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RESUMEN

El virus de la poliomielitis (poliovirus) ha sido usado como
modelo para el estudio del mecanismo de traduccién alternativo,
conocido como traduccién independiente de cap. El1 RNAm de
poliovirus posee ciertas caracteristicas estructurales que lo hacen
diferente a la mayoria de las RNAm celulares como: a) una regién no
traducida 5' (RNT S'} larga y de estructura secundaria compleja y
b) la ausencia de la estructura "cap" en el extremo 5'. La RNT 5'
regula la traduccién y replicacién viral y estd involucrada en
modular la atenuacién y virulencia de las cepas. En este trabajo,
analizamos la replicacién y traduccién de 5 cepas virales con
cambios puntuales en la RNT 5', en dos lineas celulares diferentes
Hela y SK-N-SH. Las cepas con cambios puntuales en las bases 472 y
482 (SFP8 y SFP7) que desestabilizan la estructura secundaria del
dominio VI de la RNT 5'y cuyo fenotipo es atenuado fueron
deficientes en replicacidn y traduccidén tanto en células Hela como
células nerviosas (SK-N-SH).

La revertante de la cepa SFP8 llamada V957 cuyos cambios en las
bases 482 y 529, restablecen la estructura secundaria del dominio
VI mostro una eficiente replicacién y traduccién en ambas lineas
celulares. Estos datos enfatizan gque el restablecimiento de la
estructura secundaria conlleva a la recuperacién de la traduccion
y replicacién viral. La secuencia al igual que 1la estructura
secundaria gque adopta la RNT 5' en el RNAm viral, asi como su
interaccién con los factores celulares son determinantes para la
adecuada traduccién independiente de cap.



INTRODUCCION.

GENERALIDADESB:

Los virus Jjuegan un papel central en el andlisis de los
principios generales de 1la Biologia Moderna. Debido a su
simplicidad, se han utilizado como un sistema genético gque ha
permitido conocer la estructura y funcién de genes eucariéticos.

Por lo anterior, la Virologia se ha constituido como un nuevo
campo de investigacidén cuyos inicios se remontan al siglo XIX, con
los trabajos realizados por Pasteur en 1881. Hacia 1949 Enders y
cols., observaron el crecimiento de poliovirus en cultivos
celulares, iniciandose asi una nueva era de la Virologia.

Posteriormente se han realizado un gran namero de estudios
encaminados al aislamiento de muchos virus involucrados en
enfermedades de importancia para el hombre, animales y plantas
(Fields, 1990).

A partir de la década de los 60's, el principal interés de la
genética fue el estudio de los mecanismos por los cuales se regulan
las funciones celulares, asi como la maguinaria fundamental de la
célula. Una serie de investigaciones abordaron estudios tendientes
a conocer los mecanismos gue regulan la expresién del genoma, a
partir de los cuales se hicieron los principales avances sobre las

funciones celulares durante los pasados 50 afilos desde el punto de



vista " Molecular" y se han debido al estudio de virus y de
sistemas Virus-Célula. Los primeros estudios fueron realizados por
Delbruck, Luria, y Hershey con virus bacterianos, revelaron con
gran detalle el control de la transcripcién de la informacién
genética (Goodheart, 1969 ; Tapia,199%0).

Por otra parte, los virus de animales han sido usados como una
herramienta importante para elucidar los mecanismos regqulatorios
involucrados en la traduccién, transcripcién y replicacidén en
células eucariotas, ejemplo de ésto son los virus que infectan
células de mamifero. Entre los avances mds importantes que podemos
mencionar, estan los estudios de replicacién del DNA utilizando al
virus SV 40 y poliomavirus como andlogo de cromatina celular; el
procesamiento del RNA "splicing" utilizando a adenovirus como
modelo de estudio; experimentos sobre regulacién de 1la
transcripcién usando DNA's virales como molde & bien como vehiculos
de clonacién. En resimen, los virus han Jjugado un papel muy
importante dentro de 1la Biologia Molecular, ademi&s de ser
utilizados como vehiculos de clonacién y expresién en experimentos
importantes de la regulacidén celular (Tapia, 1990).

Actualmente la Virologia se ha enfocado ademds del aislamiento,
propagacidén y caracterizacién antigénica de un virus, a entender a
nivel molecular; la naturaleza del virus, la interaccidn virus -
huésped, las bases moleculares de la atenuacidn, y todos los
mecanismos gue intervienen en la patogenia del virus, ya que solo
de ésta manera se lograran diseflar métodos de diagndstico, control

y erradicacién de enfermedades virales.



Los virus son una clase dnica de agentes infecciosos gue se
distinguen por ser pequefios parasitos intracelulares obligados
(Davis y cols., 1983), cuyo genoma consiste de un solo tipo de
dcido nucléico, DNA 6 RNA, el cual se reproduce dentro de las
células vivas, utilizando su maquinaria sintética para dirigir la
sintesis de particulas especializadas, "los viriones", due
contienen el genoma viral y lo transfieren a otras células
(Luria y cols.,1978) (Fig.1).

Hasta la fecha se han identificado cientos de virus
inmunolégicamente diferentes que producen enfermedades de diversa
indole: Dengue, Fiebre amarilla, Sarampibén, Rubeola, Hepatitis,
Influenza, Resfriado comin, SIDA, Poliomielitis, Paperas, etc; por
mencionar solo algunos (Pizarro-Suarez, 1971) los cuales estan
ampliamente distribuidos en todas las regiones de la tierra, y gque
plantean problemas que difieren completamente de 1los que se
presentan cuando se trabaja con otro tipo de microorganismos
(Tapia,1990). Por otra parte, si bien es cierto que la produccién
de virus animales y bacterianos involucra los mismos eventos:
replicacién, transcripcién y traduccidén, los mecanismos de
expresién difieren en varios aspectos, como: la naturaleza del
acido nucleico del que esta constituido el virus, el mecanismo de
replicacién, la via de entrada, la polaridad del material genético,
el tipo de huésped y su respuesta, las enzimas involucradas en su
multiplicacién, etc. Estas caracteristicas han permitido generar
miltiples grupos de clasificacién taxonémicas (Baltimore,1971;

Bachrach 1978; Matthews,1982), en donde, los virus son agrupados en



FAMILIAS DE VIRUS QUE INFECTAN VERTEBRADOS
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Figura 1.- ESQUEMA DE FAMILIAS VIRALES QUE INFECTAN VERTEBRADOS.

Aqui se incluyen todos los virus de vertebrados tanto de DNA cadena
sencilla y doble con envoltura y sin ella, asi como aguellos virus
de RNA tambien de cadena doble & sencilla, envueltos y no
envueltos, dentro de los cuales se ubica la familia Picornaviridae
a la cual pertenece Poliovirus.
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clases, dependiendo del método de transmitir la informacién

genética de una generacién a la siguiente (Matthews,b1982) (Fig. 1).

GENERALIDADEE DE POLIOVIRUS:

De acuerdo a la clasificacién propuesta por Matthews, el virus
de la Poliomielitis pertenece a la familia Picornaviridae (pico
pequefio, RNA dcido ribonucleico), la cual se caracteriza porque sus
miembros son pegquefios (20-30 nm), de forma icosaédrica, desnudos,
con un genoma de RNA de cadena sencilla, polaridad positiva,
(Rueckert, 1985;, Koch and Koch, 1985). La familia incluye 5
géneros: Enterovirus (poliovirus, coxsackievirus, echovirus, y
otros) Rinovirus, Cardiovirus, Aftovirus y Hepatovirus (Cooper,
et.al, 1978; Matthews, 1982). Los Picornavirus constituyen el grupo
mis importante de agentes patégenos para el hombre; ya que existen
alrededor de 72 tipos de enterovirus y mids de 100 serotipos de
rinovirus que lo afectan directamente (Matthews, 1982;

Tapia, 1990), es por ello que su estudio se ha convertido en uno de
los principales temas de trabajo para muchos Bidlogos Moleculares.

Este grupo de virus anmimales por ser los mis pequefios y simples
conocideos, ademds de la simplicidad con que se propagan Y
purifican, poseen virtudes técnicas gque los hacen un modelo ideal
para detallar la investigacién molecular. Durante los pasados 15
afios estas caracteristicas han permitido usarlos para estudiar los

mecanismos de la expresién genética tanto celular como viral



(Rekosh, 1977).

Las investigaciones han permitido determinar gue las infecciones
por Picornavirus causan dramdticos cambios en el metabolismo
macromolecular (Fields,1990), pues la proporcién de RNA sintetizado
declina répidamente después de la infeccifén, acompafiado por la
sintesis vigorosa del RNA viral en el citoplasma (Fields, 1990).

Poliovirus es el prototipo de esta familia y muchos
descubrimientos claves han emergido de investigaciones realizadas
con é&l, su importancia radica en la devastante y, en ocasiones,
letal enfermedad que provoca en sus victimas (Fenner y cols., 1972;
Melnick, 1976). La poliomielitis (pardlisis infantil) es una
enfermedad febril aguda, gue se manifiesta en general por debilidad
y pardlisis de las extremidades. Las alteraciones m&s importantes
se presentan en la médula espinal que muestra gran congestidn
vascular, especialmente en las astas anteriores (Hashimoto, et.al,
1984; Del Angel, 1990).

La penetracién del virus al organismo se lleva a cabo por via
oral, llegando al tracto intestinal en donde causa lesiones
ligeras. La diseminacién al resto del organismo ocurre por Via
sanguinea 6 neuronal, por las cuales llega al sistema nervioso
central, estableciendose en los nervios periféricos causando la
muerte celular, que explica el sindrome clinico de la paréalisis y,

en contados casos, la muerte del individuo (Racaniello, 1988).



CARACTERIBTICAS DEL VIRION:

El virién de poliovirus es pequefio, con didmetro aproximado de
20-30 nm, forma icosaédrica y sin envoltura. La cubierta protéica
del virus se compone de 60 copias de cada proteina estructural:
VP1, VP2, VP3,y VP4 con pesos moleculares de 34, 30, 26 y 7 KDa
respectivamente (Fig. 2).

Su genoma consiste de una cadena sencilla de RNA de polaridad
positiva (RNA') correspondiente a 30% de su peso. Esta cadena de
RNA tiene un peso de 2.41 x 10° Da. y un coeficiente de
sedimentacién de 35S (Babich, et.al,1980; Golin, et.al, 1980;
Hewlett, M. 1980; Kitamura, et.al, 1981; Wimmer, E. 1982; Cajero,6M.
1991) con 7433 nucledtidos y una composicién de bases de A: 30.2%,
G: 22.8%, C: 23.1% y U: 23.9% (Kitamura y cols. 1981; Candelario,
1986) .

El RNA viral puede dividirse en una regién no traducida 5°'
(RNT 5') de 743 nucledtidos, una zona de marco abierto de lectura
y una regidén no traducida 3'(RNT 3') de 72 nuclebétidos (Kitamura y
cols. 1981; Racaniello, V. 1988; Cajero, M. 1991). El genoma y el
RNA mensajero (mRNA) de poliovirus son idénticos en secuencia
nucleotidica y difieren fnicamente en la presencia (en el RNA
gendmico) 6 ausencia (en el mRNA) de una proteina denominada VPg
unida covalentemente al extremo 5' terminal del RNA (Lee, et.al,
1977; Flanegan,et.al, 1977; Nomoto, et. al, 1977; Del Angel, 1990).

El mRNA viral por tanto, carece de la estructura " cap "



Figura 2.- ESTRUCTURA ICOSAEDRICA DE LAS PARTICULAS VIRALES DE
PICORNAVIRUS. Las proteinas VP1,2 y 3 estan expuestas en la
superficie de la particula, la proteina VP4 se halla hacia el
interior de la cadpside formando la particula viral madura. ( Tomado
de Cann, 1993 ).
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que la mayoria de los mRNA de eucariotes, el mRNA de poliovirus
posee un segmento de poli-A en el extremo 3' terminal (Armstrong,
et.al,1972) con una longitud promedio de 60 residuos (Spector,
et. al, 1974), el cual se cree participa en la replicacidén viral,
permitiendo la sintesis del RNA polaridad negativa (Dasgupta,

et. al, 1980; Spector, et. al, 1974; Cajero, 1991).

La regidén del marco abierto de lectura del mRNA, codifica todas
las proteinas estructurales y no estructurales maduras (Nicklin,
et., al, 1986; Pallasch, et.al,1984) (Fig. 3). Las proteinas de
capside VP1, VP2 y VP3 estan entrelazadas entre si y expuestas al
exterior; mientras gque la proteina VP4 es enteramente interna;
estas proteinas estan ubicadas en el amino terminal de una
poliproteina que es el producto de traduccién del mRNA de
poliovirus cuyo P.M. es de 247,000 daltones. Las proteinas gque
intervienen en la replicacién viral se encuentran hacia el extremo

3'terminal del genoma viral (regiones P2 y P3).

INFECCION VIRAL:

El ciclo replicativo de poliovirus inicia con la unién del virus
(capside), a un receptor celular especifico en la superficie de la
célula huesped; con lo cual se inicia una serie de eventos
complejos: adsorcidén, penetracién y liberacién del genoma en el
citoplasma (Cajero, 1991; Tapia, 1990). El receptor de poliovirus
es una proteina integral de membrana con aminodcidos y dominios

1 B 3
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5'v = -1 s
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l‘iqura 3 .- ESTRUCTURA GENOMICA DE POLIOVIRUS.

El genoma de RNA de cadena sencilla de poliovirus muestra la
proteina VPg unida al extremo 5' en la RNT y las regiones P1
(estructural) P2 y P3 (no estructural) de la poliproteina (Tomado
de Nicklin y cols 1986).
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caracteristicos de 1los miembros de 1la superfamilia de las
inmunoglobulinas (Mendelson, et. al, 1989; Del Angel, 1990). En
células Hela se ha calculado que existen aproximadamente 100,000
receptores para el virus por célula (Miller, et. al, 1974). En la
estructura tridimensional de los virus pertenecientes a la familia
de los picornavirus existe un foso 6 cavidad que esta involucrada
en la unidén al receptor. Durante la adsorcidén, aparentemente las 4
proteinas participan (VP1,VP2,VP3 y VP4), aungque el polipéptido VP4
parece participar de manera mas directa, dado que la perdida de
esta proteina estd asociada a una baja infectividad del virus. Una
vez que el virus se ha unido al receptor se lleva a cabo la
penetracién mediada por endosomas (Willingmann, et. al, 1989) en
donde ademis se realiza el desnudamiento (Luria, 1978) que permite
que el RNAv, sea liberado en el citoplasma de la célula huésped
(Luria, 1978).

