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1. INTRODUCCION 

En la consideración de un virus hemos de tener presentes 

dos conceptos . fundamenta 1 es , e 1 de 1 a s i m p 1 i c id ad .Y 1 a eco -

nomía. Los virus representan los seres vivos más simples que 

conocemos,algunos de el los codifican para un número muy redu 

cido de genes , encontrándonos incluso en el caso de los pico~ 

navirus con el hecho de que el genoma viral codifica para un 

único gen monocistrónico; más aún, al ser este genoma RNA de 

sentido positivo, es a su vez el único RNA mensajero que el 

virus posee. A pesar de esta simplicidad genómica los virus 

son tremendamente efectivos en todos los procesos de su ci-

clo vital y por lo tanto en su reproducción . Con la simple 

expresión de uno o muy pocos genes son capaces de inducir pr~ 

fundas modificaciones en el metabolismo de las células que in 

fectan. En algunos casos la infección viral va a inducir la 

transformación y proliferación celular (virus oncogénicos) 

mientras que en otros casos, la expresión del genoma viral es 

capaz de interferir con gran número de funciones celulares, que 

conducirán finalmente a la muerte celular (virus líticos) . 

Un echo observado prácticamente desde los comienzos de la 

Virología fué, que los virus líticos son capaces de inducir pr~ 

fundas alteraciones morfológicas y bioquímicas en la célula hues 

ped (1) inhibiendo la síntesis de macromoléculas celular y hacien 

d o que la célula infectada tome un aspecto redondeado y se despre~ 

da del so porte sólido al que está fijada (2) . A estas alteraciones 

se las conoce con el nombre genérico de efecto citopático, estando 

muy extendido en el mundo viral, ya que se observa tanto en bacte­

riófagos, como en prácticamente todas las familias de virus anima­

l es que conocemos (3) . 
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A pesar de haberse conocido y estudiado este fenómeno du­

rante largo tiempo, permanecen aún inexplicadas las bases mole 

culares por las que un virus es capaz de interferir en toda 

una serie de funciones celulares de manera paralela. El objeto 

de nuestro trabajo se centró primeramente en el estudio del efec 

to que tiene la infección viral en la síntesis de proteínas de 

la . cilula huesped. Teniendo en cuenta la definición de efecto c i 

topático antes citada, se comprende que · el estudio de la inhibí-

ción de la traducción producida por la infección viral entra 

dentro del capítulo más amplio comprendido por el efecto citop~ 

ti co. 

2 . RESULTADOS Y DISCUSION 

2.1. El modelo de la modificación de la membrana 

Recientemente hemos revisado los modelos hasta ahora propues­

tos para la explicación del fenómeno de la parada de la síntesis 

de proteínas (4) Vamos a pasar ahora di~ectamente a exponer los 

puntos fundamentales del modelo de trabajo que nosotros hemos 

considerado (ver Fig. 1) 

(a) Primeramente supusimos que la infección viral es capaz de 

interferir con la membrana plasmática, produciendo una serie de 

modificaciones no sólo en las funciones que la membrana 1 leva a 

cabo directamente, sino tambiin en todas aquellas funciones ce­

lulares dependientes directa o indirectamente de la integridad 

funciona 1 de 1 a membrana. 

(b) Como consecuencia de esta interferencia el gradiente de 

iones monovalentes que la membrana mantiene, se vería alterado, 

de tal manera que los iones sodio pasarían hacia el interior del 

citoplasma celular, mientras que los iones potasio saldrían ha­

cia el exterior. 
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(c) Postulamos que este incremento progresivo de los iones 

en el citoplasma tendría un efecto diferencial sobre la sínte 

sis de proteínas celulares y virales. Haciendo que la traduc­

ción de los mRNAs celulares se inhiba, mientras que la síntesis 

de proteínas virales se 1 levará a cabo en condiciones óptimas . 

(d) La inserción progresiva de proteínas virales en la mem 

brana celular sería la responsable no sólo de la inhibición de 

la síntesis de proteínas, sino también del efecto citopático en 

general, siendo finalmente la causa de la muerte celular. 

