
 

POSGRADO EN CIENCIAS BIOLÓGICAS

ESTUDIO  DE  LA  UTILIDAD  DE  ANTÍGENOS  
DEL VIRUS  DE  LA  POLIO  PARA  LA  

INMUNOTERAPIA  DEL  CÁNCER  DE  PIEL  
 ( MELANOMA ). 

T           E          S          I         S 

QUE PAR A OBTENER EL GRADO ACADÉMICO DE 

MAESTRA  EN  CIENCIAS  BIOLÓGICAS 
( BIOLOGÍA EXPERIMENTAL ) 

P R E S E N T A

WENDY ESPINOSA HERNÁNDEZ 

DIRECTORA: DRA. LETICIA ROCHA ZAVALETA 

MÉXICO, D. F. MARZO 2008

INSTITUTO DE INVESTIGACIONES BIÓMEDICAS 
DEPARTAMENTO DE BIOLOGÍA MOLECULAR Y BIOTECNOLOGÍA 



 

UNAM – Dirección General de Bibliotecas 

Tesis Digitales 

Restricciones de uso 
  

DERECHOS RESERVADOS © 

PROHIBIDA SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL 
  

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal 
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México). 

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y demás material que sea 
objeto de protección de los derechos de autor, será exclusivamente para 
fines educativos e informativos y deberá citar la fuente donde la obtuvo 
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro, 
reproducción, edición o modificación, será perseguido y sancionado por el 
respectivo titular de los Derechos de Autor. 

 

  

 



Esta tesis fue realizada con el apoyo  CONACYT 
con número de becario 189695 
 

El  Comité Tutoral que asesoró  el desarrollo de esta tesis estuvo formado por: 

 

TUTORA DE TESIS 

Dra. Leticia Rocha Zavaleta 

Departamento de Biología Molecular y Biotecnología 

Instituto de Investigaciones Biomédicas, UNAM. 

 

 

MIEMBRO DEL COMITÉ TUTORAL 

Dr. Armando Isibasi Araujo 

Unidad de Investigación Médica en Inmunoquímica 

 de la Unidad Médica de Alta Especialidad, 

 Hospital del Especialidades, Centro Médico Nacional Siglo XXI. 

 

 

MIEMBRO DEL COMITÉ TUTORAL 

Dra. Rosalva Rangel Corona 

Unidad de investigación en Diferenciación Celular y Cáncer 

Facultad de Estudios Superiores Zaragoza, UNAM. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



A los miembros del Jurado Examinador: 

 

Dr. Rafael S. Saavedra Durán 

Departamento de Inmunología 

Instituto de Investigaciones Biomédicas, UNAM. 

 

Dra. Rosalva Rangel Corona 

Unidad de Investigación en Diferenciación Celular y Cáncer 

Facultad de Estudios Superiores Zaragoza, UNAM 

 

Dr. Alberto Monroy García 

Unidad de Investigación en Diferenciación Celular y Cáncer 

Facultad de Estudios Superiores Zaragoza, UNAM 

 

Dra. Marcela Lizano Soberón 

Unidad de Investigación Biomédica en Cáncer 

Instituto Nacional de Cancerología, UNAM 

 

 

Agradezco a todos por la revisión y la asesoría en este trabajo. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



ESTUDIO DE LA UTILIDAD DE ANTÍGENOS DEL VIRUS 
DE LA POLIO PARA LA INMUNOTERAPIA DEL 
CÁNCER DE PIEL (MELANOMA). 
 
 
 
 

RECONOCIMIENTOS 
 
 
 
 

 

 

La autora desea reconocer y agradecer  a la Q. F. B. Rosalba Pérez Villalva del 

Departamento  de Biología Molecular y Biotecnología del Instituto de 

Investigaciones Biomédicas por el excelente apoyo técnico que brindó para la 

realización de esta tesis. 

 

 

 

 

 

Así mismo deseo agradecer y reconocer  a la  M. V. Z. Georgina Díaz Herrera 

del Bioterio del Instituto de Investigaciones Biomédicas, UNAM; por  su 

asesoría y colaboración en el manejo de los animales que se utilizaron para la 

realización de este trabajo. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
DEDICATORIAS 

 

 

A mis padres, Eloy y Neftalí por su apoyo, cariño y confianza durante toda mi 

vida. 

 

 

A mis hermanos, Verónica, Raúl, Xochilt y Cristian por su cariño  y paciencia. 

  

 

A mis cuñados: Ángel, Stephany, Esteban por su cariño y entusiasmo. 

 

 

A mis queridos sobrinos, Ángel, Agustín, Diana, Raúl y Adrián por las nuevas 

esperanzas que han hecho resurgir en mí. 

 

 

A toda mi familia por su interés y entusiasmo  que me proporcionaron todo este 

tiempo. 

 

 

A  Cleo por su apoyo y amistad. 

 

 

A fallis por su amistad y aliento. 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

El futuro es incierto pero aquí comienza todo  
con nuevas esperanzas de que todo 

 será posible y maravilloso. 
                                                                                                            W. E 



ÍNDICE GENERAL 
 

Sección                                                                                                        Página 
 
1.-   Índice de figuras                                                                                           I 

2.-   Índice de tablas                                                                                            II 

3.-   Índice de abreviaturas                                                                                 III 

4.-   Resumen                                                                                                      1 

5.-   Abstract                                                                                                        3 

6.-   Introducción                                                                                                  4 

I. Cáncer de piel                                                                                    4 

• Crecimiento tumoral                                                                      5 

• Incidencia                                                                                      6 

II. Tratamientos del cáncer                                                                     7 

• Cirugía                                                                                          7 

• Quimioterapia                                                                                7 

• Radioterapia                                                                                  8 

III. Inmunoterapia                                                                                     8 

IV. Virus de la poliomielítis humana                                                        12 

• Organización del genoma                                                             14 

• Ensamble de la cápside viral                                                        15 

• Ciclo de vida                                                                                 15 

• Mecanismo de infección                                                               16 

• Respuesta inmune y vacunas                                                       18 

• Propiedades inmunogénicas de las proteínas 

                        VP1, VP2 y VP4                                                                           18          

7.-   Objetivos                                                                                                       21 

• Objetivo general                                                                               21 

• Objetivos específicos                                                                       21 

8.-   Hipótesis                                                                                                        21 

9.-   Materiales y métodos                                                                                    22 

• Plásmidos                                                                                        22 

• Células                                                                                            22 



• Virus                                                                                                22 

• Animales                                                                                         22 

• Purificación del ADN plasmídico (procedimiento de  

       minipreparación) mediante lisis alcalina                                           23 

• Restricción enzimática                                                                    23 

• Electroforesis de ADN en geles de agarosa                                   24 

• Electroelusión del ADN plasmídico                                                 24 

• Purificación de ADN plasmídico por extracción con 
 
                      fenol-cloroformo  y  precipitación por etanol (Modificación 

                      de Maniatis et. al, (1989))                                                               24 

• Purificación de ADN plasmídico por congelación                           25 

• Reacciones de ligación                                                                   25 

• Transformación de células competentes                                        25 

• Amplificación de las secuencias codificadoras de las  

                      proteínas de la cápside del virus de la poliomielitis por 

                      PCR (Polymerase Chain Reaction)                                                26 

• Stock en glicerol de células bacterianas transformadas                 27 

• Purificación de ADN plasmídico por cromatografía                        27 

• Reacción de secuenciación                                                            27 

• Inducción de tumores                                                                     28 

• Tratamiento de tumores                                                                 28 

• Obtención de biopsias  de tumores                                                28 

• Extracción de ADN de las biopsias                                                 29 

• Extracción de proteína total de las biopsias                                   29 

• Western blot                                                                                    29 

• Inmunización de animales con la vacuna oral  

                      anti-poliomielítica                                                                           30 

• Obtención de sueros                                                                      30 

• Ensayo de proliferación celular                                                      31  

• Cultivo de virus de la polio                                                             31 

• Ensayo de infección in vitro   de células HeLa por poliovirus. 

                      Determinación de la dosis letal 50 (DL50) y la dosis letal 



                      100  (DL100)                                                                                    31 

• Ensayo de inhibición de la infección  por poliovirus                       32 

• Inmunocitoquímica de células infectadas con virus de la 

                      polio                                                                                                32 

• Análisis estadístico                                                                         33 

10.-   Resultados                                                                                                  34 

• Construcción y caracterización de los plásmidos  

      pDISVP1, pDISVP2 y pDISVP4                                                     34 

          -  Clonación de los genes VP1, VP2, VP4 en el vector  

              de expresión pDISPLAY.                                                       34 

• Inducción  de tumores                                                                    43 
 

• Tratamiento de tumores con los plásmidos pDISVP1, 

       pDISVP2 o pDISVP4.                                                                   46 

11.-   Discusión                                                                                                    52 

12.-   Conclusiones                                                                                              60  

13.-   Perspectivas                                                                                               61 

14.-   Apéndices                                                                                                   62 

15.-   Referencias                                                                                                 67 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



ÍNDICE DE FIGURAS 
 

Introducción 
Número                                       Título                                                          Página 
1                         Fases de crecimiento del melanoma                                          6 

2                         Imagen tridimensional del virus de la polio                                 13 

3                         Genoma de Picornavirus y Expresión                                         14 

4                         Ensamble de la cápside del virus de la polio                               15 

5                         Síntesis y liberación del virus de la polio                                     17 

 

Resultados 
6          Amplificación del gen VP1 del virus de la polio por PCR                          35 

7          Análisis de la presencia del gen VP2 del virus de la polio por PCR          36 

8          Escrutinio del gen VP4 mediante PCR                                                       37 

9          Comparación de secuencias de VP1                                                         38 

10        Alineación de  secuencias del gen VP2                                                     40 

11        Cotejo de secuencias de VP4                                                                    42 

12        Desarrollo de tumores de melanoma en ratones                                       44 

13        Imágenes de ratones con tumores de melanoma                                      45 

14        Sobrevida de ratones con tumores                                                             46 

15        Tratamiento de tumores de ratones con los plásmidos.                             47 

16        Western blot de proteínas totales de tumores tratados con los 

              plásmidos pDISVP1, pDISVP2 y pDISVP4.                                             49 

17        Análisis de la presencia de anticuerpos por inmunocitoquímica 

            (100x)                                                                                                         50 

18        Ensayo de Inhibición de la infección por poliovirus en células HeLa         51 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

I



 
ÍNDICE DE TABLAS 
 

Resultados 
 
Número                                       Título                                                       Página 
1                      Análisis comparativo del tratamiento de tumores                     48 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

II



 
 
Índice de abreviaturas 
 
ADN                                                                      ácido desoxirribonucléico 

dNTPs                                                                  deoxinucleótidos trifosfato 

g                                                                           gravedades 

gr                                                                          gramos 

h                                                                            hora 

M                                                                           molar 

mg                                                                        miligramo 

mg/ml                                                                   miligramos por mililitro 

min                                                                       minuto 

ml                                                                         mililitro 

mM                                                                       milimolar  

ng                                                                         nanogramo 

rpm                                                                       revoluciones por minuto 

U                                                                           unidades 

Uv                                                                         ultravioleta 

V                                                                           volts 

µg                                                                         microgramo 

µl                                                                          microlitro  

µM                                                                        micromolar 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

III



 1

RESUMEN 
 

De las diversas estrategias para combatir el cáncer, la inmunoterapia es una de 

las más prometedoras ya que busca estimular la respuesta inmune del propio paciente 

para combatir y eliminar a las células malignas. Esta terapia intenta aprovechar la 

especificidad, la capacidad de respuesta y la memoria de las células del sistema 

inmune y de sus moléculas efectoras. Además tiene la ventaja de que evita los efectos 

sistémicos indeseables de las terapias convencionales. Para despertar una respuesta 

inmune específica contra las células malignas es necesario que éstas expresen 

antígenos diferentes a los de las células sanas y así sean reconocidas como extrañas y 

posteriormente eliminadas. En años recientes se ha reportado que la inyección directa 

de ADN plasmídico, que codifica para proteínas antigénicas, en organismos vivos 

induce la expresión de los antígenos en las células transfectadas  in vivo.  Por otro 

lado, se sabe que la inmunización con la vacuna oral anti-poliomielítica induce una 

inmunidad de por vida, y que dicha reacción es dirigida contra antígenos en las 

proteínas de la cápside viral (VP1, VP2 Y VP4). Por lo tanto, en el presente trabajo se 

indujo el crecimiento de tumores en ratones previamente inmunizados con la vacuna 

oral anti-poliomielítica. Posteriormente, se administraron directamente en el tumor los 

plásmidos  pDISVP1, pDISVP2 y pDISVP4 conteniendo las secuencias génicas de las 

proteínas estructurales del virus de la polio. Los resultados indican que el tratamiento 

de los tumores con los plásmidos antes mencionados,  no produjo efecto visible en el 

crecimiento tumoral. Para tratar de explicar la falta de respuesta, se llevó a cabo un 

análisis de la presencia de los plásmidos en las células tumorales por PCR, así como 

de la expresión de los genes clonados por Western Blot. Los resultados del análisis por 

PCR mostraron una baja eficiencia de transfección, ya que solo fue posible amplificar la 

secuencia de VP1 en 4.6% de los tumores que habían sido tratados  con el plásmido 

pDISVP1. Con respecto a la secuencia VP2 ésta no pudo ser amplificada en ninguno 

de los tumores tratados con pDISVP2, por último solo en 3.1% tumores tratados con el 

plásmido pDISVP4 se amplificó la secuencia de VP4. Por otro lado, el análisis de 

proteínas mostró resultados pocos satisfactorios, debido a la ausencia de las proteínas 

virales VP1, VP2 y VP4 en los tumores tratados con los plásmidos antes mencionados. 

En conjunto, estos resultados indican que el método de transfección directo de tumores 

in vivo con ADN desnudo presenta una baja eficiencia por lo que no es recomendable 
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su uso para la expresión de antígenos en este tipo de modelo. Por lo tanto, es 

importante explorar cuál es la forma de transfección más adecuada para poder 

optimizar y aprovecharlos en el desarrollo de inmunoterapias anti-tumorales. 
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ABSTRACT 
 
 

Immunotherapy is a promising strategy to treat cancer, it seeks to stimulate the 

patient's own immune response to recognise and eliminate malignant cells. This therapy 

aims to harness the specificity, responsiveness and memory of the immune system and 

its effector molecules. It also has the advantage that it avoids the undesirable systemic 

effects of conventional therapies. In order to raise a specific immune response, 

malignant cells must express antigens which are not found in normal cells. In recent 

years it has been reported that direct injection of plasmid DNA, encoding antigenic 

proteins, in living organisms induces the expression of antigens in the transfected cells 

in vivo.  

On the other hand, it is know that immunization with the oral anti-polio vaccine 

induces immunity for life, and that the reaction is directed against antigens on the viral 

capsid proteins (VP1, VP2 and VP4). Therefore, in this project we induced tumours in 

mice previously immunized with the anti-polio oral vaccine. Subsequently, plasmids 

pDISVP1, pDISVP2 and pDISVP4 containing the sequences of the structural proteins of 

the poliovirus were injected into the tumours. The results indicate that treatment with 

plasmids had no visible effect on tumour growth. In an attempt to explain the lack of 

response, an analysis of the presence of plasmids in tumour cells by PCR was carried 

out, as well as the expression of the genes products by Western Blot. The results of the 

analysis by PCR showed a low efficiency of transfection. The sequence of VP1 was 

amplified in 4.6% of the tumors treated with plasmid pDISVP1. The sequence of VP2 

could not be amplified in any of the tumours treated with pDISVP2. Finally, only 3.1% of 

tumours treated with plasmid pDISVP4 showed amplification of the VP4 sequence. On 

the other hand, the capsid proteins could not be detected by Western blot analysis of 

total proteins from treated tumours. Taken together, these results indicate that direct 

injection of tumours with naked DNA has a low efficiency of transfection in vivo, and is 

therefore not advisable to use for the expression of antigens in this type of model. 

Therefore it is important to explore more efficient ways of transfection in vivo to optimize 

the development of anti-tumour immunotherapy. 
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INTRODUCCIÓN. 
  
I.- CÁNCER DE PIEL. 

El cáncer es un desorden que surge después de la acumulación de múltiples 

alteraciones en diferentes genes en las células somáticas a lo largo del tiempo, 

provocando que estas células pierdan la capacidad de regular la proliferación, las 

características del tejido de origen y su posición; esto puede ser producto de la 

interacción con factores genéticos susceptibles y la exposición ambiental (Coman, 

1953; Risom, 2005; Tysnes, 2007; Caldwell, 2008; Ballestar, 2008). 

El melanoma es un tipo de cáncer de piel que aparece cuando los melanocitos 

se convierten en malignos (forman un gránulo pigmentoso). Estas células elaboran un 

pigmento llamado melanina, responsable del color de la piel, del pelo y del iris de los 

ojos. La melanina, por su parte, funciona como un fotoprotector evitando que la 

radiación solar dañe las estructuras o los tejidos del cuerpo  (Jackson, 1968; Silagi, 

1969; Chalmers, 1976; Kricker, 2007; Belmar-López, 2008). 

El melanoma aparece como un lunar preexistente que cambia, o como un nuevo 

lunar en la piel previamente clara; del 20 al 40 % está asociado con lunar displástico 

(alteración en tamaño, forma y organización de las células) y puede originarse en 

cualquier edad pero más comúnmente ocurre después de la pubertad. Además puede 

presentar formas, volúmenes y colores variables y  se puede observar y medir sin 

dificultad; en los hombres aparece generalmente en el tronco, desde la espalda hasta 

la cadera, en la cabeza o en el cuello; en cambio, en las mujeres se desarrolla 

principalmente en las piernas o en el tronco. (Jackson, 1968; Davis, 1973; Pack, 1962; 

Belmar-López, 2008). 

La mayoría de los melanomas se localizan en la piel y menos frecuentemente en 

mucosas, pero dado el origen de los melanocitos –derivan de la cresta neural, pueden 

observarse en otras localizaciones como retina y meninges donde también migran los 

melanocitos. Los melanocitos derivan de la cresta neural y durante el desarrollo 

embriológico se diferencian hacia melanoblastos y migran hacia la piel. Tras alcanzar la 

dermis migran a la epidermis o el folículo piloso y se diferencian hacia lunares 

melanocíticos. Las funciones de los melanocitos epidérmicos es la de producir 

melanina y transferirla a los queratinocitos que los rodean. Además de la función de 

producir melanina los melanocitos dan lugar a uno de los tumores más frecuentes del 

organismo: los lunares melanocíticos. (Mintz, 1967; Davis, 1973; Ito, 1993) 
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Según diversos estudios clínicos, histopatológicos, inmunológicos y genéticos, 

existen 5 niveles de progresión de los tumores melanocíticos: 

1. Nevus (lunar) melanocítico benigno. 

2. Nevus atípico. 

3. Melanoma maligno primario de crecimiento radial. 

4. Melanoma maligno primario en fase de crecimiento vertical. 

5. Melanoma metastático (Jackson, 1968). 

 

CRECIMIENTO TUMORAL. 
El melanoma tiene un comportamiento biológico que determina el pronóstico ya 

que presenta dos fases de crecimiento, una radial (intraepidérmica) y otra vertical 

(intradérmica). En la fase de crecimiento radial [figura 1(A)], e inicia con la proliferación 

de melanocitos en a capa epidérmica, que puede durar meses o años, la tumoración 

está limitada a la epidermis sin presentar la capacidad de producir metástasis. El 

crecimiento melanocÍtico afecta toda la epidermis [figura 1(B)]. En ambas situaciones la 

extirpación quirúrgica es curativa. En la fase de crecimiento vertical [figura. 1(C)], la 

tumoración invade la dermis y pasa a invadir el tejido graso y producir metástasis 

linfáticas o sanguíneas [figura 1(D)].  Este crecimiento del melanoma maligno hace 

necesario que al establecerse el diagnóstico, tenga que determinarse en qué fase de 

crecimiento se encuentra, con la finalidad de establecer el pronóstico y el tratamiento. 

