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RESUMEN

Durante la infeccidn con poliovirus ocurren
cambios importantes en el metabolismo de la célula huésped
gue incluyen una inhibicidén de la transcripcidn celular.
Nesotros hemos venido empleando al minicromosoma del
virus §£V40 (bajo coinfeccidén con polio) como un sistema
anéloge de cromatina celular para estudiar el problema.

En el ©presente trabzjo analizamos la estructura el

(o]

minicromoscnia de SV4(0Q /M-5V40) inhibido durante la coin-

feccidn con polio  {(M-SV40-POLIO) en cé&lulas CV-1, utili-

zando como criterio la migracidn en gradientes de sacarosa

y la accesihilidad 21 corte con enzimas de restriccidn.

L]

-+

Los minicromosomas se obtuvieron mediante

dos métodos diferentes de extraccidn, isoténico e hipotdni-

Los resultzdos obtenidos muestran gue no hay diferencies
en el patrén de sedimentacidn en sacarosa pare M-5V40
y M-5V40-POLIO. En lo gue respecta al patron de restric-
cién no s» encontrd una diferencia sigrificativa para
ambos minicromosomasz con todas las enzimas empleadas,
lo cual sug.ere, que poliovirus no estd ejerciendo una alte

racidén =z nivel couformacional del minicromosoma de 5V40.
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INTRODUCCION

Durante cualgu_er tipo de infeccidn wviral
se modifica el metebolismoc de la cé&lula huésped. Estas

modificaciones son variabples, pueden ir desde una supresion
total de la sintesis d: ma-romoléculas (DNA, RNA y protei-
nas), hasta una estimulacidn especifica de genes celulares

(Ferndndez-Tomés, 1987).

1

En el caso del wvirus de la poliomielitis
se ha encontrado gue dicio virus inhibe drésticamente
lz sintesis de proteinas y RNA del huésped¢ v, & tiempos

tardios también del DNA.

El wirus de le poliomielitis pertenece a

cigo

an

la familia de los picornavivrus (pico = peguefio y rna =
ribonucléico) v al género de los enterovirus; cabe mencio-
nar que esta familia constituye el més importante grupo
de patdgenos humanos. l.a pnoliomielitis es una enfermedad
infecciosa gue afecta el sistema nervioso central; la
entrada de poliovirus es por via tracto-digestive;
se multiplice primero en la faringe y/o mucosa intestinal

y es llevado via torrente sanguineo, hasts las células

Las lesiocnes resultantes

w
bt
.

del sistema nervioso centr

son amplias con diferencias en la severidad clinics,



(Fenner y cols. 1972).

La familia de los picornavirus comprende
viriones sin envoltura de 20 & 30 nm. de d;émetro con
simetria Iicosahedral y un contenido de RNA de 29¢ a 32%.
El genoma es una molécula de RNA (RNAv) cadena sencilla
de polaridad positiva es decir, pesee le misma secuencia
gue el RNAm, por lo tanto, se traduce, pars posteriormente
replicarse a RNA polaridad negativae el cual es utilizado
como molde para sintetizar las cadenas de polaridad
positiva (+) formando el intermediario replicativo (Girard,

1962). Tigura 1.

Las cadenas (+) son utilizadas por polio
para traducirse y constituir el genoma de 1las nueves

particulas virales (Baltimore y cols., 1963).

Estructuralmente, la molé&cula de RNAvV pcosee una
proteina ligads covaleniemente en el extremo 5' terminal

conocida comc Vpg (Wimmmer, 1979) y una regidn de 80 a 120

nucléotidos de adenina (poli A) en su extremo 3' terminal.

El RNA gendmico, después de gue aparentemente

la proteina Vpg he sido retirada, actia como RNAm inicié&n-

m

dose la traduccidn in vive en un solo sitic, distante

743 nucledtidos del extremo 5' terminal, hasta un sitio
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' terminal {nucledtidn

de terminacidén en el extremo

7361), 73 nucledridos anies del comienzo del tramo de

FPuncionalmente, polio se traduce & partir

de un mensajero monocistrénico ara dar lugar @& una

Ee]

poliproteina de 247,000 daltones (Darnell, 1%67), que
sufre un procesamiento secuencilal dando lugar & un total
de diez polipéptidos, en este procesc Iintervienen

per lc menos d&os proteasas codificadas por ] virus:

2a y 3C, Figura 2.

Operacionalmente el genomz de polio e divide
en tres regiones: Pl, P2 y P3 (Semler y cols., 1981}).
La regidn Pl codifics para las proteinas de cépside
VPl, VP2, VP3 y VP4, Lz regidn P2 codifice pars tres
péptidos: 2A cue es uns proteasa encargada del rompimiento

ue permite dejar libre a la poliproteina P1 v también

{a

para el rompimiento de 3C' y 3D'; 2B de funcibén desconocida

5*]

Vv 2C involucrade en la sintesis del RNAv.

La regzidn P3 codifics para el mencs cuatro
péptidos: la protessa 3 (CD gue participa en el procesa-
miento de 1ls regién Pl (Jore y cols., 1988) y, &simismo
el precursor de la replicasa 3D, 3C involucraca en el
procesamiento de 3 CD y FZ (Semler 'y cols., 19837,

Vpeg (3B) gue como se ha mencionadoc =2 une rcovalentemente

al extremo 5' del RNA gendmico (Flanegan

e
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v parece participa en la replicacidbn del RNAv; vy 32
de la cual, no se ccuoce su funcidn. Alternativamente,
el precursor proteica 3 (D, puede procesarse en otro
sitio para dar origsn & un procesamiento alternativo

de dos péptidos: 3 C° y 3 D' poco estudiados (Hanecack

y cols., 1984; Pallansch y cols., 1984).
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Intermediario replicativo de poliovirus (RI), for
mado a partir de una cadena de polaridad negativa
(-) y gue da origen a cadenas positivas (+).
(modificado de Girard, 1961).
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Mapa gendémico de poliovirus indicando los péptidos
originados durante su procesamiento secuencial.

(Tomado de Nicklin y cols. 1986)



INHIBICION DE LA TRADUCCION

Durante la infeccién con el wvirus de la
pol.omielitis se detecta a nivel celular, una inhibicidn
secuencial de la biosintesis de macromoléculas. La
estrvategia seguida por el virus para inhibir la traduccién
de la célula gue infecta raBica en des hechos fundamenta-
les: primero, la inhibicién es & nivel de la formacidn
del complejo iniciador de la traduccidn (Kaufmann vy
cols., 1976; Enrenfeld y Manis, 1878) y segundo, no
se requiere aparentemente, expresidn del genoma viral

(Baplanian, 1972).

Ehrenfeld vy Manis (1979), han establecido
un csistema para detectar el complejo de iniciacidn de
la traduccidén usando anisomycina gue puede estabilizar
.dichos complejos en las células & altas concentraciones
de sal (0.5 M de NaCl), lo cue puede disociar los complejos
ribuosomales gque no tienen RNA mensajero e iniciador
RNA de transferencia (RNam y RNAt, respectivamente];

con este sistema Se observa gue los complejos 8= son

disociados tras la entrada de polio a la célula y refor-
mados después de la sintesis de RNA viral; ademas, se
observa gue al tratar a las célules infectadas, con

guarnidina, se puede restablecer la poblacidén de lcs
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viral causada por la droga.

Se ha reportado también una dJdesagragacidn
de polirribosomas celulares (Penman y cols., 1963; Colby,
1974) y la asociaciéé posterior del RNA viral en los
denominados polirribosomas virales. Lo s&nter:or se
ha establecido realizando experimentos con c<lulszs Hela
y poliovirus. Tales experimentos consisten en detectar
los wvaloras de seélmentacién de ribosomas celulares
libres vy asociados con RNAm, encontrandose ©para 1los
primeros una poblacidn de 745 y para los segundos de

200s.

Por otro lado, la aparicidn de polirrisoscmas
virales tras la desaparicién de los celulareé se ha
establecido mediante el tratamiento con eactinomicina
a estos cultivos, dado gque si se detecta algiin tipo
de sintesis de proteinas seré@n codificadas por el virus
ya que posee RNA como material genético y la actiromicina

no afecta su replicacidn.

Conforme a los estudios de sedimentacidn
se encontré gque los polirribosomas celulares tienen
un valor promedio de 200S mientras que los vireles presen-
tan un coeficiente homogénec de 400S. Por otrc lado,

durante la infeccidn la velocidad de alargamiento durante
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la sintesis de la cadena pol.peptidica es constante

m

v el RNAm permanece e¢stakle (Leibowitz v Penman, 1971).

Durante la infeccidn con Poliovirus se detectan
cambios en la permeabilicad de la membrana celular ocasio-
nando una acumulacidr de Ha+ intracelular (Sdnchez, 1983;
Contreras y cols., 1981; Alonso y Carrasco, 1981), habién-
dose propuesto gue esta modificacidn desencadena la
inhibicidén de la traduccidon del RNAm del huésped v favorece
la +traduccidén del RNAm viral. Al parecer, una vez
gue el virus entre a la célula, provoca modificaciones
en la perneabilidad de la membrana plasmatica. En experi-
mentos mas recientes se ha llegado & la conclusidn de
que probablemente estos cambios reflejan la interaccion
de un somponente <¢«2l virién con la membrane celular.
Es evidente entonces, gue las condiciones hipertonicas
intracelulares favorecen de alguna manera al RNAm viral
haciendo ocue tenga ventajas sobre el celular wpara su
traduccidn; esto se ha probado cambiando las condiciones
del medio observandose que tras el paso de medio de
cultivo hiperténico a hipotdnico, la produccidn de protei-
nas virales es blogueada aln cuando se use un amplio
rango de multiplicidades de Infeccidn (Moi) {Alonso

y Carrasco, 1981).