Este modelo tal · y como queda enunciado está de acuerdo con 

toda la evidencia experimental anterior, ya que al proponer que 

es una proteína viral la responsable indirecta de la inhibición 

de la síntesis de proteínas, está en correlación con el hecho 

de que se necesite expresión viral cuando se utilizan bajas mul 

tiplicidades de infección. Mientras que, si utilizamos alta 111 

y por lo tanto añadimos un gran número de proteínas virales por 

célula, entonces no se necesita síntesis nueva de proteínas pa­

ra conseguir el efecto citopático. Además, recientemente se 

han encontrado mutantes de poi iovirus incapaces de ! levar a .ca 

bo la inhibición de la síntesis de proteínas, estos mutantes 

mapean en la región de .1 genoms que codifica para las proteínas 

estructurales (4). Por otra parte, los sistemas S-30 obtenidos 

de células normales o células infectadas por picornavirus, son 

igualmente activos en su capacidad para traducir mRNAs celula­

res o virales (5,6). Este hecho indica que la especificidad o~ 

servada~ vivo desaparece al romper las células y además está 

en contradicción con la posible existencia en las células infec 

tadas de un inhibidor macromolecular específico de la síntesis 

de proteínas celulares. 
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Sin embargo, para soportar el modelo expuesto deberían de 

cumplirse al menos, los siguientes hechos: 

(a) El incremento iónico ha de afectar diferencialmente la 

traducción de los mRNAs celulares y virales. 

(b) Tiene que haber un momento en la infección viral, en el 

cual la memb r ana celular se modifique . 

{c) Después de esta modificación, el potasio intracelular 

ha de salir al exterior celular, mientras que la concentración 

de sodio en el citoplasma ha de incrementarse progresivamente. 

2.2. Efecto del incremento iónico sobre la síntesis de pro-

teínas virales y celulares 

El primer punto que quisimos probar fué el efecto que ten-

dría la adición de sodio a un sistema in vitro de traducción 

de mRNAs celulares y virales . Para ello utilizamos un sistema 

S-30 desarrollado de células ascíticas, al que añadimos bien 

RNA del virus de la encefalomiocarditis (EMC) o mRNAs celulares . 

Según puede observarse en la Figura 2 la adición de cloruro só-

dico produce una clara inhibición en la síntesis de proteínas 

celulares, mientras que la traducción del mRNA v i ral se vió cla 

ramente estimulada . Queremos señalar el hecho de que la síntesis 

máxima de proteínas virales se da en condiciones iónicas en las 

cuales la traducción de los mRNAs celulares está profundamente 

inhibida . 

El paso siguiente consistió en averiguar si es~e efecto dife 

rencial observado in vitro era específ i co del NaCI o si lo que 

realmente importa es un incremento en la concentración iónica. 

La Figura 3 indica que esto último es quizás lo que ocurre, ya 

que el NaCI puede sustituirse por KCI. En la Figura 4 mostramos 

que este efecto no es específico para el RNA del .virus EMC, sino 

que también se observa con el RNA del virus de la poi io. En este 

Fundación Juan March (Madrid)
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experimento mostramos además como el análisis de los productos 

sintetizados corresponden con los que normalmente se producen 

en respuesta a la adición del RNA de un picornavirus (7,8). 

Se sabe que la inhibición de la síntesis de proteínas celu­

lares después de la infección viral ocurre a nivel de la inicia 

ción (9). Así pués, quisimos estudiar si el efecto diferencial 

observado..!...!!_ vitro, ejercido por los iones monovalentes se daba 

a nivel de la iniciación de la traducción. Para ello utilizamos 

e 1 ensay o de 1 a es p a r s om i c i na que y a ha s i do des c r i to ( 1 O ) . En 

la F i gura 5 podemos observar como la adición de NaCI a este sis 

tema, sigue ejerciendo la misma discriminación entre la inicia­

ción de mRNAs celulares o virales, cuando medimos únicamente la 

formación de dipéptido o de tripéptido. 

Después de haber real izado estos experimentos in vitro, nos 

preguntamos, qué efecto produciría el incremento de iones mono 

valentes en condiciones más fisiológicas. Con este propósito, 

anal izamos la síntesis de proteínas a distintos tiempos después 

de la infección en células 3T6 infectadas con v i rus EHC en pre­

sencia de medio normal, hipotónico o hipertónico. La Figura 6 

muestra como a partir de la cuarta hora después de la infección 

comienza a observarse la síntesis de proteínas virales en prese~ 

cía de medio de cultivo normal. En condiciones hipertónicas la 

supresión de la síntesis de proteínas celulares ocurre más rápl 

da y claramente, mientras que en condiciones hipotónicas no ob­

servamos la aparición de proteínas virales, incluso después de 

ocho horas de infección . 

