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RESUMEN.

A pesar de que el virus de la poliomielitis (poliovirus) es uno
de los virus que infecta células de mamifero mas estudiado, no ha
sido hasta mediados de la deécada de los 80, gue se empezo a
estudiar y se ha podido determinar que la region no traducida 5
(RNT 5’), tiene participacion vital en 1la regulacion de
diferentes fendmenos en dicho agente infeccioso. La RNT 5’ del
RNA viral (RNAv) esta formada por 750 nucleotidos, donde se
localizan secuencias necesarias para la traduccién y replicacion.
Esta regién presenta una estructura secundaria altamente compleja
y conservada en el grupo de los Picornavirus. Se sabe gue
deleciones o modificaciones (mutaciones) en ciertas zonas de la
RNT 5’, tienen efecto sobre la eficiencia de la traduccion.

La region central de la RNT 5’ (250-630 b), presenta una
estructura secundaria compleja, formada por "tallos y burbujas"
que es reconocida internamente por ribosomas y factores protéicos
celulares, lo cual puede explicar la traduccion de un RNA
mensajero (RNAm) gque carece del residuo de 7 metil guanosina
("Cap") en el extremo 5’. En esta region tambien se localizan
sitios cuya mutacion provoca gque se reduzca la neurovirulencia;
asi, en poliovirus tipo 3 un cambio de citosina (C) por uridina
(U) en la posicion 472, es determinante para que se confiera el
fenotipo atenuado.

En casos de poliomielitis asociada a la administracion de la cepa
vacunal atenuada SABIN, se ha observadd reversion al fenotipo
neurovirulento, por el solc cambio de U por C en la base 472. Se
ha suqe;idé que tales alteraciones probablemente desestabilizan

la estructura secundaria de la RNT 57.



Recientemente se ha aislado una cepa doble mutante, que ayudara a
comprender, a nivel molecular, la participacion de la RNT 5’ en
la regulacion de importantes funciones virales. Esta cepa llamada
SFP8, presenta como caracteristicas: mutaciones en las posiciones
472 (U por C) y 482 (A por U), menor eficiencia en traducciodn,
replicacion y neurovirulencia con respecto a la cepa vacunal
SABIN.

Usando ensayos de movilidad por electroforesis en gel nativo de
poliacrilamida, encontramos unién especifica de proteinas
citoplasmicas con la secuencia comprendida entre los nucledtidos
276-620 de la RNT 5’ de las cepas virales LEON (silvestre),
SABIN (mutada en la base 472) y SFP8 (mutada en la base 472 y
482) . Sugerimos que la estabilidad de los complejos
ribonucleoprotéicos (cRNPs) que se forman con la RNT 5’ de 1la
cepa LEON, es mayor gque la de los cRNPs formados con las cepas
SABIN y SFP8. Esto pudo observarse dado gque, a altas
concentraciones de sal (150mM KCl), no se alterdo el cRNP en la
cepa LEON, sin embargo los cRNPs con las cepas SABIN y SFP8
fueron modificados por concentraciones de sal (100 y 150mM KCl).
Por los ensayos de competencia pudimos concluir que las tres RNT
5’ de las cepas virales, parecen ser reconocidas de manera
especifica por proteinas celulares.

Al emplear el mismo sistema de electroforesis en gel de
poliacrilamida, no observamos la unidén de proteinas citoplasmicas
con la secuencia comprendida entre las bases 488-620, que forma
parte del dominio III de la estructura secundaria de la RNT 57;
observamos leve competencia sobre la formacion del cRNP, al

competir la region del RNA comprendida entre 276-620 b con un
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exceso de RNA competidor 488-620 b (dominio III), lo que sugiere
gque se necesita mas de un dominio, para la eficiente formacion
del complejo RNA-proteina.

El conocimiento y estudio a nivel molecular de la RNT 5°‘
viral, podria sentar las bases para 1la produccion de nuevas
vacunas atenuadas incapaces de revertir a la neurovirulencia,
asi, como también para el conocimiento de los mecanismos alternos
de regulacioén de otros genes virales y celulares.

Recientemente estan apareciendo reportes sobre genes que
presentan RNT 5’ grandes y complejas (>200 b), las cuales
aparentemente, contienen secuencias importantes para diferentes
mecanismos de regulacion. Esto puede explicar la expresiodn
de manera alterna, a la forma gue normalmente siguen la mayoria
de RNAm celulares y virales estudiados. Entre estos ejemplos
podemos citar a genes gue codifican para, factores de
crecimiento, receptores de membrana celular, gran parte de proto-
oncogenes, proteinas de heat shock, histonas, wvirus del SIDA

(HIV-1), Papilomavirus y proteinas que unen GTP.
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INTRODUCCION.
Antecedentes generales:
Poliovirus (virus de la poliomielitis) es el agente causal de la
poliomielitis, una aguda enfermedad del sistema nervioso central
(SNC) de humanos, que ocasionalmente puede resultar en paralisis.
Registros recientes apoyados por excavaciones arqueologicas
sugieren que la poliomielitis ha plagado la humanidad desde la
antigiedad.
Del trabajo experimental sobre los diversos tipos antigénicos,
patogénesis e inmunidad, se obtuvé la informacidn necesaria para
lograr la inmunizacion artificial. Como resultado de este
trabajo, dos excelentes vacunas fueron desarrolladas las cuales
han controlado efectivamente la poliomielitis paralitica en los
paises donde han sido usadas, por lo gue la paralisis espinal
infecciosa aguda puede considerarse como rara.
La poliomielitis no ha sido totalmente erradicada, sin embargo en
paises donde usan la vacuna viva atenuada (SABIN), un bajo nivel
de la enfermedad persiste. La Organizacién Mundial de la B8alud
estima que al menos 500,000 casos de la enfermedad ocurren
anualmente y el numero actual parece ser mayor; paraddjicamente,
mucho de esto parece ser causado por la vacunacion. En paises del
tercer mundo existe un alto indice de poliomielitis.
Hoy en dia esta claro que poliovirus es primeramente un patogéno
entérico, que ocasinalmente invade el SNC. Es generalmente
aceptado que el virus es transmitido via la ruta fecal-oral, por
lo tanto se implanta en la mucosa de la garganta (cuando grandes
dosis son ingeridas) e intestino. Al igual gue otros Enterovirus

es estable en el acido y puede sobrevivir transitoriamente en el
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estomago. El virus se multiplica en la mucosa y es capaz de
replicarse en 1la orofaringe y por tanto es posible que,
ocasionalmente pueda ser propagado por las heces fecales. Después
de que el virus se establece en el tracto gastrointestinal,
posiblemente en células epiteliales del intestino, el virus se
multiplica en los nodos linfaticos mesentéricos y placas de
Peyer; de éste modo resulta la diseminacién del virus a los nodos
linfaticos sistémicos, torrente sanguineo y otros sitios de
replicacioén, produciendo una viremia (figura 1).

La aparicion del virus en la sangre, coincide con el periocdo gque
es llamado "enfermedades menores", un sindrome inespecifico que
ocurre en la mayoria de las infecciones y disminuye de 1-2 dias.
El mantenimiento de una viremia persistente, es requerido para la
invasion del SNC, un raro evento que ocurre en aproximadamente de
1-2% de todas las infecciones. El rango del dafo celular por la
infeccién viral va de cromatdélisis leve a neurofagia vy
destruccion completa, existiendo también respuesta inflamatoria
de la médula espinal. Ha sido también sugerido que el virus se
multiplica productivamente en linficitos invadidos. En el SNC
peliovirus se replica principalmente en las neuronas motoras de
la asta anterior de la meédula espinal, tallo del cerebro y en la
corteza motora. En muchos casos también se observan lesiones en
el ganglio intermedio gris y en el asta posterior.

La paralisis resulta cuando la replicacion viral destruye
gran numero de neuronas motoras, en la regidon del SNC que
controlan misculos especificos. El periodo de infeccién al inicio
de la poliomielitis clinica paralitica es generalmente al rededor

de 11 dias. En la gran mayoria de individuos la infeccidén se
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Fifura 1. Patogénesis en la poliomielitis.
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asocia con las "enfermedades menores' que presentan los sintomas
de fiebre, malestar, sueno, cefalea, nauseas, vomito y garganta
inflamada. Cuando ocurre la poliomielitis ©paralitica,
generalmente es de la forma de una paralisis flaccida, gque mas
frecuentemente involucra los miembros inferiores.

El tropismo celular para poliovirus, parece depender del receptor
celular como un determinante principal. La limitacién basada en
el receptor es demostrada en ceélulas en cultivo.

Con la infeccion de poliovirus en células en cultivo, se ha
caracterizado el fendmeno de inhibicidn de la sintesis de
macromoléculas de la célula hospedera, principalmente RNA y
proteinas. Este fenomeno es una de las primeras y mas dramaticas
alteraciones inducidas por el virus sobre el aparato
transcripcional y traduccional en 1la célula hospedera.
Poliovirus puede ser transmitido a monos, ratones, ratas vy
embriones de pollo, pero el humano es el unico hospedero conocido
en la naturaleza que desarrolla la enfermedad (2, 65, 74).

I) Estructura del virus de la poliomielitis.

Poliovirus es un miembro del género de los Enterovirus y de la
familia Picornaviridae (virus pequenos de RNA) (50). Es un virus
desnudo, compuesto de una capside de proteinas, formada por 60
copias (protomeros) de cada una de las 4 proteinas estructurales
maduras (VPl, VP2, VP3 y VP4) y de una a dos copias de VPO
(precursor no procesado de VP2 y VP4); esta particula
icosahédrica tiene un diametro aproximado de 28-30 nm y encierra
un genoma de RNA cadena sencilla y polaridad positiva (28, 40).
El RNA viral (RNAv) tiene unida al extremo 5’ una peguena

proteina basica de 22 aminoacidos llamada VPg, con un peso
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molecular (P.M) promedio de 2.4-12x10°% D (5, 24, 27, 33, 89) y un
segmento poliadenilado (poli-A) gque tiene en promedio 60
nucleotidos en su extremo 3f (90). VPg se une al RNAv
covalentemente mediante un enlace fosfodiester a la tirosina
(tercer aminoacido del extremo NH,) de VPg, el enlace se
representa como 04—(5—Uridil) tirosina (tyr-pUp) (figura 2). VPg
esta codificada en la regién P3 del mapa del RNAv (32).

El RNAm de poliovirus empieza en. su extremo 5’ con un residuo de
pUp, a diferencia de la mayoria de los RNAm eucaridticos que
empiezan con un residuo de guanina metilada en la posicién 7,
estructura conocida como "Cap" (6, 39, 58, 75).

La molécula de RNAv esta formada por aproximadamente 7500
nucledtidos, con una proporcidén de bases de Adenina=30.2%;
Citosina=23.1%; Guanina=22.8%; Uracilo=23.9% y puede dividirse en
una region no traducida 5 (RNT 5‘) de 743 nucleotidos, una zona
de marco de lectura abierta y una regidén no traducida 3’ (RNT 3’)
de 72 nucelotidos (33, 65). I

La region del marco de lectura abierta del RNAv, codifica todas
las proteinas estructurales y no estructurales maduras (57, 59).
El RNAv y el RNAm son idénticos en secuencia de nucledtidos y
s6lo difieren en la presencia (RNAv) o ausencia (RNAm) de la
proteina VPg (43). El1 segmento de poli-A del RNAv, se cree
participa en la replicacién viral, permitiendo la sintesis del
RNA de polaridad negativa (14, 77).

