i !12} que es 

frecuent e o la for ma bulbar de menor incidencia 

( Fenner y co l s . 1972 ) . 

La íam i J i a de los pic orna virus comprend e 

virione s s i n envoJt ura de 20 a 30 nrn . de diá met ro con 

simetr í a icosa h edra l y un con t enido de RNA de 29 a 32% . 

El genoma es una molécuJ a de RNA ( RNAv) cadena sencilla 

de polar-idad positiva es dec ir , pose e la mis ma secue nc ia 

q ue el EN;~m, por lo tan to , s e t.róCuce , para poster1ormente 

rep lic arse a RNi"I polar id ad negat iva el cua l es util i zado 

como molde para sintetizar las cadena s de polarJdad 

positiva (+) forman do el intermediario repli cativo (Girara , 

1969 ) . '." i gur o 1 . 

Las cadenas ( + ) son u ti lizadas po r pol io 

para tr aducirse y consti t u ir el gen oma de l as nueva s 

partícula s viral es ( Balt1more y cols . , 1963 ) . 

Estructur almente , la molécula de RNAv posee u na 

pr o te ína ligada cov ale ntemen t e en el ext remo 5 ' termina] 

conoci da como Vpg (Wi mmmer , 19 7 9) y una regi ón de 80 a 1 2 0 

nucléotidos de a denina (poli A) en su extremo 3 ' termina] . 

EJ RNA genómico , después de q ue apar entemente , 

la proteína Vpg ha sido retir a d a, actúa como RNArn inici án -

dos e la trad uc c ión in V l VO en un solo sitio , d ist ante 

743 nuc l eótidos d e ] e x tremo 5 ' termin a] , hasta un sitio 



de termin ac i ó!1 en el extremo ., ' 
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7 3 6 l ) ' 73 nucleótidos a!1tes cel comienzo del tramo de 

poli P. • • 

Fu ncionalmente . polio se traduce par tir 

de un men s aJ ero monocistrónico pa!a dar a una 

poliproteína Ce 247 , 0úO caltones (Oarnell , l 9 ri 7) , que 

sufre un p r o ce samient o secuenci al dando Jug<n a u n total 

de die z polipépticios , en este proresc ir11 ervi enen 

por le menos dos proteasas codifi cadas pc;r ~, _] vj2us : 

2I-\ y 3C , Figura 2 . 

Operacionalmente el genoma de po .. io 5e divide 

en tre s regiones : ?J , P2 y P3 (Ser.1ler y cols ., 1981) . 

La reg i ón Pl codifica para las proteínas de cápside 

VP l , VP 2 , VP 3 y V? 4 . L2 región P2 cod i fi ca p ara tres 

péptido s : 2A aue es una proteasa encargada de J rc•~pi mienTo 

que permit e dejar libre a la poliproteína F'l v t ambién 

para el rompim ie n to de 3C ' y 30 ' 28 de func iór desconocida 

y 2C involucrad2 en la sín:esi s del RNAv . 

L a región ?3 c-odiÍica para e l menes cuat ro 

péptidos : la ?~~ ot ecsa 3 CD que pa rticipa er el p rocesa -

miento de la regi.ón P l (-lore y coi s . 
' 

198 8) y , asimi~"lo 

el precursor de la replicasa 30 , 3C invol ucraca en e.l 

procesamiento de 3 CD y P2 ( Semle2 ycols ., 1983' , 

Vpg (3 8) que como se ha mencionado S'? une cove:den:ement.E.' 

al e xtremo 5 ' del RNA genom1co (flanegan y col2 . . , 1977 ) 
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y parece participa e n Ja r eolicación del RNAv ; y 3.n. 

de Ja cual , no se cc11 oc e su e .- ,. 
.cU!lClO!l . Al ternativamen te , 

el precursor prcteíc:::i 3 CD , puede procesarse en otro 

s i ~io pa ra dar un pr oces amiento altern a tivo 

de dos pépt idos : 3 
,..., 
' y 3 D ' poc-o estudiados 

y col s . , l 9 8 4 ; P a:. J a ns·~ h y col s . , J 9 8 4 ) . 

( Haneca ck 
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INHIBICION DE LA TRADUCCION 

Durante la j nfecc j ón con el de la 

pol.omiel itis se detecta a njvel celulai , una inhibicjón 

secuenci al de la biosíntesis de macr omoléc ulas . La 

est• ateg i a s egu i da por el viru s para jnh j bir Ja traducción 

de la célula que in fec ta raaic a en dos hechos fundam e n ta -

les :: primero , la inhibición es a n:i •;el de l a " . -.LOrrnac J on 

del complejo iniciador de la traducción ( I<aufm ann y 

COl : ; . , 19 76 ; Ehrenfeld y Manis , 1979) y segundo , no 

se requ ier e apa renteme nte , expres ión de l ge noma viral 

( Ba tl lanian , i972 ) . 

S hrenfeld y Manis (19 79) , han est ablec ido 

un sistema pa ra detectar el compl ej o de inici ación de 

la tr aducción usando anisomyc i na que puede e s t abil i zar 

dichos complejos en las células a a ltas conc ·2ntr ac iones 

de sal (0 . 5 M de NaC:l) , Jo que p uede d isociar Jos complejos 

ribusomales que no tie n en RNA men sajero e i ni ciador 

RNA de tr ans fer enc ia (RNAm y RNAt , res p ectivament e ) ; 

con este sis tema se observa que Jos complej os SUS son 

d i sociados tras la e n tr ada de polio a la célula y refor -

mad o s después de la síntesi s de RNA viral ; a d e más , se 

obsErv a que al tratar a las células in f ect ad0s , con 

se puede re s tab lecer la poblac i ón de los 
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c0:nplejcs :!"as la SU?rcsiéri de lo re¡:;licacjé·n dt:l ~i~Am 

viral causada por la droga . 

Se ha repor tado tambjén una desag1 ?gac ión 

de pol irribosorr;as c-eJula res (Penman y cols . , 1'163 ; Colby , 

19 74 ) y la asociación posterior del RNA vj:-al en Jos 

denominados polirribosomas vjraJes . Lo anter·or se 

ha establecido realizando experimentos con ctlul~s HeLa 

y poliovirus . Tales experimentos consis~en en ci•3tectar 

los de sedimentación de ribosomas celulares 

Jibres y asoc iados con RNAm , encontrándoSE' p2i :·: a los 

primeros una poblacjón de 745 y para ]os segu~dos de 

2005 . 

Por otro lado , la aparicjón de poJ irriJosomas 

virales tra s la desaparición de los cel uL~res se ha 

estableci do med iante el tratamiento con 22tiriomic ina 

a estos cultivo s , dado que si se detecta algcn tipo 

de síntes is de proteínas seran codificadas po~· e l virus 

ya que posee RNA como ma terial genético y la actiromicina 

no afecta su replicación . 

Conforme a los estudios de sedimE' ,1tacjÓn 

se encontró que los polirribosomas cel ula:- es tienen 

un valor promedio de 2005 mientras que lo s vira l es µresen -

tan un coeficiente homogéneo de 4005 . Por ot !ü lado , 

durante Ja infección la velocidad de alargamiento :iurante 
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la sín t esjs de Ja cadena poJ , peptídjc a es consta n te 

y el RNAm pe r mdn ece estat: e ( Leibowitz y Penman , 1971) . 

Du ra n te J a in fe cción con Poliovirus se detectan 

cambios en l a per me abilicad d e la membrana cel ular ocasio-

nando una acu¡¡¡ulación de lJa+ i.nt racelular (Sánche z, 1983; 

Cont;.-eras y cols ., 1 981 ; Alonso y Car rasco , 1981) , habjén -

dos e pro;:iuesto que esta modificación desencadena la 

i nhibición de Ja traJucc j6n del RNAm del huésped y favorece 

la traducción del RNAm vi r al. Al parecer, una vez 

que el virus entra a Ja célula , pr ovoca mod i ficac i ones 

en la p ermeabilidad de l~ membrana plasmática . En exper i -

mentes mas recientes se ha llegado a la conclusión de 

cue probablemen te esto5 camb ios refle jan la interacción 

de un <omponen t e ciel virión con la memb r ana celul a r . 

Es evidente en t onc·:·s , que las condi c iones hipertónicas 

intracelulares favoi ·ecen de alguna manera al RNAm viral 

hac iendo que tenga ventajas soure el c elular pa r a su 

tra ducc i ón ; esto se ha probado cambiando las condic i ones 

del med i o observándose que tras el paso de medjo de 

cultivo hipertónico a h i potónico , la producción de proteí 

nas virales es bloqueada aun cuando se use un amplio 

rango de multipljcida ce s .i nfecc i ón (Moi ( Alonso 

y Ca rrasc o , 1981) . 

Por ot r o lado , ex iste abundan t e evidencia 

en la liter atura que ;-ipoya la inactivación del factor 
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que reco noce aJ re si duo de 7 mGppp \cap¡ , no presente 

en el RNAm viral, en cél ulas infectadas ( Ehrenfeld , 1982) . 

Ros e y col s ., :19 78) han detectado la inacti vac i ón 

d e l factor eIF- 48 i derti ficado como uno de Jos reconoce 

dores del r esiduo 7mG~pp (cap) en el ex tremo 5 ' ter mi n a] 

para el inicio cie l ; • t r aducc i ón . F.s te resultado es 

apoyado por los e xp0ri mentos de Ehr enfeld quien en 

19 8 2 utilizando e se si s tema identificó al r:ismo fac tor 

como defectivo y logró re s t au r ar su actividad median te 

la adic i ón de un extracto de reticulocito de conejo 

a] sistema . 

Rec i er.: eme 1t e se ha e ncontrado que el 

complejo de proteínas q u e se une al re s i duo 7mGppp 

(ca p ) e n ir.fect a das se encuentra inactivo , 

aparentemente poi 

220 I\d . que form e: 

d e gradación de 

pa rt e del complejo 

u n polipéptido de 

(Etchison y cols . , 

19 82) . La degrad a ción se lleva a cabo por una pro teasa 

no codi f icada po r e] virus ( Ehrenfeid y Lloyd , 1985 ; 

para una revisió:i mas rec i ente ve r Sonenberg Na hum 

e n Advances i n Viru s P. 2search . v ol . . 33 , )9 87) . 

Por ot r o J 3do , tras incubación en la región 

traducida 5 ' terminal de pol~ avlr u s con fac t ores citopla~ 

mát i cos celulares , DeJ Angel y cols . ( 1989) , 

q u e dos zonas en esta · egión del genoma vira l 

encontraron 

(l - 250 y 

32 0 - 629) l n teraccionan con f act~re s de iniciación de la 
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(p1ese ntes el Javad0 r ibosorn a J ) ~ Uno 

de Jos fa c:ores involucra dos es eJ factor elf - L' - Es t a 

interacción puede par ticipar en e] p roce so de tr aducción 

del RNA mensaj ero viral . 



