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RES LIMEN 

Du r ante la infección c on el v irus de la po liomielitis, 

hay una marcada inhib ición e n la bios{ntesis de RNA de 

la célula huésped, se ha r eportado que el efecto re 

qui ere de la síntesis de prpteínas virales, además de 

su acumulación. Paralela a la inhibiciSn se ha detec­

tado productos polio-espe c í ficos en n úcleo de célu l as-

infectadas. Evidencias en el labo r. atorio y otros , su-

gieren que la inhibición ocu rre a nivel de iniciaciSn-

de l a transc r ipció n. El inter t s se ha ce ntrado en es-

tud ia r el meca ni smo po r el cual se inhi b e la transcri~ 

ció n celula r . Por ello el obje tivo del presen te traba­

jo se fijo en obtene r un sistem a que inicie t r anscrip ­

ción específica "in vitr o " el c ua l consis t e en 1 ) un -

templad o de DNA del vi r us SV 40 en fo rma de comple jo n~ 

cleoproteíco (CNP) ais l ado de viriones purificados y 2 

ext ract os celula~ es to tales d epen dientes de DNA exoge­

no (extracto de Manley). 

Al ensayar el CNP obtenido de virus SV40 en presencia 

de extrac t os subcelulares provenientes de células He­

la , se obse rv a iniciación específic a de l a transcrip-­

ción, ademas de qu e el CNP inicia transcripción sobre­

ambos promotores (temprano y tardio de SV40) . Lomen 
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c ionado anteriormente se comprobo mediante hibridiza ­

ción del RNA sinte t izado "in vitro" con el DNA de SV40 

restringido . 

Por otra parte al ensayar el CNP y e l DNA fo rma 1 de 

SV40 en el sistema de transcripción " in vitro", en pr~ 

se nci a de extractos provenientes de células infectadas 

con poliovirus , se observa un a inhibición de aproxima-

damente el SO %. Los resultados anteriores nos permi -

ten concluir que nuestro sistema inicia transcripción­

de manera prec - a y por otro lado los resultados apo-­

yan la hipotes1s de que l a inh ibición ocurre a nivel -

dP iniciación de la transcripción y esta ocurre princi 

palmente sohre el promotor ta r dío. 
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7~TRODUCCION 

(Definición y Clasificación) . 

Los virus son ent ida d • cuyos genomas son elementos de 

ácido nucleíco que se replican en células vivas, usando 

la maquinaría sintétics celular y causan la síntesis de 

part icul as maduras (vir iones) los cuales pue d en transf~ 

rir el genoma viral a ntraS células (Luria y cols . 1978) . 

Si bien es cierto que la multiplicación de los virus~ 

nimales y bacterianos invo lucra los mismos eventos : mul 

tiplicación,transcripció n,traducción y repli cación, los 

mecanismos de expresión difieren en varios aspectos co­

mo son, la naturaleza del ácid o nucleíco, el mecanismo 

de replica ción, la polaridad y el tama~o del material -

génico, el tipo de huésped y su respuesta , etc . Todo 

lo mencionado an ter io rmente ha permitido generar múl­

tiples gr u pos de clasificación (Baltimore, D. ~71; Ma­

tthews 1982; Bachrach 1978). Para los propósitos del 

presente trabajo, decidimos ut ili zar la clasifi c ación -

propuesta por Baltimore (1971), la cual describ e las di 

fe r entes estrategias para la transcripción basadas en 

la polaridad del componente genético del vi rus y las -

e n zimas involucradas (figura 1) . 
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Los Vir u s en la Bio l og í a Molecular . 

A par t ir de la década de l os aaos sesenta , el mayor in­

ter é s de la genética ha sido puesto e n el estudio de -

los mecanismos por el cual se regulan las f unciones -

celulares; el interés se despla zo hacia la maqu inaria 

fundamental de la célula , for mada por el le i do deso­

xí r riboo u cleíco (DNA) , el l eido ribo nucleíco (RNA) y 

las proteínas . Los ex perimentos de Avery y cols. Q9 

44), de Hershey r cols . ( 1 952) sobre e l portador de la 

información genética , los de Watson y Crick (1953) so 

bre la est r uctura de la doble hélice del DNA , junto -

con el descubrimiento de qu e la molécu l a trans misora -

de la información, co n tenida en el DNA, 

el deciframiento de la c l ave genética, 

es el RNA 

dieron lugar 

y 

a un gran número de investigaciones tendientes a estu­

diar los posibles mecanismos de regulación de la expre-

sión del genoma. No es sorpre nden t e encontrar que e~ 

tos pro c esos regu l a t 0 r~0 s, impor t antes en el metaboli s 

mo de células eu cario t icas , sean pr á cticament e l os mis ­

mos que aquellos involucrados e n la biologÍ• de virus 

animales . Cabe mencionar que los principale s avances -

durante los pasados 50 aaos sobre las funciones celula 

res, desde un punto de vista molecular, se han debido 

al estudio de virus y de sistemas virus-célul a . Er. 
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el desarrollo y avance de la biología molecular nec~ 

sariamente se involucran los primeros estudios llevados 

a cabo , a finales de los años tre i ntas por De l bruck , 

Lucia y Hershey con virus ba c terianos (bacteriofagos), 

cuyas características los hicieron un excelente sistema 

modelo para abordar problemas fundamentales en la biol~ 

gía, como por ejemplo los estudios de Hershey sobre , 

el material portador de la información genética, en la 

utilización como vehícu los de clonación para contestar 

preguntas sobre la regulación celular, etc. Por otro la 

do los virus animales han sido usados como una herra 

mi enta impo rtante para elucid a r los mecanismos regula­

torios involucrados en l a traducción, transcripción y 

repli cación de células eucarióticas, dentro de los avan 

ces importantes cabe mencionar: e studios de replica c ión 

del DNA con los virus SV40 y Polioma (Danna y col~l97~ 

Fareed y cols . 1972; Pe1·lman, O. 1977; Bjursell,1978), 

investigaciones sobre el procesamiento de], RNA (Spli 

cing) utilizando el virus Adeno (Chow y cols , 1 977;Yang 

y cols, 1981), experimentos sobre r eg u lación de la 

transcripción usando DNAs virales (Myers y cols. 19 8 1 ; 

Tjian, R. 1981 ; Brady y col s . 1980; Hansen y cols. 1981), 

SV40 como vehículo de clonación eucariótico (Elder y 

cols . 1981 ; He llon y cols. 1981; Banerji y cols . 1981), 

e n f u sion es celul a r es con e l v ir u s S endai y en tran~ 

fo r mación celular (Fung y cols . 1983 ; Wong y cols . 1981 

R&ns¿,v y cols. 1982). En res umen los vi r us han j u g ad o 
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ONA(+) 

Clase '21 
l Clase ll 

RNA (+ ) --+DNA (- )--DNA (±) l Clase I 

RNA (+)----.RNA(- ) - 1RNAm+1----

Clase nr 

1 

Clase m 

Clase 1r 

RNA (-) 

RNA ( ±) 

FIGURA l . Clas ificación de los virus animales en base 

a su mecanismo transcripcion~l . {1~mado de 

Lu ria y co ls. 19 7 8) . 
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un papel muy importante dentro de la Biología Molecu 

lar . 

Los Virus ~Agentes Patogenos. 

Los virus son la c ausa mas frecuente de enfermedad en -

e l hombre, provocan aproximadamente el 60 % de todos -

los padecimientos infecciosos en el mundo. Se han idEn 

tif icado cientos de tipos de virus inmunológicamente -

diferentes que pro d ucen padecimiento de diversa índo~ 

(Pizarro-Suarez, 1971). Las infecciones debidas a vi-

• 
rus están ampliamente distribuidas en todas las regio-

ne s de la t i err a , y plantean numerosos problemas que 

difieren completamente de los qu e se presentan cuando 

se t r abaja con otros microorganismos; los antibióticos 

utilizados para combatir las enfermedades de origen 

bacteriano , espiroquetal o fúngico, res u ltan i nef icaces 

para tratar enfermedades de etiología viral . Es por 

ello que la vi rología a nimal, ha cobrad o may or f ue r za 

en la biología moderna . Durante este períod o , el ma-

yor énfasis en la investigación de virus animales ha -

sido llevado no solamente hacia el aislamiento, cultivo 

y caracter ización an t igenica sino hacia entender a ni-

ve l molecula r la naturaleza del virus , la interacción 

virus - h ues p ed y todos los ev entos de la expresión v~ 

ral, es decir lo s me c anismos que determinan la pa t oge-

nia vi ral. 
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El Virus de la Poliomielitis ~ Agent e Etiológico, 

El virus de la poliomielitis pertenece a la familia de 

los picornavirus (pico=peque~o y rna=5cido ribonucleíco) 

y al género de los enterovirus (Mattews, F. 1982), Esta 

familia constituye el más importante grupo de patógenos 

h umanos. La poliom i elitis es una enf ermedad infecciosa, 

la c ual afecta seriamente el s istema ne rvioso central 

y la des trucc ión de neu ron~ s motor es en el cordón es 

pinal puede conducir a la parálisis . La e ntrada de po­

liovirus al organismo es por vía de tracto dig estivo;se 

multiplica primero en la faringe y/o mucosa intestinal 

y es llevado , vía e1 torren t e sangu~neo, h acia las c@l~ 

las del sistema nervioso central. Las lesiones resul-­

tantes son amplias con varios grados de severidad en el 

aspecto c l íni co , ya sea la poliomielitis espinal (par!_ 

lis is ) la más comun o l a forma bulbar , de menor inci -

denc ía (Fenner y cols, 19 72 ;Melnick , 1976). Los e f ectos 

de la poliomielitis mo tiva ron, hacia 1909 el obtener una 

va c un a preventiva. Desgraciadamente los primeros exper! 

mentes utilizando suspensiones de médula esp inal de mo­

nos infectados , tuvie ron cesultados no mu~ ~alagadoTes, 

El des c u brimiento de Ende r s y su gru po en 1949, en cu­

anto a que el virus de la polio se pod~a propagar en 

c~lulas en cultivo, abrió nuevas perspectivas para el 

desarrollo del tra tamiento preventivo . Las primeras 
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vacunas fueron obt en ida~ de cultivos de células de riñón 

de mono e inac t ivadas por formaldehído , comprobándose 

mas tarde , que la inactivación d e las s uspensiones vira­

les crudas no era completa . Paralelo a la obtención de va 

cunas inactivad as , Sab i n en 1955, desarrollaba un nuevo -

t ipo de vacuna , la cual consistió en la atenuación <le ce -

pas viru lentas silvestres del v i rus . La vacuna po lio a-

tenuad a, lo mism o que las otras vacunas virales d e es -

t e t ipo : sarampión , fiebr e amarilla, rubeola, etc, sin du 

da han ayudado a dLsmi nu ir y , en ocasio ne s a erradicar,di_ 

chas enfermedades d e gran parte del mundo. Segun datos 

de la OMS para 1 979 se registraron 35 , 747 casos de po-

liomielitis en el mundo . Sin embargo la verdadera cifra 

de ro ~i lidad revela que el número real oscila entre -

150 mil y un rui 11 ón de cas os en el mundo (Conti:eras 1982}. 

La cepa de poliovirus Sabin ( LSc , 2ab ) abrev ~a da como -

PVl (Sab) es una vacuna de virus "vivos " deriva da de la 

ce pa virulenta Mahoney tipo 1 (PVl M) p or mu taciones -

expontáneas dur ante el proceso de atenuación (Nomot o y 

cols. 1981). Es ta cepa es una d e las que s e ha utili~ 

do para prevenir l a enfermedad ; sin embargo , u n riesgo 

inherente de las vacunas que utilizan v i ru s atenuados 

es el de la reve rsión a cepas virulentas después de vari­

os pasajes sucesivos en s u huésped natural (Nomoto y 

c o 1 s . 19 81 ) • En la ac tualidad , con la a )"Ud a de la in-

geniería genética, es posible la cons tru a::i.ón de cepas vi 
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rales que no reviertan a cepas vi rulentas. Recientes 

investigaciones van encaminada[ a entender las bases -

moleculares para la atenuación v ir al ( Nomoto y co ls . 

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

Estructura Viral. 

La f amilia de los picornavirus co~prende viriones sin en 

voltur a de 20 a 30 nm . de diámet ro con simetría icosahe-

dral y un con t enid o de RNA de 29 a 3 2 r.. El genoma es ~ 

na molécula de RNA cadena sencilla c on un peso molecular 

de 2.5 X 10
6 

daltones (7431 nucleótidos) el cual tiene 

una proteína ligada covalentemente en el extremo 5' ~pg) 

(Wimmer, E. 1979 ) y una región dP 80 -120 nucleótidos de 

adenina (poli(A)) e n su extremo 3' to;>n-.inal. La o rgani:_ 

zación de poliovirus se ilustra en la figura 2. El RNA 

del virus (RNAv) PVl (M), del virus >1tenuadr " Vl (Sab) y 

S a bia t ip o 3, ha sido secuenc iado (k¡tamur ~ i cols . 1981 

Racaniello y Baltimore 1981; Nomo to y cols . 1981 o p. cit. 

S tanw ay y cols. 1983 op . cit . ) 

La elucidaci ón de la estructura primaria, as í como los 

mapas de restricción generados a partir de ésta , pueden 

revelar elementos importantes; los sitie ~ ~ e iniciación 

y terminación de la traducción del RNA mensajero (RNAm) 

del virus, señales estructurales en el procesamien to -

de las proteínas , señales y genes involucrados en fun 

ciones replica t ivas, capsulares y supresoras , etc. la 

cubierta de proteína de poliovirus se compone de 60 co 
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FIGURA 2. Organizaci6n genética y procesamiento poli­

peptídico de poliovirus. La linea sólida 

representa el RNA del viri6n con la proteína 

Vpg ligada covalentemente en el 5' terminal 

j en el 3' poly (A). (Tomado y modificado 

de Kitamura y cols. 1981; Hanecak y cols. 

1982; Semler y cols. 1982, 1983). 
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TABLA l. RELACION DE PROTE1NAS OE POLIOVIRUS. 

Kitamura y co ls. (19 81) Rueckert y Wimmer (1984) P .M.Kd. 

