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RESUMEN 

El virus de la poliomielitis (poliovirus) ha sido usado como 

modelo para el estudio del mecanismo de traducción alternativo, 

conocido como traducción independiente de cap. El RNAm de 

poliovirus posee ciertas características estructurales que lo hacen 

diferente a la mayoria de las RNAm celulares como: a) una región no 

traducida 5' (RNT 5•'¡ larga y de estructura secundaria compleja y 

b) la ausencia de la estructura "cap" en el extremo 5'. La RNT 5' 

regula la traducción y replicación viral y está involucrada en 

modular la atenuación y virulencia de las cepas. En este trabajo, 

analizamos la replicación y traducción 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 replicación y traducción tanto en células HeLa como 

células nerviosas {SK-N-SH). 

La revertante de la cepa SFPB llamada V957 cuyos cambios en las 

bases 482 y 529, restablecen la estructura secundaria del dominio 

VI mostró una eficiente replicación y traducción en ambas lineas 

celulare s. Estos datos enfatizan que el restablecimiento de la 

estructura secundaria conlleva a la recuperación de la traducción 

y replicación viral. La secuencia al igual que la estructura 

secundaria que adopta la RNT 5' en el RNAm viral, así como su 

interacción con los factores celulares son determinantes para la 

adecuada traducción independiente de cap. 



INTRODUCCIOH. 

GBNBRALIDADBS: 

Los virus juegan un papel central en el análisis de los 

principios generales de la Biología Moderna. Debido a su 

simplicidad, se han utilizado como un sistema genético que ha 

permitido conocer la estructura y función de genes eucarióticos. 

Por lo anterior, la Virología se ha constituido como un nuevo 

campo de investigación 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 as1 una nueva era de la Virologia. 

Posteriormente se han realizado un gran número 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 maquinaria fundamental de la 

célula. Una serie de investigaciones abordaron estudios tendientes 

a conocer los mecanismos que regulan la expresión del genoma, a 

partir de los cuales se hicieron los principales avances sobre las 

funciones celulares durante los pasados 50 años desde el punto de 
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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 transcripción de la información 

genética (Goodheart, 1969; Tapia, 1990). 

Por otra parte, los virus de animales han sido usados como una 

herramienta importante para elucidar los mecanismos regulatorios 

involucrados en la traducción, transcripción y replicación en 

células eucariotas, ejemplo de ésto son los virus que infectan 

células de mamifero. Entre los avances más importantes que podemos 

mencionar, estan los estudios de replicación del DNA utilizando al 

virus SV 40 y poliomavirus como análogo de cromatina celular; el 

procesamiento del RNA "splicing" utilizando a adenovirus como 

modelo de estudio; experimentos sobre regulación de la 

transcripción usando DNA's virales como moldeó bien como vehiculos 

de clonación. En resúmen, los virus han jugado un papel muy 

importante dentro de la Biologia Molecular, además de ser 

utilizados corno vehiculos de clonación y expresión en experimentos 

importantes de la regulación celular (Tapia, 1990). 

Actualmente la Virologia se ha enfocado además del aislamiento, 

propagación y caracterización antigénica de un virus, a entender a 

nivel molecular; la naturaleza del virus, la interacción virus -

huésped, las bases moleculares de la atenuación, y todos los 

mecanismos que intervienen en la patogenia del virus, ya que solo 

de ésta manera se lograrán disefiar métodos de diagnóstico, control 

y erradicación de enfermedades virales. 
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Los virus son una clase ünica de agentes infecciosos que se 

distinguen por ser pequeños parásitos intracelulares obligados 

(Davis y cols., 1983) , cuyo genoma consiste de un solo tipo de 

ácido nucléico, DNA ó RNA, el cual se reproduce dentro de las 

células vivas, utilizando su maquinaria sintética para dirigir la 

síntesis de partículas especializadas, "los viriones", que 

contienen el genoma viral y lo transfieren a otras células 

(Luria y cols.,1978) (Piq.1). 

Hasta la fecha se han identificado cientos de virus 

inmunológicamente diferentes que producen enfermedades de diversa 

índole: Dengue, Fiebre amarilla, Sarampión, Rubeola, Hepatitis, 

Influenza, Resfriado comün, SIDA, Poliomielitis, Paperas, etc; por 

mencionar solo algunos (Pizarro-Suarez, 1971) los cuales estan 

ampliamente distribuidos en todas las regiones de la tierra, y que 

plantean problemas que difieren completamente de los que se 

presentan cuando se trabaja con otro tipo de microorganismos 

(Tapia,1990). Por otra parte, si bien es cierto que la producción 

de virus animales y bacterianos involucra los mismos eventos: 

replicación, transcripción y traducción, los mecanismos de 

expresión difieren en varios aspectos, como: la naturaleza del 

ácido nucleico del que esta constituido el virus, el mecanismo de 

replicación, la via de entrada, la polaridad del material genético, 

el tipo de huésped y su respuesta, las enzimas involucradas en su 

multiplicación, etc. Estas características han permitido generar 

mültiples grupos de clasificación taxonómicas (Baltimore, 1971; 

Bachrach 1978; Matthews,1982), en donde, los virus son agrupados en 
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FAMILIAS DE VIRUS CUE 11\FECTAN VERTEBRADOS 
SIN ENVOLTURA CON ENVOLTURA 
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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 aquellos virus 
de RNA tambien de cadena doble ó 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 información 

genética de una generación a la siguiente (Matthews,1982) (Fig. 1). 

GENERALIDADES DE POLIOVIRUS: 

De acuerdo a la clasificación propuesta por Matthews, el virus 

de la Poliomielitis pertenece a la familia Picornaviridae (pico 

pequeño, RNA ácido ribonucleico), la cual se caracteriza porque sus 

miembros son pequeños (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 

más importante de agentes patógenos para el hombre; ya que existen 

alrededor de 72 tipos de enterovirus y más 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 Biólogos Moleculares. 

Este grupo de virus anmimales por ser los más pequeños y simples 

conocidos, además de la simplicidad con que se propagan y 

purifican, poseen virtudes técnicas que los hacen un modelo ideal 

para detallar la investigación molecular. Durante los pasados 15 

años estas caracteristicas han permitido usarlos para estudiar los 

mecanismos de la expresión genética tanto celular como viral 
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(Rekosh, 1977). 

Las investigaciones han permitido determinar que las infecciones 

por Picornavirus causan dramáticos cambios en el metabolismo 

macromolecular (Fields,1990), pues la proporción de RNA sintetizado 

declina rápidamente después de la infección, acompañado 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 él, su importancia radica en la devastante y, en ocasiones, 

letal enfermedad que provoca en sus victimas (Fenner y cols., 1972; 

Melnick, 1976). La poliomielitis (parálisis infantil) es una 

enfermedad febril aguda, que se manifiesta en general por debilidad 

y parálisis de las extremidades. Las alteraciones más importantes 

se presentan en la médula espinal que muestra gran congestión 

vascular, especialmente en las astas anteriores (Hashimoto, et.al, 

1984; Del Angel,1990). 

La penetración del virus al organismo se lleva a cabo por via 

oral, llegando al tracto intestinal en donde causa lesiones 

ligeras. La diseminación al resto del organismo ocurre por vía 

sanguinea ó neuronal, por las cuales llega al sistema nervioso 

central, estableciendose en los nervios periféricos causando la 

muerte celular, que explica el sindrome clínico de la parálisis y, 

en contados casos, la muerte del individuo (Racaniello, 1988). 
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CARACTERISTICAS DEL VIRION: 

El virión de poliovirus es pequefio, con diámetro aproximado de 

20-30 nm, forma icosaédrica y sin envoltura. La cubierta protéica 

del virus se compone de 60 copias de cada proteina estructural: 

VPl, 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 106 Da. y un coeficiente de 

sedimentación de 35S (Babich, et.al,1980; Golin, et.al, 1980; 

Hewlett,M. 1980; Kitarnura, et.al, 1981; Wimmer, E. 1982; Cajero,M. 

1991) con 7433 nucleótidos y una composición de bases de A: 30.2%, 

G: 22.8%, e: 23.1% y u: 23.9% (Kitamura y cols. 1981; Candelario, 

1986). 

El RNA viral puede dividirse en una región no traducida 5' 

(RNT 5 1 ) de 743 nucleótidos, una zona de marco abierto de lectura 

y una región no traducida 3'(RNT 3') de 72 nucleótidos (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 únicamente en la presencia (en el RNA 

genómico) ó ausencia (en el mRNA) de una proteina denominada VPg 

unida covalentementc 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 11 cap 11 
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Piqura 2.- ESTRUCTURA ICOSAEDRICA DE LAS PARTICULAS VIRALES DE 
PICORNAVIRUS. Las prote1nas VPl, 2 y 3 es tan expuestas en la 
superficie de la part1cula, la prote1na VP4 se halla hacia el 
interior de la cápside formando la partícula 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 1 terminal (Armstrong, 

et.al,1972) con una longitud promedio de 60 residuos {Spector, 

et. al, 1974), el cual se cree participa en la replicación viral, 

permitiendo la sintesis del RNA polaridad negativa (Dasgupta, 

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

La región del marco abierto de lectura del mRNA, codifica todas 

las proteinas estructurales y no estructurales maduras {Nicklin, 

et. al, 1986; Pallasch, et.al, 1984) {P'ig. 3). Las proteinas de 

cápside VPl, VP2 y VP3 estan entrelazadas entre si y expuestas al 

exterior¡ mientras que la proteina VP4 es enteramente interna¡ 

estas proteinas estan ubicadas en el amino terminal de una 

poliproteina que es el producto de traducción del mRNA de 

poliovirus cuyo P.M. es de 247, 000 daltones. Las proteinas que 

intervienen en la replicación 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 unión del virus 

(cápside), a un receptor celular especifico en la superficie de la 

célula huesped; con lo cual se inicia una serie de eventos 

complejos: adsorción, penetración y liberación del genoma en el 

citoplasma (Cajero, 1991; Tapia, 1990). El receptor de poliovirus 

es una proteina integral de membrana con aminoácidos y dominios 
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Figura 3 .- ESTRUCTURA GENOMICA DE POLIOVIRUS. 

El genoma de RNA de cadena sencilla de poliovir us muestra la 
proteina VPg unida al extremo 5' en la RNT y las regiones Pl 
(estructural) P2 y P3 (no estructural) de la poliproteina (Tomado 
de Nicklin y cols 1986). 
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caracteristicos de los miembros de la 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 ó cavidad que esta involucrada 

en la unión al receptor. Durante la adsorción, aparentemente las 4 

proteinas participan (VPl, VP2, VP3 y VP4) , aunque el polipéptido VP4 

parece participar de manera más directa, dado que la perdida de 

esta proteina está asociada a una baja infectividad del virus. Una 

vez que el virus se ha unido al receptor se lleva a cabo la 

penetración mediada por endosomas (Willingmann, et. al, 1989) en 

donde además 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 rearreglo de dos proteinas de la 

cápside (VP2 y VP4), seguida de la disociación 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 procápside que, a su vez, al asociarse a una 

molécula de RNA viral pasa a un estadio posterior de maduración, 

"El Provirión" (Fernández-Tomás, et.al, 1973; Del Angel,1990). 