(Davis 1973; Slominski, 2001; Poetsch, 2003) 
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                 A                                                       B                

                       C                                                      D 

    
               Figura. 1  Fases de crecimiento del melanoma 

A) Los melanomas se inician en la epidermis con la proliferación de melanocitos en la unión dermo-

epidérmica y B) de forma gradual presentan un crecimiento intraepidérmico para afectar a toda la 

epidermis. C) Cuando inician la fase de crecimiento vertical, rompen la unión dermo-epidérmica y  

D) pasan a invadir la dermis papilar, reticular y tejido graso subcutáneo. Tomada de la página de 

Internet www.fihu-diagnostico.org.pe/.../39-41.html 

 
 

INCIDENCIA. 
 

Cada año se producen en el mundo 100.000 nuevos casos y su incidencia se 

sitúa entre el 1.5 y el 7 %, lo que representa el 2.5% de todos los cánceres. El 

melanoma es el sexto cáncer más común en hombres y el séptimo cáncer más común 

en mujeres. En total  representa el 65% de todas las muertes por cáncer de piel, lo que 

indica su alto potencial  de agresividad y capacidad metastásica. Se desarrolla de 

“novo” en el 75% de los casos y en el 25% se desarrolla sobre un lunar preexistente. 

Un 3% de pacientes desarrollan melanomas ocultos (enfermedad metastásica sin 

evidencia de tumor).  Un 50% de melanomas se observan en personas menores de 50 

años y el 35% en menores de 35 años. (Pack, 1962; Tejeda, 1996; Bataille, 2003; 

Diffey, 2005) Además la incidencia de cáncer aumenta si se tiene un transplante, pues 

es un factor de riesgo (Lindelof, 2000). 

La radiación solar –ultravioleta- es el factor etiopatogénico más importante en el 

desarrollo del melanoma maligno. La exposición excesiva a la radiación ultravioleta de 

la luz del sol puede ser un factor que contribuye a algunos casos de melanoma. Los 
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periodos cortos de exposición intensa están asociados con un incremento de dos veces 

el riesgo de melanoma. (Hussein, 2005). Otros factores de riesgo identificados incluyen 

agentes químicos, físicos e inmunológicos; por ejemplo la inmunosupresión puede 

inducir cáncer. (Greene, 1983; Bale, 1986, Allison, 1970, Lindelof, 2000; Bataille, 2003; 

Chaudru, 2004; Meyskens, 2006) 

 

II.- TRATAMIENTOS DEL CÁNCER. 
 
CIRUGÍA. 

Uno de los primeros tratamientos utilizados para eliminar el cáncer fue la cirugía, 

que es el procedimiento por el cual se remueve el tumor completo junto con tejido 

cercano y nódulos linfáticos regionales. Esta terapia está limitada al tipo, 

comportamiento y tamaño del tumor, así como al sitio anatómico donde se localiza y a 

la presencia de metástasis. Sin embargo, tiene grandes efectos colaterales como por 

ejemplo pérdida de peso, disfunciones fisiológicas y mutilación. Hoy en día todavía se 

practica aunque con nuevos procedimientos y su éxito es muy alto en pacientes con 

tumores pequeños no invasivos. (Goldman, 1964; Onuigbo, 1962; Bremers, 1999) Otro 

de los tratamientos que se utiliza solo o combinado con cirugía es la quimioterapia. 

 

QUIMIOTERAPIA. 
Esta terapia fue propuesta por el médico alemán Paul Ehrlich, y utiliza fármacos que 

impiden la multiplicación de las células cancerosas o llevan a su muerte. Los fármacos 

o quimioterapéuticos se clasifican en diferentes grupos:  

• Agentes alquilantes: Interfieren la división celular. 

• Antimetabolitos: parecidos a los productos originados en el metabolismo de la 

célula, pero que conducen a la muerte de ésta. 

• Antibióticos: Inhiben el crecimiento de los tumores. 

• Derivados de plantas: Diferentes sustancias procedentes de plantas tienen 

actividad anticancerosa. (Bane, 1957; Scott, 1970) 

Estos fármacos pueden administrarse de diferentes formas: a través de un 

comprimido por vía oral; mediante un suero o inyección intravenosa; por inyección 

intramuscular o mediante una inyección a través de una punción en la médula ósea.  

Actualmente se utilizan nuevos medicamentos, por ejemplo. carboplatino, cisplatino, 
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ciclofosfamida, doxorubicina. Esta terapia sola o combinada con la cirugía permite a 

algunos pacientes sobrevivir más tiempo aunque con un nivel de vida bajo por sus 

efectos  secundarios, como por ejemplo: diarrea, vómitos, anemia, afectación cardíaca, 

afectación pulmonar, y renal entre otros (Boyland, 1946; Frei, 1985; Scott, 1970; 
Skipper, 1964; Tarhini, 2008, Tauceri, 2008). Otra de las terapias que se utilizan para 

eliminar el cáncer es la radioterapia que generalmente se combina con las dos 

anteriores para tener un éxito mayor al tratar de controlar la lesión cancerosa. 

RADIOTERAPIA. 

Esta terapia es realizada mediante la utilización de compuestos que emiten 

radiaciones ionizantes  (rayos x, radiaciones gamma, partículas beta y alfa) lejos o 

cercana al tumor, para destruir las células cancerosas. (Quick, 1954).   Esta terapia 

también tiene efectos secundarios graves por ejemplo: descamación cutánea, náuseas, 

vómitos, fibrosis pulmonar, fibrosis mediastínica, pericarditis, hipotiroidismo, nefritis, 

etc. Actualmente se utilizan las bombas de cobalto, el acelerador lineal y el betatrón 

que favorecen la eliminación de las células cancerosas en algunos cánceres como por 

ejemplo de mama, piel (melanoma), genitourinario, gastrointestinal, ginecológico, de 

cabeza y cuello entre otros (Reifler, 1986).  

Sin embargo, la mayoría de estos tratamientos no ofrecen grandes esperanzas 

ya que su éxito en general es bajo y limitado a ciertos cánceres, de pequeño tamaño, 

no metastáticos y de fácil acceso. (Fidler, 1978; Delaney,  2004; Delaney, 2005)  En el 

caso de la cirugía se debe tener cuidado de no romper la cápsula del tumor, si no se 

provocaría invasión a otros tejidos. (Ihse, 2003) Con respecto a la quimioterapia y a la 

radioterapia  son sus efectos secundarios y la distinta manera en que responde los 

pacientes al tratamiento su principal limitante. Aún actualizando sus técnicas y usados 

de manera combinada su efecto benéfico es limitado (Powers, 1976; Bernier 2004; 

Pan, 2004) Es por ello que se están desarrollando nuevas terapias.  

 III.- INMUNOTERAPIA 
 La posibilidad de intervenir el cáncer a nivel inmunológico fue conceptualizada 

hace más de cien años, cuando en 1890 William Coley trató pacientes con sarcoma 

con extractos bacterianos (toxinas de Coley)  intentando activar la inmunidad sistémica, 

y donde parte de ella fuese dirigida contra el tumor. En estos experimentos observó 



 9

que algunos tumores disminuían de tamaño o desaparecían y otros seguían creciendo. 

(Coley, 1891). Esto dio pie a que el poder de la respuesta inmune podría ser controlado 

y aplicado a la eliminación específica de las células cancerosas. (Burdick, 1937; 

McCarthy, 2006) 

  La inmunoterapia como tal vio la luz hace más de 2 décadas y está basada en 

el hecho de que nuestro sistema inmune, una vez activado, es capaz de desarrollar una 

inmunidad específica contra células neoplásicas pero no contra las células normales. 

Además ofrece un potencial muy prometedor, pues propone la idea de curar el cáncer o 

al menos tratarlo de manera individual sin los efectos colaterales de la mayoría de los 

tratamientos anteriores y sin riesgo aparente para el humano.  

La inmunoterapia puede ser clasificada en dos modalidades principales 

(Benjamini, 1979): 

A)  Inmunoterapia no específica: mediante la activación de la respuesta        

inmune por medios no específicos, por ejemplo sensibilizadores de contacto, 

inmunopotenciadores, bacterias, polinucleótidos, citocinas.  

B) Inmunoterapia específica: mediante la activación de la respuesta inmune      

dirigida específicamente contra algún antígeno dado. 

 

  Esta última puede hacerse bajo diferentes enfoques terapéuticos:    

 La inmunoterapia activa,  busca la estimulación de los componentes del sistema 

inmune responsables de la respuesta antitumoral ej. Citocinas, antígenos 

tumorales, células presentadoras de antígeno modificadas que expresen 

proteínas y péptidos de tumores. (Urugel, 2001) 

 La inmunoterapia pasiva, en la que se administra anticuerpos antitumorales 

conjugados a moléculas tóxicas, radioisótopos o drogas. (Dunman,2003) 

 La inmunoterapia adoptiva, mediante la transferencia de células T efectoras 

antitumorales. (Deckers, 1971; Perreault, 2002; Xue, 2007) 

 

Gracias a los avances tecnológicos, moleculares e inmunológicos en el 

conocimiento del control normal del crecimiento, la diferenciación celular y la 

transformación maligna, han permitido a los investigadores desarrollar una gran 

diversidad de estrategias experimentales que han sido utilizadas en diversidad de 

tumores. Las principales son la utilización de células tumorales autólogas (Soiffer, 

1998), o la utilización de células tumorales alogénicas para inducir remisiones 
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tumorales (Hsueh, 2002; Hsueh, 2003), el uso de antígenos tumorales para aumentar 

la función de células TCD4 específicas de antígeno (Touloukian, 2002), el empleo de 

antígenos tumorales de destintas líneas celulares tumorales (Bystryn, 2001) o la 

utilización de toxinas bacterianas como BCG, de la difteria,  de estafilococos A y B. 

(Kominsky, 2001), anticuerpos anti-tumorales como BRCA1(Pérez-Vallés, 2001), EGFR 

(Gainet, 2003)  vectores virales (Harrop 2006a, Harrop 2006b) y por último ADN 

plasmídico desnudo que puede expresar diferentes antígenos como proteínas del virus 

de la hepatitis B (Davis, 1994), proteínas del VIH (Liu, 1996; Shiver, 1995), proteínas 

del virus de la influenza (Donnelly, 1995), albúmina de huevo (ova) (Boylea, 1997), 

lizosima de huevo de gallina (Boyleb, 1997) o beta-galactosidasa (Wei, 2001). Además 

existen muchos estudios que demuestran que la inyección directa de plásmidos de 

ADN por diferentes vías de administración, por ejemplo epidermal, dermal, oral, 

respiratoria y otras rutas inducen respuesta inmune. (Prud’homme, 2005) 

Los avances en virología y biología molecular han permitido el desarrollo de 

inmunoterapias basadas en secuencias individuales más que en los patógenos o 

células completas. Por ejemplo, se han introducido secuencias que marquen a los 

tumores para llevar a cabo una citotoxicidad o la modulación más especifica de la 

respuesta inmune.  Resultados más favorables fueron obtenidos por la inyección 

intratumoral directa de Allovectin-7, un plásmido de ADN que codifica para las 

moléculas HLA-B7 y β2- microglobulina compuesto con una mezcla de lípidos 

catiónicos, lo que causó una regresión tumoral en el 18% de los pacientes sugiriendo el 

efecto local y sistémico de este plásmido (Bergen, 2003).  

Las estrategias básicas más utilizadas para la inmunoterapia del cáncer basadas 

en la inyección de plásmidos de ADN  son la introducción de citocinas a través de un 

vector, como la IL-2 (Kammunla, 1998; Hersey, 2003); el aumento de la expresión de 

HLA (Browning, 1997; Rees, 1999; Tait, 2000); por último la sobreexpresión de los 

antígenos tumorales como por ejemplo antígenos de melanoma o antígenos de HPV 

(Jäger, 2001).  

Sin embargo la mayoría de estos tratamientos tienen resultados poco 

satisfactorios, cómo regresiones espontáneas y algunas remisiones completas o no se 

ha visto efecto, o aún no ha sido abordada para el uso rutinario humano o veterinario, 

inclusive alguna pueden inducir respuesta celular pero con diferentes potencias.   

Para que la inmunoterapia sea efectiva es necesario que se activen la inmunidad 

mediada por células. En forma general, los linfocitos T citotóxicos (CTL) que expresan 
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el receptor CD8 en su superficie juegan un papel importante en la eliminación de 

células transformadas y de células infectadas por virus. Los antígenos virales son 

presentados en la superficie de la célula infectada en forma de péptidos cortos unidos a 

moléculas del complejo principal de histocompatibilidad (MHC) clase I.  Estos péptidos 

de 8-11 aminoácidos, son generados por proteólisis en el citoplasma de una célula 

infectada y son transportadas al retículo endoplásmico. Después el complejo de MHC-I 

junto con el péptido viral y la β2-microglobulina (β2m), migran a la superficie celular en 

donde son reconocidos por el CTL mediante el receptor de célula T (TCR) de la 

especificidad apropiada. La activación de los CTL´s requiere del reconocimiento  de 

antígenos sobre células presentadoras de antígeno profesionales (APCs) como los 

macrófagos, linfocitos B y células dendríticas, las cuales expresan altos niveles de 

MHC-I y MHC-II. 

Por otra parte, los linfocitos T cooperadores (THL), los cuales son CD4+, tienen 

un papel importante en la inducción de la respuesta inmune. Este tipo de linfocitos 

proveen de citocinas que son mediadores químicos proteicos para la comunicación 

intracelular. Estas citocinas puede activar a los linfocitos B para la producción de 

anticuerpos  y también pueden activar y sostener la respuesta citotóxica de los 

linfocitos CD8+. A diferencia de los linfocitos  CD8+, los CD4+ reconocen antígenos 

exógenos, los cuales son tomados del medio que rodea a las APCs por medio de 

endocitosis o fagocitosis. Estos antígenos son procesados en endosomas en donde 

son degradados en fragmentos peptídicos de 11-15 aminoácidos. Estos endosomas de 

bajo pH, contienen moléculas MHC clase II, a los que se les unen los péptidos 

generados. A diferencia de las moléculas MHC-I, las cuales se presentan en todas las 

células nucleadas, las moléculas MHC-II se presentan sólo en APC profesionales como 

macrófagos, linfocitos B y células dendríticas, las cuales además de contener altos 

niveles de MHC-II, también son ricas en moléculas coestimuladoras como B7-1 que 

son importantes para la activación celular (June, 1994).  

La mayoría de los epítopes peptídicos que han sido definidos para las células T 

CD4+ son derivados de proteínas exógenas o unidas a membrana, porque éstas tienen 

acceso a la vía MHC-II. El resultado de una respuesta inmune primaria productiva es la 

generación de memoria que persiste por años. Con respecto a los linfocitos B de 

memoria, estos no producen anticuerpos pero expresan  Ig de membrana, sobreviven 

durante semanas, meses o años y recirculan en la sangre, linfa y órganos linfoides.  La 

estimulación de estas células por el antígeno genera respuestas de anticuerpos 
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secundarias. Por otro lado,  las células T CD4 de memoria producen grandes 

cantidades de citocinas. Las células T CD8 necesitan de la reestimulación con el 

antígeno para adquirir sus funciones citotóxicas (Ahmed, 1996). 

Lo anteriormente expuesto indica que la respuesta inmune de memoria tiene un 

gran potencial y que se esta utilizando como una herramienta para la inmunoterapia del 

cáncer. Algunos de los antígenos que con mayor frecuencia inducen el desarrollo de 

memoria inmunológica de larga duración son los antígenos virales. Quizá el mejor 

ejemplo sea el virus de la polio, que atenuado en cultivo de tejidos y utilizado como 

vacuna oral, estimula el desarrollo de una inmunidad que permanece durante el resto 

de la vida del individuo vacunado. Se ha demostrado que dicha inmunidad está 

mediada por clones de células B y T CD8+ de memoria. 

Por otro lado existen pocos estudios que utilizan antígenos exógenos para 

aumentar la respuesta anti-tumoral  a través extractos de membrana de células 

tumorales obtenidos de cultivo de células tumorales infectadas con el virus de la 

influenza (Boone, 1971; Gillete, 1976; Lindermann, 1974; Takeichi, 1978) o VSV 

(Lindenmann, 1970; Wise, 1977). Otro de los antígenos que se han utilizando contra el 

melanoma para inducir una respuesta son BCG (Lieberman, 1975; Kopf 1975) y viruela 

(Harnack, 1974; Hermann, 1970). 

IV.- VIRUS DE LA POLIOMIELITIS HUMANA. 
 

Los Enterovirus constituyen un amplio grupo de virus causantes de importantes 

infecciones humanas, pertenecen a la familia Picornaviridae (pico=pequeño, rna=virus 

de RNA, Figura 2) e integran el género más virulento debido a que provocan una gran 

cantidad de manifestaciones clínicas y subclínicas donde los pacientes pueden  sufrir 

desde una enfermedad febril leve hasta una parálisis muy severa y permanente que 

puede ser fatal. (Delves, 1994; Evans, 1991)   
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Figura 2. Imagen tridimensional del virus de la polio. Tomada de la página de internet 

http://www.childrenshospital.org/research/Site2029/mainpageS2029P6sublevel7Flevel14.html 

 

 

 Los Enterovirus han sido responsables de epidemias como la poliomielitis 

(griego polios=gris), también llamada parálisis infantil, causada por los poliovirus; 

poliovirus es un nombre genérico que se aplica a tres tipos de virus: Brunhilde (tipo 1), 

Lansing (tipo 2), y León (tipo 3); el tipo 1 es el responsable de las epidemias, siendo la 

enfermedad más seria causada por este género. Se llama infantil porque los enfermos 

que contraen la enfermedad son especialmente los niños entre cinco y diez años. 

(Klone, 1955). 