L43 4 

NCVP 00 247 

Pl-la l Ó Pl 97 

P2-3b 2 ó P2 65 

P2-5b 2BC 48 

P2-X 2C 38 

P3 - lb 3 ó P3 84 

P3-9 3AB 11. 5 

P3-7c 3C 20 

P3-4b 30 52 

P.3 -2 3CD 72 

P3 - 6a+ 3C' 36,4 

P3-6b+ 3D' 35 . 6 

VPO lAB 37 

VPl lD 34 

VP2 lB 30 

VP3 lC 26 

VP4 lA 7 

+ Prod ucto s de un rompimie nto al ternativo de P3-2 
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pias de cada uno de los peptidos específicos del virus; 

Vpl ,Vp 2 ,Vp3 y Vp~ con pesos molecu lares d e 34,30,26 y 7 

kd. respectivamente, ver tabla l . 

Replicación Viral . 

Los primeros eventos de un a i nfección viral son: el co~ 

tacto entre la partícula viral con la superficie de u­

n a célula suceptible o permisiva con lo cual se i-

nicia una serie d ~ eventos complejos: la adsorción, la 

penetración y la liberación del genoma en el citoplasma . 

Durante la adsorción , aparentemente l as 4 proteínas pa~ 

ticipan, aunque Vp4 parece ser primordial dado que la -

perdida de esta proteína esta asociada a baja infecti-

vid ad. La interacción viral con r eceptores específicos 

de la célula es dependiente de temperatu ra y puede ser i 

nhibid a por venenos metabólicos, indicando que la migr~ 

ción transmembranal es un proceso dependiente de ener--

gía. Existe poca infor mación disponible acerca de la 

naturaleza bioquímica de los receptores , sin embargo se 

tienen evi d encias que suguieren que puede ser una glico -

proteína ( Chan y cols. 1970 ) . Una vez que el virión 

se ha adsorbido firmemente, cambios asociados a la mem­

brana derivan en una entrada, por v iropexis, del viri6n 

y un descubrimiento y liberaci8n del genoma vira l en el 

citoplasma . El sigu i ente período del ciclo viral escon~ 

c ido c om o perí o do de e clipse, en éste, e l v i rus de RNA 

cadena positiva ini c ia la t raducción para s i ntetiz~r a Ja 
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enzima encargada de sintetizar la cadena menos utili zan­

do como templado la c adena m&s (replicasa). La s[ntesis 

de RNA vir a l se detecta en un período temprano de l a in-

f ecci&n. Baltimore y cols . (1966) demuestran la e--

xistencia de u n intermediario replicativo de RNA, el cual 

consist e de un a cadena menos de RNA y moléculas incompl~ 

tas de RNA polaridad posi tiva . Más t arde, Girard ( 

1969 ) demuestra que el intermediario replicativo es pr~ 

cu r s or del RNA cadena positiva, 

Traducción Viral. 

Las primeras evidencias de que el RNA de picornavirus 

contiene un solo sitio de iniciación , fueron aportados 

por Jacobs o n y Baltimore (1968). Reportan que cuando u-

t i lizan análogos de aminoácidos detectan la acumulación 

de una proteína gigante a l a que se le denomino NCVP-00. 

El RNA del virion, después de que Vpg ha sido removi­

do ( Nomoto y cols . 1977) actGa como RNA mensajer o y 

los ribosomas del huésped i ni cian la traducción a partir 

de un siti0 en el extrem o 5' t erminal (codon 741) ha~ 

ca un sitin de terminac16n en el extremo 3' term i nal ( 

cod o n 662 1 ) . La po li proteína resultante se procesa du-

rante la traducción en tres r e giones: la región amino -

termi n a l q ue contiene las secuen c ias para las cuatro 

proteínas d~ l a capside, la regi ó n c entral en la cual no 
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se ha establec id o con cl aridad su f vnci ón (proteas a ?) 

y la región carboxilo terminal que contiene las secuen­

cias de la replicasa viral, de la proteasa encargada de 

la mayoría c:El procesamiento de la poliproteína vira l y 

de la prote í na Vpg (Strauss y co ls. 1983), ver figura 

2 . 

Du rant e el pro ces amie nto de la proteína NCVP-00 oc urren 

al menos 10 r ompimient o s (Rueckert y cols. 1979); tan 

sólo durante la morfogé nesis del virión, NCVP- 00 se pro­

cesa y forma pentámeros (P l -la), posteriormente cada mo 

nom er o <le l a proteí na se fragme n t a para originar agr~ 

gados de VPO, VPl y VP3, los cuales forman el precursor 

proteico del virión : la procapside, con un co e ficiente de 

sedimentación de 7 . 4 S En su e s tadío final VPO se --

f r agm en t a a VP2 y VP4 par a origina r finalmente el vi--

rión (Fernández- Tomás y cols. 1973) exi s tiend o eviden-

cia de que las enz imas encargadas del procesami e nto , pu~ 

den ser proteasas codificadas por el vi ru s (Korant y 

cols . 1979) , aunque la par t icipació n de proteasa celula 

res no puede descartar s e . 

Alt eración de Funciones Celulares ~ Poliovirus . 

Durante l a infección con el viru s d el grupo picorn a se 

detec ta a nive l celular, inhibición secuen ci al de la 

biosín t esi~ de mac romol&culas : proceínas , RNA y DNA . 

El efec to sob r e la t r aducci ón del RNAm cel u lar se ha 

de«crico , fuadamen calmente, en dos cipos de sisteMas, en 
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células L infectadas con mengovirus y en células Hela i~ 

fecta das con poli ovirus. La estrategía seguida por el -

virus para inhibir t raducción de la célula que infecta -

radica en dos hechos fundamentales: la i nh ibición es a 

nivel de la formación del complejo iniciador (leibowitz 

y Penman, 1971; Kaufmann y cols. 1976; Ehrenfels y Man~ 

1976) y no se requiere expresión del genoma vir al (B~ 

b f a n ia~. 197 2). Se ha repor tado desagregación de polirri 

bosomas celulare s (Penman y · cols. 19 73 ; Co lby 1974) y 

la asociación posterior del RNAm viral en los denomi na-

dos polirribosomas virales (Penman y co ls. 1963) . 

Duran te el transcurso de la inhibición la veloc idad de 

elongación de l a c adena polipept íd ica es constante y el 

RNA mensajero celular permanece estable 

Penman 1971) . 

(Leibowitz y 

Durante la infecci ón con picornavirus, se detectan cam­

bios en la permeabilidad de l a 
0

célula ocasionando un a a 

cumulación d e Na+ intracelular (Sanchez, T .A. 1983; Con­

treras y cols . 1979 ; Carrasco y Smi th, 1976; Alonso y 

Ca rrasco, 1981) habiéndose propuesto que esta modifica-­

ció n en tonicidad, desencadena la inhibición en la tra-­

ducción del RNA mensaje r o del huésped y favorece la tra 

ducción del viral. 

Por o tr o lado, existe evidenc ia abundante en la li t era tu 

ra q u e apoya la inac t ivación del facto r que recono ce el 

residu o de 7mG p pp (" cap") , n o presente en el RNAm vi-
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ral, en células infectadas (Rose y cols 1978; Ehrenfeld, 

19 82 ) . 

Síntesis ~ RNA, (Transcr.ipción). 

La transc ripc i ón es un proceso enzim&tico que implica ap~ 

reami ento y polimerización de ribonucle ó t idos , por medio 

del cu al la información genética ~o nt enida en el DNAre 

utiliza para s int e tizar una hebra s i mp l e de RNA . La sín­

t e s i H y me tabolism ~ d el RNA so n d e primor ~ ial importan -

cia para la organiz a ción bíoqu1mic a de las células dado­

que , es t e pro ces o , esta intímamente asociad o con la ex­

p resión fi na l de l a expresión gen~tica: l a tr ad uc ci8n , 

Como s e mencion ó ant eriormente, durante la infección 

~ • picor nav irus , hay un a mar c ada i nhibición en la sín-­

t e s i s á e RNA d e l a cé lula hué s ped, p r i mar i am e nte el fen~ 

me no fue des cri t o po r Sal zman y cols . ( 1959), Martín y 

cols . (1962) y F r ank lin y Baltimore (1962), ma s t arde l ffi 

e studios s e ampli a r án uti l izando dif erentes líneas celu­

l a r es y varios miembros del grupo picornavirus (Bienz v 

co l s . 19 78; Zi merman y cols . 1963 ; McCormick y Penman 

19 67) . Po r o tro lado , se ha rep ortado que la inhil:.ñción 

de la transcripción ce lular requiere de la acumulació n -

de pro du c t os vira les (Baltimore y cols . 1963; Penman y 

cols, k965 Fern&ndez-Tom&s 1982) y se ha postulado 

que alguna proteína actúa como inhibidor de la transcri~ 

ción celula r (Balandin y c ols. 1964;Ho y Wa shing ton 1977 

Fe r nand e z-Tomás 1982), Ho y col s . propon en una lipop r o -
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teína com o inhibidor. Lo mencionado anteriormente junto 

con las evidencias experimentales en cuanto a que : la e!l­

tabilidad del RNA mensajero no se ve af ectado (Franklin y 

cols. 1962 ; Fernandcz -Muños y Darnell 1916}, la9 RNA 

polimerasas I , II y III obtenidas de células infectadas -

est a n pr~s entes y activas (Schwarts y cols. 1974; Apri­

letti y cols . 1974), la conducta cTomatográfica y el pa­

trón electrofo ré tico de las s ub unidades de la RNA poli­

me rasa II no esta modificado (Apriletti y cols . 1978); 

la disminución en el núm ero de RNA polimerasas asocia-

das a cromatina celular (Flor es-Otero y cols. 1982) y 

que, al suplementar en un sistema de transc r ipci6n in 

vitr o con RNA polimer asa II, no se restaura la a ctiv i ­

dad transcripcional de extractos obtentdos de c élu las -

infectadas (Crawford y cols . 1981) 1 sugieren que la in!!!­

bición en la tr a nscripción ocurre a nivel de iniciación 

del p roceso . 
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El Proceso ~Transcripción en Eucariotes , 

El paso de la información genética contenida en el DNA 

hacia RNA es conocido como transcripción; la enzima en­

cargada del proceso se denomina RNA polimerasa y es -­

dependiente, en la célula,del DNA que actua como temp~ 

do. En células procariotes se ha encontrado una sola en 

zima en tanto que en células eucarióticas se han e n con­

trado y carac terizado tres tipos, las cuales se diferen 

cían por su locali , ación en el nGcleo, su patr8n cromato 

gráfico, por su sensibilidad a 4lC"-amanitina (compuest o tó 

xico producido por el hongo Amanita fhalloides) y por su 

función , La RNA polimerasa I se encuentra en e l nucleolo 

y se encarga d e sintetizar el RNA ribosomal , la RNA poli 

merasa Il se localiza en el nucleoplasma y sintetiza el 

RNA heterogéneo nuclear, precursor del RNA mensajero, y 

finalmente , la RNA polimerasa III, que se encarga de si~ 

tetizar RNA de bajo peso mole cular, RNA de transferencia 

y el RNA 5 s, se localiza en el nucleoplasma . 

En general el mecanismo de transcripción se divide en -­

tres etapas : la iniciación, en la cual la RNA polimerasa 

se une al DNA en una región específica llamada promotor, 

la unión de dos nucle6tidos trifosfatos a la enzima ini-

cia la transcripción de manera específica, La segunda ~ 

tapa es la elongación de las cadenas de RNA, durante la 

cual las cadenas nucleótidicas crecen por adición secuen 
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cial de ribonucleótidos monofosfato al e x t remo 3' term~ 

nal del dinucleótido iniciador (la entrada de los dife- ­

rentes rib o nu c l e ótidos depende obviamente de la comple-­

mentariedad de la h ebra de DNA) . La terminación de la 

transcripción , como Gltimo evento, implica la liberación 

de la cadena de RNA del cual s e conocen en procariotes -

al menos, dos mecanismos, uno debido a una secuencia es 

pecífica e n e l DNA y el segundo mediado por un factor 

proteico, 

En euca r iotes el proceso de trans cripción es complicado y 

aunque la r egulación del p r o ceso ha sido amp l iamente est~ 

diado, existen v arios aspectos q u e no han sido tota lm ente 

aclarados; el mecanismo por el cual largos segmentos del 

genoma no son expresados, el papel regu l atorio de protE! 

nas asociadas al DNA , el p ap el de secuencias repetidas 

encont radas en diferentes genes, así como el mecanismo de 

acción de secuencias consenso encon tradas en la región -

promotora , etc . Los p r imeros estudio& sob r e el p ro ceso 

de transcripción consistieron básicamente, en reproducir 

cada uno de l os eventos involucrados en el proceso; di­

c ha s inves t iga ciones se llevaron a cabo u t i lizando nG cle 

os ínteg ros (Gurdon , 1973 ; Mert z y cols. 1977). Una de 

l as característ icas principales d e las c€lulas eucarioti 

cas es la enorme cantidad de DNA en fo rma de c romat i na , 

organizada en unidades repetitivao llamadas nucleosomas, 

y los cual es están constituidos por cuatro histonas 

R2a, H2b,H3 y H4) arreglados en octameros conteniendo 

dos de cada una de ellas , sobre 200 pares de bases de DNA 
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(Kornberg , R. 1977). Debido a la mayor complejidad morf.~ 

lógica y molecular de la cromatina celular, los sistemas 

con núcleos íntegros ofrecen una gran desventaja para el 

estudio de la regulación de la transcripción. En años 

mas recientes se ha in tent ado rep roducir los evento s de -

la transcripc ió n in vitro, utilizando DNAs virales c omo 

templado y suplemen tando c on una fuente enz imática .Un o 

de los modelos d e cromati na celular que mas s e ha ut ili 

zado es el genoma del virus SV40 y, como fuen te enzima-­

cic a, ya sea : a) e .1zimas pur ificad as (Westphal, 1970 ; 

Samrook y cols . 1972), b) ex tractos celul ares parcial­

mente purificados s uplementados con RNA p olimerasa l l 

p ur ificada que permite i n i ciación específica (Weil y col~ 

1979) y c) e xtractos celulares t otales n o dependientes 

d e RN A polimerasa exógena y qu e conti ene todos los fac­

tores necesar ios para la iniciación de la transcr ipción 

específica U•\anley y cols. 1980 ; Randa y c o l s . 1981). 