Debido a la alta homologia en la secuencia de nucledtidos y de
aminoacidos, se cree que los diferentes serotipos de poliovirus

derivan de un prototipo comun (85).
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Figura 2. Estructura de la regién terminal 5’ del RNA de
poliovirus.

El oligonucledtido (n=85) es un fragmento del corte del virion
con RNasa 111. La proteina viral VPg se une via un enlace 04—(5—
Uridil) trosina (tyr-pUp) al RNA. El enlace fosfodiester en Tyr-
pUp puede considerarse rico en energia por analegia con 04—(5—
Adenil) Tirosina. Las estructuras "tallo y burbuja" tienen una/AG

de -21Kc mol~l (tomada de 33 y 39).
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II) Ciclo litico de poliovirus.

El ciclo replicativo de poliovirus inicia con la unién de la
particula viral (capside), a un receptor celular especifico en la
superficie de la célula, y posteriormente, el virus entra en la
célula, probablemente a través de endocitocis mediada por el
receptor (37, 47). Ciertas evidencias indican que la
acidificacidén extracelular, de algun modo facilita la entrada del
genoma viral al citoplasma y bajo condiciones normales, la
entrada ocurre en vesiculas intracelulares acidas (56).

Como sigiente paso se realiza el "desnudamiento" del RNAv, el
cual es liberado en el citoplasma asociado a proteinas
estructurales (12, 48). Penetracidn y desnudamiento son eventos
que parecen ser simultaneos (48). El RNAv actua directamente como
un RNAm, gue codifica una poliproteina de aproximadamente 250 KD,
la cual es procesada en una forma precisa por al menos dos
proteasas virales (25, 26, 57, B86): de eéste procesamiento
resultan todas las proteinas estructurales y no estructurales
maduras (59).

Las proteinas estructurales VPO, VPl y VP3 se agrupan formando la
procapside, que al unirse a una molécula de RNAv forman un
complejo ribonucleoprotéico, el cual es conocido como provirién
(23). El1 provirion origina la particual madura o viridn mediante
el procesamiento de la proteina VPO a VP2 y VP4. El ciclo viral
finaliza con la liberacidn de viriones maduros y la 1lisis
celular.

III) Replicacidn viral.

La sintesis de RNAV es un evento citoplasmatico y se realiza

independientemente de la maquinaria genética celular. El tiempo
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para la sintesis de una molécula de RNAv, se ha estimado en 45
segundos.

En células infectadas por poliovirus se han encontrado tres tipos
de RNA: el RNA de una sola cadena con coeficiente de
sedimentacion de 35 S, un RNA formado por una doble cadena con
colas de cadena sencilla, conocido como Intermediario Replicativo
(IR) (18 S) y RNA doble cadena llamado Forma Replicativa (FR) (20
S). Este FR es posible que no sea otra cosa que IR que ha
finalizado la sintesis de RNA. Las cadenas negativas no son
infectivas, pero el IR y FR poseen infectividad (44). E1 IR
contiene en promedic 3 (ocasionalmente 8) colas nacientes de
cadena sencilla, las cuales estan unidas por puentes de hidrogeno
a su molde sobre regiones cortas (70). La mayoria de cadenas en
el IR son de polaridad negativa, lo gue sugiere gque 1la
replicacion es ampliamente semiconservativa, la cadena positiva
es transcrita al lado de una cadena negativa conservada y éste
proceso desplaza la cadena positiva ya existente en el duplex del
complejo (44).

La replicacion del genoma viral inicia con la sintesis de una
molécula de RNA polaridad negativa, la cual sirve de molde para
la sintesis de nuevas moléculas de RNA positivo, que pueden ser
traducidas o servir como nuevos RNAs capaces de ser encapsidados
(2). Se sabe que la replicacion del RNAv requiere tanto proteina
del hospedero como también viral (84). La proteina viral P3D es
una RNA-polimerasa codificada por el wvirus, tiene actividad de
poli-U polimerasa y replicasa (57). Esta proteina es la encargada
de la sintesis de RNAv (76). La RNA-polimerasa, requiere de un

factor celular para iniciar la sintesis, el cual puede ser una
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uridiltransferasa terminal que puede formar un iniciador para el
funcionamiento de la polimerasa viral (3, 4).

Se han encontrado complejos de membrana de replicacion, gque
tienen proteinas replicantes del RNA viral (83) que sintetiza
oligo~uracilos (VPg-pUp y VPg-pUpUp), gque son los extremos 5’
terminal de las moléculas de RNA nacientes (11, B84). Esto sugiere
gue la replicaciodén viral requiere la presencia de membranas
celulares.

IV) Traduccion y procesamiento.

El RNAv es un RNA monocistrénico, cuyo inicio de traduccidén esta
localizado en el nuclectido 743 y el de terminacioén en el
nucledtido 7369 (17). Como resultado de su traduccion se realiza
la sintesis de una poliproteina precursora cuyoc P.M es de 247,000
D, codificada por 2209 tripletes consecutivos en la zona de marco
de lectura abierta.

Esta poliproteina es procesada en el estadio naciente, en tres
precursores primarios (Pl1, P2 y P3), los cuale son procesados en
una variedad de pequefios productos protéicos especificos del
virus. Estos han sido mapeados en el RNA gendmico viral por
métodos de estudios cineticos, analisis tripticos,
inmunoprecipitacién y secuenciacion radioquimica principalmente
(2, 57, 65).

La zona de marco de lectura abierta, muestra tres sitios
principales de corte, deducidos de su estructura primaria gque
son: Glutamina (Gln)/Glicina (Gly), Tirosina (Tyr)/Glicina y
Aspartico (Asp)/Serina (Ser) (33, 57). La poliproteina es
procesada predominantemente por la proteasa viral 3C (que corta

pares de aminoacidos Gln/Gly), debido a que presenta varios
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sitios de corte Gln/Gly, en su secuencia de aminoacidos. La misma
proteina 3C es procesada autocataliticamente (2, 26). La
poliproteina es procesada entre la regidn P1-P2, que presenta los
sitios de corte Tyr/Gly, por la proteasa 2A (46). La region P2-P3
presenta el sitio de corte Gln/Gly, que es reconocido por 1la
proteasa 3C (91); de estos procesamientos se generan los
precursores Pl, P2 y P3 mencionados anteriormente.

El precursor primario Pl da origen, por procesamiento
proteolitico, a las 4 proteinas estructurales VP1l, VP2, VP3 vy
VP4; la proteasa 3CD, como ya se menciond procesa el precursor Pl
en VPO, VPl y VP3 (30), posteriormente VPO es procesada en VP2 y
VP4 en el sitio Asp/Ser (39, 40). Este ultimo procesamiento es
dependiente de RNA y esta asociado con los pasos de ensamble y
maduracién del virus (36).

El precursor P2 contiene a las proteinas P2A, P2B y P2C, 1la
proteina P2A actua de forma indirecta en la degradacion de una
proteina celular de alto P.M (p220), la cual es importante para
la sintesis de proteinas de la célula hospedera (tabla 2) (35,
45). La funcion de P2B es desconocida. P2C se asocia a una
posible funcién de proteasa (34), aunque su principal funcioén
parece estar relacionada en 1la replicacion viral (63, 64).

En el precursor viral P3 se encuentran las proteinas VPg, P3B,
P3C y P3D. Como se menciond, VPg se une al RNAv en el extremo 57,
en tanto que 3D es el componente de la replicasa (RNA-polimerasa
dependiente de RNA). Se desconoce actualmente la funcién de P3B
(20, 57, 59).

La nomenclatura adoptada y los P.M de las proteinas estructurales

Yy no estructurales se muestran en la tabla 1 (73).
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Como se senaldé anteriormente, el RNAv tiene dos grandes regiones
no traducidas 5’ y 3’ importantes, que se conservan ampliamente
en los tres serotipos. Estas RNT juegan papeles importantes en el
proceso replicativo de poliovirus (38, 65).

El mapa propuesto para el procesamiento de poliovirus es
ampliamente aceptado y complementado (figura 3) (57, 59).

V) Efecto de la infeccidn viral sobre la célula hospedera.

Los efectos de la infeccidn de poliovirus incluyen la inhibicion
de la trascripcién y traduccién de la célula hospedera en la fase
temprana de la infeccidn; en la fase tardia es inhibida 1la
replicacion del DNA celular (44). Estos efectos influyen tambieén
cambios en la membrana plasmatica celular, de modo que después de
3 horas de infeccién el balance idnico es perturbado (36, 55,
79). El ciclo infeccioso es relativamente corto, requiere
aproximadamente 6 horas entre la unién al receptor y la lisis
celular (44, 65).

V.I) Inhibicién de la sintesis de DNA celular.

La inhibicidn de sintesis de DNA celular es posterior (5 horas) a
la inhibicidén de la transcripcién y la traduccion. Aungue no se
ha podido elucidar el mecanismo de inhibicién de DNA, se cree que
se debe en gran parte, a que el virus modifica la maguinaria
metabdlica del hospedero, para la produccidén de componentes
virales (65).

V.2) Inhibicién de la sintesis de RNA celular.

Durante la infeccién de células por poliovirus, la sintesis de
RNA dependiente de DNA, es inhibida un 80% déSpués de 90
minutos. Esto se logré establecer por la diferencia de

incorporacién de precursores radiactivos al RNA celular a
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Figura 3. Perfiles electroforéticos y mapa de procesamiento de
proteinas virales, encontradas en lisados de células Hela
infectadas por poliovirus.

A) Después de un periocdo de 10 minutos de marcado con metionina
[355). B) Como en A perc con 90 minutos de incorporacién con
metionina [35S] (tomado de 57).

C) Mapa del procesamiento de la poliproteina viral. La mayoria de
los cortes ocurre en los pares Gln/Gly. La poliproteina (linea
gruesa) es dividida en tres regiones (Pl1, P2 y P3). Los pares de
aminoacidos (sitios) conocidos que son cortados, son indicados
por simbolos negros. Los sitios Gln/Gly son procesados por la
proteasa P3-7C, la proteasa P3C es codificada por el virus. Las
proteinas responsables para el procesamiento de los sitios NS-2,
YG-6 Y YG-8 no han sido bien identificadas. Las proteinas p3-4a,
X/9 y 3b/9 son producidas unicamente en pequehas cantidades

(tomado de 59).
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diferentes tiempos de infeccion (36).

Estudios tendientes a determinar la causa de la inhibicién de la
transcripecién, han determinado que varias proteinas de la region
P2 y P3 del genoma viral se encuentran en el nucleo de células
infectadas, estas proteinas se acumulan en un porcentaje que es
directamente proporcional al decremento en el porcentaje de
sintesis de RNA celular (9, 23a). Por otro lado, la subunidad IIO
de la RNA-polimerasa se modifica en las ceélulas infectadas,
aunque hasta el momento no se sabe si la modificacion se debe a
defosforilacion o degradacién. Con respecto a los factores de
trascripcién, recientemente se ha sugerido la modificacidn de dos
de ellos: uno general para varios promotores, como es el factor
TFIID, el cual interactua con la caja "TATA" y otro especifico
para el promotor tardio de Adenovirus 2 (factor USF), el cual
interactua con la regidén comprendida entre los nucledtidos -50 a
-65 del promotor tardio del mismo virus (42).