Esta ribonucleoproteina, mediante procesamiento de VPO a VP2 y 

VP4, da origen a la particula viral madura ó virión, que se 

encuentra formado por 60 unidades idénticas (protómeros) de las 
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cuatro proteinas estructurales que rearregladas de manera estable 

y simétrica, forman la cApside (Rueckert, 1976; Del Angel, 1990; 

cajero, 1991). En el transcurso de la infección, 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 ó viral, 

finalizando el ciclo viral con la liberación de viriones maduros y 

la lisis celular (Luria et al, 1978; Del Angel, 1990) . Se ha 

observado que la infección de células permisivas con el virus 

inhibe la replicación, la transcripción y traducción celulares; 

estos dos últimos procesos son inhibidos durante la infección 

temprana, mientras que la inhibición en la replicación del DNA es 

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

REPLICACION VIRAL: 

Se sabe que la replicación del RNA se lleva a cabo en complejos 

membranosos, pero se desconoce como es que 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 célula infectada. 

Mediante estudios de cinéticas de replicación y traducción con 

precursores radiactivos se ha podido establecer que el tiempo 

aproximado para la síntesis de moléculas de RNAv, es de 
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Piqura 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 traducción del genoma y generar las proteinas virales 
necesarias para generar nuevas particulas virales y sintetizar 
moléculas de RNA+ que se encapsidan ó sirven de templados para su 
traducción (Tomado de Wimmer, 1987;modificado de Kitamura,1980). 
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aproximadamente 45 segundos. 

El proceso de replicación 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 ó bien servir como nuevos RNA's capaces de ser 

encapsidados (Almond, 1987) (Fig. 4). 

Se ha visto que la replicación de poliovirus requiere de la 

participación 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 

30 ó replicasa viral; está codificada en la región P3 del genoma 

viral hacia el extremo 3', y depende de RNA y de un factor celular 

para llevar a cabo su función. El factor celular se conoce como 

p36; el cual esta asociado a un complejo ribonucleoproteico de 

replicación que se forma alrededor de los nucleótidos 1-88 del RNA 

de poliovirus (Andino, 1993) aunque el papel de este complejo no ha 

sido probado (Borman, 1994). Durante el proceso de replicación del 

genoma viral se han observado 3 poblaciones de RNA con diferentes 

coeficientes de sedimentación; un RNA de una sola cadena 35S, un 

RNA de doble cadena 18S conocido como intermediario replicativo que 

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 gue ha terminado la síntesis. 
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TRADUCCION VIRAL: 

Como ya se mencionó anteriormente el mRNA de poliovirus al ser 

traducido da como producto único una poliproteina de alto peso 

molecular, la cual es procesada inicialmente en 3 productos 

denominados Pl, P2 y P3. Estos polipéptidos codifican tanto para 

las proteinas estructurales (Pl) como para las no estructurales del 

virus (P2 y P3). El mRNA viral es monocistrónico y el sitio de 

inicio de la traducción se localiza en el nucleótido 743 y el de 

terminación en el nucleótido 7369 (Dorner, et.al, 1982) (Fiq. 5). 

El precursor primario Pl origina, por procesamiento proteolitico 

(proteasa 3CD) a las proteinas de cápside, VPO, VPl y VP3. Se ha 

establecido que este polipéptido actúa como cofactor para la 

iniciación de la sintesis de RNA y que se une en presencia de un 

factor celular del huesped ó viral al extremo 5' del tallo-burbuja 

del RNA (Andino et al, 1990; Andino et al, 1990 b; Wimmmer, 1993). 

Además Andino y cols¡ sugieren que este complejo consiste de una 

proteina viral y celular y que juegan un papel importante en la 

iniciación de la sintesis de la cadena positiva del RNA que 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 maduración 

del virus (Jole, J. 1988¡ Larsen, et.al, 1981, 1982 Cajero, 1991). 

Por procesamiento de los polipéptidos P2 y P3 se producen dos 

proteinas que actúan en la replicación viral, P2C y PJD, en la 

primera, se haya el locus de resistencia a guanidina que es un 
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Figura 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 terminación de la traducción, 
representadas en la linea continua. Las lineas onduladas 
corresponden a los productos del procesamiento proteolitico que 
sufre la poliproteina, indicandose los nombres de dichos productos 
y los numeres en paréntesis corresponden a los pesos moleculares 
calculados por secuencia de aminoácidos (Tomado de Wimmer y Nomoto, 
1993, modificado de Kitamura, N. 1981) 
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inhibidor de la replicación viral (Pincus,et.al, 1986; Anderson­

Sillman, et.al, 1984; Del Angel,1990) mientras que la proteína P3D, 

conocida como la replicasa viral, es la responsable directa de la 

sintesis del RNA viral (Flanegan, et.al, 1979). Otra proteina de la 

región P2 es 2A la cual es tambien responsable del procesamiento de 

la poliproteina y de la inhibición de la síntesis de proteínas de 

la célula huésped, además de ser un activador traduccional (Hellen, 

1992; Lee, 1988; Sonenberg,1987; Molla, 1993; Hambidge, 1992; 

Wimmer, 1993) . Se ha visto que tanto 3Cpro y 2Aprº modifican ó 

inactivan un factor de transcripción 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 traducción y transcripción celular; siendo una de las 

principales estrategias por las que poliovirus mata a la célula 

huesped en infecciónes líticas (Wimmer, 1993). 

En el precursor P3 se encuentran codificadas las proteinas VPg, 

P3B, P3C y P3D; la función 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 que esta ausente en el mRNA viral como ya se 

mencionó con anterioridad (Crawford, et.al, 1983; Del Angel, 1990). 

Algunos precursores de la poliproteina pueden ser usados en 

funciones especificas en la replicación viral, distintas de la 

función 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 infección por poliovirus es la traducción de su 

mRNA, evento fundamental en el proceso infeccioso, ya que de él 

depende la multiplicación viral. Como se mencionó anteriormente, el 

mRNA de poliovirus carece de la estructura "cap" en el extremo 5', 

por lo que su traducción es diferente de la llevada a cabo con los 

RNA's mensajeros celulares. A pesar de que no se conoce el 

mecanismo exacto que sigue el virus de la poliomielitis para 

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

AHTECBDBNTBS 

REGION NO TRADUCIDA 5' (RNT S'): 

Recientemente se ha puesto de manifiesto que la región no 

traducida 5' de poliovirus (RNT 5') juega un papel importante en la 

expresión del virus. Las funciones, se han elucidado a través de 

experimentos de recombinación genética, construcción de virus 

quiméricos, mutagenésis dirigida, deleciones e inserciones y 

estudios computacionales. Como su nombre lo indica se encuentra 

localizada en el extremo 5 1 del mRNA viral y esta formada por 743 

bases (Dorner, et.al, 1982). La RNT 5' contiene 7 codones 

potenciales de iniciación, de los cuales 3 conservan la misma 

posición 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 modificación de los primeros 6 codones se ha visto que no 

produce un cambio en el fenotipo del virus resultante, sin embargo 

la modificación localizada en el séptimo codón localizado justo 

antes del triplete AUG usado para el inició de la traducción viral, 

reduce la capacidad traduccional del virus obtenido (Pelletier, 

1988). Esta evidencia sugiere una cierta funcionalidad, al menos de 

este codón, como una señal control de la traducción (Agol, 1991). 

La RNT 5' es la más conservada del genoma entre los Enterovirus 

y entre los enterovirus y rinovirus; su estructura primaria esta 

conservada en los primeros 650 nucleótidos (Poyry, 1992; Toyoda, 

1984; Wimmer, 1993); pequeñas mutaciones en esta región influyen 

tanto en el fenotipo atenuado ó virulento y su traducción 

independiente de cap, sugieren que la estructura secundaria podria 

ser importante para su función (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 má.s que la estructura 

primaria es importante para la replicación eficiente del genoma 

(Andino comunicación personal; Agol, 1991) pues una deleción de 4 

pb da como resultado una viabilidad viral disminuida (Kuge y 

Nomoto, 1987; Agol, 1991) mientras que la inserción de 4 pb en esta 

misma región, produce una mutante con fenotipo termosensible y de 

placa pequeña, asi como una severa lesión en la sintesis de RNA 

viral (Trono et.al, 1988a; Agol, 1991). 
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En cuanto a la replicación relacionada con la RNT 5' se ha 

encontrado que una mutación puntual en la posición 472 de 

poliovirus tipo 3 y en la 480 de poliovirus tipo 1, puede afectar 

dramáticamente la replicación en cultivos celulares (Cajero, 1991); 

además se sabe que la información contenida en la secuencia ubicada 

entre la posición 551-563 juega un papel esencial en la replicación 

viral y que la secuencia comprendida entre las bases 561-599 

mantienen la eficiencia en ciertos pasos de la replicación viral. 

Asi mismo se ha postulado que la proteina 3C interactúa con la 

horquilla de la RNT 5 1 de poliovirus (posición 2-9/82-88) y que 

esta interacción está involucrada en la replicación del genoma 

viral (Andino et.al, 1990; Agol, 1991). 

La necesidad de secuencias y factores sugiere una posible 

interacción RNA-proteina como primer paso en la traducción viral. 

En experimentos realizados por Nicklin y cols. (1987), se ha 

encontrado que la RNT 5' no es esencial para la traducción "in 

vitro", sin embargo, si lo es para la traducción que se lleva a 

cabo "in vivo" y la deleción de los primeros 115 nucleótidos de la 

RNT no produce virus infectivos después de la transfección del RNA 

viral (Johnson y Semler, 1988; Racaniello y Baltimore, 198lb; 

Tapia, 1990). 

Además se ha visto que la eliminación de aproximadamente 140 

nucleótidos de la RNT 5' en algunas ocasiones decrementa la 

actividad de esta región (Pelletier et.al, 1988b; Pelletier y 

Sonenberg, 1988; Agol, 1991). 
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La manipulación genética de esta RNT 5 1 ha permitido la 

obtención de virus mutantes que expresan fenotipos iguales al 

silvestre, mutantes que presentan deficiencias en replicación y/o 

traducción 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 traducción y replicación son atenuados, lo cual 

sugiere que el proceso de traducción viral y neurovirulencia estan 

correlacionados ya que a menor eficiencia de traducción viral, se 

requiere de más tiempo para la replicación 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 ó cambios que 

modifican severamente la viabilidad del virus, se localizan en 

regiones con una estructura secundaria compleja; y que, como se 

mencionó, 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 unión de 

la RNA-polimerasa viral al extremo 3' de la cadena positiva y/o tal 

vez en el empaquetamiento y ensamble del RNA de cadena positiva en 

los viriones, asi como en la unión presumible de moléculas 

regulatorias que controlan la replicación y traducción del RNA 

viral (Trono et.al, 1988; Andino, R. 1990; Cajero, 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 la posibilidad de estudiar el curso que sigue una 

infección viral y la patogenicidad molecular, que puedan permitir 

evaluar el porcentaje de reversión al fenotipo virulento "in vitro" 

e "in vivo", empleando una combinación de la técnica de PCR y 

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

IMPORTANCIA DE LA RNT 5 1 DE POLIOVIRUS: 

Los estudios realizados por diversos grupos con la RNT 5' 

sugieren una relación cercana entre secuencia y estructura 

secundaria; eficiencia de traducción y neurovirulencia. Sin embargo 

hasta el momento no es claro como una modificación 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 además de ser la RNT una región que 

evolutivamente se encuentra muy conservada, la estructura 

secundaria que posee puede jugar un papel en el mecanismo de 

traducción independiente de "cap". 