Weil y cols . (1979) utilizando el extrac to citoplasm a tico 

(S - 100) par a tr a nscribir el promotor tardío d el virus A-

deno-2 observa iniciación específ ir.a . Este e n sayo tamb :ifn 

h a sido llevado a cabo con e l gen de globina de ratón 

co n resultados simi l ares (Luse y co ls . 1980). 

Recient e mente estos extractos celulares (Manley y S-100) 

se han fraccionado para tratar de purifi c ar los factores 

i nv olucrados en el proceso de tr ansc ri pció n . Mat s u i y 

cols . (1980), al fraccionar el ex tracto S-100 por croma 

tografía, identifica 4 c omponen tes (IIA,lIB,IlC, y I1D ) 
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que son requeridos para la iniciación precisa de la tran~ 

cripción del promotor tardío de adeno-2; mas tarde, Sam~ 

els y cols. (1982) , realizan un fraccionamiento análogo -

al descrito por Matsui , pero con el extracto celular to­

tal (Ma nley ) encontrando que se requieren s olamente tres 

frac ciones (AB,CB, y DB) para la transcr ipción precisa. 

. Los factores ya descritos han sido parcialmente purifica­

dos y pueden ser usados para reconstituir reacciones sem~ 

jantes a las observad a s con el extracto inicial. Por o-

tro la d o Dynan y Tjian ( 1 983 a) al utilizar un método n ue 

vo de fra ccionamiento, partiendo de un extracto total de 

células Hela, encuentran tres componentes requeridos para 

la transcri p ción espec í fica : un compone n te al q u e denomi 

nan Sp l , el cual e s específico para la transcripción 

tanto del promotor tem prano como del tardío de SV40 y cu 

yo mecanismo de acción se lleva a cabo mediante la unión 

a la región repet id a en " tand em " de 21 p.b. (Dynan y Tj.:!:_ 

an 1983 b ) ; e l se g undo compone nte (Sp2) es u n f actor ge­

n e ral, q ue se requiere para la transcripcion de o tros pr~ 

motores (inc luyendo adeno); el 3er. c omponente correspon­

de a la fracción que contiene la RNA polimerasa 11 endó­

gena . Lo antes mencionado, ju nto con las evidencias apo~ 

tadas acerca de la interacción templado-factores y RNA 

polimerasa II-templado, ha permitido elaborar un modelo 

de las etapas que estan involucradas en l & iniciacion pr~ 

cisa de la transcripción (Pir e y cols . 1984) . 



- 24 -

(Virus de Simio i.Q) . 

Como se menciono anteriormente uno de los viru s que más se 

ha estudiado como modelo de un gen euca ti6tico es el vi ru s 

SV40; uno de los virus más sencil l os y más ampliamente ca­

racterizados (Tooze 1980). Pertenece a la familia de lo ~ 

papov avi ru s y SP L~ ha utili zado como sistema mo delo de 

c romatina ce lular d eb id o a sus característ icas; estructura 

nucleosómica, depende ncia t otal de las enz im a s celulares -

tanto para su rep l icación como para s u tra ,q cripción ; ca p~ 

cid ad de templado en sis temas "in vitro" tama ñ relativa-

mente pequeño de su genoma , etc. Su estudio ha pe r mitido 

contes tar preguntas relev ant es en biología, acerca del 

or i g en de replicación, de las regiones necesarias para l a 

transcripción, de las secuencias involucradas en el empal-

me (" S l' l i e in g " ) , ' n 1 a organ ización de e roma tina a e t i va ; en 

la importancia de las regiones r ealzadoras ("Enh a ncer") 

e te . 

Estructura de SV40 . 

SV40 es un v i rus con un genoma sencillo de 5226 pares de 

bases y 3 . 5 X 10 6 daltones . Ti ene un t amaño de 45 nm ,con 

sim etría icosahedral compuesta por u na cápside constitulíh 

por t res prote í nas estructurales . La molec u la de ONA es 

doble c adena circular cerrada, ea forma superenrrollada 

d el cua l se ha determi nado la sec ue ncia t otal ( Redd y y 

cols . 1978 ; Fiers 1978) y el mapa de r est r icción (ver ii-

gura 3) . SV40 puede seguir do s v{as en el ciclo viral , -
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FIGURA 3 . Mapa ~ Restricción ~ SV40 , (Tomado de 

Luria y cols . 1978) 
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inf ecc i ón incompleta (abortiva) o la v ía lítica (produc­

tiva) e n ·la cual hay producción de parti c ulas vira les . 

Dado l os obje t i vos d e l presente trabajo só l o se revis ará 

lo referen te al ciclo lítico. 

Ci clo Lít ico ~ SV40. 

El ciclo lí ti c o de SV40 se divid e en do s períodos: el 

temprano y el tardío . El primero se in icia con la pene­

tración de la partícula v i ral y te rmina al comenzar la 

síntesih de DNA viral , momento en el cual se inicia el 

período tardío. 

La vía productiva del virus incolucra los eventos de ad 

sorción , pene tr ación y de scubrimient o . El virus SV40 

se adsorbe a sitios en l a s uper ficie celular (entre 1-2 

horas post- infec ción) y posteriormente , e l virión pas a a 

el interior de la célu la po r pinocitosis . El evento -

de des nu damiento (liberación del genoma) no ha sido to - ­

talmen t e definido; por un lado Hummeler (1970) y Mackay 

y Consig l i (1 9 76) r eportan la aparición de viriones in-­

tactos en e l núcleo 30 minuto s después de la entrada y 

por ot r a parte Frost y Bourgaux (1975) encuentran es­

truc tu ras vira le s d esproteinizadas pa rcialmPnt e en el c i 

toplasma. 

Du r a nt e e l período temprano (12-15 horas p. i . ), se ind~ 

ce la síntesis de proteínas involucradas en la síntesis 
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de DNA , proteínas v irales no estru cturales (antígenos "T" 

y "t") (ver fig u ra 4). Durante el período tar dío además 

de la síntes is de proteínas estructurales se lleva a cabo 

el ensamble, maduraci&n y la liberaci &n de partículas vi­

rales (Tooze, 1980) . Los genes A 'f F codifican para los­

a nt igenos "T" y "t" los cual es au torregul an l a transcrip­

ci&n temprana (Tjian 1981) y e s tá n involucrados en el es ­

t a blecimiento y mantenimiento d el estado transformado 

de células no permisivas (Kimura, 1972; Steinber g , 1978). 

Transcripci6n de SV40 . 

La trans cr ipci6n del ge n oma de SV40 ocurre de manera a ­

simétrica (Westphal 1 970 op . c i t . ). Durante e l períod o -

temprano, como se mencion6 anteriormente, se transcribEn 

genes virales utilizando l a RNA polimerasa 11 del huésped 

a pa rt ir de un promoto r localizado aproximadamente entre -

0 .6 y 0 . 7 unidades e n el mapa de SV40 (Sambrook 1973); es ­

ta reg i &n se denomina promotor temprano y se localiza en -

una sola de las cadenas (cadena E) . El promotor tardío -

que controla la e x presi&n d e proteínas estructur ales se 

denomina promotor tardío y se l ocaliza en la cadena comp l_e 

mentaria (cadena L) (Sam brook, 1972 op. cit . ) ver figu ra 

4 . 

El DNA de SV40 aislado de cé lulas permisivas exhibe propi~ 

dad es ~im1l ares a lo~ de c romatina e u cari6tica . Está com­

puest u d~ complejos DNA-histo na arregladas ~n la estruc-

tura nuc leosómi c a c .1 1, •. ;~ ., rísticas (Griffit h , J. •:P'\; Germen 
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Y¡6URA 4. Mapa funcional y genét ico de ~ genoma 

~ SV40 . (Tomado y modificad o de Luria 

y cols. 1978). El sitio "cero", en uni 

dades de mapa , se toma conven cionalmen 

te en el únic o si~ i o de restricción de 

la enzima Eco Rl . 
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y Hi r t 19 7 5). Esta cramatina viral, llamad a minicromoso-

ma, ha sido aislada a tiempos tardíos d e la i nf ecció n y es 

tudiada como templado p ara dirigir la transcripción "in vi 

tro" (Garigli o y Mo uset 1975 ; Brooks 1977; Green 1977) . 

Aunque únicamente una peq ue ña propor ción (1%) del total de 

la croma tina viral es activa transcripc ionalmente, e "in -

vitro" sólo permite elongar las cadenas, ha sido un bu ­

en modelo pa ra estudiar la rela ción entr e estru ctura y -

fu nci &n de cromatina celular. Con l a ut ili zación de fue n-

ces en zimá ticas eYÓgenas aho ra es posible reíni ciar t rans -

'r ipció n utilizando el mini cromo soma (Beard y cols . 1981) . 

Lo s métodos para obtener complejos DNA-histona~ de SV40, 

a partir de células o v iriones purificados , han variado 

~ randement e de s de la utilizació n de detergentes (Green 'l 

co ls . 1976¡ Gariglio y cols . 1975 op . c i c . ; Muñoz y cols . 

1979), hasta agentes que lan tes y agentes red u ctores (Brady 

y cols. 1980 ; 19 81) y alkalis (Ch ristiansen 197 7 ; tfeneguzzi 

y cols . 1978) . 

Como se me ncionó anteriormente uti lizando temp lados de cro­

matina viral y f u entes enzimáticas co nteniendo los fa ctores 

requeridos para la inicación de la transcripción, el proc~ 

so de trans cripción se puede rerpoduc ir " in vit r o". Es ­

t os sis tema s no s permite n abo rdar otro tipo d e problemas 

asociados a la regulación y a lter ación de la exp r esión ge-

nética d e un eucarióte (Díaz-Moreno, A. 1983) . Tal es el -

caso de la infecc i ó n d el virus de la poliomielitis ( pol io 

vi rus) la cual oc a siona que el s i s tema gené t ico de l hu és 
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p e d se apague. Dado e l i nterés poY estudiar el meca-

n i smo por el c ual poliovirus inhibe la transcripci&n cel~ 

lar y partiendo de la h ip&tesi s d e que la inhibici&n ocu 

rre a nivel de la inicia~i& n, el ob j e t i vo del presente tra 

ba3 0 fu é eJ ~e o btene• u n sistema modelo que i niciara tran~ 

cripci&r rspecífica "in vit r o", con e l fi n de estud iar, -­

posterio ·1 Pn te, el pro bable ef ecto inh i bitorio de un pép­

tido v i r u i; - . pecífico . 
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El trabajo que desarrolle lleva como obje­

tivo principal obtener un sistema modelo 

que ,. ;•i cie transcripción específica "ín v!_ 

L -~ " con e : fín de estudiar, posteriormen­

te , el mecanismo de inhibición eu la trans 

cripción ejercido por el virus de la poli~ 

mi.:?litis . 

Para lograr el objetivo, el trabajo exper_ 

mental se dividió en varias etapas: 

1) Purificación de virus SV40 . 

2) Obtención a partir de vir u s purifi c~ 

dos, d e un complejo nucleopro t eíco -

qu e inicie transcripción. 

3) Obtenc i ón de extractos celulares que­

permitan trans cripción expecífica "in 

vitro". 

4) Transcripción "in vitro" del complejo 

suplementado con el extracto . 
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MATERIALES 

Lineas Celulares y Virus. 

Células CV- 1 derivadas d e riñón de mono (CCL70 - ATCC) nos 

f uer on obs equia~ as por el Dr. Patricio Gariglío del De-

partament c rle Genética y Biología Molecular del CINVESTAV . 

Célu las He la derivada s de un ca rci noma de ce rvix humano 

(CCL 2- ATCC 1 . El virus d e la Poliomielitis (Mahoney-

Tipo I) y el v 1rus SV40 (cepa 777), fueron propagados a 

baja multipJj~i da d • n cél u las Hela y CV-1 respectivamen-

te . El vi rus SV4(.) no s f u é obsequiado por el Dr. Pa t rl 

cio Garigli o y e l de la Poliomielitis fué obtenido del 

la bo ratorio del Dr. David Baltimore. 

Material~ tl Cultivo ~ Células . 

De Gibco Laboratori os (EUA) . Medio Eagle modificado (Du! 

becco) y medio esencial (MEM) modi ficado por Joklik . El 

suero que se uti lizó para e l medio f u é de Biocel (Méxi 

co). 

De Falco ns Labs. (EUA ). Cajas de Petri para cult i v o de 

35, 60, y 100 mm de diámetro, tubos cónicos de 50 ml y 

botellas falcons d e 75 cm 2 . 
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REACTIVOS . 

J . T. Backe r (México). Alcohol etílico absoluto , Hidróxido 

de sodio (NaOH), cloruro de po tas io (KCl), fosfato de 

potasio (KH 2ro 4 ), &cido tricloroacético, bicarbona to de 

sodio (NaHC0 3 ), cloruro de sodio (NaCl), cloruro de mag­

nesio (MgC1 2 ) , ácido bórico (H3 Bo3 ) , difenilamina, &cido­

clorhidrico (HCl), Tolueno, p- Dioxano, glicerol, &cido -­

perclórico (HCl0 4 ) , ácido sulfúrico (H 2so 4), dextrosa,oa~ 

trato de potasio. 

Sigma Chemicals Co. (EUA) . Tris -HCl, tripsina, Hepes, uri 

dina, timidina, SDS, EDTA, citidina, tritón X- 100, trifos­

fato de adenosina, t rifosfato de guanidina, trifosfato de 

uridina , trifosfato de citosina, albúmina de suero bovino 

rojo neutro , polivinil pirrolidona, ribonucleasa A, 2-me~ 

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

Merck (México) . Cloruro de magnesio 

tetrasódico (Na4 P2o7 ) , naftaleno, sulfato de amonio, clor~ 

ro de manganeso (MnC1 2 ), alcohol isoamílico, ace t aldehido, 

reactivo de Folin, formamida, persulfato de amonio, azul -

de bromofeno l, desoxicolato de sodio. 
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Be chesda Research Laboratories (Bethesda, Hd . EUA) . TEMED, 

cloruro de cesio (CsC1 2), DTT, enzimas d e restricción : -

lipa 1, Bgl 1 , Eco Rl , PMSF . 

BDH Chem icals (Inglaterra) . Acrilamida, N-N metilén bis-­

acrilamida , agarosa, SOS, sul f a t o cúprico , glici n a . 