El desnudamiento involucra el rearreglc de dos proteinas de la
cédpside (VP2 y VP4), seguida de la disociacién de VPl (Rueckert,
1976; Del Angel, 1990). Una vez que se expresa el genoma viral, se
producen alrededor de 15 proteinas virales entre las que se
encuentran las proteinas estructurales VPO, VPl y VP3, mismas que
se agrupan formando la procédpside que, a su vez, al asociarse a una
molécula de RNA viral pasa a un estadio posterior de maduracidn,
"El Provirién" (Ferndndez-Tomas, et.al, 1973; Del Angel,1990).

Esta ribonucleoproteina, mediante procesamiento de VPO a VP2 y
VP4, da origen a la particula viral madura 6 wviridén, gque se

encuentra formado por 60 unidades idénticas (protémeros) de las
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cuatro proteinas estructurales que rearregladas de manera estable
Yy simétrica, forman la cdpside (Rueckert, 1976; Del Angel, 1990;
Cajero, 1991). En el transcurso de la infeccidn, los constituyentes
virales se sintetizan y ensamblan para formar la progenie viral.
Posteriormente hay una perdida irreversible de la capacidad
celular para sintetizar cualquier macromolécula celular 6 viral,
finalizando el ciclo viral con la liberacién de viriones maduros y
la 1lisis celular (Luria et al, 1978; Del Angel, 1990). Se ha
observado que la infeccién de células permisivas con el virus
inhibe la replicacién, la transcripcién y traduccién celulares;
estos dos dltimos procesos son inhibidos durante la infeccién
temprana, mientras que la inhibicién en la replicacién del DNA es

un proceso tardio, del cual se conoce poco. (Del Angel, 1990)

REPLICACION VIRAL:

Se sabe que la replicacidén del RNA se lleva a cabo en complejos
membranosos, pero se desconoce como es gue el molde del RNA y las
proteinas involucradas en este proceso se secuestran en este
complejo, por lo que todo el ciclo replicativo de poliovirus se
lleva a cabo en el citoplasma (Detjen, et.al, 1978) independiente
de la maquinaria de la cé&lula infectada.

Mediante estudios de cinéticas de replicacién y traduccién con
precursores radiactivos se ha podido establecer que el tiempo

aproximado para la sintesis de moléculas de RNAvV, es de
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Figqura 4.- REPRESENTACION DEL CICLO REPLICATIVO DE POLIOVIRUS.

El virion se une a su receptor celular y penetra hacia el interior
celular por el mecanismo conocido como endocitosis mediada por
receptor; el RNA viral se desnuda de la cubierta viral, para
iniciar la traduccién del genoma y generar las proteinas virales
necesarias para generar nuevas particulas virales y sintetizar
moléculas de RNA® que se encapsidan & sirven de templados para su
traducciédn (Tomado de Wimmer, 1987;modificado de Kitamura,1980).
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aproximadamente 45 segundos.

El proceso de replicacién viral se inicia con la sintesis de un
RNA viral de polaridad negativa, el cual sirve de molde para la
sintesis de moléculas de RNA de polaridad positiva, las cuales
pueden traducirse & bien servir como nuevos RNA's capaces de ser
encapsidados (Almond, 1987) (Fig. 4).

Se ha visto que la replicacién de poliovirus requiere de la
participacidén de proteinas de la célula huésped asi como de
proteinas virales (Takeda, et.al, 1986; Cajero, 1991).

La enzima viral encargada de la sintesis del RNA es la proteina
3D 6 replicasa viral; estd codificada en la regién P3 del genoma
viral hacia el extremo 3', y depende de RNA y de un factor celular
para llevar a cabo su funciébn. El1 factor celular se conoce como
p36; el cual esta asociado a un complejo ribonucleoproteico de
replicacién que se forma alrededor de los nuclebtidos 1-88 del RNA
de poliovirus (Andino, 1993) aungue el papel de este complejo no ha
sido probado (Borman, 1994). Durante el proceso de replicacién del
genoma viral se han observado 3 poblaciones de RNA con diferentes
coeficientes de sedimentacién; un RNA de una sola cadena 35S, un
RNA de doble cadena 185 conocido como intermediario replicativo gue
es infectivo (Levintow, 1974) y otro RNA también de doble cadena
20S conocido como forma replicativa (Levintow, 1974) el cual
también es infectivo y se piensa que podria ser un intermediario

replicativo gque ha terminado la sintesis.
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TRADUCCION VIRAL:

Como ya se menciond anteriormente el mRNA de poliovirus al ser
traducido da como producto Gnico una poliproteina de alto peso
molecular, la cual es procesada inicialmente en 3 productos
denominados P1, P2 y P3. Estos polipéptidos codifican tanto para
las proteinas estructurales (P1l) como para las no estructurales del
virus (P2 y P3). El mRNA viral es monocistrénico y el sitio de
inicio de la traduccién se localiza en el nuclebdtido 743 y el de
terminacién en el nucleétido 7369 (Dorner, et.al, 1982) (Fig. 5).

El precursor primario P1 origina, por procesamiento proteolitico
(proteasa 3CD) a las proteinas de capside, VPO, VP1 y VP3. Se ha
establecido que este polipéptido actGa comc cofactor para la
iniciacién de la sintesis de RNA y que se une en presencia de un
factor celular del huesped & viral al extremo 5' del tallo-burbuja
del RNA (Andino et al, 1990; Andino et al, 1990 b; Wimmmer, 1993).

Ademds Andino y cols; sugieren que este complejo consiste de una
proteina viral y celular y que juegan un papel importante en la
iniciacién de la sintesis de la cadena positiva del RNA gque puede
servir para estabilizar parcialmente el RNA de forma replicativa
(Wimmer ,E y Nomoto,A. 1993). VPO al ser procesada por esta misma
enzima genera a VP2 y VP4 en el estadio final durante la maduracién
del virus (Jole, J. 1988; Larsen, et.al, 1981, 1982 Cajero, 1991).

Por procesamiento de los polipéptidos P2 y P3 se producen dos
proteinas gque actian en la replicacién wviral, P2C y P3D, en la

primera, se haya el locus de resistencia a guanidina que es un
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Pigura 5.- PROCESAMIENTO DE LA POLIPROTEINA DE POLIOVIRUS.

En el esquema se indican las Regiones No Traducidas 5' y 3' del RNA
viral y los sitios de inicio y terminacién de la traduccién,
representadas en la linea continua. Las 1lineas onduladas
corresponden a los productos del procesamiento proteolitico que
sufre la poliproteina, indicandose los nombres de dichos productos
¥y los numeros en paréntesis corresponden a los pesos moleculares
calculados por secuencia de amino&cidos (Tomado de Wimmer y Nomoto,
1993, modificado de Kitamura, N. 19%81)
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inhibidor de la replicaci6én viral (Pincus,et.al, 1986; Anderson-
Sillman, et.al, 1984; Del Angel,b1990) mientras que la proteina P3D,
conocida como la replicasa viral, es la responsable directa de la
sintesis del RNA viral (Flanegan, et.al, 1979). Otra proteina de la
regién P2 es 2A la cual es tambien responsable del procesamiento de
la poliproteina y de la inhibicién de la sintesis de proteinas de
la célula huésped, ademds de ser un activador traduccional (Hellen,
1992; Lee, 1988; Sonenberg,1987; Molla, 1993; Hambidge, 1992;
Wimmer, 1993). Se ha visto que tanto 3CP™ y 2AP™ modifican &
inactivan un factor de transcripcién dependiente de polimerasa III
(TFIIIC) y a la proteina celular que se une a la caja TATA (TFIIB)
por lo cual estas dos proteinas virales irreversiblemente inhiben
la traducciébn y transcripcién celular; siendo wuna de las
principales estrategias por las gque peliovirus mata a la célula
huesped en infeccibnes liticas (Wimmer, 1993).

En el precursor P3 se encuentran codificadas las proteinas VPg,
P3B, P3C y P3D; la funcién de P3B se desconoce hasta ahora (Emini,
et.al, 1982; Nicklin, et.al, 1986; Pallasch, et.al, 1984; Cajero,
1991), mientras que VPg es una proteina que se une covalentemente
al extremo 5' y gue esta ausente en el mRNA viral como ya se
menciond con anterioridad (Crawford, et.al, 1983; Del Angel, 1990).

Algunos precursores de la poliproteina pueden ser usados en
funciones especificas en la replicacién viral, distintas de la
funcién que realizan cuando son procesados (Wimmer, 1993) (Fig. 5).

Ahora bien, como poliovirus necesita de su replicasa para

poder llevar a cabo la sintesis de particulas virales; el primer
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paso después de la infeccién por poliovirus es la traduccién de su
mRNA, evento fundamental en el proceso infeccioso, ya gue de é1
depende la multiplicacién viral. Como se menciond anteriormente, el
mRNA de poliovirus carece de la estructura "cap" en el extremo 5',
por lo que su traduccién es diferente de la llevada a cabo con los
RNA's mensajeros celulares. A pesar de gque no se conoce el
mecanismo exacto gue sigue el virus de la poliomielitis para

traducirse, se sabe que la RNT 5' juega un papel muy importante.

ANTECEDENTES

REGION NO TRADUCIDA 5' (RNT 5'):

Recientemente se ha puesto de manifiesto que la regidn no
traducida 5' de poliovirus (RNT 5') juega un papel importante en la
expresidén del virus. Las funciones, se han elucidado a través de
experimentos de recombinacién genética, construccién de virus
guiméricos, mutagenésis dirigida, deleciones e inserciones y
estudios computacionales. Como su nombre lo indica se encuentra
localizada en el extremo 5' del mRNA viral y esta formada por 743
bases (Dorner, et.al, 1982). La RNT 5' contiene 7 codones
potenciales de iniciacién, de los cuales 3 conservan la misma
posicién en los tres serotipos de poliovirus (Kitamura, et.al,

1981; Racaniello, et.al, 1981; Toyoda, et.al, 1984) y otros
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miembros del género.

La modificacién de los primeros 6 codones se ha visto gque no
produce un cambio en el fenotipo del virus resultante, sin embargo
la modificacién localizada en el séptimo codén localizado justo
antes del triplete AUG usado para el inicié de la traduccién viral,
reduce la capacidad traduccional del virus obtenido (Pelletier,
1988) . Esta evidencia sugiere una cierta funcionalidad, al menos de
este coddén, como una sefial control de la traduccién (Agol, 1991).

La RNT 5' es la mas conservada del genoma entre los Enterovirus
y entre los enterovirus y rinovirus; su estructura primaria esta
conservada en los primeros 650 nucledtidos (Poyry, 1992; Toyoda,
1984; Wimmer, 1993); pequeflas mutaciones en esta regién influyen
tanto en el fenotipo atenuado 6 wvirulento y su traduccién
independiente de cap, sugieren que la estructura secundaria podria
ser importante para su funcién (Evans, 1985; Trono, 1988; Wimmer,
1993).

Hay evidencias de que en poliovirus y otros miembros de los
picornavirus la RNT 5' posee una extensa estructura secundaria. Se
considera que la estructura secundaria m&s que la estructura
primaria es importante para la replicacién eficiente del genoma
(Andino comunicacién personal; Agol, 1991) pues una delecién de 4
pb da como resultado una viabilidad viral disminuida (Kuge y
Nomoto, 1987; Agol, 1991) mientras que la insercién de 4 pb en esta
misma regién, produce una mutante con fenotipo termosensible y de
placa pequefia, asi como una severa lesidén en la sintesis de RNA

viral (Trono et.al, 1988a; Agol, 1991).
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En cuanto a la replicacién relacionada con la RNT 5' se ha
encontrado que una mutacién puntual en la posicién 472 de
poliovirus tipo 3 y en la 480 de poliovirus tipo 1, puede afectar
dramidticamente la replicacién en cultivos celulares (Cajero, 1991);
ademds se sabe que la informacién contenida en la secuencia ubicada
entre la posicidén 551-563 juega un papel esencial en la replicacién
viral y gue la secuencia comprendida entre las bases 561-599
mantienen la eficiencia en ciertos pasos de la replicacién viral.

Asi mismo se ha postulado que la proteina 3C interactia con la
horguilla de la RNT 5' de poliovirus (posicién 2-9/82-88) y que
esta interaccién estd involucrada en la replicacién del genoma
viral (Andino et.al, 1990; Agol, 1991).

La necesidad de secuencias y factores sugiere una posible
interaccién RNA-proteina como primer paso en la traduccién viral.

En experimentos realizados por Nicklin y cols. (1987), se ha
encontrado que la RNT 5' no es esencial para la traduccién "in
vitro", sin embargo, si lo es para la traduccién que se lleva a
cabo "in vivo" y la delecién de los primeros 115 nucledtidos de la
RNT no produce virus infectivos después de la transfeccién del RNA
viral (Johnson y Semler, 1988; Racaniello y Baltimore, 1981b;
Tapia, 1990).

Adem&s se ha visto que la eliminacién de aproximadamente 140
nuclebétidos de la RNT 5' en algunas ocasiones decrementa la
actividad de esta regién (Pelletier et.al, 1988b; Pelletier y

Sonenberg, 1988; Agol, 1991).
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La manipulacién genética de esta RNT 5' ha permitido 1la
obtencién de virus mutantes gque expresan fenotipos iguales al
silvestre, mutantes que presentan deficiencias en replicacién y/o
traduccién viral y algunas otras que resultan ser letales (Kuge
et.al, 1987; La Monica et.al, 1986; Omata et.al, 1986; Racaniello
et.al, 1986; Svitkin, 1985). Los mutantes que resultan ser
deficientes en traduccién y replicacién son atenuados, lo cual
sugiere gue el procesc de traduccién viral y neurovirulencia estan
correlacionados ya que a menor eficiencia de traduccién viral, se
requiere de mas tiempo para la replicacidn y esto da oportunidad al
huésped a generar Ab contra el virus y desde luego disminuir el
efecto virulento (Del Angel, 1990).

También se ha observado que las variantes & cambios gque
modifican severamente la viabilidad del virus, se localizan en
regiones con una estructura secundaria compleja; y que, como se
menciond, anteriormente se encuentra muy conservada en varios
picornavirus, lo cual es indicativo de que la estructura de la RNT
5' juega un papel importante en el proceso replicativo del virus.

Otros posibles papeles de la RNT 5' podrian ser en la unién de
la RNA-polimerasa viral al extremo 3' de la cadena positiva y/o tal
vez en el empagquetamiento y ensamble del RNA de cadena positiva en
los viriones, asi como en la unién presumible de moléculas
regulatorias que controlan la replicacién y traduccién del RNA
viral (Trono et.al, 1988; Andino, R. 1990; Caijero, 1991).