En base a todo esto se proponen 7 dominios involucrados en el 

control de la traducción (Fiq. 6). Los 2 primeros dominios que van 

de los nucleótidos 10-34 y 51-78 al parecer no son esenciales para 

la funcionalidad de la RNT 5' de poliovirus (Meerovitch y 

Sonenberg, 1993). 
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Por ensayos de deleción en el sitio de unión interno de 

ribosomas de poliovirus realizados tanto "in vitro" como "in vivo" 

se ha podido delimitar la región necesaria para la traducción 

independiente de cap; comprende de los nucleótidos 134 a 556; 

sugiriendose que gran parte de esta región es importante para la 

interacción directa con la maquinaria traduccional ó el 

mantenimiento de la estructura secundaria y terciaria de esta 

interacción. Mutaciones puntuales que modifican el tallo ó en la 

secuencia del loop del dominio III suprimen la traducción interna 

(Nicholson, et.al, 1991; Meerovitch, 1993) mientras que, mutaciones 

compensatorias restauran la traducción, lo que sugiere que la 

integridad de este dominio es importante para su función (Perez­

Bercoff, comunicación personal; Meerovitch, 1993). 

El dominio IV que va del nucleótido 189 al 223, no es esencial, 

ya que su deleción tiene un pequeño efecto en la traducción 

(Nicholson, 1991; Dildine y Semler, 1988, 1991; Meerovitch, 1993). 

Sin embargo, cambios en este loop podria afectar negativamente 

la estructura terciaria del sitio de unión interno del ribosoma. 

Deleciones internas y pequeñas inserciones en el dominio V 

sugieren que esta región es esencial para la traducción interna 

(Trono, 1988; Kuge, 1987; Nicholson, 1991; Meerovitch, 1993) 

(Fiq. 6). Diferentes mutantes, en las que se supone una disrupción 

en un par de bases en el dominio VI resultaron ser virus no 

infectivos sugirie:-:no que esta estructura es requerida para la 

traducción 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 nucleótidos de inicio y termino de 
cada dominio; asi como la región requerida para la traducción cap­
independiente (RLP) sitio de unión 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 traducción basal (Meerovitch, 

1991; Pilipenko, 1992; Haller, 1992; Meerovitch, 1993) aunque la 

secuencia primaria de esta estructura (dentro de la cual se halla 

el séptimo codón AUG de inició de la traducción) juega un papel 

positivo en la modulación de la traducción eficiente de poliovirus 

(Meerovitch, 1991; Kuge y Nomoto, 1987; Meerovitch, 1993). 

Es importante mencionar que la región que va del nucleótido 451 

a la 559 comprendidos entre los dominios V y VII contienen los 

principales determinantes de atenuación y neurovirulencia en los 3 

serotipos de poliovirus y que afectan la traducción del RNA 

(Svitkin, 1990; Meerovitch, 1993) (Piqs. 6 y 7). 

La región que va del nucleótido 634 al codón 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 región para localizar el codón AUG de 

iniciación lo cual puede facilitar la traducción, 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 interacción de polipéptidos celulares con la RNT 5' 

(Del Angel, 1989) 

Por lo antes expuesto, el estudio de la RNT 5' del genoma de 

pal iovirus, y su conocimiento detallado tiene una importancia 

trascendental, por ejemplo: los análisis de secuencia que se han 
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hecho y que sugieren que la mutación en la posición 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 e en el nucleótido 472 

presenta un incremento en la neurovirulencia además de proporcionar 

la ventaja de crecer en el intestino humano (Westrop y cols, 1989). 

Este cambio, al parecer, es muy drástico para la estabilidad de 

la estructura secundaria, y posiblemente que cambios análogos sean 

importantes tambien en la atenuación de poliovirus tipo 1 (posición 

480), (según Skinner y Racaniello, 1989; Kawamura, 1989). 

Gracias a numerosos trabajos con la RNT de diferentes 

picornavirus, se sabe que esta región no solamente esta involucrada 

en los eventos antes mencionados, sino que tambien puede determinar 

diversos fenotipos biológicos como son: tamaño de placas virales, 

termosensibilidad y atenuación y virulencia, entre otros (Agol 

1991; Andino, 1990; Bienkowska, 1988; Dildine, 1991; Evans, 1985; 

Eustafieva, 1990; Kuge, 1987; La Monica, 1987; Lipton, 1991). 

ATENUACIOH Y VIRULENCIA: 

Debido al avance de las técnicas de propagación de poliovirus en 

cultivos celulares, se ha podido caracterizar algunos marcadores de 

atenuación y neurovirulencia. Recientemente se ha investigado las 

bases genéticas de esos marcadores y su correlación 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 

determinada por 

Sabin tipo 1, cuya 

múltiples mutaciones 

termosensibilidad está 

que pueden involucrar: 

proteinas de la cápside, la RNA polimerasa 30 y secuencias no 

codificantes del extremo 3'; en el caso de la cepa vacunal Sabin 3 

su atenuación parece estar relacionada a una mutación en la 

proteina de cápside VP3 (Fields, 1990). 

La relación entre neurovirulencia y RNT 5' se ha establecido a 

raiz de evidencias encontradas en virus que 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 mencionó anteriormente, gran variedad de evidencias 

sugieren que un cambio localizado en la posición 472, en la RNT 5', 

puede ser un determinante importante de virulencia. El virus 

silvestre con fenotipo virulento y revertantes vacunales virulentos 

tienen una Citosina en esta posición mientras que cepas atenuadas 

tienen un Uracilo (Fiefds, 1990; Minor et.al, 1993). 

Recientemente se ha sugerido que la RNT 5', entre los 

nucleótidos 472 y 480, interacciona con factores de iniciación de 

la traducción como eIF-2 y que este cambio de e-u en 472 cambia 

esta interacción, resultando en un decremento en la eficiencia 

traduccional de la poliproteína viral en cepas atenuadas de 

poliovirus; otra mutación importante para producir atenuación 

parece involucrar la sustitución de una G por una A en la posición 

482 en esta región (Fields, 1990¡ Minor et.al, 1993). 
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Ahora bien, especificarnente, la remoción de los nucleótidos 630-

726, 622-726 ó 600-726 de poliovirus tipo 1 (Sabin) no altera sus 

propiedades fenotípicas "in vitro" corno el tamaño de placa, 

mientras que deleciones más extensas 570-726 ó 564-726 aunque 

producen progenie viral, los virus mutantes exhiben 

un fenotipo de placas pequeñas, debido a crecimiento retardado, 

asumiendo que los cambios f enotipicos observados en estas mutantes 

se deben principalmente a una función alterada de un elemento 

control de traducción que actúa en cis, lo cual podría llevar a 

concluir que este se hallaria hacia abajo de la región 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 (Kawarnura 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 nucleótidos 472-

481 (Alrnond, 1987¡ Nomoto y Wirnrner, 1987¡ Racaniello, 1988; Agol, 

1988; Agol, 1991). 

Diversas lineas de evidencias sugieren que la expresión 

fenotípica de las mutantes atenuadas localizadas en la región 472-

481 de la RNT 5' es tejido especifica; pues se construyeron 2 cepas 

que difieren una de la otra solo en la posición 472 de su cepa 

derivada tipo 3¡ donde se ha mostrado que 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 expresión 

de mutaciones en la región 472-481 del RNA de poliovirus es el 

hecho de que las mutantes exhiben un fenotipo de termosensibilidad 

en ciertos tejidos. Aunque esto originalmente sugirió que la 

mutación puntual atenuante en la RNT 5' de poliovirus podria 

conducir a un cambio dramático en la estructura secundaria (Evans 

et al, 1985). 

Las mutaciones atenuadas en la RNT 5 1 localizadas en el dominio 

VI (Fig. 7) del IRES de poliovirus, modifican de diferente manera 

la estructura secundaria. Para el tipo 2 está localizada en el loop 

interno que puede influir para la generación de una estructura 

altamente ordenada y/o interacciones con factores que actúan en 

trans; mientras que la mutación atenuada en los otros 2 serotipos, 

al parecer, desestabilizan una pequeña estructura de tallo. La 

sensibilidad del IRES a una mutación sutil, sugiere que mucho del 

IRES es requerido ya sea para la interacción directa de un factor 

que actúa en trans ó para mantener la estructura conformacional del 

IRES necesario para su interacción (Wimmer, 1993). 

Lo interesante es el hecho de que esta estructura es conservada 

en varios picornavirus, como ya se mencionó (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 

traducción. 
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Fiqura 7.- Dominio VI de la RNT 5' de poliovirus tipo 3, mostrando 
la localización de los nucleótidos 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 traducción, por lo tanto es importante explicar la 

manera en que ocurre este proceso durante la infección con 

poliovirus. Dentro de la familia a la que pertenece poliovirus, el 

proceso de traducción 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 mencionó anteriormente, es una guanina metilada en la posición 

7 la cual es de vital importancia para la unión 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 la 

independencia al "cap" se encuentran ubicadas entre las bases 300 

a la 630, que 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 traducción está relacionada con 

mutaciones puntuales en la región central de la RNT 5' en las bases 

472 y 482, lo cual apoya la hipótesis de elementos regulatorios en 

el genoma viral para la unión 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 unión interna del ribosoma al 

mRNA viral, permite conocer que a diferencia de la traducción de 

los RNA mensajeros celulares, la traducción del RNA mensajero viral 

no sigue el mecanismo de barrido desde el extremo 5' hasta el codón 

AUG, la cual parecia ser universal (Del Angel, 1990). 

Asi mismo, análisis de deleciones en poliovirus tipo 2 revelaron 

que secuencias entre los nucleótidos 320-631 fueron suficientes 

para la traducción cap-independiente en extractos de células 

infectadas con poliovirus. En estudios con poliovirus tipo 3, con 

mutaciones a lo largo de los nucleótidos 220-499 se ha visto una 

reducción dramática de la tradución cap-independiente tanto "in 

vitro" como "in vivo" (Trono, 1988). 

Durante el curso de la infección por poliovirus, hay una 

reducción considerable en la sintesis de proteinas celulares; en el 

caso de células HeLa infectadas con este virus la inhibición ocurre 

rápidamente, a la media hora de la unión del virus, penetra a la 

célula y desnuda su genoma (Fields, 1990). 

La inhibición en la sintesis de proteinas se ha explicado de 

varias formas. Una de ellas, el aumento en la concentración de Na+ 

intracelular se incrementa considerablemente como consecuencia de 

la modificación en la permeabilidad de la membrana celular 

(Nair, 1984) ¡ otra forma, por la acumulación de RNA de doble 

cadena, que llevan a la inactivación por fosforilación del factor 

eIF-2 requerido para la iniciación de la sintesis de proteinas, y 

también por habilidad del RNA viral para autocompetir con el RNA 

celular por los componentes de la maquinaria traduccional de ésta 
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(Carrasco, 1987; Ehrenfeld, 1984; Fields, 1990). As1 mismo se ha 

determinado que la infección 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 que es una 

subunidad del factor eIF-4F necesario para la traducción cap­

dependiente. La consecuente degradación de esta proteina lleva a la 

utilización preferencial de templados virales para traducirse en 

ausencia de cap, este fenómeno se ha observado en infecciones con 

Enterovirus, Rinovirus y Aftovirus (Cajero, 1992; Enrenfeld, 1984, 

1992; Agol,1991). Por ensayos de traducción "in vitro" se ha 

establecido que entre las bases 320-620 de la RNT 5 1 , se encuentra 

una región que confiere al mRNA viral la capacidad de traducirse en 

ausencia de "cap". La eliminación de esta región impide la 

traducción de mRNA viral (Pelletier et. al, 1988); esta función 

requiere de un elemento que actua en "cis", as1 como de ciertos 

factores celulares. 

Por último, se ha descrito la fosforilación de la subunidad alfa 

del factor eIF-2 que constituye uno de los mecanismos de inhibición 

de la traducción de los RNA's mensajeros celulares más estudiados; 

pues es el a c arreador del tRNA iniciador y de GTP, ambos necesarios 

para la unión de la subunidad ribosomal 40S al extremo 5' del mRNA 

a traducirse. Esta inactivación y la presencia de elementos 

regulatorios en la RNT 5' permiten la unión y reconocimiento de 

ribosomas con sitios internos del templado de RNA (Agol, 1991). 