12 

I NHIBICION OE LA TRANSCR I PCION 

Como se mencionó anteriormente , durante 

Ja in fe cci ón con poljovirus S é detecta tarn!::li én una marcada 

inhibici ón en la síntesjs de RNA en la célula huésped . Este 

: enómeno fue descrito e11 p:-~mera i ns tancia por Sa lzrnan 

v cols . (l 959 l , Martjn y :::ols. ( l962 ) y F1·ar-:klin y Bal ti -

( 1962) ~ i·íá s t a rde , los es t udios se ampliaron 

u t i J i za ne o di s t j n tas ] í n E: as e e 1u1 a r es y va r i os rn i e mb ros 

de l grupo Picornavirus ( Zimerm¿n y cols . 1963) . 

Así , por ejemple: . Bienz y cols . , (1978) , 

han realizado estudios pr obando células HeLa , Hep 2 , 

Vero y L, in f ectándolas ,·:o n ? olio y Mengovirus observán -

dose un patrón genera l de dec remen to de RIJA celular : 

decre;aento lineal en la síntesis de esta macror,1olécüla , 

t eniendo como excepción sólo a las células L infectadas 

con Hengo\· i rus , pues aquí , el decremen to en la síntesis 

de RNA celular es exponenc~al . 

Tras un estud:[o cspecíf i. ::o con células HeLa 

v L y ?olio y Mengovirus se observa , durante la sínt e s is 

de RtJA v pr o te ínas ceJubres que usarid 0 ca!lt ida des similares 

de virus, células y ma t eria] radi a ctivo r 14 r - urjdina para 

RNA v 
1 ~c - Je ucina para prote í n2s) Ja cantidad de RtJ A sjnte -
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tizado en células L es menor q ue en las HeLa después 

de la ad1cjón en ambos sis t emas celulares de Mengovirus ; 

en cuan t o a la síntesjs de proteínas el resultado , si 

bien sim:d a r , es mu c ho más marcado ; esto puede ser debido 

a que en el momento deJ bloqueo de l a traducción e x iste 

en ambos tiµo s ce luJa res una poza de RN.Z\m li s t o para 

tr aduc ir se que es mucho más grande en células HeLa ; 

ello probablemente por el 

poseen és t as con respecto a 

producir más cadenas de RNA. 

Todo esto i ndica 

más 

las 

que 

rápjdo metabolismo que 

' L , lo que les permite 

las obser v aciones en 

la sínte sis de RNA y proteínas no son cien por ciento 

::'eebido al ·: i r":.:s ya que intervienen ta;;ibién los mecanisTilos 

intrínsecos del tipo celular con el que se esté tr abajando 

(McCormic k y Penman , 1967 ) . 

Ensayos de transcripción in vjtro con núcleos 

íntegros de c ~lulas L y Mengovi r us han de mostrado que 

la t ransc ripci ón inicial!ilen t e afectada e s la de pend iente 

de la RNA polimerasa II ( Mi lJer y Penhoet, 19 72 ) mieri tra s 

que la catali zada por las RNA polime ra sas I y III son 

afec t adas en menor proporción y a tiempos tardíos de 

la i nfección ( Schwartz y cols., 19 7 4) . El mecanismo 

i nicial!ilen t e su gerido fue por Ja probable interacción 

entre algún producto del virus con el DNA o p rote1na s 

a soc i adas a la croma ti na emp le ada o con la RNA poli!ilerasa 
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responsab le cie ' -Je a ct ividad sintética ( Apr i let ti y Penhoet , 

1974 ) , ya gue no hay cambios de:ectabJes en los patrones 

de me tilación , poliadenilaci ón y adición del CAP del 

RNAm ( Fernández MuRoz y Darnell , 1 976 ) . 

También se ha reportadri que disminuye e l 

numero de RNA ¡JOlimerasas II un idas a] t emplado c onforme 

la infecc i ón progresa (Flore s - Otero y co l s . , 1982) y 

que la subunidad mayor ( Ilo) la RNA polimerasa IIO , 

es modificada C~rante Ja i:-ifec:c:ió_r: de la célula ~0!1 

polio (Rangel y cols ., 1987) . .Z\Ú11 cuando no se sabe 

el mecanismo con detalle se sJgiere que puede deberse 

a un bloqueo en la unión de las enzimas , a una liberación 

prematura entre el templado y la po] imer·asa e '.lna n:odifi -

cac1o n en las enzimas utilizadé1S en el proceso . Es ta 

conclusión se basa en gue se ob~erv<:, una redt~cción signi -

ficante en cuan to a la cantidad d:c RNA poJimerasa :i:IO 

( una de las subespecies que conforman a ] a RNA !=JO] imer a sa 

I I) después de la infección , lo que apoya nuevamente 

la teor]a d e que !=JOiio ind uce la ir,hibic1 ón de la tr ans -

cripc i ón de l a célula huéspeJ a r. :vel de inicio de la 

cadena de RNA ( Hangel y cols ., 1937) . 

Por o:ra par_te , Crawfo:d y cols ., ( 1951) ' 

reportaron que ex~ractos celulares provenientes de células 

infectacic.s carecen al menos de un lactor requerido para 

la iniciación e specifica de l a tr a nsc:1pc1ón ya qu e a] pr~ 
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en ellos un a inhibición especí f ica de J a transcri;:w i ón , 

, . a l ag;·e g ar a éste s i stema un a preparación d e facto;· es 

de t ranscr1pción se restaura Ja actividad de la polime ra sa . 

!' ara probar que el fac tor o fac to res han sido mo di fjc a dos 

o degradados po r el virus durante Ja j nfecc j ón, los 

:: u t ores han mez cjad o el extracto de células infectadas 

:con tra nscr i pción i na ctiva) con un ext rac t o de células 

rw i nfectadas obs erv ando q u e hay Ll '" r einic-io del .'.:lroceso 

r anscr i pcionaJ 

Laza rd y cols . ~ 1989) en estudios reali zados 

con l a regi ón del pr omot or tard]o de Adenov ir us 2 ( secuen -

üPE ! y cüri e x trac t os nucleares , de células He La 

: nfec tada s cor· polio, han repo r tado que ha y una mod i f i 

cacJ on e n la un J Ón de la secuencia UPE co n el fa ct or 

t!Sc i mulador de Ja tran scr i ;ición ( USF ) con te nido en los 

e xtrac t os nu c lea res po r Jo menos en cond1cior.es normales; 

esta modi fic aci ón coi n c i de con la in h ibici ón de la s]n tesi s 

RNA men sajero celular en ensayos in vivo e .i n 

'-' i t ro Ad icion al men te, l os auto re s reportan ja detecc 1 ón 

:.le un polipéPtido de 50 Kd de i nducc i ón o mod i ficac-ión 

-.•ir al . qu e apa rec e en el e x t racto nuc-l e ar con ties horas 

de 1nf 2c ción con poJi o y que se une espec- ífic-amente 

il J a sec-uenc:a UP2, en contras t e con e l polipépt i do 

!1or mal : de 46 Kd . 
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En cuanto a la i~act1vac1ón de las poli merasas 

tras Ja infección con poJ:o se sabe que ~sta ocurre 

a Cl.if ere n tes t iempos !:Ja.:- a ca::a una de las e1·-zimas ; así , 

se tiene que para Ja poli~erasa Il l ó i r. hibi ción de 

su activida d se detec : a, las tre s 

horas de iniciaóa 1 a infección . La jc~hib i c i ón de la 

s.í ntes is de RNA pr e - :· iboso:11a l por Ja RNA polimera sa 

I se sabe ocurre a tie;;ipos ::i·_¡ y terr. ;:nanos de" ª infección 

en células He La infectadas con ?oliov ~ rus (C'ontreras 

y co ls ., 197 3) ' sin e rnb arc;o , tarnoién ~ s conocido q ue 

en célu las L infectadas cor. el v1:-us de la r:·ncefclorni o -

carditis , la inhibic ión las RNA poJ i rnf· rasas 

III se reali z a un poco mas tar~e con respecto a 

polirnera sa II (Fradkin y cols . , l987 ) . 

I y 

l . . 
~o 

La estabilicad de2 RNAm celular no se mod i fica 

(C'olby y cols ., 19 74 ; ? ranL1n y cols ., 1962 , Leibow1 tz 

y ?enman , 197]) . 

As 5 mi smo , se r¡ a encon t rao o du rante 

Ja tran scr ipción d e lé' R!J .Z\. ;:iolime:·asa IJ J :1c.s fac to;·es 

específicos para tal p:-oceso , TFII I.ZI. , TI ' IJI3 y TFIIIC , 

se ven a f ectados de rnane;· a ciferenc- iaJ oor 2a in f E:cci ón 

con po~io , correspond ie ndo un graoo m.ínimo de a:"ecci ón 

para TFIIIA y un gra éio ma ;::rno o SE'vero a ~'"' JIIC' , par a 

TFIIIB se ha encantado una afecc :ón coco e vidente lfradkin 

y co ls ., 1987) . Pa ra deterr..:n ar esta cinética se rea li -



J7 

zaron experimen~cs Sé u301-on extractos cruóus 

Jibres de cél u las (S JOO) preparacios con células infec -

tadas con polio y de forma fjnc;1d2 (mock.) La trans -

cripc1ón espec:.-f ica de la pol1merasa II I se ensayó 

usando un pl§smido con eJ gen VAl de Adenovirus tipo 

2 cuya tra nsccipc ió 12 correcta ?reduce un transcrito 

de JóO nu c.:e ót i jos . Como r esuJ t acios de estos exper imen -

tos se observó que la actividad para gen"!rar tra nscri to s 

del e xt rae.o p r eparado con células infectadas va dismi -

nuyendo progreé0 i vament e a partir de la tercera hora 

post - infección y esto se ha e x p l icado por la ausencia 

ciel factor TF: I IC en dichos extractos . Adem§s , se 

examinó si est~ decremento en los transcritos de VAl 

en los extractos i nfectados era debido a una nucleasa ; 

para esto , 

transcritos 

in fectadas 

tra nscritos 

a 

de la 

extrac t os 

lo~: a u t ores mi di ero n la es: a b i l i dad de los 

tanto en 

con polio , 

Jas 

los 

células mock. como en las 

resuJtados fueron q u e los 

per man ee ier O!: estables durante 90 minutos 

Estus resul t ados lJevaron a Ja conclusión 

inhibición de Ja t ranscripción de VA] en 

de céJ ulas infectadas con Polio es debida 

a un defec to ~n el nivel de sintesis de RNA y no a 

un decremento en la estabilidad de ] os transcri t os 

: F r adk:n y cols . , 1987) . 

Ta mbjén es conocido , que las PN.l\ polimerasas 

I I y I I I s ·::> J u L-i l i za da s de e é J u l as in fe et ad a s conservan 
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la actividad tra nscr _1pcional aJ ser €'·r.5ayadcs con un 

temp lado exógeno {Schv-:artz y cols _ , en :·elación 

a esto , se han real.izado estudios en los que se e x trcJe -

ron las RNA polimerasas J , II y JI1 de céjulas i n f ec t-3das 

poniéndolas , poste!"iormente , en otros sistemas con 

diferentes templado s en los que se ha ·: i sto , recupl?ran 

s u actividad , Ja comp Jeta recuperación de ésta se obs e rva 

al tratar las células infectadas con cicJox i11ida 

inhibiendo de E-Ste modo la síntesjs je proteína:: y 

probando que no es ésta la causa de ic,ilibición de la 

sinteis de RNA (Apriletti y Penhoet , 197 ~ ) . 