Lo conservado de la secuencia y las propiedades regulatorias de

la RNT, ofrece el potencial de ensayar nuevas vacunas Vivas
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atenuadas, construidas por ingenieria genética incapaces de
revertir a la neurovirulencia (Pelletier, 1988; Racaniello, 1988),
asi como 1la posibilidad de estudiar el curso gque sigue una
infeccién viral y la patogenicidad molecular, que puedan permitir
evaluar el porcentaje de reversién al fenotipo virulento "in vitro"
e "in vivo", empleando una combinacién de la técnica de PCR y

endonucleasas de restriccién, etc. (Cajero, 1992).

IMPORTANCIA DE LA RNT 5' DE POLIOVIRUS:

Los estudios realizados por diversos grupos con la RNT 5'
sugieren una relacién cercana entre secuencia y estructura
secundaria; eficiencia de traduccidén y neurovirulencia. Sin embargo
hasta el momento no es claro como una modificacién en secuencia es
capaz de generar una serie de cambios en el virus reduciendo su
capacidad traduccional y su virulencia (Del Angel, 1990).

Es importante considerar que adem&s de ser la RNT una regién que
evolutivamente se encuentra muy conservada, la estructura
secundaria que posee puede jugar un papel en el mecanismo de
traduccién independiente de "cap".

En base a todo esto se proponen 7 dominios involucrados en el
control de la traduccién (Fig. 6). Los 2 primeros dominios que van
de los nucledétidos 10-34 y 51-78 al parecer no son esenciales para
la funcionalidad de la RNT 5' de poliovirus (Meerovitch vy

Sonenberg, 1993).
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Por ensayos de delecién en el sitio de unién interno de
ribosomas de poliovirus realizados tanto "in vitro" como "in vivo"
se ha podido delimitar la regién necesaria para la traduccién
independiente de cap; comprende de los nuclebétidos 134 a 556;
sugiriendose gue gran parte de esta regién es importante para la
interaccién directa con 1la maquinaria traduccional 6 el
mantenimiento de la estructura secundaria y terciaria de esta
interaccién. Mutaciones puntuales que modifican el tallo 6 en la
secuencia del loop del dominio III suprimen la traduccidn interna
(Nicholson, et.al, 1991; Meerovitch, 1993) mientras que, mutaciones
compensatorias restauran la traduccién, lo que sugiere que la
integridad de este dominio es importante para su funcién (Perez-
Bercoff, comunicacidén personal; Meerovitch, 1993).

El dominio IV gue va del nucleétido 189 al 223, no es esencial,
ya que su delecidén tiene un pequefio efecto en la traduccién
(Nicholson, 1991; Dildine y Semler, 1988, 1991; Meerovitch, 1993).

Sin embargo, cambios en este loop podria afectar negativamente
la estructura terciaria del sitio de unidén interno del ribosoma.

Deleciones internas y pequefias inserciones en el dominio V
sugieren gue esta regién es esencial para la traduccién interna
(Trono, 1988; Kuge, 1987; Nicholson, 1991; Meerovitch, 1993)

(Fig. 6). Diferentes mutantes, en las que se supone una disrupcién
en un par de bases en el dominio VI resultaron ser virus no
infectivos sugiriendo gue esta estructura es requerida para la

traduccidén eficiente (Haller, 1992; Meerovitch, 1993).
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Figura 6.- REPRESENTACION ESQUEMATICA DE LA RNT 5' DE POLIOVIRUS.

En el cual se indican los 7 dominios en los que se ha dividido la
RNT 5' y las posiciones de los nucledtidos de inicio y termino de
cada dominio; asi como la regién requerida para la traduccidén cap-
independiente (RLP) sitio de unién interna del ribosoma (Tomado de
Meerovitch y Sonenberg,1993).
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Se ha sugerido que el espacio entre los dominios IV-V y V=VI
juega un papel en el mantenimiento de la integridad estructural
(Nicholson, 1991; Dildine, 1991; Meerovitch, 1993). La integridad
del dominio VII no es critica para la traduccién basal (Meerovitch,
1991; Pilipenko, 1992; Haller, 1992; Meerovitch, 1993) aungque la
secuencia primaria de esta estructura (dentro de la cual se halla
el séptimo coddn AUG de inicidé de la traduccidén) juega un papel
positivo en la modulacién de la traduccién eficiente de poliovirus
(Meerovitch, 1991; Kuge y Nomoto, 1987; Meerovitch, 1993).

Es importante mencionar que la regidén que va del nucleétido 451
a la 559 comprendidos entre los dominios V y VII contienen 1los
principales determinantes de atenuacién y neurovirulencia en los 3
serotipos de poliovirus y que afectan la traduccidn del RNA
(Svitkin, 1990; Meerovitch, 1993) (Figs. 6 y 7).

La regién que va del nuclebtido 634 al codén AUG iniciador
muestra un bajo grado de homologia y por tanto se cree que no tiene
una estructura secundaria estable, y por lo cual se supone que el
ribosoma recorre esta regidén para localizar el coddn AUG de
iniciacién lo cual puede facilitar la traduccién, y esto puede
determinar en parte la independencia a la estructura "cap" en estos
virus (Cajero, 1991). Estas funciones, probablemente, podrian estar
mediadas por la interaccién de polipéptidos celulares con la RNT 5'
(Del Angel, 1989)

Por lo antes expuesto, el estudio de la RNT 5' del genoma de
poliovirus, y su conocimiento detallado tiene una importancia

trascendental, por ejemplo: los andlisis de secuencia gue se han
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hecho y que sugieren gque la mutacién en la posicién 472, puede
producir un cambio significativo en la estructura secundaria de la
RNT 5' (Almond, J. W. 1987). En poliovirus tipo 3 Sabin 3, el virus
atenuado que sufre un solo cambio de U por C en el nucledtido 472
presenta un incremento en la neurovirulencia adem&s de proporcionar
la ventaja de crecer en el intestino humano (Westrop y cols, 1989).

Este cambio, al parecer, es muy drédstico para la estabilidad de
la estructura secundaria, y posiblemente que cambios andlogos sean
importantes tambien en la atenuacién de poliovirus tipo 1 (posicién
480), (segun Skinner y Racaniello, 1989; Kawamura, 1989).

Gracias a numerosos trabajos con 1la RNT de diferentes
picornavirus, se sabe que esta regién no solamente esta involucrada
en los eventos antes mencionados, sino que tambien puede determinar
diversos fenotipos biolégicos como son: tamafio de placas virales,
termosensibilidad y atenuacién y virulencia, entre otros (Agol
1991; Andino, 1990; Bienkowska, 1988; Dildine, 1991; Evans, 1985;

Eustafieva, 1990; Kuge, 1987; La Monica, 1987; Lipton, 1991).
ATENUACION Y VIRULENCIA:

Debido al avance de las técnicas de propagacién de poliovirus en
cultivos celulares, se ha podido caracterizar algunos marcadores de
atenuacién y neurovirulencia. Recientemente se ha investigado las
bases genéticas de esos marcadores Yy su correlacién con
neurovirulencia. Con esta finalidad se han usado poliovirus

recombinantes derivados de poliovirus tipo 1 virulento (Mahoney) y
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la cepa vacunal Sabin tipo 1, cuya termosensibilidad esta
determinada por miltiples mutaciones gque pueden involucrar:
proteinas de la cAipside, la RNA polimerasa 3D y secuencias no
codificantes del extremo 3'; en el caso de la cepa vacunal Sabin 3
su atenuacién parece estar relacionada a una mutacién en 1la
proteina de capside VP3 (Fields, 1990).

La relacién entre neurovirulencia y RNT 5' se ha establecido a
raiz de evidencias encontradas en virus gue manifiestan cambios
puntuales de algunas bases en la RNT 5' y que, al parecer, son
determinantes para estos procesos (Kuge et al, 1987; La Monica et
al, 1988; Omata et al, 1986; Racaniello, 1986; Svitkin et al, 1985;
Del Angel, 1990).

Como se menciond anteriormente, gran variedad de evidencias
sugieren gue un cambio localizado en la posicién 472, en la RNT 5°',
puede ser un determinante importante de virulencia. El1 virus
silvestre con fenotipo virulento y revertantes vacunales virulentos
tienen una Citosina en esta posicidén mientras que cepas atenuadas
tienen un Uracilo (Fields, 1990; Minor et.al, 1993).

Recientemente se ha sugerido que la RNT 5', entre los
nucledtidos 472 y 480, interacciona con factores de iniciacidn de
la traduccidén como eIF-2 y que este cambio de C-U en 472 cambia
esta interaccién, resultando en un decremento en la eficiencia
traduccional de 1la poliproteina viral en cepas atenuadas de
poliovirus; otra mutacién importante para producir atenuacién
parece involucrar la sustitucién de una G por una A en la posicidn

482 en esta regidn (Fields, 1990; Minor et.al, 1993).
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Ahora bien, especificamente, la remocidén de los nucledétidos 630-
726, 622-726 6 600-726 de poliovirus tipo 1 (Sabin) no altera sus
propiedades fenotipicas "in vitro" como el tamafio de placa,
mientras que deleciones mas extensas 570-726 & 564-726 aungue
producen progenie viral, los virus mutantes exhiben
un fenotipo de placas pequefias, debido a crecimiento retardado,
asumiendo que los cambios fenotipicos observados en estas mutantes
se deben principalmente a una funcién alterada de un elemento
control de traduccién que actla en cis, lo cual podria llevar a
concluir que este se hallaria hacia abajo de la regidn entre las
bases 564-600 (Agol, 1991).

Otros experimentos con genomas construidos con segmentos
derivados de cepas atenuadas y virulentas, han establecido
ambiguamente que el fenotipo de la cepa Sabin tipo 1 (Kawamura et
al, 1989) tipo 2 (Moss et al, 1989) y tipo 3 (Westrop et al, 1989)
es debida parcialmente a las peculiaridades de su RNT 5';
particularmente del segmento comprendido entre los nucledtidos 472-
481 (Almond, 1987; Nomoto y Wimmer, 1987; Racaniello, 1988; Agol,
1988; Agol, 1991).

Diversas 1lineas de evidencias sugieren que 1la expresién
fenotipica de las mutantes atenuadas localizadas en la regidn 472-
481 de la RNT 5' es tejido especifica; pues se construyeron 2 cepas
que difieren una de la otra solo en la posicién 472 de su cepa
derivada tipo 3; donde se ha mostrado gue produce un log menos de
virus al probarla en células de neuroblastoma humano (pero no en

HeLa) (La Monica y Racaniello, 1989; Agol et al, 1989; Agol. 1991).
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Otras evidencias de la dependencia del huésped de la expresién
de mutaciones en la regién 472-481 del RNA de poliovirus es el
hecho de que las mutantes exhiben un fenotipo de termosensibilidad
en ciertos tejidos. BAunque esto originalmente sugirid que la
mutacidén puntual atenuante en la RNT 5' de poliovirus podria
conducir a un cambio dramitico en la estructura secundaria (Evans
et al, 1985).

Las mutaciones atenuadas en la RNT 5' localizadas en el dominio
VI (Fig. 7) del IRES de poliovirus, modifican de diferente manera
la estructura secundaria. Para el tipo 2 estd localizada en el loop
interno gque puede influir para la generacién de una estructura
altamente ordenada y/o interacciones con factores que actdan en
trans; mientras gque la mutacidén atenuada en los otros 2 serotipos,
al parecer, desestabilizan una pequefa estructura de tallo. La
sensibilidad del IRES a una mutacién sutil, sugiere gue mucho del
IRES es requerido ya sea para la interaccidén directa de un factor
gue actia en trans 6 para mantener la estructura conformacional del
IRES necesario para su interaccién (Wimmer, 1993).

Lo interesante es el hecho de que esta estructura es conservada
en varios picornavirus, como ya se menciond (Rivera et al, 1988;
Del Angel, 1990), lo cual es indicativo de que la estructura debe
jugar un papel muy importante en el proceso replicativo del virus.
La mayor cantidad de estructuras se localizan entre las base 300 a
la 630, lo cual constituye la zona de independencia al "cap" para

traduccién.
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Figura 7.- Dominio VI de la RNT 5' de poliovirus tipo 3, mostrando
la localizaciébn de los nuclebétidos involucrados en el fenotipo
atenuado (nt 472) y los cambios correspondientes a los otros dos
tipos. (Tomado de Minor, 1993).
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TRADUCCION CAP-INDEPENDIENTE:

Como se sabe el primer evento después de la entrada del virus a
la célula es la traduccidn, por lo tanto es importante explicar la
manera en gue ocurre este proceso durante la infeccidén con
poliovirus. Dentro de la familia a la gue pertenece poliovirus, el
proceso de traduccién difiere significativamente del proceso
llevado a cabo por los mensajeros celulares. Los RNA's mensajeros
virales de esta familia carecen de la estructura "cap", que como ya
se menciond anteriormente, es una guanina metilada en la posicién
7 la cual es de vital importancia para la unién del ribosoma
mediada por el factor eIF-4F, en su lugar se halla la proteina VPg
localizada en los mensajeros virales de los miembros de la familia
Picornaviridae (Schmid y Wimmer, 1994).

Las secuencias, al parecer, involucrados en mediar 1la
independencia al "cap" se encuentran ubicadas entre las bases 300
a la 630, gue se caracteriza por tener estructura secundaria muy
compleja.

Experimentos realizados por Svitkin en 1984 con extractos de
células Hela y empleando RNA de diferentes cepas de poliovirus,
mostraron que la eficiencia de traduccién estéd relacionada con
mutaciones puntuales en la regidén central de la RNT 5' en las bases
472 y 482, lo cual apoya la hipdotesis de elementos regulatorios en
el genoma viral para la unién del ribosoma en la parte interna del
templado. Por estudios con deleciones se ha logrado determinar que

el ribosoma se une a la RNT 5' entre las bases 141-620 (Pelletier
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et. al, 1988; Del Angel, 1990). La unidén interna del ribosoma al
mRNA viral, permite conocer que a diferencia de la traduccién de
los RNA mensajeros celulares, la traduccidén del RNA mensajero viral
no sigue el mecanismo de barrido desde el extremo 5' hasta el codén
AUG, la cual parecia ser universal (Del Angel, 1990).

Asi mismo, analisis de deleciones en poliovirus tipo 2 revelaron
gue secuencias entre los nucledtidos 320-631 fueron suficientes
para la traduccidén cap-independiente en extractos de células
infectadas con poliovirus. En estudios con poliovirus tipo 3, con
mutaciones a lo largo de los nuclebétidos 220-499 se ha visto una
reduccién dramatica de la traducidén cap-independiente tanto "in
vitro" como "in vive" (Trono, 1988).