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

dentro de la RNT 5' el cual se une a factores celulares que 
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probablemente dirigen a la subunidad 40S hacia una región de más de 

100 bases hacia abajo del codón iniciador AUG, sugiriendo que las 

proteinas celulares que participan de la unión del ribosoma al !RES 

"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 nucleótidos 98-

182 y 510-629 (Del Angel, 1989). Asi mismo, se han observado 

proteinas que interactúan 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 

interactúan con los nucleótidos 186-220 en el dominio IV y los 

nucleótidos 260-415 en el dominio V (Dildine y Semler, 1992; 

Meerovitch, 1993). Asi mismo, se ha observado que por ensayos de 

entrecruzamiento (RNA-Proteina) se unen proteinas de 38 y 48 KDa a 

los nucleótidos 286-456 al parecer proteinas especificas para la 

traducción de poliovirus (Gebhard, 1992). 

Meerovitch y cols. (1989) identificaron una proteina de 52 KDa 

en células HeLa que puede unirse entre los nucleótidos 559-624 a la 

RNT 5' de poliovirus estimulando, al parecer la traducción del RNA 

de poliovirus cuando es purificada de células HeLa (Gebhard, 1994; 

Meerovitch, 1993). Además, se ha observado que 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 que 

se une a la RNT del virus de la Encefalomiocarditis y que es 

esencial para la función del !RES. 

Todas estas evidencias sugieren que la región entera es 

importante, ya sea para una interacción directa con la maquinaria 

traduccional ó bien para mantener la estructura secundaria 6 

terciaria necesaria para esta interacción (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 

Regulación de la traducción utilizando como sistema de estudio un 

modelo viral como poliovirus, nos planteamos los siguientes 

objetivos: 

OBJETIVO GENERAL: 

ESTUDIAR EL EFECTO DE MUTACIONES PUNTUALES EN LA RNT S' DE 

POLIOVIRUS 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 SINTESIS 

DE RNA, PROTEINAS, Y PRODUCCION DE VIRUS A DOS DIFERENTES 

TEMPERATURAS Y EN DOS LINEAS CELULARES. 
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MATERIALES. 

Material Biológico: 

* Células: Se usaron células HeLa S3 crecidas en suspension 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 traducción y replicación. 

*Bacterias: CJ 236 (E.coli, dut-, ung-, camr, F'), DHSa (E.coli, 
supE44ÓLacU169~80LacZÓM15hsdR17recAlgyrA96thi-lrelAl), 
JM 109 (E.coli, recAlsupE44endAlhsdR17gyrA96relAlthiólac-proAB), 
JM 101 (E.coli, supEthiólac-proABF'traD36proAB+laciqlacZÓM15). 

*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. 

NaCl 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 plaqueo: 

Bacto-triptona 10 gr. 

NaCl 10 gr. 

Bacto extracto de levadura 5 gr. 

Bacto-Agar 0.7% 

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

* Luria sólido. 

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

* Luria-cloramfenicol: 

Se prepara igual que el luria sólido; se esteriliza en autoclave y 
se adiciona cloramfenicol a una concentración final de 25 µg/ml. 

* Medio Minimo M9: para JM 101 y JM 109 

Fosfato de sodio dibásico Na2HP04 
Fosfato de potasio monobásico KH2POl 
Cloruro de amonio NH4C 
Cloruro de sodio NaCl 

Esterilizar en autoclave y adicionar 

MgS04 lM 
Glucosa 
CaC1 2 lM 

Tiamina-HCl lM 

1 ml. 
2 gr. 
0.1 ml. 
1 ml. 

6 gr. 
3 gr. 
1 gr. 

0.5 gr. 

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

Se esteriliza aparte en autoclave. 

PURIFICACIOH M13 

* Gradiente de Sacarosa 5-20 % 

Sacarosa 5 gr. 5% 
Sacarosa 20 gr 20% 
NaOH O. 3N 

NaCl 0.7M 

EDTA 5mM 

* Solución para resuspender ácidos nucleicos. 

Buffer TE 

Tris 
EDTA 

10 mM 
0.1 mM pH 8 

Esterilizar en autoclave. 

* Solución para precipitar fagos 

PEG 8000 
NaCl 

15% 
2.5 M 

Esterilizar en autoclave. 

* Tris-acetato: cuantificación de fracciones. 

Trizrna Base lM pH 5. 8 

Ajustar pH con ácido acético, esterilizar en autoclave. 

* Solución para precipitar acidos nucleicos. 

Acetato de Sodio 3M pH 5.8 

Ajustar pH con ácido acético y esterilizar en autoclave. 
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MUTAGENESIS DIRIGIDA 

-Posforilación Oliqonucleótidos. 

* Amortiguador 2X OKB: 

Tris 
MgC12 
ATP 
DTT 
EDTA 

Espermidina 

25 mM 
12 mM 

1 mM 
10 mM 
0.2 M 

1 M 

pH 7.5 

- Hibridación de oliqonucleótidos-M13 

* Buffer lOX A 

* 

NaCl 
Tris 
MgC12 

0.5 M 
0.4 M pH 7.5 
0.2 M 

- síntesis de cadena complementaria. 

Buffer 2XB 
Tris lM pH 7.5 
MgC12 lM 
DTT 0.5 M 
EDTA 0.2 M pH 7.5 
dNTP 50 mM 
ATP 100 
H20 bidestilada estéril. 

SOLUCIONES PARA '.l'RANSFORMACION BACTERIANA. 

* Solución de 8-mercaptoetanol 250 mM: 

B-mercaptoetanol 
agua bidestilada 

9 µl 
491 µl 
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SOLUCIONES PARA EXTRACCION FENOLICA, 

* Fenal saturado con Tris-HCl pH 7.5 

* Cloroformo-OH isoamílico 24:1 

Alcohol isoamílico 
Cloroformo 

* Etanol absoluto frío 

4 ml 
96 ml 

SOLUCIONES PARA GELES DE AGAROSA. 

* Agarosa en TBE lX 

1 gr/ 1% 
0.7 gr/.7% 

* Amortiguador TBE lOX 

Trizma Base 
Acido Bórico 
EDTA 

108 gr. 
55 gr. 

9.3 gr 

Aforar a 1 Lt. y esterilizar en autoclave. 

* Amortiguador TBE 0.5X de corrida. 

TBE lOX 50 ml 
agua 950 ml 

SOLUCIONES PARA GELES DE SECUENCIACION. 

* Acrilamida-Bis acrilamida 40% 19:1 

Acrilamida 
Bis-acrilamida 

38 gr. 
2 gr. 

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

Sol. stock 40% 
TBE lOX 

agua bidestilada 
Urea 

3.75 ml 
2.5 ml 
10 ml 
10.5 gr. 

* Soluciones para polimerizar. 

Persulf ato de amonio 10% 
TEMED 

* Buffer de corrida TBE lX 

Buffer TBE lOX 
agua bidestilada 

100 ml 
900 ml 

150 ¡.¡l 
25 ¡.¡l 

SOLUCIONES PARA FIJAR GELES DE SECUENCIACION. 

* Acido tricloroacético 10% 

TCA 
agua bidestilada 

100 ml 
900 ml 

* Solución A: 

Acrilamida 
Bis-acrilamida 

SOLUCIONES PARA GELES DE POLIACRILAMIDA AL 10 % 

30 gr 
0.8 gr. 

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

* Solución B: 

Trizma Base 12.11 gr 

Ajustar pH a 8.8 con HCl, aforar a 100 ml con agua bidestilada. 
Guardar a 4ºC 



* Solución C: 

sos 10 % 10 gr. 

Aforar a 100 ml. Guardar a temperatura ambiente. 

* Solución D: 

Trizma Base 12 .11 gr 

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

* 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. 

* Preparación del Gel Separador: 

* 

Solución A 
Solución B 
Solución C 

Agua 
TEMED 
Persulf ato 10% 

Preparación del 

Solución A 
Solución D 
Solución e 

Agua 
TEMED 
Persulfato 10% 

Gel 

10 ml 
11. 25 ml 
300 µl 
8.25 ml 
50 µl 
120 µl 

Concentrador: 

2.66 ml 
2.5 ml 
200 µl 
14.4 ml 
20 µl 
300 µl 

* Buffer de muestra 2X: 

Sol. D 
Sol. e 

B-mercaptoetanol 
Glicerol 
Agua 

Azul de Bromof enol 

1 ml 
2 ml 
0.1 ml 
6 ml 
0.8 ml 
1% 
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* Buffer de Corrida lOX 

Glicina 
Trizma Base 
sos 10% 

144 gr. 
30 gr. 

100 ml 

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

* Solución para teñir geles 

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

* Solución para desteñido 

Metanol 
Acido acético 

30% 
7% 

SOLUCIONES PARA CINETICAS DE TRADUCCION-REPLICACION. 

* Dulbecco carente de Metionina 

Dulbecco deficiente 
Bicarbonato de Sodio 

9.4 gr. 
2.2 gr. 

Aforar a 1 Lt. Filtrar en campana. 

* Amortiguador RSB-NP 40 

NaCl 
Tris- HCl pH 7.5 
MgC12 
NP-40 

10 mM 
10 mM 

1.5 mM 
1% 

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

Tris-HCl pH 7.5 
EDTA 
NaCl 

40 mM 
1 mM 

150 mM 



SOLUCIONES PARA PLAQUEO VIRAL. 

* Solución de PBS lX/Suero de caballo para diluciones 

NaCl 
KCl 
Na2HP04 
KH2P04 

Suero de 

B gr. 
0.2 gr. 

1.15 gr. 
0.2 gr. 

caballo .2 ml 

Aforar a 1 Lt. y esterilizar en autoclave ó filtración. 

* 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 TEÑIR MONOCAPA CELULAR. 

* Solución cristal-violeta stock 

cristal-violeta 
etanol 20 % 

l. 09 gr. 
99 ml 

* Solución cristal-violeta trabajo 

Sol. stock 
etanol 95% 
agua bidestilada 

20 ml 
40 ml 
150 ml 
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SOLUCION AGUA-DIETIL PIROCARBONATO (Aqua DEP) 

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

SOLUCIONES PARA TRANSCRIPCION "IN VITRO" 

* Buffer de Transcripción 5X Promega 

* DTT 100 mM Promega 

* Solución de nucleótidos para marcaje radiactivo. 

ATP 
CTP 
GTP 
UTP 

2.5 mM 
2.5 mM 
2.5 mM 
0.25 mM 

SOLUCIONES PARA SLOT-BLOT. 

* Solución stock SSC 20X 

Citrato de sodio dihidratado 
NaCl 

47.5 gr 
175.2 gr 

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

* Solución SSC lOX para lavar filtros 

SSC 20X 500 ml 

Llevar a l Lt. con agua bidestilada estéril. 

*Solución SSCPE 5X 

NaCl 
citrato de sodio 

KH2P04 
EDTA 

150 mM 
15 mM 

13 mM 
1 mM 
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Ajustar pH a 7.2 con NaOH . Esterilizar en autoclave. 

* Solución SSC-Formaldehido 

SSC 20X 
Formaldehido 
Agua bidestilada 

* Denhardt's 

50 ml 
4.6 ml 
0.4 ml 

Ficoll 1% 
BSA 1% 
Polivinilpirrolidona 1% 

* DNA de esperma de Salmón 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-aP32 actividad especifica 3000 Ci/mmol NEN DuPont 

* Metionina L-35s actividad específica 1000 Ci/mmol NEN DuPont. 

* d-ATP 35s actividad especifica 600 Ci/mmol NEN DuPont. 