As.í mis mo , se ha establecidc que , para que 

s e detecte el e f ecto supresor , s e requie re de la ac :imu -

lación de productos virales (Penman y cols ., 1963 1 -

BaJtimore y cols . , ( 19 63) ' establec en u na 

comparaci ón entre células L infectadas con Mengo~~~us 

tratadas y no con puromicina y p - fluorofeniJalan l na , 

dichos compuestos como se sabe , impicie :o Ja trad uc ción 

en células normales _ Por parte de la pu rorni cina se 

debe a que posee una estructura simi J :cr a la cíe un 

derivado aminoaciJo deJ resto adeniJ:c~ termina} cíe 

un RNAt , por Jo que interr ump e Ja prc.:.ongación cíe Ja 

cadena por su capacidad de u nirse al centro !J.. cuéondo 

el P e s tá ocupado formando un der iv ado con va] ente pe¡::t i -

dil - puromicina que se disocia del ribosor.,a po r no pos-2e r 

la estructura prec i sa para ser reconocic:ia por e l apar é1;:0 
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de traducción y ser tr o s j adada =' j c entro P . Por otra 

par t e , la inhibición p rov oc ad: por la p - fluorofenilalanina 

en la s ínt es i s de p: :Heínas se debe a que es un análogo 

de Ja fenilaJanina puo:de sustituirla en Ja eJ.ongación 

de la cadena aminoacídic:c , lo cuaJ es a;1or ma J (Lehninger , 

A .' 1982) " De en~~ re sus resultados se obtiene que 

ta n to la puromicina =orno la p - fluorofeniJaJanina suprimen 

los efecto s inhibi - cirics causados po r eJ v i rus , lo 

cuaJ , constituye una ~uer : e evidencia de que la inhibición 

de J a síntesis de ma=romol éculas es debida a los poJ.ipép -

ti dos formados l ci se ha vist o 

que dichos polipép t i óos se encuen~ran tan t o en células 

tra t adas con actino'i'.~cir,a como en Jas no trataC:as con 

eJ.Ja por lo que sól o puedPn ser productos del virus . 

Por otro J ade , Fernández - Tomás ( 1982) también 

ha detectado poJ ipépt ido~: en núcleos aislados de cé J.ul as 

HeLa infectadas con pol; o ; ta les poli pépt idos han si do 

identificados como dos :Jequeñas proteínas : P66 y P45 

y u na más grande , P75 Jue al parecer y por marcaje , 

se ha deter minado que es p rec u rsor de las dos anter i ores . 

Fernández - Tomás sugi e re que estos productos pueden 

modificar la activicaci d ~' l "" R t~ '> polimerasas adheridas 

a] templado de DNA para 12 transcr i nc 1ón celular . 

Bienz y co: s ., ( J982) , han demostrado tamb i én 

que esta acumulación de p~oteína;c virales en células 

infectadas con polio Sf tras la penetración 
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'-1 j f IJS a la célula ; romproband0 además , +.:al 

acumulación es de manera d: f erencial en el citoplasma 

y el - 1 nuc"eo de células inÍe:-tadas y que dicha diferen -

ciación e s tá determinada por Ja af:r.idad de Jas proteínas 

vi rales por las estructuras nucleares . Dentro de Jas 

proteína s encontradas de mane re preferencia] en el 

núcleo están los precursorPs de VPl y , de n tro de los 

que se localizan en el ci:oplasma los de VP3 y 30 ' 

(Bienz y cols . , 1982) . 

Bossart y coJs . ( 1984) ' ha detectado e J 

rr.ismo resultado aJ analizar n úcleos aislacos de células 

í-lep 2 no infectadas con extractos citopJasmáticos in f ec -

ta::'!os con polio y .:\pr.iJe tt i v Pe:-ihoe<: (1974) en células 

L infectadas con Mengovirus . 

Igualme n te, se ha postu~aco que al guna proteina 

vira l o Ji:Jop roteína , actúa cor,10 inhi!Jicor de la trans -

cripción celular ( Balar.din y coJs . , 1964 ; He y Was hi ngton , 

J97l ; Bienz y cols . , 1982 ) . Ya c:ue se Je ha detectado, 

poco después de que eJ virus ~a pene t r a do ( 2 horas post - in -

feccí6n ) ; en un ¡Eincipio no se conoc}a Ja naturaleza 

de este inh i bidor sugirié ndose que se t rata de una Jipo -

pro t eína de or i gen viral ya.cue aJ :ratarJa con fosfo lipa -

sas y calor pierde su acti\·idad inhib i toria, sucediendo 

Je mismo aJ se r tratado con puromicina y p - fJuorofeniJa -

lanina , además de presentar insE'nsibiJ i dad a Jas ribo nu -
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cJea sas y a las en z imas pro t e0Lític0s, así rnClo el hec-'.;o 

de extraer sus componentes con solvent~s orgánicos . 

Bienz y col s . ( l 9 8 2) ' sugi er en que este 

1nhibidor es un producto 'Ji ra1 de J ·::is que e·llo s mismos 

han detectado como sintetizado en el c itoplasma y trans 

portado al n Gc 1eo . 

En o tros estudios (N úñe?., V . J 9 8 5) se ha 

e n con t rado una pro t eína induci d.3 el virus de 

polio asociada a Ja cromat1n a celular , con elta a:'.: i nidad 

por DNA denominá ndosel e PAD 35 (N Gñ ez , V. 1985 ) ; igualmente , 

se reporta Ja dis min ución gradual de una proteína celelar 

de peso mol e cu lar pa recido a la a nterior per o al oarecer 

un poco mas básica y de baja afinid3d por DNA ( ?c 35) . 

Es t os :esultados apoyan Jos obtenido> por otr::is invest i 

gadores (C'rawford y cols ., 1982) en relación a la fal t a 

de un factor necesario para Ja i nicjación espec.ífica de 

la transcripción , ya que la dismin uc 1 ón gradual de Pe 35 

repo rt ada por NGnez, V . ( l 9 8 5) coloca a és t e pép t ido 

como pos1ble fac tor de iniciación y bl a nco de la i nfección . 

Por otro lado , también se apoyan J os res u l t ados de Bahirílore 

y cols . ( 1963) , Ba1andin y Franklin (J 964) y Fernández - Tc 

más ( 1982 ) , entre o t ros sobre la pres e ncia de un i nh i b i dor 

i nduc1do v i ralmente IPAD 35) (N Gñ e ¿ , V. 1985). 

Recientemente , Range1 y co l s . 1~9 88 i . en 

est u dios realizados con cél ul as HeLa v pollo , han bloqueado 
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la síntesis de productos vj r¿; J. es mediante el tratamiento 

de las células infect.H.ias con ci.cJ ohe): imid a y con clururo 

de z inc , observando que el efecto inhibitorio causado 

p or e l virus sobre J. 3 tra!'lscripción celular es anula do , 

ésto , apoya la idea de que es un prod ucto viral Jo que 

provoca la inhit iciór de la tra nsc ripci ón celular dado 

q u e al no haber síntesis de prod uc t os virales hay un 

comportamiento s1 :nila r de las células infectadas con 

las control no iniectódas . 

Holla ~d y Peter son ( 1964)' por otro lado , 

reportan que el !. e mp l ado u tili z a do por la RNA polimerasa 

no se encuentr a modj ~ic:ado , estos es tudio s sin embargo , 

no conter:iplan la posibilidad C:e camoi os en la estr u ctura 

confo r maciona] de la c: omatina cel u lar . 

Una de las característica s principale s 

de las c élulas eucarióticas es la enorme cantidad de 

DNA ( aproximadamen t e 3 x 10
9 p . b . ) en forma de cromatina . 

Por ello en a~os r~ c ientes se ha n uti lizado sis temas 

más sencillos . 

Asi , set enen ya establecjdns varios sistemas 

modelo que han ayuda d o a elucidar los problemas planteados 

dentro de la biologia mo l ecular . Como eJemplo de esto 

se tienen los est udios 

por Hers h ey sobre DN.l'\ " J 

con bacteriofagos 

coT.o ve!-:ículos de 

reali za dos 

clonac:jón 

para est u diar me c an i3mos de regulac i ón celular ; dentro 

de los virus an l mal~s emplea~os como herramient a para 
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:investigar Jos rnecanjsmos c'ie r e g t: l a c i ó n .:.nvolucr-ados 

en Ja trad ucción , transcripcjón y re_::il 1coc i ón de célu~as 

eucariótas , se tie nen Jos est '.Jdi os de replicación de 

DNA con Poliornavjrus ; procesarn.iento de RNt'I. (splicinsil 

usando Adeno\rirus; regulación de Ja tr¿;nscripción empleando 

DNAs v i rales ; SV40 para clona:::ion2s euca r iót i cas en 

fusiones celulares con e] virus Seridai ven transformación 

celular . 

Manley y cols . ( l 'l30) ' han desarrollado 

un s i stema que consi s te en u n extracto celular derivacio 

de células HeLa concentrando y dializado, con pequefias 

moléculas y factores 

requiriendo tan sólo 

necesarios pa : a 

DNA exóg e no . 

la 

La 

transcripción 

conceritración 

de este extracto es importante pa a l~ iniciac i ón correcta 

de Ja transcripción ya que se ha visto que , aplicado 

a altas concentraciones puede sup ' ir.n r eJ proceso y 

a muy bajas da como resultado Ja ;) roducción de una elevada 

can ti dad de RNAs heterogéneos . 

Con la util i zación de e': t e extracto , Han da 

y col s . ( 1980) ' han trabajado en :. a df'terminación correc t a 

y cor,1plet a de los sitios de inicio de Ja t·a nsc ripción 

de genoma de SV40 , al cua l emplec•i1 como templado en 

el sistema de Manley antes mencionado . 

lgualmente , Dav1son y :··o l s . , ( J 9 8 3) ' han 

realizado estudios de la inter¿,ccit'.·n de :factor-es con 
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si:=cuencias del pa~a :f cr íí,¿. r Jos comµJejos de 

para e l proceso de transcripcjón . De 

esta manera se han e~cont 1 adc dos sjtjos de inicio de 

Ja tran s cdpción de este virus , locaJjzados a 0 . 655 

y 0 . 67 en su mapa , estos resulta aos sugjeren _que sólo 

alr¡unos de los sjtios usad ·)S por los promotores i n vivo 

durante cada uno de los estildos de jnfección son empl eado s 

adem§s de que ~ace supone r que el extracto 

ae células HeLa reco~oce algunas secuencias deJ sitio 

del promotor p a ra la síntesis de Rt·JP.s mensajeros tardíos . 

l'.sí mismo , se han de:ect.:do e n este virus dos clases 

de RNA mensaJeros taraios de secuenc ja heterógenea . 