La conclusión que sacamos de estos experimentos es que las 

condiciones iónicas afectan diferencialmente la síntesis de pr~ 

teínas virales y celulares, tanto in vivo como in vitro. 
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Si consideramos que la concentración de iones sodio en el 

medio de cultivo es de 150 mM, mientras que la concentración 

efectiva de iones potasio en el citoplasma celular es de 80 

mM y considerando además, que en un momento dado de la infec­

ción la membrana plasmática comienza a dejar pasar iones 1 ibre 

mente, el incremento de sodio más potasio en el citoplasma se­

guiría la curva indicada en la Figura]. Esto produciría una 

clara inhibición sobre la síntesis de proteínas celulares mie~ 

tras que la síntesis de proteínas virales se vería estimulada 

durante cierto tiempo después de la modificación de la membrana, 

pasando a ser inhibida posteriormente, esta inhibición se ejer-

cería sobre la iniciación haciendo que los ribcsomas terminasen 

la lectura del RNA viral, este acabaría desnudo y preparado pa­

ra comenzar los procesos de morfogénesis virales. Estas curvas 

naturalmente, serían distintas en presencia de un medio hiper-

tónico . 

2.3 . Alteraciones de la membrana producidas después de la 

infección viral 

El segundo punto que quisimos anal izar consistió en saber si 

en algún momento determinado en la infección viral, la membrana 

plasmática sufre realmente cambios funcionales. Para ello anali 

zamos la capacidad de las células para retener 86 Rb (un análogo 

de potasio), a dis~intos tiempos después de la infección. La Fi­

gura 3 muestra como a partir de la cuarta hora después de la in­

fección las células comienzan a dejar pasar 1 ibremente 86 Rb y p~ 

siblemente otros iones monovalentes . Este efecto sólo ocurrió 

en las células infectadas con virus EMC. Además hemos de hacer 

notar que es en este momento cuando comenzamos a observar la sín 

tesis de proteínas virales (ver Fig. 6) . 
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Y efecto en la síntesis de proteínas viral o celular . Se consi-

deran también los cambios que ocurrirían en presencia de un me-

dio hipertónico (simbol os vacíos). 
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También hemos observado que en este momento después de la 

infección las células no sólo dejan pasar 1 ibremente iones, 

sino también otras moléculas de mayor tamaño. Así, el pool 

de aminoácidos comienza a disminuir a partir d~I mismo momen­

to en que la membrana ·deja pasar i ones (resultados no mostr~ 

dos). Lo mismo sucede con el pool de nucleótidos (Fig . 9). 

Estos experimentos están de acuerdo con los resultados encon 

trados por otros investigadores ( 11,12) . 

En conexión con el tercer punto que habíamos enumerado en 

el apartado 2.1 . , recientemente se han publicado las medidas 

d i rectas de la concentración de iones sodio y potasi o en cé lulas 

infectadas por menga virus (12) (un cariovirus, al igual que el 

virus EHC). Estos resultados están en perfecto acuerd o con la 

teoría por nosotros formulada anteriormente (13,14). 

La conclusión de estos experimentos es que la membrana pla~ 

mática se modifica de tal manera que deja pasar n o sólo i ones, 

sino también otros compuestos de bajo peso molecular. 

2.4. El uso de inhibidores impermeables como prueba para 

medir la modificación de la membrana 

Una técnica muy extendida entre los vi rólogos y biólogos 

celulares ha sido el uso de colora ntes impermeables e. o rno ind i­

cación de la muerte ce lular . De hecho, se supone que si una 

cé lula es capaz de teñirse por uno de estos colorantes impe rme~ 

bles en un momento dado después de la infección, indica que esa 

célula ha muerto y todos los procesos bioquímicos en e lla han 

acabado ya. Esta prueba ha sido criticada recientemente al en­

co ntrarse que células CVI infecta das con vir us SV40 a pesar de 

teñirse en la fase tardía de la infección están aún funcionando 

en una serie de procesos bioquímicos (15). 
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Podríamos pensar pués, que en nuestro caso concreto la 

membrana plasmática de las células 3T6 i"nfectadas por picor­

navirus se avería en el momento en que la célula muere y to­

dos los procesos virales han acabado ya. Sin embargo, el he­

cho fundamental indicado en el modelo descrito en el apartado 

2.1. era que la síntesis de proteínas virales ocurrir fa en una 

célula que tiene la membrana averiada. Para anal izar este he­

cho directamente pensamos que el experimento más directo sería 

el uso de un inhibidor de la síntesis de proteínas, que fuera 

impermeable para las células normales. Si este inhibidor es 

de bajo peso molecular, será capaz de penetrar en las células 

que tengan la membrana averiada. Observando por lo tanto, la 

síntesis de qué proteínas es inhibida por este compuesto , po­

dremos deducir qué células hay sintetizando proteínas virales 

y cuáles poseen además la membrana plasmática modificada. 