ENZIMAS DE RESTRICCIOH Y MODIFICACIOH UTILIZADAS 

* Sea I Biolabs. 

* Polinucleótido Kinasa T4 Gibco,BRL. 

* DNA ligasa T4 Gibco,BRL. 

* DNA polimerasa Fragmento Klenow Boehringer. 

* DNA polimerasa sequenasa United States Biochemical. 

* RNA polimerasa T7 Promega 

* DNAasa RQl Promega 

* RNAsin Promega 

* DNA polimerasa T4 Gibco, BRL. 
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METO DOS 

Purificaci6n de M13 cadena sencilla. 

Para la purificación de M13 cadena sencilla, se dejó crecer la 

cepa CJ 236 en Luria-cloramfenicol (25 µg/ml) toda la noche; se 

tomaron de este cultivo 100 µl que se adicionaron a 200 ml de medio 

Luria-CAM, creciendose 6 hrs en agitación a 37°C. Transcurrido éste 

tiempo, se adicionaron aproximadamente 107 fagos que tienen clonada 

la RNT 5' de poliovirus (cepa León)¡ manteniendose este cultivo en 

agitación a 37ºC por al menos 18 hrs más. Al término de este tiempo 

se centrifugaron las células a 5000 rpm, 30 min, 4ºC 

(centrifuga Beckman J2-21, rotor JA-20); el sobrenadante obtenido 

se utilizó en la titulación del fago. Este se llevó 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 µl de cada dilución y 2 oo µl de 

bacterias (JM 109 y CJ 236) y se incubaron a 37°C, 15 min. Se les 

adicionó 3 ml de top-agar fundido y mantenido a 45° e, se mezcló y 

se vacío sobre cajas de Luria ó Luria-CAM (CJ 236) incubandose toda 

la noche a 37° C. 

Después se verificó 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 añadir al sobrenadante 1/4 de volumen de 

PEG-8000 w/v 15 %-NaCl 2.5 M; se mezcló bien y se colocó en hielo 

por 60 min. Después se centrifugó 5000 rpm, 30 min, 4º e la 

pastilla obtenida se dejó secar y se resuspendió en buffer TE-NaCl 

10 mM (500 µl); se dividió a la mitad el volumen total y a uno de 

ellos se le adicionó SOS a una concentración final de 1%; se mezcló 

y se calentó durante 10 min a 55º c. El fago se colocó en un 

gradiente alcalino de sacarosa del 5-20% y se corrió en el rotor SW 

41, 16 hrs, 34 000 rpm lOºC, al terminó de la centrifugación se 

colectaron fracciones de 500 µl desde el fondo del tubo, se 

añadieron 500 µl de Tris- acetato y se leyeron al espectrofotórnetro 
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a 260 nm. Los picos de mayor absorbancia (fracciones 1-10) se 

colocaron en tubos rígidos de polipropileno (oak-rigde), se 

adicionaron 2 volumenes de etanol absoluto frio centrifugándose en 

el rotor 50 Ti, 30 min, 25 ooo rpm, 4ºC. La pastilla obtenida se 

resuspendió en buffer TE lX, se adicionó acetato de sodio 3M y 

etanol absoluto, precipitandose a -70°C, 30 min. se centrifugó y la 

pastilla obtenida se dejó secar a temperatura ambiente y se 

resuspendio en TE lX, cuantificandose por absorbancia a 260 nm. 

FOSFORILACION DE OLIGONUCLEOTIDOS PARA MUTAGENESIS DIRIGIDA. 

Se tornaron 2-2.5µg de oligonucleótidos (0.5 µg/rnl) cuyas 

secuencias se diseñaron en base a la secuencia del cDNA de la cepa 

León y son los siguientes: 

Oligo 472: 5 1 CATGGTTAGAATTAGCCGCA 3' 

Oligo 482: 5 1 AGCTGCCTGCTTCATGGTTAG 3 1 

Oligo 529: 5' GTTCCGCCACGAACTTGCGCG 3 1 

antes de alinearse al templado de DNA (M13 cadena sencilla) se 

fosforilaron adicionandose 2 µl de amortiguador 2X OKB,llevandose 

a un volumen final de 20 µl y se adicionó 1 µl (10 U) de enzima 

Polinucléotido kinasa (Gibco, BRL). Se incubarón durante 60 rnin a 

37°C. La mezcla se guardó a -20°c. 

HIBRIDACION DE OLIGONUCLEOTIDOS FOSFORILADOS CON Mll (Annealing) 

Se colocarón 2.4 µg de fago Ml3 cadena sencilla purificado, que 

tiene clonada la RNT 5' con 125 ng de oligonucleótidos (472,482 y 

529) fosforilados, 1 µl de amortiguador lOX A llevandose a un 

volumen final de 10 µl con agua bidestilada estéril. Se calentaron 

las muestras a 65°C, 5 min y después se permitió el enfriamiento 

lento a temperatura ambiente . 

SINTESIS DE LA CADENA COMPLEMENTARIA. 

A la mezcla anterior de hibridación se le añadieron 10 µl de 

amortiguador 2XB, 10 U de enzima DNA polimerasa fragmento Klenow, 
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(Boehringer) 6 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 minen hielo. Enseguida se añadieron 2.5 U de DNA ligasa T4 

(Biolabs) incubandose la reacción toda la noche a 15ºC . 

Una vez que se obtuvieron fagos de doble cadena "in vitro" se 

transfectaron bacterias DH5a competentes. Para lo cual se dejó 

crecer la cepa JM 109 ó JM 101 (fase log) en Luria liquido durante 

2-3 hrs. Al mismo tiempo se inició el protocolo de transformación 

bacteriana, descongelandose alicuotas de 300 µl de células 

competentes DH5a en hielo durante 10 min, se adicionaron 30 µl de 

B-mercaptoetanol 250 mM a los 300 µl de bacterias y se mantuvieron 

10 min más en hielo. Después de éste tiempo se hicieron alicuotas 

de 50 µl de bacterias y se les adicionaron de 1-2 µl 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 µl de JM 109 ó JM 101, incubandose 15 min más a 37°C. Después 

las bacterias fueron transferidas a tubos de ensaye estériles y se 

adicionaron 3 ml de top-agar fundido y mantenido a 45°C. Se agitó 

la mezcla y se vació a cajas de Luria que se incubaron toda la 

noche a 37ºC. De aqui se seleccionaron aquellas placas turbias para 

su secuenciación. 

SINTESIS DE cDNA Y AMPLIFICACION DE LA RNT 5' POR PCR. 

A partir de células HeLa infectadas con el virus V957 de 

poliomielitis se purificó el RNA viral, este sirvió como molde para 

la sintesis del cDNA como sigue: 1 µg RNA viral, 4 µl Buffer 5X, 

1¡.il dNTP's 10 mM c/u, 0.5 µl Hexómeros, 1 µl DTT 100 mM, 1 µl 

RNAsin, 1 µl Transcriptasa reversa Superscrip, agua hasta un 

volumen final de 20 µl, se incubó primero el RNA con los hexómeros 

por 2 min a 72ºC antes de la reacción, después se incubó 1 hr a 

37°C y finalmente se hirvió por 5 min. Una vez obtenido el cDNA se 

hizó la reacción de PCR adicionando 5 µl de Buffer lOX Taq pol, 

1 µl dNTP's 10 mM, 8.1 µl oligos 200 ng, 5 µl cDNA, 2.5-5 U Taq 
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polimerasa, agua hasta un volumen final de 50 µl y finalmente una 

gota de aceite mineral. La reacción de PCR se realizó en un DNA 

Thermal Cycler 480 Perkin Elmer (1 ciclo 94°C 5 min, 35 ciclos 94ºC 

1 min, 50ºC 1 min, 72ºC 1 min, 1 ciclo 72°C 5 min y 4°C) los oligos 

utilizados se diseñaron a partir de la secuencia del cDNA de la 

cepa León cuya secuencia es la siguiente: 

Oligo 18: 5' GATGGCCAATCCAACTCG 3' 

Oligo 37: 5 1 TAATACGACTCACTATAGGGGGAATCATCGACGCG 3' 

EXTRACCION DE FAGOS PARA SECUENCIAR. 

Se creció la cepa JM 109 ó JM 101 en medio Luria liquido toda la 

noche, transcurrido el tiempo se adicionaron 200 µl de bacterias a 

1.5 ml de medio 2 XYT más la placa del fago elegida utilizandose 

capilares ó pipetas pasteur estériles. Se pusieron a crecer 8 hrs 

en agitación a 37ºC. Posteriormente se pasaron las bacterias-fagos 

a tubos eppendorf estériles y se centrifugaron 10 min, 10 000 rpm; 

el sobrenadante obtenido se transfirió a tubos nuevos estériles, 

adicionandose después 150 µl de PEG 8000-NaCl manteniendose a 

temperatura ambiente por 30 min, después de este tiempo, se 

centrifugó 10 min, 10 000 rpm y se eliminó el sobrenadante 

totalmente. La pastilla obtenida se resuspendió en agua bidestilada 

estéril ( 100 µl) y se hizo extracción fenólica adicionandose un 

volumen igual de fenol saturado con Tris-HCl pH 7.5; la mezcla se 

agitó y centrifugó 10 min, 12 000 rpm se colectó la fase acuosa y 

se adicionó un volumen de cloroformo-OH isoamilico 24:1, se agitó 

nuevamente y se centrifugó 5 min, 10 000 rpm; se volvió a colectar 

la fase acuosa y se repitió una vez más este paso. A la fase acuosa 

obtenida se le adicionó 1/10 vol. de acetato de sodio 3M y 2 vols. 

de etanol absoluto frio, se colocó a - 70ºC 30 min, después se 

centrifugó 30 min 4ºC 12 000 rpm. La pastilla obtenida fue 

resuspendida en agua bidestilada estéril y se guardó a -20ºC ó se 

procedió a preparar la reacción de secuenciación. 
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SECUENCIACION DE FAGOS CANDIDATOS. 

Para la realización de este ensayo se utilizó el Kit de la 

sequenase (Sequenase version 2.0 DNA sequencing Kit, United States 

Biochemical) tomándose 5 µl de cada uno de los fagos que se 

secuenciaron (~ 200 ng), 2 µl de agua, 2 µl de buffer de reacción 

5X, 1 µl de iniciador ó "primer"; se calentó la reacción a 65ºC 

2 min y se dejo enfriar lentamente a temperatura ambiente (35ºC). 

Por otra parte se marcaron tubos eppendorf con las letras 

G,A,T,C, para cada fago, adicionando 2.5 µl de cada uno de las 

mezclas de terminación, las cuales se mantuvieron a temperatura 

ambiente. La mezcla de marcaje se diluyó 1:5 y también se mantuvo 

a temperatura ambiente. Después los tubos con las mezclas de 

terminación fueron precalentados en un baño a 37°C (G,A,T,C) y se 

procedió a hacer la reacción de marcaje; para lo cual al DNA 

hibridado al inicio del protocolo y mantenido en hielo, se le 

adicionó 1 µl de DTT 0.1 M, 2 µl de la mezcla de marcaje diluida 

1:5, 0.5-1 µl de dATP-35 s 600 Ci/mmol, 2 µl de la enzima sequenase 

diluida. se mezcló bien y se mantuvo a temperatura ambiente 2-5 

min. De aqui se tomaron 3.5 µl y se transfirieron a los tubos 

marcados con las letras G,A,T,C, precalentados, se mezclaron bien 

y se continuó la incubación a 37ºC por 5 min más. Se detuvo la 

reacción adicionando 4 µl de la solución stop. Las muestras se 

calentaron 2 min a 75°C y se corrieron en un gel de secuenciación. 