Por otre lado, exlste abundante evidencia

en la literatura oue AaApoya la inactivacion del factor
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gue reconoce al residuc de 7 mGppp cap), no presente
en el RNAm viral, en c2lulas infectadas (Ehrenfeld, 1982).
Rose y ~cols., 11978) han detectado 1la inactivacion
del factor eIF-4B idertificado como uno de los reconoce-
dores del residuc TmGrpp (cap) en el extremo 5' terminal
para el inicio de 1# traduccién. Este resultado es
apovado ©Dpor los experimentos de Ehrenfeld quien en
1982 utilizando ese :sistema identificd al rismo factor
como defectivo y logrd restaurar su aptivjdad mediante
la adicidn de un extracto de reticulocito de conelo

al sistema.

Reciertemete se ha encontrado gque el
complejo de proteines gue se une al residuo TmGppp
(cep) en células irfectadas se encuentra inactivo,
aparentemente por degradacién de un polipéptido de
220 Kd. gue forme parte del complejo (Etchison y cols.,
1982). La degradacién se lleva a cabo por una proteasa
no codificada por el virus (Ehrenfeld y Llovd, 1985;
para una revisidén mas reciente ver Sonenbe;g Nahum

en Advances in Virus Fesearch. vol. 33, 1987).

Por otro lado, tras incubacidn en la regidn
traducida 5' terminal de poliovirus cen factores citoples
maticos celulares, Del Angel y cols. (1989), encontraron
gue dos zonas en esta "egidn del genoma viral (1-250 vy

&

320-629) interaccionan con facicres de iniciacidn de la
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raduccién (prescentes en el lavado ribosomal).
de leos factores involucrades es el factor elF-z-. Esta
interaccidn puede participar en el proceso de traduccidn

del RNA mensajero viral.
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INHIBICION DE L& TRANSCRIPCION

Como se menciond anteriormente, durante
la infeccidn con poliovirus se detecta tawbién vna marcada
inhibicidn en lz sintesis de RMA en la célula huésped. Este
fendmeno fue descrito en primera instancia por Salzman
y cols. {1938), Martin vy cols. (1962) y Franklin y Balti-
nore (1962). liés tarde, los estudios se ampliaron
utilizando distintas lineas celulares ¥ varios miembros

del grupc Picornavirus (Zimermeén y cols. 1963).

Asi, por ejemplc, Bienz y cols., (1978),
han realizado estudios orobando células Helas, Hep 2,
Vero v L, infectdndolas con Polioc y Mengovirus observin-
dose un patrdn general de decremento de RNA celular:
decremento linesl en la sintesis de esta macromolécula,
teniendo como excepcidbn sdlo a las células L infectadas
con HMengovirus, pues agul, el decremento en la sintesis

de RWA celular es exponencial.

Tras un estudio especifico con células Hela

v L y Polio y Mengovirus se observa, durante la sintesis

de RNA v protelnas celulares gque usando cantidades similares

- B s - : 1z
de virus, células y material radiactivo {°~

e 14 : - ; +
RNE v C-leucina para proteinas) la cantidad de RNA sinte-

C-uridina para
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tizado en células L es menor gue en las Hela después
de la adicibn en ambos sistemas celulares de Mengovirus;
en cuanio & la sintesis de proteinas el resultado, si
bien similar, es mucho mé&s marcedo; esto puede ser debido
a que en el momento del blogueo de la traduccidn existe

en ambeos tipos celulares una poza de RNAm listo para

e

traducirse gue es muchc mas grande en células Hela;
ello probablemente por el mas réapido metabolismo que
poseen é&stas con respecto a las L, lo gue les permite

producir més cadenas de RNA.

Tode esto indica gue las observaciones en
la sintesis de RNA y proteinas no son cien por ciento
debide 2l wvirus ye& gue intervienen también los mecanismos
intrinsecos del tipo celular con el que se esté trabajando

(McCormick y Penman, 1967).

Ensayos de transcripcidn in vitre con nQcleos
integros de c¢élulas L y Mengovirus han demostrado gue
la transcripcidn inicialmente afectada es la dependiente
de la RNA polimerasas II (Miller y Penhoet, 1972) mientras
que la catalizada por las RNA polimerasas I y III son
afectadas en menor proporcién y a tiempos tardios de
la infeccidn (Schwartz y cols., 1874). E1 mecanismo
inicialmente sugerido fue por la probable interaccidn
entre algln producto del wvirus con el DNA o protelinas

wsociades a la cromatina empleada o con la RNA polimerasa
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responsable de leé actividad sintética (Aprilett: y Penhoet,
1974}, ye que no hay cambios de:ectasbles en los patrones
de metilacidén, poliadenilacidén y adicidn del CAP del

RNAm (Fernéndez Mufioz v Darnell, 1976).

También se ha reportado gque disminuye el
namero ée RNA polimerasas II unidas al templado conforme
la infecci1b6n progresa (Flores-Oterc y cols., 1982) y
gue la subunidad mayor (Ilo) 1la RNA polimerasa 110,
es modificada durante la infeccidn de la célula con
polio (Rangel vy cols., 1987). Adn cuando no se sabe
el mecanismo con detalle se sugiere gus puade deberse
a un blogueo en la unibén de las enzimas, a una liberacidn
prematura entre el templado y la polimerasz © una medifi-
cacidn en las enzimas utilizadas en el proceso. Esta
conclusjég se pbasa en que se observe una reduccidn signi-
ficante en cuanto & la cantidad de RNA polimerasa 1II0
(una de las subespecies que counformen a la RNA polimerasa
I1) después de la infeccidn, lo que apoya nuevamente
la teoris de gue polio induce la irhibicidn de la trans-
cripcién de la célula huésped a n:vel de inicio de Ila

cadenz de RNA (Rangel y cols., 1937).

3

Por otra parte, Crawford y cels., (1981),
reportaron gque extractos celulares provenientes de células
infectades carecen &l menos de un Iactor reguerido para

la iniciaci16n especifica de ls transciipcidn va gque al pre



nfeccidn se observa
en ellos una inhibicidn especifica de la transcripcion,
y al agregar & éste sistema una preparacidn de factores
de transcripcidn se restaurs la activicdsd de la polimerasea.
Tara probsr gue el factor o factores han sido mocdificsados
¢ degradedos por el wvirus durante Jla infeccidn, los
:utores han mezclado el extracto de célules infectadas

{con transcripcidn inactiva) con un extracto de células

no infectadas observando que hay un reinicio del proceso

transcripcional.

Lazard y cols. ({198%) en estudios realizados
con la regidn del promotor tardio de Adenovirus 2 (secuen-
~is UPE} y <¢obn extractos nucleares, de céiulas Hela

nfectadas con polio, han reportado gque hay una modifi-

cacidon en . l3a unidén de la secuencia UPE con el factior

3

wsiimulador de lsa ranscripcidén (USF) contenido en los
extractos nucleares por lo menes en cordiciones normales;
esta modificacion coincide con la inhibicidén de la sintesis

de RNA mensajero celular en ensavos in wvivo e in

vitro . Adicionalmente, los autores reportan la deteccién
de un polipéptido de 50 Kd de induccidn o modificacion
viral, gque aparece en el extracto nuclear con tres horas
de inferciﬁn con polio y gque se une especificamente
a la secuencia UPE, en contraste con el polipéptido

normal: de 46 Kd.
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En cuanto a l& irnactivacidn de las polimerasas

tras la infeccidn ¢con polio se sabe gue {sts ocurre
a diferentes tiempos para cadz una de les erzimas; asiI,
se tiene gue para la polimereasa II 1ls irhibicidn de
su actividad se detec:ta, :zproximadamenze, 23 las tres
horas de iniciada la infeccidn. La inhibicidn de la
sintesis de RNA pre-ribosomal por la RNA polimerasa
1 se sabe ocurre a tiempes muy tempranos de la infeccidn

en c¢é&lulas HeLa infectadasz con Peliovirus ({(Contreras

n
= |
o
o
-
Q
6]

y cols., 1873), sin tampién es conocidoe gque

en células L infectadas cor el virus de la encefalomio-

1

carditis, la inhibicidén ds las RNA polimerasas 1 y
111 se vreegliza un poco més tarde con respectc & la

polimerasa II (Fradkin y cels., 1987).

La estabilicad del RNAm celular no se modifica
(Colby y cols., 1874; Fraenklin y rzols., 1962, Leibowitz

y Penman, 1971).

Asli mismo, se he encontrado oue durante
la transcripcidn de la RNA polimerasa 111 Jos factores
especificos para tal procesc, TFIIIA, THIIIZ y TFIIIC,

erencial por la infeccidn

Hh

se ven afectados de manera di
con polio, correspondiendo un grado minimo de afeccidn
para TFIIIA y un gradéo mdximo o severo & TFIIIC, para
TFI1IB se ha encontado una afecc:dn poco evidente (Fradkin

y cols., 1887). Para detrerminat ta cinética se reali-




17

S& usaron E€exXiractos c

udo

m
mn

imentcs en los gu

td
[
e
8]
bt
m
b
T
a
o

~élulas (S 100) preparados con células infec-

—
'
o
-
m
m
o
m

“*

adas con polio y de forme fingida (mock). La trans-
cripcidn especifica de la polimerasa III se ensayd
usando un plésmido con el gen VAl de Adenovirus tipo
2 cuya transcripcidbn correcta produce un transcrito
de 160 nucleodt:dos. Como resultados de estos experimen-
tos se observd gue la actividad para generar transcritos
del extrac.c preparado con células infectadas va dismi-
nuyendo progre=ivamente a partir de la tercera hora
post-infeccidbn y esto se ha explicadoc por la ausencia
del facter TF.IIC en dichos extractos. Ademés, se
examindé si est2 decrementc en los transcritos de VAl
en los extractos infectados erea debide & una nucleasa;
para esto, los autores midieron la estabilidad de los
transcritos tanto en las cé&lulas mock como en leas
infectadas con polio, los resultados fueron gque los
‘transcrites permanecieron estables durante 90 minutos
a 30°C. Estos resultadeos llevaron a la conclusién
de gque 1la inhibicién de 1la transcripcidén de VAl en
extractos ¢&e c¢é&lulas infectadas con Polio es debida
a un defecto @n el nivel de sintesis de RNA y no a
un decremento en la estabilidad de les transcritos

(Fradkin y cols., 1987).