Farmaceútico Lakeside (Mé xico ). Penici lina G s ó dica cris­

talina , y su lf a to de estrep tomicina . 

Whatman (Inglaterra) . Papel Whatma n 3 MM , l MM y DE81. 

Pac ka rd . Co . Solueno, PPO . 

Calbiochem (EUA) . Acido d esox irribonucleico de timo de 

terne ra , bromuro d e etidi o , o<- amanit ina . 

La actinomicina O (Lyovac Co smogen R ) , nos fue obsequ! 

ad a por el dir ecto r de Inves t igaciones Clínicas d e Merck 

Sharp and Dohme de Méx i ~o y el S arkosyl NL-97 , nos f u e -

obseq uiad o por el Sr . José Antonio Salgue ro de Cib a Gei ­

gy de M&x ico , La película Kodak X-0mat XS-5 fue ob t enida 

de I nd . Focogr~ ficas Interamericana, S . A. (M éx i c o) y la 

película Polaroid tipo 55 fué de Mi che lmex (México) , 
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Mate r ia l Radiactivo . 

Amersham Radiometer Center (Am ersham , Inglaterra) . 

(6 - 3 H) Timidina act , esp . 23 Ci/mmol , (S- 3 H) UTP act , P.s p . 

1 1.6 Ci/mmol y (-:..: -
32

P ) UTP a cc . esp . 3000 Cifn,mol . 
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Preparación de Soluciones , Amortiguadores y Medios • 

Para preparar las soluciones y amortiguadores se utilizó 

agua bidestilada y se ester ilizaron por autoclave (A) 22 

libi.-as / cm
2 

de presión, 120 ~,. durante 20 minutos, o por 

f i ltración (F) utili z ando membranas millipoi.-e tipo GS 

0 .22 um ) . 

Medio Dulbecco lX. Se disolvió el contenido de un paqu~ 

te comercial en 890 ml de H
2
o bidestilada estéril, adi-­

cionando 3 . 7 gr . de bicarbonato de sod i o y 3.5 gr. de 

dextrosa, co n co
2 

gaseoso se ajusto el p .H. a 7 . 4 y se 

esterilizó p o r f i lti.-ación . Para u tili z ar l o en el crecí 

mient o de célu las CV-l por c ada 890 ml se adicionó 100 

ml de suero f e tal de ternera y 1 0 ml de penicilina-estre~ 

tomic ina 100 X. Para preparar Du lbe~co 2 ve ces concentra-

do (2X) se r ea l izó lo mismo pe ro en la mitad de volumen . 

Amortiguador de fosfato salino (PBS). (NaCl 137 mM;KCl 3 

mM; Na 2HP0 4 2 mM y KH
2

Po
4 

2 mM). Los reactivos fue r on di 

sueltos en agua bidestilad~ el p .R. se ajust ó a 7.4 an t es 

de aforarse (A) . 

Soluciones ~Penicilina/Estrep tomicina (100 X) . 5 X 106 

unidades de penicilina G sódica y 5 gr . Je escreptomici-

na se disolvieron en agua bidestilada est ér il , aforad os a 

un litro y filt r ados por milliporP Almacenándose la so-

l ución a - 20 • c. 
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~tedio MEM 2X . --- -- - Pa ra preparar ruatro litros de 'm edio , cua-

tro sobres del rrepa rado comercial fue disuelto en 

1800 ml de agua bic'.estilada estéril y suplel!B'ltado con 8 

g rs . de bicarbonat o de sodio . Se procedió a esteri lizar 

por filtración en mill ipore 0 . 22 um, previo aj uste del p . 

H. a 7 . 4 con HCl 1 N. 

Solución~ :rripsina O . OS % - EDTA 0 . 02 %. (para prP.parar 

1000 ml ) . NaCl t g1.; KCl 0 . 4 gr Dextrosa 1 gr ; NaHC~ 

0 . 58 gr ; Tripsina 0 . 5 gr ; EDTA 0 . 2 gr ; ro)o de fe nol al 

Cl . 5% 0 . 5 ml. Los reactivos se disolvieron y se aj ustó el 

p . H. a 7 , 4 co~ HCl 0 . 1 N. Se esterilizó por filtración y 

se almacenó a - 20 ºC hasta su uso. 

Solución~ _R_ill ~ Feno l ~ 0 . 5 %. 0 . 5 gr . de rojo de 

fenol se disolvier ~n en 75 rol de agua bides til ada estéril 

'ºº la ayuda de calor y 1 . 5 rol de NaOH 1 N; se aforó a 

100 ml y se fu ltró e n papel whatman 1 MM y se almacenó a 

- 20 •e . 

Solución ~ Rojo Neut ro al 0 .5 %. 0 . 5 gr . del colorante 

fueron disueltos y aforados en 100 ml de agua bidestilada 

estéril , se filtró por millipore 0 . 45 uro y se almacenó a 

4 •e . 
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Solución~ aga r 0 .9 % ~ p lagueo .:!.!. SV40. Para preparar 

200 ml de agar al 0.9 %, se utiliza ron 100 ml de agar noble 

especial al 1.8 % y 100 ml de medio Dulbecco 2X suplemen­

tado con 5 % de suero fe tal y penicilina estreptomicina . 

Esta mezcla se prepar ó a 45 •e y se conservó a esta tem­

peratura hasta el momento de vaciar.se sobre la monocapa 

de células. 

Solución de Actinomici na Q. A 1.0 mg. de actinomicina O se 

le añadieron 1 . 0 ml de agua bidestilada estéril , se disol 

vio y se guardó a 4 ºC en la obscuridad , 

Mezcla d e Lisis . (Trit6n X-100 0.25 %, Tr i s-liCl p .H. 7 . 9 

10 mM, EDTA 10 mM , NaCl 0 . 4 M, Sarkosyl 0.4 %) . Para cada 

100 ml utilizamos: 0.25 ml de Tritón X- 100 , 1 ml d e Tris­

HCl p.H . 7.9 (1 M), 4 ml de EDTA (0 . 25 M), 8 ml del deter 

gent e sarkosyl (1 0 %) . La mezcla se almacenó a 4 ºC hasta 

su uso. 

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

0 . 01 M, EDTA 0 . 001 M y DTT 0,005 M). Para cada 100 ml uti 

!izamos: l ml de Tris-HCl p . H. 7 . 9 (1 M) , O. 4 ml de EDTA 

(0 . 25 M) y 2 , 5 ml de DTT (0.2 M) . Se almacenó a 4 ºC . 
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Amortig uador .!.!. (Ma nley) . (Tris - HCl p . H. 7 . 9 O. OS M, MgC1 2 

0 . 01 M, DTT 0 . 002 M, sacarosa 2S % y glicerol SO % (v/v)). 

Pa ra p repar ar 100 ml util i z amos: S ml de Tris -HCl p .H. 7.9 

(1 M) , 1 ml de DTT (0 . 2 M) , 2S gr. de sacarosa y SO ml de 

glicerol estéril. Se almacenó a 4 ºC. 

Amo rt i guad or III (M anl ey ). (Hepes p , H. 7 . 9 20 mM , MgC1 2 

12 . S mM , KCl 100 mM , EDTA 0 , 1 mM , DTT 2 mM, glicerol 17 %) . 

Para preparar 500 ml de amortig u ador utilizamos: 10 ml de 

He pes p . H. 7 .9 (lM) ' 6 . 2S ml de MgC1 2 
(lM) , SO ml de KCl 

(lM), 0 . 2 ml de EDTA (O . 2S M) ' 5 ml de DTT (O . 2 M) y 8S 

ml de glicerol es t éril . La solución se almacen6 a 4 ºC. 

Amortiguador "~" i!:. polimerasa (Brady y cols 1980) . 

(SDS 1% , NaCl 0 . 15 M, EDTA 5 mM , Tris- HCl p. H. 7.4 10 mM) . 

Para preparar 100 ml de amortiguador utilizamos: 10 ml de 

SDS (10 %) , 15 ml de NaCl (lM) , 2. O ml de EDTA (O . 25 M) y 

l ml de Tris - HCl p . H. 7 . 4 ( lM) . Se al~acenó a temperat ur a 

ambiente . 

Amo r tiguador ~Transcripción (Brady y cols . 1980 y Man 

ley y cols . 1980) . (Hepes 12 mM p . H. 7 . 9 , 60 mM KCl, 7.0 

mM MgC1
2

, 30 mM NaCl, 0 . 2 mM EDTA, 1,9 mM DTT , 10 % glice­

rol , lmM EGTA, 0 . 01 % tritón-X-100, 500 uM de ATP,GTP , y -­

CTP , 10 uCi de UTP--
32

P (3000 Ci/mmol) o bien 131 uCi de -

UTP --
3

H (23 Ci/mmol) y 10 mM c reatín fo sfato). Para una -

mezcla de reacción de un volumen final de 50 uls. ~e ut ili 
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zaron 12 . 5 ul de l CNP ~e SV40 (1-3 ugr . de DNA) o 1-3 ugr . 

de DNA forma I, e l volumen restante se completo con agua 

bidestilada estér il. La reaccion se l levo a cabo a 32°C 

por 60 minutos . 

Amortiguador! (Ele ctroforesis) (Baltimore y cols. 1977). 

(Tris-HC L p.H . 7 . J 40 mM; acetato d e sodio 1 0 mM; EDTA 1 

mM , glicerol 10 %). Para preparar un lit ro de amortigua~ 

dor se emplearon : 40 ml de Tris-RCl p . H. 7.3 (lM ) , 10 ml. 

de acetato de sodi~ (2M), 5 ml de EDTA (0 . 25N) y 100 ml 

de glicerol (100% 

cenada a 4 ºC, 

estéril. La mezcla fue aforada y alma 

Solución ~ lavad~ de filtros de Tr anscripción . 

(Na 2HP0 4 19S gr¡ Na 4P 2o7 · 10 H2o 40 gr ; SOS 5 g r. ) . Los 

reactivos se disolvieron Pn l litros de ag ua bidestilada 

est~ril y se almacenó a cem ~ erat u ra ambient e. 

Amortiguador ~ Disociacion. (Brady y cols . 1980) . 

( NaCl 0.15 M, EGTA O.OOS M, DTT 0 . 003 M, Tris-Base p . H. 8 . 7 

O. OS M, tritóu X-100 O.OS Z) . Para preparar 300 uls . del -

amortiguador utilizamo s : 45 uls. de NaCl (lM) , lS ul s . de 

EGTA (0.1 M), 9 uls. de DTT (0.lM), 30 uls . de Tris-Base 

(O . S M) y 8 uls. Je tritón X-100 (2.5 %) . La solución se­

almacenó a 4 ºC has~a su uso. 
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Solución ~ Agar osa (1 . 0 %) . 10 gr . de agarosa fuero n di­

sueltos en un litro de amortiguador E co n ayuda de calor 

repartida en alícuotas y almacenada a 4 ºC. 

Mezcla ~ cen telleo líquido (Cocktail Q). (PPO 40 grs; 

Naft ale no 800 grs) los reactivos fueron disueltos en cua 

tro litros de p- Dioxano y aforados con el mismo react ivo 

a 8 litros . La me zcla se almacenó en fr ascos ambar a tem­

pe1 a tura ambient e . 

Mez cla de centelleo líquid o(Tolueno-7titón III). tara pre­

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

en 600 ml de t olueno y 400 ml de tritón X- 100. 

So lución~ (Low r y y co l s . 1951). (Na 2co3 94 mM;NaOH 50 mM 

tart rato de sodio y potasio 47 mM). Los reactivos f ueron -

disuel t os en 500 ml de agua bidestilada est&ril y la solu 

ción se almacenó a 4 ºC. 

Solución! (Low r y) . (CuS0 4 · S H20 2 mM). El reactiv o fu& di 

s ue lto en 100 ml de agua bidestilada y almacenado a 4 º C. 

Solu ción f (Lowry). 50 partes de la so lució n A más 1 parte 

de la solución B. Está solución se prepara al momento de -

usa rs e . 
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Solució n de Folín (Lowry) . El reactivo comercial f ue d i 

suelto 1 : 2 co n ag u a bidestilada . 

So l ución patrón de prote í n a . ( Lowry) . 50 mg . de a l búmi n a 

bovina se disolvieron en 20 ml de agu a bidestil ad a es t é ­

ril , se repartió en alícuotas y se almacenó a 4 ºC . 

So l ución de timidina fr í a , ( 50 ug r . / ml ) 25 mg , de timid i­

na se disolvieron en 500 ml de P BS es t éril . La soluc ión 

se almacenó a 4 ºC . 

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

difenilamina fueron disueltos en 100 ml de ácido acético 

y 1.5 ml de ácido sulfúr i co concentrado . Almacenado en la 

ob s curi d a d a temperat ura ambiente . El d ía de su uso s e a­

ñadieron 100 uls . de una s olución acuosa de acetaldehido l 

16 mg/ml) por cada 20 ml de di f eni lamina . 

Solución A (Electrof o resis) . Para p r eparar 100 ml de la 

s olución se pesaron 15 gr . de acrilamida y 0 . 5 gr . de bis­

acrilamida y se disolvieron y aforar o n con 100 ml de aA ­

gua bidestilada estéril , La solución s e almacenó a 4 ºC . 

Am o rtiguador Tris-Boratos (10 X) . ( Tr is-Base 89 mM, ácid ,, 

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

ácido borico y 9 .3 g r . d e EDTA fueron disuel t os en 800 ml 
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de agua bi d es t ilada estéril, e l p . H. se ajus t ó a 8 . 3 y 

l a solució n se afo r ó a 1000 ml. 

Gel ~ Po l iacrilamida-U r ea al 4 . lS % (Para análisis de RNA) 

Para preparar 31 ml de solu ción gelificadora se utilizó : 8 . 2S 

ml de solución A (electr of or e si s ) , l . S ml de amortiguador 

Tris-Borato (10X),2lml de Urea (10 M, desionizada) , 0.06 ml 

de TEMED y 0 . 2 ml de Pe r sulfato de Amonio (10 %) . La solu ­

ción se colocó entre las p l acas y se dejó gelificar por 4S-

60 minutos. 