El registro más antiguo de poliomielitis se dió en 1300 A C en Egipto en el que 

se ve a un sacerdote con una deformidad en una pierna típica de poliomielitis. El primer 

caso  de la era moderna apareció a finales del siglo XIX en países desarrollados y de 

allí se extendió a países en vías de desarrollo. Fue descrita por primera vez por el 

alemán Jacob Heine en 1840 y se divide en tres clases: la primera,  la poliomielitis 

abortiva, es una enfermedad febril inespecífica de 2-3 días de duración, sin signos en el 

Sistema Nervioso Central, apetito disminuido, vómito, estreñimiento y malestar general. 

Un segundo grupo de enfermos puede, además presentar una meningitis aséptica, 

fiebre, malestar general, dolor en los músculos del cuello, del tronco, los brazos, las 

piernas, rigidez del cuello y de la columna vertebral. La recuperación es rápida y 

completa, generalmente en unos días. La tercera clase o poliomielitis paralítica es la 

infección de consecuencias posibles más graves y suele ir precedida de un período de 

fiebre y "enfermedad menor" clásicamente; los síntomas desaparecen después de 

varios días.  

De los 5 a los 10 días, la fiebre reaparece seguida de signos de irritación 

meníngea debilidad generalizada, respiración debilitada, dificultad para tragar, y 
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parálisis fláccida asimétrica como parálisis de la vejiga y de los músculos. (Cameron, 

1952; Gromeier, 1998; Jubelt, 2004, 

http://www.facmed.unam.mx/deptos/microbiologia/virologia/infsisner_polio.html). 

  
ORGANIZACIÓN DEL GENOMA 

  Los Enterovirus presentan una cápside de simetría icosaédrica formada por 60 

protómeros, sin envoltura lipídica por lo que son resistentes a éter u otros solventes; 

tienen un tamaño de 20-30nm, poseen RNA de cadena única de 7209-18450 

nucleótidos y polaridad positiva, por lo que se replican utilizando el propio RNA como 

mensajero. Su genoma se divide en 4 regiones que codifican proteínas estructurales y 

2 regiones no codificadoras, reguladoras (Figura 3). La cápside está compuesta de 

cuatro proteínas estructurales: VP1, VP2, VP3 y VP4. Éstas se sintetizan como una 

poliproteína en la que el extremo 5' está unida covalentemente a una pequeña proteína 

VPg de 20 a 24 aminoácidos. Poseen en el extremo 3’ residuos de ácidos adenílico 

(secuencia de Poli-A). La unión de las proteínas VP1 Y VP3 da lugar a la formación de 

un canal estructural que es utilizado por el virus para unirse al receptor celular. (Evans, 

1991; Minor, 1996; Ohka, 2001; Wilson, 1991). 

 

 
 

Figura 3.  Genoma de Picornavirus y Expresión. 

http://www.lehigh.edu/~jas0/PicornavirusGenome.gif 
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ENSAMBLE DE LA CÁPSIDE VIRAL.  
 
Al estar siendo sintetizada la poliproteína va siendo procesada en 3 cortes 

primarios por sus propias proteasas virales internas 2Apro, 3Cpro y 3CDpro para 

producir proteínas precursoras P1-1a, P2-3b y P3-1b (1ABCD, 2ABC y 3 ABCD) que a 

su vez son procesadas, la primera es cortada a VP0, VP3 y VP1 que se unen para 

formar una procápside la cual se asocia al ARN viral e induce una alteración 

conformacional que la hace susceptible a una proteasa y da lugar a el virión maduro, 

ver figura 4 (Larsen, 1982). La demás proteínas precursoras son fragmentadas y 

producen proteínas implicadas en la síntesis del ARN viral y en la proteólisis del 

polipéptido viral: 2Apro, 3Cpro y 3CDpro, que son proteasas, 2BC, 2B, 2C, 3AB, 3A y 

3B son proteínas necesarias para la replicación,  3Dpol es la ARN polimerasa y VPg 

(3B) proteína que se une al ARN y es necesaria para la replicación de ARN viral 

positivo y negativa (Wimmer, 1993). 

 

             
Figura 4. Ensamble de la cápside del virus de la polio. Las proteínas estructurales son procesadas desde 

un precursor para formar una procapside (VPO, VP3  y VP1). VPO se corta en VP2 y VP4 dando lugar al 

virión maduro. http://www.microbes-edu.org/etudiant/virus.html 

 
 

CICLO DE VIDA 
 
El  ciclo  replicativo  del  virus  es lítico y su receptor celular (hRPV o CD155)    

es   una   molécula    perteneciente  a  la superfamilia   de   las  inmunoglobulinas   que    

se presenta  en distintos  órganos  blanco,   el  sistema nervioso     central,    el    
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hígado  o  el   intestino. Son   resistentes   a  todos  los  antivíricos  y  

quimioterapéuticos    conocidos,   y   a   la  inactivación por solventes de lípidos. 

 Presentan  una  tendencia natural   a   la   agregación   espontánea   que   los 

protege del  efecto  de  los  agentes  externos. Se  inactivan rápidamente a más de  

50°C,  por la luz ultravioleta y  en condiciones de  desecación.  Son  estables  a pH  

ácido. (Gendon, 1964; Evans, 1991). 

Los 3 tipos de virus de la polio reconocen al mismo receptor celular. CD155 es 

una glicoproteína con acido siálico, de más de 80kDa, unida a la membrana cuya 

región extracelular tiene 3 dominios tipo  inmunoglobulina, D1, D2  y D3. (Koike, 1990; 
Koike, 1991) Todos los dominios presentan 8 sitios de glicosilación; existen 4 diferentes 

isotipos del receptor (α, β, γ y δ), en las cuales la secuencia de aminoácidos de los 

dominios extracelulares es idéntica. β y γ son secretados, α y δ están unidos a la 

membrana y sirven como receptor del virus de la polio, y difieren solo en la secuencia 

de su dominio citoplasmático carboxi-terminal (Koike, 1990). El análisis mutacional en 

el hPVR ayudo a determinar que el dominio V amino-terminal del mismo es esencial 

para permitir que las células sean infectadas por el poliovirus (Freistadt, 1991; Koike, 

1991) 

 
MECANISMO DE INFECCION  

El virus de la polio solo infecta al ser humano y algunos primates (chimpancés, 

gorilas, orangutanes y monos colobos) (Wolfe, 1998). El sitio primario de replicación del 

virus, en el humano, es en las capas de células epiteliales del intestino y tejidos oro 

faríngeos, la infección entonces inicia el estado linfático donde invade amígdalas y 

placas de Peyer´s. Una minoría de virus viaja al sistema nervioso central (SNC) donde 

la replicación destruye a las neuronas motoras de la espina del asta anterior, causando 

el síndrome paralítico agudo, característico de la poliomielitis (Solecki, 1998) 

Los poliovirus infectan neuronas motoras y durante su multiplicación pueden 

destruirlas afectando principalmente a las células de las astas anteriores de la médula 

espinal, pero en casos severos también se ve afectada la sustancia gris, así como los 

cuernos posteriores y dorsales de la médula espinal. Las lesiones se encuentran a nivel 

del hipotálamo y del tálamo.  En el cerebro los órganos más afectados son la formación 

reticular, el núcleo vestibular, el vermis cerebelar y el núcleo cerebelar profundo. 

Pueden presentarse cambios en las neuronas, que van desde una ligera cromatolisis 
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hasta una neuronofagia y total destrucción. (Destombes, 1997; Ford, 2002; Billings, 

2005) 

La entrada del virus a la célula requiere de un receptor en la membrana 

plasmática (PVR o CD55), lo que lleva a la endocitosis y  se libera el ARN viral al 

citoplasma donde inicia la síntesis y el procesamiento de sus proteínas. También, se 

realiza la replicación del genoma viral y por último el empaquetamiento del mismo y la 

liberación de los viriones maduros (Figura 5). 

 

 
Figura 5. Síntesis y liberación del virus de la polio. 

http://www.microbiologybytes.com/virology/3035pics/Picorna2.gif 

 
 

Se transmite por contacto directo con las  secreciones respiratorias, de garganta 

(el virus viaja con la tos y los estornudos)  y  las heces  infectadas. Se han presentado 

contagios a través del consumo de agua  o de alimentos contaminados o por lavado de 

manos inadecuado. Puede presentarse en forma endémica o en brotes epidémicos, 

siendo más frecuente en verano y otoño, en niveles socioeconómicos bajos y en 

lactantes y niños (más frecuente en varones). El hombre es el único reservorio 

conocido y la transmisión es por vía fecal-oral y respiratoria. (White, 1994; White, 1999; 

Wilson, 1991)    Anteriormente los principales afectados por esta enfermedad eran los 

bebés y los niños, pero en la actualidad son más frecuentes los casos en personas 

mayores de 15 años y es más común durante el verano y el otoño 
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RESPUESTA INMUNE Y VACUNAS 

Existe un número de serotipos definidos por los epítopos de la cápside que se 

deben a modificaciones estructurales de la superficie del virión. Los epítopos 

antigénicos, que definen a cada serotipo, estimulan la formación de anticuerpos 

específicos que se comportan como neutralizantes de la infección, ya que no permiten 

su unión al receptor celular. La evolución de los serotipos sigue un proceso de deriva 

antigénica, en el que durante el proceso de copia del genoma se producen errores que 

introducen mutaciones puntuales. Estas mutaciones son acumulativas y modifican 

progresivamente la estructura de la cápside. (Evans, 1991).  

Las vacunas para la poliomielitis empezaron a desarrollarse en 1949 cuando el 

bacteriólogo John Franklin Enders logró hacer crecer los virus en el laboratorio dentro 

de tejidos. Basándose en esa técnica el epidemiólogo Jonás Salk desarrolló la primera 

vacuna contra la poliomielitis de administración intramuscular a partir de los tres virus 

inactivados con formol. Tras las pruebas clínicas pertinentes que demostraron que era 

segura, en 1954 se empezó la inoculación. Posteriormente en 1964 Sabin y Bougler 

desarrollaron una vacuna de virus activos de administración oral. Se la llamó Trivalente 

porque atacaba a los tres virus. La inmunidad producida por la vacunación es 

predominantemente humoral (tipo TH1), específica de serotipo y duradera [los 

anticuerpos persisten durante toda la vida]. (Marshall, 1955; Salka, 1955; Salkb, 1955; 

Hinman, 1988; Minor, 1996). 

En diversos estudios se ha encontrado que la utilización de la vacuna de 

poliovirus inactivos (IPV) es capaz de inducir una fuerte respuesta de IgA de memoria 

en el suero. La vacunación IPV es suficiente para inducir una respuesta mucosa de IgA 

contra poliovirus y en los individuos sensibilizados con OPV mucosa, sin embargo, un 

refuerzo de la vacunación  con IPV dirige a una fuerte respuesta de IgA en mucosas. 

(Herremans, 1999)  Numerosos estudios han mencionado un papel para las células T 

en la inmunidad contra los poliovirus a través  de su función colaboradora en la 

producción de anticuerpos.  

                               

PROPIEDADES INMUNOGÉNICAS DE LAS PROTEÍNAS VP1, VP2 Y VP4. 
La mayoría de la información acerca de los determinantes antigénicos 

involucrados en la neutralización de los poliovirus ha derivado de estudios utilizando 
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anticuerpos monoclonales generados por ratones inmunizados vía parenteral.  Muchos 

estudios han sido llevados a cabo para definir las estructuras antigénicas involucradas 

en la neutralización de los poliovirus y han resultado en la identificación de varios 

epítopes de neutralización. Los cuatro sitios antigénicos principales para la 

neutralización  han sido identificados en las 3 proteínas principales de la cápside de los 

tres serotipos de poliovirus. El sitio 1 está compuesto de residuos de VP1, mientras las 

estructuras de los otros sitios antigénicos parecen ser más complejas, involucrando 

residuos de VP1, VP2, y/o VP3. (Fiore, 1997). 

 El análisis específico contra las proteínas purificadas de los virus de la polio 

demuestra que clonas de las células T reconocen epitopes en las proteínas de la 

superficie de la cápside VP1, VP2, VP3 y de la proteína interna de la cápside VP4. 

Definiendo 4 epítopes en el extremo amino-terminal de VP4, entre los residuos 6 y 35, 

estos son altamente conservados entre los 3 tipos de virus e inducen reactividad–

cruzada. Además se identificaron 3 epítopes en VP3, residuos 14-28, 189-203 y 196 a 

210 del primero, y 1 en VP1, residuos 257-264 de la región variable de VP1; y que la 

sustitución simple o múltiple de estos aminoácidos afecta el reconocimiento de estos 

epítopes por parte de las clonas (Mahon, 1992). 

La caracterización inmunológica de los linfocitos T específicos de poliovirus 

indica que la población efectora involucrada en la respuesta proliferativa específica 

observada fue de las células T colaboradoras CD4+. Esta respuesta fue inducida por 

estimulación con la proteína VP1 o con péptidos sintéticos de la misma y se 

identificaron varios epítopes en 3 regiones de la proteína VP1, residuos 7-24, 86-120 y 

201-241; que fueron reconocidos por células T de ratones BALB/c (h-2d), C57Bl/6 8H-

2b) y C3H/HeJ (H-2k). Dentro de la primera región también se detectaron dos regiones 

más de reconocimiento, residuos 86-103 y 110-120. Todos se localizan cerca de sitios 

de unión a anticuerpos e inducen respuesta proliferativa de células T (Kutubuddina, 

1992). Por otro lado, la inmunización de ratones BALB/c byJ (H-2d) con el poliovirus 

tipo 1 o la proteína VP1 purificada inducen respuesta de linfocitos T citotóxicos y con la 

ayuda de vectores que expresaban segmentos de VP1 o péptidos sintéticos se 

identificaron dos epítopes de linfocitos T citotóxicos en VP1, residuos 110-120 y 202-

221, asociados a moléculas de MHC clase I (Dd o Kd); estos epítopes se encuentran 

localizados cerca de sitios antigénicos neutralizantes y son capaces de inducir 

respuesta de linfocitos T citotóxicos (Kutubuddinb, 1992). Un epítope dominante para 

las células T fue identificado en la región de los aminoácidos 103-115 de VP1 de la 
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cápside, muy cerca del epítope de neutralización C3, restringido a H-2d.  La 

inmunización de ratones BALB/c (H-2d) con el péptido p86-115, que contiene tanto el 

epítope de las células T como el epítope de neutralización C3, induce respuesta de 

células T CD4+ y células B específicas de poliovirus (Leclerc, 1991).  

Como se sabe, el poliovirus solo infecta al hombre y algunos primates 

(chimpancés, gorilas, orangutanes y monos colobos) (Wolfe, 1998). Sin embargo,  la 

infección por poliovirus puede ser inducida en ratones transgénicos que expresan el 

receptor para el poliovirus (Koike, 1993; Crotty, 2002; Buisman, 2003). Pero existen 

estudios que determinaron la inducción de una respuesta inmune contra el poliovirus en 

diferentes cepas de ratones hembras no transgénicas para el receptor del poliovirus 

(Lecler, 1991; Katrak, 1991; Mahon, 1992; Kutubuddin, 1992ª;  Kutubuddin 1992b; 

Fiore, 1997). 
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Debido a los antecedentes descritos en la introducción nos permite proponer que 

si los antígenos del virus de la polio que indujeron la respuesta de memoria fueran 

expresados en células tumorales de individuos que recibieron durante su infancia la 

vacuna oral anti-poliomielítica se esperaría una activación de tal respuesta, 

principalmente una respuesta de linfocitos T citotóxicos, y que ésta podría conducir a 

un reconocimiento y ataque específico de las células tumorales que expresen dichos 

antígenos. Una de las formas en que teóricamente se puede lograr la expresión de 

antígenos en una célula tumoral es a través de su transfección in vivo con vectores 

plasmídicos de ADN que contengan las secuencias que codifican para tales antígenos. 

Interesantemente, se han desarrollado vectores plasmídicos que contienen secuencias 

que permiten el transporte y anclaje en la membrana de los productos génicos de 

interés. Esto representa un potencial interesante de aplicación en la terapia génica del 

cáncer. 

Debido a lo anterior, en este trabajo proponemos la clonación de los genes que 

codifican para las proteínas de la cápside  del virus de la polio en vectores de 

expresión, y su uso para la transfección de células de tumores de melanoma que se 

inducirán en ratones que hayan sido vacunados contra la polio, y evaluar su potencial 

para el desarrollo de una respuesta de memoria contra dichos tumores. 
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OBJETIVOS 

 Objetivo  general 
 

 Determinar la eficiencia de transfección de los plásmidos que expresan los 

genes que codifican para las proteínas de la cápside del virus de polio (VP1, 

VP2 y VP4) en células de melanoma de ratones inmunizados contra la polio y el 

efecto en el crecimiento tumoral de la expresión de las proteínas virales en las 

masas tumorales. 

Objetivos específicos 
 

1. Clonar los genes VP1, VP2 y VP4  en el vector pDISPLAY para su expresión en 

células de mamífero. 

2. Caracterizar los plásmidos construidos por restricción enzimática, PCR  y 

secuenciación. 

3. Inmunizar ratones de la cepa C57Bl/6 (4-6 semanas de edad) con la vacuna oral 

anti-poliomielítica. 

4. Determinar si la inmunización en los ratones  induce anticuerpos contra el 

poliovirus. 

5. Inducir tumores de piel en los ratones vacunados con la línea singénica de 

melanoma B16FO.  

6. Inocular los tumores con los plásmidos construidos y evaluar su efecto en el 

crecimiento tumoral. 

7. Determinar la presencia de los plásmidos inoculados en las células tumorales. 

8. Evaluar la expresión de los genes clonados en células de tumores inoculados 

con los plásmidos por PCR y WB. 

 

HIPÓTESIS 
 

La expresión in vivo de las proteínas VP1, VP2 y VP4 de la cápside del virus de 

la polio en tumores de piel de ratones previamente inmunizados contra la polio, inducirá 

una respuesta inmune de memoria contra las células tumorales que expresan las 

proteínas virales. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 
 
Plásmidos 

El plásmido pDISPLAY fue obtenido de Invitrogen (Invitrogen Life Technologies). 

El plásmido pXpA fue donado por el Dr. Raúl Andino, Departamento de Inmunología y 

Microbiología, Universidad de California, San Francisco (UCSF), USA. El plásmido 

pXpA contiene el ADNc completo del virus de la polio  silvestre tipo 1 de la cepa 

Mahoney. 

 

Células 
Las células B16FO fueron derivadas de un melanoma de ratón C57BL/6J 

(haplotipo H-2b). Las células HeLa fueron derivadas de un cáncer cervical humano 

asociado a VPH tipo 18, fueron crecidas y mantenidas en Medio Eagle Modificado por 

Dubelcco (DMEM) (In vitro S. A de C. V) suplementado con 10% de suero fetal bovino 

(SFB) (Gibco BRL, Life Technologies) y 100U/ml de la mezcla de antibióticos penicilina-

estreptomicina en solución salina de NaCl al 0.85%, In Vitro). Las células fueron 

crecidas a 37°C en una atmósfera con 95% O2 y 5% CO2. Cuando las monocapas 

alcanzaron el 90% de confluencia fueron subcultivadas utilizando tripsina al 0.75% 

(Gibco BRL) en PBS. 