A pesar de que se han encontrado diversas modificaciones en
factores y en la RNA-polimerasa, no es posible determinar si una
sola modificacion es producida por el virus, y el resto sea
una consecuencia de la modificacidn inicial. Sin embargo, es
posible que mas estudios sobre el proceso aclaren el mecanismo
inhibitorio.

V.3) Inhibicion de la sintesis de proteina celular.

Dentro de los 30-60 minutos post-infeccion, la sintesis de
proteinas de la célula hospedera se inhibe dramatigamente. Este
fenémeno conocido como "Shutoff" celular no permite la traduccicn
de RNAmMm con "cap" y conduce a la traduccion preferencial de los

RNAm sin "“Cap" del virus (10, 36, 79, 88).
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Las primeras proteinas especificas de poliovirus aparecen cerca
de la seqgunda hora post-infeccidén, alcanzando su maximo de
expresion a las 3-4 horas. En el estadio final de infeccidén, 1la
sintesis de proteinas virales decrece dramaticamente, reflejando
una disminucion de los recursos celulares y senalando la
inminente muerte celular (21, 36, 79). Detallados analisis
indican que el bloqueo de la sintesis de proteina celular, esta
en el paso de iniciacion de la traduccion. La vida media de los
RNAm celulares no se modifica a consecuencia de la infeccidn por
poliovirus (18, 46, 79).

Para entender el mecanismo por el cual poliovirus inhibe 1la
traduccién del RNAm celular, se regquiere entender el
funcionamiento de las proteinas gque interactuan cecn la RNT 5’ de
los RNAm celulares durante la iniciacién de la traduccion. La
tabla 3 enlista los factores eucarioticos de iniciacidén (elIF) vy
su probable funcion en la traduccion. Se ha de mostrado que
estructura "Cap", facilita la formacion estable del complejo
entre la subunidad ribosomal 40S y el RNAm, durante la iniciacion
de la traduccion. La funcioén del "Cap" es ayudar a la interaccién
especifica RNAm-proteina (18, 79).

De los diferentes modelos propuestos para explicar el "Shutoff"
celular, los mas estudiados, y que no son mutuamente excluyentes,
son: a) un incremento en la concentracidon de idnes monovalentes
(Na+ y Cl7), dentro de la celula hospedera y b) la inactivacion
de un factor eucariotico de iniciacién (18, 21, 55, 79).

a) La eficiencia en la traduccion relativa de un RNAm, es
dependiente de las condiciones ionicas del medio ambiente. Al

estabilizarse la estructura secundaria del RNAm, por altas
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concentraciones de sal, también hay un incremento en la
dependencia de la proteina unidora del "Cap" (CBP) para la
traduccidn. La infeccion por poliovirus causa cambios en la
membrana celular, alterando su permeabilidad a los idnes. La
perturbacion resultante de los gradientes anormales de los iones
monovalentes, trae como consecuencia el incremento de la
concentracién de Na®, sin decremento en la concentracicn de K'.
Se propone gue la union de una proteina de la capside viral a la
membrana celular, es la responsable de los cambios en los
gradientes ionicos. El incremento de Na' sehalado dentro de la
célula hospedera, puede conducir a la inhibicidn de la sintesis
de proteina celular. La traduccion "in vitro" del RNAv es
relativamente resitente a la inibicién por altas concentraciones
de sal. De estos cambios en condiciones intracelulares, puede
resultar la traduccién preferencial del RNAm viral (36, 55, 56,
79) .

b) Inactivacién de un factor eucariético de iniciacion.

El continuo estudio de los eIF, ha proporcionado las bases para
postular gque la infeccidén inducida por poliovirus, provoca la
inactivacion de un factor especifico de iniciacién (21), por lo
cual no se realiza la unidén del ribosoma al extremo 5’ del RNAm
(46). El sitio de este defecto esta localizado en el complejo de
la proteina que se "une al Cap" (CBPC) (46, 72).

La figura 4 muestra las posibles funciones de cada uno de los
componentes del CBPC, en el paso de iniciacioén de la traduccion.
El CBPC, consiste de un polipéptido asociado de 24, 220 y
cantidades menores de los polipéptidos de 40, 44 y 80 KD. En

células infectadas, el CBPC sufre alteraciones estructurales, la
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” AUG
CAP '

CBP Complex

24K-CBP. elfF-4A* 220

Figura 4. Modelo para la funcion de eIF-4A, eIF-4B y el complejo
CBP en la iniciacién de la traduccion.
elF-4A representa al componente eIF-4A del complejo CBP (tomado

de 79).
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proteina de 220 KD (p220) esta ausente, en su lugar se encuentran
2-3 productos de degradacion (100-130 KD) antigénicamente
relacionados (10, 21). Ensayos "in vitro" demuestran gque la
actividad proteclitica de p220, es dependiente de la temperatura
(la proteolisis no ocurre a 0 *C y sensitiva al calor. Otra
alteracion es que el eIF-4A, se disocia mas rapidamente del
complejo modificado que del complejo nativo (10, 18, 79).

El CBPC alterado permite la traduccion "in vitro" de los RNAm sin
"Cap" pero no de los RNAm con "“cap" (10, 36, 46, 79). De lo
anterior se observa que la integridad del componente p220, es
escencial para la funcion del CBPC y que su degradacion, es un
factor importante en la inhibicién o "Shutoff" de la traduccion
de las proteinas celulares (18, 21, 46, 79). El procesamiento de
p220 es inducido indirectamente por la proteasa viral 2A (35),
aungue la degradacion de este componente, no es totalmente
fundamental® para explicar la inhibicidén de la sintesis de
proteinas celulares (8). Se sggiere que el CBPC, utiliza energia
derivada de la hidrolisis del ATP, mediante su fusicon a la RNT 57
del RNAm para facilitar la unicen del ribosoma. Los RNAm sin
"Cap", muestran una menor dependencia al ATP para la union del
ribosoma. La estructura "Cap" y la hidrdlisis de ATP, son
aspectos relacionados en la iniciacion de la traduccion.
Recientes experimentos, sugieren gque el "Shutoff" temprano en
celulas HeLa infectadas (por virus) es debido a la fosforilacion
de eIF-2a (79).

La inactivacion de un factor o factores de iniciacidén de
traduccion y el hecho de ser independiente de "Cap" sugieren, vy

de hecho se ha demostrado, gue determinada secuencia en la RNT 5
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confiere esta caracteristica (7, 10, 60, 61). La rapidez Yy
duracién del "Shutoff", varia ampliamente con 1los diferentes
tipos de virus y es también dependiente de la especie del
hospedero (29).

ANTECEDENTES PARTICULARES.
I) Atenuacidn y virulencia.
Los virus con genomas de RNA, son los parasitos mas ubicucs
conocidos, se encuentran intracelularmente en casi todas las
formas de vida (plantas, animales, hongos y procariotes). Son
diversos en tamano, estructura, organizacién genémica vy
estrategia de replicacién; han sido clasificados en diversos
grupos, basandose en estos y otros criterios. Estos virus son
objeto de extensos estudios, por que son los agentes responsables
de una variedad de importantes enfermedades del hombre, animales
y plantas. Los porcentajes de evolucion de estos virus,
continuamente en replicacién, excede en un millon de veces los
porcentajes de evolucion de sus hospederos. Las diferencias en
los porcentajes de evolucién del DNA y RNA, radica en los
pequenos tiempos generacionales para la replicacion del RNAV y el
error natural de la RNA-polimerasa viral (comparada con la DNA-
polimerasa) y por los mecanismos de rearreglo y recombinacién
(80, 100).
Los estudios de la neurovirulencia son complicados, por el hecho
de gque diferentes animales pueden ser empleados: monos

(Cynomolgus y Rhesus), chimpances y ratones. Las diferentes rutas

de inoculacion gque pueden ser usadas son: intracerebral
(inoculacion en el talamo), intraespinal (inoculacidén en el asta

anterior), intraperitoneal, intramuscular y oral; tanto el animal
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empleado y la ruta de inoculaciodén, pueden influenciar 1la
neurovirulencia de una cepa viral particular.

Hay dos meétodos para cuantificar la neurcovirulencia de
peliovirus, un metodo es inocular muchos animales, para
posteriormente observar los signos de paralisis (debilitamiento
de miembros o paralisis parcial, cuadriplejia postrante o fallas
respiratorias y muerte). Un segundo método es emplear monos, para
determinar la magnitud de las lesiones neuropatoldgicas en el
SNC, gue es proporcionado asignando valores en una escala de 1-4
(1= solo infiltracién celular; 2= infiltracion celular con dano
neuronal minimo; 3= infiltracion celular con extenso dano
neuronal y 4= dafio neurconal masivo con o sin infiltracion
celular), a cada seccidn microscopicamente examinada. Para cada
mono usado en el examen se le asigna un valor y una media es
calculada para cada virus. Altos valores de lesion son asociados
con virus de alta neurovirulencia; usando estos métodos, es
posible asignar valores nbméricos a la neurovirulencia
polioviral. La Organizacidén Mundial de la salud, recomienda el
método sensitivo de inoculacicén intraespinal de monos Cynomolgus,
con un inéculo de 10°-%-10%:5 en 0.1 ml; los resultados se
comparan con los de una cepa aceptada como referecia, para la
fabricacion de vacunas confiables (2, 65).

La vacuna oral mas utilizada en el mundo, es la gue se obtiene de
cepas atenuadas de poliovirus y fue creada por ALBERT SABIN en la
década de los 50. Aungque la vacuna es confiable y se ha usado por
muchos anos para controlar la poliomielitis, se ha observado
reversion a la neurovirulencia de la cepa vacunal, principalmente

de los serotipos 2 y 3 (22,31, 49, 74). Se ha observada, que una
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mutacion puntual en el nucleotido 472 de la RNT 5‘ del serotipo
3, cambia drasticamente las caracteristicas de una cepa viral
(22, 69, 81, B82). Se sabe que la cepa de la vacuna ocral tiene
uracilo (U) en eéste nucleodtido, lo cual le confiere el fenctipo
atenuado y las cepas virulentas tienen citosina (C) en esta
posicion, lo que le confiere el fendtipo neurovirulento (22). En
los casos de paralisis asociada a la vacuna SABIN, la reversion
de esta cepa atenuada al fenotipo neurovirulento , obedece al
cambio puntual de U por C en el nucleotido 472 (22, 69). La
mutacion puntual que provoca la reversion a la neurovirulencia
opera del mismo modo, en los modelos experimentales de monos y
ratones (41).

Anteriormente el analisis y fabricacidn de vacuna oral contra la
poliomielitis resultaba muy caro, por que implicaba el utilizar
grandes numeros de monos para lograr esta meta. Hoy en dia
gracias a la construccidén de virus quiméricos, se ha podido
adaptar un modelo experimental en ratones, el cual permite
estudiar el efecto a nivel molecular de las mutaciones puntuales
¥y seguir el proceso de atenuacion, virulencia y reversion con el
consecuente bajo costo de los examenes. Gracias a este nuevo
modelo, la fabricacién de vacuna contra la poliomielitis ya no
depende de los modelos de monos y chimpances en un cien por
ciento (41).

Sobre la base del examen de sueros neutralizantes, poliovirus
puede dividirse en tres serotipos: P1/MAHONEY; P2/LANSING y
P3/LEON. Los sitios antigénicos principales de neutralizacion, se
encuentran en segmentos definidos de las proteinas estructurales

VPl y VP3, variando la inmunodominancia para cada serotipo (19,

31



52, 54, 87). De la estabilidad antigénica del virus, tambieén
dependen los brotes epidémicos en las poblaciones vacunadas (51,
53, 68).