Amortigu'ador de muestra (SX) , Para preparar SO ml de amorti 

guador se utilizaron : 12 . S ml de amortiguador Tris-Borat o -

(10 X) , 12 . S gr . de sacarosa, 2 .S ml de SOS (10 %) y 2S mg . 

de azul de bromofenol, todo lo anter io r se aforó a SO rnl -­

con agua bidestilada 

Solución SSC (20 X). (Southern, 197S) . NaCl 175 g r ;cit r ato 

de sodio 88 . 23 gr . fueron disueltos en 1000 ml de agua bide~ 

tilada, esterilizada por a u toclave (A) y almacenada a tempe­

ratura ambiente . 

Solución de Ribonucleasa ~ · 1 mg . de solución comercial (100/ 

ug ./ml) se aforó a 10 ml con SSC (2 X) . 
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Solución para ~-hibr idización . (0 . 04 % de albúmina de sue 

ro bovino, 0 . 04 % de ficol , 0 . 04 % de PVP ) . 400 mg de cada 

componente f u eron disueltos en un litro de s olución SSC (6 

X) y a l macenados a 4 ºC hasta s u uso . 

So l ución ~ Hibridización. (0 . 04 % albúmina de suero bovi 

no, 0 . 04 % de ficol , 0,04 % PVP , 0.5 % SDS , lmM EDTA) . La -

solución para pre-hibridizar fui ajustada con SDS y EDTA a 

las co ncentraciones seiialadas. La soluci§n fui preparada­

el día de s u uso. 
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METODOS 

Cultivo ~ Células CV- 1.- Células CV-1 f uer on cultivadas en 

monocapas con medio esencial mínimo Eagle modificado (Du lb~ 

ceo ) , süplementado con 10 % de suero fetal de ternera y pe-

nicilina- estreptomici na, en cajas de 100 mm o cajas falcón -

Para colectarla s , aspiramos el medio,lavamo s --

con PBS y añadimos 5 ml de tripsina - EDTA, la monocapa de -

células se desprendió y r es us pendio con 4 ml de medio dulb~ 

ceo comple t o . El número de c é lulas fue d~terminado med iant e 

conteo en un hematímetro . 

Cult ivo ~ Células Hela . - Cé lulas Hela fueron crecidas en--

suspensión , en medio mínimo esencial (MEM), suplel!lentado con 

10 % de suero fe t al de ternera, aminoácid os no esenciales, -

glutamina, me t io n ina , leucina y penicilina-estreptomicina . 

La densidad celular vario entre 4X!0
5 

a 6Xl0
5 

c élulas/mi , 

Infección de Células CV-1 con SV40 , - Se sembraron aproxima­

damente 2X!0 6celulas CV- 1 por cada caja P-100, dos días an-

tes de infectar (el día de la infección se contó el número 

de célu l as por caja) . La mono cap.a de c é lul as se lavo con -

PBS es téril 2 veces y se infecto con una moi de 10 UFP/cé-

lula en un volumen de 0.5 rnl/caj a (la solución de virus~ 

hizo en Dulbecco sue r o ( -) ) • Se permitió la adsorción-

del virus por 60-90 minutos a 37 •e , 10 % co2 • pasado el 



- 47 -

tiempo y sin retirar el virus , se agregaron 10 ml de medio 

Du l becco s u p l ementad o con 2 % de suero. Las células con t rol 

fu eron t ra t adas de idén t ica manera , con medio sin virus ( 

infección fi ngida) . 

Síntesis de DNA en Células fY.::.!.. inf e ctadas con SV40 , - A los 

tiempos de infección señ a lad o s en la figura 5 la monocapa -

de c élulas se lavó con PBS estéril, 2 veces (2 cajas control 

y 2 cajas infectadas), se añadiB 2 ml de medio Dulbecco con 

2 % de suero y 20 uCi/ml d e timid i na-3 H a cada caja; se in­

cubó a 37 ºC, 10 % co 2 durante l hora. Pasado el tiempo se 

co locaron las caja> sobre hielo y se lavó 2 veces la monoca­

pa con una solución de PBS-timidina fría, añadiendose pos­

teriormente 2,3 ml de "mezcla de lísis" a cada caja y se c~ 

locaron en agitación suave (para no romper el DNA celular), 

recolectandose por separado el contenido de las 2 cajas -­

control y las dos cajas infectadas en un tubo de centrífuga 

(rotor SW50.l, ultracentrífuga Beckman LB-55) e invirtiendo 

los tubos 2 veces con mucho cuidado, se centrigugo a 3 0 K 

durante 30 minutos a 4 ºC . Alícuotas de 50 uls . se coloca-

ron en filtros de papel Whatman 3 MM, se secaron y lavaron 

3 veces con TCA 5 % y 2 veces en alcohol etílico absoluto , 

el papel ya seco se colocó en un vial conteniendo 7 ml de 

líquido de centelleo (cocktail D) y determinandose la radi­

actividad en un contador de centelleo líquido (Packard mo-

delo 3385). Cabe menc~onar que el DNA viral se encuentra -

en los primeros 800 uls del tub o al terminar de centrifu-

ga r . 
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Obtención de DNA de SV'40 y digestión del mismo con enzimas 

de restricción. (D!az-Moreno , A. 1983). Cultivos creciendo 

en cajas petri de 100 mm de diámetro (3Xl0
6 cElulas/~aja), 

fueron infectadas con SV40 (una moi de 10 UFP/célula). 16 

horas después de la infección se aspiró el medio de culti 

vo y se añadieron 10 ml de medio Dulbecco suplementado con 

timidina - 3 H (10 uCi/ml) . 72 horas después de infección -

los cu ltivos se lavaron con PBS y las células fueron lisa~ 

das con una solución que contenía : SOS (0 . 6 %) , Tris-HCl, 

p .H, 7 ,4 (0.01 M), EDTA (0.01 M) y se mantuvieron en agi~ 

ción durante 10 minutos, la supensión fué transferida a tu 

bos corex de 30 ml (5 caj as/tubo) suplementada con NaCl ( 

concentración final de l M) y mantenida a 4 ºC durante to 

da la noche, La s uspensión se centrifugó a 1 0 000 rpm (r~ 

tor SS-34, ce ntrifuga Sorvall RC-2B) durante 60 minutos a 

4 ºC . El sobrenadante fue removido cuidadosamente y se le 

añadió un volum en de fenol saturado 1/4 de volumen de 

Tris -H Cl p . H. 7.4 0 , 2 M) agitando la sus pensión a temper3 

tura ambiente duran te lo mi nutos. La fase acuosa fue recu 

perada mediante centrifugaeión a 8 000 rpm en un rot o r SS~ 

duran te 20 minutos, la extracción fenólica f ue repetida.La 

fase acuosa resultante fue suplementada con un volumen de­

cloro formo-alcohol isoamilico (25: 1 v/v ) , la fase acuosa -

f ue recuperada, dejando reposar la mezcla y ajustando a --

0 .4 M de acetato de sodio . El DNA fue precipitado medí-
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ante la adición de 2 volumenes de alcohol etílico absoluto 

(preenfriado a -20 ºC). Al día siguiente el DNA fué recu­

perado mediante centrifugación a 10 000 rpm, 4 ºC, duran­

te 60 minutos (rotor SS34, centrífuga RC-2B) . El precipi­

tado fué resuspendido en 5 ml de una solución : Tris-HCl 

p . H. 7,4 (0.01 M), !:DTA (0.001 M) y ajustada a 100 ug/ml d? 

bromuro de etidio y 0,8 gr,fml de cloruro de cesio (tn-

dice de refracción l,3875~1,3880) , La muestra fué centri 

fugada durante 48 horas (40 000 rpm en un rotor 50 Ti , 

ultracentrí~uga Beckman LB:55) y el gradiente fraccionad~ 

Las fracciones conteniendo al DNA forma I ~ forma II (r.R , 

= 1 .585 gr/ml, 1.55 gr/ml respectivamente) fueron extrafdcs 

(cuatro veces) con isopropanol , alícuotas de las fraccion~ 

conteniendo DNA fueron colocadas en papel Whatman 3 MM y 

la radiactividad se determinó como ya se ha indicado. De~ 

pués de la extracción con alcohol isopropf lico , las prep!!_ 

raciones (DNA forma I y I l) se suplementaron con 4 valum~ 

nes de SSC 0 .1 X con el fin de diluir la concentración de 

CsCl, y se ajustaron a 0 ,4 M de acetato de sodio, La re ­

cuperación del DNA se llevó a cabo mediante pyecipitación 

con 2 volumenes d e alcohol etílico absoluto a -20 ºC. El -

precipitado obtenido mediante centrifugación (10 000 rpm -

rotor SS -3 4, 60 minutos, 4 ºC) fué resuspendido en SSC O~ 

X a una concentración de 1- 4 ug. de DNA/ul ~ ai~acenado a 

4 ºC . El DNA de SV40 forma I, fué digerido con la enzima­

Hpa I (5 U/ul) en una mezcla de reacción (100-200 uls) co~ 

teniendo: Tris-HCl, p,ll. J,4 (20 mM}, MgC1 2 (10 mM), K:Cl ( 



- 50 -

20 mM) , DTT (1 mM). La di gestión con Eco Ri y Bgl I se r ea 

li zó e n l a misma mezc l a de r eac c i ón ajus t ando la concen-­

t r aci ón de sales a : Tris -H Cl, p . H. 7 .4 (SO mM ), MgC1 2 O. O 

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

Purificación de Vi l'i on es _SV40 , (m odif i cad o d e llr ady y co 1s, 

(1980) . La infección se llev8 a ca bo como se d e scribió an 

teriormente Después de 7- 9 d ía s de i nfección las célul~ 

y el medio de cu l tivo , se c olectar on y centrifugaron a 39 

000 rpm por 3 ho r as (rotor SO Ti , ul tracentrífuga Beckman, 

LB-S5) a 4 ºC, el sobrenadante se descartó y la pasti l la 

de virus se resuspendió con 10 ml d e PBS estéril, la solu 

ción de virus se sonicó po r 30 segundos a 8 , S microns (ca­

da 15 segundos se enfriaba la solución en hielo). La solu ­

ción res u lta n te fue llevada a una concentrac i ón final de 

1 . 3 % de desoxicolato de sodio y 0 . 0125 % en tripsina, e 

i ncubada a 37 ºC por 30 minutos . Posteriormente la suspe~ 

si ón se coloco a 4 ºC durante 10 minutos y se centrífu-

gó a 1 0 000 rpm, 10 minu tos a 4 ºC (cen t rífuga ~rvall RC-

2 B) . La solu ción sobrenadan t e fué colocada en un colchón 

de c lorur o de cesio de de nsidad 1 , 38 gr / ml y centrifuga­

da a 24 000 rpm, 4 ºC (rotor SW28, ul t r acentrífuga Beckman 

LB-SS) durante 12 horas; la banda viral (debajo de la in-­

terfase) se colectó y se llevó a una dens idad de 1.2 gr/ 

ml con PBS estéril, esta solución fue colocada en otro 

co l chón de Cs Cl d e densidad 1. 33 gr / ml y se centrifugó a 

38 000 r pm , 4 º C, 19 hora s ( r c;>tor SW40 . u ltr ace nt t:Ífug a 
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Beckman LB-55} . Las ~a ndas yi~ale s fueron colectadas y di~ 

lizadas contra amortiguador Tris-HCl 0 . 01 M p.H . 7 . 4 a 4 ºC 

duran t e 24 hor as , el virus se almacen6 a - 20 •c . 

Titulaci&n ~ SV40 (m@todo ~ UFF) .- 24 horas antes de in 

fectar con SV40 se sembTarcn cé:l,ulas CV-1 (3XlQ6d!1u1as/ca-

ja de 60 mm), al día siguiente el medio fue eliminado y -

las monocapas fu ero n lavadas con PBS estéril 2 veces (con -

cuidado para no desprender l a monocapa) . Por otra parte se 

prepararon diluciones del virus 

medio Dulbecco sin &uexo, La& monocapas fue~on ~nfectadas 

con 0 . 2 ml/ caja de cada dilución, permitiéndose la adso~ 

ción del virus por 90 minutos a 3 7 ºC , 10 % co 2 (agitando 

cada 20 minutos para una mejor distribución), Pasado el -

tiempo de adsorción, se retiró el exceso de virus con una 

pipeta pasteur y se añadieron 5 ml de la mezcla de agar-m~ 

dio pre.calentado a 45 •e a cada caja (ver material), deján-

dose solidificar a temperatura ambiente durante 45 minutos . 

Las cajas con el agar ya sol i d ificado se incubaron inver 

tidas a 37 ºC, 10 % co
2 

durante 14-16 días. Las placas se 

observan a partir del día 14 mediante tinción con 4 ml/ca-

ja d~ so lución de rojo neutro estéril al 0.01 % (concentr~ 

ción final) en medio Du lbecco completo, permitiendo la incu 

bación a 37 •e , 10 % co2, durante 18 horas; al día siguie~ 

te se retiro el colorante y se determxn6 el namero de pla•• 

cas. 
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Obtención ~ Complejos de Nucleoproteína (CNP) para Trans-

cripción" IN VITRO" Brady y cols . 1978,1980) . 

Viriones purificados fueron disociados por tratamiento con 

5 mM EGTA, 3 mM DTT, 0.15 M de NaCl en 50 mM de Tris-HCl p. 

H, 8 . 7 por 30 minutos a 32 ºC. Después de la disociación -

se adicionó tritón X-100 al 2.5 % (hasta dar una concentra 

ción final de 0 . 05 %), transfiriendo la mezcla a hielo y 

colocándola s en un gradiente de sacarosa contínuo 10-30 % -

en amortiguador conteniendo: EGTA (5 mM), DTT (3 mM), NaCl 

(150 mM) , Tris-HCl p .H . 7.8 (10 mM), tritón X-100 (0.05%) 

la centr ifugación se llevó a cabo a 45000 rpm, 4 ºC (rotor 

SW50 .l, ultracentrífuga beckman LB-55) durante 2 horas. 

Infección con Poliovirus.- Células Hela en suspensión se 

concentraron a una densidad de 9.Sx10 6 celulas/ml e infec-

tadas con 100 UFP/c elula . La adsorción viral se permitió 

a temperatura ambiente durante 30 minutos , tiem p o en el cu­

al se diluyeron a una densidad de 5Xl0 6 células/ml con MEM 

(suero (-),penicilina-estreptomicina (-), glutamina (-)) y 

mantenida durante otros 15 minutos a temperatura ambiente. 