Durante el curso de la infeccién por poliovirus, hay una
reduccidn considerable en la sintesis de proteinas celulares; en el
caso de células HeLa infectadas con este virus la inﬁibicién ocurre
rapidamente, a la media hora de la unién del virus, penetra a la
célula y desnuda su genoma (Fields, 1990).

La inhibicién en la sintesis de proteinas se ha explicado de
varias formas. Una de ellas, el aumento en la concentracién de Na*
intracelular se incrementa considerablemente como consecuencia de
la modificacién en la permeabilidad de la membrana celular
(Nair, 1984); otra forma, por la acumulacién de RNA de doble
cadena, que llevan a la inactivacién por fosforilacidén del factor
elF-2 requerido para la iniciacidén de la sintesis de proteinas, vy
también por habilidad del RNA viral para autocompetir con el RNA

celular por los componentes de la maguinaria traduccional de ésta
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(Carrasco, 1987; Ehrenfeld, 1984; Fields, 1990). Asi mismo se ha
determinado que la infeccién con poliovirus, causa el procesamiento
de una proteina de 220,000 daltones (P220), la cual forma parte del
complejo llamado "complejo que se une al cap" y gque es una
subunidad del factor eIF-4F necesario para la traduccién cap-
dependiente. La consecuente degradacién de esta proteina lleva a la
utilizacién preferencial de templados virales para traducirse en
ausencia de cap, este fendémeno se ha observado en infecciones con
Enterovirus, Rinovirus y Aftovirus (Cajero, 1992; Enrenfeld, 1984,
1992; Agol,1991). Por ensayos de traduccién "in vitro" se ha
establecido que entre las bases 320-620 de la RNT 5', se encuentra
una regién que confiere al mRNA viral la capacidad de traducirse en
ausencia de "cap". La eliminacién de esta regién impide 1la
traduccién de mRNA viral (Pelletier et. al, 1988); esta funcién
requiere de un elemento que actua en "cis", asi como de ciertos
factores celulares.

Por Gltimo, se ha descrito la fosforilaci6n de la subunidad alfa
del factor elIF-2 que constituye uno de los mecanismos de inhibicién
de la traduccidén de los RNA's mensajeros celulares mds estudiados;
pues es el acarreador del tRNA iniciador y de GTP, ambos necesarios
para la unién de la subunidad ribosomal 40S al extremo 5' del mRNA
a traducirse. Esta inactivacién y la presencia de elementos
regulatorios en la RNT 5' permiten la unién y reconocimiento de
ribosomas con sitios internos del templado de RNA (Agol, 1991).

Uno de estos elementos regulatorios, es aquel que actia en "cis"

dentro de la RNT S5' el cual se une a factores celulares que
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probablemente dirigen a la subunidad 40S hacia una regidén de més de
100 bases hacia abajo del coddén iniciador AUG, sugiriendo que las
proteinas celulares gque participan de la unién del ribosoma al IRES
"internal ribosome entry site" (Jang, 1988) pueden actuar
directamente con el sitio de reconocimiento del ribosoma
(Sonenberg, 1989; Jackson,1990; Gebhard, 1992).

Se han observados estos complejos RNA-Proteinas con la RNT 5' de
poliovirus, entre otras el factor eIF-2, entre los nuclebétidos 98-
182 y 510-629 (Del Angel, 1989). Asi mismo, se han observado
proteinas que interactidan con diferentes regiones de la RNT 5' de
poliovirus. Una de estas es el polipéptido de 50 KDa que se une
covalentemente a un residuo de uracilos en el loop del dominio IV
(Najita, 1990; Meerovitch, 1993). Proteinas de células HeLa también
interactian con los nucledtidos 186-220 en el dominio IV y los
nucledtidos 260-415 en el dominio V (Dildine y Semler, 1992;
Meerovitch, 1993). Asi mismo, se ha observado gue por ensayos de
entrecruzamiento (RNA-Proteina) se unen proteinas de 38 y 48 KDa a
los nuclebdtidos 286-456 al parecer proteinas especificas para la
traduccién de poliovirus (Gebhard, 1992).

Meerovitch y cols. (1989) identificaron una proteina de 52 KDa
en células HelLa gue puede unirse entre los nucledtidos 559-624 a la
RNT 5' de poliovirus estimulando, al parecer la traduccién del RNA
de poliovirus cuando es purificada de células HeLa (Gebhard, 1994;
Meerovitch, 1993). Ademds, se ha observado gue una proteina de 57
KDa aislada de lavados ribosomales de células HeLa se une a la RNT

5' de poliovirus, hacia arriba de un tracto de oligopirimidinas
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(Pestova, 1991; Gebhard, 1994). P57 es idéntica a la proteina gque
se une a la RNT del virus de la Encefalomiocarditis y que es
esencial para la funcién del IRES.

Todas estas evidencias sugieren gue la regién entera es
importante, ya sea para una interaccién directa con la magquinaria
traduccional &6 bien para mantener la estructura secundaria 6
terciaria necesaria para esta interaccién (Kuge y Nomoto, 1987;

Trono, et.al, 1988; Dildine y Semler, 1989; Dildine, 1991).
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Por todo esto y por la importancia que reviste el estudio de la
Regulacién de la traduccién utilizando como sistema de estudio un

modelo viral como poliovirus, nos planteamos los siguientes

objetivos:

OBJETIVO GENERAL:

ESTUDIAR EL EFECTO DE MUTACIONES8 PUNTUALES EN LA RNT 5' DE

POLIOVIRUB TIPO 3 EN TRADUCCION Y EN REPLICACION.

OBJETIVOS PARTICULARES:

A) PRODUCIR VIRUS MUTANTES A PARTIR DEL cDNA GENERADO IN VITRO.

B) DETERMINAR EL COMPORTAMIENTO DE MUTANTES EN CUANTO A BINTESIS
DE RNA, PROTEINAS, Y PRODUCCION DE VIRU8S8 A DOB DIFERENTEB

TEMPERATURAS Y EN DO8 LINEAS CELULARES.
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MATERIALES.

Material Biolégico:

* Células: Se usaron células HeLa S3 crecidas en suspensién y en
monocapa para plaqueo a una confluencia del 80-90%. Asi como la
linea celular SK-N-SH de neuroblastoma humano crecidas en monocapa
(La Monica, 1988) para los ensayos de traduccidn y replicacidn.

* Bacterias: CJ 236 (E.coli, dut’, ung’, cam’, F'), DHSa (E.coli,
supE440LacU169¢80LacZ(M15hsdR17recAlgyrA96thi~1relAl),

JM 109 (E.coli, recAlsupE44endAlhsdR17gyrA96relAlthiflac-proAB),
JM 101 (E.coli, supEthiOlac-proABF'traD36proAB*lacI%laczOM15).

* Virus: Se usaron las cepas virales PRV 6.1, PRV 7.3, V957, SFP7,
SPF8, propagadas en el laboratorio sobre células Hela en suero de
caballo.

* Sueros: Suero de neonato (Bioexport), Suero fetal bovino, Suero
de caballo, Gibco BRL.

* Medios de cultivo: Medio Dulbecco (D-MEM) Gibco BRL, y Dulbecco
deficiente en metionina.

SOLUCIONES:

Medio de cultivo para bacterias:

* Luria Liquido:

Bacto-triptona 10 gr.
Bacto extracto de levadura 5 gr.
NacCl 10 gr.

Ajustar pH 7.5 con NaOH 2 N, agua hasta 1 Lt, esterilizar en
autoclave 20 min.
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* Medio 2 XYT:
Bacto-triptona 16 gr.

Bacto extracto de levadura 10 gr

NaCl 5 gr
Esterilizar en autoclave,
* Top-Agar para plagueo:
Bacto-triptona 10 gr.
NacCl 10 gr.

Bacto extracto de levadura 5 gr.
Bacto-Agar 0.7%

Llevar a 1 Lt, con agua y esterilizar en autoclave.

* Luria sbélido.

Se prepara igual que el luria liquido mas 15 gr de Bacto-agar por
cada litro.

* Luria~cloramfenicol:

Se prepara igual gque el luria sélido; se esteriliza en autoclave y

se adiciona cloramfenicol a una concentracién final de 25 pg/ml.

* Medio Minimo M9: para JM 101 y JM 109

Fosfato de sodio dibéasico Na,HPO, 6 gr.
Fosfato de potasio monobdsico  KH,PQ 3 gr.
Cloruro de amonio lﬂgCi 1 gr.
Cloruro de sodio NacCl 0.5 gr.

Esterilizar en autoclave y adicionar

Mgso, 1M 1 ml.

Glucosa 2 gr.

CacCl, 1M 0.1 ml.
Tiamina-HCl 1M 1 ml.

Se esteriliza por filtracidén antes de adicionar al medio frio.
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Bacto-agar 15 gr/Lt.

Se esteriliza aparte en autoclave.

PURIFICACION M13

* Gradiente de Sacarosa 5-20 %
Sacarosa 5 gr. 5% EDTA 5mM
Sacarosa 20 gr 20%
NaOH 0.3N
NaCl 0.7M

* Solucidén para resuspender Acidos nucleicos.

Buffer TE
Tris 10 mM
EDTA 0.1 mM pH 8

Esterilizar en autoclave.

* Solucidén para precipitar fagos

PEG 8000 15%
NaCl 2.5 M

Esterilizar en autoclave.

* Tris-acetato: cuantificacién de fracciones.

Trizma Base 1M pH 5.8

Ajustar pH con acido acético, esterilizar en autoclave.

* Solucidédn para precipitar acidos nucleicos.
Acetato de Sodio 3M pH 5.8

Ajustar pH con &cido acético y esterilizar en autoclave.
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MUTAGENESI8 DIRIGIDA

~Fosforilacién Oligonucledtidos.

* Amortiguador 2X OKB:

Tris 25 mM pH 7.5

MgCl, 12 mM

ATP 1 mM

DTT 10 mM

EDTA 0.2 M
Espermidina 1M

~ Hibridacibén de oligonucledtidos-M13

* Buffer 10X A

NacCl 0.5 M
Tris 0.4 M pH 7.5
MgCl, 0.2 M

- Bintesis de cadena complementaria.

* Buffer 2XB

Tris 1M pH 7.5
MgCl, 1M

DTT 0.5 M

EDTA 0.2 M pH 7.5
dNTP 50 mM

ATP 100

H,0 bidestilada estéril.

SBOLUCIONES PARA TRANBFORMACION BACTERIANA.
* Solucidn de B-mercaptoetanol 250 mM:

B-mercaptoetanol 9 pl
agua bidestilada 491 pl



SOLUCIONES PARA EXTRACCION FENOLICA.
* Fenol saturado con Tris-HCl1l pH 7.5
* Cloroformo-OH isoamilico 24:1
Alcohol isoamilico 4 ml

Cloroformo 96 ml

* Etanol absoluto frio

SBOLUCIONES PARA GELES DE AGAROSBA.

* Agarosa en TBE 1X

1 gr/ 1%
0.7 gr/.7%

* Amortiguador TBE 10X

Trizma Base 108 gr.
Acido Bérico 55 gr.
EDTA 9.3 gr

Aforar a 1 Lt. y esterilizar en autoclave.

* Amortiguador TBE 0.5X de corrida.
TBE 10X 50 ml
agua 950 ml

BOLUCIONES PARA GELES DE BECUENCIACION.

* Acrilamida-Bis acrilamida 40% 19:1

Acrilamida 38 gr.
Bis-acrilamida 2 gr.

Aforar a 100 ml con agua bidestilada. Filtrar a través de millipore
0.45 um. Guardar a 4°C
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* Mezcla de Poliacrilamida-Urea.

Sol. stock 40% 3.75 ml

TBE 10X 2.5 ml
agua bidestilada 10 ml

Urea 10.5 gr.

* Soluciones para polimerizar.
Persulfato de amonio 10% 150 upl
TEMED 25 ul
* Buffer de corrida TBE 1X

Buffer TBE 10X 100 ml
agua bidestilada 900 ml

BOLUCIONES PARA FIJAR GELES8 DE SECUENCIACION.
* Acido triclorocacético 10%

TCA 100 ml
agua bidestilada 900 ml

SOLUCIONES PARA GELES DE POLIACRILAMIDA AL 10 %

* Solucidn A:

Acrilamida 30 gr
Bis-acrilamida 0.8 gr.

Aforar 100 ml con agua bidestilada y filtrar a traves de 0.22 um.
Guardar a 4°C

* Solucién B:

Trizma Base 12.11 gr

Ajustar pH a 8.8 con HCl, aforar a 100 ml con agua bidestilada.
Guardar a 4°C
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* Solucién C:

SDS 10 % 10 gr.
Aforar a 100 ml. Guardar a temperatura ambiente.
* Solucidn D:

Trizma Base 12.11 gr

Ajustar pH 6.6 con HCl, aforar a 100 ml. Guardar a 4°C

* Persulfato de amonio 10%

Persulfato de amonio 1 gr.
Aforar a 10 ml. Guardar a 4°C. No usar con mas de 1 mes de
preparada.

* Preparacién del Gel Separador:

Solucién A 10 ml
Solucién B 11.25 ml
Solucidn C 300 ul
Agua 8.25 ml
TEMED 50 pl
Persulfato 10% 120 ul

* Preparacién del Gel Concentrador:

Solucién A 2.66 ml
Solucidén D 2.5 ml
Solucidén C 200 pl
Agua 14.4 ml
TEMED 20 ul
Persulfato 10% 300 ul

* Buffer de muestra 2X:

Sol. D 1 ml
Sol. C 2 ml
B-mercaptoetanol 0.1 ml
Glicerol 6 ml
Agua 0.8 ml

Azul de Bromofenol 1%
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* Buffer de Corrida 10X

Glicina 144 gr.
Trizma Base 30 gr.
SDS 10% 100 ml

Aforar a 1 Lt. Se utiliza 1X para la electroforesis.

* Solucién para tefiir geles

Azul de Coomasie R=250 0.2%
Metanol 50%
Acido acético 7%

* Solucidén para destefiido

Metanol 30%
Acido acético 7%

BOLUCIONES PARA CINETICAS DE TRADUCCION-REPLICACION.
* Dulbecco carente de Metionina

Dulbecco deficiente 9.4 gr.
Bicarbonato de Sodio 2.2 gr.

Aforar a 1 Lt. Filtrar en campana.

* Amortiguador RSB-NP 40

NaCl 10 mM
Tris- HCL pH 7.5 10 mM
MgCl, 1.5 mM
NP-40 1%

* Amortiguador de Despegado para células SK-N-SH.

Tris=-HCl pH 7.5 40 mM
EDTA 1 mM
NaCl 150 mM
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BOLUCIONES PARA PLAQUEO VIRAL.