II) Region no traducida 5’ (RNT 57).

La hipodtesis de que la RNT 5, conservada a traves de un largo
proceso evolutivo, tendria un papel esencial para la replicacion
y otras funciones virales en poliovirus (58), ha empezado a
estudiarse y se ha eceptado su veracidad paulatinamente. Las
funciones de esta region, se han logrado elucidar por
experimentos de recombinacién genética (1), construccion de virus
guimericos (41), mutagenesis dirigida, deleciones e inserciones
(38) y estudios computacionales (69). La gran RNT 5’ tiene 750
nucleotidos de longitud (el numero exacto varia entre los
diferentes serotipos). Dentro de esta region 5/, se encuentra el
codon AUG de iniciacion, que esta localizado en la posicidn 743 y
es precedido por varios codones AUG (8 para poliovirus tipo 1)
(33). Se sabe que algunos de estos codones pueden codificar
pequenos peptidos de hasta 7000 D, pero su funcion es
desconocida; de todos los codones AUG anteriores al codon AUG de
iniciacioén de la traduccion, solamente tres han sido conservados
entre los genomas de los tres serotipos (posiciones 322, 464 y
593) (B85).

La RNT 5’ es la regién mas conservada del genoma entre los
Enterovirus y entre los Enterovirus y Rhinovirus. Hay evidencias
de que tiene una extensa estructura secundaria en poliovirus y
otros miembros de los Picornavirus. Se ha encontrado, que la
mutacion puntual en la RNT 5’ del genoma viral (posicion 472 en

poliovirus tipo 3 y 2 y 480 en poliovirus tipo 1), puede afectar
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dramaticamente la replicacion "in vitro" en intestino y meédula
espinal, pero no afecta la replicacion en cultivos celulares. El
unico cambio de nucleotido (C por U) en la posicion 472, vuelve
al virus incapaz de replicarse e incapaz de causar dano
patologico en el cerebro de ratoén, lo gque sugiere gque los
factores involucrados, en la limitacion del crecimiento del
virus, es el mismo en primates (tipo 3) y en ratones (tipo 2) (2,
41) .

En lo que respecta al fenomeno de replicacion, se ha encontrado
(por deleciones e inserciones en la RNT 5’) gque la secuencia
entre la posicion 551-563, tiene informacion genetica gque juega
un papel esencial en la replicacion viral y la secuencia entre la
posicion 564-599, tiene informacidén genetica gque mantiene la
eficiencia de ciertos pasos en la replicacidén viral. Se ha
encontrado también que los genomas de los tres serotipos
virales, contienen secuencias altamente variables (segmento 640-
742), que aparentemente no tienen funcidén en la replicacion y
secuencias altamente homoldgas (segmento 509-639). Los diferentes
loci alrededor de la posicioen 200-500, deben interactuar
mutuamente; éstas interacciones pueden resultar en la formacién
de una estructura funcional, que influencia la eficiencia de
ciertos pasos en la replicacién (38). La RNT 5‘ contiene
determinantes principales de atenuacion, estas funciones
probablemente, son mediadas por la interaccion de polipeptidos
celulares con la RNT 5’.

Recientemente se ha demostrado por analisis de retardamiento vy
mapas de huellas ("Footprinting"), la unién especifica de

proteinas celulares con la secuencia de 510-629; también se
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observo la formacidn de éste complejo, con una segunda secuencia
(97-182) menos estable con respecto a la primera secuencia en la
RNT 5/. Estas dos regiones de la RNT 5‘, fueron reconocidas por
diferentes proteinas celulares, sin embargo los dos complejos
(RNA-proteina) contienen el factor eIF-2a (15). También se
demostro que los ribosomas se unen directamente, en una parte
interna de la RNT 5’ (62). Parece ser gue el segmento 320-627, es
la region esencial para la union del ribosoma y traduccion del
RNAm sin "Cap" (7)-

Otros analisis sugieren gqgue la RNT 57, tiene efectos
significantes sobre la eficiencia traduccional (65). Un elemento
funcional de accidn-cis, dentro de la RNT 5' del RNA polioviral,
permite la traduccion en una forma independiente del "Cap". Este
elemento, esta localizado entre los nucledtidos 320-631 del
extremo 5‘ del RNAv. Por otro lado, cuando esta region (320-631)
se une a un RNA heterologo, puede funcionar en "cis" para volver
a este RNAm, independiente del "Cap" (60). Se ha encontrado
también un elemento(s) inhibitorio(s) de accidn-cis en la RNT 5/,
entre el nucleotido 70-381 que limita 1la traduccicon del RNAm
viral, en lisados de reticulocitos de conejo, extractoc de germen
de trigo y oocitos de Xenopus laevis, pero sin actividad para
extractos de celulas HeLa (61).

Otros posibles papeles gue puede mediar la RNT 5’ en forma
importante son: la unién de la RNA-polimerasa viral al extremo 3’
del RNA de cadena negativa y/o tal vez en el empaquetamiento y
ensamble del RNA de cadena positiva en los viriones etc. (7, 69).
El mejor conocimiento de la funcidn de la RNT 5’, puede formar la

base de nuevas vacunas atenuadas, incapaces de revertir a la
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neurovirulencia (60, 65).

III) Estructura secundaria de la RNT 57.

Como se menciond anteriormente, el echo de que la RNT 5’ este
altamente conservada, sugiere que tiene un papel funcional para
diferentes pasos esenciales del ciclo viral. Tales funciones
pueden depender de la estructura secundaria del RNAv (69). Por
analisis de secuencias, se sugliere gue la mutacidn en la posicién
472, puede producir un cambio significativo en la estructura
secundaria de la RNT 5’ (2).

Se ha mostrado que la posible estructura secundaria de la RNT 5',
del RNAv de la vacuna oral SABIN y de un virus aislado P3/119
(revertante de un caso de paralisis fatal), un cambio de U por C
en la posicion 472 en la vacuna oral, causa un substancial
rearreglo, de modo gque dos estructuras adicionales (tallo y
burbuja) son formadas. También se infiri¢ una estructura similar
a la de P3/119, en el progenitor virulento (P3/Ledn/37) de la
vacuna oral SABIN.

En el serotipo 3 (virulento) un solo cambio del nucledtido U por
C, en la posicion 472 en la RNT 5’, proporciona una ventaja
selectiva para crecer en el intestino humano. Este cambio esta
asociado con un incremento en la neurovirulencia. La mutacion U
por C, parece tener un profundo efecto en la estructura
secundaria, predecida para la RNT 5/ del genoma viral.

Es posible gue cambios analogos sean importantes también en la
atenuacion de poliovirus tipo 1 (posicién 480) (22, 78).

Otra teécnica de analisis comparativo de secuencias reveld la
presencia de mas de 22 horquillas (talleos y burbujas),

conservadas en las cepas atenuadas y virulentas de poliovirus,

35



ademas de otras estructuras tambien conservadas. Los 22 tallos
son formados por 209 de los primeros 634 nucleotidos, 1o gque
comprende casi el 45% de la RNT 5’, el otro 55% esta formandoc
burbujas. Se encontro que todos los Picornavirus contienen
estructuras RNT 5’ de longitud similar y regiones de secuencias
y/o estructuras similares.

Se ha encontrado también que dos secuencias ricas en pirimidina,
se extienden del segmento 91-101 y 555-576, y dos secuencias
altamente conservadas, que se extienden del segmento 446-470 vy
536-565. Se cree gue la secuencia conservada del tallo "R"
(figura 5) es reconocida por el ribosoma o algun factor gue
inicie la traduccion, y podria ser que la region siguiente sea
cadena sencilla la cual es escudrifiada por el ribosoma, para
localizar el AUG iniciador. Los virus silvestres contienen un
tallo "R" muy largo y estable. Los unicos virus gque no forman
éste tallec "R" perfectamente, son las contrapartes atenuadas,
debido a la mutacion C-U en la posicion 472.

La region gque va del nucleodtido 634 al codon AUG iniciador,
muestra un grado muy bajo de homologia y por tanto, se cree gue
no tenga estructura secundaria estable, lo que esta de acuerdo
con la hipotesis de que el ribosoma examina esta regién, para
localizar el sitio AUG de iniciacion. La falta de estructura
secundaria y un AUG claramente expuesto al final de esta region,
puede facilitar la iniciacion de la traduccioén. Esto puede
determinar en parte la independencia a la proteina unidora del
"Cap" en estos virus.

Segun el primer modelo, la base 472 se aparea con la base 482,

mientras en el segundo modelo (figura 5), la base 472 se une a la
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Fig 3=—Connnued

Figura 5. Prediccion de la estructura secundaria de la RNT 5’ de
los tres serotipos de poliovirus.

Los tallos conservados son sombreados y marcades con letras.

PV= poliovirus cepas silvestres.

PVS= poliovirus cepas atenuadas. (tomado de 69).
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base 532 y se localiza en el tallo llamado "R", mientras la base
482 se encuentra en el tallo "S". Se sugiere que los tallos "R y
3" son muy estables (69). Una modificacién en ambas bases (472 y
482) para regenerar la complementaridad propuesta en el primer
modelo, probablemente altere considerablemente la estructura
secundaria de la RNT 5’, segun el segundo modelo.

Hasta el momento, no se conoce con exactitud la estructura
secundaria real de la RNT 5’ y todo se basa en los modelﬁs
propuestos por analisis de computadora, sin embargo es dificil
hacer predicciones gque favorezcan uno 4 otro modelo.
Recientemente se han propuesto dos nuevos modelos de la
estructura secundaria del RNA de la RNT 5’, basados ademas de
consideraciones computacicnales en ensayos quimicos, bioquimicos
y biologicos (figura 6 y 7) (96, 98). Modelos que como el anterio
de la figuras 5, comparten algunas caracteristicas similares Yy
otras gue son completamente diferentes, por lo tanto no es
posible proponer un modelo consenso, para la estructura

secundaria del RNA de la RNT 5’ del virus de la poliomielitis.
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Figura 6. Modelo del plegamiento de la porcion central del RNA de

la RNT 5’ (236-628 b) de la cepa LEON/37 tipo 3 (tomado de 96).

39



.‘-O"‘

g

§| ‘. 'S::‘

S e Tensfiab, ol

3 s - w

R
e e AW R

ot

“an

FPviag,

2w,
&3

Figura 7. Prediccién de la estructura secundaria de la RNT 5/,
del RNA (1-620 b)de la RNT 5’polioviral tipo 3, basado en
analisis comparativo de secuencias.

La figura muestra las estructuras de pares de bases, que fueron
predecidas por programas de computadora. Los sitios de
modificacién quimica preferencial y corte con RNasa son también
indicados: (0) Kethoxal, (®) DMS, (A) RNasa A, (A) RNasa T2 Y

(—») RNasa CV1 (tomado de 98).
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OBJETIVOS.

Dada la importancia que presenta la RNT 5’ del RNAm viral, en la
regulacion de diversas funciones del ciclo de vida de éste agente
infeccioso, es importante el estudio y conocimiento a nivel
molecular de sus segmentos, factores protéicos celulares gque
interactian con esta estructura y 1la propia estructura
secundaria de esta parte del mensajero.