Por otro lado , Djnan y TJian , ( 196 5) ' por 

ejemplo , han util i zado ..el. "cnnancer " (secuencia de est imu -

lación de la tra nscripción) de SV40 como prototipo de 

los sistemas de tran sc ripción en euca riote s , enc on trando 

de est e modo una proteína , SP l , que juega un pape] 

directo en la tran sc rjpcjón vjral de la cadena opuesta 

o complementaria de DNA , adem§s de los fac~ores transcrJp -

cionales; tal proteína se extrae ~e cultivos celu lare s 

humanos y posee una interacción directa con ]as secuenci as 

requeridas para la respue~~.t a t r dns.cr ipc i ona l, esto es , 

l as secuencjas ricas e'n c:c h acia la i zqujerda de la 

caja TATA; a Sl mismo , les auto res han de ter minado que 

no es este el un1cc:i si t ~o de '.lr:: Oli. , s i no cualquiera 

a lo largo del r¡enoma de SV40 siempre que presente secuencias 



GC . La cantidad de s1tjos de unión Cle SP 

facilidad relativa que puede tener eJ v .i r us par a 

a Ja célula . 

As.l mjsmo , Sassone - C:orsi y cols . 

. .e . 
in ~ect a1 

( J 9 8 5) ' 

sug i eren que Jos factores de transactivac i ón o estimu l ado--

r es de Ja actividad de J 11 enhacer ll están involucrados 

no sólo en esta secuenc i a , sino también en las ::egjones 

5 ' y 3 ' de la cadena de DNA a tr anscr ibir . 

Así , se sugiere que los experimentos de 

estir:iulación in vi t re refleJ an la ac ti v id ild del "enhacer " 

in vivo . 

De igual manera , se han estuc'liado lo s complejos 

nucleopro t eícos de S\740 por f.1i croscopí a electr ónica . 

Dichos e s t udios han dado corno resultado , eJ conociE1ien to 

de tre s f ormas diferentes de estruct ur as nucleopr o teícas 

del genoma tras su int r oducción en la célula huéspe d , 

tales fo rma s -se han denominado : a ) compl ejo " ' aquel 

que se fo r ma poco después de que S\74 O hil penetrado en 

la cé lu la huésped ; b ) complejo II, formado a partir 

del I poco después de que se comple t a la replicación 

de DNf> d2 S\740 , lo que da como resultado la inhibición 

de la ac ti vidad biosintética del complejo y e) los 

viriones maduros en la etapa f i r.a J (Ferná n dez Muñoz 

y r oJs . , 1 9 79 \ . 



26 

La cromatjnc V Í r d J Jlamaca rnjnjc r omosoma , 

ha s i do aislada a tiew;-.>os tardíos de Ja infeccjón y 

ut 11 i za da como templado para dirign la transc;:-ipción 

in vi~ro . Este sistema ha sido estudia ~ o ?Or Beard 

y co l s . (] 9 8 2 ) ' quienes además de la crowatina viral 

han obtenido el DNA desnudo del virus ; al ensayar Ja 

tra nscr i :::ición con los t emplados anteriores , estos autores 

han encontrado un índice de transcri~ción mayo r para 

eJ promotor t ardío (esto es , transcripció~ tardía) en 

los 1: res ensayos y, aGemás , al compar.or Lis resul1 ados 

en tre uno y o t1·0 caso se l1a visto que la mayor def inici ón, 

y :::JOr lo t an to cantidad de transc1itos tardÍ ·)S, se obt-i.2ne 

en el ensayo en el que SE utiliza DNA desnudo como templado . 

En o tr o reporte , 'rack y coJs . 11 985) , utili -

zando el mis1«0 modelo de Beard y cols . han determinado 

que el pa l r on ds transcripción Je] mini cromosoma de 

SV40 no se ve afectado , rel at i vament e , ;:io r los camb1 os 

de concentración del t emplado adicionado al ~jsterna ; 

los autores prueban además , que predom i na >0: ] RNA t ardío 

en todas las conc·::n t r ac j ones probadas; a.::-J mismo, se 

ha observado ur. tien1po ópti mo de síntesis c] ,3 transcritos 

temp~anos y tardío s de RNA tra s la SV40 , 

ub i.cado entre las 34 y 40 horas pos t - infección . La 

term1nac1on del proceso de t r a ns c r J i)C i ó ' l , alrededor 

de las 46 horas p . i . , parece ser deb ido .;, que existe 

un número determinado de moléculas transcribir y , 
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una vez cuhjerto é!"tP ri<) jr;i¡:1 r) rt2 c·Ján1as n:oléculas mas 

queden en E·l sjstema , éstas ya no se transcriben; es 

c~; imi sno , qu e , a períodos tardíos , aparezcan probable 

factores vj r aleH inhjbltorios que se unan al templado 

i mpidiendo de este modo la con ti nuidad de la transcripción . 

Para expljcar la regulación de la ac tividad 

de Jos p r omotor e s t emprano y tardío , Tack y cols . (19 85 ) , 

han propues t o dos mecanismos : a) uno mediado por JJna 

=·ebclase de ant. ge;10 c:ue se une al cromosoma ce usando 

una repres i ón 2n la actividad del promotor temprano 

sin afectar en nodo alguno al tardío y b) otro ejercido 

por uno fuerte unión entre un factor trans - <::ct ivador 

(loca} izado en los de los culcivos 

las células CV - 1 infectadas con SV40) y una estructura 

nuc]eoproteíca estable q u e favorece la t i· anscr ipc j ón 

tardía sob r ~ 16 temprana aproximadamen te en un factor 

de 10 veces . 

r< obb i ns y cols. (1986) han encontrado med iante 

la construccjón de diferentes plásm idos combinando los 

sitios de l os p r omotores temprar.o y t ardío 2sí como 

Ja secuencia del "enhacer" de SV40 y el gen de la timidina 

cinasa de he;·pes·Jirus , que hay una espec1fidad del "enhacer" 

de S\14 O que se podría explicar por dos posibles r.1odelos: 

i) que la "ecut.ncia "enhacer" no tenga un efecto determi 

nante soore el gen a tr0nscribir y ~il que la hab i Jidad 

de esta secuenci a para estimular la expresión del ()en 
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Ciependa de i !1 ter2c:c~c ::es p !'ecjsas c!e } 92n , de fac tofe s 

de transcripción especi f icos y e2 " e n hacer ". Los au to1 es 

(Robbins i cols ., 1936 ) , est udiaron además Ja estimuJac ; ón 

d e la tr anscr i p ción por el an t í geno T IAg T ) encontra:1do 

que Jos efec tos de éste son indirectos y no es necesa :-ia 

su presencia de manera constante y conti nua para que 

se lleve a cabo la tra nscr ipci ón ( Borowie c y col s. , 

1938 ) 

se 

de 

En 0 ·1 r os experimentos con adenovir us U .I:\ 

ha v is t o c¡ue 

ciertos genes 

éste puede 

celulare s 

activar Ja 

y v ir ales, 

tran sc ri pc i ón 

aparen'.-eme .1t e 

de rcanera independ ie nte de l "enhacer " ( Robb i ns y coJs ., 

l 9 3 6) . 

Otros e xperi men t os con SV40 han sido en focados 

a de ter mi nar Jos sitios de ter minación d e Ja transcripci6n . 

En cuanto a Ja transcri pción temp r ana se sug i ere que , 

in vit r o , puede finalizar e n algún siti o comprendido 

en el o rige n de Ja replica ción del genoma vir al, as í 

mi smo , se ha encontrado que las cadenas d e RNA s i n t etiza das 

son de l ong itudes d i f ere n te s , Jo que hab la de un s i tio 

d e t érmino h eterogé n eo o múltiple . Otr o da t o import ari t e 

que se ha de ter minado es que . Jas s ec uenci as ricas e n 

timidi na pueden ser i mpo:-tantes e n e J proceso de te rmi 

nacion de la tran scripción como se ha observado en leva 

dura , ::. - globina humana , entre otros ; dentro de la cade n a 
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:emprana de SV40 se han Joca]~zad~ al menos tres f ;agmcn:os 

cuyas secuencjas co:1sta1-, de 4 ó más res i duos de rimidina, 

Ja localización d0 es t os segmentos es t á es¡:iecíficamente 

dentro de la región ORI lo gue apoya ]os datos anteriores 

(Grass y coJs ., J987) . 

ESTUDIOS CON f :L MINICROMOSOMA DE SV40 

Este ti~o de sistemas ha permitido abordar 

el funcionamiento del minicromosoma baj '.) dj feren t es 

circunstancias . Díaz i·loreno ( l 9 8 3) ' al 

estudiar la transcripcional de minicromosomas 

de SV40 aislados de células CV- J supe r infectadas con 

e1 virus de la poliomielitis , repo~tó que dicha actividi'ld 

está inhibida . 

El r,1od e Jo establecido por Díaz ;'-1oreno se 

reali zó t omando en cue nta las carac terísticas estructurales 

y funcionales deJ com?Jejo de transcripción, dependiente 

de la RNA polimerasa del h u ésped del vi ~us SV40 que. 

como hemos mene i on .3do , puede ser considerado como un 

gen eucariótico . Este sistema de coinfección con polio 

requiere de altas rr 'J]t::> Jicidades de infección por parte 

de éste s obre eJ ya e stab lec ido CV- J/SV40 , puesto que 

ex i sten dos hechos guE debe n tomarse en cuenta para 

toda coinfecc1ón : el que puedan existir modificaciones 

en Ja membrana ;::lasmát -te a ocas:C:rnacios por la in fe cción 

previa con SV40 , J o gLe puede disminuir la efectividad 
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de poi i o en el reconocimiento ri 0 ] 

o en Ja penetración y ii) eJ que la infección con SV4ú 

pueda desencade nar mecan i smos cejuJares o virales que 

s upri man Ja expresión de un segundo v lrus . 

Los mecanismos de transcripción de los conpJe -

jos 

eJ 

CV- l/SV40 y CV - J/SV40/POLIO , 

autor encontrando que polio 

fueron comparados por 

inhibe espec]Íjcaíílente 

la transc ri pción de SV 40; tomando como control el corr:pJeJO 

trar~ sc ripci onal de CV - 1 - S\?40 ob serva unc. 

óptima a las 39 horas p . i . mientras c_:ue el corr:pJeJO 

tran scr ipci onal obtenido del sis tema CV- J - SV40 - po1ío 

alcanza sólo un 60% de ac tividad después de 3 horas 

de ccin f ección y un 50% a las G horas . 