GELES DE POLICRILAMIDA-UREA PARA SECOENCIACION. 

Los vidrios que se utilizaron para preparar el gel de 

secuenciación fueron lavados perfectamente. Se secaron y limpiaron 

con etanol absoluto. El vidrio pequeño se siliconizó, se dejo secar 

y se lavó con agua destilada, retirando el exceso de agua con papel 

absorbente. Enseguida se procedió 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 únicamente. Estos se 

colocaron en posición horizontal para añadir la mezcla del gel, la 
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cual se preparó adicionando solución de acrilamida-bisacrilamida 

40% 19:1. TBE 10 X, agua bidestilada estéril y urea. Se mezcló bien 

la solución y se le adicionaron persulfato de amonio 10% y TEMED. 

Se vacio lentamente y se colocó el peine dejandose polimerizar toda 

la noche a temperatura ambiente. Posteriormente el gel se montó en 

la cámara de electroforesis y se corrió en TBE lX por 30 min a 500 

volts; después de ésto se colocaron las muestras en los pozos y se 

llevó a cabo la corrida. Al término el gel se fijó en ácido acético 

10 %, durante 10 min, se secó con vacio y calor (80°C) durante 1 hr 

y se expuso a una placa de rayos X X-omat (24 hrs.) 

CINETICA DE BINTESIS DE PROTEINAS VIRALES MARCADAS CON METIOHIHA 

s35. 

Se crecieron células HeLa S3 en suspensión con medio MEM 

suplementado con suero de neonato 10% y Gentamicina, tomándo el 

volumen necesario para tener 8xl07 células totales, se 

centrifugaron en tubos cónicos estériles a 3000 rpm, 10 min. La 

pastilla se resuspendió en medio MEM (500 µl) en esterilidad; este 

volumen se dividió 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 adsorción se llevó a cabo a temperatura ambiente durante 

45 min en agitación constante. Una vez transcurrido el tiempo de 

adsorción se adicionaron 20 ml de MEM suplementado con suero fetal 

al 5%. HEPES 50mM pH 7 y se realizaron las incubaciones a 32ºC y 

38.5ºC en agitación 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 µl), se 

centrifugó nuevamente, y la pastilla obtenida se resuspendió en 

MEM-metionina s 35 (50µCi/ml) y se incubó durante 15 min a 32ºC ó 

38. 5ºC; nuevamente se centrifugó 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, 4ºC y el sobrenadante 

obtenido se recuperó 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 llevó a cabo para las cinéticas 

realizadas a 37ºC con las células SK-N-SH crecidas en monocapa en 

medio Dulbecco suplementado con suero fetal bovino al 10% y 

Antibióticos lX. 

GELES DE POLIACRILAMIDA-SDS PARA PROTEINAS. 

El gel se preparó entre dos placas de vidrio perfectamente bien 

lavadas; se secaron y se limpiaron con etanol. Se armaron los 

vidrios y se preparó el gel separador mezclando las siguientes 

soluciones: solución A, solución B, solución e, agua bidestilada 

estéril, TEMED y persulfato de amonio. La mezcla se vacio 

lentamente y el gel se aplanó adicionando SOS 1% ó isopropanol. Una 

vez que gelificó, se retiró la solución de aplanado y se preparó el 

gel concentrador utilizando las siguientes soluciones: solución A, 

solución D, solución e, agua bidestilada estéril, TEMED y 

persulfato de amonio. Nuevamente se vacio lentamente hasta el borde 

superior del peine y se dejó polimerizar a temperatura ambiente 

toda la noche ó bien por al menos 1 hr. Las muestras fueron 

preparadas vol-vol en buffer de muestra 2x y se calentaron a 95ºC, 

3 min. Se colocaron las muestras en los pozos y se corrió el gel a 

45-60 volts durante toda la noche en buffer de corrida 1 X. Una vez 

terminada la corrida, el gel se tiñó con azul de Coomassie R-250 y 

se destiñó con metanol 30%, ácido acético 7%; el gel se secó con 

calor y vacio por 2 hrs a BOºC; al final se expuso a una placa de 

rayos-X X-omat (Kodak) . 

CINETICA DB REPLICACION VIRAL. 

Células HeLa S3 crecidas en suspensión (8xlo7 cels) se 

centrifugaron 10 min, 3000 rpm; la pastilla se resuspendió en MEM 

y se dividió en 2 partes iguales y se infectaron con 10 pfu de los 

virus probados (PRV 6.1, PRV 7.3, V957, SFP7, SFPB) los cuales 

fueron preparados en medio MEM solo; se permitió la adsorción a 
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temperatura ambiente durante 45 min en agitación 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 infección 

realizandose la incubación a 32ºC ó 38.5°C en agitación. En este 

punto de tomó la primera alicuota de 1 ml que correspondió al 

tiempo To y asi se hizo sucesivamente durante 7 hrs. Cada alicuota 

tomada fue centrifugada 1 min a 9000 rpm; la pastilla se 

resuspendió en buffer RSB-NP40 en donde las células se rompen y se 

volvió a centrifugar 10 min, 12 000 rpm a 4°C. El sobrenadante 

obtenido se recuperó y guardó a -20°c para realizar la extracción 

de RNA, adicionando sos 5%, fenol saturado con tris y cloroformo-OH 

isoamilico 24: 1 llevandose a cabo la extracción hasta que se 

observó una interfase completamente clara. Después se adicionaron 

acetato de sodio 3M y etanol absoluto frio para precipitar el RNA 

a -20ºC toda la noche. Se recuperó el RNA por centrifugación, 30 

min, a 4ºC y se resuspendió en agua DEP para los ensayos de 

Slot-Blot. Este mismo procedimiento se llevó a cabo para las 

cinéticas realizadas a 37°C en las células SK-N-SH crecidas en 

monocapa. 

PLAQUEO DE VIRUS. 

Para los ensayos de plaqueo viral se cultivaron células HeLa en 

monocapa (60 mm diámetro) a una confluencia del 80-90% Los ensayos 

se realizarán retirando el medio de la monocapa; se lavó con PBS lX 

y suero de caballo 0.2%. Se preparen las diluciones pertinentes de 

cada virus en la misma solución con la que se lavaron las células 

y se adicionaron 100 µl de cada dilución a las monocapas, 

incubándose a 37ºC por 45 min, cada 15 min se movieron para 

homogenizar la adsorción viral. Al término de este tiempo se retiró 

la dilución y se cubrió la monocapa celular infectada con 5 ml de 

D-MEM lX, Gentamicina lX, Bacto-agar 1% fundido y mantenido a 45°C. 

Este medio se dejó solidificar a temperatura ambiente y se 

incubaron las cajas a 37ºC durante 48 hrs. Después de este tiempo 

se añadieron 3 ml de TCA 20% para fijar la monocapa celular durante 
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10 min, se removió la capa de agar y enseguida se adicionaron 2 ml 

de la solución de cristal-violeta, dejándo 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. 

SINTESIS DE RIBOSONDAS: 

El plásmido pRM que posee una secuencia que codifica para la 

proteina VP2 de poliovirus clonada en el vector de expresión pGEM-

4 Z fue utilizado para la sintesis de la ribosonda. Este plásmido 

fue cortado con la endonucleasa de restricción Sea I (Biolabs) de 

acuerdo a las condiciones especificadas por el pr_oveedor. 

La restricción se confirmó en gel de agarosa al 1% corrido en 

buffer TBE 0.5 X y se procedió a transcribir el plásmido cortado 

utilizando la RNA polimerasa del bacteriofago T7. Se obtuvo la 

secuencia complementaria del RNA que se hibridó con el RNA viral 

previamente fijado a filtros de nitrocelulosa. 

El transcrito obtenido se cuantificó en un contador de liquido 

de centelleo; tomandose 1 µl de la sonda marcada con 32P (3000 

Ci/mmol) y se colocó en un filtro Whatman DEBl, se dejó secar a 

temperatura ambiente; el filtro se colocó en un vial para 

radiactividad, se adicionó liquido de centelleo omnifluor-tolueno 

y cuantificó la radiactividad incorporada. Para la hibridación se 

pusieron 2x106 cuentas/ml. La sonda fue hervida 10 min e 

inmediatamente después se colocó en hielo por 5 min más antes de 

añadirla a la mezcla de hibridación. 

ENSAYOS DE TRANSCRIPCIOH "In vitro". 

A partir del DNA cortado previamente con la enzima Sea I se hizo 

una extracción fenólica adicionando 1 vol. de fenol saturado con 

Tris-HCl pH 7.9, se centrifugó para separar las fases, se colectó 

la fase acuosa y se adicionó cloroformo:OH isoamilico 24:1 y 

nuevamente se centrifugó; se volvió a colectar la fase acuosa y se 
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repitió este paso una vez más. Se precipitó el DNA con acetato de 

sodio 3M y etanol absoluto frlo. El DNA se resuspendió en agua DEP 

y se preparó la mezcla de transcripción de la siguiente manera: 

8 µl agua DEP, 6 µl buffer transcripción 5X, 3 µl DTT 100 mM, 1 µl 

RNAsin, 6 µl NTP para marcaje (2.5 mM ATP,GTP,CTP y 0.25 mM UTP); 

2 µl UTP 32P 3000 Ci/mmol,3 µl DNA (1 µg), 1 µl RNA polimerasa T7. 

Se incubó a 37ºC por 1 1/2 hrs. Después se adicionó DNAasa RQl y se 

incubó a 37°C, 10 min más. El transcrito obtenido se precipitó con 

acetato de sodio 3 M y etanol a -20ºC toda la noche. Se recuperó la 

ribosonda centrifugando 30 min a 4ºC y finalmente se resuspendió en 

agua DEP, cuantificandose después. 

SLOT-BLOT DE RNA VIRAL. 

El RNA viral obtenido de las cinéticas de replicación a 

diferentes temperaturas se utilizó para los ensayos de hibridación 

tipo slot-blot. Para lo cual se fijó el RNA a filtros de 

nitrocelulosa mediante calor. Para llevar a cabo ésto se 

humedecieron los filtros de nitrocelulosa en buffer SSC lOX. Este 

se colocó en el aparato de slot-blot y se pasaron 400 µl de buffer 

SSC lOX a través de los pozos para lavarlos. Se prepararon los 

RNA's a fijar adicionando 2-3 µl de los RNA's obtenidos mediante 

las cinéticas, 300 µl de SSC-formaldehldo y 100 µl de agua DEP, se 

calentaron a 65ºC, 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 vaclo; se volvieron a 

lavar los pozos con 400 µl de SSC lOX. El papel se horneó a vaclo 

a SOºC por 2 hrs ó bien se usó un U.V stratalinker durante 1 min . 

La prehibridación se realizó utilizando la siguiente mezcla: 

Formamida 50%, SSCPE 5X, Denhardt's 5X, DNA esperma de salmón (250 

µg/ml) a 42ºC por 4 hrs como mlnimo; después se llevó a cabo la 

hibridación con la sonda marcada, utilizando la mezcla de 

hibridación que contiene: Formamida 50%, SSCPE 5X, Denhardt's, agua 

DEP, DNA esperma de salmón, Dextran sulfato 2%. A esta mezcla se le 

adicionó la sonda previamente hervida por 10 min y se llevó a cabo 

59 



la hibridación a 42ºC toda la noche. Al terminó de la hibridación, 

los filtros de nitrocelulosa se lavaron con SSC 2X, SOS 0.1% 2 

veces a temperatura ambiente por 15 min y 2 veces a 65ºC en la 

misma solución por 15 min. Los filtros se expusieron a una placa 

de rayos X X-omat (Kodak), a 4ºC por 24 hrs. 