También es rconocido, ocue las BNA polimeresas

I1 y 111 solurilizadas de celulas 1infectadas conservan
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la actividad transcripcional @al ser enssvadas con un
templado exbgeno (Schwartz y cols., 1871); en relacidn
a esto, se han realizado estudios en los gue se extraje-
ron las RNA polimerases I, II y 111 de células infectzdas
poniéndolas, posterliormente, en ctros sistemas con
diferentes templados en los gue se he +visto, recupsran
su actividad, la completa recuperacidn de éstea se observa
al tratar a las células infectadas con cicloxivnida
inhibiendo de este modo la sintesis de proteinar y
probando gque no es ésta la causa de innibicién de la

sinteis de RNA (Apriletti y Penhoet, 1974).

AsI mismo, se hs establecidec gue, para gue
se detecte el efecto supresor, se reguisre de l& acumu-

lacidn de productos virales (Fenman y cols., 1963).

Baltimore y <cols., (1963), westablecen una
comparacidn entre célules L infectadas con Mengovirus
tratadas y no con puromicina y p-fluorofenilalanins,
dichos compuestos como se sabe, impiden la& traduccién

en células normales. Por parte de 1

11}

puromicing se
debe a que posee una estructura simil:ar & la de un
derivado aminoacilo del resto adenil:co, terminal de
un RNAt, por Jlo gue interrumpe la prclongacidn de le

cadena por su capacidad de unirse al cent A cuando

2
[s]

el P estd ocupado formando un derivado convalente pepti-

]

dil-puromicina que se disocia del ribosomaz por no pos<er

la estructura precisa para ser reconocide por el aparato
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ada #1 centro P. Por otra

[« 13

de traduccidén y ser trasla
parte, la inhibicidn provocacdz por la p-fluorofenilalanina

en la sintesis de proteinas se debe a gue es un anédlogo

de la fenilalanina v pusde sustituirls en la elongacidn
de la cadena aminoacidicz, lo rual es anormal (Lehninger,
A., 1982). De entre sus resultados se obtiene que

tanto la puromicina como la p-fluorofenilalanina suprimen
los efectos inhibi-orics causados por el virus, lo
cual, constituye una fuer:e evidenciz de gue la inhibicidn
de la sintesis de macromcléculas es debids & los polipép-
tidos formados duran:e la infeccidn viral, y se he visto
gue dichos polipéptidos se encueniran tanto en células
tratadas con actinomicina como en las no tratadas con

ells por 1o gque sdlo vueden ser productos del virus.

Por otro ladc, Fernandez-Tomés (1982) también
ha detectado polipép:idos en nicleos aislados de células
Hela infectadas con polio; tales polipéptidos han sido
identificados como dos peguefias proteinas: P66 y P45
y una mas grande, F75 zue al parecer y por marcaje,
se ha determinado gue es precursor de las dos anteriores.
Fernandez-Tomés sugizre gue estos productos pueden
modificar la activicdad ds lzs RN4 polimerasas adheridas

al templado de DNA para le transcripcidn celular.

Bienz ¥y cols., [(1%82), han demostrado también
gue este acumulacidn de pro:teinas virzles en células

infectadas con polio s¢ dstectis tras la penetracibn
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de1l virus a la célula; comprobzndn ademds, gque tal

acumulacidén es de manera diferencial en el citoplasma
y el nicleo de células infectadas y gue dicha diferen-
ciacién estd determinads por la af:nidad de las proteinas
virales por las estructuras nucleares. Dentro de las
proteinas encontradas de manerz preferencial en el
nicleo estédn los precursores de VPl vy, dentro de los

gque se localizan en el citoplasma los de VP3 y 3D'

{(Bienz y cols., 1982).

Bossart v cols. (1984), ha detectado el
mismo resultade al] analizar nicleos aislados de células

Hep 2 no infectadas con extracto

m

citoplasméticos infec-

tados con polio y Apriletti v Penhoet (197

=

} en células

1. infectadas con Mengovirus.

A

Igualmente, se ha postulado gue alguna protelna
viral o lipoproteina, actia como inhibidor de la trans-
cripcién celular (Bslandin v cols., 1964; Hc v Washington,
1871; Bienz y cols., 18%82). Ya que se le ha detectado,
poco después de gue el virus ha penetrado {2 horas post-in-
feccién); en un principio no se conocia la naturaleza
de este inhibidor sugiriéndose gue se trata de una lipo-
proteina de origen viral ya.cue al tratarla con fosfolipa-
sas y rcalor pierde su actividad inhibitoria, sucediendo
le mismo al ser tratado con puromicina y p-fluorofenila-

lanina, ademads de presentar insensibilidad & las ribonu-



cleasas y a las enzimas proteoliticas, asi romo el hecho

de extraer sus componentes con solventes organicos.

Bienz y cols. (1982), sugieren gue este
inhibidor es un producto viral de 10s gue ellcs mismos
han detectado como sintetizado en el citoplasma vy trans-

portado al nicleo.

En otros estudios ({(iafiez, V. 1983) se ha
encontrado una proteina inducids por el wvirus de la
polio asociada a le& cromatina celular, con elta afinidad
por DNA denominandosele PAD 35 (NOfiez, V. 1985); icualmente,
se reporta la disminucidn graduel de una proteina celular
de peso molecular parecido & ls anterior pero al parecer
un poco més bésica y de bajs afinidad por DHA (Pc 35).

Estos resuliados apoyan los obtenides por otros investi-
gadores (Crawfeord v cols., 1982) en relacidn a la fslta
de un factor necesario para la iniciacién especifica de

la transcripcibn, ye gue la disminucidn gradual d&e Pc 35

reportada por Ninez, V. (1985) coloce a &

n

te péptido
como posible factor de iniciacidén y blznco de la infecciodn.
Por otro lado, también se apovan los resultados de Bal:imore
y cols. (1963), Balandin y Franklin (1%64) y Fernandez-Tc-

mas (1982), entre otros sobre la prescncia d2 un inhibidor

inducido viraimente (PAD 35) (NQfiez, V. 1985).

Recientemente, Rangel ¥ cols, (1988). en

L]

estudios realizades con célules Hela v polio, han blogueado
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la sintesis de productos virales mediante el tratamiento
de las células infectades con cicloheximida y con clururo
de zinc, observando gue el efecto inhibitorio causado
por el wvirus sobre la transcripcién celular es anulado,
ésto, apova la idea de que es un producto viral lo gque
provoca la inhikicidr de la transcripcidn celular dado
gue al no haber sintesis de producteos virales hay un
comportamiento similar de las c¢élulas infectadas con

las control no infectadas.

Holland v Peterson (1964), por otro lado,
reportan gque el templado utilizado por la RNA polimerasa
no se encuentra modificado, estecs estudios sin embargo,
no contemplan la posibilidad de cambios en la estructura

conformacional de la c-omatina celular.

Una de las caracteristicas principales
de las células eucaribticas es la enorme cantidad de
DNA (aproximadamente I 109 p-b.) en forma de cromatina.
Por ello en afios recientes se han wutilizado sistemas

més sencillos.

Asi, se t'enen ya establecidos varios sistemas
modelo gue han ayudado a elucidar los proklemas planteados
dentro de la bioleogia molecular. Como ejemplo de esto
se tienen los estudios con bacteriofagos 7realizados

culos de <clonacibn

=y

por Hershey scobre DNA y como veh
para estudiar mecanismos de regulaciérn celular; dentro

de 1los wvirus animales empleados come herramienta para
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investigal los mecanismos de regulacidén involucrados
en la traduccibén, transcripcidn y replicacidn de célules
eucaridtas, se tienen Jlos estudios de replicacidon de
DNA con Peliomavirus; procesamiento de RNA (splicing)
usando Adenovirus; rvegulacidén de la transcripcidn empleando
DNAS rirales; SV40 para «clonacion2s eucaridticas en
fusiones celulares con el virus Sendai v en transformacion

celular.

Manley v cols. {1980), han desarrollado
un sistema gue consiste en un extracto celular derivado
de células Hela concentrando y dializsdo, con pecueiias
moléculas y factores necesarios para la transcripcibn
reguiriendo tan sdlo DNA exbgeno. La concentracibn
de este extracto es importante pa a la iniciacidn correcta
de la transcripcidbn va aque se ha visto gque, aplicado
a @altes concentraciones puede sup:imir el procesoc ¥

a muy bajas da como resultado la produccidn de una elevads

cantidad de RNAs heterogéneos.