RACIONAL 

Dado q ue nosot !·os estamos interesados en 

estudiar el mecanismo por eJ cual PoJiovirus i :ih i be 

Ja transcripción ceJuJar y puesto qu e Holland v ?eterson 

( J 9 64) mos trar on que no se de t ec t a mod i f icación en la 

estructura conformac ional de la croma tina de la c§Jula 

huésped tra s la infección c on es t e virus , el obJetivo 

del presente trabajo fue est udiar si existen modificaciones 

a nivio-1 deJ minic romo soma de SV40 duran te Ja coinfecció:: . 
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EJ pe;~ 'Jd i o l a con:ficur.~c i ér: 

del mJ ni e r Ofí10S8rna de SV40 en céJu.las superinfectaüas 

con polio se ve ayudado en g r an med 1·.::a pc>r Jas técnicas 

de corte con enzimas de r e s tr icc i ón y o i)ser·,ac1ón de d:icho 

m1nicrorno s o ma por mi croscopia e lec t ró~ica , ya q ue como 

se sabe , la activ1dad de la s en z i ,1~ a s de restricción 

es mayor en aquellas secuenc i as de DNA que presentan 

una estruc t ura mas distendida gue en Jas c;1.1e se presentan 

de manera compacta , debido a la expos :i ::-ión mayo r ce 

Jos s it1 os de corte de ]as primeras . 

recien t e ( í'iei SS y coJs . , 1987) se ha 

Ja r eg i ón ORI (libre de nucleosomas ) 

promotor tardio de los minicromosomas 

En un es t udio 

2ncontrado que 

y Ja r ec; i ón del 

Ce S\140 pueden 

ser más sensibles al corte de las enz).mas de restricción 

suela reg1on 5 ' de Jos genes tem:::irancs; e3tos resultados 

sugieren q u e las regiones med 1 a y 5 ' t::'rminal de jos 

genes Lempranos de los compl e jos tr ansc r ipc 2onaJes de $V40 , 

a1sJados en infección t a:· dí a a fue 2 z a s iónicas bajas 

o fisiológicas son es t ructuras con ur.a conforlllaciór: 

más compacta que el resto del genoma . 
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ORIGEN DE LOS MATERIALES 

Baker Fosfato de sodio rnonobásjco ; fosfato 

de po t asjo dioásico ; cloruro de potasio; dextrosa ; carbonato 

de sod io; gJ:,_ cerol; ácido tri - cloro acético ; ácido bórico; 

tolueno . 

Fethesda Research Laboratories (Bethesda 

Md . EUA ) ( BRL ) . Agarosa; di t iotriethol ; cloruro de cesio . 

BDH. Dodecil sulfato de sodio . 

Carbi ochem ( EUA). Bromuro de etid io . 

HyClone . Suero de ternera. 

Difco . Agar noble . 

Farr.1aceútica Lakeside (México ) . Penic ilina; 

estreptomi cina. 

C:ibcoLab . ( EUA) . Med io Dulbecco . 

ner ck . Cloruro de sodio; etilendiamin ácido 

tetr a - acé t ico di só d ico ; rojo de fenol; etanol ; deoxicolato, 

metanol . 

F:ickard . L , 5- Difeniloxazol (P PO) . 
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S igma chem i cals ro . (EU .;'.\) . Tri psina; hepe~ ; 

tris ··base ; t ritón x - 100; rojo neutio; tris - HC.l ; Tr jetan-:- -

ja u: ~na; feriil - me~ i J-sulfo1;iJ-f}tK>rLro . 

What.man. Pape l whatman 3 MM . 

Koda}: . Pel5cuJa Rcyal Pancror.,át1ca; X- Or.,at. K. 

Material radiactivo : Amersharn, Inglaterra . 

< 
Meti l -E - timidina . 

Enzimas de restricción (Bgl 1 , EcoRJ y Pstl) 

Amersham , Inglaterra . 

Lineas celulares y virus : C§lulas CV- 1 deriva -

das de riñón de mono propagaóas en el Labora~orio 23 

del Departamento de Gen§tica y Biologia Molecular CINVESTAV 

IPN . 

El virus de la poliomielitis (Mahoney ti;:>o 

I) y el virus SV40 (cepa 777) fueron propagados a ba J a 

multiplicidad en c§lulas HeLa y rv - 1 , respectivamente . 

El virus SV40 fue proporcionado por el Dr . Patricio 

Gariglio del Depa rta men to de Gen§t ica y Biologia MolecuJ3r , 

CINVESTAV- IPN Y eJ de la poliorüel itis fue obteni c1o 

del laboratorio del Dr . David Balt imore . 
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PREPARACI ON DE SOLUCIONES, MEDIOS DE CULTIVO 
Y AMORTIG UADORES. 

En la preparaci6n de todas las soluciones , 

amortiguadores y medios ele cultivo se uso agua bidestilada 

(A . B. ' Y se esterilizaron por autoclave (E . A. ) 22 libras/cm 2 

de presi6n , durante 20 minutos o por filtraci6n 

(E . F . ' usando me mbranas mlllipore tipo GS (0 . 22 um y 0 . 45 um ) . 

- Medio D'.llbecco IX . Se disolvió el contenido de 

un paquete comerci al en 890 mI de 1> • . B . estéril , agregando 

3 . 7 9 de bicarbonat,) de sodio y 3 . 5 9 de dextrosa , con 

CO
2 

gaseoso se ajust6 el pH a 7 . 4 Y se esteriliz6 por 

filtraci6n (E . F . ) . 

- t1edio Dulbecco completo (10% suero) . Por cada 

890 mI de medio Dulbecco IX se adi c ionaron 100 nU (~e suero 

de ternera y 10 mI de penicilina - estreptomici na 100X . 

r·1edio Dulb'2cco 2X . Para preparar este medio 

que es 2 veces concentrado , se realizó lo mismo que al 

- preparar el medio IX pero con la mitad del volumen . 

Amortiguador de fosfato salino (PES) . Los 

siguiente s reactivos se disolvieron en A. B. , NaCl 137 mM, KCl 
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2 mM y KH2P04 2mM , ajus t ando a pH de 7 . 4 antes 

de aforarse . E . A. 

Solución de pen i cilina - estreptomicina (lOOX) . 

Se disolvieron 5 x 10 6 unidacies de penicilina G sódica 

y 5 g de estreptomi cina en A. B. estéril , aforándose a 

un litro . E . F . Se almacenó a - 20ºC hasta su uso . 

- Solución de tripsina 0 . 05% - EDTA 0 . 02%. Se di --

sol vieron Jos sjguientes reac ~ ~. VOS on A . B . estéril: 

8 g . KCl 0 . 4 g , dextrosa 10 g . NaHCG3 0 . 58 g , tripsina 

0 . 5 g , EDTA 0 .2 g, rojo de fenol al 0 . 5% 0 . 5 ml ; se ajustó el 

pH a 7 . 4; se aforó a 1000 ml ; E . F . y se almacenó a - 20ºC hasta 

su uso . 

Solución de rojo de fenol al O. 5% . Se disol -

vieron 0 . 5 g de rOJO de fen ol en 75 ml. de A. B. estéril 

con la ayuda de calor y 1 . 5 ml de Na OH lN , aforando a 

100 ml; E . F . en papel Whatman l MM y se almacenó a - 20ºC. 

Solución de rojo neutro al 0 . 5% O. 5 g del 

colorante se disolvieron y aforaron en 100 ml de A.B . 

estéril ; E . F . e~ millipore 0 .4 5 um . Se almacenó a 4°C . 

Solución de agar O. 9% pa r a plaqueo de SV40 . 

Para preparar 50 ml de agar al O. 9% se emplearon 25 ml 

de agar noble especia] al 1 . 8% y 25 ml de medio Dulbecco 

2X suplementado con 5% de suero de t ernera y penic1lina - estre2 
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temperatura hasta su uso sobre la rnonocapa de cé.ulas . 

- Buffer de lisis . (Tritón x - 100 O. 2 5% , Tris - HCl 

p H 7 . 9 10 mM, EDTA lOmM, NaCl 0 . 4 M, Sarkosyl (). 4 % ) • Por 

cada 100 ml se usaron : 0 . 25 ml de Tr it ón X- 100 , 1 ml 

de Tris - HCl pH 7 . 9 1 M, 4ml de EDT.I\ O. 25 M, 8 ml de 

Sarkosyl 10% . 

Buffer hipotónico (Buffer H ~ . Se r.;ezclo~cn 

las siguientes soluciones : Hepes lü mM, KCl 5 mM, DTT 

0 . 5 mM , EDTA l mM , aforando a 100 ml se almacenó a 4°C . 

- Colchón de glicerol . Se tomaron 30 ml de 

glicerol y se llevaron a 100 ml con Buffer H. Alnacenándose -

a 4°C hasta s u uso . , 

Mezcla de centelleo liquido (Tolueno - Tr itón I) . 

Para preparar 1 000 ml de esta mezcla se disolvier on 6 g . {e -

PPO en 600 ml de Tolu e no y 400 ml de Tritón X- 100 

Amortiguador Tris - Bora t os ( TBE l JOX . Se 

disolvieron 108 g de Tris - Base 89 mM , 55 g de Acido BÓr.tco 

89 mM y 9 . 3 g de EDTA 2 . 5 mM , en 800 ml de !1. B . estéril , 

se ajustó el pH a 8 . 3 y se a fo r ó a 1 000 ml . 

- Soluciones para la e x tracción de M~nicromosomas 

EV40 (Var shavsky y coJs . l 9 "} 8) . 
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[ . NaCl 0 . 14 M y Tris HCl 1 mM pH 6.8 

II . Tritón X- 100 0 . 25% , EDTA 10 mM , TEA - HCl 10 

mM pH 6 . 8 , PMSF 'e n etanol) l mM . 

11 [ . Tritón X- 100 0 . 25% , EDTA lOmM , TEA - HCl 10 

mM pH 6 . 8 PMSF mM , Nacl 0 . 12 M. 

I~I. Tri t ón X- 1 00 0 . 25% EDTA 10 mM , TEA - HCl 10 

mM pH 8 . 0 , PMS F 0 . 1 mM , NaCl 0- 12 M. 

Las ca ntidades para las soluc iones II , III y IV -

de los elementos indjcados son a concentración final . 

- Pr!!paración de Geles 1% l gr . agarosa normal , 

se disuelve en 100 ml de huffer TBE lX (10 ml de TBE 10 X y 

90 ml de A. B. ) . 
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METODOLOGIA 

I . Ma n tenimiento de linea celular CV- 1 . 

Las células CV- 1 confluen t es de u na caja P- 100 

( 1 X lo 
7 células/cja) fueron lavadas un a vez con PBS lX -

estéril luego de retirárseles el medio de culrivo e n 

el que se encontraban , redo se hizo con mucho cuidado 

para no desprender la monoc ap a ; posteriormente se l e s 

\ :9'::: 5 ml de t ripsina - EDTA y se esperó de 3 a 5 mi nut o s 

la capa se desprendiera de la caja : 1 2 t ri ps i na -

': ED TA fue retirada y la s células recogidas con l O ml de 

medio Dulbecco completo ; las células se pasaron a un frasco 

do n de se aforaron (1 x J o7 céluas en 30 ml de medio Dulbecco 

completo) ; se mezcló bien la solución de células y luego 

se reparti ó e n 3 cajas P- 100 estériles de plástico de s echa -

ble s . Este procedimien t o se sigu i ó varias veces has t a 

obtener u n nuli1ero sufic i ente de cajas P- 100 con células 

con f luentes (aproximada mente 10 cajas para realizar la 

infección con SV40 y Ja coinfección con Poliovirus . 