* Solucién de PBS 1X/Suero de caballo para diluciones

NacCl 8 gr.
KC1l 0.2 gr.
Na,HPO, 1.15 gr.
KH,PO, 0.2 gr.

Suero de caballo .2 ml

Aforar a 1 Lt. y esterilizar en autoclave 6 filtracidn.

* Medio D-MEM 2X; Gentamicina 2X, Suero de Caballo 10%
Disolver un sobre completo de medio Dulbecco modificado.
-3.7 gr. de bicarbonato de sodio. Llevarlo a 450 ml.

Filtrarlo en campana. Adicionar 50 ml de suero de caballo y 1 ml de
Gentamicina.

* Bacto-Agar 2%
Bacto-agar 20 gr.

Aforar a 1 Lt, esterilizar en autoclave.

SOLUCION CRISTAL-VIOLETA PARA TENIR MONOCAPA CELULAR.
* Solucidén cristal-violeta stock
cristal-violeta 1.09 gr.

etanol 20 % 99 ml

* Solucién cristal-violeta trabajo

Sol. stock 20 ml
etanol 95% 40 ml
agua bidestilada 150 ml
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SOLUCION AGUA-DIETIL PIROCARBONATO (Agua DEP)

L

* DEP 100 pl para cada 100 ml de agua bidestilada estéril. Se agita
fuertemente dejandose reposar de 4 a 24 hrs. Se esteriliza en
autoclave.

BOLUCIONES PARA TRANSCRIPCION "IN VITRO"

+ Buffer de Transcripcién 5X Promega

* DTT 100 mM Promega

* Solucién de nucledtidos para marcaje radiactivo.

ATP 2.5 mM
CTP 2.5 mM
GTP 2.5 mM
UTP 0.25 mM

B8OLUCIONES PARA BLOT-BLOT.

* Solucidn stock SSC 20X

Citrato de sodio dihidratado 47.5 gr
NacCl 175.2 gr

Ajustar pH a 7.4 con HCl, aforar a 1 Lt. Esterilizar en autoclave

* Solucidn SSC 10X para lavar filtros
S5C 20X 500 ml

Llevar a 1 Lt. con agua bidestilada estéril.

*Solucién SSCPE 5X

NacCl 150 mM
citrato de sodio 15 mM
KH,PO, 13 mM
EDTA 1 mM
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Ajustar pH a 7.2

con NaOH . Esterilizar en autoclave.

* Solucién SSC-Formaldehido

SS8C 20X 50 ml

Formaldehido 4.6 ml

Agua bidestilada 0.4 ml
* Denhardt's

Ficoll 1%

BSA 1%

Polivinilpirrolidona 1%

* DNA de esperma

de Salmén 10 mg/ml. Boehringer.

Se disuelve por calentamiento y posteriormente se hierve. Después
se pasa 20 veces por una jeringa con aguja del no.20 y se guarda a

=20°C.

ISOTOPOS RADIACTIVOS UTILIZADOS

* UTP-aP* actividad especifica 3000 Ci/mmol NEN DuPont

* Metionina L-°S actividad especifica 1000 Ci/mmol NEN DuPont.

* d-ATP S actividad especifica 600 Ci/mmol NEN DuPont.

ENZIMAS DE RESTRICCION Y MODIFICACION UTILIZADAS

* Sca I

* Polinucledtido
* DNA ligasa T4
* DNA polimerasa
* DNA polimerasa
* RNA polimerasa
* DNAasa RQ1

* RNAsin

* DNA polimerasa

Biolabs.

Kinasa T4 Gibco, BRL.

Gibco, BRL.
Fragmento Klenow Boehringer.
sequenasa United States Biochemical.
T7 Promega

Promega

Promega
T4 Gibco, BRL.
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METODOS

Purificacién de M13 cadena sencilla.

Para la purificacién de M13 cadena sencilla, se dejd crecer la
cepa CJ 236 en Luria-cloramfenicol (25 pg/ml) toda la noche; se
tomaron de este cultivo 100 pl que se adicionaron a 200 ml de medio
Luria-CAM, creciendose 6 hrs en agitacién a 37°C. Transcurrido éste
tiempo, se adicionaron aproximadamente 10’ fagos que tienen clonada
la RNT 5' de poliovirus (cepa Lebn); manteniendose este cultivo en
agitacién a 37°C por al menos 18 hrs mds. Al término de este tiempo
se centrifugaron las células a 5000 rpm, 30 min, 4°C
(centrifuga Beckman J2-21, rotor JA-20); el sobrenadante obtenido
se utilizé en la titulacién del fago. Este se llevé a cabo
creciendo en medio Luria la cepa JM 109 (silvestre) y la CJ 236
(mutante) hasta que llegaran a fase logaritmica y se prepararon las
diluciones pertinentes del fago. Una vez que ambas cepas alcanzaron
la fase log, se tomaron 100 ul de cada dilucidén y 200 wl de
bacterias (JM 109 y CJ 236) y se incubaron a 37°C, 15 min. Se les
adiciond 3 ml de top-agar fundido y mantenido a 45° C, se mezcld y
se vacio sobre cajas de Luria & Luria-CAM (CJ 236) incubandose toda
la noche a 37° C.

Después se verificé que el plaqueo resultante diera una
diferencia de 5-6 logaritmos menor en la cepa JM 109 con respecto
a la CJ 236 procediendo a afadir al sobrenadante 1/4 de volumen de
PEG-8000 w/v 15 %-NaCl 2.5 M; se mezcld bien y se colocd en hielo
por 60 min. Después se centrifugd 5000 rpm, 30 min, 4° C la
pastilla obtenida se dejé secar y se resuspendié en buffer TE-NacCl
10 mM (500 pl); se dividid a la mitad el volumen total y a uno de
ellos se le adicioné SDS a una concentracién final de 1%; se mezcld
y se calenté durante 10 min a 55° C. El1 fago se colocd en un
gradiente alcalino de sacarosa del 5-20% y se corrié en el rotor SW
41, 16 hrs, 34 000 rpm 10°C, al termind de la centrifugacidén se
colectaron fracciones de 500 ul desde el fondo del tubo, se
afiadieron 500 ul de Tris- acetato y se leyeron al espectrofotémetro
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a 260 nm. Los picos de mayor absorbancia (fracciones 1-10) se
colocaron en tubos rigidos de polipropileno (oak-rigde), se
adicionaron 2 volumenes de etanol absoluto frio centrifugandose en
el rotor 50 Ti, 30 min, 25 000 rpm, 4°C. La pastilla obtenida se
resuspendid® en buffer TE 1X, se adiciond acetato de sodio 3M y
etanol absoluto, precipitandose a -70°C, 30 min. Se centrifugd y la
pastilla obtenida se dejé secar a temperatura ambiente y se
resuspendio en TE 1X, cuantificandose por absorbancia a 260 nm.

FOSFORILACION DE OLIGONUCLEOTIDO8 PARA MUTAGENESBIS8 DIRIGIDA.

Se tomaron 2-2.5ug de oligonucledtidos (0.5 ug/ml) cuyas
secuencias se disefiaron en base a la secuencia del ¢DNA de la cepa
Leén y son los siguientes:

Oligo 472: 5' CATGGTTAGAATTAGCCGCA 3'

0Oligo 482: 5' AGCTGCCTGCTTCATGGTTAG 3'

Oligo 529: 5' GTTCCGCCACGAACTTGCGCG 3'

antes de alinearse al templado de DNA (M13 cadena sencilla) se
fosforilaron adicionandose 2 ul de amortiguador 2X OKB,llevandose
a un volumen final de 20 upl y se adiciond 1 ul (10 U) de enzima
Polinucléotido kinasa (Gibco, BRL). Se incubarén durante 60 min a

37°C. La mezcla se guardd a -20°C.

HIBRIDACION DE OLIGONUCLEOTIDOS FOSFORILADOS CON M13 (Annealing)

Se colocardn 2.4 pug de fago M13 cadena sencilla purificado, que
tiene clonada la RNT 5' con 125 ng de oligonucledétidos (472,482 y
529) fosforilados,l1 pl de amortiguador 10X A llevandose a un
volumen final de 10 ul con agua bidestilada estéril. Se calentaron
las muestras a 65°C, 5 min y después se permitié el enfriamiento

lento a temperatura ambiente .

SINTESIS8 DE LA CADENA COMPLEMENTARIA.
A la mezcla anterior de hibridacién se le afiadieron 10 ul de

amortiguador 2XB, 10 U de enzima DNA polimerasa fragmento Klenow,
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(Boehringer) & DNA polimerasa del fago T4 (Gibco, BRL) la mezcla se
mantuvo 5 min a temperatura ambiente, después 5 min a 37°C y al
final 5 min en hielo. Enseguida se afiadieron 2.5 U de DNA ligasa T4
(Biolabs) incubandose la reaccidén toda la noche a 15°C .

Una vez gue se obtuvieron fagos de doble cadena "in vitro" se
transfectaron bacterias DHS5a competentes. Para lo cual se dejdé
crecer la cepa JM 109 6 JM 101 (fase log) en Luria liquido durante
2-3 hrs. Al mismo tiempo se inicié el protocolo de transformacién
bacteriana, descongelandose alicuotas de 300 ul de células
competentes DH5a en hielo durante 10 min, se adicionaron 30 ul de
B-mercaptoetanol 250 mM a los 300 pl de bacterias y se mantuvieron
10 min mds en hielo. Después de éste tiempo se hicieron alicuotas
de S50 ul de bacterias y se les adicionaron de 1-2 ul de DNA
(=25 ng) del fago de doble cadena; se dejaron 45 min en hielo e
inmediatamente después se incubaron 90 seg a 42°C, se colocaron
nuevamente 2 min en hielo adicionandose después en campo estéril
200 pl de JM 109 & JM 101, incubandose 15 min mads a 37°C. Después
las bacterias fuercn transferidas a tubos de ensaye estériles y se
adicionaron 3 ml de top-agar fundido y mantenido a 45°C. Se agité
la mezcla y se vaci6é a cajas de Luria que se incubaron toda la
noche a 37°C. De aqui se seleccionarocn aguellas placas turbias para

su secuenciacién.
BINTES8IS DE cDNA Y AMPLIFICACION DE LA RNT 5' POR PCR.

A partir de células Hela infectadas con el virus V957 de
poliomielitis se purificd el RNA viral, este sirvié como molde para
la sintesis del cDNA como sigue: 1 ug RNA viral, 4 ul Buffer 5X,
1ul ANTP's 10 mM cfu, 0.5 ul Hexbmeros, 1 pl DTT 100 mM, 1 ul
RNAsin, 1 pl Transcriptasa reversa Superscrip, agua hasta un
volumen final de 20 pul, se incubd primero el RNA con los hexdmeros
por 2 min a 72°C antes de la reaccién, después se incubd 1 hr a
37°C y finalmente se hirvié por 5 min. Una vez obtenido el cDNA se
hizé la reaccién de PCR adicionando 5 pl de Buffer 10X Tag pol,

1 pul ANTP's 10 mM, 8.1 pl oligos 200 ng, 5 pl cDNA, 2.5-5 U Tag
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polimerasa, agua hasta un volumen final de 50 ul y finalmente una
gota de aceite mineral. La reaccién de PCR se realizdé en un DNA
Thermal Cycler 480 Perkin Elmer (1 ciclo 94°C 5 min, 35 ciclos 94°C
1 min, 50°C 1 min, 72°C 1 min, 1 ciclo 72°C S min y 4°C) los oligos
utilizados se disefiaron a partir de la secuencia del cDNA de la
cepa Ledn cuya secuencia es la siguiente:

Oligo 18: 5' GATGGCCAATCCAACTCG 3'

Oligo 37: 5' TAATACGACTCACTATAGGGGGAATCATCGACGCG 3'

EXTRACCION DE FAGOS PARA BECUENCIAR.

Se crecidé la cepa JM 109 6 JM 101 en medio Luria liquido toda la
noche, transcurrido el tiempo se adicionaron 200 pl de bacterias a
1.5 ml de medio 2 XYT ma&s la placa del fago elegida utilizandose
capilares 6 pipetas pasteur estériles. Se pusieron a crecer 8 hrs
en agitacién a 37°C. Posteriormente se pasaron las bacterias-fagos
a tubos eppendorf estériles y se centrifugaron 10 min, 10 000 rpm;
el sobrenadante obtenido se transfirié a tubos nuevos estériles,
adicionandose después 150 ul de PEG 8000-NaCl manteniendose a
temperatura ambiente por 30 min, después de este tiempo, se
centrifugé 10 min, 10 000 rpm y se elimind el sobrenadante
totalmente. La pastilla obtenida se resuspendié en agua bidestilada
estéril (100 upl) y se hizo extraccidén fendlica adicionandose un
volumen igual de fenol saturado con Tris-HCl pH 7.5; la mezcla se
agitdé y centrifugdé 10 min, 12 000 rpm se colectdé la fase acuosa y
se adiciondé un volumen de cloroformo-OH isoamilico 24:1, se agitd
nuevamente y se centrifugé 5 min, 10 000 rpm; se volvidé a colectar
la fase acuosa Yy se repitid una vez mis este paso. A la fase acuosa
obtenida se le adiciond 1/10 vol. de acetato de sodio 3M y 2 vols.
de etanocl absoluto frio, se colocd a -70°C 30 min, después se
centrifugdé 30 min 4°C 12 000 rpm. La pastilla obtenida fue
resuspendida en agua bidestilada estéril y se guardd a =-20°C & se
procedidé a preparar la reaccidén de secuenciacidn.
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BECUENCIACION DE FAGOS CANDIDATOS.

Para la realizacidn de este ensayo se utilizdé el Kit de la
Sequenase (Sequenase version 2.0 DNA sequencing Kit, United States
Biochemical) toméndose 5 ul de cada uno de los fagos gque se
secuenciaron (& 200 ng), 2 pl de agua, 2 pl de buffer de reaccidn
5%, 1 pul de iniciador & "primer"; se calenté la reaccidn a 65°C
2 min y se dejo enfriar lentamente a temperatura ambiente (35°C).

Por otra parte se marcaron tubos eppendorf con las letras
G,A,T,C, para cada fago, adicionando 2.5 ul de cada uno de las
mezclas de terminacién, las cuales se mantuvieron a temperatura
ambiente. La mezcla de marcaje se diluydé 1:5 y también se mantuvo
a temperatura ambiente. Después los tubos con las mezclas de
terminacién fueron precalentados en un bafio a 37°C (G,A,T,C) y se
procedié a hacer la reaccién de marcaje; para lo cual al DNA
hibridado al inicio del protocolo y mantenido en hielo, se le
adiciond 1 pl de DTT 0.1 M, 2 pl de la mezcla de marcaje diluida
1:5, 0.5-1 pl de AATP-*S 600 Ci/mmol, 2 ul de la enzima sequenase
diluida. Se mezcld bien y se mantuvo a temperatura ambiente 2-5
min. De aqui se tomaron 3.5 ul y se transfirieron a los tubos
marcados con las letras G,A,T,C, precalentados, se mezclaron bien
y se continué la incubacién a 37°C por 5 min mas. Se detuvo la
reaccién adicionando 4 pl de la solucién stop. Las muestras se
calentaron 2 min a 75°C y se corrieron en un gel de secuenciacién.