Con la utilizacién de eute extracto, Handa
y cols. (1980), han trabajado en .a determinacién correcta
y completa de los sitios de inicio de la transcripcion
de genoma de 5V40, al cual emnlean como templado en

el sistema de Manley antes mencionado.

igualmente, Davison y ols., (1983), han

realizado estudios de la interacciiin de

Fh

actores con



secusncias del promotor para Icrnar Jlos conplejos de
preiniciacidén para el proceso de transcripcion. De
esta manera se han encont:adc dos sitios de inicio de
la transcripcidn de este wvirus, Jlocalizados a 0.655
y 0.67 en su mapa, estos resultados sugieren gue sélo
algunos de los sitios usados por los promotores in vivo
durante cada uno de los estados de infeccidn son empleados

in vitro, ademds de gque hace suponer gue el extracto

de <células Hela recoroce algunas secuencias del sitio

iy

del promotor para la sintesis de RNAs mensajeros tardics.
251 mismo, se han de:ectcédo en este wvirus dos clases

de RNA mensajeros tardios de secuencia heterbgenea.

Por otro lado, Djnan y Tjian, (1985), por
ejemplo, han utilizade =1 "ennancer" (secuencia de estimu-
lacion de la transcripcidn) de SV40 como prototipo de
los sistemas de trenscripcidbn en eucariotes, encontrando

de este modo una proieina, SP 1, que 3juega un papel
directo en la transcripcién viral de la cadena opuesta
o complementaria de DNA, ademés de los faciores transcrip-
cionales; tal proteina se extrae d&e cultivos celulares
humanos y posee una interaccidn directa con las secuencies
regueridas para la respuesta trenscripcional, esto es,
las secuencias ricas en &C hacia la izguierda de 1la
caja TATA; asi mismo, lecs auvtores han determinado gue

no es este el Gnico sitio de unidn, sino cualguiera

& lolargo del genoma de 5V40 siempre gue presente secuencias



GC. Lz cantidad de sitios de unidén de SP 1 marca ls
facilidad relativa gue puede tener el virus para infectrar

a8 la célula.

Asi mismo, Sassone-Corsi y cols. {1985),
sugierén gue los factores de transactivacién o estimulado--
res de la actividaé del ‘“enhacer" estan involucrados
no sélo en esta secuencia, sino también en las regiones

5' v 3' de la cadenz de DNA & transcribir.

AsI, se sugiere gque los experimentos de
estimulacién in vitro reflejan la actividad del "enhacer"

in vivo.

De igual manera, se han estudiado los compleijos
nucleoproielicos de SV40 por smicroscopia elecirbnica.
Dichos estudios han dado como resultado, el conocimiento
de tres formas diferentes de estructuras nucleoproteicas
del genome tras su introduccidén en la célula huésped,
tales Zformas -se han denominado: a) complejo I, adguel
que se forms poco después de gue SV40 ha penetrado en
la célula huésped; b) complejo 11, formado & wpartir
del 1 poco después de gue se completa le replicacién

5

de DNA ¢z SV40, lo que da como resultado la 1inhibicidn
de la actividad biosintética del complejo I y «¢) los
viriones maduros en la etapa final {Fernadndez Mufioz

Y Ggels.s 1979,
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La cromat 1na viral llamaca mwinicromosoma,

he side aislada a tiempos tardios de la infeccibn y
utilizada como templado para dirigir le transcripcidn

in vitro. Este =zistema ha sido estudialo por Beard

y cols. (1982), quienes ademés de 1ls cromatina viral

han chtenido el DNA desnudo del wvirus; al ensayar la
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ados anteriores, e©stos autores
han encontrado un 1Indice de transcripcidn mayor para
el promotor tardio (esto es, transcripcidn tardia) en
lgs tres ensayos y, ademé@s, al comparsr los resultados
entre uno v otro ceso se ha visto gue la mayor definicidn,
y por lo tanto cantidad de transcritos tardios, se obtizne

en el ensavo en e1 gue se utiliza DNA desnudo como templado

En otro reporte, Tack y cols. {1985), utili-
zando el miswmo modelo de Beardé vy cols. hen determinado
gue el patrdn  de transcripcidén del minicromosoma de
SV40 no se ve afectado, relativamente, por los camblos

de concentracidn del templado adicicnado al <csistem

m
)
-

los autores pruebasn ademds, gue predom:na =1 RNA tardioc
en todas las concentraciones probadas; a:zi mismo, se
ha observado un tiemnpc Optimo de sintesis (G2 transcritos
tempranos y tardios de RNA tras la infeccibén con 5V40,
ubicado entre las 34 y 40 horas post-infeccion. La
terminacion del proceso de transcripcidn, alrededor
de las 46 horas p.i., parece ser debido & gue existe

un namero determinado de moléculas & transcribir vy,
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una vez cublierto éste nn importa cudnias moléculas

gueden en ¢l <cistema, #é&stas ya no se tiranscriben; e

n

probable 2zsimisno, gque, @a periodos tardios, aparezcan
: s wir 5 i ibitori se g te G
factores ales nhibiterios que e unan al templado

impidiendo de esie mode laz continuidad de la transcripcion.

Para explicar la regulacidn de la sactividad
de los promotores temprano y tardio, Tack y cols. (1985},
han propuesto ¢os mecanismos: a) uno mediado por una
subclase de ant’geno T que se une Ial Cromosoma Ca&usando

una represidon =2n la actividad del promotor temprano

-+

sin afectar en modo alguno 3l tardio y b) otro ejercido

por una fuerte unidn enire un factor trans-activador

{localizade en los scbrenadantes de los cultivos de
las células (V-1 infectadas con SV40) vy una estructure
nucleoproteiza estable gue favorece la transcripcidn
tardia sobre la temprana aproximadamente en un factor

de 10 veces.

Robbins v cols. {1986) han encontrado madiante
la construccidn de diferentes plasmidos combinando los
sitios de los promotores temprano y tardio asi como
la secuencia del "enhacer" de 5V40 y el gen de la timidina
cinasa de herpesvirus, gue hay una especifidad del "enhacer"
de SV40 gue se podris explicar por dos posibles modelos:

i) que la sescuencis "enhacer" no tenga un efecto determi-
nante sobre 21 gen a transcribir y i) que la habilidad

de esta secuencia para estimular la expresidn cel aqen
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recisas del gen, e faciores

dependa de interaccicnes

o]

"

de transcripcidon especificos y el "enhacer Los autores

{Robbins y cols., 1986), estudiaron ademds la estimulac.dn

m

de la transcripcidon por el antigeno T (Ag T) encontrando
que los efectos de éste son 1ndirectos y no es necesaria
su presencia de manera constante Yy continua pare gque
se lleve & cabo la transcripcidn (Borowiec vy cols.,

1938).

En oires experimentos con adenovirus ElA
se ha visto gque éste puede activar la transcripcidn
de «ciertos genes celulares y virales, sparentemeate
de manera independiente del "enhacer" (Robbins y cols.,

1986).

Otros experimentos con SV40 han sido enfocados
a determinar los sitios de terminacidn de la transcripcién.
En cuanto & 1la transcripcidn temprana se sugiere gqusg,
in witro, pusde finalizar en algin sitio comprendido

& replicacidbn del genoma virsl, asi

(]

en el origen de
mismo, se ha enconirado gue las cadenas de RNA sintetizadas
son de longitudes diferentes, lo que habla de un sitio
de término heterogéneo o miltiple. Otro dato importante

n

mn

gue se ha determinado es gque -las secuencias ricas
timidina pueden ser importantes en el proceso de termi-
nacién de la transcripcidn como se ha observado en leva-

dura, <¢-globina humana, entre otros; dentro de la cadeaa
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temprana de SV40 se han localizade 2l menos tres fragmentos
cuyas secuencias constan de 4 & mds residuos de timidina,
la localizacién de estos segmentos esid especificamente

dentro de la regidn ORI lo gue apova los datos anteriores

(Grass y cols., 1987).

ESTUDIOS (CON ®L MINICROMOSOMA DE SV40

Este tipo _ de sistemas ha permitido abordar
el funcionamiento del minicromosome bajio iferenies
circunstancias. Recientemente Diaz Moreno (1883), al
estudiar la actividad transcripcional de minicromcsomas
de SV40 aislados de c¢élulas (V-1 superinfectadas con
el virus de la peoliomielitis, reportd que dicha actividad

estd inhibida.

E]l nmodelo establecido por Diaz Moreno se
realizd tomando en cuenta las caracteristicas estructurales
y funcionales del complejo de transcripcidn, dependiente
de la RNA polimerasa 1I del huésped del virus 3V40 que,
como hemos mencionzdo, puede ser considerado cCcomo un
gen eucaridtico. Este sistema de coinfeccidén con polio
requiere de altaé mult:plicidades de infeccidn por parte
de é&ste sobre el va establecide CV-1/3V40, puesto gque
existen dos hechos que deben tomarse en cuenta para
toda coinfeccién: il el que puedan existir modificaciones
en la membrana plasmdtice ocasionados por la infeccidn

previa con SV40, lo gues puede disminuir la efectividad
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de polio en el reconocimiento de]l rerepror especifico
o en la penetracidn vy iil el que la infeccidn con 5V40
pueda desencadenar mecanismos ceiulares o virales que

supriman la expresion de un segundo virus.

Los mecanismos de transcripcidn de los comple-
jos Cv-1/5v40 y CV-1/5V40/POLI0, fueron comparsdos por
el sutor encontrando gque polio inhibe espec
la transcripcidn de S5V40; tomando como control el complejo
transcripcional ‘de CV-1-5V40 =e observa una sactividad
Ooptima a las 39 horas p.i. mientras gue el complejo
transcripcional obtenido del sistema Cv-1-8V4il-polio
alcanzs sélc un 60% de actividad después de 3 horas

de coinfeccion y un

Ln
Q
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las 6 horas.