 
Virus 

El virus de la polio fue obtenido directamente de la vacuna anti-poliomielítica 

fabricada por Laboratorios Birmex S. A de C. V. La vacuna  anti-poliomielítica contiene 

los siguientes títulos de los tres serotipos de virus humanos 1x106
  partículas virales del 

tipo I, 1x105 partículas virales del tipo II y 6x105 partículas virales del tipo III.  

 

Animales  
La cepa C57BL/6J {H-2b}  fue obtenida del bioterio del Instituto de 

Investigaciones Biomédicas, UNAM. Ratones de 4 a 6 semanas de edad fueron 

utilizados en  los experimentos. Los ratones fueron mantenidos en cajas de 

microaislamiento con comida y agua ad limitum. 
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PURIFICACIÓN DEL ADN PLASMÍDICO (PROCEDIMIENTO DE 
MINIPREPARACIÓN), MEDIANTE LISIS ALCALINA 

5ml de medio LB (Apéndice 1) con 25µl de ampicilina (50mg/ml) fueron 

inoculados con una asada de bacterias E. coli recombinantes. Se incubó a 37°C, 

durante toda la noche, con agitación constante a 250rpm. Posteriormente se centrifugó 

el cultivo a 5000g durante 8 min. Los botones bacterianos se resuspendieron en 200µl 

de  solución I [50mM glucosa, 25mM TRIS-HCL (pH 8.0), 10mM EDTA (pH: 8.0)], a la 

cual se adicionó 0.005gr de lisozima sólida, para favorecer la lisis celular. Se mezcló 

por agitación invirtiendo los tubos 5 veces  y  se incubaron en hielo durante 5 min. Se 

adicionó 400µl de solución II (0.2M NaOH 1% SDS), e inmediatamente se mezcló su 

contenido invirtiendo los tubos rápidamente.  

Para precipitar las proteínas y el ADN genómico, se adicionaron 300µl de 

solución III (5M acetato de potasio pH: 5) a cada tubo; para dispersar el acetato de 

potasio se removieron los tubos fuerte y rápidamente, hasta que se observó un lisado 

viscoso; los tubos fueron incubados en hielo durante 10 min, para después centrifugar 

a 12000g durante 5 min más. El sobrenadante que contenía el plásmido se transfirió a 

tubos nuevos y estériles y se les adicionó 500µl de isopropanol y se incubaron en hielo 

durante 10 min. Los tubos se centrifugaron a 12000g durante 5 min, el sobrenadante se 

desechó y los botones se resuspendieron en una mezcla de 200µl de Buffer TE 

(Apéndice 2) complementado con 100µl de solución IV (7.5 M de acetato de amonio) 

por tubo. Para precipitar el ARN, los tubos se incubaron en hielo durante 20 min y se 

centrifugaron a 12000g durante 5 min; el sobrenadante se transfirió a tubos nuevos. 

Posteriormente se adicionaron 600µl de etanol al 95 %, se mezclaron por agitación y 

los tubos se incubaron a -70°C durante 1 hora.  Después de la incubación, los tubos se 

centrifugaron a 1200g durante 15 min. Y los botones resultantes se resuspendieron en 

30µl de H2O ultra pura guardándose a -20°C hasta su uso posterior.  

 
RESTRICCIÓN ENZIMÁTICA. 

  El ADN fue digerido con endonucleasas de restricción en el buffer 

correspondiente 10X acorde a las instrucciones del fabricante. En general se usó una 

unidad de enzima para digerir 1µg de ADN a 37°C, toda la noche. La reacción de 

restricción fue analizada por electroforesis en geles de agarosa. 
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ELECTROFORESIS DE ADN EN GELES DE AGAROSA. 

Los geles de agarosa fueron preparados disolviendo la concentración requerida 

de agarosa en TBE/bromuro de etidio [10µg/ml] (Apéndice 3). Para disolver la agarosa 

la mezcla fue calentada usando un horno de microondas, hasta que la agarosa 

estuviese completamente disuelta. La solución fue vertida en una base para geles, 

colocando el peine para la formación de pozos, permitiendo que la solución gelificara. 

Las muestras de ADN para el análisis fueron diluidas con buffer de carga (Apéndice 4) 

y cargadas en los pozos del gel; en un pozo adjunto se cargó 2µl (100ng) de marcador 

de peso molecular. La electroforesis se llevó a cabo a 100v por 45 minutos.  La 

presencia de las bandas de ADN fue detectada por iluminación UV usando un 

transiluminador (Foto/Analist Visionary) y fotografiado usando un documentador de 

geles (Fotodine/Mitsubishi). 

 
ELECTROELUSIÓN DEL ADN 

Con el fin de purificar bandas de ADN de tamaños específicos, se realizó una 

electroforesis en gel de agarosa al 1%. Después de 45  min de corrimiento 

electroforético, la banda de interés fue extraída  del gel con un bisturí y se colocó en 

una membrana de diálisis, a la que se adicionó 1ml de buffer de Electroelusión [TAE] 

(Apéndice 5).    

El ADN se aisló de la agarosa, por medio de un nuevo corrimiento electroforético 

a 100 Volts durante 30 min. Después de este tiempo, la membrana fue observada en el 

transiluminador, en donde se pudo verificar que el ADN se encontraba en el buffer de 

Electroelusión y no en la agarosa. El ADN se purificó usando la técnica de extracción 

con fenol-cloroformo y precipitación por etanol. 

 
PURIFICACIÓN DE ADN POR EXTRACCIÓN CON FENOL-CLOROFORMO Y 
PRECIPITACIÓN POR ETANOL (Modificación de Maniatis et. al, (1989)) 

En un volumen igual de fenol-cloroformo (1:1), se adicionó la muestra de ADN en 

un tubo de polipropileno. El contenido del tubo se agitó hasta que se formó una 

emulsión y los tubos se centrifugaron a 12 000g durante 5 min. El ácido nucleico 

contenido en la fase acuosa que se formó en la parte superior, se transfirió a un tubo 

nuevo y limpio con un volumen igual de cloroformo: alcohol isoamílico (24:1) y las fases 

se mezclaron agitando los tubos y posteriormente centrifugando a 12000g durante 10 

seg. El ADN contenido en la fase acuosa (fase superior) se transfirió a un tubo nuevo y 
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limpio. El ADN se precipitó con  750µl de etanol al 95%. El contenido se mezcló 

rápidamente por inversión de los tubos de 4 a 5 veces y posteriormente se incubaron a 

-70°C durante 1 h. El ADN se centrifugó a 12000g durante 15 min. Se decantó el 

sobrenadante y los botones se resuspendieron en agua ultrapura. 

 
PURIFICACIÓN  DE ADN POR CONGELACIÓN 

Se cortaron las bandas de ADN  a partir de un gel de agarosa. Los fragmentos 

se transfirieron a tubos falcón estériles de 15ml y se incubaron a     -20ºC toda la 

noche. El líquido condensado se transfirió a un tubo eppendorf nuevo y estéril, se 

agregó un volumen de acetato de amonio 7.5M, los tubos se agitaron en un vortex por 

15 seg y se adicionó un volumen de etanol absoluto frío, se agitaron de nuevo por 15 

seg en un vortex y se incubaron a -20ºC toda la noche. Posteriormente se centrifugaron 

a 13000rpm durante 30 min a 4ºC, se decantó el sobrenadante y el botón se lavó con 

etanol al 70%. Se centrifugó a 13000rpm durante 30 min a 4ºC, se decantó 

sobrenadante y el botón se dejo secando sobre papel. Una vez eliminados los residuos 

de etanol, el botón se resuspendió con agua ultra pura. 

 
REACCIONES DE LIGACIÓN 
 La reacción de ligación enzimática se realizó  como sigue: 

Antes de la ligación entre el inserto de ADN y el vector, éstos fueron preparados por 

restricción enzimática, descrita anteriormente. La ligación del vector e inserto de ADN 

se llevó a cabo en 20µl de volumen de ligación, con un radio de 1:3 (vector-inserto) 

usando 100ng del vector digerido. Para la reacción de ligación se usó 1U de T4 ADN 

ligasa (1U/µl, Gibco BRL®), buffer de ligación 5X y agua ultrapura. La mezcla de 

reacción fue incubada a 16°C toda la noche. Estas ligaciones fueron usadas para 

transformar células JM101 competentes. 

 
TRANSFORMACIÓN DE CÉLULAS COMPETENTES. 

 La alícuota de células competentes fue descongelada en hielo. 100µl (1000 

células aproximadamente) de ésta fue incubada con 10µl de la reacción de ligación, en 

condiciones de esterilidad. Las muestras se incubaron en hielo durante 30 min y 

posteriormente se aplicó un choque térmico a 42°C durante 2 min. Inmediatamente 

después se adicionaron 500µl de medio LB y los tubos fueron incubados 1 h a 37°C 
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con agitación constante. Después de la incubación, se colocó 300µl del volumen total 

de la mezcla en una caja Petri con LB-agar bacteriológico más 20µl de ampicilina 

(100mg/ml), para luego dispersarlo por toda la superficie de la caja. La caja de Petri se 

incubó a 37°C durante toda la noche en posición invertida. Una vez obtenidas las 

colonias, se colectaron 10 colonias y se usaron para inocular tubos con 5ml de medio 

LB con ampicilina (100mg/ml). Los tubos se incubaron a 37°C con agitación constante 

a 250rpm, toda la noche. Posteriormente se tomó una gota de cada cultivo y se colocó 

en una caja con LB-agar. Se incubó a 37°C toda la noche, se selló con parafilm y se 

guardó a 4°C para su uso posterior. 

 
AMPLIFICACIÓN DE LAS SECUENCIAS CODIFICADORAS DE LAS PROTEÍNAS 
DE LA CÁPSIDE DEL VIRUS DE LA POLIOMIELITIS POR PCR (POLYMERASE 
CHAIN REACTION). 

El Marco de Lectura Abierto de interés (secuencias génicas VP1, VP2 y VP4) fue 

amplificado por PCR utilizando 2 unidades de Taq DNA polimerasa (PerKin Elmer), 2µl 

de buffer PCR 10X, 25mM de cloruro de magnesio (MgCl2), 10µM de cada uno de los 

oligonucleótidos, 2mM de dNTPs y 1µl de ADN plasmídico, previamente aislado. La 

reacción de PCR se llevó a cabo en un volumen de 20µl, utilizando los siguientes 

oligonucleótidos: 

 VP1 F/BamH I (5’C GAA TTC ATG GGG TTA GGT CAG 3’) y  VP1 R/Xho I (5’C 

CTC GAG GTG TCC GAA TCC ATA 3’) que amplifican una región de 917 pares de 

bases correspondientes al gen VP1 completo.  

VP2 F/BamH I (5’ C GAA TTC GCC CCA ATG CTA AAC 3’)  y VP2 R/Xho I/ (5’ 

C CTC GAG GCC CTG TAA GCG TGG 3’)  que amplifican una región de 833 pares de 

bases correspondientes al gen VP2 completo. 

 

VP4 F/BamH I (5’ C GAA TTC ATG GGT GCT CAG GTT 3’) y VP4 R/Xho I (5’ C 

CTC GAG GTT  TAG CAT TGG GGC 3’) que amplifican una región de 204 pares de 

bases correspondientes al gen VP4 completo.  

Como control positivo en todos los ensayos de PCR, se utilizó el plásmido pXpA.  

La amplificación se llevó a cabo en 30 ciclos de 95°C-30 segundos, 40°C-60 segundos, 

72°C-90 segundos.  Se usó un termociclador Perkin Elmer, modelo 9600.  
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STOCK  EN GLICEROL DE CÉLULAS BACTERIANAS TRANSFORMADAS 

Una vez confirmada la positividad de las colonias recombinantes mediante 

restricción enzimática y reacción de PCR, se hizo un stock en glicerol de las colonias 

seleccionadas. Para ello se utilizaron tubos de crioconservación en los que se 

colocaron 850µl de células transformadas y 150µl de glicerol estéril; se almacenaron a -

70°C hasta el momento de su uso. 

 
PURIFICACIÓN DE ADN PLASMÍDICO POR CROMATOGRAFÍA. 

Para el análisis de secuenciación se utilizó ADN plasmídico aislado por el kit 

Miniprep Spin de QIAprep de QIAGEN, usando las soluciones del proveedor, como se 

describe a continuación: Se partió de un cultivo bacteriano de 1.5ml de medio LB 

selectivo crecido toda la noche a 37ºC en agitación constante. El cultivo se centrifugó a 

13000rpm durante 1 min, se decantó el sobrenadante y se resuspendió el botón en 

250µl de Buffer P1, posteriormente se adicionaron 250µl del Buffer P2 y mezcló 

suavemente por agitación invertida 4-6 veces. Se agregó 350µl  del Buffer N3 e 

inmediatamente se mezcló por agitación invertida pero suavemente de 4-6 veces. Se 

centrifugó por 10 min a 13000rpm. Se transfirió el sobrenadante a la columna spin de 

QIAprep y se centrifugó a 13000rpm durante 1 min. Posteriormente se lavó la columna 

adicionando 0.75ml de Buffer PE, se transfirió la columna a un tubo eppendorf nuevo y 

se centrifugó por 1 min a 13000rpm. Se traspasó la columna a un nuevo tubo y se 

adicionó 50µl  del Buffer EB, se esperó 1 minuto para eluir el ADN y se centrifugó por 1 

minuto a 13000rpm. El ADN obtenido se guardó hasta su uso. 
 
REACCIÓN DE SECUENCIACIÓN 

Los genes que codifican para las proteínas de la cápside del virus de la polio 

clonadas en el vector de expresión pDISPLAY  fueron analizadas mediante  una 

secuenciación automática del inserto. 

Para VP1 se usó el siguiente oligonucleótido en el extremo 5´ F/BamH I: C GAA 
TTC ATG GGG TTA GGT CAG. Y en el extremo 3´ se usó el oligonucleótido R/Xho I: C 
CTC GAG GTG TCC GAA TCC ATA. 

Para VP2 se usó el oligonucleótido  F/BamH I: C GAA TTC GCC CCA ATG CTA 
AAC en el extremo 5’ y en el extremo 3’ se usó el oligonucleótido R/Xho I: C CTC GAG 
GCC CTG TAA GCG TGG.  
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Para VP4, en el extremo 5’ se usó el oligonucleótido  F/BamH I  C GAA TTC 
ATG GGT GCT CAG y en el extremo 3´ se usó el siguiente oligonucleótido R/Xho I  C 
CTC GAG GTT  TAG CAT TGG GGC. 

Se utilizó el kit Dye Deoxy Terminator cycle sequencing (Perkin Elmer), bajo las 

siguientes condiciones: 94ºC/5min; 94ºC/30s; 55ºC/30s; 60ºC/10s; 60ºC/5min.) 35 

ciclos. La lectura del producto amplificado se realizó en el secuenciador automático ABI 

PRISM 310 (Perkir Elmer, modelo 3100, Versión 3.7). La secuenciación fue analizada 

por alineamiento con el programa Clustal X. 

INDUCCIÓN DE TUMORES 

5x105 células B16FO fueron inyectadas intradérmicamente en el costado 

derecho de cada animal. La inducción de los tumores se llevó a cabo 2 semanas 

después de que los animales fueron vacunados contra la polio. El desarrollo de los 

tumores fue monitoreado cada dos días.  

 

TRATAMIENTO DE TUMORES 
Cuando los tumores alcanzaron un área de  1.0mm2 se realizó su tratamiento. 

Los tumores fueron inyectados directamente con 100µg pDISVP1 y pDISVP4 o 300µg 

de pDISVP1, 300µg de pDISVP2 y 300µg de pDISVP4,  utilizando para este fin una 

jeringa de tuberculina y procurando depositar los plásmidos en el centro de la 

tumoración. 

Grupos de animales recibieron 100µg ó 300µg de los plásmidos pVAXVP1, 

pVAXVP2 y pVAXVP4, los cuales expresan a VP1, VP2 y VP4 pero no las presentan 

en la membrana celular. Otros grupos de animales recibieron 100µg ó 300µg del 

plásmido pDISPLAY y pVAX vacío respectivamente. Finalmente un último grupo de 

animales fue dejado sin tratar.  

 

OBTENCIÓN DE BIOPSIAS DE TUMORES 
Cuando los tumores tenían 7-10 días de crecimiento se sacrificaron los 

animales. Se obtuvieron biopsias de todos los tumores y se guardaron  en nitrógeno 

líquido en crioviales hasta su uso. 
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EXTRACCIÓN DE ADN DE LAS BIOPSIAS. 
Se tomaron muestras de todas biopsias, se cortaron finamente, se colocaron en 

tubos eppendorf nuevos y se adicionaron 400µl de buffer de digestión (Apéndice 9) y 

10µl de Proteinasa K (Invitrogen)  a cada tubo, se incubaron a 55°C por 5h con 

agitación cada 10 minutos. Posteriormente se centrifugaron a 5000rpm por 5 min, el 

sobrenadante se transfirió a tubos eppendorf nuevos y se limpiaron 3 veces con Buffer 

Ultrapuro de fenol saturado (Invitrogen), invirtiendo los tubos rápidamente para mezclar 

el contenido. Posteriormente se centrifugaron 5 min a 13000rpm y se transfirió el 

sobrenadante a tubos nuevos. Una vez limpios, se adicionó etanol al 95% a cada tubo, 

se agitaron y se incubaron 1h a -70°C. Por último, se centrifugaron 15 min a 13000rpm, 

se decantó el sobrenadante, se retiró el exceso y los botones resultantes se 

resuspendieron en 100µl de agua ultra guardándose a   -20°C hasta su uso. 

 

EXTRACCIÓN DE PROTEÍNA TOTAL DE LAS BIOPSIAS 
Para extraer proteína total, se obtuvieron muestras de las biopsias, se cortaron 

finamente y se les adicionó 500µl de buffer de Lisis (Apéndice 10) y 5µl de inhibidores 

de proteasas y fosfatasas (Roche), se incubaron en hielo por 30 min.  Posteriormente 

se rompieron las paredes celulares de las células utilizando un sonicador soniprep 150 

(SANYO), las muestras se sonicaron tres veces, durante 1 min a potencia media 

(7µicrons) con intermedios de medio min, hasta visualizar el tejido disgregado 

totalmente. Una vez disgregadas todas las muestras se centrifugaron 10min a 

13000rpm a 4°C, se transfirió el sobrenadante a un tubo eppendorf nuevo, se tomaron 

20µl de cada muestra y se colocaron en tubos eppendorf nuevos. El resto se guardó a -

20°C hasta su uso.  Posteriormente se llevó a cabo la cuantificación de la proteína total 

utilizando el ensayo de proteína DC (Bio Rad) y leyendo a 750nm en un 

Espectofotómetro Spectronic 21D (Milton Roy). 