GELES DE POLICRILAMIDA-UREA PARA SECUENCIACION.

Los wvidrios gque se utilizaron para preparar el gel de
secuenciacidn fueron lavados perfectamente. Se secaron y limpiaron
con etanol absoluto. El vidrio pequefio se siliconizd, se dejo secar
y se lavd con agua destilada, retirando el exceso de agua con papel
absorbente. Enseguida se procedid¢ a montar ambos vidrios colocando
los separadores en las orillas de los vidrios sellandose con cinta
adhesiva, y pinzas a los lados de los vidrios Gnicamente. Estos se

colocaron en posicidén horizontal para afiadir la mezcla del gel, la
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cual se prepard® adicionando solucidén de acrilamida-bisacrilamida
40% 19:1. TBE 10 X, agua bidestilada estéril y urea. Se mezcld bien
la solucidn y se le adicionaron persulfato de amonio 10% y TEMED.
Se vacio lentamente y se colocdé el peine dejandose polimerizar toda
la noche a temperatura ambiente. Posteriormente el gel se monté en
la cémara de electroforesis y se corrié en TBE 1X por 30 min a 500
volts; después de ésto se colocaron las muestras en los pozos Yy se
llevd a cabo la corrida. Al término el gel se fijé en &cido acético
10 %, durante 10 min, se secd con vacio y calor (80°C) durante 1 hr

Yy Se expuso a una placa de rayos X X-omat (24 hrs.)

CINETICA DE BINTESIS DE PROTEINAS VIRALES MARCADAS CON METIONINA
8>,

Se crecieron células Hela S3 en suspensidén con medio MEM
suplementado con suero de neonato 10% y Gentamicina, tomando el
volumen necesario para tener 8x10° células totales, se
centrifugaron en tubos cénicos estériles a 3000 rpm, 10 min. La
pastilla se resuspendidé en medio MEM (500 pl) en esterilidad; este
volumen se divididé en dos partes iguales y se infectaron con 10 pfu
de cada uno de los virus probados, (PRV 6.1, PRV 7.3, V957, SFP7,
SFP8). La adsorcidén se llevd a cabo a temperatura ambiente durante
45 min en agitacidn constante. Una vez transcurrido el tiempo de
adsorcién se adicionaron 20 ml de MEM suplementado con suero fetal
al 5%. HEPES 50mM pH 7 y se realizaron las incubaciones a 32°C y
38.5°C en agitacién constante; tomandose en este punto la primera
alicuota de 1 ml para el tiempo To de la cinética y asi se hizo
sucesivamente durante 7 hrs.

Cada alicuota de 1 ml fue centrifugada 1 min, 9000 rpm, la
pastilla fue lavada con MEM carente de metionina (500 pl), se
centrifugdé nuevamente, y la pastilla obtenida se resuspendidé en
MEM-metionina S* (50uCi/ml) y se incubé durante 15 min a 32°C &
38.5°C; nuevamente se centrifugd 5 min, 9000 rpm. La pastilla
obtenida fue resuspendida en buffer RSB-NP40 en donde las células
se rompen. La mezcla fue centrifugada 10 min, 4°C y el sobrenadante

obtenido se recuperdé y guardo a -20°C. Estas muestras fueron
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analizadas en un gel de poliacrilamida-SDS al 10%.

Este mismo procedimiento se llevd a cabo para las cinéticas
realizadas a 37°C con las células SK-N-SH crecidas en monocapa en
medio Dulbecco suplementado con suero fetal bovino al 10% y
Antibibéticos 1X.

GELES DE POLIACRILAMIDA-8DS PARA PROTEINAS.

El gel se prepard entre dos placas de vidrio perfectamente bien
lavadas; se secaron Yy se limpiaron con etanol. Se armaron los
vidrios y se prepardé el gel separador mezclando las siquientes
soluciones: solucién A, solucién B, solucidn C, agua bidestilada
estéril, TEMED y persulfato de amonio. La mezcla se vacio
lentamente y el gel se apland adicionando SDS 1% 6 isopropanol. Una
vez que gelificd, se retird la solucién de aplanado y se prepard el
gel concentrador utilizando las siguientes soluciones: solucién A,
solucién D, solucién C, agua bidestilada estéril, TEMED Yy
persulfato de amonio. Nuevamente se vacio lentamente hasta el borde
superior del peine y se dejé polimerizar a temperatura ambiente
toda la noche & bien por al menos 1 hr. Las muestras fueron
preparadas vol-vol en buffer de muestra 2x y se calentaron a 95°C,
3 min. Se colocaron las muestras en los pozos y se corrié el gel a
45-60 volts durante toda la noche en buffer de corrida 1 X. Una vez
terminada la corrida, el gel se tifié con azul de Coomassie R=-250 y
se destifi®é6 con metanol 30%, &cido acético 7%; el gel se secd con
calor y vacioc por 2 hrs a 80°C; al final se expuso a una placa de
rayos-X X-omat (Kodak).

CINETICA DE REPLICACION VIRAL.

Células Hela S3 crecidas en suspensién (8x107 cels) se
centrifugaron 10 min, 3000 rpm; la pastilla se resuspendidé en MEM
y se dividié en 2 partes iquales y se infectaron con 10 pfu de los
virus probados (PRV 6.1, PRV 7.3, V957, SFP7, SFP8) los cuales

fueron preparados en medio MEM solo; se permitié la adsorcién a
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temperatura ambiente durante 45 min en agitacién constante y
transcurrido este tiempo se adicionaron 20 ml de MEM suplementado
con suero fetal 5% y HEPES 50 mM pH 7 a cada piloto de infeccién
realizandose la incubacibén a 32°C 6 38.5°C en agitacién. En este
punto de tomd la primera alicuota de 1 ml gque correspondié al
tiempo To y asi se hizo sucesivamente durante 7 hrs. Cada alicuota
tomada fue centrifugada 1 min a 9000 rpm; 1la pastilla se
resuspendid en buffer RSB-NP40 en donde las células se rompen Yy se
volvidé a centrifugar 10 min, 12 000 rpm a 4°C. El sobrenadante
obtenido se recuperd y guardd a =-20°C para realizar la extraccidn
de RNA, adicionando SDS 5%, fenol saturado con tris y cloroformo-OH
isoamilico 24:1 llevandose a cabo la extraccién hasta gque se
observd una interfase completamente clara. Después se adicionaron
acetato de sodio 3M y etanol absoluto frio para precipitar el RNA
a =20°C toda la noche. Se recuperd® el RNA por centrifugacién, 30
min, a 4°C y se resuspendid en agua DEP para los ensayos de

Slot-Blot. Este mismo procedimiento se 1llevé a cabo para las
cinéticas realizadas a 37°C en las células SK-N-SH crecidas en

monocapa.

PLAQUEO DE VIRUSB.

Para los ensayos de plaqueo viral se cultivaron células HelLa en
monocapa (60 mm didmetro) a una confluencia del 80-90% Los ensayos
se realizardn retirando el medio de la monocapa; se lavd con PBS 1X
y suero de caballo 0.2%. Se preparon las diluciones pertinentes de
cada virus en la misma solucién con la que se lavaron las células
y se adicionaron 100 pl de cada dilucién a las monocapas,
incubédndose a 37°C por 45 min, cada 15 min se movieron para
homogenizar la adsorcién viral. Al término de este tiempo se retiré
la dilucién y se cubrié la monocapa celular infectada con 5 ml de
D-MEM 1X, Gentamicina 1X, Bacto-agar 1% fundido y mantenido a 45°C.
Este medio se dejdé solidificar a temperatura ambiente y se
incubaron las cajas a 37°C durante 48 hrs. Después de este tiempo

se afiadieron 3 ml de TCA 20% para fijar la monocapa celular durante
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10 min, se removid la capa de agar y enseguida se adicionaron 2 ml
de la solucidn de cristal-violeta, dejando 10 min a temperatura
ambiente. Al final las cajas fueron lavadas con agua y escurridas

Las placas liticas obtenidas se contaron y se obtuvo el titulo

viral.
BS8INTESIS DE RIBOSONDAS:

El plasmido pRM que posee una secuencia que codifica para 1la
proteina VP2 de poliovirus clonada en el vector de expresidén pGEM-
4Z fue utilizado para la sintesis de la ribosonda. Este plasmido
fue cortado con la endonucleasa de restriccién Sca I (Biolabs) de
acuerdo a las condiciones especificadas por el proveedor.

La restriccién se confirmbé en gel de agarosa al 1% corrido en
buffer TBE 0.5 X y se procedidé a transcribir el plasmido cortado
utilizando la RNA polimerasa del bacteriofago T7. Se obtuvo la
secuencia complementaria del RNA que se hibridé con el RNA viral
previamente fijado a filtros de nitrocelulosa.

El transcrito obtenido se cuantificé en un contador de liquido
de centelleo; tomandose 1 ul de la sonda marcada con 3P (3000
Ci/mmol) y se colocd en un filtro Whatman DEB1l, se dejd secar a
temperatura ambiente; el filtro se colocd en un vial para
radiactividad, se adicioné liquido de centelleo omnifluor-tolueno
y cuantificé la radiactividad incorporada. Para la hibridacién se
pusieron 2x10° cuentas/ml. La sonda fue hervida 10 min e
inmediatamente después se colocdé en hielo por 5 min mds antes de

afiadirla a la mezcla de hibridacién.
ENSAYOS DE TRANBCRIPCION "In vitro'.

A partir del DNA cortado previamente con la enzima Sca I se hizo
una extraccién fenb6lica adicionando 1 vol. de fenol saturado con
Tris-HCl pH 7.9, se centrifugé para separar las fases, se colectd
la fase acuosa y se adicioné cloroformo:0H isoamilico 24:1 y

nuevamente se centrifugf; se volvidé a colectar la fase acuosa y se
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repitié este paso una vez mis. Se precipitdé el DNA con acetato de
sodio 3M y etanol absoluto frio. El DNA se resuspendié en agua DEP
y se prepard la mezcla de transcripcién de la siguiente manera:

8 ul agua DEP, 6 pl buffer transcripcién 5X, 3 ul DTT 100 mM, 1 a4l
RNAsin, 6 gl NTP para marcaje (2.5 mM ATP,GTP,CTP y 0.25 mM UTP);
2 pl UTP 3%p 3000 Ci/mmol,3 pl DNA (1 pg), 1 ul RNA polimerasa T7.
Se incubd a 37°C por 1 1/2 hrs. Después se adiciond DNAasa RQl y se
incubé a 37°C, 10 min ma&s. El transcrito obtenido se precipité con
acetato de sodio 3 M y etancl a -20°C toda la noche. Se recuperd la
ribosonda centrifugando 30 min a 4°C y finalmente se resuspendid en

agua DEP, cuantificandose después.
BLOT-BLOT DE RNA VIRAL.

E1l RNA viral obtenido de 1las cinéticas de replicacién a
diferentes temperaturas se utilizé para los ensayos de hibridacién
tipo slot-blot. Para 1lo cual se fij6 el RNA a filtros de
nitrocelulosa mediante calor. Para llevar a cabo ésto se
humedecieron los filtros de nitrocelulosa en buffer SSC 10X. Este
se colocd en el aparato de slot-blot y se pasaron 400 ul de buffer
SSC 10X a través de los pozos para lavarlos. Se prepararon los
RNA's a fijar adicionando 2-3 ul de los RNA's obtenidos mediante
las cinéticas, 300 pul de SSC-formaldehido y 100 ul de agua DEP, se
calentaron a 65°C, 15 min justo antes de usarse. Al término de este
tiempo se colocaron las muestras en los pozos y se pasaron a través
de los filtros de nitrocelulosa mediante vacio; se volvieron a
lavar los pozos con 400 pl de SSC 10X. El papel se horned a vacio
a 80°C por 2 hrs 6 bien se usd un U.V stratalinker durante 1 min .

La prehibridacién se realizd utilizando la siguiente mezcla:
Formamida 50%, SSCPE 5X, Denhardt's 5X, DNA esperma de salmén (250
pg/ml) a 42°C por 4 hrs como minimo; después se llevé a cabo la
hibridacién con 1la sonda marcada, utilizando 1la mezcla de
hibridacidén gque contiene: Formamida 50%, SSCPE 5X, Denhardt's, agua
DEP, DNA esperma de salmén, Dextran sulfato 2%. A esta mezcla se le
adicioné la sonda previamente hervida por 10 min y se llevd a cabo
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la hibridacidén a 42°C toda la noche. Al terminé de la hibridacién,
los filtros de nitrocelulosa se lavaron con SSC 2X, SDS 0.1% 2
veces a temperatura ambiente por 15 min y 2 veces a 65°C en la
misma solucién por 15 min. Los filtros se expusieron a una placa
de rayos X X-omat (Kodak), a 4°C por 24 hrs.
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RESULTADOS

Cambios puntuales en esta regién, principalmente en el dominio
VI de la RNT 5', (Fig. 7) son los responsables de alteraciones 6
modificaciones fenotipicas de las cepas virales (Dildine, 1989;
1991; Kawamura, 1989; Macadam, 1993; Nomoto, 1987; Westrop, 1989;
Skinner, 1989; Rivera, 1988).

Por esto, se trabajé con virus recombinantes que poseen las
siguientes caracteristicas: PRV 6.1 contiene la RNT 5' de la cepa
Le6bn y la regidén codificante de la cepa Lansing. Este virus es
neurovirulento en ratén, con un LD 50 de < 6x10? (Cuadro I). PRY
7.3 contiene la RNT 5' de la cepa vacunal Sabin 3, en donde se
encuentra una mutacién en la base 472 (C 472 U), y es atenuado
(Cuadro I) con un LD 50 de > 2x107 . BFP8 es un doble mutante con
cambios en las posiciones 472 (C 472 U) y 4B2 (G 482 A) tiene un
fenotipo m&s atenuado que el PRV 7.3, con un LD 50 de 1.6x10°
(Cuadro I). V957 es un revertante neurovirulento del SFP8 con
cambios en las bases 482 (G 482 A) y 529 (C 529 U) (Cuadro I) Yy un
LD 50 de < 5.5x10°. BFP7 que tiene un fenotipo atenuado y cuyo
cambio puntual se localiza en la base 482 (G 482 A) con un LD 50 de
7.5%10° (Cuadro I).