Entender el o los mecanismos de atenuacion y reversion a la
virulencia, de éste virus en modelos animales. Lo anterior puede
permitir posteriormente, 1la fabricacicén de vacunas estables
para ser empleadas en campanas de vacunacion en humanos.

De igual manera, el estudio de esta regidn altamente regulatoria,
puede ayudar a comprender mecanismos alternos para la expresion
de genes, por una via diferente al reconocimiento de 1la
estructura "Cap" presente en la mayoria de los RNAm.

Para contribuir al esclarecimiento de algunas de las funciones
regulatorias de la RNT 5’ "in vitro", nos plantemos los sigientes

objetivos:

A) Analizar la interaccion de factores protéicos celulares con la
RNT 5’ del RNAv, obtenida de cepas silvestres (virulentas) vy
atenuadas (mutada en la base 472 y mutada en las bases 472 y
482).

B) Analizar el efecto de las mutaciones mencionadas, sobre la

estructura secundaria la RNT 5’del RNAv.

C) Analizar la participacion de los tres dominios (I, II, III)

sugeridos recientemente, en la estructura de la RNT 5’, y en la

formacion de complejos ribonucleoprotéicos (cRNPs).
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MATERIALES.
1.0 Material biologico.
1.1 células. Se usaron en este trabajo ceélulas Hela crecidas en
monocapa, a una confluencia de 60-70%.
1.2 Virus. Se usd la cepa del virus de la poliomielitis LEON/37
tipo 3 y P2/LANSING, propagados en el laboratorio por diluciones
seriadas.
1.3 Bacterias. Se usaron bacterias E. coli DH5a.
1.4 Suero. Se empleo suero de caballo inactivado, para el cultivo
de células Hela.
2.0 Medio de cultivo, medio Dulbecco (D-MEM).

SOLUCIONES.
3.0 Soluciones para extraccion de DNA (plasmidos).

3.1 Medio de cultivo bacteriano (ML= Medio Luria).

Medio ML.

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

H,0 bidestilada hasta un litro.

Ajustar pH a 7.5 con NaOH.

3.2 Sclucién para resuspender bacterias.

Solucion TS.

Sacarosa 25%.
Tris-HC1 pH 7.5 50 mM.
3.3 Solucioén para fraccionamiento celular.

Solucién ELT.

EDTA 100 mM.

Lizosima 2 mg/ml.
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Triton X-100 0.1%.
3.4 Solucidn para precipitar acidos nucléicos (PEG6000-NacCl).
Solucioén PEG6000-NacCl.

PEG6000 20%.
NaCL 1 M.
3.5 Solucioén para resuspender acidos nucléicos.

Solucion TE 1X.

Tris-HCl pH 8 10 mM.
EDTA 1 mM.
4.0 Soluciones para geles de agarosa y agarosa bajo punto de
fusion (LMP).

Agarosa o agarosa LMP en TBE 1X.

4.1 Amortiguador TBE 10X.

Tris base 10 gr.
Acido bodrico 55 g
EDTA 9.3 gr.

H,0 bidestilada hasta un litro.

4.2 Amortiguador TBE 1X.

TBE 10X 100 ml.
H,0 bidestilada 900 ml.
4.3 Amortiguador TBE 0.5X

TBE 10X 50 ml.
H,0 bidestilada 950 ml.
5.0 Soluciones para geles nativos de poliacrilamida.

Solucion stock de acrilamida-bisacrilamida (16%).

Acrilamida 32 gr.
Bisacrilamida 0.4 gr.

H,0-DEP, deionizada con amberlita y filtrada (millipore 0.45) 200
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ml.

Solucion de poliacrilamida.

TBE 10X 2 ml.
Stock de poliacrilamida 18 ml.
Llevar a 40 ml con H,0-DEP

5.1 Soluciones para polimerizar poliacrilamida.

TEMED 60 ul.
Persulfato de amonio (0.1 mg/ml) 200 ml.
6.0 Solucion agua-Dietilpirocarbonato (H,0-DEP).

DEP 100 ul, para cada 100 ml de H,0 bidestilada.

Se agita fuertemente y se esteriliza de 4 a 24 horas despues.

7.0 Solucién de bromuroc de etidio para tenir geles de agarosa.
Bromuro de etidio 10 mg/ml.
8.0 Soluciones para plaqueo de virus.

8.1 Medio DEM 2X; suero de caballo 10%; antibiotico.

Dextrosa 3.5 gr.
Bicarbonato de sodio 3.7 gr.
Medio DEM 9.95 gr.
HEPES 5.95 gr.
HZD bidestilada estéril 500 ml.

Ajustar pH a 7.2
Filtrar a través de membrana de 0.22 nm en campo estéril.
8.2 Solucion para diluciones virales.

PBS mas suero de caballo 0.2%.

NacCl 8 gr.
KCl 0.2 gr.
Na,HPO, 1.15 gr.
KH,PO, 0.2 gr.
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H,0 bidestilada 100 ml.
8.3 Soluciones para fijar monocapa celular.

Acido tricloroaceético 20% (TCA) en H,0 bidestilada.

8.4 Solucion cristal violeta (C.V) para tenir monocapa celular.
C.V Solucion stock.

c.v 1.09 gr.
Etanol al 20% 99 ml.

Solucién de trabajo.

Solucidn stock 20 ml.
Etanocl al 95% 40 ml.
H,0 bidestilada 150 ml.

9.0 Solucion fenol saturado con tris-HCl.

Ver metocdos.

9.1 Solucioén fenol-cloroformo (1:1).

Fenol saturado con tris-HCl mas cloroformo puro.

10.0 Solucidn de etanol al 70%.

Alcohol etilico al 100% 70 ml.
H,0 bidestilada 30 ml.
11.0 Solucion para precipitar acidos nucléicos

NaOAc 3 M.
Ajustar pH a 5.2 con acido acético.

12.0 Amortiguador muestra para gel de agarosa.

Sacarosa 12.5 gr.
TBE 10X 12.5 ml.
SDS 10% 2.5 ml.
Azul de bromofenol 125 mg.
Xilen-xianol 125 mg.

13.0 Solucion para ligacion de fragmentos de DNAc.
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Amortiguador de ligasa 1X.
Tris~HCl1 pH 7.5

Mgcl2

DTT

ATP

14.0 Soluciones para células competentes.

14.1 Medio Psi-A.

Bacto extracto de levadura
Bacto-triptona

MgSO,

Bacto agar

H,0 bidestilada

Ajustar pH a 7.6 con KOH.
14.2 Medio Psi-B.

Igual que Psi-A pero sin bacto agar.
14.3 Solucidn TFB 1.

KAc

KCl

CaCl

MnCl2

Glicerol 100%

H,0 bidestilada hasta 250 ml.
Ajustar pH a 5.8 con acido acético.
14.0 Solucidén TFB 2.

MOPS

Cacl,

KCl

Glicerol 100%
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H,0 bidestilada hasta 200 ml.

Ajustar pH a 6.5 con KOH.

15.0 Scoluciones para transformacién celular.

15.1 Sclucién B-mercaptoetanocl.

B-mercaptoetanol 9 pl.
H,0 bidestilada 491 pul.

16.0 Medio selectivo MAC-B/ampicilina.

Medio Maconkey 40 gr.
Lactosa 10%.
Ampicilina 50 pg/ml.

17.0 Solucicnes para extracto citoplasmico total.

17.1 Solucion para despegar ceélulas.

Tris-HCl pH 7.5 40 mM.
EDTA pH 7.5 1 mM.
NacCl 150 mM.
17.2 Amortiguador RSB.

Tris-HC1l pH 7.5 10 mM.
NacCl 10 mM.
18.0 Extraccion de DNA por cloruro de cesio (CsCl).

18.1 Solucidn para amplificar DNA (plasmidos).

Cloranfenicol 125 pg/ml.
18.2 Solucion para fraccionamiento celular.

Lizosima 10 mg/ml.
Tris-HCl pH 7.5 0.25 mM.
18.3 Solucion EDTA.

EDTA pH 7.5 0.2 M.
18.4 Solucion "Tritén juice".

triton X-100 10% 10 ml.
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EDTA pH 7.5 0.5 M 25 ml.
Tris-HCl 1M pH 7.5 10 ml.
H,0 bidestilada 160 ml.
18.5 Solucidn de bromuro de etidio.

Bromuro de etidio 10 mg/ml 200 pg/ml.
18.6 Solucidn para eliminar bromuro de etidio.

Solucidén de isopropanol-agua-sal.

Ver meétodos.

18.7 Solucion para dializar muestras de DNA.

Tris-HC1l pH 7.5 5 mM.
EDTA 0.5 mM.
H,0 bidestilada 1000 ml.

18.8 Sclucion para lavar tubos para extraer DNA por cloruro de

cesio.

Tris-HC1l pH 7.5 10 mM.
EDTA 1 mM.
H,0 bidestilada 1000 ml.

19.0 Soluciones para transcripcion "in vitro".

19.1 Amortiguador de transcripcion TB 5X.

Tris-HCl1l pH 8.0 20 mM.
Mgcl2 40 mM.
NaCl 250 mM.
Espermidina 10 mM.

19.2 Solucidén Ditriotreitol (DTT).

DTT 100 mM.
19.3 Solucion de nucleoctidos 5X.

ATP 2.5 mM.

mM.

1541

CTP 2
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GTP 2.5 mM.
uTP 2.5 mM.
19.4 Radioisotopo para marcado de RNA.

Uridina [a 32P], actividad especifica 600 mCi/m mol.

20.0 Soluciocnes para ensayos de retardamiento.

20.1 Solucion BB 5X%.

HEPES 0.5 mM.
Glicerol 80% 50%.
KCl 315 nM.
EDTA 0.5 mM.
DTT 10 mM.
MgCl, 40 mM.

Agregar 1.3 ul de espermidina 1M a cada alicuota de 150 ul.
20.2 Solucion de tRNA.

tRNA 4 mg/ml.
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METODOS .
PREPARACION DE GELES DE AGAROBA Y AGAROSA BAJO PUNTO DE FUSION
(LMP) .
Después de sellar los extremos del molde de la camara de
electroforesis con cinta adhesiva y colocar el peine adecuado, se
agrego la agarosa o agarosa LMP fundida en TBE 1X, a 1la
concentracion deseada; cubriendo del 30-50% del largo de los
dientes del peine empleado. ElL amortiguador de corrida es TBE
0.5X. El voltaje para correr los geles es de 80-100 V, por un
tiempo promedio de 30-60 minutos.
TINCION DE GELES DE AGAROSA.
Durante o después de la corrida (electroforesis) del gel de
agarosa, se anaden 4-5 ul de bromuro de etidio (10 mg/ml). Las
bandas de DNA o RNA, se observan por irradiacidén con 1luz
ultravioleta (onda larga) en el transiluminador.
REBTRICCION DE DNA.
Las restricciones de DNA (plasmidos) se llevaron a cabo siguiendo
las especificaciones del amortiguador y las condiciones de
temperatura y tiempo senalados por el provedor de cada una de las
enzimas.
Para eliminar RNA de las muestras, se agregéo 1 pul de RNasa A

(2mg/ml) por 5 minutos a las mezclas de restriccion.