 

WESTERN BLOT 
Se obtuvieron las proteínas totales de células tumorales transfectadas y no 

transfectadas con los plásmidos. Los extractos de proteínas totales fueron obtenidos a 

24h, 48h y a los 15 días del tratamiento.  

Los extractos de proteínas fueron incubadas con solución de carga (Invitrogen) 

(Apéndice 11), durante 5 min a 100°C. Las muestras fueron separadas por corrimiento 
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electroforético en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE) (Apéndice 12) al 10% a 95V por 

45 minutos. Las proteínas fueron transferidas a una membrana de nitrocelulosa a 120V 

durante 1 h a 4°C en una cámara Mini-VE Hoefer (Amserham Biosciences) en buffer de 

corrida 1x {3% (w/v) tris-base, 14% (w/v) glicina, 5% SDS al 20%} diluido 1:10. Luego la 

membrana fue incubada con solución bloqueadora [5% leche descremada en polvo, 0.1 

% Tween-20 en PBS] durante toda la noche a 4°C. Posteriormente la membrana fue 

lavada tres veces durante 5 min con 0.1% Tween-20 en PBS. Después la membrana 

fue incubada con el anticuerpo  monoclonal, comercial anti-virus de la polio, isotipos 

IgG1 e IgG2a, (Chemicon Internacional) diluido  1 en 100 en PBS -BSA 1%- Tween 

0.05%. Después de 2 h de incubación a temperatura ambiente, la membrana fue 

lavada tres veces durante cinco minutos con 0.1% Tween-20 en PBS. En seguida, la 

membrana se incubó el anticuerpo policlonal de cerdo α-ratón, α-cabra, α-conejo IgG 

multi-unión acoplada a biotina (Dako) diluido 1:250 en PBS-BSA 1%-Tween 0.05%. 

Luego de 1 h de incubación a temperatura ambiente, las membranas fueron lavadas 

tres veces durante 5 min con 0.1% Tween-20 en PBS. Posteriormente se adicionó 

estreptavidina acoplada a peroxidasa (Dako) en una dilución 1:250 en PBS-BSA 1%-

Tween 0.05%. Después de 1 hora de incubación a temperatura ambiente, la membrana 

fue lavada tres veces durante 5 min con 0.1% Tween-20 en PBS. Finalmente la 

membrana fue expuesta al agente quimioluminiscente luminol (Perkin Elmer) durante 1 

min y fueron reveladas. 

 
 INMUNIZACIÓN DE ANIMALES CON LA VACUNA ORAL ANTI-POLIOMIELÍTICA 

Un grupo de ratones hembra C57Bl/6 fueron inmunizados con la vacuna Sabin 

por la vía oral. Otro grupo de ratones hembra recibieron solución salina estéril (PBS) 

(Apéndice 6) por la misma vía, utilizando una sonda intragástrica. Los animales 

recibieron 3 dosis de 100µl de la vacuna Sabin (500 partículas virales del tipo 1, 50 

partículas virales del tipo 2 y 300 partículas virales del tipo 3) o de la solución salina 

estéril a intervalos de 2 semanas. 

 

OBTENCIÓN DE SUEROS 
Las muestras de sangre se obtuvieron de todos los ratones, tanto inmunizados 

como no inmunizados, por vía retro-orbital y se colocaron en tubos eppendorf de 1.5 

estériles y se pusieron en hielo. Posteriormente se incubaron por 45min a 4ºC, se 

quitaron los coágulos a cada muestra con un palillo estéril y se centrifugaron a 4ºC por 
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15min a 13000rpm  y se transfirió el sobrenadante (suero) a un tubo eppendorf nuevo 

estéril guardándose a -20ºC hasta su uso. 

 

ENSAYO DE PROLIFERACIÓN CELULAR.  
Diferentes números de células HeLa se  sembraron en una placa de 96 pozos 

estéril y se incubaron por 2 h a 37°C con 200µl de medio DMEM suplementado y 

posteriormente se hizo el ensayo  de MTT (Apéndice 7) como sigue: se lavaron las 

células tres veces con 200µl de medio DMEM sin suero, posteriormente se adicionaron 

200µl de medio DMEM suplementado y 50µl de MTT [1mg/ml en PBS], se resuspendió 

y se incubó 1 h a 37ºC. Se eliminó el medio y se lavaron las células tres veces con 

200µl de medio DMEM suplementado, se adicionó 100µl de isopropanol, 

resuspendiendo hasta disolver los cristales formados. Posteriormente se leyó la 

absorbancia a 570nm en un lector de ELISA (BIOC-T EK ELx800). 

 

CULTIVO DE VIRUS DE LA POLIO 
5x105 células HeLa fueron sembradas en cajas de cultivo p100 estériles con 8ml 

de medio DMEM suplementado y crecidas a 37°C. Cuando las monocapas alcanzaron 

el 80% de confluencia fueron infectadas con 1ml de la vacuna oral (5x105 partículas 

virales del tipo 1, 5x104 partículas virales del tipo 2 y 3x105 partículas virales del tipo 3), 

24h después se transfirió 1ml del medio de las células infectadas a una nueva caja de 

células con 80% de confluencia.  Esto se repitió 10 veces para mantener activo al virus. 

De este cultivo se obtuvo el virus para los ensayos siguientes. 

 

ENSAYO DE INFECCIÓN in vitro DE CÉLULAS HeLa POR POLIOVIRUS. 
DETERMINACIÓN DE LA DOSIS LETAL 50 (DL50) Y LA DOSIS LETAL 100  (DL100). 
  1x105 células HeLa se sembraron en pozos de placas de 96 pozos estériles y se 

incubaron por 2 h a 37ºC (5% CO2), posteriormente se eliminó el medio y se 

adicionaron diluciones de la vacuna anti-poliomielítica (1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64, 

1:125, 1:500,1:1000,1:2000 y 1:4000) y se incubaron toda la noche a 37ºC (5% CO2). 

Al día siguiente se cuantificó el número de células vivas por  el ensayo de MTT antes 

descrito. 
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ENSAYO DE INHIBICIÓN DE LA INFECCIÓN POR POLIOVIRUS. 
DÍA 1: Los sueros de ratones vacunados y no vacunados fueron incubados con  

de 50 µl de virus de la polio en cultivo a 4ºC por 24 h. 

DÍA 2: 1x105 células HeLa se sembraron en placas de 96 pozos estériles y se 

incubaron 2 h a 37ºC (5% CO2), posteriormente se eliminó el medio. Se adicionaron las 

muestras preparadas el día 1 y se incubaron por 24 h a 37ºC (5% CO2). Al día siguiente 

se realizó el ensayo de MTT antes descrito. 

 

INMUNOCITOQUIMICA DE CÉLULAS INFECTADAS CON VIRUS DE LA POLIO. 
 Los reactivos utilizados excepto los anticuerpos, se obtuvieron del Kit Histostain 

–DS (Zymed). 
5x105  células HeLa fueron sembradas en una caja p25 estéril y se incubaron 2 h 

a 37ºC (5% CO2), posteriormente se eliminó el medio, se adicionaron 1ml de medio 

DMEM nuevo y 100µl de virus de la polio en cultivo y fueron incubadas a 37°C por 24h, 

después se les retiró el medio. Posteriormente las monocapas fueron lavadas 3 veces 

con PBS y fueron fijadas con 1ml de metanol frío por 10 min a 4°C; se retiró el metanol 

y posteriormente se le adicionó peróxido de hidrógeno (H2O2) al 3% en metanol por 10 

min a temperatura ambiente. Las monocapas fueron lavadas 3 veces con PBS y fueron 

incubadas con 800 µl de Suero Fetal Bovino 1:4 en TBS-BSA 2% -Tween 0.1% 

(Apéndice 8) y se dejó incubando por 30 min a temperatura ambiente. Posteriormente 

se adicionó el anticuerpo  monoclonal comercial anti-virus de la polio (clonas 583-G8-

G2-A4, 591-B1-H7-D1 y 613-F1-B5-E5), isotipos IgG1 e IgG2a, (Chemicon Internacional) 

que reconoce a los tres tipos de virus,  dilución 1:100 en  solución bloqueadora (TBS-

BSA 2% -Tween 0.1%) o sueros de ratones no inmunizados o inmunizados con la 

vacuna anti-poliomielítica, dilución 1:100 en solución bloqueadora. Se incubó por 2 h a 

37 °C.   
  Posteriormente se lavó 2 veces con  PBS y se adicionó el anticuerpo policlonal 

de cerdo α-ratón, α-cabra, α-conejo IgG multi-unión acoplada a biotina (Dako) (dilución 

1:100); se incubó 1 h a temperatura ambiente y  se lavó 2 veces con PBS y se añadió 

estreptavidina-HRP diluida 1:100 en solución bloqueadora, y se dejó incubando 1 h a  

temperatura ambiente. Se lavó 6 veces con PBS y se añadió 20µl de sustrato AEC (3-

Amino-9-etil-carbazol) y 1250µl del Buffer para el sustrato AEC, para revelar la señal 

del anticuerpo secundario. Se incubó por  20 min a temperatura ambiente. Se lavó con 
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agua-destilada y finalmente las monocapas fueron contrateñidas con  una gota de 

hematoxilina por 1 min, se lavó con agua, y se fijó con el medio de montaje COVER 

care (Biocare Medical). 

ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

Los datos obtenidos fueron analizados por la prueba t de Student. Se consideró 

un nivel de significancia básico para p=0.05 con un intervalo de confianza de 95%. 
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RESULTADOS 
 
CONSTRUCCIÓN Y CARACTERIZACCIÓN DE LOS PLÁSMIDOS pDISVP1, 
pDISVP2 y pDISVP4. 
 
Clonación de los genes VP1, VP2, VP4 en el vector de expresión pDISPLAY.  

En el presente proyecto las secuencias génicas que codifican para VP1, VP2 y 

VP4 del virus de la polio fueron clonadas en el vector de expresión pDISPLAY, para dar 

lugar a los plásmidos pDISVP1, pDISVP2 y pDISVP4.    

 Este vector tiene las siguientes características: contiene el promotor de 

Citomegalovirus humano (pCMV) que permite la expresión del gen de interés en 

células de mamífero. Además contiene la secuencia de la cadena-κ de Ig de la  V-J2-C 

murina  que  funciona como péptido señal, el cual induce el transporte de la proteína 

clonada a la membrana. Por último presenta una secuencia que codifica para el domino 

transmembranal del receptor del factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGFR-

TM) que  conlleva al anclaje de la proteína de interés en la membrana, lo cual permitirá 

que esté expuesta al reconocimiento.  

Se seleccionaron cinco colonias de bacterias transformadas con pDISVP1, se 

extrajo el ADN y se analizó por restricción con la enzima de restricción Xba I. Esta 

enzima corta al inserto (VP1), en los sitios 2546 y 2861 y no corta al vector, por lo que 

se espera obtener dos fragmentos de aproximadamente 315 y 6000pb, los cuales se 

observaron en todas las colonias.  Para corroborar la presencia de la secuencia génica 

VP1 en el plásmido, se seleccionaron 2 colonias y se realizó un análisis por PCR, 

usando los oligonucleótidos VP1F Y VP1 R mencionados en la metodología. 
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Figura 6. Amplificación del gen VP1 del virus de la polio por PCR. El gen VP1 fue amplificado usando los 

oligonucleótidos VP1F y  VP1R. Los productos de la reacción fueron analizados en un gel de agarosa al 

1%. Carriles: 1.- Marcador de peso molecular; 2.- control positivo; 3.- ADN de la colonia 1; 4.- ADN de la 

colonia 2. 

 
 
 En la Figura 6 se muestra el resultado de la PCR; como control positivo en todos 

los ensayos de PCR, se utilizó el plásmido pXpA, que contiene el cDNA completo del 

virus de la polio tipo 1 (cepa Mahoney).  Como se puede apreciar la PCR produjo una 

banda en las colonias seleccionadas del mismo peso molecular que el que se observa 

en el control positivo, y que corresponde al mismo peso esperado para VP1 (917pb). 

Por otro lado, en el control negativo que sólo contenía agua en lugar de ADN templado, 

no se observó amplificación. Estos resultados muestran que el gen VP1 fue clonado 

exitosamente en el vector pDISPLAY.   

 

 Por otro lado, 4 colonias de bacterias transformadas con pDISVP2, fueron 

analizadas por restricción con la enzima Ssp  I. Esta enzima corta tanto al inserto (VP2) 

en el sitio 1641 como al vector pDISPLAY en dos sitios  (4754, 5307), por lo que se 

esperan tres fragmentos génicos de  4005, 1582 y 553pb. Al observar las muestras en 

el gel de agarosa se visualizaron los tres fragmentos esperados en dos colonias. Para 

corroborar la presencia de la secuencia génica VP2 en el plásmido, en las dos colonias, 

se llevó a cabo un ensayo de PCR, usando los oligonucleótidos VP2F Y VP2R. 
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Figura 7. Análisis de la presencia del gen VP2 del virus de la polio por PCR. El ADN de 2 colonias 

seleccionadas fue amplificado usando los oligonucleótidos VP2 F y VP2 R. El producto de la reacción fue 

analizado en un gel de agarosa al 1%. Carriles: 1.- Marcador de peso molecular; 2.- control positivo; 3.- 

control negativo; 4.- ADN de la colonia 1; 5.- ADN de la colonia 2.  

 

Como se puede observar en la Figura 7, la reacción de PCR produjo un 

amplificado en las 2 colonias seleccionadas del mismo peso al que se observa en el 

control positivo, y que corresponde al peso esperado para VP2 (833pb). Estos 

resultados muestran que el gen VP2 fue clonado atinadamente en el vector  

pDISPLAY. 

 

 

Para el caso de pDISVP4, se seleccionaron tres colonias, se extrajo el ADN y se 

analizaron  por restricción con la enzima Sma  I. Esta enzima corta al vector pDISPLAY 

en un sitio único (815) dentro de la región de policlonación.  El sitio Sma  I  se 

encuentra localizado entre los sitios Bgl II y Sal I, por lo que la ligación del inserto VP4 

producirá la pérdida de dicho sitio Sma I. De tal forma, la restricción del DNA de 

colonias que sólo contengan al vector vacío produciría una linearización del mismo (1 

sola banda de 5.3 Kb), mientras que en colonias recombinantes sería imposible 

linearizar el plásmido. El corrimiento electroforético de la restricción con la enzima Sma 

I, mostró que el fragmento de 5.3 Kb se presentó sólo en una de las colonias (1), lo 

cual indica que esta colonia  no es recombinante.  Sin embargo en las demás colonias 

(2 y 3)  no se observó dicha banda, lo que sugiere que estas sí pueden ser bacterias 

recombinantes. Para corroborar la presencia de la secuencia génica VP4 en el 
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plásmido, en las colonias 2 y 3, se realizó un análisis por PCR, usando los 

oligonucleótidos VP4F Y VP4R.  

 

                                      
 
 Figura 8. Escrutinio del gen VP4 mediante PCR. Ensayo de PCR en muestras de ADN de bacterias 

transformadas con pDISVP4. El ADN de 2 colonias transfectadas con pDISVP4 seleccionadas fue 

amplificado usando los oligos VP4 F  y VP4 R. El producto de la reacción fue examinado en un gel de 

agarosa al 1%. Carriles: 1.- Marcador de peso molecular; 2.- control positivo; 3.- ADN de la colonia 1, 4.- 

ADN de la colonia 2. 

   

En la Figura 8 se aprecia que se amplificó un producto en las colonias seleccionadas 

del mismo peso al que se observa en el control positivo, y que corresponde al peso 

esperado para VP4 (204pb). Estos resultados muestran que el gen VP4 fue clonado 

acertadamente en el vector  pDISPLAY. 

 

 

Con la finalidad de verificar la integridad de los genes  VP1, VP2 y VP4 clonados 

en el vector pDISPLAY, se procedió a secuenciarlos utilizando los oligonucleótidos ya 

mencionados en la metodología. El uso de estos oligonucleótidos permitió secuenciar 

los genes completos. 

Para todos los casos se generó una secuencia prototipo de los genes VP1 o VP2 

o VP4 con ayuda del programa DNAclub, con la cual se compararon las secuencias de 

los genes clonados. 

 

A continuación se presenta la alineación de la secuencia prototipo (VP1) y las 

obtenidas con los diferentes oligonucleótidos: 
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vp1      TAGGTCAGATGCTTGAAAGCATGATTGACAACACAGTCCGTGAAACGGTGGGGGCGGCAA 

vp1F     ---------AGCTTGAT-GCATGATTGACA-CACAGTCCGTGAAACGGTGGGGGCGGCAA 

vp1R     ------------------------------------------------------------ 

                   ******  ************ ***************************** 

OLIGO VP1F CGAATTCATGGGGTTAGGTCAG 

            BamH I 

Nota: el inicio de todos los oligos no fue secuenciado, pues no aparecen 

completos en las secuencias. 