60 



RESULTADOS 

cambios puntuales en esta región, 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 trabajó con virus recombinantes que poseen las 

siguientes características: PRV 6.1 contiene la RNT 5' de la cepa 

León y la región codif icante de la cepa Lansing. Este virus es 

neurovirulento en ratón, con un LD 50 de< 6x102 (CUadro I). PRV 

7.3 contiene la RNT 5' de la cepa vacunal Sabin 3, en donde se 

encuentra una mutación en la base 472 (C 472 U), y es atenuado 

(CUadro I) con un LD 50 de > 2xl07 • SFP8 es un doble mutante con 

cambios en las posiciones 472 (C 472 U) y 482 (G 482 A) tiene un 

fenotipo más atenuado que el PRV 7.3, con un LO 50 de l.6xl08 

(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) y un 

LO 50 de < 5. 5xl04 • SFP7 que tiene un fenotipo atenuado y cuyo 

cambio puntual se localiza en la base 482 (G 482 A) con un LO 50 de 

7.5xl06 (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 lineas celulares HeLa y SK-N-SH (neuroblastoma 

humano) (La Monica, 1989). 

Previó a la realización de dichas curvas se decidió 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 tamaño 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 LDso Fenotipo 
-----------

pRV 6.1 G e G e <6 X 10
2 

Virulento 

pRV 7.3 u u G e 2 X 10 
7 

Atenuado 

V957 G e rA1 IUl 4 

~-_::_j ~---' 
5.5 X 10 Virulento 

SFP8 G IU ~ e 1.6 X 10 
8 

Atenuado 

SFP7 G e A 
6 e 7.5 X 10 Atenuado 

CUADRO !.-CUADRO COMPARATIVO DE LA RNT 5 1 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 ratón (Tomado de Skinner,et.al, 1989) (LD~ es 
la cantidad de virus requerida para causar parálisis 6 muerte del 
50% de ratones inoculados). 
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He.e pR'; 6 1 

B 

Figura 8.- FLAQUEO VIRAL EN CELULAS HeLa y SK-N-SH CON LOS VIRUS 
PRV 6 .1, PRV 7. 3, V957, SFP8 Y SFP7. Se infectaron las lineas 
celulares HeLa y SK-N-SH con los virus 6.l(A), 7.3(8), V957(C), 
SFP7(D), SFP8(E) dejandose adsorber 45 mina temperatura ambiente. 
Las células se incubaron por 48 hrs con DMEM 5% suero y 1% 
bactoagar a 37ºC. Las células infectadas fueron fijadas con TCA al 
20% y teñidas con cristal violeta. Después se obtuvo el número y 
tamaño de placas para cada virus en cada linea celular. 
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mas grandes en esta última linea celular comparada con las 

observadas en células HeLa (Fi9. 8A) a la misma dilución viral. 

Para la cepa PRV 7~3 (P3/Sabin) se observaron placas pequeñas en 

ambas líneas celulares, con una ligera reducción en su número sobre 

todo en las células SK-N-SH (Fi9. 88). En el caso de la revertante 

neurovirulenta V957 se observó aproximadamente el mismo número y 

tamaño de placas que las producidas por el virus silvestre PRV 6.1 

en células SK-N-SH, sin embargo el tamaño de placas obtenidas en 

HeLa con el revertante fueron ligeramente mas grandes que con el 

virus silvestre PRV 6.1 (Fi9. 8C). Con el virus SFP7 (Fi9. 80) hubo 

una diferencia muy marcada en cuanto al tamaño y número de placas 

obtenidas tanto en células HeLa como SK-N-SH. Las placas en SK-N-SH 

fueron en número 10 veces menor con respecto a las obtenidas en 

HeLa. En el caso del doble mutante atenuado SFP8 (Fi9. SE) se 

observó que en células HeLa el número de placas fue alto aunque de 

un tamaño menor comparado al virus silvestre. En células SK-N-SH 

aunque las placas fueron de mayor tamaño el número fue menor. 

PRODUCCION VIRAL EN CELULAS HeLa y sx-N-SH. 

Una vez determinado el comportamiento de las 5 cepas virales en 

cuanto a su tamaño de placas, se realizaron las curvas de 

crecimiento, en el caso de células HeLa a dos temperaturas 32ºC y 

38.5ºC y en células SK-N-SH a 37°C. Obteniendose en HeLa a 38.5ºC 

una baja producción viral en las cepas SFP8 y SFP7, lo cual indica 

una deficiente replicación viral de estos virus que 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 

replicación. 

Resultados similares se obtuvieron cuando el experimento se 

realizó a 32ºC, siendo menos dramatica la diferencia, entre ellos 

(Fi9. 9 A y B). En lo que se refiere a células SK-N-SH se observó 

una replicación deficiente de los virus SFP8 y PRV 7.3 comparada 

con los virus PRV 6.1 y V957 (Fi9. 10) como ya se ha reportado 

previamente (La Monica, 1987, 1989). Al parecer la mutación en la 

posición 472 altera la replicación viral en tejido neural 
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Fiqura 9,- CURVA DE CRECIMIENTO DE VIRUS EN CELULAS HeLa INFECTADAS 
A DOS DIFERENTES TEMPERATURAS. Se infectaron células HeLa con 10 
pfu/cel con las cepas virales PRV 6.10, PRV 7.3 *, V957•, SFP7.a. y 
SFPBO. Se permitió la adsorción durante 45 min y después fueron 
mantenidos 38.5ºC (A) ó 32ºC (B). Se tomaron alicuotas a diferentes 
tiempos (de o-7 hrs) y se determinó el titulo viral como se 
describe en Materiales y Métodos. 
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Fiqura 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.lD 
PRV 7. 3 *, SFP8 O y V9 5 7 • durante 8 Hrs continuas, tomandose 
alicuotas cada hora. Los virus recuperados se usaron para infectar 
células HeLa y determinar el título viral por plaqueo. 
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haciendola menos eficiente. Estos datos sugieren la participación 

de algún componente celular del húesped que se encuentre ausente, 

modificado ó en concentración diferente entre ambas lineas 

celulares y que sea responsable de la expresión diferencial del 

virus PRV 7.3 y SFP8 (La Monica, 1987). 

REPLICACION VIRAL EN HeLa y SK-N-SH. 

Para una primera aproximación de posibles alteraciones a nivel 

de replicación viral en las cepas analizadas, se realizaron las 

cinéticas de sintesis de RNA viral en ambas lineas celulares a las 

temperaturas antes indicadas. El RNA total citoplásmico 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 región que codifica para la proteina de cápside 

VP2. La cantidad de sonda unida fue determinada por cpm en un 

contador de centelleo. En células HeLa a 38.5°C se observó 

deficiente la replicación en SFP8 y SFP7 y ligeramente deficiente 

en el revertante neurovirulento V957 a tiempos tempranos de la 

cinética de infección (Fig. 11) incrementandose los niveles 

replicativos de esta última cepa a las 4 hrs post-infección. El 

virus PRV 7.3 no mostró diferencia en su eficiencia de replicación, 

comparada con la cepa silvestre PRV 6 .1 como ya habia sido 

reportado previamente (La Monica, 1989). En cuanto a la cinética 

realizada a 32ºC (Fig. 11) no se observaron diferencias drásticas 

en replicación de los virus atenuados (SFP8, SFP7) en relación 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 relación al virus silvestre 

PRV 6.1, y el revertante neurovirulento V957 (Fig. 12). No 

observandose diferencias significativas entre estas dos últimas 

cepas virales. 

Anteriormente se habia reportado que la replicación 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 posición 472. 
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Figura 11.- SINTESIS DE RNA VIRAL EN CELULAS HeLa INFECTADAS A 
38.5°C Y 32ºC CON LOS VI RUS PRV 6.1, PRV 7. 3 , V957, SFP7 Y SFPS. 
Se infectaron c élulas He La corno se describe en materiales y métodos 
y se tornaron alícuotas cada hor~ durante 7 hrs. El RNA total se 
extrajó y se c uantificó c orno se d e scribe 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. El RNA total se extrajó 
y se cuantificó como se describe en materiales y métodos. 
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SINTESIS DE PROTEINAS VIRALES EN HeLa y SK-N-SH. 

Corno ya se mencionó, las deficiencias en la replicación de los 

virus analizados, a este nivel, se deben a los cambios puntuales en 

su RNT 5'. Algunas otras mutantes con variaciones en esta región 

han sido deficientes en replicación por una deficiencia inicial en 

la sintesis de proteinas; por lo que se realizaron cinéticas de 

sintesis de proteinas tanto en células HeLa corno células SK-N-SH. 

Las células infectadas fueron marcadas con Met s35 a diferentes 

tiempos de infección, analizandose los extractos protéicos en geles 

de poliacrilarnida-SDS. 

Los resultados obtenidos en células HeLa a 38.5ºC para el virus 

SFP8, mostraron una deficiencia en la sintesis de proteína viral la 

cual se inicia a las 4-5 hrs post-infección en lugar de a las 2-3 

hrs post-infección corno se observa para el virus silvestre PRV 6.1. 

Mas aún, la cantidad de proteina viral sintetizada por el SFP8 

fue menor en todos los tiempos de la infección con respecto al 

virus PRV 6.1. Resultados similares se obtuvieron a 32ºC con esta 

mutante (Fiq. 13), aunque la alteración no fue tan drástica, pues 

la inhibición de proteínas celulares ocurrió de 1 a 2 hrs después 

que en el silvestre. Para los ensayos de traducción de esta mutante 

en SK-N-SH (Fiq. 14) se observó un desfasarniento de una hora entre 

el inicio de la traducción entre ambos virus, asi mismo una 

reducción de la proteina viral sintetizada en todos los tiempos de 

infección. 

La sintesis de proteína viral observada para la revertante 

neurovirulenta V957 a 38.5ºC en células HeLa, también disminuyó 

aunque de manera menos dramática que la observada en el virus SFP8, 

iniciandose a las 4 hrs post-infección en lugar de las 3 hrs 

observadas para el virus silvestre (Fiq. 15). A las 5 hrs. post­

infección se observó la misma cantidad de proteina para ambos 

virus. Sin embargo a 32ºC esta revertante neurovirulenta resultó 

ser tan eficiente corno el PRV 6.1 para traducirse, lo cual sugiere 

que tanto el doble mutante SFP8 y el revertante neurovirulento V957 

son terrnosensibles a 38.5°C. En células SK-N-SH se observó una 
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Figura 13.- AUTORRADIOGRAFIA DE LA SINTESIS DE PROTEINAS EN HeLa 
INFECTADAS CON LOS VIRUS PRV 6.1 Y SFP8. Se infectaron células 
HeLa a 32ºC y 38.5ºC con 10 pfu de los virus PRV 6.1 (6.1) y SFP8 
(8). Se tornaron las células cada hora (entre O y 7) y se incubaron 
con Met s 35 por 15 min como se describe en materiales y métodos. Las 
extractos protéicos se analizaron en gele de poliacrilarnida-SDS al 
10%. Los tiempos de infección se indican en la parte superior de la 
fotografia. 
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:riqura 14. - AUTORRADIOGRAFIA DE LA SINTESIS DE PROTEINAS EN 
CELULAS SK-N-SH INFECTADAS CON LOS VIRUS PRV 6. 1 Y SFPB. Se 
infectaron células SK-N-SH con los virus PRV 6.1 (6) y SFPB (8). Se 
tomaron las células cada hora (entre O y 7) y se incubaron con Met 
s35 por 30 min como se describe en materiales y métodos. Los 
extractos protéicos obtend'.Js se analizaron en ge le de 
poliacrilarnida-SDS al 10%. Los tiempos de infección se indican en 
la parte superior de la fotogrifía. 
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Pigura 15.- AUTORRADIOGRAFIA DE LA SINTESIS DE PROTEINAS EN CELULAS 
HeLa INFECTADAS CON LOS VIRUS PRV 6.1 Y V957. Se infectaron células 
HeLa a 32ºC y JB.5ºC con 10 pfu de los virus PRV 6.1 (6.1) y V957 
(V9). Se tomaron las células cada hora (entre o y 7) y se incubaron 
con Met s35 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 infección se indican en la parte superior de la 
fotografia. 
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Fiqura 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 V957 (V9). Se tomaron las células cada hora (entre O y 7) y se 
incubaron con Met s 35 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 infección se indican 
en la parte superior de la fotograf 1a. 
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síntesis de proteína 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 32ºC pero si a 38.5ºC donde el 