11 . Purificación de \liricnes SV4U , mod i ficado 
por Brady y cols , ]930 . 
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Se realizó una infección con SV40 en células -

CV- I ; Las células ( 1 x 10
7

) células ~~- 1/ caja P - 100) fueron 

lavadas con PES lX estéril e infec: a ,.:.. s con 10 UFP/célula 

del virus SV40 (titulo de virus 6 x lUS UFP /célula) ; tomando 

10 uJ de solución de virus SV40/caja, disueltos en O. 5 ml cie 

medio Dulbecco suero menos (sin suero); con el fin de que el 

viY'us se adsoY-bie:ra, les c:e.j es se rr.Jvie~o~ cada 20 minutos 

durante una hora y mantenidas a 37°C , 10% C02 en este mismo 

tiempo . Después de estos 60 minutos , se agregó a las 

células 10 ml/caja de medio Dulbecco 2% suero y se dejaron 

incubando durante 7- 9 dias a 37°C , 10% C02 . 

Después de este tiempo , la s células y el meciio -

de cultivo se colectaron y centr1f u garon a 39 000 rpm durante 

3 horas (rotor 50 Ti , ul t r <1centr i fuga Beckman LB - 55) 

a 4ºC , el sobrenandante se desechó y la past illa de vir us 

se resuspendió en 10 ml de PBS estéril , e sta solución 

se sonicó por 30 segundos a 8 . 5 microns , enfriando la 

solución en hielo cada 15 seg un dos . La solución resultante 

se llevó a una concentración final de 1 . 3% de desoxicolato 

de sod i o y O . 0125% en _tripsin¿1 y se incubó a 37°C por 

30 minutos . Después , la sol ución se colocó a 4 ºC durante 

10 minutos y se centrifugó a 10 •JOO rpm , a 4°C por 1 0 

minutos \cen~rifuga Sorvall RC - :::B) . sobrenadante 

se colocó en un colchón de cloruro de cesio de densidad 
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(rotor 

SW28 , ultracentríf u ga Beckman LE - 55) ; la banda viral 

(debajo de }a i nterfase) se colectó y se llevó a una 

densidad de :L . 2 g/ml co;:i PBS estéril , las bandas virales 

se colectara~ y se dializa ron con tra amortiguador Tris - HC:l -

0 . 01 M pH 7 . 4 horas ; el virus se almacenó a - 20ºC . 

. . II . Titulación de SV4C, método de UFP . 

;¿~horas antes de la infección con S\140 las 

células CV- 1 se sembraron en cajas de 60 mm . esté ri les , 

desechables , (3Xl06 célu l~s! r~ja) ; transcurrido este tiempo, 

se elimi~Ó el medio y con mucho cuidado para no desprenderlas, 

las monocapas se lavaron 2 vece s con PBS estéril . 

rus 

Por otra parte , se prepararon diluciones del vi 

( lOE , 10 7 , 10 8 , 109 , 1 010 ) en medio Dulbecco sin suero . 

Las monocapas se infectaron con 0 . 2 ml /c aja de cada dilución 

pe r mi tiendo la adsor c i ón del virus por 60 minutos a 37°C: , 

10% C:02 , agi ta ndo cada 20 minutos para una mejor distribución, 

Pasado el tiempo de adsorción , el exceso de virus se 

retiró con una pi!-Jet.a pasteur y se añadieron 5 rnl de 

la mezcla a3ar - medio precalentando a 45ºC: a cada caja 

(ver mate ri a l ) , dej3ndose solidificar a temperatura ambiente 

durante 45 minutos . Pnsteriorrnente , con el agar ya solidifi-

cado , las cajas se invirtieron y se i ncubaron a 37ºC: , 
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10% co 2 d uran te 1 4 días . La observacjón de las ¡)lacas 

se realizó mediante la ti ndón de las mismas con 4 mt/ca :jc; 

de solución de ro jo neutro estér-il al 0 . 01% (concent::ac ión 

fina l ) en me di.o Dul becco completo , inc u bando a 37°C , 

10% C02 , du rante 18 horas ; p.asado este tiempo , el colorante 

fue retirado y el número de placas contado . 

no 

IV . Infección con SV40 y coinfección con 
Poliovirus . 

La infección con SV40 , se efectuó como se mencio 

anteriormente sólo que ahora , tr as el oeriodo de 

adsorción del virus , las células se incubaron 33 horas 

a 37ºC , 10% C02 , tambi én co n r.1edio Dulbecco 2% suE,ro . 

Al cabo de este tiempo , el medio ft; e re tirado 

y las células lavadas con PBS estéril y c oi nfectadas 

con 500 UFP/célula del virus de la Polio ( t ituJ::i del 

virus 1 x 10 11 UFP/célula), tomando 5G u ] de solución del 

vir us de la Polio/c aj a , dis ueltos en 0 . 5 ml de medio 

Dulbecco suero menos . Las cajas se movieron c2da 20 

mjnutos durante una hora a te mpe ratura ambiente per-m:~jendo 

asi , la adsorción del virus; al cabo de es te tiempo , 

las células se marcaron con 30 uCi / caja de 3H - timidina di - -

sueltos en medio Dulbecco 2 % suero ( 2 ml de medio con ~arca/ 

caja) ; las cajas se incubaron por 3 horas a 37°C , lüi C02 . 
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Las cé:_ulas control se trataron de j gua J 

manera excepto que en el las no se efectuó la coinfecc ión 

con Polio . 

V. Extracción de Mini c romosomas (SV40 y S\140 -
POLI OI (S1_ y DePamphilis , 1976 , modificado) . 

Pasado el período de coinfección, l as célu -

las se lavaron 2 vec€s con PBS lX y una vez con buffer H --

(ambo s fríos), se agregaron después 2 ml de b uffer H/ caja y 

s e esperó a que la s c ~lula s se hincharan manteniéndolas 

en observación al microscopio; cuando esto hubo sucedido, 

el buffer H fue retirado y las células recogidas con 

ayuda de u n gendarme , en un volumen final de 3 ml de 

buffer H y colocadas en un dounce metálico de acero inoxida -

ble e n el que se les di 6 5 golpes con el fin de rompe rlas , 

comprobándose esto al 1;ücroscopio de contraste de fases; 

posteriormente se coloc aron en un colchón de glicerol 

y se centrifugaron a 3 000 rpm durante 10 minutos a 4 ºC 

(Centrífuga In ter nacional PR 6 000 Rotor 269) . 

El sobrenadante fue retirado y la pastilla 

conteniendo los núcleos celulares , re suspendida en buffer 

H (l ml de buffer H por c3da 4 cajas de células ) e incubadas 

de 12 a 16 horas a OºC . 
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Pasando este período , las muestras se centrifu 

garon a 10 K, 4ºC durante 40 minutos (Centrífuga Eppendor:: 

54] 4) . Se recuper5 el sobrenadante conteniendo los mini -

cromosomas . 

Extracc i 5n de Minicromosomas (Varshavsk~,1978) 

Luego de la infecci5n con SV40 , coinfección 

con Polio - virus y marcaje con el precursor radiacti~a 

3H - Timidina a las monocapas de células CV- 1 , éstas :. e 

lavaron dos vece s con soluci5n I, ( 2 . 5 ml por caja) , 

la primera r áp idamente y la segunda dejando las cajas 

inclinadas un momento , todo esto y los siguientes pa:ocs 

se realizaron en hielo . Se agregaron después , 2 ml "exactos " 

de soluci6n II a cada caja y 60 uJ de NaCl 4 M poco 2 

poco , con la CaJa inclinada , agitándola con la mano suave -

mente ; se inc ubaron a 4ºC por 10 minutos . El lisado 

obtenido se rasp5 suavemente con un gendarme , recogiendo 

y centrifugando a 6500 rpm en un rotor JA 20 a 4°C pcr 

5 minutos ; la pastilla obtenida se resuspendi6 en soluci5:--_ 

II:I (10 ml/5 cajas) y se centrifugaron a 6500 rpm por 

5 minutos . La pastilla nuclear se resuspendi5 en 40 0 

uJ de soluc i 6n IV por goteo y luego por gol.pecitos con 

la mano ; la suspensi6n se agit5 suavemente por 3 horas 

a 4°C; posteriormente se centrifug6 a 6500 rpm por 15 

minutos en un rotor Jl>. 20 , ce n trif u ga Beckman ; se recupero 

el sobrenadante conteniendo los minicromosomas . 
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De la e a n ~ i dacl t ot a J de minicromosomas 

obtenidos med iante el métojo de buffer I-1 , se hizo 

un c§lcuJo proporciona] de Jas cantidades requeridas 

de Jos mismos para Jas d i ferentes p r uebas que se deseab~n 

realizar . 

As5 , se tonó eJ 50% para su p u i-ificación 

en gradientes de sacarosa ( 5 - 20 %) ; el 50% restante 

se dividió tomando 10% para determ inar Ja concentración 

de minicromosomas medi3nte su tinción en geles de 

agarosa, y el resto para el a,§lisis de res t ricción . 

Los minicromosom~s obten i dos por el método 

de Varshavsky se purificaro;· en gradientes de sacarosa 

(5 -20%) y , direc ta mente de] gradiente se tomar on para 

los ensayos de restricciSn y cuantificación por electro

foresis en geles de aga r osa . 

VI Concentraciór de Min i cromosomas . 

Las muest1as de mini cromosomas obtenidos 

de la manera antes mencionad.e; (buff ~r !-!) , fueron someti 

dos a un proceso de desprc,:einización y precipitación 

de §cides nucJéicos mediante Ja ad i ción de TCA - Na - EtOH 

y su centr i fugac i ón a 4ºC dur~n t e 20 minutos a 

15 000 rpm (Centrífuga Ep pend·n f 5414 ) 
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las 

muestras fueron decantadas y Ja s pastillas lavadas 

con Et - OH aJ 80% , sin resuspenderlas y centrifugando 

10 minutos a 4°C para un mejor empastillamiento . 

Posteriormente , las pastillas se dejaron secar aproxima 

damente 30 minutos a temperatura ambiente para luego 

resuspender las en 30 ul de agua cada una; como úJ timo 

paso , las muestras se corrieron en un geJ de agarosa , 

calcuJándose de manera cualitativa la concentración 

de ADN . 

Por otro , se tomaron aJicuotas iguales 

de cada una de las muestras de minicromosomas y se 

colocaron en papel whatman 3 MM dejando s eles secar 

para , posteriormente, lavar Jos 5 veces con TCA al 

5% frío y 2 veces con etano] absoluto , finalizado 

este procedimiento los papeles fueron puestos a secar 

y , luego se colocaron en la mezcla Tolueno - Tritón 

I y se cuantificaron las cuentas por minuto (cpm) 

de cada uno en eJ contador de centelleo J.íquido (Minaxi 

B Tri - Carb 4000 Series, Packard) . 

Purificación en gradiente de sacarosa 

Se uso un gradiente de saca cosa deJ 5 

al 20% en el que se colocó la solución de M- SV40 , y otro 
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gradiente en las mismas condiciones ~ara colocar la 

solución de M- SV40 - POI.IO, ambas soluciones se centrifuga -

ron en un rotor SWSO . J duran t e f.O minutos a 40 000 

rpm a 4°C; posteriormen te , se colect3ron fracciones 

de 200 ul cada una y se determ i nó la cantidad de mater i al 

radiactivo que contenian en un contador de centelleo 

J:í qui do . 