LIGACION DE DNA (fragmento y vector de clonacion).
La ligacion de fragmentos de DNA, se llevé a cabo en un volumen
de 10 pl, empleando 1 ul del amortiguador de ligacién 10 X, 10 U
de DNA ligasa T4 y aproximadamente 200 ng de DNA. La temperatura

de ligacidn es de 16 °C por almenos 8 horas.
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EXTRACCION DE FRAGMENTOS DE DNA DE AGAROSA BAJO PUNTO DE FUSION
(LMP) .

Una vez corrido el gel de agarosa y observados los fragmentos de
interés, estos fueron recortados con una navaja y se colocarén en
una camara de electroforesis. Los fragmentos se cubrieron
totalmente con LMP al 1%, al solidificar el gel, se corrid como
se senald anteriormente. Se recortaron las fragmentos de LMP
(conteniendo las bandas de DNA), con una navaja y se colocardén en
tubos eppendorff grandes. La LMP se fundié a 65-70 °C por 10
minutos. A la agarosa fundida se le afnadieron 4 volumenes de
amortiquador TE 1X o agua bidestilada. Posteriormente se agrego 1
volumen (del volumen final) de fenol saturado con tris, los tubos
se mezclaron fuertemente en el vortex, estos tubos se
centrifugaron (microfuga para eppendorff) a la maxima velocidad
por 15 minutos. La fase acucsa (superior) se pasé a otro tubo
eppendorff y se le agregd un volumen de fenol-cloroformo 1:1, se
mezcld suavemente en el vortex y se centrifugo en la microfuga,
por 5 minutos. Se extrajo la fase acuosa nuevamente con un
volumen igual de cloroformo, el sobrenadante se colocd en otro
tubo y se le aradié un décime del volumen de NaOAc 3M y dos
volumenes de etanol (100%) frio, se incubaron los tubos a =70 °C
por 20 minutos. Después de éste tiempo los tubos se centrifugaron
de 15-30 minutos a 4 °C. Se desechd el sobrenadante y los tubos
se secaron con vacio perfectamente. La pastilla se lave con
etanol frio al 70%. Los tubos se secaron nuevamente y la pastilla
se resuspendicé en TE 1X o agua bidestilada.

PREPARACION DE CELULAS COMPETENTES.

En una caja petri con medio Psi-A, se sembro la bacteria E. coli
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DH5a. Esta caja se incubé toda la noche a 37 °C. Se tomé una
asada de una sola colonia del paso anterior y se sembré en un
matraz de 100 ml con 5 ml de medio Psi-B. El matraz se incubo a
37 °C hasta alcanzar una D.O de 0.3. El contenido de éste matraz
se vacié en un matraz de 1000 ml con 100 ml de medio Psi-B
(medio precalentade a 37 °C); la bacteria se dejdé crecer hasta
alcanzar una D.O de 0.48. La D.0O se lee en el espectrofétometro a
550 nm. Al llegar la bacteria a 0.48, el matraz de cultivo se
enfrio 5 minutos en hielo, después de éste tiempo se centrifugo a
6000 rpm 5 minutos a 4 °C, en centrifuga Sorvall (Sorvall SS 43).
Las bacterias se resuspendieron en 40 ml de solucidén TFB 1 fria y
se mantuvieron en hielo por 5 minutos, posteriormente se
centrifugaron a 6000 rpm por 5 minutos a 4 °‘C, en centrifuga
Sorvall. Se desechd el sobrenadante y se resuspendieron las
bacterias en 4 ml de solucién TFB 2 fria, con mucho cuidado
(resuspender con pipeta) y se mantuvieron en el hielo por 15
minutos. Las bacterias se pusieron en alicuotas de 300 ul en
tubos eppendorff chicos, preenfriados en hielo seco. Estos tubos
con células competentes, se almacenaron en nitrégeno liquido.
TRANSFORMACION DE CELULAS COMPETENTES.
Se descongelaron bacterias competentes en hielo y se les agrego
30 pl de la solucién B-mercaptoetanol (ver soluciones),
manteniendo la mezcla en hielo por 10 minutos.
Se tomaron 50 ul de la mezcla del paso anterior y se le agregd de
1-2 pul del DNA muestra para transformar, se dejaron los tubos 30
minutos en el hielo.
Las bacterias se incubaron en bano Maria a 42 °C por 390 segundos,

después se colocaron en hielo por 2 minutos. A 1los tubos
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anteriores se les agregd 200 ul de medio Psi-B, en campo estéril
y se incubaron a 37 °C por una hora agitandose vigorosamente. Se
puso todo el contenido de los tubos anteriores, en cajas petri
con el medio y el antibidtico elegido; se espatularon las cajas
en campo estéril y se incubaron toda la noche a 37 -°C.
MINIPREPARACION DE DNA.

Se creciron bacterias en 5 ml de medio Luria con el antibiodtico
elegido (bacteria con el plasmido deseado), se incubaron toda la
noche a 37 °C en agitacion. Las bacterias se centrifugaron a
10,000 rpm por 10 minutos (Sorvall SS 34). La pastilla de
bacterias se resuspendidé en 200 gl de solucién TS, en el vortex.
Posteriormente se agregaron 200 ul de solucién ELT, agitando
suavemente, estos tubos se incubaron 5 minutos a temperatura
ambiente, transcurrido este tiempo los tubos se colocaron 15
minutos en bano Maria a 70 °C. Estos tubos se centrifugaron en
microfuga de 15-30 minutos; se tomé el sobrenadante y se agregd
un volumen igual de solucidn PEG 6000, se mezcld suavemente y se
dejaron los tubos 20 minutos a temperatura ambiente. Estos tubos
se centrifugaron 3-4 minutos, se elimind el sobrenadante y se
secaron perfectamente los tubos con vacio.

EXTRACCION DE DNA POR GRADIENTES DE CLORURO DE CESBIO.
De un cultivo bacteriano de 250 ml crecido hasta una D.O de 0.8 y
amplificado con cloranfenicol (125 ug/ml) por 12 horas, se llevd
a cabo la extraccidén de DNA por cloruro de cesio. Las bacterias
se centrifugaron a 6000 rpm por 10 minutos. La pastilla de
bacterias se resuspendio en 2 ml de solucién TS. Se anadioc a la
mezecla 0.3 ml de la solucidn de lisozima (10 mg/ml) y se dejo en

hielo por 5 minutos. A continuacién se anadieron 4.5 ml de
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solucién de "Tritdn juice", se mezcld por inversion y se mantuvo
en hielo por 15 minutos. La mezcla altamente viscosa, se coloco
con cuidado en tubos rigidos (polipropileno de 10 ml). Se
centrifugo por 30 minutos a 30,000 rpm a 4 °C en el rotor 50 de
titanio (50 Ti). Después de esta centrifugacion, se deseché la
pastilla y el sobrenadante se pasé a un tubo conico graduado,
para poder medir el volumen obtenido. Al sobrenadante se le
anadio 0.95 gr de CsCl por mililitro. Se mezclo bien y se volvio
a medir el volumen. Por ultimo se anadico bromuro de etidio (200
pg/ml). Esta mezcla se coloco en tubos de polialomerc para el
rotor 50 Ti, estos tubos se equilibraron con aceite mineral. Los
tubos se cerraron perfectamente y se centrifugaron a 45,000 rpm
por al menos 36 horas a 45 °C (rotor 50 Ti, en ultracentrifuga).
Transcurrido éste tiempo, se sacaron los tubos y se fijaron en un
soporte donde se destaparon. La banda de DNA que corresponde al
DNA superenrrollado y que es el gue se tomd, fue la banda
inferior de las dos observadas, en la parte media del tubo. Con
una aguja estéril, se pico el tubo y con la jeringa se succiono
completamente la banda (en ocaciones la banda de DNA se ve a
simple vista, en otros casos, es necesario usar una lampara de
luz U,V onda larga). E1 DNA se pasé a un tubo eppendorff limpio y
se le anadidé 1 volumen de isopropanol saturado con agua-sal, se
mezclé fuertemente dejando que se separaran las dos fases. La
fase acuosa (inferior), se mantuvo en el mismo tubo y solo se
desecho el isopropanol (fase superior). El proceso se repitio
hasta que la fase de isopropanol fue incolora. La fase acuosa, se
colocd en una bolsa de dialisis (exclucion de 12-14,000 D) y se

dializé «contra 1 1litro de solucion TE 1X a 4 °C  por
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aproximadamente 12 horas. Finalmente el DNA se colocd en un tubo
y se cuantificé en el espectrofotometro, por medicién de
absorbancia a 260 nm.
TRANSCRIPCION "IN VITRO"™.

El DNA a ser transcrito "in vitro" , se cortd con la enzima de
restricciéon adecuada. Una vez gque el DNA ha sido cortado, se
extrajo con fenol una vez, dos veces con cloroformo y por ultimo
se precipitoé. A la mezcla de transcripcion se le afadieron 3 ul
del DNA cortado (1 ug), 6 pl del amortiguador de transcripcion
5X, 1 pl de RNasin, 6 pl de la mezcla de nucledtidos, 3 upl de DIT
100 mM, 0.5 ul de RNA-polimerasa adecuada y 10.5 ul de agua-DEP.
La reaccion de transcripcion se incubo por 1 hora a 1la
temperatura especifica de la RNA polimerasa (T7 a 37 °"C y SP6 a
40 °*C). Transcurrido éste tiempo, se tomaron 2-3 ul de la mezcla
de transcripciodn, se le agregaron 2 ul de amortiguador de muestra
Yy se corric en un gel de agarosa al 1.8%, para verificar si 1la
transcripcion se 1llevdé a cabo.
Nota: La trascripcion radiactiva se llevé a cabo de igual manera
a la transcripcidn sin marca, solo que se ponen 20 uCi de UTP
[@ 32P] y se reduce 10 veces la cantidad del mismo nucledtido
frio (UTP).

PREPARACION DE GELES NATIVOS DE POLIACRILAMIDA AL 6%
Los geles al 6% de poliacrilamida, se prepararon entre dos placas
de vidrio con separadores de 1-2 mm de espesor, en una camara de
electroforesis vertical. El gel se prepardo mezclando las
siguientes soluciones:

Acrilamida-bisacrilamida al 16% (stock) 15 ml.

TBE 10X estéril 2 ml.
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Se llevé a 40 ml con agua-DEP. A esta solucidén se le agregaron
200 pul de persulfato de amonio 10% y 80 ul de solucidén TEMED se
mezclé y se vacio entre las dos placas de vidrio con el peine
adecuado. Se dejd polimerizar un tiempo razonable (15 minutos a
temperatura ambiente).

MEZCLAS DE REACCION DE RETARDAMIENTO Y COMPETENCIA.
Los 11-12 pl de reaccioén que contienen: 1 pul de RNasin, 2 ul de
amortigquador de unidé 5 X (BB 5X) con la concentracién de sal
deseada (KCl), 1 pl de tRNA (4 pug/pl), 1 pl de extracto
citoplasmico (ECI), 4 ul de agua-DEP; se preincubaron 15 minutos
a temperatura ambiente, después de esté tiempo se agregé 1 ul de
RNA marcado con UTP [a 32P] y se incubdé nuevamente 15 minutos a
temperatura ambiente. Para los experimentos de competencia el RNA
no marcado es agregado en la reaccion antes de agregar la muestra
marcada. Las muestras se cargaron en gel de poliacrilamida
(acrilamida-poliacrilamida 80:1), preparado en amortiguador TBE
0.5X y se corrio a corriente constante (15-20 mA) por 4-6 horas.
Posteriormenten los geles fueron secados, después estos se
expusieron a una pelicula de rayos X (Kodak-X-omat GBX-2) en
cassette especial, por tiempo determinado a -20 °C.