 

vp1      CATCTAGAGACGCTCTCCCAAACACTGAAGCCAGTGGACCAACACACTCCAAGGAAATTC 

vp1F     CATCTAGAGACGCTCTCCCAAACACTGAAGCCAGTGGACCAACACACTCCAAGGAAATTC 

vp1R     ------------------------------------------------------------ 

         ************************************************************              

 
vp1      CGGCACTCACCGCAGTGGAAACTGGGGCCACAAATCCACTAGTCCCTTCTGATACAGTGC 

vp1F     CGGCACTCACCGCAGTGGAAACTGGGGCCACAAATCCACTAGTCCCTTCTGATACAGTGC 

vp1R     ------------------------------------------------------------ 

         ************************************************************              

 

vp1      AAACCAGACATGTTGTACAACATAGGTCAAGGTCAGAGTCTAGCATAGAGTCTTTCTTCG 

vp1F     AAACCAGACATGTTGTACAACATAGGTCAAGGTCAGAGTCTAGCATAGAGTCTTTCTTCG 

vp1R     ------------------------------------------------------------ 

         ************************************************************              

 

vp1      CGCGGGGTGCATGCGTGACCATTATGACCGTGGATAACCCAGCTTCCACCACGAATAAGG 

vp1F     CGCGGGGTGCATGCGTGACCATTATGACCGTGGATAACCCAGCTTCCACCACGAATAAGG 

vp1R     ------------------------------------------------------------ 

         ************************************************************              

 

vp1      ATAAGCTATTTGCAGTGTGGAAGATCACTTATAAAGATACTGTCCAGTTACGGAGGAAAT 

vp1F     ATAAGCTATTTGCAGTGTGGAAGATCACTTATAAAGATACTGTCCAGTTACGGAGGAAAT 

vp1R     ------------------------------------------------------GGAAAT 

         ************************************************************ 

 

vp1      TGGAGTTCTTCACCTATTCTAGATTTGATATGGAACTTACCTTTGTGGTTACTGCAAATT 

vp1F     TGGAGTTCTTCACCTATTCTAGATTTGATATGGAACTTACCTTTGTGGTTACTGCAAATT 

vp1R     TGGAGTTCTTCACCTATTCTAGATTTGATATGGAACTTACCTTTGTGGTTACTGCAAATT 

         ************************************************************ 
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vp1      TCACTGAGACTAACAATGGGCATGCCTTAAATCAAGTGTACCAAATTATGTACGTACCAC 

vp1F     TCACTGAGACTAACAATGGGCATGCCTTAAATCAAGTGTACCAAATTATGTACGTACCAC 

vp1R     TCACTGAGACTAACAATGGGCATGCCTTAAATCAAGTGTACCAAATTATGTACGTACCAC 

         ************************************************************ 

 

vp1      CAGGCGCTCCAGTGCCCGAGAAATGGGACGACTACACATGGCAAACCTCATCAAATCCAT 

vp1F     CAGGCGCTCCAGTGCCCGAGAAATGGGACGACTACACATGGCAAACCTCATCAAATCCAT 

vp1R     CAGGCGCTCCAGTGCCCGAGAAATGGGACGACTACACATGGCAAACCTCATCAAATCCAT 

         ************************************************************ 

 

vp1      CAATCTTTTACACCTACGGAACAGCTCCAGCCCGGATCTCGGTACCGTATGTTGGTATTT 

vp1F     CAATCTTTTACACCTACGGAACAGCTCCAGCCCGGATCTCGGTACCGTATGTTGGTATTT 

vp1R     CAATCTTTTACACCTACGGAACAGCTCCAGCCCGGATCTCGGTACCGTATGTTGGTATTT 

         ************************************************************ 

 

vp1       CGAACGCCTATTCACACTTTTACGACGGTTTTTCCAAAGTACCACTGAAGGACCAGTCGG 

vp1F      CGAACGCCTATTCACACTTTTACGACGGTTTTTCCAAAGTACCACTGAAGGACCAGTCGG 

vp1R      CGAACGCCTATTCACACTTTTACGACGGTTTTTCCAAAGTACCACTGAAGGACCAGTCGG 

          ************************************************************ 

 

vp1       CAGCACTAGGTGACTCCCTTTATGGTGCAGCATCTCTAAATGACTTCGGTATTTTGGCTG 

vp1F      CAGCACTAGGTGACTCCCTTTATGGTGCAGCATCTCTAAATGACTTCGGTATTTTGGCTG 

vp1R      CAGCACTAGGTGACTCCCTTTATGGTGCAGCATCTCTAAATGACTTCGGTATTTTGGCTG 

          ************************************************************ 

 

vp1       TTAGAGTAGTCAATGATCACAACCCGACCAAGGTCACCTCCAAAATCAGAGTGTATCTAA 

vp1F      TTAGAGTAGTCAATGATCACAACCCGACCAAGGTCACCTCCAAAATCAGAGTGTATCTAA 

vp1R      TTAGAGTAGTCAATGATCACAACCCGACCAAGGTCACCTCCAAAATCAGAGTGTATCTAA 

          ************************************************************ 

 

vp1F      AACCCAAACACATCAGAGTCTGGTGCCCGCGTCCACCGAGGGCAGTGGCGTACTACGGCC 

vp1R      AACCCAAACACATCAGAGTCTGGTGCCCGCGTCCACCGAGGGCAGTGGCGTACTACGGCC 

          ************************************************************ 

 

vp1       CTGGAGTGGATTACAAGGATGGTACGCTTACACCCCTCTCCACCAAGGATCTGACCACA 

vp1F      CTGGAGTGGATTACAAGGATGGTACGCTTACAC-------------------------- 

vp1R      CTGGAGTGGATTACAAGGATGGTACGCTTACACCCCTCTCCACCAAGGATCTGACCACA 

          ***********************************************************              
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vp1       TAT   

vp1F      --- 

vp1R      TAT 

          *** 

oligo vp1R CCTCGAG GTGTCCGAATCCATA 

            Xho I  CACAGGCTTAGGTAT 

Nota: gran parte de este oligo no se secuenció, sin embargo la secuenciación 

de gen VP1 si esta completa. 

 

Figura 9. Comparación de secuencias de VP1. Alineación entre la secuencia de gen prototipo VP1 con 

las secuencias obtenidas del análisis del ADN de colonias transformadas con el plásmido pDISVP1, 

utilizando los oligonucleótidos VP1F/BamH I y VP1R/Xho I.  

 

      Al comparar la secuencia analizada con la secuencia prototipo del gen VP1 (figura 

9) se observó lo siguiente:  

La reacción con el oligonucleótido VP1F/BamH I permitió secuenciar a partir de 

13pb de la región de policlonación río arriba del inserto y el oligonucleótido VP1R/Xho I 

permitió terminar de secuenciar al gen que codifica para la proteína VP1, mostrando 

una concordancia del 100% con la secuencia conocida del gen.  

 
 
A continuación se presenta la alineación de las secuencias obtenidas del gen VP2 

utilizando los oligonucleótidos VP2 F/BamH I Y VP2 R/Xho I. 

 
vp2          ATGCTAAACTCGCCAAACATAGAGGCTTGCGGGTATAGCGATAGAGTACT 

vp2f         ---------TCGCCAAACATAGAGGCTTGCGGGTATAGCGATAGAGTACT 

vp2R         ATGCTAAACTCGCCAAACATAGAGGCTTGCGGGTATAGCGATAGAGTACT 

             ************************************************** 

OLIGO VP2f CGAATTCGCCCCAATGCTAAAC 

 

vp2       GCAATTAACACTGGGAAACTCCACTATAACCACACAGGAGGCGGCTAATTCAGTAGTCGC 

vp2f      GCAATTAACACTGGGAAACTCCACTATAACCACACAGGAGGCGGCTAATTCAGTAGTCGC 

vp2R      GCAATTAACACTGGGAAACTCCACTATAACCACACAGGAGGCGGCTAATTCAGTAGTCGC 

          ************************************************************ 

 

vp2       TTATGGGCGTTGGCCTGAATATCTGAGGGACAGCGAAGCCAATCCAGTGGACCAGCCGAC 

vp2f      TTATGGGCGTTGGCCTGAATATCTGAGGGACAGCGAAGCCAATCCAGTGGACCAGCCGAC 

vp2R      TTATGGGCGTTGGCCTGAATATCTGAGGGACAGCGAAGCCAATCCAGTGGACCAGCCGAC 

          ************************************************************ 
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vp2       AGAACCAGACGTCGCTGCATGCAGGTTTTATACGCTAGACACCGTGTCTTGGACGAAAGA 

vp2f      AGAACCAGACGTCGCTGCATGCAGGTTTTATACGCTAGACACCGTGTCTTGGACGAAAGA 

vp2R      AGAACCAGACGTCGCTGCATGCAGGTTTTATACGCTAGACACCGTGTCTTGGACGAAAGA 

          ************************************************************ 

 

vp2       GTCGCGAGGGTGGTGGTGGAAGTTGCCTGATGCACTGAGGGACATGGGACTCTTTGGGCA 

vp2f      GTCGCGAGGGTGGTGGTGGAAGTTGCCTGATGCACTGAGGGACATGGGACTCTTTGGGCA 

vp2R      GTCGCGAGGGTGGTGGTGGAAGTTGCCTGATGCACTGAGGGACATGGGACTCTTTGGGCA 

          ************************************************************ 

 

vp2       AAATATGTACTACCACTACCTAGGTAGGTCCGGGTACACCGTGCATGTACAGTGTAACGC 

vp2f      AAATATGTACTACCACTACCTAGGTAGGTCCGGGTACACCGTGCATGTACAGTGTAACGC 

vp2R      AAATATGTACTACCACTACCTAGGTAGGTCCGGGTACACCGTGCATGTACAGTGTAACGC 

          ************************************************************ 

 

vp2       CTCCAAATTCCACCAGGGGGCACTAGGGGTATTCGCCGTACCAGAGATGTGTCTGGCCGG 

vp2f      CTCCAAATTCCACCAGGGGGCACTAGGGGTATTCGCCGTACCAGAGATGTGTCTGGCCGG 

vp2R      CTCCAAATTCCACCAGGGGGCACTAGGGGTATTCGCCGTACCAGAGATGTGTCTGGCCGG 

          ************************************************************ 

 

vp2       GGATAGCAACACCACTACCATGCACACCAGCTATCAAAATGCCAATCCTGGCGAGAAAGG 

vp2f      GGATAGCAACACCACTACCATGCACACCAGCTATCAAAATGCCAATCCTGGCGAGAAAGG 

vp2R      GGATAGCAACACCACTACCATGCACACCAGCTATCAAAATGCCAATCCTGGCGAGAAAGG 

          ************************************************************ 

 

vp2       AGGCACTTTCACGGGTACGTTCACTCCTGACAACAACCAGACATCACCTGCCCGCAGGTT 

vp2f      AGGCACTTTCACGGGTACGTTCACTCCTGACAACAACCAGACATCACCTGCCCGCAGGTT 

vp2R      AGGCACTTTCACGGGTACGTTCACTCCTGACAACAACCAGACATCACCTGCCCGCAGGTT 

          ************************************************************ 

 

vp2       CTGCCCGGTGGATTACCTCCTTGGAAATGGCACGTTGTTGGGGAATGCCTTTGTGTTCC 

vp2f      CTGCCCGGTGGATTACCTCCTTGGAAATGGCACGTTGTTGGGGAATGCCTTTGTGTTCC 

vp2R      CTGCCCGGTGGATTACCTCCTTGGAAATGGCACGTTGTTGGGGAATGCCTTTGTGTTCC 

          *********************************************************** 

 

vp2       CGCACCAGATAATAAACCTACGGACCAACAACTGTGCTACACTGGTACTCCCTTACGTGA 

vp2f      CGCACCAGATAATAAACCTACGGACCAACAACTGTGCTACACTGGTACTCCCTTACGTGA 

vp2R      CGCACCAGATAATAAACCTACGGACCAACAACTGTGCTACACTGGTACTCCCTTACGTGA 

          ************************************************************ 
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vp2       ACTCCCTCTCGATAGATAGTATGGTAAAGCACAATAATTGGGGAATTGCAATATTACCAT 

vp2f      ACTCCCTCTCGATAGATAGTATGGTAAAGCACAATAATTGGGGAATTGCAATATTACCAT 

vp2R      ACTCCCTCTCGATAGATAGTATGGTAAAGCACAATAATTGGGGAATTGCAATATTACCAT 

          ************************************************************ 

 

vp2       TGGCCCCATTAAATTTTGCTAGTGAGTCCTCCCCAGAGATTCCAATCACCTTGACCATAG 

vp2f      TGGCCCCATTAAATTTTGCTAGTGAGTCCTCCCCAGAGATTCCAATCACCTTGACCATAG 

vp2R      TGGCCCCATTAAATTTTGCTAGTGAGTCCTCCCCAGAGATTCCAATCACCTTGACCATAG 

          ************************************************************ 

 

vp2       CCCCTATGTGCTGTGAGTTCAATGGATTAAGAAACATCACCCTGCCACGCTTACAGG 

vp2f      CCCCTATGTGCTGTGAGTTCAATGGATTAAGAAACATCACCCTGCCACGCTTACAGG 

vp2R      CCCCTATGTGCTGTGAGTTCAATGGATTAAGAAACATCACCCTGC------------ 

          *********************************************************     

Oligo vp2R CCTCGAG GCCCTGTAAGCGTGG            

            Xho I  CGGGACATTCGCACC     

 
Fig. 10. Alineación de secuencias de VP2. Comparación de la secuencia del gen (VP2) con las 

secuencias obtenidas del análisis del ADN de colonias transformadas con el plásmido pDISVP2, 

utilizando los oligonucleótidos VP2F/BamH I y VP2R/Xho I.   

 

 

      Al cotejar la secuencia obtenida, con los oligonucleótidos respectivos, con la 

secuencia prototipo del gen de VP2 (figura 10) se observó que se pudo secuenciar del  

sitio 950 al 1765 del genoma viral, lo cual corresponde al 100% del gen VP2, 

mostrando una similitud del 100% con la secuencia conocida del gen, lo cual indica que 

no hubo ningún cambio en la secuencia que afectara  la estructura de la proteína. 

 

 

En seguida se muestra la alineación de la secuencia prototipo del gen VP4 

obtenida, con los oligonucleótidos VP4 F/BamH I Y VP4 R/Xho I. 
                    
vp4R      ATGGGTGCTCAGGTTTCATCACAGAAAGTGGGCGCACATGAAAACTCAAATAGAGCGTAT 

vp4F      -------------AATCATCACAGAATGTGGGCGCACATGAAAACTCAAATAGAGCGTAT 

Vp4R      ATGGGTGCTCAGGTTTCATCACAGAAAGTGGGCGCACATGAAAACTCAAATAGAGCGTAT 

          ************************************************************ 

OLIGO VP4F CGAATTC ATGGGTGCTCAGGTT 

            BamH I 
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vp4       GGTGGTTCTACCATTAATTACACCACCATTAATTATTATAGAGATTCAGCTAGTAACGCG 

vp4F      GGTGGTTCTACCATTAATTACACCACCATTAATTATTATAGAGATTCAGCTAGTAACGCG 

Vp4R      GGTGGTTCTACCATTAATTACACCACCATTAATTATTATAGAGATTCAGCTAGTAACGCG 

          ************************************************************ 

 

vp4       GCTTCGAAACAGGACTTCTCTCAAGACCCTTCCAAGTTCACCGAGCCCATCAAGGATGTC 

vp4F      GCTTCGAAACAGGACTTCTCTCAAGACCCTTCCAAGTTCACCGAGCCCATCAAGGATGTC 

Vp4R      GCTTCGAAACAGGACTTCTCTCAAGACCCTTCCAAGTTCACCGAGCCCATCAAGGATGTC 

          ************************************************************ 

 

vp4       CTGATAAAAACAGCCCCAATGCTAAACT 

vp4F      CTGATAAAAACAGCCCCAATGCTAAACT 

Vp4R      -TGNTAGCATTGGAGACGATGTGGT--- 

          ****************************   

Oligo vp4R  CTCGAG  GTTTAGCATTGGGGC 

             Xho I  CAAATCGTAACCCCG                

 
Fig. 11. Cotejo de secuencias de VP4. Alineación entre la secuencia prototipo (VP4) con las secuencias 

obtenidas, del análisis de ADN de colonias transformadas con el plásmido pDISVP4, utilizando los 

oligonucleótidos VP4F y VP4R. 

 

 

      Al equiparar la secuencia analizada con la secuencia prototipo del gen VP4 (figura 

11) se apreció lo siguiente:  

La alineación de la secuencia prototipo del gen VP4 con las secuencias 

obtenidas del análisis del plásmido pDISVP4, permitió secuenciar del  sitio 743 al 949 

del genoma viral, lo cual corresponde al 100% del gen VP4, mostrando una 

concordancia del 100% con la secuencia conocida del gen. Esto demuestra que no 

hubo ningún cambio en la secuencia de este gen. 

  

Inducción  de tumores. 
 En el presente trabajo se utilizó como modelo tumoral el melanoma en ratones 

de la cepa C57Bl/6 y fue inducido por el transplante intradérmico de la línea celular 

singénica B16FO. El desarrollo de los tumores fue monitoreado cada 2 días.   

 En la figura 12 se observa que el crecimiento del tumor fue proporcional al 

tiempo. A los 10 días los tumores tenían un promedio de 1.0 mm2 de área, el máximo 

observado fue de 6.5 mm2 a los 40 días.  
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Figura 12. Desarrollo de tumores de melanoma en ratones. 5x105 células B16FO fueron administradas 

intradérmicamente en el costado derecho de ratones C57Bl/6. El crecimiento tumoral fue  registrado  a 

los tiempos indicados. Cada grupo de puntos representa 10  ratones. 

 

Como se esperaba el crecimiento del tumor es proporcional al tiempo. A los 10 

días los tumores tenían un promedio de 1.0 mm2 de área, el máximo observado fue de 

6.5 mm2 a los 34 días. De manera general se observó que un promedio de 48% de 

ratones que fueron inoculados con células tumorales  desarrolló tumores.  

 

 

En la figura 13 se muestran 3 diferentes ratones con distintos tamaños de 

tumores de melanoma. Las imágenes de cada ratón fueron tomadas en el día 40 del 

crecimiento tumoral. 
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A)                                                               B) 

                                                                            
                              
                               C) 

                                    
 
Figura 13. Imágenes de ratones con tumores de melanoma. A) Imagen de un ratón con un tumor de 

5.2mm2 de área. B) Imagen de un ratón con tumor de 6.3mm2 de área. C) Imagen de un ratón con tumor 

de 7.2mm2 de área. Las fotos fueron tomadas en el día 40 del desarrollo tumoral. 

 

Los ratones que desarrollaron tumores presentaron una sobrevivencia 

heterogénea.  De tal forma, a los 10 días se observó una sobrevivencia del 100% y el 

tamaño del tumor presentó un promedio de 1.0 mm2 de área, mientras que a los 20 

días hubo una sobrevivencia del 50% y la masa tumoral presentó un promedio de  

3.8mm2 de área aproximadamente. A los 30 días se observó una sobrevivencia de 25% 

aproximadamente y el tamaño del tumor tenía un promedio de 5.8 mm2 de área. 

Finalmente a los 40 días hubo una sobrevivencia del 0% observándose un promedio de 

6.5 mm2 de área del tumor (ver Figura 14).   De los ratones que presentaron tumores el 

1% desarrollo metástasis al día 37 de desarrollo tumoral.            
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Figura 14. Sobrevida de ratones con tumores. Los tumores fueron inducidos por la inoculación de 5x104 

células B16F0 en ratones C57Bl/6. El promedio de animales vivos fue registrado cada dos días después 

del inicio del desarrollo de tumores. Cada punto representa la media de 10 ratones. De los ratones que 

presentaron tumores el 1% desarrollo metástasis al día 37 de desarrollo tumoral. 
 

 De lo anterior podemos concluir que la inyección de 5X104  células B16FO es 

suficiente para generar tumores en ratones C57Bl/6. Por otro lado, el crecimiento 

tumoral se desarrollo de la siguiente manera: A los 10 días de crecimiento tumoral  se 

observaron masas tumorales de 1.0mm2 de área en promedio y habó una 

sobrevivencia del 100%. El crecimiento fue proporcional al tiempo. Después de los 40 

días ningún animal sobrevive y mostraron masas tumorales mayores a  6.5mm2 de 

área, por lo que el tiempo ideal para el tratamiento de las masas tumorales con los 

plásmidos construidos será en el 10 día o cuando el tumor tiene un promedio de 

1.0mm2 de área. 

 
 
Tratamiento de tumores con los plásmidos pDISVP1, pDISVP2 o 
pDISVP4. 

Con el fin de conocer el efecto del tratamiento sobre el crecimiento tumoral, 

cuando los tumores de los ratones, inmunizados y no inmunizados, alcanzaron un área 

de 0.8 -1.2mm2 fueron sometidos al tratamiento con los plásmidos. 