Al final del tiempo el virus no adsorvido fue retirado por 

centrifugación a 2500 rpm (centrífuga Internacional , PR 600~ 

durante 5 minu tos. La pastilla de células fue resuspendida 

en MEM suplemen t ado con suero dia lízado (2 % concentración 

fina l), glutamina y L-metionina-35 s (10 uCi/ml ) hasta dar -

una concentración de 5Xl0
6 

células/ml y mantenidas a 37 ºC, 
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io % co
2 (tiempo O de infección) . A los diferentes 

tiempos post-infección se tomaron alícuotas y se deteL 

minó la radiactividad, las células control fueron tra-

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

fección no contenía virus. 

Determinación de _!2. concentración de Proteína . (Lowr y y 

cols. 1951) . - A las muestras a analizar (ajustadas a 

200 ul) se les añadió 1 ml ~e solución C, se agitaron y 

10 minutos después se agregó 0 , 01 ml d e reactivo de fó-

lin . La solución se agitó inmediatamente permitiendo -

la reacción al menos 45 minutos a temperatura ambiente . 

La densidad óptica de la r eacción colorimétrica fue de-

termi n ada a 660 mu en un espectrofotómetro (Car! Zeiss­

PMQ I I ). Se empleó la albúmina de suero bovino como so 

lución estandard para hacer la curva tipo . 

Determinación ~ .!2. concentración ~ DNA . (Burton, !· -

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

fué diluida con un volumen de HCl0 4 (1 M) al cual se le 

añad ieron 2 volumenes de difenilamina~ permitiendo la 

reacción colorimétrica a temperatura ambiente al menos-

durante 24 horas. Las muestras se analizaron a 600 mu 

en un espec t rofotómetro (Carl Zeiss PMQ II). Se empleó 

HClo 4 como blanco y DNA de timo de ternera como estindard . 
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Preparación~ Extracto d e Manl ey. (Manley y cols. 1980). 

Dos litros de células Hela en s uspensión (S.8SX10 5 célu-­

las/ml ) fueron centr ifugadas a 2500 rpm ( Centrifuga In-­

ternacional PR 6000) . durant e S minutos y lavadas co~ MEM­

sin suero , penicilina- estreptomicina ni glu tamina. La pa~ 

tilla f ue resuspendida en el mismo medio a una densidad -

de 10 7 células/ml; la mi t ad del cu ltivo s e infec to con p~ 

liovirus (como se mencionó an t eriormente) y la otra se u­

t i lizó como control (infección fingida) . A las 3 horas -

ambos lotes (infectado y control) se procesaron por se p a ­

rado, de la siguiente manera: las células se lavaron con­

una solución de PBS -MgC1 2 (1 . 5 mM) y la pastilla se sus-­

pendió en 4 volumenes con amor ti guado r 1, dejando la solu 

ción en hiel o durante 20 mi nutos , p as ado es te tiempo las 

células fue r on l isadas con un Dounce me tálico (8 golpes) , 

agregando cuatro volumen es del paque te celular de amorti­

guador 2, agitando suavemente . Un volume n del paquete c~ 

lular de sulfato de amonio saturado se adicionó (gota a -

gota) permitien do la agitación , suavemente, duran t e 20 mi 

nutos . El extracto resultante se cent r ifugó a SO 000 rpm 

4 ºC (rotor 50 Ti, ultracent rífuga beckman LB- 55) durante 

3 horas, se tomó el sobrenadante y se le adicionó sulfa to 

de amonio sól ido (0 . 33 gr/ ml), adicionándose a la solu-­

ció n 0 . 01 ml de NaOH 1 N (por cada 10 gr . de sulfato de a 

monio). El precipitado fue colectado por centrifugación-
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a 15 000 rpm durant e 20 mi nutos a 4 ºC (r o tor SS-34 , cen-

crifuga sorvall RC-28 ) . La pastilla resultante se resus 

pendió con 1/10 del volumen . de) s obrenadante de alta velo -

cidad (50 000 rpm) d e amo rt iguador 3 , la solución se diali 

zo 16 horas (2 camb ios d e 100 volumenes cada uno) a 4 ºC , 

contra amort i guador 3 , el dial izado resultante se cen tri fu 

g ó a 10 000 rpm po r 10 mi nu t o s a 4 ºC y el sobrenadan t e -

se congeló rápidamen te e n peqiiiias muestras en N2 líquido, 

almacenándose a - 80 º C hasta usar se en los ensayos de 

transcripción "in vitre" . 

Tr ans c r ip ción " i n ~". El CNP y DNA forma I de SV40 

f u eron ensayados en la mezcla d~ reacció n que contenía, En 

un volumen final de 50 ul: 12 mM Hepes p .H . 7 . 9 , 60 mM KC11 

7 mM MgC1 2 , 0 . 2 mM EDTA, 1 , 9 mM DTT, 10 % gli c erol, 30 mM 

NaCl , 1 mM EGTA, 0,01 % tritón X-100 , 500 uM ATP, CTP , GTP 

10 uCi de UTP - 32 P o bien 131 uC i de UTP- 3 H, 10 mM de er e -

at{n fosf ato, 25 uls . de e xt racto de Ma nley y 1-3 ug . de-

DNA por mezcla de reacción (en fo rm a de CNP o forma I ). 

La reacción se inicia con la adición de los nucleó tidos 

trifos f atos y se in cuba a 32 º C dur a nt e 60 minutos, la r e-

acció n se para ag r egando 200 uls de amo rt iguador " s top" d e 

polimerasa a la me zcla . La radiac t ividad del transcri-

to (RNA- 3 H) f ue determinada de la sigu iente maner a : alícuo 

tas de 50 u l se colocaron en filttos DE81 , se secaron y -

se lavaron 7 ve ces (10 minutos cada cambio) co n solución -

para lavado de transcripción ver solu ciones), pos terio~ 

mente s e lavaron 1 vez con agua b i dest ilad a estéril ( 10 --
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minutos) y un lavado rápido con etanol absoluto, se seca-

ron y se colocaron en un vial conteniendo 7 ml de líqu! 

do de centelleo (Cocktail O). La radiactividad se de t er -

minó en un contador de centelleo líquido (Packard mode 

lo 3385). 

Purificación del Transcr i to (RNA- 32P ) . - La reacción se de-

tuvo con amortiguador "stop" de polimerasa . Para la des ­

proteinización se añadieron '250 uls . de fenol saturado con 

1/4 de Tris - HCl (10 mM); seguido de agitación y centrifu -

gado (microcentrifuga eppendorf, modelo 5414) durante 3-5 

min utos. Se recuperó la fase acuosa (fase superior) y se~ 

añadieron dos volumenes de cloroformo~alcohol isoam ílico , 

mezclando y centrifugando (microcentrifuga eppendo r f) para 

separar las fases. La fase acuosa fué colectada y dos vo-

lumenes y medio de alcohol etílico absoluto (pre - enfríado) 

f ueron adicionados . Se dejó precipitando toda la noche a 

- 20 ºe, posteriormente se centrifugó d ura nte 60 minutos, 

en la microcentrifuga a 4 ºC . La pastilla de RNA- 32P fué 

secada con vació. 

Análisis ~ Transcritos (RNA-
32

P) ~ geles ~ Poliacrilami 

da-Urea. El RNA-
32

P (purificado) producido en el ensayo de 

transcripción "in vitre" con el CNP y DNA forma l fue resus 

pendido en 15 uls . de formamida (desionizada) al 80 %, ca- -

!entado a 80 ºC durante 5 minutos , adicionandosele poster i -

~ rmente 10 pl de buf e T d e muestra . Antes de colocar el 
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RNA , el gel de poliacrilamida- Urea fue precorrido a 500 

volts d ur a nte 1 hora ; l a s mu es t ras , una v ez colocadas e n 

l o s po z os del g e l , f uero n co rr i da s a 5 00 v o lt s d u ran te 2 

horas a 45 ºC, el amor t iguador que s e u t i l izó para la c o ­

rri d a f u e Tr i s - Bora t o (0 . 5 X) . 

Electrofor e sis en g e l es ~ Ag a ros a.- El DNA de la s formas 

I y ll o b tenidos de v i r ion e s , s e analizaron en geles de_a 

ga r o s a al 1 . 0 % pr e corr i dos ~ 1 50 v o lts d u rante 30 minu--

t o s . La co rrida de las mu est ras se ll e vó a cab o durante-

4 ho ras , a 120 v ol t s empleando e l amo rt i guad or E de co rri 

da . Los g eles f u e r on teñi dos co n bromu r o de et i d io ( 2 uw 

ml e n amo rtigu ado r E) durante 30 minutos y d e steñido s con 

el mi smo amortig uad o r d urante 6 0 mi nut os . Las b a ndas fue ­

ron vis uali z a d as e n un t r ans il um i n ado r d e l u z ult raviole­

ta (mo d elo TM-3 6) y f o tografiad a s con una cama r a polaroid 

(M P- 4 ) . 

Transfe r encia y Fi jación ~ fragme nto s de DNA ~ SV4 0 ~ 

~ ~ nitro cel u losa ( Día z -Mo re no , A. 1983 ). Lo s f r a_a 

meneos de DNA r e str i ngidos , c o rr i d os en geles de a g aro s a , 

f u eron d esnatu ral izados durant e 20 mi nut o s e n una solu ci ó n 

contenie n dm NaC l ( 1. 5 M) , NaOH ( 0 . 5 M) . Las t i ras d e g e l 

desnatura l izadas s e lava r on con agua bid estilad a e s tér i l , 

y se co locaro n en una soluc ión : Tris-HCl p . H. ( 0 . 5 M) , Na 

Cl (3 M), du ra n te 20 minutos para ne u tr a li z a r los . Una v ez 

e n j uag ad a s co n agua bld e s c i lad a , s e pr o c e dió a transf eri r 
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los fragmentos de DNA a pape l de nitrocelulosa; esto se h~ 

ce por fuerza i~nica. La transferencia se permiti6 duran­

te 24 horas, una vez terminada la tr an~fe r encia, l os pape­

les se lavaron con amortiguador SSC lX (Southern, 1975). 

Los filtros lavados fuero n colocados a 68 ºC dur ant e 12 --

horas para fijar i rreversibl emen te, e l DNA en el filtro -

de nitrocelulosa . 

Hibridización de RNA- 32 P sintetizado " in ·litro". (Díaz-~ 

r e no , A. 1983). Los filtros con los fragmentos de UNA, fu~ 

ro n prehibridizados con 700-900 ul de amortiguador de pre-

h ibr idizaci ón a 68 ~e durante 1 2 horas. La pasti lla de 

RNA- 32 P se resu spe nd i ó en 700-900 ul de amortiguador de hi 

bridización y se coloc ó a hibridizrr con los filtros con te 

niendo los fragmentos de DNA (15-20 ug/ f ilcro ), a 58 ºC du 

r ante 24 hor.c1s. De s pu ~s de este t iempo loo filcros fu eron 

tratados con 700-9UO ul de una solución ds RNasa A (100 u~ 

ml), durante 2 horas a temperatura ambiente , y lavadas 3 

veces dur ante ~ horas a 50 •e con una solución que con te-

n í a : SDS (0. 5 %), SSC (lX), EDTA (25 mM), y una vez (2 ho­

ras) con una &olución SSC (lX). Al final los filtros se -

secaron a 68 ºC durante 20 minutos y se eÁp usieron a pelí-

culas Kodak X- Omat, XS - 5 (-20 ºC de 24- 72 P.rs .). 
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RESULTADOS 

Síntesis de DNA en células CV-1 infectadas ~ SV40 . 

Las células CV-1 derivad as de riñón de mono, permisivas a 

SV40 fueron infectadas como se describió en Métodos, con -

el f in de "monitorear" la infecci<Sn, a dife rentes tiemp os 

depués de iniciada (ver detalles en la figura S) . El siste 

ma CV-1 - SV40 se suplement6 con un p re curso r radiactivo 

. . d. 3 tt) tim1 1na - , cuantif icandose l a síntesis de DNA viral ( 

DNAv) seg Gn el mé tod o reportado por Hirt ( 1 975) con algun a~ 

modif i caciones . Por este método , el DNAv por su bajo ¡:eso 

molecular (compa r ado con el DNA cromosómico) puede ser reru 

perado en PJ so b renadante de una centrifugación a alta ve-

l o cidad , en canto que el DNA cromosómico se obtiene en la 

pa s t i l la resu l tante , En la f i g ura 5 se muestran los resu! 

tados. Como puede observarse , sólo en el cas o de ma t e rial 

proveniente de células infectadas se obtiene DNA de bajo-

peso molecular, el cual se incrementa en función del tiempo 

de infección. 

Purificación ~ Viriones de SV40 . 

Con el fin de obtener una cantidad s u f iciente de virus, p~ 

ra posteriormente obtene r el complejo nucle-proteíco (CNP) 

células CV- 1 fueron infec tadas con SV40 a una multiplicidad 

de infe c ción (moi) de 10 UFP/célula . Después de 7-9 días, 

la monocapa de células fue recu p erada junto con el medio de 
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FIGURA 5 . Síntesi s de DNA en c élulas CV - 1 infectadas 

con SV40 , 

A diferentes tiempos de infección células 

CV-1 (2 . 0X10 6 ) i nfectadas v n o i n f ectadas 

(infección fi n gida) se lava r on con PBS es 

t~ril y se marca ron con 20 uCi/ml de Timi 

d ina -
3

H (A . E. 23 Ci/mmol ) durante 60 min u 

to s (pulso) . Una vez transcurrido el pul -

so de marcaje los cu l t ivos se lavaron con 

PBS suplementado con un exceso de timidi -

na no marcada (50 ugr . /ml) . Se aíiadió a -

mortiguador de lísis y las células se re-

colectaron en un t ubo de centrífuga, la 

cuantificación del DNA sintetizado se ni-

zó en el sobrenadance de una centrifuga--

ción a 30 000 rpm/30 minutos a 4 ºC. 