Como inhibidor impermeable pensamos usar el GppCH
2

p, ya que 

sabemos que inhibe la síntesis de proteínas in vitro y que es 

impermeable para las células normales, al ser un compuesto muy 

polar . El experimento que 1 levamos a cabo consistió en aftadir 

distintas concentraciones de este compuesto en células 3T6 no~ 

males y en células 3T6 infectadas con virus EMC en un momento 

después de la infección, en el que la síntesis de proteínas vi 

rales es máxima (ver esquema de la Fig. 10). En la Figura 

observamos como el GppCH 2 p inhibió de manera altamente especí­

fica la síntesis de proteínas únicamente en las células infecta 

das. Posteriormente, comprobamos que esta Inhibición ejercida 

por el GppCH 2 p co~enzó en el momento en que observamos la aparl 

ción de síntesis de proteínas virales (Fig . 12). 

La conclusión que nosotros sacamos de estos experimentos 

es que la síntesis de proteínas virales tiene lugar de hecho en 

una célula que posee una membrana plasmática que deja pasar 1 i­

bremente compuestos de bajo peso molecular . 
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Figura 11 . Análisis densitométrico de la síntesis de proteínas en 

células normales e infectadas . Efecto de algunos análogos de nu -

clcótidos . 
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Después de observar que existía una relación temporal entre 

la modificación de las propiedades de permeabilidad de la mem­

brana y la iniciación de la síntesis de proteínas virales , qu~ 

simas saber si para tal modificación se necesita expresión gén~ 

ca y si tal expresión está codificada por el ge n o ma v iral o el 

celular . Para ello, inmediatamente después de la infecci ó n tra 

tamos las células con cicloheximida (un inhibid o r de la s íntesi s 

de proteínas) o con actinomicina D (un inhibidor de la sínte s i s 

de RNA celular , pero no viral). Después de revertir la inhibi­

ción de estos compuestos, probamos la modificación de la membra 

na medida med i ante el ensayo del GppCH
2

p . Los resultad os de l a 

Figura 13 ind i can que para que la membrana se modifique ne c esi­

tamos que haya e x presión genética a nivel de l a traducción . 

Además, en favor de 1 a idea de que es un producto v ira 1 e 1 i m-

p l i cado en tal modificación, observamos que la a c tin o mi c ina D 

no tuvo efecto en la prevención de tal modificación. El hec h o 

de que exista un mRNA celular enmascarado que codifique pa r a 

la proteína implicada en la modificación de la membrana y c u ya 

traducción se desencadene por la infección viral , no queda de ~ 

cartado por los experimentos expuestos anteriormente . Sin em ba r 

go, a nuestro juicio tal posibilidad nos parece altamente impr ~ 

bable. 

El hecho de que no exista especificidad con respecto al 

inhibidor impermeable utilizado, junto con el resultado indic a n 

do que la membrana probalemente se modifica por una proteína v i r a 

nos induce a suponer, que la base molecular de esta modifica c i ó n 

de la membrana se debe al hecho de que un t i po, o var i o s , d e p r~ 

teínas virales son capaces de insertarse e n la membrana pla s m á t~ 

ca formando al 1 í agrupaciones especiale s, que dejarían po r os de 

un diámetro aproximado de lOA (16), a través de los cuales po­

drían pasar moléculas de bajo peso molecular . 
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2.5. Estudios en otros sistemas virales 

Después de haber comprobado en el sistema de picornavirus 

toda una serie de hechos que están de acuerdo con el modelo 

anteriormente enunciado, quisimos extender estos estudios a 

otras familias de virus (ver clasificación en la Figura 14). 