RACTIONAL

Dado gue nosotros estamos interesados en
estudiar el mecanismo por el cual Poliovirus inhibe
la transcripcidon celular y puesio que Hollané vy Peterson
(1964) mostraron gue no se detecta modificacidébn en lsa
estructura conformacional de la cromatina de la cslula
huésped tras 1la infeccidn con este virus, el objetivo
del presente trabajo fue estudiar si existen modificaciones

a nivel del minicromesoma de 5V40 durante la coinfeccién.



El estudio de la

G HOR ecpacial

del nminicromosoma de SV40 en super infectades
con polio se ve ayudado en gran medi<a por les técniceas
de corte con enzimas de restriccidn y observaci1én de dicho
minicromosoma por microsconia electrénica, ya gue COMO
se sabe, la actividad de las enzimas de restricciodn
es mayor en agquellas secuencias de DNA que presentan
una estructura més distendida gue en las cue se presentan
de manera compacta, debido & la exposicion mayor ce
luos sit1os de corte de las primeras. En un estudio
reciente ({Weiss y cols., 1987) se ha =ncontrado gue
la regidébn ORI ({libre de nucleosomes) y la regién del
promotor tardio de los minicromesomas d¢e S8V40 pueden
ser mas sensibles al corte de las enzimas de restricciodn
gue la regidn 5' de los genes temprancs; esios resultados
sugieren gque las regiones media y 5' terminal de los
genes tempranos de los complejos transcripc:ionales de SV40,
aislados en infecci6n tardia a fuerzas idnicas bsjas
o fisiolbgicas son estructuras con una conformacién

mas compacta gue el resto del genoma.
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ORIGEN DE LOS MATERIALES

Baker Fosfato de sodio monobésico; fosfato
de potasio dioasico; cloruro de potasic; dextrosa; carbonato
de sodio; glicerol; &cido tri-cloro acético; &cido bérico;

tolueno.

Fethesda Research Laboratories {Bethesda

Md. EUA) (BRL). Agarosa; ditiotriethol; cloruro de cesio.
BDH. Dodecil sulfato de sodio.
Carbiochem (EUA). Bromuro de etidio.
HyClone. Suero de ternera.
Difco. Agar noble.

FarmacelUtica Lakeside {México). Penicilina;

estreptomicina.
Cibco Lab. (EUA). Medio Dulbecco.

Merck. Cloruro de sodio; etilendiamin acido

tetra-acétice disddico; rojo de fenol; etanol; deoxicolato,
metanol.

Fackard. £, 5- Difeniloxazol (PPO).
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Sigma chemicals Co. (EUA). Tripsina; hepes;
tr1s-base; tritdn x-100:; rojo neuti10; tris-HCl; Trietvanc-

jamina; fenil-metil-sulfonil-fluoruro.
Whatman, Papel whatman 3 MM.
Rodak. Pelicula Recyal Pancromdtica; X-Omet, K.

Material radiactivo: Amersham, Inglaterra. =

L3
Metil "E-timidina.

Enzimas de restricecidén (Bgl 1, EcoRl y Pstl)

Amersham, Inglaterra.

Lineas celulares y virus: Células (V-1 deriva-
das de rifibn de monc propagadas en el Laboratorio 23
del Departamento de Genétice y Biologia Molecular CINVESTAV

IPN.

El wvirus de la poliomielitis (Mahoney tipo
I) y el wvirus SV40 (cepe 777) fueron propagados a kEaja
multiplicidad en células Hele y CV-1, respectivamente.
El wvirus &8V40 fue proporcionadoc por el Dr. Patricio
Gariglio del Departamento de Genética y Biologies Molecular,
CINVESTAV-IPN y el de la poliomielitis fue- obtenido

del laboratorio del Dr. David Baltimore.
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PREPARACION DE SOLUCIONES, MEDIOS DE CULTIVO
Y AMORTIGUADORES.

- En la preparacidn de todas las soluciones,
amortiguadores y medios de cultivo se uso agua bidestilada
I = = 3 2

(A.B.) y se esterilizaron por autoclave (E.A.) 22 libras/cm“

de presién, l20°C durante 20 minutos o por filtracién

(E.F.) usando membranas millipore tipo GS (0.22 um y 0.45 um).

- Medio Dulbecco 1X. Se disolvid el contenido de
un paquete comercial en B90 wml de A.B. es:téril, agregando

3.7 g de bicarbonato de sodio y 3.5 g de dextrosa, con

CC, gaseoso se ajusté el pH a 7.4 y se esterilizd por

filtracion (B.F.).

- Medio Dulbecco ccmpleto (10% suero). Por cada
890 ml de medio Dulbeccoc 1X se adicionaron 100 nl! e suero

de ternera y 10 ml de penicilina-estreptomicina 100X.

- Medio Dulbecco 2X. Para preparar este medio
gue es 2 veces concentrado, se realizd lo mismo gque al

preparar el medio 1X pero con la mitad del volumen.

- Amortiguador de fosfato salino (PBS). Los

siguientes reactivos se disolvieron en A.B., NaCl 137 mM, KCI]
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3 mM, NapHPOg; 2 mM y KH,PO4 2mM, ajustando a pH de 7.4 antes

de aforarse. E.A.

- Solucién de penicilina-estreptomicina (100X).
Se disolvieron 5 x 106 unidades de penicilina G sbédica
y 5 g de estreptomicina en A.B. estéril, aforandose a

un litro. E.F. Se almacend a -20°C hasta su uso.

- Solucibn de tripsina 0.05%-EDTA 0.02%. Se di--
solvieron Jlos siguientes reactives en A.B. estéril: Ns
8 g. KCl 0.4 g, dextrosa 10 g. NaHCC3 0.58 g, tripsina
0.5 g, EDTA 0.2 g, rojo de fenol al 0.5% 0.5 ml; se ajustd el
pPH a 7.4; se aford a 1000 ml; E.F. v se almacend a -20°C hasta

Su uso.

- Solucién de rojo de fenol al 0.5%. Se disol-
vieron 0.5 g de rojo de fenol en 75 ml. de A.B. estéril
con la ayuda de calor y 1.5 ml de NaOH 1N, aforandec a

100 ml; E.F. en papel Whatman 1 MM y se almacend a - 20°C.

- Solucién de rojo neutro al 0.5% 0.5 g del
colorante se disclvieron y eaforaren en 100 ml de A.B.

estéril; E.F. er millipore 0.45 um. Se almacend a 4°C.

- Solucidén de agar 0.9% para plaqgueo de 8SV40.
Para preparar 50 ml de agar al 0.9% se emplearon 25 ml
de agar noble especial al 1.8% y 25 ml de medio Dulbecco

2% suplementado con 5% de suero de ternerz y penicilina-estrep



36
tomicina. Esta mezcla se prepard a 45°C y =e conservd a esta

temperatura hasta su uso sobre la monocapa de cé.ulas.

- Buffer de lisis. (Tritdn x-100 0.25%, Tris-HCI

pH 7.9 10 mM, EDTA 10mM, RaCl 0.4 M, Sarkosyl (i.4%). Por =--
cada 100 ml se usaron: 0.25 ml de Tritén %-100, 1 ml
de Tris-HCl pH 7.9 1 M, 4ml de EDTA 0.25 M, 8 ml de

Sarkosyl 10%.

- Buffer hipoténico (Buifer H;. Se mnmezclarcn
las siguientes soluciones: Hepes 10 mM, KCl1 5 nM, DTT

0.5 mM, EDTR 1 mM, aforando a 100 ml se almacent a 4°C.

- Colchén de glicerol. Se tomaron 30 ml de
glicerol y se llevaron a 100 ml con Buffer E. Alnacenéndose -

a 4°C hasta su uso..

- Mezcla de centelleo liguido (Tolueno-Tritdn I).
Para preparar 1000 ml de esta mezcla se disclvieron 6 g.ces -

PPO en 600 ml de Tolueno y 400 ml de Tritdn X-100

- Amortiguador Tris-Boratos (TBE) 10X. Se
disolvieron 108 g de Tris-Base 89 mM, 55 ¢ de Acido Borico
89 mM v 9.3 g de EDTA 2.5 mM, en B00 ml de &.B. estéril,

se ajustd el pH a 8.3 y se aford a 1000 ml.

- Soluciones para la extraccidn de Minicromosomas

"= ZV406 (Varshavsky y cols. 1¢78).



mM

de

se

90

[. NaCl 0.14 M y Tris HC1 1 mM pH 6.8

If. Tritdén X-100 0.25%, EDTA 10 mM,

pH 6.8, PMSF ‘en etancl) 1 mM.

I17. Tritén X-100 0.25%, EDTA 10mM,

pH 6.8 FMSF 1 mM, Nacl (.12 M.

IV. Tritén X%-100 0.25% EDTA 10 mM,

i pH 8.0, FMSF 0.1 mM, NaCl 0.12 M.

Las cantidades para las soluciones II,

TEE-HC1 10

TEA-HC1 10

TEA-HC1 10

los elementos indicados son a concentracidén final.

- Praparacién de Geles 1% 1 gr. agarosa normal,

disuelve en 100 ml de buffer TBE 1X (10 ml de TBE 10 x

ml de A.B.).

y
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METODOLOGIA

I. Mantenimiento de linea celular Cv-1.

Las células CV-1 confluentes de una cajsa P-100

7 células/cja) fueron lavadas una vez con PBS 1¥ -

{1 = 10
estéril luego de retirarseles el medio de «cultive en
el gque se encontraban, todo se hizo con muche cuidado
para no desprender la monocapa; posteriormente se les
agregd 5 ml de tripsina-EDTA v se esperd de 3 a 5 minutos
@ que la capa se desprendiera de la caja: l& tripsina-
EDTA fue retirada y 1las células recogidas con 10 ml de
medio Dulbecco completc; las células se pasaron a un frasco
donde se aforaron (1 =x 307 céluas en 30 ml de medic Dulbecco
completo); se mezcld bien la solucién de células y luego
se repartid en 3 cejas P-100 estériles de plésticc desecha-
bles. Este procedimiento se siguid varias veces hasta
obtener un nbOmero suficiente de cajas P-100 con células

confluentes (aproximadamente 10 cajas para realizar la

infeccién con SV40 y la coinfeccidn con Poliovirus.