( tz--0, ) control; ( 6- - t. ) célul as in- -

fectadas . 
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cultivo presente durante la i n fección; los virus i ntra y ex 

cracelulares f ueron colectad os median te centrifugación a al 

ta velocidad ; l a pastilla result a nte se procesó como se i n -

d ica e n la figura 6 , procedi éndose a una primera purif ic~ 

ción a través de un grad ien te de densidad en cloruro de Ce-

sio . Los r es ultados de esta primera purificación s e mues-

tr an en la figura 7 • Al det e rminars e el material TCA pre­

cipitable marcado con timidina- 3 H y el mat e rial que absor b e 

a 260 nM, se obtuvieron dos ~ipos de pa rtíc u las. La primer a 

d e e llas (b a nda !), co n una densidad de 1.32 gr/ml en can -

t idad discreta y o t ra, predominante, (banda II) con una den 

sidad de 1 . 29 gr/ml . La cantidad y proporción d e ambas po-

blaciones puede verse en la fo t og rafí a del gradiente mostra 

do en la figura 8, 

Las bandas desc ritas anter io rmen te, se colectaron med iante 

pun ción del t u bo de centrífuga y se deter minó s u capacidad 

infectiva (virus íntegros) mediante titulació n po r ü FP ( t~ 

bla 2) . La banda I se c o n ti n u ó procesando tal y como se -

describe en l a figura 6 . La purifica ción a t ravés de un ~ 

segundo gradiente de d ensidad (dcl,33), se muestra en la -

figura 9, en donde puede o~ae~varse una poblaet8n hGmogenea 

con u na densidad de 1.33 gr/ml; este ma ter ial se dializó , 

contra amor tiguador Tris-HCl 0.01 M p.H . 7 . 4 En esta par-

te del trabajo se utilizaron varias pruebas para determinar 

la pureza de la muestra del vi r ion: a) el análisis median 

ce geles de poliacrilamida- SDS, par a conocer el pa trón ele~ 

t ro fo r .te i e o de 1> rote í nas ; b) e 1 e ns a}' o de in f e et i vid ad y 
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EXTRACTO CRUDO DE CELULAS 
- - -T 
CENTRIFUGAR LA SOLU CION A 

39 000 rpm 3 Hrs. 
-i---·- -----

RESUSPENDER EN PBS Y 

SONICAR 30 SECl' NDOS - ----r- --
AJUSTAR A 1.3 \ OOC-Na y 

0 . 125 t de TRIPSINA Y 

CENTR I FUGAR A 10 UOO rpm 

COLOCAR EL SOBR~NAGANTE 

$OBRE SOLUClON DE CsCl 

d=l.38 9r/ml y CORRIDO A 

24 000 rpm 12 Hrs . ---- -- t -----

AJUSTAR A 1 . 2 gr/ml 

CON PB S 

V 

COLOCAR LA SOLUCION SOBRE 

COLCHON DE CsCl d=l . 3 gr/ml 

Y CENTRIFUGAR A 3 8 0 0 0 rpm 

DURANT E 19 Hrs. 

VI RION d = 1. 3 3 ---------

FIGURA 6. EsGue~a que muestra el procedimienco 
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Primera Purificación del virus SV40 en 

gradientes de densidad . 

A los 7 días de iniciada la infección , 

células y medio de cultivo se colecta­

ron como se describe en la figura 6 . La 

pastilla de virus se resuspendió en ?B 

S estéril mediante sonicación . La .,, ·.u 

ción se ajustó con DOC- Na y tripsina s~ 

metiendose a centrifugación a baja ve­

locidad; el sobrenad ant e obtenido se -

colocó sobre un a so lución de CsCl (den­

sidad de 1 . 38 gr/ml) . Se fraccionó el 

gradiente y se de t erminó radiactividad 

acido precipitable ( ·--). absor ban-­

cía a 260 nm ( ir.-x ) y densidad ( ~). 
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c) e l an&lisis de DNA como un ~riterio m&s pr eci so y -

concluy ent e . 

La banda l b mostr6 los plptidos estr u c t urales del vi -

riS r (VPl , VP2 , y VP3) e histonas (datos nn mostrados) 

lo cual coincide con la composiciSn plpt ~di ca para el 

virus purifi cado (Brady y cols . 1980}. El ens a yo de in 

f ecti vidad se muestra en la tabla 2 en donde puede ob-­

servarse que ambas pob laciones de vi ru s , presentan infec 

tiv i dad. Cabe mencionar que en las prjmeras pur ifi c a --

ciones , la b and a I no se lo g raba r esoJver de la ban da 11 

raz6n po r la cual concluimos que SR obtuvie r on títulos -

altos de infec t ividad de la banda pr edominan te (11), da­

do que la fracci6n discreta (banda T) s i empre mostró tí­

culoc de infectividad baj os . 

El cri teri o definitivo para demostra r la presencia del vi 

rus v su integridad ful el a nil isis del DNA viral en ge! 

es de agarosa al 1% . Los resul t ados se muestran en la -

figura 10. Como puede obse rv a r se la banda discreta con 

densidad de 1 . 33 gr . /m l cont iene,como era de esperarse e 
Fernindez-Mu~oz , 1979) pr edominantemente DNA de 5200 pa­

res de bases en forma supe renrrol lada (D~A forma I) , qu~ 

concuerda con los datos de composici6n pép tidica e infec 

tividad encon t rados (ver tabla II). La fracci&n denomi 

nada banda II , ~onciene igua l proporci&n de DNA forma I 

y 1 1 lo cual sugiere que se trata de virus parcial~ente 

degradados, lo cual concuerd a con la den s idad de la frac 

cinn (1.29 gr/ml) . 
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+- II (P" 1.29] 

+- J [_p• L32] 

FIGURA S . Fotografía del gradien te mos t rado en 

la figura 7 . 



FIGURA 9 . 
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Segunda Purificación de virus .E.2.!. Gra­

dientes de densidad . 

La banda l oobtenida en la primera puij. 

ficación fver figura 7 y 8), se llevó a 

una densidad de 1. 2 gr/ml con PBS esté­

ril y se colocó fo bre CsCl densidad 1 . 3 

gr/ml . Las condiciones del gradiente -

son las mismas que las descritas en la­

figura 6 . Timi<lina~3 H incorporada ama-

terial ácido precipitabl¿ - ), ab-

sorbancia a 260 nm ( ~ ) y densidad en 

gr/ml ( -io.). 
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TABLA I I . Determinación de partrculas infecti -

vas durante diferentes ?asos da pur~ 

ficacié n de SV40 . (l a desc t:i pción de 

las fracciones se detalla e o las fi-

guras 7 y 9) . 

UFP 
FRACCION UFP /ml VOLU MEN (m 1) TOTALES . 

EXTRACTO TOTAL SXlOl l 85 4. 25Xlo 13 

EXTRACTO SONICADO 8Xl011 85 6 . 8Xl0 13 

BANDA II (ler . Crad . ) sx10 8 
50 2 . 5XlOlO 

BANDA I 11 sxio 6 20 1Xl0 8 

BANDA I b ( 2do . Gr.ad . ) 7 . 5X10 6 10 7, 5Xl 0 7 
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FIGURA 10 , Análisis en ~de agsrosa del DNA en 

las bandas !.~ y II . 

Una vez puri ficado el DNA de las fraccio­

nes descritas, éste fué analizado en geles 

de agarosa al 1% . Los carriles 1,2 y 6 c~ 

rresponden a preparac iones de la banda II 

(b•nda predominan te y densidad 1 . 29 gr/ml~ 

los carr iles 3-4 y 5 corresponden a las -­

banda~ I y lb respectivamente¡ el carril 7 

corresponde a una preparación inicial de -

virión y en la cual no se lograban separar 

las dos bandas (I y II). Como marcador ui:i 

lizamos DNA de SV40 forma l, purificado 

por gradientes de CsCl-bromuro de etidio 

carril 8) . 
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Ob te nción ~ Complejos ~ Nucleo2-ocerna (CNP) de SV40 . 

Como se menci0nó anteri~r~ente, una etapa del presentd tr~ 

bajo ~s lo obtención de un complejo DNA- proteína que inicie 

la transcripción específica "in vi;:o::o". El tratamiento mo-

derado en presencia de EGTA- DTT de virus purificados de 

SV40 , da luga r a un complejo que puede ser utilizado en un 

sistema de t:· anscripc.i.ón "i:1 «1itrc1 " (Brady y cols . 1980), 

que permite e studiar la iniciaciGn ,e la transcripción vi-

rol. En esta parte del trabaJc decidimos utilizar el méto-

do Jes-:cito po r Brady y cols. (1978 y 1980) (ver '-létodos) . 

tus vi.ru-:; purificados (banda Jb} disociados y pur ificados ~ 

través de gradientes de sacar osa, tal y como se esquemat i ­

Zd en la figura 11 , se sometieron al ¡rocesamien to descri ­

to en Métodos, la purificación del CNP se muestra en la fi­

gura 12 . Como puede observarse se obtuvo una población ho­

mogénea en el tercio inferior del gradiente, que correspo~ 

de a un coeficiente de sedimentació~ aproximado de 110 S 

coincidente con el coeficiente reportado para el CNP (Brady 

y cols. 1980), este se utilizó como templado para el si$te­

ma de transcripción "in vitro" . 

Preparación del Extracto~ MaPlev. 

En un princip i o se utilizó a la f-NA polimerasa de t . coli ( 

holoenzima) comercial para la trans~rip c iGn del CNP (resul­

t ados no mostrados) con el fin d~ pro b ar a este complej o s.? 

mo tenp l ad·:.. 
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VIRIONES PURIFICADOS 

(d=l . 33) 

-
llJFFER DE DISOCIACION 

'toi aCl 0 . 15 !'1, EGTA 5 mM, 

DTT 3 mM , Tris - HCl SOmM 

p . H. 8 . 7 

T R 1 T o N X-100 

( o. o 5 %) 

GRADIENTES DE SACAROSA 

10-30 % EN BUFFER D. 

i 
CNP (110 ~) 

TIGU RA 11 . Esquema que muestra el procedimiento pa 1·a 

la obtencion de co~plejos de nucleoproteína 

(CNP) a partir de viriones purificados de 

SV40 (Bracly y cols. 1978 , 1980 ) . 
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FIGURA 12. Purificación del Complejo Nucleoproteíco . 

Virus puri ficados en·la fracción correspon­

diente a la banda Ib obtenido de célu l as in 

fectadas no marcadas, se d~socjaron como se 

describe en el esquema de la fig u ra 11 . La 

purifi c ación se hizo mediant e centrifugación 

en g rad i e ntes de sacarosa 10 a 30 % p/v . a 

4°C, 45 000 rpm durante 2 horas . Se fraccio 

no el gradiente y se deter minó absorb ancia a 

260 nm . En un gradiente paralelo se colocó-

una muestra de poliovirus (150 !) como marca ~ 

dor, 
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Dad o que se req uería un sis te ma ~ue reflej a ra la situación 

"i n vivo" de la t ranscripció n eucar 1ot1ca del RNAm , es de­

ci r que permitiera la iniciac ión precisa de la transc r ip-­

ción y fuera depe ndiente de l a RNA polimerasa II y que nos 

permitiera ensayar , posteriormente, los e xtractos obtenidos 

d e células infectadas con poliovirus , s e emplearon fraccio ­

ne s subcelulares obtenidas de célu las Hela.Como se mencionó 

en la Introducción en 1979 y 1980 se reportaro n extractos -

celula r es de células Hela capaces de i n iciar transcripción 

de manera espec ífica (Weil y colb 1979 ; Manley y cols . 1980) 

(ver tabla III) . Por consiguiente se prepararon extractos -

parcialmente purificados (extracto de Manley ) para util iza~ 

lo como fuente de factores de inic iación, de la enzima RNA 

polimerasa II. Partiendo de evidencias anteriores que apo -

yan la existencia de un inhib1dor de la tran sc ripción en cé­

lulas infectadas con ~oliovirus (Bossart y cols . 1984) , este 

podr ía localizarse eh las prep .. raciones d e extractos, por -

tanto se decidió preparar los e x tractos a partir de células 

Hela infectadas y no infectad"'s ( ve r Métodos). 

Coi. el fiH de aseg urarnos que la infección d e las células -

Hela con pollov1rus SE llevó a cabo, se decidió ~onitorear" 

la i.1t~·t·c ión (ver Mét.odos). En la fJ.qura 14 se presentil n 

los resultados, como puede o b servarse, las células Helci in-
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TABLA III . Cara c ter ísticas de los extr ac to s sub ce-

l ulare s u ti lizados para los ensayos de 

transcripción "in vitro" . 

Manley, J . L .' y cols. ( 19 80 ) Weil , A.P. y cols. (19 79) 

P . N. A. S. 77 : 3 855-3859 . J . B. C. 254 : 6163-6173 . -

EXTRACTO TOTAL EXTRACTO CITOPLASMA-

TICO (S-100) 

IE PENlHENTE DE DNA DEPENDIENTE DE DNA Y 

l'XOCENO RNA POLIMERASA EXOGENA 

TEMPLADOS : SV40 Y TEMPLADOS : ADEN0-2 y 

A DEN O- 2 Xe nopus. 
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FIGURA 14 . Piloto 22. infección !:.!!. células He la in-

fectadas con poliovirus . 

A tiempo O de la infección, los c u ltivos 

6 
(SXlO células/ml) se suplementaron con 

L-(
35

s)-metionina (5 uCi/ml) y a los ti -

empos i ndi ca dos en la figura, se tomaron 

alícuotas de 100 u ls (por duplicado) de 

terminándose la radiactividad en mate -

rial ácido precipitable como se describe 

en Métodos . Células infectadas con po -

liovirus (o--<>) y células control ( ..-.). 



- 80 -

,., 
b 
)( 

E 
~ (.) 40 / e 

-e 
e 

30 / 
o 
a. 
1'... 

o 
(.) 

e: 

Cf) 20 / ~ 
:lg JO/ 

e: 
o 

30 60 90 

Tiempo post-infecc ión (min } 



- 81 -

fectadas por poliovirus muestran, una disminución de la in­

corporación de ~ 5 s-metionina a material ácido precipitable. 

Esto, es característico durante la infección de células He-

la a una moi de 100 UFP/célula . 

Transcripción "in vitro". 

Una d e las características importantes del CNP de SV40 al en 

sayarse en un sistema de t r anscripción "in vitro" con la en-

zima RNA polimcrasa de E . coli, es que permite transcripción 

de únicamente, uno de los dos promotores (promotor tempran~ 

(Brady y cols. 1980). Esta fué una de las razones por la -

cual decidimos utilizar el CNP como templado para nuestro -­

sistema, ello sería importante si se seguía comportando de -

la misma forma en nuestr o sis tema . 