VII Análisis de restricción . 

Una vez 

muestras separadas y 

obtenidos 

cantidades 

Jos minicromosomas , 

semeJantes de cada 

uno fueron incubados con dife rente s enz:.mas de restric -

ción durante una hora a 37°C . c~mo paso siguiente , 

se procedió a realizar la desproteinización y precipita 

ción de ácidos nucléicos de las mu e s tra s con TCA - Na - OH 

y su corrimiento en gel de agarosa , poste,i ormente , Jos 

geles fueron teñidos con bromuro de etidio y desteñidos 

con agua para luego fotografia r los con pej!cula royal Pan 

cromática (l\odak) a cr avés de un transilu:1inador (UVP,INC) . 

Después , los geles se fij~ron con metano] y 

PPO ( Laskey y col s ., ]975) y se secaron con calor 

y vacio tras Jo cual fueron colocados en una placa 

para fluorograf5a X-Omat (Kodak) y ;rnest2s a - /OºC po r 

8 - 12 dias para Juego revelarlas . 
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RE SULTADOS 

Purificaci6n y Ti tulaci6n de Viri2nes de SV40 . 

Ccn e] fin de obtener una buena cantidad 

de virus SV4ü, células CV- 1 fueron infectadas con éste 

a una ~ultipJicidad de infecci6n de 10 UFP/célula que 

conduce a un3 infecci6r. productiva . Después de 7- 9 

días, la monocapa de células fue recuperada junto con 

el medio de cultivo presente d u rante la i nfecc i 6n , los 

virus intra y extracelulares f ueron colectados mediante 

centrifugaci6n a alta velocidad , la pastilla resultante 

de proces6 como se indica en la Metodología ( Brady y 

cols ., modificado ) con el fin de purificar los 

viriones , al fi~al de dicha puri ficación se obtuvieron 

dos tipos de partículas (figura 3 ) . La primera de ellas 

(banda con una densidad de 1 . 32 g / ml en can tidad 

discreta i' otra mas notable (banda :::r) con una densidad 

de 1 . 29 g/ml . 

Las bandas descri tas anreriormente se colee -

taron mediante punci6n de] t ubo de centrifuga reuniéndolas 

y determinando su capacidad infectiva (virus íntegros 

med iante ti tulaci6n unid a des formadoras de placa 

( UFP) (ver metodología) , e l resultado de este proceso 

nos di6 un titulo de E x 10 9 UFP/ml . 



Figura 3 

+-n [f=12s] 
.,__ 1 [_p = 1.32] 
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Purificación de viriones por el método de Brady 
y cols. (1980) , modi fic ado . Se obtuvie ron dos 
bandas cuyas densidades se muestr a n e indican dos 
tipos de partículas de l as cuales se determinó s u 
capacidad infectiva mediante la técnica de UFP. 

/ 
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Infecci6n con SV40 y coin f ecci 6n con Poliovirus 

Las célu la s CV- l derivadas de ri ñ6n d e 

mono , permisivas a SV40 y a poliovirus , fuero n infectadas 

con el primer o y tras 33 horas de infecci6n superinfec -

t adas con el segundo , como se describe e:-i l a Metodologi a ; 

para estos procesos se emple6 un t o tal de 6 x 10
7 cé l ul a s 

con el fin de obtener una poblaci6n suficiente de minicr o -

mosomas de SV40 par a ser analizados. 

Extracci6n de DNA , su an§lisis en gr ad iente 
de sacarosa y ensayo de restricci6n . 

Los minicromosomas de S\140 analizados fuer o n 

obten idos mediante dos mé t odos diferentes , el primero 

a través de un buffer hipot6nico nos proporcjon6 u n a 

cantidad considerable del ma teria l que , comparada con 

la obtenida por el segundo mé t odo , el cual em;:ilea t.n 

buffe r isot6nico , fue meno r probablemente debido al 

uso del de tergent e ani6nico ( trit6n X- 10 0) y a la concen -

t raci6n de sal del s eg undo. 

Así , los minicromosomas obtenidos se pur i fi -

caron en un g radi e nte de sacarosa ( 5 - 20%) . La f ig u ra 

4 muestra las gr§f icas conseguidas al analizar las 

f r acc j ones del g r adiente . En dicha f ig ura se aprecia 
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un pico max 1mo pa~a los m J nicromosnm~s nbtenidos median~e 

e] método de bu Íf er '}-. ' ... . ' , .. 1 p ot on 1 co , , JocaJizado eri 

las fracciones J3 y J4 e ~· ] g:adiente , í f ig ura 4 , par te s 

A y B) , mien tras c;ue, pc : a Lis m1n1cromosomas obtenidos 

por e l método de buffe r 1 so té·nico y detergente ani ón ico 

este pico se obse rva en L1s f r 3cciones 9 - 13 , p r obablemente 

por un ligero desfasam 1ento de] gr adiente (para eJ 

caso de M- SV40 - POL:;:O) ya quf· cuantificando eJ materjal 

t otal observado se apre~ia ;rna ig ualdad en tr e f.1 - SV40 

y M- SV40 - POLJO (fig ura 4 , ?artes C ~ - SV40 , y D f.1 - SV4 0 -

POL IO . 

Coricent:ación de ninicr omosomas . 21 cálculo 

de Ja ccncen~ración d e mi.:-~ icromosoú1as ob lé.'nidos se 

lJevo a cabo con fo rme se de.;;crib ió en Ja 1'ie t odología; 

la f ig ura 5 muest r a e2 re 3ul tad o Je este cálculo, 

ta l figura muestra cantida des de H- S\14 0 

y M- SV 4 0 - POLIO , aprec i á;1dosc , de manera cuaJi:ativa 

Jas concen tr aciones de d ichas muestras . 

El ensayo de :cstr¡cc i ón se realizó empleando 

las enzimas BgJ J, Eco RJ \' ?st J , cuyos si ti os de 

corte se JocaJ i zan en l o s ~' un tos O y 1782 para Jas 

dos pr i me ras , ,espectivamer.~e y en 1%8 y 3224 para Pst J 

(ver figura G) . 

EJ patrón obt e n i do ta:~ to 

para M- S\140 como para M- :".V40--POLI O , cor. los dos métodos 
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Fjgura 4 

Mjnicromosomas de SV40 obtenidos por dos m~todos 
de e xtracción : buff e r H (hlpotónico) partes A y n 
y buffer jsot ó nico y detergente , partes C y D. A 
y C muestran a M- SV40 y By D a M-SV40 - POLIO . 
Tras Ja extra c cjón , los minicromosomas se analiza 
ron en un gradiente de sacarosa 5- 20% , las fle-= 
chas indjcan la l ocalización de lo~ minlcromo
somas dentro del gradiente. 
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1 - SV40 (5pl) 
2 - SV4 0 ( lO)Al) 
3 - SV40 ( 15~l) 
5- SV40-Polio (5~l) 
6 - SV40-Pol io (IO~l) 
7 - SV40-Polio (l5~L) 

Figura 5 
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Cálculo cua l itativo de la concentración de mini 
cromosomas media nte el análisi s de di ferentes can 
t i dades de e llo s e n un ge l de agarosa al 1% y su 
tinción con bromuro de etidio . 

J 
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Figura 6 

Patron de restricción de M- SV40 ( - ) y M- SV40-POLI O 
(+), luego de s u i ncubación con l as e nzimas d e res 
tricción Bgl 1 , Eco Rl y Pst l. La parte A de la 
f ig u ra muestra los minicromosoma s obtenidos por el 
método de buffer H y la B lo s e xtraídos p or buffer 
isotónico y detergente . I, II y III indi can l as 
formas de DNA observa do s que cor r esponden a la s u
p e r e nr ollada , circular relajada y linea l, respect! 
vamente . 
La part e inferior muestra el mapa genómi co d e SV40 
indi cando los sitios de corte d e ca d a una de las -
enzimas empleadas. 



54 

de extrarci ón , se muestra en 1 a fi:_;u~a 6; 

A de esta figura se observan los m i nicromosom~s extraidos 

con el m~todo h (hipotónico) y , en 2a parte B los 

extraídos con el amortiguador isotónico . .l'\sí mismo , 

se pueden apreciar las formas de DNA report ado~ , es 

decir , la forma superenrol lada , 1 a c i r cu 1 '• :- relajada 

y la lineal , asi como el genoma de SV40 concie se mues tr an 

Jos sitios de corte cie las enzimas emple adas . 

La cant i ciaci de DNA con las 

diferen t es enzimas es muy p a recido e~ a:;•bos casos , 

lo cual sugiere una seme1anza total en t 1~ e los dos 

templados , esto es , M- SV40 y M- SV40 - POLIO. 

Es de hacer no ·tar que deteC'.amo s un ligero 

inc remento en el co rt e con la enzima Bgl J, :o r r obo r ando 

Jos resultados ob te nidos por otros i n''est i gadores 

( l~eiss y col s ., 198 6) ; este incremento es similar 

tant o para M- SV40 como para M- SV40 - POLIO . 

c1on para 

La figura 7 muest ra una c1ne 1 ica de rest ric -

M- SV40 y M- SV40 - POLIO con J a enzima Bg J 1 
~ . 

la cual , se raJizó a los tiempos O, JS , 30 y 60 minutos 

cie incubación a 32°C' , con el f in de ·:ibs <:-va r ;o. ~ el 

corte con esta enzima e n ambos mini c rc1mos >. n;1as e s 1. aba 

determinado oor la concentraci ón de JOé· me smos o por 

el t i er,1po de l:icubación con Ja en z ima . t". o minu ~ 0s 

se observa un leve corte en el material i nc·ubado r..ismo 
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1 + 1+ + 1 + 

Figura 7 

Cinética de restric c ión con la e nz i ma Bgl 1 para 
M- SV40 (-) y M-SV40-POLIO (+) a d i f e r e ntes tiem
pos de incubación a 32ºC. 

/ 
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que fue t o t alíTlen t e l i near i zado a p a rrir d e l C'S 15 

minutos de incubación con l a enz i ma , este resultado 

fue ob;;ervado par a nue st r as mue st ras de control y 

probl er,1a sin n j nguna d i f ere nc ia s i gn i ficativa entre 

ellas . 

.~on el fin de tener una meJor apreciación 

de nuestros resultados , los geles fueron tra t ados 

con el método de La skey y col s . (1975) para ob t ener 

de e lles fJuorografía (:fi.gu.res " o y 

fluo r og r afías se consiguieron tras 8 - 12 días de expos i -

ción y en e llas se muestran los minicromosoma s ( M- S'.'40 

y M - SV4 ~: - POL IO ) en sus formas superenro1lada . .-i rcular 

relajada y J i ne al c:.bten:idos tr as la incubac1ón de 

los mismos con las enzimas Bg l l, Eco Rl y Pst L , 

así come nuestras mues t ras c on t r ol . 