virus mutante SFP7 produce una menor cantidad de proteína que el 

virus silvestre a todos los tiempos {Fig. 17). En células SK-N-SH, 

la inhibición de la síntesis protéica celular ocurrió a las 3 hrs 

post-infección, observandose la presencia de proteínas virales en 

ambos virus. Sin embargo a las 4 hrs post-infección se observó una 

considerable disminución de la traducción viral en el mutante SFP7 

viendose totalmente abatida a las 5 hrs, mientras que en el PRV 6.1 

no se vió alteración alguna de éstas a lo largo de la cinética 

{Fig. 18). Lo anterior sugiere que la traducción deficiente de la 

cepa SFP7 en SK-N-SH, debe estar asociada a la mutación puntual 

presente en ella {G 482 A). En cuanto a la cepa PRV 7.3 P3/Sabin, 

los ensayos de traducción fueron realizados por La Monica 

{1987,1989) observando una deficiente traducción viral asi como una 

deficiente replicación en células SK-N-SH y no asi en células HeLa. 

OBTENCION DE VIRUS MUTANTES POR MUTAGENESIS DIRIGIDA. 

Una vez caracterizadas las cepas virales anteriores y de 

observar el efecto de los cambios puntuales en la RNT 5 1 de cada 

una de estas cepas en cuanto a replicación y traducción, se decidió 

generar mutaciones puntuales en el cDNA de la RNT 5' de poliovirus 

tipo 3 {Cepa León) la cual esta clonada en el fago M13 como ya se 

describió en materiales y métodos. Se siguió el protocolo de 

mutagénesis dirigida (ver materiales y métodos) para generar las 

mutaciones en esta región, utilizando oligos específicos que 

llevaban el cambio puntual en la posición de intéres (472, 482 y 

529). Se realizó la alineación de los oligos como se detalló en 

metodología y se obtuvieron los fagos recombinantes que fueron 

secuenciados (Fig. 19); se determinó que la mutagénesis no se llevó 
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Fiqura 17.- AUTORRADIOGRAFIA DE LA SINTESIS DE PROTEINAS EN HeLa 
INFECTADAS CON LOS VIRUS PRV 6.1 Y SFP7. Se infectaron células HeLa 
a 32ºC y 38.5ºC con 10 pfu de los virus PRV 6.1 (6.1) y SFP7 (7). 
Se tomaron las células cada hora (entre O y 7) y se incubaron con 
Met s 35 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 intección se indican en la parte superior de la 
fotografia. 
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Fiqura 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 O y 7) y se incubaron con 
Met s 35 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 infección se indican en la 
parte superior de la fotografia. 
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Fiqura 19.- SECUENCIACION DEL cDNA DE LA RNT 5 1 DE POLIOVIRUS 
TIPO 3 (CEPA LEON) CLONADA EN EL FAGO Ml3. Se realizó la 
mutagénesis dirigida en el fago Ml3 como se describió 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 decidió seguir una metodologia alternativa, la 

cual consistió en purificar el RNA viral de la revertante 

neurovirulenta V957 a partir de células HeLa infectadas. Una vez 

obtenido el RNA viral se sintetizó el cDNA mediante transcriptasa 

reversa, el cual a su vez sirvió como molde para amplificar por PCR 

(reacción en cadena de la polimerasa) el fragmento correspondiente 

a la RNT 5' (Fi9. 20) mediante la utilización de dos oligos (18 y 

37) que poseen secuencias de la RNT 5' del cDNA de la cepa León. 

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 interacción con 

factores celulares de las dos lineas. 
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Fiqura 20. PRODUCTOS DE PCR CORRESPONDIENTES A LA RNT 5 1 DE LA CEPA 
LEON. Se purificó el RNA viral de la revertante V957 y se utilizó 
como templado para la obtención del cDNA por transcriptasa reversa 
arnplificandose el fragmento correspondiente a la RNT 5 1 por PCR. En 
el carril 1 se muestra el fago ~ X 174 cortado con Hae III como 
marcador de peso molecular; carril 2 dilución 1/10 de la mezcla de 
amplificación; carril 3 RNT 5' (389 nt) amplificada. 
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DISCUSIOH 

El fenotipo de atenuación 6 virulencia del virus de la 

poliomielitis ha sido uno de los aspectos más estudiados en los 

últimos años (Agol, 1988, 1989; Almond, 1987; Evans, 1985; 

Kawamura, 1989; Kuge, 1987; La Monica, 1987, 1989, Macadam, 1993) 

El análisis de la secuencia primaria del RNA de cepas atenuadas 

y sus contrapartes virulentas, ha sido una de las herramientas más 

utilizadas para determinar las regiones directamente involucradas 

con el fenotipo. Dentro de la RNT 5 1 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 que cambios puntuales en estos nucle6tidos modifican 

dramáticamente la neurovirulencia, tanto en monos como en ratones 

"in vivo" asi como en células nerviosas "in vitro". Estos 

nucleótidos se localizan en una región conocida como el dominio VI 

de la RNT 5' formando parte de una estructura de tallo, de la cual 

se presume que su desestabilización, resultado de las mutaciones, 

reduce la eficiencia de traducción 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 más conocimientos respecto a las bases 

moleculares de la atenuación y neurovirulencia, estudiamos la 

capacidad de replicación de algunas cepas virales con cambios de 

una ó dos bases dentro de la región VI de la RNT 5 1 , dentro de 

células HeLa y células de origen nervioso (SK-N-SH). 

Las curvas de crecimiento obtenidas en este trabajo, muestran 

que tanto a 38.SºC como a 32ºC la producción viral fue un logaritmo 

menor con los virus SFPB y SFP7 comparada con los virus PRV 6.1 y 

V957. Esta diferencia fue menos dramática a 32ºC. Sin embargo, el 

virus PRV 7.3 mostró una replicación deficiente en células 

nerviosas y no asi en células HeLa. La deficiencia observada en la 

capacidad de propagación se ha correlacionado también con el tamaño 
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de placas líticas producidas por el virus en cuestión. Así, en 

SK-N-SH los virus atenuados (SFP8 y PRV 7. 3) produjeron placas 

pequeñas mientras que los virus PRV 6 .1 y V957 placas grandes; 

dando evidencias de que la generación de placas grandes se 

relaciona con una buena replicación viral y placas pequeñas, con 

deficiencias a este nivel. En células HeLa las placas pequeñas solo 

fueron producidas por SFPS. Debido a que la replicación y la 

traducción son procesos altamente relacionados, decidimos 

analizarlos de manera separada. 

Los resultados, muestran que los virus SFPS y SFP7 tienen una 

replicación deficiente a 38.5ºC en células HeLa a tiempos tempranos 

de la infección, igual que en SK-N-SH. El virus V957 que se replica 

al mismo nivel que el PRV 6.1 en células nerviosas, presenta una 

ligera reducción en la velocidad de replicación a tiempos tempranos 

de la infección en células HeLa. Debido a que la replicación viral 

es un fenómeno posterior a la síntesis de proteínas, se estudió la 

capacidad de traducción de estos virus. En células HeLa a 38.5ºC el 

virus SFPS mostró una reducción en la síntesis de proteína viral en 

relación con el PRV 6.1, no habiendo una diferencia muy marcada 

entre éste y el virus atenuado SFP7. En células nerviosas la 

traducción 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 modificación en la base 472 

es un determinante mayor de neurovirulencia, dado que afectan la 

síntesis de proteína viral y concomitantemente la replicación y 

propagación del virus en células nerviosas. Las cepas con cambios 

C 4 7 2 U como PRV7. 3 , y SFPS fueron atenuados y deficientes en 

traducción y replicación en células nerviosas, y al parecer, la 

modificación en una base adicional dentro de este dominio 

(G 482 A) , puede repercutir en la desestabilización de la supuesta 

estructura secundaria pudiendo extender el defecto traduccional de 

las cepas en células nerviosas (SFP7) y hacia células HeLa (SFP8). 

La hipótesis de que la desestabilización de la estructura 

secundaria pueda, de alguna manera determinar una reducción 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 recuperó 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 replicación tanto en células HeLa como 

de neuroblastorna se hacen comparables a la de la cepa silvestre. 

El hecho de que 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 replicación viral. 

Esta bien documentado que la RNT 5 1 , y en especifico el dominio 

VI, es una zona blanco para la unión de factores proteicos 

celulares que participan en la traducción 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 interacción 

descritos hasta el momento son la proteina pPTB, La, p97, eIF-2 

etc. (Del Angel, 1989; Meerovitch, 1989, 1993; Pestova, 1991; Jang 

y Wimrner, 1990; Gebhard, 1994). 

En específico, el sitio de unión de la pPTB se ha localizado en 

el dominio VI y al parecer la interacción de RNA-proteina requiere 

de una determinada estructura secundaria y no tanto asi de 

secuencia primaria. A pesar de que PTB es una proteina que 

participa en procesamiento de pre mRNA en el núcleo de células 

eucarióticas (García-Blanco, 1989), es claro que también participa 

de manera importante en la traducción cap-independiente (Hellen y 

Wimrner, 1993). Si las mutaciones que describimos en este trabajo 

alteran la interacción de PTB con esta región (dominio VI), seria 

sencillo poder explicar la deficiencia en sintesis de proteinas 

virales. El que un virus se traduzca de manera poco eficiente 

traerla corno 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 generaría virus con 
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una replicación reducida como se observó con las cepas atenuadas 

analizadas. Tanto la traducción como la replicación 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 traducción cap-independiente, tejido especifico?. 

Algunos factores de traducción como eIF-2 presentan diversos grados 

de fosforilación en diferentes lineas celulares (Del Angel, 1989) 

otros, como el mRNA para PTB sufre procesamiento que puede traer 

como consecuencia una diferencia en la cantidad de moléculas 

capaces de unirse eficientemente al !RES de poliovirus en 

diferentes lineas celulares. 

Adicionalmente, otros factores que participan en la traducción 

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 lo anterior sugiere que la presencia, ausencia ó 

concentración diferencial de factores celulares en lineas ó 

tejidos, puede ser un factor determinante en el proceso de 

traducción 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 regulación de la traducción 

y que nos permitan conocer más claramente los fenómenos de 

atenuación 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 

drástica la estructura secundaria de la RNT 5', reduciendo la 

eficiencia de traducción 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 observó 

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 más que la secuencia primaria del 

dominio VI de la RNT 5', parece influir de manera determinante en 

la traducción viral. 

De la misma manera nuestros resultados nos permiten sugerir que: 

- Los cambios puntuales presentes en la RNT 5' de las cepas virales 
• 

analizadas, evidenciaron comportamientos distintos en las lineas 

celulares utilizadas (HeLa y SK-N-SH) , lo que hace suponer la 

existencia de una interacción diferencial entre los factores 

celulares y la RNT 5 1 de estas cepas. 
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