11. bPurificacidon de Viricnes SV4U, modificado
por Brady y cols, 19%0.

Se realizd una infeccidn con SV40 en células -
CV-I; Las células (1 = 10?) células -V-1/ caja P-10C) fueron
lavadas con PBS 1X estéril e infec-a.us con 10 UFP/célula
del virus SV40 (titulo de virus 6 x 1(” UFP/célula); tomando
10 ul de solucidn de virus SV40/caja, disueltos en 0.5 ml de
medio Dulbecco suerc menos (sin suerc); con el fin de que el
virus se adserbiera, las cajas se movieron cada 20 minutos
durante una hors y mantenidas a 37°C, 10% CO; en este mismo
tiempo. Después de estos 60 minutos, se agregd a las
células 10 ml/caja de medio Dulbecco 2% suerc y se dejaron

incubando durante 7-9 dias a 37°C, 10% CO3.

Después de este tiempo, las células y el medio -
de cultivo se colectaron y centr:fugaron a 39 000 rpm durante
3 horas (rotor 50 Ti, ultracentrifuga Beckman LB-535)
a 4°C, =1 sobrenandante se desechd y la pastilla de virus
se resuspendid en 10 ml de PBS estéril, esta solucidn
se sonicd por 30 segundos a B.5 microns, enfriando 1la
solucidén en hielo cada 15 segundos. La solucidn resultante
se llevd a una concentracidn final de 1.3% de desoxicolato
de sodio y 0.0125% en tripsina y se incubd a 37°C por
30 minutos. Después, la solucidn se colocd a 4°C durante
10 minutos v se centrifugé a 10 900 rpm, a 4°C por 10
minutos (centrifuga Sorvall RC-2B). E. sobrenadante

se colocd en un colchdédn de clorurc de cesio de densidad
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1.38 g/m. y centrifugado 12 horas a 24 000 rpm y 4°C (rotor
SwW28, ultracentrifuga Beckman LB-535); la Dbanda viral
(debajo de ia interfase) se colectdéd y se llevé a una
densidad de 1.2 g/ml con PBS estéril, las bandas virales
se colectaron y se dializaron contra amortiguador Tris-HCl1l -

0.01 M pH 7.4 horas; el virus se almacend a -20°C.

31I. Titulacidn de S5V4L, métcdoc de UFP.

24 horas antes de la infeccidn con 5V40 las
células CV-1 se sembraron en cajas de 60 mm. estériles,
desechables, (3X1006 céluias’ cuzja); transcurrido este tiempo.
se elinind el medio y con mucho cuidado para no desprenderlas,

las monocapas se lavaron 2 veces con PBS estéril.

For otra parte, se prepararon diluciones del vi-
rus  (10%, 107, 108, 109, 10!0) en medic Dulbecco sin suero.
Las monocapas se infectaron con 0.2 ml/caja de cada dilucidn
permitiendo la adsorcién del virus por 60 minutos a 37°C,
10% COp, agitando cada 20 minutos para una mejor distribucidn,
Pasado el tiempo de adsorcibn, el exceso de virus se
retiré con una pipeita pasteur y se afiadieron 5 ml de
la mezcla egar-medio precalentando a 45°C a cada caja
(ver material), dejandose solidificar a2 temperatura ambiente
durante 45 minutos. Pnsteriormente, con el agar ya sclidifi-

cado, las cajas se invirtieron vy se incubaron a 37°C,
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10% €O durante 14 dias. La observacién de las pnlacas
se realizd mediante la tincidn de las mismas con 4 ml/caja
de solucidén de reojo neutro estéril al 0.01% (concent:racidn
final) en medio Dulbecco completo, incubande a 37°C,
108 COz, durante 18 horas; pasado este tiempo, el colorante

fue retirado v el nimero de placas contade.

IV. Infeccibn con §V40 y coinfeccidn con
Poliovirus.

La infeccidn con 5V40, se efectud como se mencio
noé anteriormente sdlo gque &hora, tras el wericdo de
adsorcidén del wvirus, las células se incubaron 33 horeas

a 37°C, 10% CO2, también con medio Dulbecco 2% suero.

Al cabo de este tiempo, el medio fue retirado
y las células lavadas con PBS estéril y coinfectadas
con 500 UFP/céluls del wvirus ce la Polio (titulo del
virus 1 x 1011 UFP/célula), tomando 50 ul de solucidén del
virus de la Polio/caja, disueltos en 0.5 ml de medio
Dulbecco Ssuero menos. Las cajas se movieron caeda 20
minutos durante una hora a temperatura amblente permitlendo
asi, la adsorcidn del virus; al cabo de este tiempo,
las células se marcaron con 30 uCi/caje de 3E-timidina di--
sueltos en medio Dulbecco 2% suero (2 ml de medio con mnarca/

caja); las cajas se incubaron por 2 horas & 37°C, 10% COj.
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Las células control se trataron de igua
manera excepto gque en ellas no se efectud la coinfeccidn

con Polio.

V. Extracciér de Minicromosomas (SV40 v SV40-
POLIC) (S. y DePamphilis, 1976, modificacdo).

Pasado el ©pericdo de coinfeccién, las célu-
las se lavaron 2 veces con PBE 1X y una vez con buffer H --
{ambos frios), se agregaron después 2 ml de buffer H/caja y
se esperd a gue las células se hincharan manteniéndoleas
en observacidn al micrescopio; cuando esto hubo sucedidc,
el buffer H fue retirado y 1las células recogidas con
ayuda de un gendarme, en un volumen final de 3 ml de
buffer H y colocadas en un dounce metélico de acero inoxida-
ble en el gue se les di¢ 5 golpes con el fin de romperlas,
comprobandose esto al microscopio de contraste de fases;
posteriormente se colocaron en un colchén de glicerol

y se centrifugaron & 3 000 rpm durante 10 minutos a 4°C

(Centrifuga Internacional PR € 000 Rotor 269).

El sobrenadante fue retirado vy la - pastilla
conteniendo los nuacl2cos celulares, resuspendida en buffer
H (1 ml de buffer H por cada 4 cajas de células) e incubadas

de 12 a 16 horas & (0°C.
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Pasando este periodo, las muestras se centrifu-
garon a 10 K, 4°C durante 40 minutos (Centrifuga Eppendor:
5414). Se recuperd el sobrenadante conteniendo los mini-

Cromosomas.
Extraccidon de Minicromosomas (Varshavsky,1978)

Luego de 1la infeccidn con 5V40, coinfeccitn
con Polio-virus y marcaje con el precursor radiactivo
3p-Timidina a leas monocapas de células CV-1, ég:as e
lavaron dos veces c¢on solucidn I, (2.5 ml por caja),
la primera réapidamente y la segunda dejando las cajes
inclinadas un momento, todo esto y los siguientes pa:scs
se realizaron en hielo. Se agregaron después, 2 ml "exactos
de solucidén II & cada caja y 60 ul de Nacl 4 M poco &
poco, con la caja inclinada, agitédndola con la manc suave-

isad:

(8]

mente; se 1ncubaron a 4°C por 10 minutos. El )

obtenido se raspd suavemente con un gendarme, recogiendo
y centrifugando a 6500 rpm en un rotor JA 20 & 4°C per
5 minutos; la pastilla obtenida se resuspendid en sclucién
IIT (10 ml/5 cajas) y se centrifugaron a 6500 rpm por
5 minutes. La pastilla nuclear se resuspendid en 400
ul de solucidn IV por goteo 'y luego por golpecitos con
la mano; la suspensidén se agitd suavemente por 3 horas
a 4°C; posteriormente se centrifugd a 6500 rpm por 15
minutos ern un rotor JA 20, centrifuga Beckman; se recuperd

el sobrenadante conteniendo los minicromosomas.
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De la cantidad total de minicromosomas
obtenidos mediante el métoio de buffer H, se hizo
un calculo proporcional de las cantidades reqgueridas

de los mismos para las diferentes pruebas qgue se deseaban

realizar.

Asi, se tond el 50% para su purificacidn
en gradientes de sacarosa (5-20%); el 50% restante
se dividié tomando 10% pare determinar la concentracion
de minicromosomas medisnte su tincidbn en geles de

agarosa, y el resto pars el @18lisis de restriccidn.

Los minicromosomas obtenidos por el método
de Varshavsky se purificaror en gredientes de sacarossa
(5-20%) y, directamente del gradiente se tomaron para
los ensayos de restriccidn y cuantificacidn por electro-

foresis en geles de agarose.

VI Concentracidr, de Minicromesomas.

Las muestras de minicromosomas obtenidos
de la manera antes mencionad: (buffer H), fueron someti-
dos a un proceso de desproreinizacidn y precipitacidn
de &cidos nucléicos mediante la adicidén de TCA-Ne-EtOH
y su centrifugacién a 4°C durante 20 minutes a --

15 000 rpm (Centrifuga Eppendorf 5414).
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Una vez finalizado el paso ‘anterior, las

muestras fueron decantadas y las pastillas lavadas
con Et-0H al 80%, sin resuspenderlas y centrifugando
10 minutos & 4°C para un mejor empastillamiento.
Posteriormente, las pastillas se dejaron secar aproxima-
damente 30 minutos & temperatura ambiente para luego
resuspenderlas en 30 ul de agua cada una; como Ultimo
paso, las muestras se corrieron en un gel de agarcsa,
calculédndose de manera cualitativa la concentraciodn

de ADN.