La diferenc i a e n c ant i dad de marca obs e rvada 

para la pa:·te B con re spe c to a l a A e n esta figura , 

se debe a una mayor expos i ción de esa placa y a la 

mayor can t idad de mater1al r ad i ac ti vo para la misma . 

La figura 10 muestra el porcentaje de moléculas 

de DNA de M- SV40 y M- SV4 0 - POLIO restringidas con las 

enzimas Bgl l , EcoRl y Ps t l , observando un incremento 

en la se n sib _liclad a Bgl l con ambos métooos de extracción . 

Para Pst l se obse:- ·:a ur. aumento en Ja carn. ida de DNA 

restring i do utili z ando el buffer isotónico . 
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Fig u ra 8 

F lu orogra fí a del ge l con e l patrón de restricción 
de M- SV40 ( - ) y M- SV40 - POL I O (+) obtenido por e l 
método de b u ffer H. Ei ge l fue tratado con e l 
método de Laskey y co l s . ( 1 975) y se expuso duran 
te 8 días en una p l aca X- Omat a - 72°C . Se indica 
el tamaño de l os f rag mentos obtenidos con la enzi 
ma Pst 1 . 
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Fluorografía del gel con el patrón de restricción 
de M-SV40 (-) y M-SV40-POLIO (+) obtenido por el 
método de buffer isotónico y detergente. El gel 
se trató con e l método de Laskey y cols. (1975) y 
se expuso durante 12 días en una placa X-Omat a 
-72 QC . Se i ndi ca el tamaño de los fragme nto s 
obtenidos con la e nzima Pst l . 

/ 
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0 orc~nt~je de DNA rcstri~gido con las enzima s -
i3c;l J , Ec:u i< 1 y PslJ ob Len ido por ar.ál i s .is cl'?n 
~:;.: . to 1;1étric:c) . i\ :i B, mir1icr o mosomas e x traídos -
e o n bu f : e r j ~~,o t. ó ni e o e h i po t ó ni e o , res pe e t i v ..:1 - -

r;:en te . 
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DI SCU S ION 

Duran te la infección con e l virus de la 

poliomielitis a células de mamifero hay una marcada 

inhibición en la sintesis de macromoléculas sier..do 

esta jnhibición severa en Ja sintesis de protei~as 

y drás t ica en la de Rl~A . En Jo que se refiere a la 

rnhibición de la transcripción , Sf sabe que ocu r re 

en el proceso , y sobre el mec anismo se 

sugiere que es la ausencia de un factor celular neresa ri o 

para el inicio específico de la transcripción lo c;ue 

causa tal inhibición (Crawford , 1981; Lazard y col:' ., 

J 9 89) ; también se ha sugerido que alguna proteína 

viral actúe como inhibidor en el proceso transcri;:iciorial 

IHo y í1ashington, 197 ]; Bienz y cols. , 1982; Ba landin 

y col s . J 9 64) . 

Estas evidenc::.as pueden formar un mismo 

mecanismo , es decir , el factor celular puede ser el 

blanco del i nh i bidor viral y , se ha sugerido c;ue •al 

vez este blanco sea Ja misma RNA poJimerasa II ya 

que se ha enc ont rado , al anal i zar Ja poblac i ón de 

RNA polimerasa que Ja subunidad IIo de Ja enz . ma se 

encuent r a al t e r ada ( Rangel y cols ., 1987, 1988 ) . 

Holland y Peterson (J96 4) , por otro lado , 

han reporta do que el templado usado por Ja RNA pol i mer~sa 

no está modificado , no contemplando , sin emDar~; o , 
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Ja posibJE' aJter ac.ión de Ja estruct ur a conformacional 

de Ja cromatina celular que , de existir, tal vez pod~ía 

estar intervinien do en Ja t ransc· r j pe j ón no rmal de 

la célula . 

Para abo rdar esta posibilidad , en el presente 

trabajo se empleó eJ virus SV40 como sistema análogo 

de croma ti na celula r ( f'i - SV4 O- POLIO) par a estudjar 

Ja s alteraciones es tr ucturales que éstt• p udi era tener 

sobre eJJa . 

Reportes anteriores sobre las características 

constitutivas del mi ni cromosoma de S\140 en ] os que 

se muestran nucJeosomas interconectado~: por filamentos 

de DNA desnudo cue conforman las ;polé: ulas c irculares 

re 1 aj a da s. (Cremisi y col s . , J 9 7 6; Choder y Aloni , 

Ensa yo s de restricción d2 es t as ~oléculas con 1 988) . 

Eco RJ muest ra n que hay una sens1billdad pa rci al de 

estos complejos para ser digerido~ co~ la enzima lo 

cual sugiere que Jo s nucJeosomas no se forn¡ an en sitios 

específicos de] genoma viral (Cre r,1isi y cols ., 1976) . 

\~ej SS y cols . ( 19 8 7 ) ' en un aná lisis de 

Ja estructura de Ja cromatina de SV (O a tr2vés de 

la acces1bil1dad que enzimas de r~stricción pudieran 

tener sobre ella , han encontrado que L1 regi6n tardía 

del rr. inicromosoma de SV40 transcripcionalmente octivo , 

es más accesible al corte que Ja regi<~· n t• :· mp rana . 
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En otro reportr· sobre J a estructura canfor -

macional del minicrornosom~ de S\140 , Choder y Alon i 

(1988) , han an a lizado la topol ogía de minicromosomas 

transcritos y no tran~; cri tos de fracciones de minicro -

mosomas transcripcionalmente ac tivos ( l % ) ; como se 

sabe , aquellos minicromoso;nas que son transcr ipc i on a] -

mente activos poseen la ~egión ORI o gap l i bre de 

nucleosomas , hipersensible · a la endonucleasa Bgl l 

(Wei ss y cols . , 1986) . El trabajo realizado por Choder 

y Aloni mostró que , 7.anto el DNA tr anscri to como el 

no transcrito están de jgual manera superenrol lados 

o compactados po r nucleosomas . Esto podría explicar 

ta l vez , el hecho de que a p esar de ser una cantidad 

muy peque~a Ja de min ~cromosomas transcr ipcionalmen te 

act ivos ( 1%) se teng a una c;ra n can ti dad ( aproxirr.adamen te 

un 30% de material re str i ngido con la en7.i ma BgJ l 

(Llopis y cols ., ] 9 8 ¡ ) . Así mismo , estos autores 

han anali zado específicamente la topología de la región 

gap de SV40 observando que e sa zon a presenta un enrclla 

mien to espontáneo que la coloca dentro de lo que se 

puede llamar una reg i ón de DNA e x tra superenrollado ; 

la localización de este supe renrollamiento puede depender 

de al menos dos union es espec í f2cas del minicromosoma 

a la matriz nuclear . 

En n ues t ro trabajo, Jos mí ni cromosomas 
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de SV40 se extrajeron por dos métodos diferentes ; el pri 

me r o ( Su y De Pamphilis , 1976 , mod ificado) cons i s t i6 en el 

uso de un buff er hipot6nico (buffer H) y el segundo 

(Varshavsky , 1978) en el de un buffer isot6nico con deter 

gente (tri t 6n X- 100) . 

Teniendo como sistema control a l M- SV40 y como 

pr8blema al M- SV40 - POLI O, se realizaron ensayos con enzi 

mas de restricci6n con el fin d e determinar la accesibili 

dad que éstas pudieran tene r sobr e a~bos minicromoso~as . 

Los resu ltados de ambos métodos de extracci6n 

no muestras diferencias significativas pues se observa 

igual cantidad de DNA cortado tanto p a ra M- SV40 , como 

para M- SV40 - POLIO , para cada una de las enzimas empleadas . 

D~ es t e modo se observa que , tras la incubaci6n con las 

enzimas de restricci6n , se obtienen tres poblaciones de 

DNA dentro de Ja muestra e xaminada que corresponden a las 

formas superen rr ollada , circular relajada y lineal (I , II 

y III , respec ti vamente) . (\Jeiss y cols . , 1987 ; 

cols . , 1986) . 

Weiss y 

Com;:iaranélo las canti da des de DNA linear izado 

con las tres enzimas empleadas , no t amos un ligero 

aumento en el corte con Bg l l , empleando el ~uffer 

H, lo cual compr ueba el reporte de Weiss y cols . (1936) , 

2s] mismo , notamos que es:e incremento en el corte 

fue semejante para ~ - SV40 y M- SV40 - POLIO . Por otro lado , 

empleando el buffer isot6nico observamos además de este incremen -
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to con Bgl 1 , un aumento en el porcentaje de moJ.éculas restringi -

das con Pst l para ambos minicromosomas . 

De igual manera , el encontrar qu e la cantidad 

deJ DNA cor tado fue , aproximadamente la mis ma para 

las tres enzimas empleadas apoya m§s la suge1encia de C're 

misi y cols . (1976) de que los nuclecsomas no se 

fo rman en sitios específicos del genomc viral , ya 

que no se bloquea de manera directa ninguno de Jos 

puntos o sitios de restricción de las pnzimas empleadas , 

sir;o que se obtiene un patr ón muy sialilac entre unas 

y o t ras y e n tre Jos mismos M- SV40 y M- SV40 - POLIO . 

Nuestros datos son consisten t e s también con la hipótesis 

de C'hoder y Aloni (1 988 ) sobre Ja igual compactación 

o superenrollamiento de los minicromosomas activos 

y no activos transcripcionalmente . 

Por otro lado , la confirmación de los 

resultados de We1ss y cols ., ( 198 8) t ~ avés de los 

nues t ros para el caso de M- SV40 y la comparación de 

tales resultados con Jos obtenidos para M- SV40 - POLIO 

sug iere que poJiovir u s no est§ ejerc i ento un efecto 

dete r min an t e sobre el DNA de SV40 a nive: de su estructu 

ra conformacionaJ y que eJ efecto real que causa sea 

el propuesto por C'rawford y coJs . (:981 ) , Lazard y 

cols . (1 989 ) y RangeJ y coJs . ( 198 -/ , 19['.8 ) es decir , la 

aus e ncia de un factor celular necesario pa r a el i nicio 

de la tr anscripci ón . 
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e o N e L u s I o N E s 

1 . No se enconi:raro!l diferencias significati 

vas en el patrón de restricción de M- SV40 y M- SV40 - POLIO 

obtenidos por dos métodos distintos (buffer H 

isotónico y de1ergente) . 

y buffer 

2 . Se observó un ligero incremento en la 

cantidad de D~~A restringido con la enzima Bgl l , tanto 

para M- SV40 co:no para M- SV40 - POLIO , respecto a las demás 

enzimas emplead2s , corroborando resultados anteriores 

(Weiss y cols . 1 986 ) . 

3 . E] pa trón de restricción obtenido con 

12s 3 enzimas e mpleadas apoya la ide a de que los n ucleo

somas no se forman en sitios específicos del genoma viral . 

4 . Por último , nuestros resultados , sugieren 

que poliovir us no está ejer·:::iendo un efecto de terminan te 

a nivel de estructura conformacional del DNA de SV40 . 
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