PLAQUEO DE VIRUS.

A cajas de cultivo celular P-60 a una confluencia de 60-70%, se
les eliminé el medio y se lavaron con 3-5 ml de solucidén PBS mas
0.1% suero de caballo a 37 °C. A estas cajas se les agregaron 100
pl de las diluciones virales preparadas previamente, las cajas se
incubaron a 37 °C por 45 minutos, moviendolas cada 15 minutos,
para permitir wuna infeccién homogénea. Se retiré 1la dilucion

viral lo mejor gque se pudo con micropiteta. Estas cajas se
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cubrieron con 5 ml de la solucidn: DEM 1X mas 1X de antibidticos
y 0.9% de bacto-agar; la mezcla a la temperatura de 45 °C, se
dejo solidificar el medio a temperatura ambiente (10-15 minutos)
y las cajas se incubaron a 37 °C por tres dias. Transcurrido éste
tiempo, a cada una de las cajas se les anadio 2 ml de TCA al 10%
y se dejaron a temperatura ambiente 10 minutos. Ensegida se
eliminé el TCA y el agar con una espatula. Posteriormente a las
cajas se les anadieron 3 ml de solucion cristal violeta, las
cajas se dejaron 10 minutos a temperatura ambiente. Por ultimo
las cajas se lavaron con agua, se escurrieron y se contaron las
placas de lisis, para obtener el titulo del wvirus (UFP). Las
diluciones virales, en solucién PBS 1% suero de caballo fueron:

107%, 107°; 10”8, 1077, 107% y 20710,

CULTIVO DE CELULAS HeLa.

En caja petri estéril con 10 ml de medio DEM, con 10% de suero de
caballo y antibiotico, se sembrardon las ceélulas Hela en campo
estéril (campana de flujo laminar), se incubaron a 37 °C, con
flujo de CO,. Las cajas se usaron a la confluencia deseada.

OBTENCION DE LA RNT 5’ (silvestre y mutadas).
Una construccioén es igual para la cepa silvestre y mutada en una
base (472), estas RNT 5’ completas estan insertadas en el sitio
BamHI-BamHI, de un plasmido que tiene el pomotor T7. La
construccion para la cepa mutada en dos bases (472 y 482), la RNT
5’ completa esta insertada en el sitio HindIII-HindIII, de un
plasmido que tiene el promotor de SV-40.
Las RNT 5’ de las tres cepas virales, fueron extraidas, por la
restriccién del DNA, con la enzima adecuada (ver arriba). La

mezcla de restriccidn se coloco en un gel de agarosa al 1%, se
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corrié y se tinoé para observar el fragmento (745 pb
aproximadamente) esperado, por comparacidén con las bandas del
marcador de los fagos Lambda cortado con HindIII o @X-174
cortado con HaeIlI, cargado en el mismo gel.

CLONACION MOLECULAR DEL BEGMENTOS 276-672 EN EL VECTOR pGEM-43.
Las RNT 5’ de la cepa silvestre y mutadas se cortaron con 1la
enzima TagqIl. La muestra de la restriccidn se coloco en un gel de
agarosa al 1.8%, la banda esperada fue de 400 pb aproximadamente.
Este segmento de (400 pb) se recorto y se colocd en un gel de
agarosa LMP, para poder extraer la banda como se apunto antes.

El vector de clonacién pGEM-4Z se corto con las enzimas
AccI/BamHI, en éste sitio se introdujo el segmento (400pb), de la
cepa virulenta y mutada en una base (472); las ligaciones fueron
por separado; AccI/BamHI crearon en el vector, extremos
compatibles, para el segmento TagI-BamHI. El1 vector pGEM-4Z para
la cepa viral mutada en dos bases (472 y 482), se cortd con las
enzimas AccI/HindIII, en éste sitio se introdujo el segmento de
la RNT 5’ de esta cepa, la restriccion AccI/HindIII creo en el
vector, extremos compatibles para el segmento TagI-HindIII. Con
estas mezclas de ligacion se transformaron bacterias competentes,

para clonar el plasmido construido.
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RESULTADOB .

A través del tiempo y gracias a los esfuerzos de gran numero de
investigadores a nivel mundial, ha quedado claro que la regién no
traducida 5’ (RNT 5‘) del RNA del virus de la poliomielitis (750
b), tiene secuencias necesarias en traduccién, replicacién vy
atenuacion wviral (38, 60, 61, 70). Esta regién presenta una
estructura secundaria altamente compleja y conservada entre los
Picornavirus (22, 39, 58, 69, 96, 98).

Los genomas de los tres serotipos P1/MAHONEY, P2/LANSING Yy
P3/LEON contienen secuencias altamente homologas (509-639 b) y
secuencias altamente variables (640-742 b) en la RNT 5’ (69, 96,
98). Se sabe que deleciones o modificaciones dentro de ella,
tienen efectos significativos sobre la eficiencia de traduccidn.
También se sabe que la secuencia 140-630, es esencial para la
union activa de ribosomas y para la traduccion del RNAm sin "Cap"
(92, 99).

Recientemente se ha demostrado gque polipéptidos celulares,
interactuan con la RNT 5’ viral y se sugiere que algunas partes
de la RNT 5‘, se unen con ciertos componentes de la magquinaria
celular, tales como factores de iniciacién de traduccién (eIF-2,
eIF-2B o sus complejos) y/o ribosomas, que sintetizan las
proteinas (15, 95). La prediccidén en computadora de los modelos
de estructura secundaria de la RNT 5’, sugieren que la mutacién
en la posicion 472 en la cepa vacunal P3/SABIN, puede producir un
cambio en la estructura secundaria de la molécula . Se sabe que
tal mutacion puede causar el efecto dual de deficiencia en
traducciéon del RNAm viral y atenuacién de la virulencia (22, 69,

96, 98).
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Salvo las consecuencias biologicas de las mutaciones que causan
reduccidn en la neurovirulencia (472 en la cepa SABIN y 480 en la
cepa MAHONEY) y disminucién de la eficiencia de iniciacidén "in
vitro" de la sintesis de proteinas virales, poco se sabe del
efecto a nivel molecular de las mutaciones atenuantes dentro de
la RNT 5/ viral.

Por las evidencias aqui expuestas, decidimos determinar si 1la
region especifica 276-620 b, de la RNT 5’ viral de las cepas
LEON, SABIN y SFP8 son reconocidas por proteinas celulares. Las
cepas mutantes elegidas fueron P3/SABIN, mutada en la base 472
ampliamente caracterizada (mutante natural) y la cepa P3/SFP8,
mutada en la base 472 y 482 construida por V.R. Racaniello
(creada por mutagénesis dirigida). Las caracteristicas gue
presenta esta doble mutante SFP8 son: placas pedquenas,
deficiencia en traduccion y replicacion a 38.5 °C, forma placas
normales a 32 °C; ésta cepa SFPB es atenuada en ratones, tiene
una D.I 50 de 1-5X108; es deficiente en traduccién en cultivos de
células Hela y células de neuroblastoma de raton. El1 cambio
puntual en la base 482 es de G por A; la cepa SFP8 presenta en
general un fenotipo mas atenuado que la cepa SABIN.

El segmento comprendido entre las bases 276-620 del RNA (TaqI-
Ball) se localiza dentro de la regidén homéloga y altamente
conservada en los tres serotipos virales; dentro de esta misma
region se ubican las mutaciones de las cepas seleccionadas y en
esta misma zona se logrd determinar la interaccion RNA-proteina
(15, 69, 96).

CONSTRUCCION DE PLASBMIDOS RECOMBINANTES pGEM~LEON Y pGEM-BABIN.

Para obtener 1los fragmentos de DNAc 276-620 pb, de 1la RNT 5'
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deseados de estas dos cepas virales LEON (silvestre) y SABIN
(mutada en la base 472) se siguid la estrategia esquematizada en
la figura 8. Como primer paso se obtuvo la RNT 5’ de las cepas
virales, de los plasmidos pVN-27CAT (cepa silvestre) y pVN-28CAT
(cepa SABIN), construidos por R.M Del Angel. La RNT 5’ completa
(672 b) fue extraida de pVN-27CAT y pVN-28CAT, restringiéndolos
con la enzima BamHI, esta enzima liberé la RNT 5/, como un
fragmento BamHI-BamHI de aproximadamente 672 pb (ver mat. met).
Este fragmento posteriormente, fue extraido de agarosa bajo punto
de fusioén (ver mat. met). El1 fragmento BamHI-BamHI una vez
precipitado, se sometio a una segunada restriccidén con la enzima
Tagl que cortd en la base 250 y 276, de la RNT 5’ en ambas cepas
virales (ver mat. met). El1 fragmento de interés presentd un
tamano de aproximadamente 400 pb (276-672 b). Los fragmentos
obténidos con Tagl, se analizaron en un gel de agarosa al 1.8%,
para poder separar claramente fragmentos de bajo peso molecular;
se tomé el fragmento de 400 pb y se extrajo de agarosa bajo punto
de fusion.

Obtenidos los fragmentos de 400 pb de las RNT 5’ virales, se
introdujeron en el vector de clonacién pGEM-4Z. El1 vector de
clonacién fue restringido previamente con las enzimas Accl vy
BamHI, las cuales cortarén en la regidén de sitios multiples de
clonacion, dentro del gene de Lac-Z. El1 extremo Accl del vector
fue compatible con el extremo Tagqgl del fragmento de la RNT 5',
por lo cual la insercidn de los fragmentos se realizo de una
forma dirigida; por esta razén no hubo necesidad de determinar la
orientacién de los fragmentos de la RNT 5’, clonados dentro del

vector pGEM-4Z.
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Figura 8. Estrategia de construccion de 1los plasmidos
recombinantes pGEM~-LEON y pGEM-SABIN.

La RNT 57 LEON y SABIN completa (672 b), se extrajo de los
plasmidos pVN-27CAT y pVN-28CAT respectivamente con la enzima
BamHI. Estos DNAc se restringieron con Taql, para obtener 1los
fragmentos que wvan del nuclectido 276-672. Vector PpGEM-4Z se
linearizé con las enzimas AccIl y BamHI. Los fragmentos de las RNT

5’ se ligaron por separado al vector pGEM-4Z.
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El vector pGEM-4Z se selecciond para la clonacion de las RNT 5’
por las siquientes caracteristicas: a) contiene los promotores de
los bacteriofagos T7 y SP6 en forma encontrada y, entre éstos,
una zona de sitios miltiples de clonacidn, lo cual permite usar
diversas enzimas de restriccion, para insertar fragmentos de DNAc
deseados; b) posee el gene de resistencia al antibidtico
ampicilina y c) expresa el peptido a« del gene Lac-Z, por lo tanto
al insertar fragmentos de DNA en el sitio miltiple de clonacién,
se inactiva el gene de Lac-Z, lo cual confiere un marcador extra
de seleccidn. La cepa bacteriana E. coli DH5a fue seleccionada
por su gran eficiencia de transformacidén y por carecer del gene
de Lac-Z.