Por otro, se tomaron alicuotas iguales
de cada una de las muestras de minicromosomas y se
ceolocaron en papel whatman 3 MM dejandoseles secar
para, posteriormente, lavarlos 5 wveces con TCA al
5¢ frio y 2 veces con etanol absoluto, finalizado
este procedimiento los papeles fueron puestos a secar
y, luego se colocaron en la mezcla Tolueno-Tritdn
I y se cuantificaron las cuentas por minuto {(cpm)
de cada uno en el contador de centelleo liguido (Minaxi

B Tri-Carb 4000 Series, Packard).

Purificacién en gradiente de sacarosa

Se uso un gradiente de sacavosa del 5

al 20% en el gque se colocd la solucidén de M-SV40, y otro
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gradiente en las mismas condiciones tara colocar la
solucidén de M-SV40-POLIO, ambas soluciones se centrifuga-
ron en un rotor S5W50.1 durante &0 minutos a 40 000
rpm & 4°C; posteriormente, se cclectaron fracciones
de 200 ul cada una y se determind la cantidad de material
radiactivo que contenian en un contador de centelleo

liguido.

VII Andlisis de restriccidn.

Una vez obtenidos los minicromosomas,
muestras separadas v cantidades semejantes de cada
uno fueron incubados con diferentes enzimas de restric-
cidén durante una hora a 37°C. Como pasoc siguiente,
se procedid a realizar la desproteinizacidn y precipita-
cidbn de acidos nucléicos de las muestras con TCA-Na-0H
Yy su corrimiento en gel de sgarosa, posteriormente, los
geles fueron teliidos con bromuro de etidio y destenidos
con aguas para luego fotografiarlos con peiicula royal Pan

cromatica {Kodak) a través de un trensziluninador (UVP,INC).

Después, los geles se fijaron con metanol vy
PPO (Laskey y cols., 1975) y se secaron con calor
y vacio tras lo cual fueron colocadecs en una placa
para fluorograflia X-Omat (Kodak) y puestes a -70°C por

8-12 dias parae luego revelarlas.
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RESULTADOS
Purificecidn y Titulacidn de Viricnes de 5V40.

Cen el fin de obtener wuna buena cantidad
de wirus S5V40, células CV-1 fueron infectadas con éste
a2 una multiplicidad de infeccidn de 10 UFP/célula que
conduce & una infeccidr productiva. Después de 7-9
dias, la monocapa de células fue recuperada -unto con
el medic de cultivo presente durante lz infeccidn, los
virus 1intra v extracelulares fueron colectados mediante
centrifugacién a alta wvelocidad, la pastilla resultante
de procesd como se indica en la Metodologies (Brady vy
cols., 1880, modificado) con el fin de purificar 1los
viriones, al final de diche purificacidén se obtuvieron
dos tipos de particulas (figura 3). La primera de ellas
(banda 1I) con wuna densidad de 1.32 g/ml en cantidad
discreta vy otra més nctable (banda II) con una densidad

de 1.29 g/ml.

Las bandas descritas anteriormente se colec-
taron mediante puncidon del tubo de centrifuga reuniéndolas
y determinando su capacidad infectiva (virus Integros
medlante titulacidn por unidades formadoras de placa
{UFP) (ver metodologia), el resultado de este proceso

nos did un titulo de € x 109 UFP/ml .
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1 [P=|.29]

1 [P-132]

Figura 3

Purificacidn de viriones por el método de Brady
y cols. (1980), modificado. Se obtuvieron dos
bandas cuyas densidades se muestran e indican dos
tipos de particulas de las cuales se determind su
capacidad infectiva mediante la técnica de UFP.

/



49

e

Infeccidn con 3V4( y coinfeccibn con Poliovirus

Las células (V-1 derivadas de rifibn de
mono, permisivas a SV40 y a poliovirus, fueron infectadas
con el primero y tras 33 horas de infeccib6n superinfec-
tadas con el segundo, como se describe en la Metodologiz;
para estos procesos se empled un total de 6 x 107 células
con el fin de obtener una poblacidn suficiente de minicro-

mosomas de S5V40 para ser analizados.

Extraccién de DNA, su analisis en gradiente
de sacarosa y ensayo de restriccidn.

Los minicromosomas de 5SV40 analizados fueron
obtenidos mediante dos métodos diferentes, el primero
a través de un buffer hipoténico nos proporciond una
cantidad considerable del material gue, comparada con
la obtenida por el segundo método, el cual emplea un
buffer isotdnico, fue menor probablemente debido al
uso del detergente anidnico (tritdn X-100) y a la concen-

tracién de sal del segundo.

Asi, los minicromosomas obtenidos se purifi-
caron en un gradiente de sacarosa (5-20%). La figura
4 muestra las graficas conseguidas al analizar las

fracciones <del gradiente. En dicha figura se aprecia
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un pico maximo para los minicromosomas ohtenidos mediante

el método de buffer {Lipotbnico), localizado en

0
™
e
te]
']

las fracciones 13 vy 14 d:ente, {figura 4, partes
A y B), mientras cue, pz:é& los minicromosomas obienidos
por el método de buffer isotinico y detergente anidnico
este pico se observa en las fracciones 8-13, probablemente
por un ligero desfasamiento del gradiente (para el
caso de M-SV40-POLIO) v& gque cuantificando el material
total observado se apre-ia uns igualdad entre M-§V4(

y M-SV40-POLIO (figure 4, partes (C M¥-SV40, ¥ D M-SV40-

POLIO.

Concentracidn de ninicromosomas. E]1 céalculo
de la «cecncentracidn de miricromosomas obtenidos se
llevo a cebo coniorme se describidé en la Metodologia;
la figura 5 muestre el resultado dJde este calculo,
tal figura muestra difg¢ventes cantidades de M-8V40

y M-SV40-POLIO, apreciéndosc, de manera cualitativa

las concentraciones de dichas muestras.

El enssvo de restriccidn se realizd empleando
las enzimas Bgl 1, Eco Rl y Pst 1, cuyos sitios de
corte se localizan en los vuntos 0 y 1782 pare las
dos primeras, :espectivamente y en 1988 y 3224 para Pst ]

{ver figura 06).

o

El patron de restriccidn obtenido tanto

para M-SV40 como para M-iV4(C-POLIO, con los dos métodos
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Figqura 4
Minicromosomas de 5V40 obtenidos por dos métodos

de extraccién: buffer H (hipotdnico) partes A y R
y buffer isoténico y detergente, partes C y D. A
y C muestran a M-SV40 y B v D a M-SV40-POLIO.
Tras la extraccidn, los minicromosomas se analiza
ron en un gradiente de sacarosa 5-20%, las fle--
chas indican la localizacidn de los minicromo-
somas dentro del gradiente.
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Figura 5

Célculo cualitativo de la concentracidén de mini-
cromosomas mediante el anadlisis de diferentes can
tidades de ellos en un gel de agarosa al 1% y su
tincidén con bromuro de etidio.
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Figura 6
Pstl 3224 Pstlises
Patron de restriccién de M-SV40 (-) y M-SV40-POLIO

(+), luego de su incubacidédn con las enzimas de res
triccién Bgl 1, Eco Rl y Pst 1. La parte A de la
figura muestra los minicromosomas obtenidos por el
método de buffer H y la B los extralidos por buffer
isotonico vy detergente. I, II y III indican las
formas de DNA observados que corresponden a la su-
perenrollada, circular relajada y lineal, respecti
vamente.

La parte inferior muestra el mapa gendmico de SV40
indicando los sitios de corte de cada una de las -
enzimas empleadas.



de extraccidn, se muestra en la figura 6; en la porte
A de esta figura se observan los minicromosom:zs extraidos
con el método h (hipotdnico) y, en la parte B los
extraldos con el amortiguador isotdnico. Asi mismo,
se pueden apreciar las formas de DNA reportados, es
decir, la forma superenrollada, 1la circulazr vrelsjads
v la lineal, asi como el genoma de SV40 conde se muestran

los sitios de corte de las enzimas empleadas.

La cantidad de DNA linear_zad.s con las
diferentes enzimas es muy parecido er. ambos casos,
lo cual sugiere una semejanza total entre los dos

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

Es de hacer notar gue detec:amcs un ligere
incremento en el corte con la enzima Bgl 1, corrocborando
los resultados obtenides por otros investigadores
{Weiss y cols., 1986); este incremento es similar

tanto para M-5V40 como para M-SV40-POLIC.

La figura 7 muestre una cinética de restric-
cidén para M-SV40 y M-SV40-POLIO con l& enzima Bgl 1,
la cual, se ralizd a los tiempos 0, 15, 30 y 60 minutos
de incubacidn a 32°C, con el fin de observar £l el
corte con esta enzima en ambos minicromosumas estaba
determinado vpor la concentracién de los m:sSmOs © por

el tiempo de incubacidén con ls enzime. 2 0 minuvlos

se observa un leve corte en el material Incubado misme
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Figura 7

Cinética de restriccidn con la enzima Bgl 1 para
M-SV40 (-) y M-SV40-POLIO (+) a diferentes tiem-
pos de incubacidén a 32°C.
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gue fue totalmente linearizado a partir de leos 15
minutos de incubacidén con la enzima, este resultado
fue observado para nuestras muesiras de control vy

probleme sin nincuna diferencie significativa entre

ellas.