En es ta e t apa del traba jo empleamos dos tipos de templados ·· 

el DNA de SV40, forma I, y el CNP suplementados con un ex-­

tracto subcelular conteniendo a los factores y a la RNA pol~ 

merasa II (extracto de Manley) requeridos para la iniciación 

específ ica . La siguiente etapa del trabajo consistío en mo~ 

tar y desa rrollar los ensayos de transcripción "in vitro". 

Al emplear como fuente de DNA el DNA forma I de SV40 con el 

extracto de Manley (control), se observa una in corporación -

lineal du rant e los primeros 30 minutos (ver fig ura 15) , la 

trans cripción endógena, no dependiente de DNA, se determinó 

utilizando actinomicina D, la cua l fué, apr ox imadamente de -
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FIGURA 15. Cinética d e Trans c ripció n " in vitro". 

Pa ra los ensay o s se utilizaron 25 ul . 

de e x tracto de Man:ey control y 1-3 -

ugr. de DNA de SV40 forma I. La incor 

por~ción independien t e de DNA s e tomó 

como la resistente a actinomicin a D 

y las condiciones de marcaje fueTcn -

de 131 uCi de UTP- 3 H por mezcla de en 

sayo . Incorpo ración dep endiente de 

DNA ( ·-· ) • 
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F~GU~~ 16 . Autorradiograma de los transcritos-
32! ob­

tenidos en el sistema de Transcripción "in 

vitro". 

Los tran&critos obten idos en el ensayo de 

tra11scripciéín "in vitro", en pre s encia d e 

UTP - 32 P, fueron aislados como se describe­

en Material y Mét odos , disueltos en 15 rls 

de formamida al 80 % y 10 uls de amortigu~ 

dor de muestra y analizados en un gel de 

poliacrilamida-Urea a 500 vol ts durante 

120 minutos . Carril 1 =DNA forma 1 + Manl~ 

control ; carril 2°DNA forma I + Manley in­

fectado¡ carril 3 DNA (~) + Manley control¡ 

carril 4= DNA (~) + Manley control + acti-

nomicina D¡ carril 5 = CNP +Manley control¡ 

Carril 6= CNP+Manley infectado y carril P 

Manley control sin DNA . 
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FIG URA 17 . Pu r ificación y e ns a yo d el DN A de svt.o . (Dí az ­

More no, A. 1983) . 

Células CV - 1 f u eron infect ad as con SV40 , una 

parte del cultivo fué marcado con 3 H-T imidi­

n~ 16 horas despu é s de infección y la otra -

se man tuvo en las mismas condiciones pero -­

sin adicionar el nucl eó tido radiactivo . 72 

horas mas carde se l isaron los cultivos y el 

DNA fué purificado por g~adiences de CsCl-­

bromuro de etidio (parte superior) . En la 

parte inferior de l a f i~ura se muestra el -

análisis en geles de agarosa 1 . 4 % de las 

fracciones 9- 11 y 1 2- l'i, obtenidas de grad iE!!. 

tes de densi dad. Los numeras sobre loa ca--

rriles indican los ugr . de DNA presentes en -

cada muestra. Los carriles con el DNA forma 

2, de izquierda a derecha conti.enen 1,2, 'I 4 

ugr . respectivamente . Extracto de célula:; C'V -1 

( 4--6 ) y extrac to de células CV-1 infectadas 

con SV40 = ( .____. ). 
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PURIFICACION OE A ON DE SV40 
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Restricc ión del DNA ~ SV40 purifi c ado . 

El DNA de SV40 purificado como se describe 

en la figura 17 fué cortado con varias en­

zim as de restricción, como describe Díaz­

Moreno (1983). En la parte inferior se de 

talla sobre el DNA circular de SV40 , el -

esquema de restr icción escogido y las enzi 

mas empleadas. En la parte superior se 

mues t ra el patrón obtenido al analizar la 

restricción por elect rofor esis en geles de 

agarosa : Carril 1, DNA no restringido ; ca­

rril 2, digestión con la enz i ma Rpa I; ca­

rril 3 , rest ricció n con Hpa I y Eco Rl; ca 

rriles 4-6 , digestión con Hpa I, Eco Rl y 

Bgl l . 
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15 % con r especto a la inco rporacjón del DNA exógeno (los r~ 

sultados se graficaron , restando la incorporación resistente 

a actinomicin a D) . 

Con estos resultados se procedió a ensayar tambien el CNP C.2_ 

mo templado . Con el fi n de deter mina r si el sistema trans --

cribía de manera específica se analizaron los transcritos en 

gel es de poliacrilamid a-Urea ( figura 16) . El a nálisis mo s --

ero que la transcripción ocurre de manera específ ica y preci 

sa, ya que, no se obse r van t rans critos de diferentes longit~ 

des, por e l contrario se aprec ian preferencialmente dos 

transcri tos con un a longitud de, apro xim adamente 3 . 5 y 1 . 5 

Kb . con ambos tem plad os (D XA forma t y CNP) (carriles 1 y 5) . 

Al realizar el ensayo con extr ac tos subcelulares ob t enidos­

de células infec tadas , encon t r an os una inhibición d~ la 

transcripción (carril es 2 y 6), resultados similares han si-

do reportados por Crawford y Cols . (1981) . Cabe mencio nar y 

destacar que en posición muv cercana a l os transcritos men- ­

cionados Ce 3 . 5 y 1.5 kb , SP han reportado t ranscritos de O -

rigen endóg e no (carril 3) (8eard y cols . 1982); ésto hace -

difícil concluir de manera contundente sobre la específici-­

dad de los transcritos obt e nidos . 

Hibridización del R~A- 32 p con ~ DNA de SV40 . 

Uno de los métodos rn5s comunmentc u sado~ para determinar la 

co r respondencia u homolog í a entre el transcri co y e l templ~ 
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do es la hibridiz ación . Pa ra este tipo de ensayo es nece -

sario contar con u na buena cantidad de DNA pur o , po r l o cual 

se hizo una purificación preparativa del DNA de SV4 0 . Cabe-

mencionar que e s ta part e de l traba jo , así como la me t odolo- -

gía de hibridiz ación, fue montada y desar r ollada en el l abo -

ratori o por el M. C. Aurelio Díaz M. durante el desarr ollo de 

su tesi s de Mae s tr ía; se r ep ro ducen los datos r efe rent es a 

la purificación d el DNA y el patrón de c or te de las enzimas 

de restricción figura 17 y f i gura 18 . 

Para de terminar de mane ra mas precisa la especif icidad de - -

l os transc ri to s , se proce día a hibridizar el RNA sin t etiza¿o 

". • 11 d .3 2 in vi t re y marca o con P con el DN A de SV40 cortado con-

varias enz imas de r est r icción (ver Mate r ial y Métod o s) , si--

gui e ndo el método reportado pov Southe rn (1975). Los resul-

tados d e la hibridizació n tipo So ut hern se muestran en la fi 

gura 19 , en dond e se obse rv a la hibridización de l trans crito 

32P obteni do en el ensayo co n extr acto de Manley c on tr ol y -

el CNP y el obtenido con ext racto de Man ley control y DNA 

form a 1 . Asimis~o se mues tra la hib r idización del RNA obce-

nido en el ensayo con ext ract o de Hanley infectado y DNA for 

ma I . 
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FIGU RA 19 , Hibridizacion del RNA- ? 2I ~ ~ DNA restrin ­

g ido ~ SV40 . 

El DNA de SV40 torma ¡ purificado y el CNP fu~ 

ro n t ranscritos en presenc i a del extracto de -

Manley y UTP-
32

P, como describe Manley y cols . 

(1980) . El tr anscrito fu e pur i ficado como s e -

describe e n Material y Métodos e h ib r idizado a 

el DNA de SV40 cortado con las enzimas Hpa I , 

Eco Rl y llg l 1 (ver f i.gur a 18) (D'.i'.az-Moreno , A . 

1983) . En el car r il 1 se mu es tr a l a hib r id iza-

ción del RNA obtenido de la transcripcion d e l 

CNP con extracto de Manley c on trol ; en el ca- -

rril 2 hibridizac ion de l RNA obtenido de la 

tr anscrip cion de DNA forma I con Manley contra~ 

y en el carri l 3 la hibridizaci6n del RNA ob te-

nido de la transcripcion de DNA form a I con ex ­

trac t o Man ley infectado, 
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DISCUSION 

La i n fección de células de mamíf ero con el virus de la po­

liomielitis (poliovirus), desencadena un a inhibición en l a 

síntesis de DNA , ~NA y prote í nas . La inhibición en la sín 

tesis de RNAm , la inicialmente y más drasticamente afecta­

da de la célula huésped, ha s ido ampliamente estudiada y -

se sabe que no es debida ni a una disminu ción en la poza 

de pr ec urso r es, ni a la d egr ad ación del DNA temp l ado o del 

RNA mensajero . Po r ot r o lad o l a actividad y conducta ero-

matográf ica de la RNA polimerasa II no se encuentr a modifi 

cada. La• evidencias anteriores y ot r as sug ieran que la i 

nhibici · ~ e~ l a transcripción ocurre a nivel de la i n icia­

ción de l proceso . 

Sobre el marco anterior se planteo obtener un sistema de -

transcripción "in vitro'' que iniciara de manera específica. 

Una de las características importantes del sistema de 

transcripción que utilizamos fue que el complejo nucleopr~ 

teíco (CNP) gu arda una compos i ción semejante al de la cro ­

matina celular y, lo más im portante, que aparentemente se­

regula "in vitro" apagando y encendiendo promotores dife--

renc i a lmen t e . En 1979 y 1980 se describieron extrac t os ce 

lulares que permi t en la in iciación específica de la trans­

crip ción; c on ello contábamo s con los elemen to s para desa­

rrollar el sis tema de tr anse r ip c ión "in v i t r o · y sobre to­

do, que nos p ermitió ana l izar la i niciació n específica de 

la trans cripción, con e l o bjete de e~tudiar la in h ibición 
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en la transcr ipción causado por el virus de la poliomie­

litis . 

Par a la obtención del CN~ , requer imos prepar aciones de -

viriones de SV40 purificados . Dada la dificultad al t ra­

tar de separar dos poblaciones de virus obtenidas (virus 

ín tegros d= 1 . 3 gr/ml y virus incompletos o vacíos d=l . 29), 

empleamos el criter io de análisis de DNA mediante electro 

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

La siguiente etapa del t rabajo consistió en obtener el com 

plejo de nucleoproteína (CNP) y desa rrollar el sistema de 

transcripción "in vi tro'' . Al ensayar el CNP en el sis tema, 

lo pr i mero que se observó fu e transcritos d e un t amaño bi e n 

definido (ap r oximadamente 3 . 5 y 1 .5 kd.) (figura 16) . Esto 

fue una prueba de que el sistema inicia en un sitio Gn i r a 

(iniciación espec í fica) . Dado que se detecto un transcri -

t o dependiente de transcripción endógena , con un tamaño si 

milar a los dependientes del templado exóg eno , llevamos a 

cabo experimentos de hibridiz aci ón del transcrito con el -

DNA de SV40 (figura 19 carriles l y 2) . Los resulta dos mu 

estran que los transcritos correspondían al GNP y al DNA -

fo rm a I respec t ivamente . Este r esultado sugiere que el 

s ist ema inicia la trans c ripción de manera específica, sin 

embargo el CNP pierde la cualidad de ''regular' la transcri.E_ · 

ción de los promo tore s dado que , en nuest r o sistema , ambos 

promotores (el temprano y el tardí o) se expre.; 3 r on , es de-
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cir, el CNP se comporta de manera análoga a un DNA de SV40 

desnudo (DNA forma I). 

Al ensaya r la transcripción dependiente del CNP y del DNA-

1 en presencia de e xtractos celulares obtenidos de células 

infectadas con poliovir us(figura 1 6 carriles 2 y 6), se o~ 

serva que hay un a inhibició n del t r a nscrito de aproximada-

ment e 40 - 50 r. . Resu ltad os similares han sido obtenidos en 

otros sis temas (Crawford y cols . 1981) . Los resultados de 

hibridización del RNA sintetizado con el DNA forma I y ex 

tracto de Manley infectado, sugieren qu e el promotor que -

se encuen t ra i nhibido es el tardío , ya que el transcrito -

del f ra gm ento e y a del DNA restringido (correspo ndiente al 

promotor tardío) se encuentra en menor cantidad (ver figu­

ra 19 carril 3) . 

Resumiendo : 1) el sistema de transcr ipción con el comp lejo 

de nucleoproteína, inicia específicamente, 

pero la trans cripció n se lleva a cabo util! 

zando tan to el promotor temprano, c omo el -

t ardío. 

2) Los extractos ce lula res obtenidos de célu ­

las i n f ectadas transcriben deficientemente , 

3) Aparentemente, la inhibición detectada con 

extrac t os celulares obtenidos de cé lulas in 

fect a das es sobre el promot o r tardío . 
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4) Los resultados presentados apoyan la hipótesis 

de qu e la inhibic ión en la transcrip ción dura! 

te la infección co n poliovi rus ocu rre a nivel 

de la iniciación . 

Dado l os resultados ob t enido s e n e l presen t e tr abajo , co~ 

sideramos que lo s objetivos planteados al inicio del pre­

sente proyect o se cumplieron en su tota lidad , Se obt uvo -

un sistema que i n ici a transcripción especí fi ca, aunque -

cab e men c iona r algunos d e los inconvenie nt es del sistema: 

1 ) el largo y costoso trabajo ex per imenta l para la obten­

ción del CNP (purificación de vir iones, disociación , puri 

ficación del CNP, etc) 2) la perdida de la Ca¡lleid ad de r~ 

gulación de encendido de los promoto res, 3) la cantidad -

de CNP ob ten ido , etc . : n años más recientes se ha n re-­

portado sistemas más sencil los de trans cripción "in vit rd' 

utili z ando pr omo t ores virales específicos (del virus ade ­

no), o promotores celula re s (globina) , que si bien no po-­

se en estructura semejante a la cromatina celular se com-­

por t an de ~anera simila r, pudi e ndo lleva r a cabo la ini 

ciación específica con el extracto s u bcelu l ar obtenidos -

de células de mamífer o en cult ivo . 
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