Como primer criterio indicador de que el desarrollo de un vl 

rus determinado va a inducir modificaciones funcionales en la 

membrana, ensayamos el efecto~ vitre que tienen los iones mo 

novalentes en la traducción de los mRNAs procedentes de disti~ 

tos sistemas virales. La lógica de estos experimentos consiste 

en asumir que si la traducción de un mRNA determinado requiere 

un óptimo de ión monovalente superior al óptimo para la traduc­

ción de los mRNAs celulares, eso podría indicar que el mRNA 

indicado se traduce cuando existe una mayor concentración de 

iones en el citoplasma celular debido a las modificaciones pr~ 

ducidas en las propiedades de la membrana. 

Un sistema adecuado para probar este punto lo constituye 

el virus Senl iki Forest (un Togavirus) . El RNA genómico de este 

v irus se expresa en la etapa temprana del ciclo viral, cuando no 

hay inhibición de la síntesis de proteínas, dando lugar a las pr~ 

teínas no estructurales. En la fase tardía de la infección el 

mRNA subgenómico 265 comienza a sintetizar las proteínas estru~ 

turales del virión observándose a la vez una inhibición paralela 

en la síntesis de proteínas celulares y en la traducción del RNA 

genómico 425 (ver esquema de la Figura 15). Según nuestro modelo, 

la predicción en este caso sería que la traducción del mRNA 265 

tendría un óptimo de iones monovalentes superior al de los mRNAs 

celulares y al .mRNA 425, ya que el mRNA 265 se traduce en la cé­

lula infectada cuando hay inhibición de la síntesis de proteínas 

celular y esto será debido a un incremento en la concentración 

iónica del citoplasma. 
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La Figura 16 muestra como realmente existe una clara dife-

rencia entre los óptimos iónicos para la traducción de los 

mRNAs 26S y 42S. Queremos destacar de nuevo, que en las con-

diciones óptimas para la traducción del mRNA 26S (100 mH KCI) 

no se da apenas síntesis de proteínas dirigida por el mRNA 42S . 

Una consecuencia fisiológica de este hecho es que el RNA genóml 

co quedaría desnudo y dispuesto para la morfogénesis viral en 

el momento en que comienzan a sintetizarse las proteínas de la 

cubierta del virión. 

Un hecho similar al anterior se encontró con el mRNA 16S del 

virus del polioma (un Papovavirus) que codifica para la síntesis 

de la proteína mayoritaria de la cubierta VPl. Este experimento 

se ilustra en las Figuras 17 y 18. En este caso hemos añadido 

al sistema de traducción in vitro todos los mRNAs que existen 

en el c it o plasma de una célula 3T6 infectada por el v irus del 

po li oma. Es imp o rtante o bser v ar como variando simplemen te la 

con c en t ra c i ón d e KCI en el sistema in vitro hacemo s que cambie 

totalmente el tipo de proteínas sintetizadas . 

De manera análoga a lo anteriormente descrito ocurre en el 

caso de virus c o n genoma RNA negativo , tales como el virus de la 

estomatitis vesicular y el virus de la influenza (Fig . 19) 

Después de ! levar a cabo estos estudios l.!!. vitro, ensayamos 

si habría cambios en las propiedades d e la permeabilidad de la 

membrana en c élulas infectadas por Togavirus o Papovavirus. Para 

ello ut i lizamos el método de los inhibidores impermeables de s cri-

to en e 1 aparta do anterior . Hemos observado que e 1 GppCH 2 p prod~ 

ce el efecto inhibidor selectivo en células infectadas por meng~ 

virus y por virus del Senliki Forest (Fig . 20). Este efecto no 

se observó en células CVl infectadas por SV40, sin embargo , uti-

1 izando otros inhibidores impermeables de síntesis de proteínas, 

que son más potentes l.!!. vitro que el GppCH 2 p, se ha comprobado 

que incluso en este último sistema hay una clara modificación 
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Figura 18. Anál isls densltom~trlco de les protefnes slntetlze­

das en el sistema de germen de trigo, en respueste • loa •RIAs 
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en las prop i edades de permeab i lidad de la membrana a compuestos 

inhibidores . 
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15. - t,"valuación de Proyectos de Inversión en una Empresa de 
producción y distribución de Energía Eléctrica. 
Felipe Ruíz López (lngenieria. Extranjero , 1974) 
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por proteasas lisosomales. /Pedro Sánchez Lazo. (Medicina, 
Farmacia y Veterinaria. Extranjero, 1975). 
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