Para determinar el efecto de estas mutaciones en la RNT 5' sobre
su funcionalidad, se hicieron curvas de crecimiento de estas cepas
virales en las 1lineas celulares HelLa y SK-N-SH (neuroblastoma
humano) (La Monica, 1989).

Previé a la realizacién de dichas curvas se decididé plaquear
todas las cepas virales en ambas lineas celulares con la finalidad
de corroborar los fenotipos obtenidos en los experimentos in vivo
(Cuadro I). Se ha observado que el tamafio de placas da indicios de
la capacidad replicativa de poliovirus en diferentes lineas
celulares (Agol, 1991; Andino, 1990; Bienkowska, 1988; Kuge, 1987;
Eustafieva, 1990).

Las placas obtenidas en HeLa y SK-N-SH del virus PRV 6.1 fueron
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CUADRO COMPARATIVO DE LA RNT 5'
DE DIFERENTES CEPAS DE POLIOVIRUS

220 472 482 529 LD g, Fenotipo
PRVEI G C G C  <6x10°  Vilento
pRV 7.3 1) U G o 2x10" Atenuado
ves7 G c ‘A’ [u] ssx10 Virulento
SFP8 G [ Al C  16x10°  Atenuado
SFP7 G C A € 75x10°  Atenuado

CUADRO I.-CUADRO COMPARATIVO DE LA RNT 5' DE DIFERENTES CEPAS DE
POLIOVIRUS. Los cambios puntuales presentes en su RNT 5'de las 5
cepas de virus empleados se encuentra encerrados en un cuadro. El
fenotipo de cada una de las cepas se obtuvo por ensayos de
neurovirulencia en ratén (Tomado de Skinner,et.al, 1989) (LDy, es
la cantidad de virus requerida para causar pardlisis 6 muerte del
50% de ratones inoculados).
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Heo pRY 611077 SKNS-H gRv 6° 157"

Pigura 8.- PLAQUEO VIRAL EN CELULAS HelLa Y SK-N-SH CON LOS VIRUS
PRV 6.1, PRV 7.3, V957, SFP2 Y SFP7. Se infectaron las lineas
celulares Hela y SK-N-SH con los virus 6.1(A), 7.3(B), V957(C),
SFP7 (D), SFP8(E) dejandose adsorber 45 min a temperatura ambiente.
Las células se 1incubaron por 48 hrs con DMEM 5% suero y 1%
bactoagar a 37°C. Las células infectadas fueron fijadas con TCA al
20% y tefiidas con cristal violeta. Después se obtuvo el nimero y
tamafio de placas para cada virus en cada linea celular.
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m&s grandes en esta ltima linea celular comparada con las
observadas en células HelLa (Fig. BA) a la misma dilucién viral.
Para la cepa PRV 7.3 (P3/Sabin) se observaron placas pequefias en
ambas lineas celulares, con una ligera reduccién en su numero sobre
todo en las células SK-N-SH (Fig. 8B). En el caso de la revertante
neurovirulenta V957 se observd aproximadamente el mismo nimero y
tamafio de placas que las producidas por el virus silvestre PRV 6.1
en células SK-N-SH, sin embargo el tamafio de placas obtenidas en
HelLa con el revertante fueron ligeramente mds grandes que con el
virus silvestre PRV 6.1 (Fig. BC). Con el virus SFP7 (Fig. 8D) hubo
una diferencia muy marcada en cuanto al tamafio y ndmero de placas
obtenidas tanto en células HelLa como SK-N-SH. Las placas en SK-N-SH
fueron en namero 10 veces menor con respecto a las obtenidas en
Hela. En el caso del doble mutante atenuado SFP8 (Fig. BE) se
observd que en células HeLa el nimero de placas fue alto aungque de
un tamafio menor comparado al virus silvestre. En células SK-N-SH

aunque las placas fueron de mayor tamafio el nimero fue menor.

PRODUCCION VIRAL EN CELULAS HeLa Y SK-N-BH.

Una vez determinado el comportamiento de las 5 cepas virales en
cuanto a su tamafioc de placas, se realizaron las curvas de
crecimiento, en el caso de células Hela a dos temperaturas 32°C y
38.5°C y en células SK-N-SH a 37°C. Obteniendose en HeLa a 38.5°C
una baja produccién viral en las cepas SFP8 y SFP7, lo cual indica
una deficiente replicacidédn viral de estos wvirus gque contienen
cambios en las bases 472 y 482. Mientras que en el resto de las
cepas no se observaron diferencias considerables en cuanto a su
replicacién.

Resultados similares se obtuvieron cuande el experimento se
realizdé a 32°C, siendo menos dramatica la diferencia, entre ellos
(Fig. 9 A y B). En lo que se refiere a células SK-N-SH se observd
una replicacidn deficiente de los virus SFP8 y PRV 7.3 comparada
con los virus PRV 6.1 y V957 (Fig. 10) como ya se ha reportado
previamente (La Monica, 1987, 1989). Al parecer la mutacién en la

posicién 472 altera 1la replicacién wviral en tejido neural

65



Log,, pfu/ml

Hela .,
— g
9. Q/i’;‘g"" :f '
o T ]
a 0/
8- /
&
= fo) Y
¥*
i} L=}
/L B 32°C
N O pRVE.1
a\*/. K, e /957 10— — ety
5. ‘& * pRVT3 Hela
o.__o//, o SFP8
s SFP7 9-
4- i "
0 2 4 & 8
r - B- =B
horas post-infeccion A

s n& 2
ra
b5
.\. =2 3%\‘;6?1
. .»—
SN%L;::Q___Q PRV73

SFP8
SFP7
. - . i

0 2 4 6 g

PO xeD

horas post-infeccion

Figura 9.- CURVA DE CRECIMIENTO DE VIRUS EN CELULAS HeLa INFECTADAS
& DOS DIFERENTES TEMPERATURAS. 5e infectaron células HeLa con 10
pfufcel con las cepas virales PRV 6.10, PRV 7.3 *, V957+, SFP7a y
SFPBO . Se permitié la adsorcién durante 45 min y después fueron
mantenidos 38.5°C (A) © 32°C (B). Se tomaron alicuotas a diferentes
tiempos (de 0-7 hrs) y se determindé el titule wviral como se
describe en Materiales y Métodos.
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Figura 10.- CURVA DE CRECIMIENTO DE VIRUS EN CELULAS SK-N-SH. Se
infectaron células SK-N-SH con 10 pfu/cel de los virus PRV 6.1[
PRV 7.3 *, SFPB O y V957 &« durante 8 Hrs continuas, tomandose
alicuotas cada hora. Los virus recuperados se usaron para infectar
células HeLa y determinar el titulo viral por plaqueo.
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haciendola menos eficiente. Estos datos sugieren la participacién
de algun componente celular del hiesped que se encuentre ausente,
modificado &6 en concentracién diferente entre ambas lineas
celulares y gque sea responsable de la expresién diferencial del
virus PRV 7.3 y SFP8 (La Monica, 1987).

REPLICACION VIRAL EN HeLa Y BK-N-8H.

Para una primera aproximacién de posibles alteraciones a nivel
de replicacidén viral en las cepas analizadas, se realizaron las
cinéticas de sintesis de RNA viral en ambas lineas celulares a las
temperaturas antes indicadas. E1 RNA total citoplésmico obtenido de
células infectadas a los diferentes tiempos de la cinética (7 hrs)
se fijaron a filtros de nitrocelulosa y se hibridaron con una sonda
de RNA (-) de la regidn que codifica para la proteina de cépside
VP2. La cantidad de sonda unida fue determinada por cpm en un
contador de centelleo. En células Hela a 38.5°C se observo
deficiente la replicacién en SFP8 y SFP7 y ligeramente deficiente
en el revertante neurovirulento V957 a tiempos tempranos de 1la
cinética de infeccién (Fig. 11) incrementandose 1los niveles
replicativos de esta Gltima cepa a las 4 hrs post-infeccidén. E1
virus PRV 7.3 no mostrd diferencia en su eficiencia de replicacién,
comparada con la cepa silvestre PRV 6.1 como ya habia sido
reportado previamente (La Monica, 1989). En cuanto a la cinética
realizada a 32°C (Fig. 11) no se observaron diferencias drésticas
en replicacién de los virus atenuados (SFP8, SFP7) en relacién a
los virus virulentos (PRV 6.1 y V957).

Ahora bien, en células SK-N-SH, tanto SFP8, SFP7 y PRV 7.3
produjeron bajos niveles de RNA en relacién al virus silvestre
PRV 6.1, y el revertante neurovirulento V957 (Pig. 12). No
observandose diferencias significativas entre estas dos ultimas
cepas virales.

Anteriormente se habia reportado que la replicacidén de PRV 7.3
era deficiente en lineas celulares de origen neural (La Monica,
1989) y que tal deficiencia esta unida a la presencia de un Uracilo

en la posicién 472.
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Figura 11.- SINTESIS DE RNA VIRAL EN CELULAS HeLa INFECTADAS A
3g.5°C Y 32°C CON LOS VIRUS PRV 6.1, PRV 7.3, V957, SFP7 Y SFPS.
Se infectaron células Hela como se describe en materiales y métodos
y se tomaron alicuotas cada hora durante 7 hrs. E1l RNA total se
extrajé y se cuantificé como se describe en materiales y métodos
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Figura 12.- SINTESIS DE RNA VIRAL EN CELULAS SK-N-SH INFECTADAS CON
LAS CEPAS PRV 6.1, PRV 7.3, V957, SFP7 Y SFP8 A 37°C. Se infectaron
células SK-N-SH como se describe en materiales y métodos y se
tomaron alicuotas cada hora durante 7 hrs. E1 RNA total se extrajo
y se cuantificé como se describe en materiales y métodos.
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SINTES8IS DE PROTEINAS VIRALES EN HeLa Y BEK-N-8H.

Como ya se menciond, las deficiencias en la replicacién de los
virus analizados, a este nivel, se deben a los cambios puntuales en
su RNT 5’. Algunas otras mutantes con variaciones en esta regidén
han sido deficientes en replicacién por una deficiencia inicial en
la sintesis de proteinas; por lo que se realizaron cinéticas de
sintesis de proteinas tanto en células Hela como células SK-N-SH.

Las células infectadas fueron marcadas con Met S¥ a diferentes
tiempos de infeccién, analizandose los extractos protéicos en geles
de poliacrilamida-SDS.

Los resultados obtenidos en células HelLa a 38.5°C para el virus
SFP8, mostraron una deficiencia en la sintesis de proteina viral la
cual se inicia a las 4-5 hrs post-infeccidn en lugar de a las 2-3
hrs post-infeccién como se observa para el virus silvestre PRV 6.1.

Mas atn, la cantidad de proteina viral sintetizada por el SFP8
fue menor en todos los tiempos de la infeccién con respecto al
virus PRV 6.1. Resultados similares se obtuvieron a 32°C con esta
mutante (Fig. 13), aungue la alteracidn no fue tan dréstica, pues
la inhibicidn de proteinas celulares ocurridé de 1 a 2 hrs después
que en el silvestre. Para los ensayos de traduccién de esta mutante
en SK-N-SH (Fig. 14) se observd un desfasamiento de una hora entre
el inicio de la traduccidén entre ambos virus, asi mismo una
reduccidén de la proteina viral sintetizada en todos los tiempos de
infeccién.

La sintesis de proteina wviral observada para la revertante
neurovirulenta V957 a 38.5°C en células HeLa, también disminuyé
aungue de manera menos dramdtica que la observada en el virus SFPS8,
iniciandose a las 4 hrs post-infeccién en lugar de las 3 hrs
observadas para el virus silvestre (Fig. 15). A las 5 hrs. post-
infeccién se observdé la misma cantidad de proteina para ambos
virus. Sin embargo a 32°C esta revertante neurovirulenta resultd
ser tan eficiente como el PRV 6.1 para traducirse, lo cual sugiere
que tanto el doble mutante SFP8 y el revertante neurovirulento V957

son termosensibles a 38.5°C. En células SK-N-SH se observé una
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Figura 13.- AUTORRADIOGRAFIA DE LA SINTESIS DE PROTEINAS EN Hela
INFECTADAS CON LOS VIRUS PRV 6.1 Y SFPB. Se infectaron células
HeLa a 32°C y 38.5°C con 10 pfu de los virus PRV 6.1 (6.1) y SFP8
(8). Se tomaron las células cada hora (entre 0 y 7) y se incubaron
con Met §% por 15 min como se describe en materiales y métodos. Las
extractos protéicos se analizaron en gele de poliacrilamida-SDS al
10%. Los tiempos de infecci6n sc indican en la parte superior de la
fotografia.
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Figura 14.- AUTORRADIOGRAFIA DE LA SINTESIS DE PROTEINAS EN
CELULAS SK-N-SH INFECTADAS CON LOS VIRUS PRV 6.1 Y SFP8. Se
infectaron células SK-N-SH con los virus PRV 6.1 (6) y SFP8 (8).
tomaron las células cada hora (entre 0 y 7) y se incubaron con Met
s% per 30 min como se describe en materiales y métodos. Los
extractos protéicos obteniiins se analizaron en gele de
poliacrilamida-SDS al 10%. Los tiempos de infeccidén se indican en
la parte superior de la fotogr:fia.
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Figura 15.- AUTORRADIOGRAFIA DE LA SINTESIS DE PROTEINAS EN CELULAS
HeLa INFECTADAS CON LOS VIRUS PRV 6.1 Y V957. Se infectaron células
HeLa a 32°C y 38.5°C con 10 pfu de los virus PRV 6.1 (6.1) y V957
(V9). Se tomaron las células cada hora (entre 0 y 7) y se incubaron
con Met 5% por 15 min como se describe en materiales y métodos. Los
extractos protéicos se analizaron en geles de poliacrilamida-SDS al
10%. Los tiempos de infeccidn se indican en la parte superior de la
fotografia.
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Pigura 16.- SINTESIS DE PROTEINAS OBTENIDAS EN CELULAS SK-N-SH
INFECTADAS CON LOS VIRUS PRV 6.1 Y V957 A DIFERENTES TIEMPOS DE
INFECCION. Se infectaron células SK-N-SH con los virus PRV 6.1 (6)
y V857 (V9). Se tomaron las células cada hora (entre 0 y 7) y se
incubaron con Met S por 30 min como se describe en materiales y
métodos. Los extractos protéicos obtenidos se analizaron en geles
de poliacrilamida-SDS al 10%. Los tiempos de infeccién se indican
en la parte superior de la fotografia,
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sintesis de proteina viral similar entre la revertante y la cepa
silvestre (Fig. 16) con un ligero desfasamiento en el inicio
(3 hrs.)