Ton el fin de tener una mejor apreciacidn
de nuestros resultados, los geles fueron tratados
con el métondo de Laskey y cols. (1975) para obtener
de ellcs una fluorografis (figureas 8 y 9. Esias

fluorografias se consiguieron tras B8-12 dias de exposi-
cidn y en ellas se muestran los minicromosomas (M-SV40

y M=-8V4(-POLIO) en sus formas superenrclladas, circular

o}

os tras la incubacidn e

{41

relajada y lineal obteni
los mismos con las enzimes Bgl 1, Eco Rl y Pst 1.

-

asl comc nuestras muestras control.

La diferencia en cantidad de marcz observada
para la parte B con respecto a la A en esta fiaqura,
se debe & una mayor exposicidébn de esz placa v a la

mayor cantidad de material radiactivo para la misma.

La figure 10 muestra el porcentaje de moléculas
de DNA de M-5V40 y M-5V40-POLIO restringidgs con las
enzimas Bgl 1, EcoRl y Pst 1, observando un incremento
en la sensibilidad & Bgl 1 con ambos métodos de extraccidn.
Para Pst 1 se cobserva un aumentio en la cantida de DNA

restringido utilizando el buffer isotfnico.



Figura 8

Fluorografia del gel con el patrdn de restriccidn
de M-5V40 (-) y M-SV40-POLIO (+) obtenido por el
método de buffer H. El gel fue tratado con el
método de Laskey y cols. (1975) y se expuso duran
te B8 dias en una placa X-Omat a -72°C. Se indica
el tamafio de los fragmentos obtenidos con la enzi
ma Pst 1.
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Figura 9

Fluorografia del gel con el patrdén de restriccién
de M-5V40 (-) y M-SV40-POLIO (+) obtenido por el
método de buffer isotdnico y detergente. El gel
se tratd con el método de Laskey y cols. (1975) y
se expuso durante 12 dias en una placa X-Omat a
-72°C. Se indica el tamafio de los fragmentos
obtenidos con la enzima Pst 1.
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DISCUSION

Durante la infeccidn con el virus de la
poliomielitis & células de mamiferoc hay una marcada
inhibicién en la sintesis de macromoléculas sierdo
esta innibicidn severa en le sintesis de proteiras
y dréstica en la de RNA. En lo gue se refiere a la
inhibicién de 1la transcripcidn, se sabe gue ocurre
en el Inicie del proceso, y sobre el mecanismo se
sugiere gue es la ausencia de un factor celular neresario
para el inicio especifico de la transcripcion lo cue
causa tal inhibicidn (Crawford, 1981; Lazard y col:z.,
1989); también se ha sugerido gue alguna proteins
viral acile como inhibidor en el proceso transcripcioral
{Ho y Washington, 1971; Bienz y cols., 1982; Bzalandin

y cols. 1964).

Estes evidencias pueden formar un mismo
mecanismo, es decir, el factor celular puede ser el
blanco del inhibidor wviral vy, se ha sugerido cgue -al
vez este blanco sea la misma RNA polimerasa 11 vya
gue se ha encontrado, a8l analizar la poblacidn de
RNA polimerasa gue la subunidad IIo de la enz.ma se

encuentra alterada (Rangel y cols., 1987, 1988).

Holland y Peterson {1964), por otro lado,
han reportadoc que el templado usado por la RNA polimereasa

no estéd modificado, no contemplando, sin emparno,



la posible alteracidén de la estructura conformacional
de la cromatina celular gue, de existir, tal vez podria
estar interviniendo en la transcripcidn normal de

la célula.

Para abordar esta posibilidad, en el presente
trabajo se empled el virus SV40 como sistema anélogo
de cromatina celular (M-5V40-POL10O) pare estudiar
las alteraciones estructurales gque éste pudiera tener

sobre ella.

Reportes anteriores sobre las caracteristicas
constitutivas del minicromosoma de SV40 en los gue
se muestran nucleosomas interconeciados por £ilamentos
de DNA desnudo cue conforman las wolérculas circulares
relajadas. (Cremisi vy ~cols., 1976; Choder v Aloni,
1988). Ensayos de restriccién dz estas moléculas con
Eco Rl muestran gue hay uns sensibiljdéd parcial de
estos complejos para ser digerido: cen la enzima lo
cual sugiere gue Jlos nucleosomas no se forman en sitios

especificos del genoma viral (Cremisi y cols., 1976).

Weiss y cols. (1987), en wun enadlisis de
la estructura de la cromatina de §SV40 a trovées de
la accesibilidad gue enzimas de restriccidn pudieran
tener sobre ella, han encontrado gue la regidn tardia
del minicromoseme de SV40 transcripcionaimente activo,

es mas accesible al corte gue la regidn temprana.
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En otro report¢ sobre la estructura confor-

macional del minicromosoma de SV40, Choder y Aloni
(1988), han analizade la topologia de minicromosomas
transcrites y no transcritos de fraccicones de minicro-
mosomas transcripcionzlmente activos (1%); como se
sabe, aguellos minicromoscmas gue son transcripcional-
mente activos poseen la regidén ORI o gap libre de
nucleosomas, hipersensible a 1la endonucleasa Bgl 1
(Weiss y cols., 1986). El trabajo realizado por Choder
y Aloni mostrd que, tanto el DNA transcrito como el
no transcrito estan de igual manera superenrcllados
o compactados por nucleosomas. Esto podria explicar
tal vez, el hecho de gue a pesar de ser una cantidad
muy peguefia la de minlicromosomas transcripcionalmente
activos (l1%) se tenga una c¢ran cantidad {(aproximadamente
un 30% de material 1trestr:ngide con lea enzima Bgl 1
(Llopis y cols., 1981). Asi mismo, estos autores
han analizado especificamente la tcpologis de la regidn
gap de S5V40 observando gue esa zona presenta un enrclle-
miento espcntdneo gue la coloca dentro de lo gue se
puede llamar una regidn de DNA extrasuperenrollado;
la localizacidn de este superenrollamiento puede depender
de al menos dos uniones especif:ces del minicromosoma

a la matriz nuclear.

En nuestro trabajo, los minicromesomas
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de S$V40 se extrajeron por dos métodos diferentes; el pri-
mero (Su y DePamphilis, 1976, modificado) consistid en el
uso de un buffer hipoténico (buffer H) vy el secundo
{Varshavsky, 1978) en el de un buffer isotdnico con deter

gente (tritdn X-100).

Teniendo come sistema control al M-SV40 y como
problema al M-SV40-POLIQ, se realizaron ensayos con enzi-
mas de restriccidn con el fin de determinar la accesibili

daé que éstas pudieran tener sobre ambos minicromosomas.

Los resultados de ambos métodos de extraccidn
no muestras diferencias significativas pues se observa
igual cantidad de DNA cortado tanto para M-5V4C, como
para M-SV4(0-POLIO, para cada una de las enzimas empleadas.
De este modo se observa gue, tras la incubacifn con las
enzimas de restriccidn, se obtienen tres poblaciones de
DN& dentro de la muestra examinada gue corresponden a las
formas superenrrollada, circular relajada y lineal (I, II
y 111, respectivamente). (Weiss y cols., 1987; Weiss v

cols., 1986).

Comparando las cantidades de DNA linearizado
con las tres enzimas empleadas, notamos wun ligero
aumento en el corte con Bgl 1, empleando el buffer
H, lo cual comprueba el reporte de Weiss y cols. (1986),

mismo, notames gue este incremento en el corte

an

ey

fue semejante para M-5V40 y M-SV40-POLIC. Por otro lado,

empleando el buffer isotfnico observamos ademas de este incremen-
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to con Bgl 1, un aumento en el porcentaje de moléculas restringi--

das con Pst 1 para ambos minicromosomas.

De igual manera, el encontrar que la cantidad
del DNA cortado fue, aproximadamente la misma para
las tres enzimas empleadas apoya mds la sugerencia de Cre
misi y cols. (1976) de gue los nuclecsomas no se
forman en sitios especificos del genoms viral, vya
gue no se bloguea de manera directs ninguno de los
puntos o sitios de restriccién de las enzimas empleadas,
sino gue se obtiene un patrdén muy similar entre unas
v ©oitras y entre los mismos M-5V40 vy 1M-SV40-POLIO.
Nuestros datos son consistentes también con la hipdtesis
de Choder y Aloni (1988) sobre la igual compactacidn

o superenrollamiento de los minicromosomas activos

y no activos transcripcionalmente.

Por otro lado, la ~confirmacién de los
resultados de Weiss y cols., (1988) = través de los
nuestros para el caso de M-SV40 y la comparacidén de
tales resultados con Jlos obtenidos para M-SV40-POLIO
sugliere gue poliovirus no estd ejercienco un efecto
determinante sobre el DNA de 5V40 a nivel de su estructu-
ra conformacional y gue el efecto real que causa sea
el propuesto por Crawford y cols. (1981, Lazard vy
cols. (1989) y Rangel y cols. (1987, 1988) es decir, la
ausencia de un factor celular necesaric para cl inicio

de la transcripcion.



CONCLUSIONES

1. No se encontraron diferencias significati-
vas en el patrdn de restriccidén de M-5V40 y M-SV40-POLIO
obtenidos por dos métodos distintos (buffer H y buffer

isotbnico y detergente).

2. Se observd un ligero incremento en la
cantidad de DNA restringide con la enzima Bgl 1, tanto
para M-SV40 como para M-SV40-POLIO, respecto a las demés
enzimas empleadas, corroborando resultados anteriores

(Weiss y cols. 1986).

3. El patrdn de restriccidén obtenido con
las 3 enzimas empleadas apoya la idea de que los nucleo-

somas no se forman en sitios especificos del genoma viral.

4. Por 10ltimo, nuestros resultados, sugieren
gue poliovirus no estd ejerciendo un efecto determinante

a nivel de estructura conformacional del DNA de SV40.
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