 

En la figura 15 se aprecia que ninguno de los tratamientos con los plásmidos 

afectó el desarrollo tumoral, presentando un crecimiento semejante al observado en los 

tumores no tratados.  
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Figura 15. Tratamiento de tumores de ratones con los plásmidos. A) Ratones inmunizados y tratados con 

pDISVP1+pDISVP4. B) Ratones inmunizados y tratados con pDISVP1+pDISVP2+ pDISVP4. C) Ratones 

inmunizados y no tratados. D) Ratones no inmunizados y tratados con pDISVP1 +pDISVP4. E) Ratones 

no inmunizados y tratados con pDISVP1+pDISVP2+ pDISVP4. F) Ratones no inmunizados y no tratados. 

El crecimiento tumoral fue registrado a los tiempos indicados. Cada punto representa la media de 10 

ratones. 
 

Los resultados obtenidos indican que la administración directa de los plásmidos 

en las masas tumorales no produce algún efecto detectable en su crecimiento. Esto 

podría deberse a varios factores, entre ellos una baja eficiencia de transfección, un 

nivel bajo en la expresión de los antígenos, o bien a que los ratones vacunados no 

hubieran desarrollado una respuesta inmune que les permitiera reaccionar contra las 

células transfectadas. Para explorar estas posibilidades se realizaron los experimentos 

que a continuación se detallan.  

 

Con la finalidad de determinar la eficiencia de la transfección in vivo, se 

inocularon los plásmidos directamente en masas tumorales de ratones. Un total de 64 

tumores fueron inoculados con los plásmidos pDISVP1 y pDISVP4 o con pDISVP1, 

pDISVP2 y pDISVP4. La presencia de los diferentes plásmidos fue estudiada por PCR, 

Los resultados del análisis se describen en la tabla 1. 
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Tabla 1.  Análisis comparativo del tratamiento de tumores. 

PLÁSMIDOS ADMINISTRADOS 
 

SECUENCIA 
GÉNICA 

pDISVP1+pDISVP4X     pDISVP1+pDISVP2+pDISVP4C   
(No. Tumores positivos)      (No. Tumores positivos) 

EFICIENCIA DE 
TRANSFECCIÓN 

(%) 

VP1 
VP2 
VP4 

              2                                        1 
              0                                        0 
              1                                        1 

4.6 
0.0 
3.1 

X Un total de 34 tumores fueron tratados con  pDISVP1+pDISVP4.  C un total de 30 tumores fueron 
tratados con pDISVP1+pDISVP2+pDISVP4. 
 

 

 La secuencia que codifica VP1 fue amplificada en 3 muestras, lo cual 

corresponde a una eficiencia de transfección de 4.6%. Por otro lado, la secuencia VP2 

no pudo ser amplificada en ninguna de las muestras. Finalmente la secuencia VP4 fue 

amplificada en 2 muestras, por lo que tuvo una eficiencia de transfección de 3.1%.   

   

Los resultados anteriores parecen indicar que la administración directa de los 

plásmidos en los tumores tiene un nivel de transfección muy bajo, lo cual impactaría 

negativamente en la expresión de los antígenos. Por lo tanto con la finalidad de 

determinar el nivel de expresión de los antígenos in vivo, se obtuvieron biopsias de las 

masas tumorales transfectadas con los plásmidos y se procesaron para la obtención de 

proteínas totales. La presencia de las  proteínas VP1, VP2 Y VP4 fue estudiada por 

Western blot (ver figura 16). 
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       FIGURA 16. Western blot de proteínas totales de tumores tratados con los plásmidos pDISVP1, 

pDISVP2 y pDISVP4. Las proteínas fueron detectadas con el anticuerpo monoclonal anti-virus de la polio 

(Chemicon). Carriles: 1.- Marcador de Peso Molecular; 2.- proteínas totales de tumor no tratado; 3.- 

proteínas totales de tumor tratado con pDISVP1, pDISVP2 y pDISVP4;              4.- proteínas totales de 

tumor tratado con pDISVP1, pDISVP2 y pDISVP4. 
 
              

En la figura 16 se observa el mismo patrón de bandeo en los extractos proteicos 

de los diferentes tratamientos y ninguna corresponde a las bandas esperadas de las 

proteínas virales. Este resultado indica que no fue posible detectar las proteínas virales 

en las células tumorales transfectadas in vivo. 
 

Nuestro resultados parecen indicar una transfección deficiente, y por lo tanto la 

falta de expresión de los antígenos virales, pueden ser la causa de la ausencia de 

respuesta al tratamiento con los plásmidos. Sin embargo, para descartar que dicho 

fenómeno se deba a que la inmunización inicial no haya inducido una respuesta 

inmune primaria, se estudió la presencia de anticuerpos anti-polio y su capacidad 

neutralizante en el suero de ratones inmunizados con la vacuna oral Sabin.  

Para determinar la presencia de anticuerpos sistémicos, los sueros de los 

ratones fueron analizados en un ensayo de detección específica de partículas virales 

en células HeLa infectadas con virus de la polio (tipos 1, 2 y 3). Dicho ensayo es una 

inmunocitoquímica en la que los diferentes sueros a analizar son usados como 

anticuerpo primario. Su reactividad es comparada con la de un anticuerpo monoclonal 
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comercial como control positivo, y con sueros de ratones no inmunizados como control 

negativo.  

 
 

A)  B)   C)   
 

D)    E)  
 
Figura 17. Análisis de la presencia de anticuerpos por inmunocitoquímica (100x). A) control negativo, 

células HeLa no infectadas. B) Control positivo, células infectadas en presencia del anticuerpo comercial 

anti-polio C) células infectadas incubadas con sueros de ratones no vacunados D) células infectadas 

incubadas con sueros de ratones vacunados con 2 dosis de la vacuna anti-polio E) células infectadas en 

presencia de sueros de ratones vacunados con 3 dosis de la vacuna anti-polio. 

 

 

Como se observa en la Figura 17, los anticuerpos presentes en los sueros de 

ratones inmunizados no reaccionan con células HeLa control no infectadas (A), 

mientras que claramente reaccionan con células infectadas mostrando una tinción 

citoplasmática de las células, el cual es similar al observado cuando se utilizó el 

anticuerpo comercial (B), mientras que los sueros de ratones no vacunados no 

reaccionan con las células infectadas (C). A pesar de que los sueros de ratones 

vacunados reaccionan a células infectadas, la tinción observada al utilizar suero de 

ratones inmunizados con 2 dosis de la vacuna anti-polio es muy escasa comparada con 

la observada al utilizar el suero de ratones inmunizados con 3 dosis, lo cual indica que 

la vacunación en ratones contra la polio induce una respuesta inmune mediada por 

anticuerpos contra el virus. 

 Para poder determinar la capacidad neutralizante de los anticuerpos de ratones 

inmunizados, se llevó a cabo un ensayo de inhibición de la infección. Para ello se 

incubaron los sueros de los ratones inmunizados y no inmunizados con virus de la polio 

y posteriormente se utilizaron células HeLa para infectar.  
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Figura 18. Ensayo de Inhibición de la infección por virus de la polio en células HeLa. 50µl de virus en 

cultivo fueron incubados por 24h con sueros de ratones inmunizados y no inmunizados. Estos virus 

fueron usados para infectar monocapas de células HeLa. El número de células vivas se registró 24h 

después. V representa sueros de ratones inmunizados. NV representa suero de ratones no inmunizados. 

 

 

Como se observa en la figura 18, los anticuerpos del suero del ratón inmunizado 

son capaces de neutralizar parcialmente al virus de la polio al inhibir la infección de las 

células HeLa ya que evitó la muerte de 24% de las células, en comparación con el 

suero del ratón no inmunizado donde no se observa inhibición alguna (mueren todas 

las células), corroborando que los ratones no inmunizados no presentan anticuerpos 

contra el poliovirus.  Todo esto indica que la inmunización con la vacuna Sabin induce 

una respuesta inmune, por lo que la falta de respuesta al tratamiento con los plásmidos 

se debe probablemente a la ausencia de expresión de los antígenos en las células 

tumorales. 
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DISCUSIÓN 
 
En el presente proyecto se propuso estudiar la posibilidad de dirigir una 

respuesta de memoria en contra de células tumorales a través de su transfección con 

plásmidos que expresan las proteínas de la cápside del virus de la poliomielitis 

humana. Sin embargo esto no pudo ser posible dado que no hubo una transfección 

exitosa que pudiera inducir una respuesta inmune. 

Con esta finalidad se clonaron los genes que codifican para las proteínas VP1, 

VP2,  y VP4 en el vector pDISPLAY, el cual posee señales para el transporte a la 

membrana y anclaje en la misma de la proteína de interés. Una vez inducidos los 

tumores en los ratones se realizó el tratamiento de los mismos con los plásmidos 

construidos (pDISVP1 y pDISVP2 y pDISVP4), los resultados de la medición de la 

masa tumoral indicaron que ningún tratamiento tuvo efecto en el crecimiento tumoral. El 

cambio de vector se debe a que pDISPLAY  es un vector diseñado específicamente 

para ser usado en la inyección directa de ADN, ya que presenta expresión constitutiva 

de alto nivel en mamíferos. Existen reportes que demuestran la utilidad de este como 

vector de expresión en  diversos tipos de vacuna génicas (Forns, 1999; Tobiasch, 

2001; Chen, 2002; Puttikhunt, 2003; Yang 2007). Estos resultados podrían deberse a 

varios factores, entre ellos una baja eficiencia de transfección, un nivel bajo en la 

expresión de los antígenos, o bien a que los ratones inmunizados contra la polio no 

hubieran desarrollado una respuesta inmune que les permitiera reaccionar contra las 

células transfectadas. Con respecto al nivel de transfección del gen VP1, fue de 4.6%,  

el del gen VP2 fue de 0% y del gen VP4 fue de 3.1%, lo que indica que el nivel de 

transfección es bajo. Este fenómeno tendría una incidencia directa sobre la 

disponibilidad de antígenos, la cual sería sumamente baja y afectaría el desarrollo de 

una respuesta inmune anti-tumoral. 

  Dado que la eficiencia de transfección fue baja, se esperaría un nivel 

igualmente bajo de expresión de los antígenos virales en las células tumorales. Sin 

embargo, el análisis por Western blot de extractos de proteína total de las células 

tumorales no nos permitió detectar la presencia clara de proteínas virales. La 

incapacidad de detectar la expresión de las proteínas se podría deber a las siguientes 

posibilidades: a la ausencia de expresión de las proteínas virales, a la incapacidad de 

los métodos utilizados para detectar las proteínas virales, a la rápida degradación de 

las proteínas virales o al secuestro de las proteínas virales en gránulos densos.  
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La degradación rápida de las proteínas virales es probable ya que las proteínas 

de la cápside del virus de la polio son sumamente inestables cuando no se ensamblan 

entre si para formar cápsides. En nuestro modelo sólo se incluyeron plásmidos para la 

expresión de tres proteínas de la cápside. Por lo tanto, la no detección de las proteínas 

virales se debe a la ineficiente transfección más que a la degradación de las proteínas. 

Pero existe la posibilidad de que las pocas proteínas sean expresadas, pero que se 

doblen de manera inadecuada y sean secuestradas en gránulos densos para su  

posterior degradación. Lo anterior es un evento probable ya que las proteínas de la 

cápside también son inestables  debido a la falta de modificaciones post-traduccionales 

(Ansardi, 1992; Howley, 2001). Esta posible explicación concuerda con trabajos donde 

las proteínas virales de virus polio no están libres en el citoplasma y son degradadas 

(Bruneau, 1983).  Sin embargo, también existen trabajos donde utilizan las proteínas 

VP1, VP2, VP3 y VP4 para inmunizar ratones y no mencionan degradación alguna 

(Kutubuddin, 1992a; Kutubuddin, 1992b). 

En este trabajo se demostró que la inmunización de ratones recién destetados 

con la vacuna oral anti-poliomielítica induce anticuerpos contra el virus de la polio y que 

estos son capaces de neutralizar al virus. Estos datos coinciden con diversos estudios 

que han demostrado que la vacunación en humanos con la vacuna oral Sabin induce 

anticuerpos (Minor, 1996; Evans, 1991).  Existen pocos estudios sobre la inmunización 

en ratones con poliovirus (Katrak, 1991), pero hay varios estudios que utilizan ratones 

transgénicos, los cuales expresan el receptor de poliovirus humano y presentan una 

respuesta inmune (Koike, 1991; Horie, 1994). La presencia de anticuerpos 

neutralizantes en el suero de los ratones vacunados sugiere que en estos se desarrolló 

una respuesta inmune mediada por la vacuna. Sin embargo la existencia de una 

respuesta humoral no  garantiza que también se haya desarrollado una respuesta de 

tipo celular, la cual sería indispensable para la eliminación de células tumorales. Para 

investigar más a fondo lo anterior será necesario estudiar la respuesta celular en los 

ratones vacunados, definiendo el tipo de población linfocítica activada, el perfil de 

citocinas secretado por los linfocitos cooperadores y el potencial reactivo de los 

linfocitos citotóxicos. 

La respuesta contra poliovirus en los ratones es muy baja, dado la poca 

detección de anticuerpos, probablemente esto se deba a que este animal no es 

susceptible a la infección con este virus (Horie, 1994; Destombes, 1997; Mahon, 1995), 

lo que contribuya a la poca respuesta. La infección sólo se induce en ratones 
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transgénicos para el receptor del poliovirus (Ren, 1992; Koike, 1991; Horie, 1994). Hay 

pocos estudios que demuestran que la sola vacunación con poliovirus induce una 

respuesta pero gracias al uso del  adyuvante aluminio (Katrak, 1991) y no está dada 

por el corto tiempo en que se realizó la colecta de los sueros en este trabajo (10 días 

después de cada inmunización). Ya que estudios en humanos, que son el huésped 

natural del poliovirus, la presencia de anticuerpos se obtiene en pocos días después de 

la inmunización con la vacuna oral. Por ejemplo, la respuesta inmune inducida es muy 

alta como se ve en los trabajos siguientes: en un estudio, donde analizan la respuesta 

en neonatos e infantes hacia la vacuna oral contra poliomielitis, observan que la 

inmunización (aplicando 3 dosis con intervalos de 4 semanas)  en neonatos de 1- 6 

semanas hasta 24 meses de edad, obteniendo los sueros  4 y 12 semanas después de 

la ultima inmunización,  inducen niveles de anticuerpos altos que oscilan entre 53 y 83 

% para los tres tipos de virus (John, 1984). En otro estudio, analizaron la 

inmunogenicidad de la vacuna oral contra poliovirus en infantes de 9 meses de edad, 

observan que la inmunización con 5 dosis de la vacuna trivalente desarrollaron altos 

niveles de anticuerpos, variaban de 88 al 98%, en sueros obtenidos a los 7 y 30 días 

después de la inmunización y que una sexta inmunización  con OPV no modificaba 

estos niveles pero si se inmunizaba con la vacuna de poliovirus inactivados si 

aumentaban (Sutter, 2000). Otro estudio donde analizaron la prevalencia de 

anticuerpos en la población del norte de Grecia,  después del esquema de vacunación 

(4 dosis a los 2, 4, 6 y 18 meses con refuerzo a los 4  y 6 años), encontraron que los 

niveles de anticuerpos se encontraban entre 83.1 y 92.1 % contra los tres tipos de 

virus, evaluada en personas (hombres y mujeres) de entre 3 meses hasta 70 años de 

edad, y que estos niveles permanecen estables en individuos de más de 50 años 

(Frantzidou, 2005) 

A pesar de que ya existen vacunas de ADN en el mercado se debe tener cierta 

precaución al ser utilizada con respecto a su seguridad. Desde luego, grupos 

internacionales reguladores han cuestionado recientemente la seguridad de ciertas 

construcciones de ADN existentes y sus sistemas de producción (European Medicines 

Agency, 2003). Mientras el principal enfoque de la búsqueda realizada fue enfocado en 

su funcionalidad y mecanismos inmunológicos, también debe trabajarse en el aspecto 

de su seguridad. Cierta seguridad debe ser considerada para una apropiada elección 

de los elementos genéticos, de su producción en el huésped microbiano y de las 

condiciones de manufactura (Glenting, 2005).  Las regiones de replicación contenidas 
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en los plásmidos permiten el mantenimiento de múltiples copias por célula hospedera y 

una estable herencia del plásmido durante el crecimiento bacterial sin embargo la 

expresión incontrolada del gen puede inducir tolerancia inmunológica. Además la 

persistencia y la propagación incrementada del plásmido pueden dirigir a la transmisión 

a la línea germinal como resultado de la transfección de células espermáticas y 

ovocitos (European Medicines Agency, 2003; Gallot, 2002). 

Por otro lado la mayoría de los plásmidos cuentan con resistencia a antibióticos, 

pero estos plásmidos podrían transformar la microflora y propagar la resistencia. 

(European Comisión, 2001; European Food Safety Autority, 2004; European Medicines 

Agency, 2003; Martínez, 2002; US Food and Drug Administration, 2004)  Ya existen 

algunos sistemas que excluyen a los antibióticos (Cranenburgh, 2001; Madsen, 1996; 

Glenting, 2002). Otras son las secuencias de ADN específicas o los patrones de 

metilación que pueden inducir anticuerpos anti-ADN y dirigir a enfermedades 

sistémicas autoinmunes (Pisetsky, 2001; Gilkeson, 1989). Y  ya existen estrategias 

para minimizar este efecto como son la omisión del esqueleto procarionte (Darquet, 

1997) o el uso de esqueleto plasmídico derivado de ADN bacterial de Lactococcus 

lactis (Glenting, 2002). Las regiones promotoras o enhancers provenientes de virus 

también representan un peligro pues algunas poblaciones ya han estado en contacto 

con estos virus y podrían causarles eventos de recombinación  formando nuevas 

quimeras (Nacional Center for Infectious Diseases 

[http://www.cdc.gov/ncidod/diseases/cmv.htm]). 

En este trabajo se quiso analizar si se induciría una respuesta contra proteínas 

virales expresadas en células tumorales a través de la transfección directa in vivo, que 

se sabe serían reconocidas por el sistema inmune que ya tuvo un primer encuentro con 

estos antígenos, sin embargo esto no fue así, dado a la baja eficiencia de transfección 

que en si esta técnica tiene. Esto concuerda con trabajos donde reportan que 

solamente el 1-2% del plásmido inoculado sin vehículo es incorporado en las células 

(Davis, 1993a; Davis, 1993b) y con otros estudios, los cuales demuestran que se pierde 

gran parte del ADN desnudo al ser inoculado (Walther, 2005; Walther, 2006) y con una 

revisión  que subraya que el principal problema de este tipo de metodología es 

conseguir que todas las células tumorales se encuentren transfectadas por estos 

vectores.  Esto podría deberse a que la mayoría del ADN no puede atravesar barreras 

celulares como la membrana plasmática o la membrana nuclear (Tachibana, 2001; 

Munkonge, 2003), y es entonces degradado (Manthorpe, 1993; Kawase, 2003). Y en sí 
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lo que se trató de analizar fue el efecto “bystander”, en el cual la expresión del producto 

afecta a las células cercanas al sitio de inyección del plásmido en cuestión o por el 

daño causado en sí por la inyección, este efecto se ha observo primero cuando una 

variedad de infecciones bacteriales en algunos pacientes con cáncer dirigía a la 

regresión de sus tumores, luego Coley y colaboradores usaron una mezcla de toxinas 

bacterianas en un intento para inducir regresiones tumores (Coley, 1981; Coley 1893). 