En cuanto a los resultados obtenidos para la mutante SFP7 en
células Hela a ambas temperaturas no se observaron diferencias con
respecto al silvestre PRV 6.1 a 32°C pero si a 38.5°C donde el
virus mutante SFP7 produce una menor cantidad de proteina que el
virus silvestre a todos los tiempos (Fig. 17). En células SK-N-SH,
la inhibicién de la sintesis protéica celular ocurrié a las 3 hrs
post-infeccién, observandose la presencia de proteinas virales en
ambos virus. Sin embargo a las 4 hrs post-infeccibén se observé una
considerable disminucién de la traduccidn viral en el mutante SFP7
viendose totalmente abatida a las 5 hrs, mientras que en el PRV 6.1
no se vié alteracién alguna de éstas a lo largo de la cinética
(Fig. 18). Lo anterior sugiere que la traduccién deficiente de 1la
cepa SFP7 en SK-N-SH, debe estar asociada a la mutacién puntual
presente en ella (G 482 A). En cuanto a la cepa PRV 7.3 P3/Sabin,
los ensayos de traduccién fueron realizados por La Monica
(1987,1989) observando una deficiente traduccién viral asi como una

deficiente replicacién en células SK-N-SH y no asi en células Hela.

OBTENCION DE VIRUS MUTANTES POR MUTAGENEBIS DIRIGIDA.

Una vez caracterizadas las cepas virales anteriores y de
observar el efecto de los cambios puntuales en la RNT 5' de cada
una de estas cepas en cuanto a replicacién y traduccidn, se decidiéd
generar mutaciones puntuales en el cDNA de la RNT 5' de poliovirus
tipo 3 (Cepa Ledn) la cual esta clonada en el fago M13 como ya se
describié en materiales y métodos. Se siguidé el protocolo de
mutagénesis dirigida (ver materiales y métodos) para generar las
mutaciones en esta regidén, utilizando oligos especificos que
llevaban el cambio puntual en la posicién de intéres (472, 482 y
529). Se realizd la alineacidn de los oligos como se detalld en
metodologia y se obtuvieron los fagos recombinantes gque fueron
secuenciados (Fig. 19); se determind que la mutagénesis no se llevd
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Figura 17.- AUTORRADIOGEAFIA DE LA SINTESIS DE PROTEINAS EN HeLa
INFECTADAS CON LOS VIRUS PRV 6.1 Y SFP7. Se infectarocon células Hela
a 32°C y 38.5°C con 10 pfu de los virus PRV 6.1 (6.1) y SFP7 (7).
Se tomaron las células cada hora (entre 0 y 7) y se incubaron con
Met S* por 15 min como se describe en materiales y métodos. Los
extractos protéicos se analizaron en geles de poliacrilamida-sSDS al
10%. Los tiempos de inteccidén se indican en la parte superior de la
fotografia.
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Figura 18.- AUTORRADIOGRAFIA DE LA SINTESIS DE PROTEINAS EN
CELULAS SK-N-SH INFECTADAS CON LOS VIRUS pRV 6.1 Y SFP7. Se
infectaron células SK-N-SH con los virus PRV 6.1 (6.1) y SFP7 (7)
Se tomaron las células cada hora (entre 0 y 7) y se incubaron con
Met S* por 30 min como se describe en materiales y métodos. Los
extractos protéicos obtenidos se analizaron en geles de
poliacrilamida-SDS al 10%.Los tiempos de infeccién se indican en la

parte superior de la fotografia.
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Figura 19.- SECUENCIACION DEL cDNA DE LA RNT 5' DE POLIOVIRUS
TIPO 3 (CEPA LEON) CLONADA EN EL FAGO M13. Se realizé la
mutagénesis dirigida en el fago M13 como se describid en materiales
y métodos y se secuenciaron los fagos doble cadena por el método de
Sanger (Sanger, 1977).
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a cabo, pues todos los candidatos aislados y secuenciados
permanecieron silvestres.

Por lo cual, se decidid segqguir una metodologia alternativa, la
cual consistié en purificar el RNA viral de la revertante
neurovirulenta V957 a partir de células HeLa infectadas. Una vez
obtenido el RNA viral se sintetizé el cDNA mediante transcriptasa
reversa, el cual a su vez sirvié como molde para amplificar por PCR
(reaccién en cadena de la polimerasa) el fragmento correspondiente
a la RNT 5' (Fig. 20) mediante la utilizacién de dos oligos (18 y
37) que poseen secuencias de la RNT 5' del cDNA de la cepa Ledn.

Con el cDNA de la cepa revertante obtenido por este método,
contamos ya con todos los cDNA de los virus estudiados, con el fin
de caracterizarlos a nivel molecular en cuanto a su interaccién con
factores celulares de las dos lineas.
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Figura 20. PRODUCTOS DE PCR CORRESPONDIENTES A LA RNT 5' DE LA CEPA
LEON. Se purificé el RNA viral de la revertante V957 y se utilizd
como templado para la obtencidén del cDNA por transcriptasa reversa
amplificandose el fragmento correspondiente a la RNT 5'por PCR. En
el carril 1 se muestra el fago ¢ X 174 cortado con Hae III como
marcador de peso molecular; carril 2 dilucidén 1/10 de la mezcla de
amplificacién; carril 3 RNT 5' (389 nt) amplificada.
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DISCUBION

El fenotipo de atenuacitn 6 virulencia del virus de 1la
poliomielitis ha sido uno de los aspectos m&s estudiados en los
Gltimos afios (Agol, 1988, 1989; Almond, 1987; Evans, 1985;
Kawamura, 1989; Kuge, 1987; La Monica, 1987, 1989, Macadam, 1993)

El analisis de la secuencia primaria del RNA de cepas atenuadas
y sus contrapartes virulentas, ha sido una de las herramientas mas
utilizadas para determinar las regiones directamente involucradas
con el fenotipo. Dentro de la RNT 5' de poliovirus se ha encontrado
que las posiciones 480, 481 y 472 de poliovirus tipo 1, 2 y 3
respectivamente constituyen los determinantes principales de
neurovirulencia (Kawamura, 1989; Minor, 1988; Evans, 1985; Westrop,
1986) ya gue cambios puntuales en estos nuclebtidos modifican
dramdticamente la neurovirulencia, tanto en monos como en ratones
"in wvivo" asi como en células nerviosas "in vitro". Estos
nucledtidos se localizan en una regién conocida como el dominio VI
de la RNT 5' formando parte de una estructura de tallo, de la cual
se presume gue su desestabilizacién, resultado de las mutaciones,
reduce la eficiencia de traduccién viral de manera célula
especifica ya que solamente en células nerviosas se ha podido
observar este proceso (Agol, 1989; La Monica, 1987, 1989) y no asi
en células Hela.

Con el fin de aportar mds conocimientos respecto a las bases
moleculares de la atenuacién y neurovirulencia, estudiamos la
capacidad de replicacién de algunas cepas virales con cambios de
una 6 dos bases dentro de la regién VI de la RNT 5', dentro de
células HelLa y células de origen nervioso (SK-N-SH).

Las curvas de crecimiento obtenidas en este trabajo, muestran
gue tanto a 38.5°C como a 32°C la produccién viral fue un logaritmo
menor con los virus SFP8 y SFP7 comparada con los virus PRV 6.1 y
V957. Esta diferencia fue menos dramética a 32°C. Sin embargo, el
virus PRV 7.3 mostrd una replicacién deficiente en células
nerviosas y no asi en células HeLa. La deficiencia observada en la
capacidad de propagacién se ha correlacionado también con el tamafio
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de placas liticas producidas por el virus en cuestién. Asi, en
SK-N-SH los virus atenuados (SFP8 y PRV 7.3) produjeron placas
pequefias mientras gque los virus PRV 6.1 y V957 placas grandes;
dando evidencias de gque 1la generacidén de placas dgrandes se
relaciona con una buena replicacién viral y placas pequefias, con
deficiencias a este nivel. En células Hela las placas pequefias solo
fueron producidas por SFP8. Debido a que la replicacién y la
traduccién son procesos altamente relacionados, decidimos
analizarlos de manera separada.

Los resultados, muestran que los virus SFP8 y SFP7 tienen una
replicacién deficiente a 38.5°C en células HelLa a tiempos tempranos
de la infeccidn, igual que en SK-N-SH. El virus V957 que se replica
al mismo nivel gque el PRV 6.1 en células nerviosas, presenta una
ligera reduccién en la velocidad de replicacién a tiempos tempranos
de la infeccidén en células HeLa. Debido a que la replicacién viral
es un fenémeno posterior a la sintesis de proteinas, se estudid la
capacidad de traduccidén de estos virus. En células Hela a 38.5°C el
virus SFP8 mostrd una reduccién en la sintesis de proteina viral en
relacién con el PRV 6.1, no habiendo una diferencia muy marcada
entre éste y el virus atenuado SFP7. En células nerviosas la
traduccién fue deficiente para la cepa vacunal PRV 7.3 y los virus
atenuados SFP8 y SFP7, no mostrando diferencia entre los virus V957
y PRV 6.1.

Estos datos apoyan la idea de que la modificacién en la base 472
es un determinante mayor de neurovirulencia, dado que afectan la
sintesis de proteina viral y concomitantemente la replicacién y
propagacién del virus en células nerviosas. Las cepas con cambios
C 472 U como PRV7.3, y SFP8 fueron atenuados y deficientes en
traduccibén y replicacién en células nerviosas, y al parecer, la
modificacidén en una base adicional dentro de este dominio
(G 482 A), puede repercutir en la desestabilizacién de la supuesta
estructura secundaria pudiendo extender el defecto traduccicnal de
las cepas en células nerviosas (SFP7) y hacia células HelLa (SFP8).

La hipdtesis de gue la desestabilizacidén de la estructura

secundaria pueda, de alguna manera determinar una reduccidn en las
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capacidades replicativas del virus, se ve reforzada por los
resultados obtenidos con la revertante neurovirulenta V957. Esta
cepa fue obtenida de cerebros de ratones inoculados con la doble
mutante atenuada SFP8. La cepa V957 recuperd la virulencia,
restableciendo la paridad y la estructura secundaria propuesta para
el dominio VI, lo cual explica su fenotipo neurovirulento, pues su
capacidad traduccional y de replicacién tanto en células HeLa como
de neuroblastoma se hacen comparables a la de la cepa silvestre.

El hecho de gue mutaciones puntuales como la de PRV 7.3 en la
base 472 puedan influir de manera diferencial en distintos tipos
celulares, sugiere que factores de las células huespéd participen
en la replicacién viral.

Esta bien documentado que la RNT 5', y en especifico el dominio
VI, es una zona blanco para la unién de factores proteicos
celulares gque participan en la traduccién cap-independiente
(Pelletier, 1988; Del Angel, 1989; Sonenberg, 1989; Jackson, 1990;
Pestova, 1991; Dildine y Semler, 1992; Gebhard, 1992; Meerovitch,
1993). Algunos factores celulares implicados en la interaccién
descritos hasta el momento son la proteina pPTB, La, p97, eIF-2
etc. (Del Angel, 1989; Meerovitch, 1989, 1993; Pestova, 1991; Jang
y Wimmer, 1990; Gebhard, 1994).

En especifico, el sitio de unién de la pPTB se ha localizado en
el dominio VI y al parecer la interaccién de RNA-proteina requiere
de una determinada estructura secundaria y no tanto asi de
secuencia primaria. A pesar de gque PTB es una proteina gque
participa en procesamiento de pre mRNA en el nicleo de células
eucariéticas (Garcia-Blanco, 1989), es claro que también participa
de manera importante en la traduccidén cap-independiente (Hellen y
Wimmer, 1993). Si las mutaciones que describimos en este trabajo
alteran la interaccién de PTB con esta regién (dominio VI), seria
sencillo poder explicar la deficiencia en sintesis de proteinas
virales. El que un virus se traduzca de manera poco eficiente
traeria como consecuencia que a su vez sintetizara menos cantidad
de replicasa viral que es la enzima viral involucrada en la
sintesis de nuevas cadenas de RNA, por tanto generaria virus con
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una replicacién reducida como se observd con las cepas atenuadas
analizadas. Tanto la traduccién como la replicacién reducidas
traerian finalmente cepas atenuadas.

Otra pregunta importante que se desprende de lo mencionado
anteriormente y de este estudio es: ¢ Existen factores que
participan en la traduccién cap-independiente, tejido especifico ?.
Algunos factores de traduccidn como eIF-2 presentan diversos grados
de fosforilacién en diferentes lineas celulares (Del Angel, 1989)
otros, como el mRNA para PTB sufre procesamiento gue puede traer
como consecuencia una diferencia en la cantidad de moléculas
capaces de unirse eficientemente al IRES de poliovirus en
diferentes lineas celulares.

Adicionalmente, otros factores que participan en la traduccién
cap-independiente como La, no se ha encontrado en ciertos sistemas
como el de reticulocito de conejo (Meerovitch y Sonenberg,1993) en
donde poliovirus es incapaz de traducirse.

Todo 1lo anterior sugiere gque la presencia, ausencia 6
concentracién diferencial de factores celulares en lineas 6
tejidos, puede ser un factor determinante en el proceso de
traduccién cap-independiente y neurovirulencia. Por lo tanto es muy
importante estudiar todos estos procesos, para entender los
mecanismos que se llevan a cabo en la regulacién de la traduccién
y gue nos permitan conocer mis claramente los fendmenos de
atenuacién y virulencia.
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CONCLUSIONES.

A partir de todos los resultados obtenidos en el presente

trabajo llegamos a las siguientes conclusiones.

- Cambios en las bases 472 y 482 probablemente modifican de manera
drastica la estructura secundaria de la RNT 5', reduciendo 1la
eficiencia de traduccién tanto en células nerviosas como en células
Hela.

- El restablecimiento de la estructura secundaria en el dominio VI
corrige la deficiencia en la sintesis de proteinas, como se observd

con la revertante V957.

- La deficiencia en la sintesis de proteina viral es la causa del

fenotipo atenuado observado para varias cepas de poliovirus.

- La estructura secundaria mds gque la secuencia primaria del
dominio VI de la RNT 5', parece influir de manera determinante en
la traduccidn viral.

De la misma manera nuestros resultados nos permiten sugerir gque:

- Los cambios puntuales presentes en la RNT 5' de las cepas virales
analizadas, evidenciaron comportamientos distintos en 1;3 lineas
celulares utilizadas (HeLa y SK-N-SH), lo gque hace suponer 1la
existencia de una interaccién diferencial entre los factores
celulares y la RNT 5' de estas cepas.
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