Aunque la respuesta inmune inducida por los productos bacterianos también dirige a la 

estimulación de los componentes activos biológicamente hacia alrededor del antígeno 

que resulta en el daño hacia células en el área. Y tal daño del tejido es la base para la 

reacción de hipersensibilidad específica de antígeno. Esto es fácil de realizar si las 

células, microorganismos, células normes y tumores, restan presentes en la cercanía 

de tal reacción, estos podrían ser dañados, como miradores inocentes, cerca de la 

respuesta inmune especifica de antígeno. Klein y colaboradores produjeron una 

reacción de hipersensibilidad intensa retardada aplicando potentes sensibilizadores de 

contacto (dinitroclorobenceno) en varios tumores de piel (Klein, 1976). Otros 

sensibilizadores de contacto usados son Bacillus Calmette Guerin (Ikonspisov, 1972; 

McKeneally, 1976; Everall, 1975). Existen otros trabajos donde se busca este tipo de 

respuesta; por ejemplo,  la expresión del gene de timidita cinasa del virus del herpes 

simple (Sun, 2002), inhibidores de metaloproteínasas (Tran, 2003), la expresión de la 

oxido nítrico reductasa II (Soler, 2000), la expresión de una glicoproteína de membrana 

fusogénica mutante del virus de leucemia del gibbon (Zhang, 2004). 

Y por ello sólo es necesario aumentar el nivel de transfección para producir una 

transfección in vivo en la mayoría o en todas las células tumorales.  Para llevar lo 

anterior existen diversas propuestas que involucran la transferencia genética para 

activar la respuesta antitumoral (Larin, 2004), y que proponen la utilización de otras 

formas de liberación o transferencia genética que aumenten la eficiencia de la 

transfección a través de la fractura transitoria de la membrana plasmática, lo cual 

facilita la entrada del ADN, puede ser llevado a cabo por bombardeo de partículas, 

electroporación o sonicación.  

El bombardeo de partículas es también conocido como “gene gun”, es llevada 

por un shock de ondas de gas Helio comprimido, que aceleran partículas de oro o 

tungsteno cargadas de ADN de varios tamaños (1-5µm) a una gran velocidad (Cheng, 

1993; Williams, 1991). El ADN que puede ser  cargado va de 0.5 a 5µm por mg de oro. 

Esta fuerza es suficiente para penetrar barreras físicas, tales como  paredes celulares, 
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membranas celulares y estrato corneo de la epidermis de mamíferos (Yang, 1999). La 

principal ventaja de esta técnica es que no requiere del uso de sistema de liberación 

complejos. No esta restringida al tipo celular o limitada por el tamaño del ADN que 

puede ser transferido, no hay riesgo de inmuniogenicidad o toxicidad y el plásmido 

puede ser reintroducido en las células cuantas veces sea necesario, otra ventaja es 

que podría liberarse  múltiples genes en diferentes plásmidos. Se sabe aumenta la 

eficiencia de transfección así como la respuesta celular y humoral en tumores (Hahn, 

2004; Oliveira, 1999; Tang, 1992; Fynan, 1993). Pero la respuesta inmune que 

prevalece es Th2. Varios laboratorios han mostrado que la transfección por gene gun  

de piel en ratones (Larsen, 1998) puede inducir respuesta inmune celular. La expresión 

puede ser mantenida arriba de un mes durante el cual células T CD8 son reclutadas 

(Johnson-Saliba, 2001) .Pruebas clínicas humanas están iniciadas con vacunas contra 

cáncer y varios tipos de linfomas (Weiner, 1999). La técnica “gene gun” es aplicada 

externamente y las partículas entran a través de la epidermis y pocas capas 

intradermales (Tanigawa. 2000), pero también se ha reportado en corazón (Nishizaki, 

2000), hígado (Kuriyama, 2000) y cornea (Tanelian, 1997). Sin embargo su alto costo 

hace difícil de emplear comúnmente esta técnica. Otra desventaja es que la cantidad 

de ADN que puede ser cargada en las partículas es limitada. 

La electroporación medía la entrada del gene por la disrupción transitoria de los 

lípidos de la membrana (Teissie, 1981). Los electrodos son puestos en el tejido de 

interés seguida de aplicación de un campo eléctrico externo dirigido para incrementar  

la conductividad de la membrana y la permeabilidad difusiva (Neumann, 1982), 

depende mucho del número, intensidad y duración de los pulsos eléctricos (Rols, 

1990). Este método se ha utilizado en tumores, cerebro, piel, corazón (Cemazar, 2004; 

Djurovic, 2004; Goto, 2004; Ho, 2004; Luo, 2004; Maruyama, 2004; Otani, 2004). La 

electroporación es localizada, es decir solo una parte de la membrana es competente 

para la transferencia genética (Wolf, 1994). La electroporación dirige una respuesta 

antitumoral con daño transitorio en la piel (Maruyama, 2004; Goto, 2004; Goto, 2000; 

Li, 2002; Tamura, 2003).  Puede ser aplicada in vitro a varios tipos celulares, en 

suspensión o en monocapas, pueden ser permeabilizadas todas (Rols, 1992).  In vivo 

puede llevarse en  pero intacto, el tejido o in situ aplicando los electrodos directamente 

en el tejido blanco (Maramatsu, 1998). Esta técnica podría favorecer la entrada del 

plásmido a células no blanco, por “efecto espectador”. Generalmente, la mayoría de los 

reportes muestra diferencias de 10 a 1000 veces entre la inyección directa de DNA y la 
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electroporación y en muchos casos, una amplia distribución de células transfectadas es 

lograda.  

La sonicación media la transferencia genética in vitro e in vivo pero causa daño 

al tejido, inflamación y necrosis (Miller, 2002; Nozaki, 2003; Teupe, 2002; Tomita, 1992; 

Wasan, 1996). Esta técnica usa sonido de alta energía para romper la arquitectura del 

tejido y la integridad de la membrana celular. Específicamente, el ultrasonido causa 

daño reversible a la membrana celular, dirigiendo a un incremento transitorio de la 

porosidad de la membrana el cual facilita la entrada de grandes moléculas tales como 

el ADN plasmídico (Bao, 1998; Tachibana, 1999; Taniyama, 2002). Esta técnica medía 

la transferencia genética in vitro e in vivo, pero causa daño de tejido, inflamación y 

necrosis (Miller, 2002; Nozaki, 2003; Teupe, 2002; Tomita, 1992; Wasan, 1996), Lo que 

ayuda a la destrucción del tumor (Miller, 2002). Sin embargo reportes demuestran que 

solo aumenta 15 veces la expresión del gene reportero en células de melanoma de 

ratón (Bao, 1998). 

También puede usarse vectores  químicos  que median la entrada genética por 

fusión a la membrana o por endocitosis mediada por receptor, no tienen los efectos de 

los métodos físicos, sin embargo depende del tipo de conjugado usado y el método de 

administración pero son efectivos y de toxicidad baja (Nishikawa, 2001).  Los vectores 

químicos se dividen en lipoplejos (basados en lípidos) y poliplejos (constituidos de 

polímeros orgánicos). Dentro de los primeros están los derivados del colesterol y 

diacilglicerol y poliaminas, son tolerados, fácil de producir y de bajo costo.  Los 

poliplejos incluyen poli-L-lisina, orniteina, polietilenimina, chitosan y dendrímero (Liu, 

2002; Kircheis, 1997). Sin embargo ambos exhiben toxicidad, especialmente cuando 

son administrados intravenosamente que puede ser reducida adicionando 

componentes hidrofílicos. (Mahato, 2005; Nishikawa, 2001; Ogris, 1999). Aunado a 

esto, también se puede modificar el vector para que pueda atravesar mas fácilmente 

las barreras que limitan su entrada (proteínas del plasma, células sanguíneas, matriz 

extracelular, membranas celulares y nucleares) (Lechardeur, 2002; Azevedo, 1999; 

Ohlfest, 2005; Ogris, 2002). Sin embargo, estos aunque aumentan el nivel de 

transfección se sabe que al estar asociados al ADN inhiben la entrada al núcleo. 

 Otra forma de aumentar la transfección in vivo y hacerla más especifica, células 

de melanoma, a través de la introducción de secuencias especificas de tejido como lo 

son Piel 17/gp 100, MART- 1/mela-A (Kawakami, 1995; Kawakami, 1994; Boon, 1996), 

MAGE-3 (Marchand, 1999). Pg75 de melanoma murino (Hirschowitz, 1998)  o la 
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utilización de NLS secuencias de localización nuclear para el importe nuclear del 

plásmido de ADN una vez inyectado al citoplasma aumentando la eficiencia de 

expresión del producto; por ejemplo utilizando factores transcripcionales como GAL4 

(Chan, 1998), proteína Rev del VHI-1 (Henderson, 1997), histonas (Jonson-Saliba, 

2000) entre otras.  

Por lo anterior, la técnica a utilizar para inducir una mayor transfección in vivo 

será la electroporación pues las propiedades histológicas de tumores de B16F1 

permiten una mejor transfección utilizando esta técnica (Mesojednik, 2007). Además, 

esta técnica ya se ha probado en melanomas de ratón demostrando que la expresión 

del gene reportero aumento 42 veces así como la presencia de regresiones completas, 

esto fue dado por la apoptosis causada en si por la transfección sin la necesidad de la 

expresión de ADN (Heller, 2002; Zhang, 1996), en células de melanoma (Rols, 1998). 

Otro estudio demostró que la  utilización de esta técnica en la inyección de DNA junto 

con un inhibidor de nucleasas aumenta la expresión 115 veces y se distribuye en el 

sitio de infección, lo que la hace de acción limitada a la epidermis (Glasspool-Malone, 

2000; Zhang, 2002), y que la piel es el tejido principalmente transfectado por esta 

técnica, donde adipositos, fibroblastos, células que parecen células dendríticas dentro 

de la dermis y tejido subdermal son transfectados (Glasspool-Malone, 2000). 

Con respecto a la sonoporación, aunque ofrece mayores ventajas, un estudio 

reportó que el uso de esta técnica solo aumenta 15 veces la expresión del gene 

reportero en células de melanoma (Bao, 1998), por lo que no sería ideal elegirla. 
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CONCLUSIONES 
 

 
1) El tratamiento de tumores in vivo con los plásmidos pDISVP1, pDISVP2 y pDISVP4 

separados y en combinación no induce un efecto inhibitorio en el crecimiento 

tumoral. 

2) El nivel de transfección in vivo de masas tumorales con ADN desnudo es bajo (0- 

4.6%). 

3) La expresión de las proteínas del virus de la polio no se detectó en los tumores 

tratados in vivo. 

4) Los ratones inmunizados con la vacuna oral anti-poliomielítica son capaces de 

desarrollar anticuerpos a nivel sistémico a partir de la segunda inmunización.  

5) Los anticuerpos séricos inducidos por la inmunización con la vacuna oral anti-

poliomielítica  son capaces de neutralizar parcialmente la infección por virus de la 

polio en células HeLa. 

6) La inoculación directa de los plásmidos pDISVP1, pDISVP2 y pDISVP4 desnudos 

en la masa tumoral no tuvo el  efecto “bystander” esperado dado la baja 

transfección que en sí tiene esta técnica. 
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PERSPECTIVAS 
 

 
 
• Tratar tumores de ratones C57BL6 con los plásmidos construidos junto con un 

inhibidor de nucleasas utilizando la técnica de electroporación o  utilizar la 

secuencia antigénica de cada VP´s, que sea compartida entre los tres tipos de 

poliovirus y confirmar su actividad antigénica. 

 

• Analizar la respuesta celular en ratones vacunados y definir la población 

linfocítica activada así como el perfil de citocinas. 
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APÉNDICES 
APÉNDICE 1 

Medio LB 

Para preparar un litro de LB 

A 950ml de agua bidestilada se le adicionó: 

Triptona  de caseína 10g. 

Extracto de levadura 5g. 

NaCl 10g. 

Se agitó el soluto hasta que se disolvió, se ajustó el pH a 7.0 con NaOH 10N, 

posteriormente se ajustó el volumen a un litro con agua bidestilada, se esterilizó por 

autoclave durante 20 minutos y se dejo enfriar. Para su posterior almacenamiento a 

4ºC. 

 
Preparación de placas de agar-Ampicilina o Kanamicina 

Al medio LB se le agregó 2.5 gr. de agar bacteriológico, para posteriormente 

esterilizarse en autoclave por 20 minutos, y se dejó enfriar a 50 ºC, para  agregar  Ampicilina o 

Kanamicina: ampicilina (50 mg/ml)  o  kanamicina (10mg/ml), y se vació en cajas petri para 

dejar solidificar. Las cajas se almacenaron a 4ºC. 

 

APÉNDICE 2 

Tris-EDTA (TE) 
Para preparar 100ml: 

Tris-HCl 1M pH: 7.4 

EDTA 0.5M  pH: 8.0 

 

Se adicionó en 80ml de agua bidestilada 1ml de Tris-HCl pH: 7.4 para que la solución 

quedará a una concentración de 10mM, se mantuvo en agitación constante para 

posteriormente adicionarle 20µl de EDTA 0.5M pH: 8.0, para que la solución final 

quedará a una concentración 1mM, una vez llevado a cabo lo anterior se aforó y se 

vació en un recipiente. 
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APÉNDICE 3 

TBE 5x  
27.25g. Tris base 

13.90g. Ácido bórico 

1.85g. EDTA  

Para preparar un litro: 
A 500ml de agua bidestilada se le adicionaron los reactivos, se agitó hasta 

disolver, se ajustó pH a 8.0, se aforo a 1 litro y se vació en recipientes y se guardaron a 

4°C. 

 
BROMURO DE ETIDIDO (10mg/ml) 
Para preparar 100ml 

Se adicionó 1g. de bromuro de etidio en 100ml de agua bidestilada, se mantuvo 

en agitación constante durante varias horas hasta que estuviera totalmente disuelto. 

Posteriormente se vació a un recipiente protegido de la luz. 

APÉNDICE 4 

BUFFER DE CARGA 
0.25 % de azul de bromofenol 

0.25% de xilen cianol 

30% de glicerol en agua 

 
Para preparar 10 ml 
Se adicionó 25µg de Azul de bromofenol, posteriormente 25µg de xilen cianol y 

finalmente 3ml de glicerol y se aforo a 10ml con agua bidestilada. Durante el tiempo de 

preparación estuvo en constante movimiento la solución. Se vació en un recipiente 

color ambar y se almacenó a temperatura ambiente. 

APÉNDICE 5 
 
TAE  1X 
4.84g. Tris base 1L. 

1.14ml de ácido acético glacial 

2ml EDTA 0.5M pH: 8.0 

Se agitó hasta disolver y se guardo a 4°C. 
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APÉNDICE 6 

PBS 1X 
8g. de NaCl 

0.2g. de KCl 

1.44g. de Na2HPO4 

0.24g. de KH2PO4 

Se agitó el soluto hasta que se disolvió, se ajustó el pH a 7.2 con HCl 

concentrado, posteriormente se ajustó el volumen a un litro con agua bidestilada, se 

esterilizó y se almacenó a 4°C. 

 
APÉNDICE 7 
 
MTT {3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5bromuro difeniltetrazolio}  1mg/ml en PBS 
 
Para preparar 50ml 
Se adicionó 0.05g. de MTT en  50ml  de PBS  estéril, se mantuvo en agitación 

constante hasta que estuviera totalmente disuelto. Posteriormente se filtró en 

condiciones estériles y se guardo a 4ºC. 

 
APÉNDICE 8 
 
TBS 1X 
Para preparar un litro de TBS: 

Tris Base 6.5g. 

NaCl 8.7g. 

KCl 0.2g. 

Se agitó el soluto hasta que se disolvió, se ajustó el pH a 7.6 con HCl 

concentrado, posteriormente se ajustó el volumen a un litro con agua bidestilada y se 

almacenó a 4°C. 

Nota: Para preparar TBS-Tween al 0.05% en 100 ml se adiciona 50 µl de Tween 20 

(Sigma). 

 
APÉNDICE 9 
 
Buffer de digestión 
Tris-HCl     100mM 

EDTA         25mM 

SDS            0.5% 
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NaCl          100mM 

Se adicionaron los reactivos a un recipiente, se agitaron, se ajustó el pH a 8.0 

con HCl concentrado, posteriormente se ajustó a un volumen final de 100ml con agua 

bidestilada, se esterilizó y se guardó a temperatura ambiente. 

 
APÉNDICE 10     
 
BUFFER DE LISIS. 
Tris-HCl        10mM pH= 7.4 

NaCl              50mM 

 EDTA            5mM 

Tritón x-100   1% 

SDS               0.05% 

Se adicionaron todos los reactivos y se agitaron hasta disolver, se esterilizó la 

solución y se almacenó a temperatura ambiente. 

 
APÉNDICE 11 
 
SOLUCIÓN DE CARGA 
SDS-PAGE double strength sample buffer 
2g. glicerol 

1g. SDS 

2.5ml   stacking gel buffer 

150µl   azul de bromofenol 1% 

5ml ditiotreitol (DTT) 100Mm 

Se adicionaron todos los reactivos a un recipiente, se agitó constantemente a 

hasta disolver y se aforó a 10ml  con aagua bidestilada y se guardó a 4°C. 

 
APÉNDICE 12 
 
Buffer’s para preparar los geles del Western Blot 

0.5M  Stacking gel Buffer 
12g. Tris-base 

Se ajustó el pH a 6.8 con HCl y se llevó a un volumen final de 200ml con agua 

bidestilada, se esterilizó y se almacenó a temperatura ambiente. 
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1.5M Resolving gel Buffer 
9g. Tris-HCl 

29.4g. tris-base 

Se disolvió el soluto en 100ml de agua bidestilada, se ajustó el pH a 8.7 con HCl 

y se aforó a 200ml, se esterilizó y se guardó a temperatura ambiente. 

 
Buffer’s para correr y transferir.  

SDS-PAGE Running Buffer  5X 
94g. glicina 

15.15g. Tris base 

5g. SDS 

Se adicionó agua bidestilada para disolver, se ajusto el pH a 8.1- 8.3 y se aforó a 

5 litros y se guardó a 4°C... 

 
SDS-PAGE Transfer Buffer  10x 
10.93g. tris-HCl 

90g. glicina 

Se disolvió el soluto en 1000ml de agua bidestilada y se almacenó a 4°C. 
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