Los fragmentos de la RNT 5’ LEON y SABIN, se ligaron con el
vector pGEM-4Z, cortado con las enzimas Accl y BamHI en presencia
de la T4 DNA-ligasa (ver mat. met). Con estas mezclas de ligacidn
se transformaron bacterias E. c¢oli DHS5a, las cuales se
espatularon en cajas petri con el medio selectivo Mac-
B/ampicilina. En estas cajas crecieron colonias bacterianas
blancas (gue no metabolizan lactosa) por carecer del gene Lac-Z y
colonias rojas (que metabolizan lactosa), ambas resistentes a la
ampicilina. Al tener los dos plasmidos construidos y clonados,
procedimos a extraer el DNA (plasmidico) de las bacterias
blancas por minipreparacién de DNA.

CONSTRUCCION DEL PLASMIDO RECOMBINANTE pGEM-S8SFPB.

Para obtener el fragmento de DNAc conteniendo la region 276-680
pb de la RNT 5’ de la cepa viral SFP8, se siguid la estrategia
esquematizada en la figura 9. Como primer paso se obtuvo la RNT

5’ wviral, del plasmido pGC-SFPBCAT (cepa SFP8), construido por
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Figura 9. Estrategia de construccion del plasmido recombinante
pPGEM-SFP8.

La RNT 5’ completa (680 b) se extrajo del plasmido pGC-SFP8CAT
con la enzima HindIII. Este DNAc se restringié con Taqgl, para
obtener el fragmento que va del nucledtido 276 al 680. Vector
PGEM-4Z se linearizdé con las enzimas AccIl y HindIII. El1 fragmento

de 1la RNT 5’ se ligo a pGEM-4Z.
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R.M Del Angel. La RNT 5’ completa (680 b) fue extraida de pGC-
SFP8CAT, restringiendolo con la enzima HindIII, esta enzima
libero 1la RNT 5’ como un fragmento HindIII-HindIII, de
aproximadamente 680 pb, éste fragmento posteriormente fue
extraido de agarosa bajo punto de fusicn. El1 fragmento HindIII-
HindIII una vez precipitado se sometid a una segunda restriccion
con la enzima TagqI, que cortd en las bases 250 y 276 de la RNT
5'. El fragmento de interés presentd un tamano de aproximadamente
415 pb. El fragmento obtenido con Tagl se analizé en un gel de
agarosa al 1.8%, para poder separar claramente fragmentos de bajo
peso molecular, obteniendose el fragmento de 415 pb, que se
extrajo de agarosa bajo punto de fusicén. Este fragmento de la RNT
5’ (TaqI-HindIII) se introdujo en el vector de clonacion pGEM-4Z.
El vector pGEM-4Z fue restringido con las enzimas AccIl y HindIII,
las cuales cortaron en la regidn de sitios miltiples de clonacion
dentro del gene de Lac-2Z. Como en el caso anterior el extremo
AccI fue compatible con el extremo Tagl de la RNT 5’, por lo cual
la insercion del fragmento de la RNT 5’ se realizd de una forma
dirigida. El1 fragmento de DNAc de la RNT 5’ SFP8, se ligd al
vector pGEM-42Z cortado con las enzimas Accl y HindIII, en
presencia de la enzima DNA-ligasa del fago T4. Con esta mezcla de
ligacion se transformaron bacterias E. coli DHS5a, gque se
espatularon en cajas petri con el medio selectivo Mac-
B/ampicilina; se tomarcn colonias blancas de las cuales se
extrajo el DNA.

ANALISIS DE RESTRICCION ENZIMATICA DE LOS PLASMIDOS RECOMBINANTES
PGEM-LEON, pGEM-SABIN Y pGEM-SFP8.

En la figura 10 se muestran los mapas de los plasmidos y las

65



e 1 “ £l £ wi

pb oo

1] @X174 Hoa IT I} @X17aHoel 353
2) pGEMLEDN s/cortar 1078 —
3) pGEMLEON+ Hind IL 1353~ | 2] pGEMSFPS s/cortar 872 -
4] pGEMLEON +Bamn( lo78— §03 4500

5) pGEMLEON+BomH] - Hindll
6} pGEMSABIN s /cortar

7 pGEMSABIN +Hind I

8) pGEMSABIN+ Bam Hl 27—
9) pGEM SABIN+BamHi-HInall 554-

3) pGEMSFPE+Hindl géﬂ) ~
450p0 271 —
4) pGEMSFFB+BamHl 234 -

5) pGEMSF P8 sBomhl-Hind

b s
Figura 10. Mapas genéticos y analisis enzimatico (HindIII y
BamHI), de los plasmidos pGEM-LEON, pGEM-SABIN y pGEM-SFPS.
Los plasmidos pGEM-LEON (carrii 3 y 4), pGEM-SABIN (carril 7 y 8)
gel A y pGEM-SFP8 (carril 3) gel B, restringidds con las enzimas
HindIII y BamHI respectivamente se linearizaron. La doble
restriccidn con las enzimas HindIII-BamHI, generaron un fragmento
de aproximadamente 450 pb en pGEM-LEON (carril 5), pGEM=-SABIN
(carril 9) gel A y pGEM-SFP8 (carril 5) gel B. El plasmido pGEM-
SFP8 cortado con BamHI, libero el fragmento de 450 pb (carril 4),
por la regeneracion de un sitio BamHI. Marcador de peso molecular
se uso DNA del fago e¢X-174 cortaddé con la enzima HaeIII (carril
1) gel A y B, cuyos tamanos de fragmento se indican a 1la
izquierda de los geles de agarosa al 1.8%. Carriles 2 y 6 gel A vy

carril 2 gel B muestran plasmidos sin cortar.
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fotografias de los geles de agarosa al 1.8%, gque muestran el
patron de restriccion de los plasmidos pGEM. Por el analisis de
restriccion enzimatica se observo gue las enzimas HindIII y BamHI
cortaron en los sitios unicos, dentro de la zona multiple de
clonacion del vector pGEM-4Z, razon por la cual los plasmidos
restringidos con estas enzimas fueron linearizados (carril 3, 4,
7 y 8 gel A; carril 2 gel B). La doble restriccion con HindIII-
BamHI liberd el fragmento de 450 pb, compuesto por el fragmento
de la RNT 5’ (397 pb en las cepas LEON y SABIN y 415 pb en la
cepa SFP8) y los enlazadores o "linkers" flangueantes del vector
de clonacién (carril 5 y 9 gel A; carril 5 gel B). La produccion
del fragmento de 450 pb de pGEM-SFP8 restringido con BamHI,
resulto gracias a gque se regenerd un sitio BamHI extra, al
insertar el fragmento de DNAc de la RNT 5’ dentro de pGEM-4Z
(carril 4 gel B).

Los tamanos aproximados de los fragmentos generados de los tres
plasmidos, se compararon con los fragmentos de DNA del fago oX-
174 (cortado con la enzima HaelIll), usados como marcadores de
peso molecular, (carril 1 gel A y B). Los sitios de corte de las
enzimas empleadas y el fragmento de la RNT 5’ de las cepas
virales, son esquematizados en los mapas genéticos en la misma
figura.

Despues de haber construido los tres plasmidos recombinantes, con
los fragmentos de las RNT S5’ virales en la direccidén correcta vy,
posterior a su purificacién en gradientes de cloruro de cesio,
procedimos a restringir (linearizar) los plasmidos con las
enzimas BamHI y BalIl, que cortaron en el extremo y dentro de la

RNT 5' de pGEM-LEON, pGEM-SABIN y pGEM-SFP8. Solamente los DNAc
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gue fueron restringides con Ball se emplearon en la
transcripccion "in vitro", en presencia y en ausencia de UTP
[ 32P] (ver mat. met).

RESTRICCION ENZIMATICA DE pGEM-LEON, pGEM-SBABIN Y pGEM-SFP8 CON
LAS ENZIMAS BamHI Y BallI.

La figura 11 muestra los mapas geneticos y la fotografia del gel
de agarosa al 1.0%. El analisis de restriccion mostré que los
plasmidos fueron linearizados con las enzimas BamHI y Ball
(carril 3, 4, 6, 7 y 10). Como se menciono, la restriccion del
plasmido pGEM-SFP8 con BamHI, libero el fragmento de 450 pb de la
RNT 5/ (carril 9). En algunas muestras se observa una banda
(superior) gue corresponde a DNA no cortado (carril 4, 7 y 10).
En estos mapas también se indica la direccion de la transcripcion
del RNA, en donde los plasmidos pGEM-LEON y pGEM-SABIN inician la
transcripcion con el promotor de T7 y pGEM-SFP8 con el promotor
de SP6.

Los tamanos aproximados de los fragmentos (plasmidos lineales) se
compararon, con los fragmentos del marcador de peso molecular del
fago Lambda cortado con la enzima HindIII (carril 1).

Los plasmidos cortados con la enzima Ball se extrajeron con fenol
y se precipitaron, para realizar paralelamente la transcripciocn
de los RNA truncados. Se llevo acabo también la transcripcién en
ausencia de UTP ([a 32 P], con el propésito de comparar la
eficiencia de la transcripcion de las sondas radioactivas, de los
RNAv (276-620 b) y para los ensayos de competencia.

Para determinar si las regiones especificas del RNA 276-620
(TagI-BalI) de las RNT 5', son recconocidas por protelinas

celulares, los RNA marcados (ver mat. met.) fueron incubados "in
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Figura 11. Mapas genéticos y restriccién enzimatica (BamHI vy
BalIl) de los plasmidos pGEM-LEON, pGEM-SABIN y pGEM-SFPS8.

Los plasmidos pGEM-LEON (carril 3 y 4), pGEM-SABIN (carril 6 y 7)
y PGEM-SFP8 (carril 10) cortados con las enzimas BamHI y Ball
linearizaron los plasmidos. La enzima BamHI genero un fragmento
de 450 pb en pGEM-SFP8 (carril 9), dado que se regenerc un sitio
BamHI. Marcador de peso molecular se uso DNA del fago Lambda
cortado con la enzima HindIII, cuyos tamanos de fragmento se
indican a la izquierda del gel de agrosa al 1.0% (carril 1).

Carriles 2, 5 y 8 muestran plamidos sin cortar.
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vitra" con un extracto citoplasmatico, obtenido de celulas
HeLa infectadas (ECI). La formacion de los cRNPs se analizd por
electroforesis en geles nativos de poliacrilamida.

Este sistema se selecciono para el analisis de complejos RHNA-
proteina, dado que los geles nativos no alteran la estructura
secundaria de DNA o RNA y tampoco alteran la formacicn de
CRNPs.

FORMACION DEL COMPLEJO RNA-PROTEINA CON EL RNA 276-620 b DE LA
RNT 5/ LEON, SABIN Y SFPB.

La figura 12 muestra la autorradiografia del gel de
poliacrilamida al 6%, con los RNA de las RNT 5’ de las cepas
virales. Estos resultados mostraron una clara diferencia en la
migracion del RNA libre (-) de las RNT 5’, de la cepa viral SFP8
con respecto a las cepas virales LEON y SABIN; por otro lado
también se pudo observar, que los tres tipos de RNA fueron
capaces de asociarse a proteinas celulares (+). Los cRNPs
formados presentaron el mismo comportamiento de movilidad.
EFECTO DE LA CONCENTRACION MOLAR DE KCl SOBRE LA FORMACION DEL
COMPLEJO RNA-PROTEINA.

Por los resultados obtenidos del primer ensayo de retardamiento y
dado que no pudimos observar ninguna diferencia en la migracion
de los cRNPs, formados con la RNT 5’ de las tres cepas virales,
decidimos analizar el efecto de diferentes concentraciones
ionicas de KCl sobre la formacion del cRNP.

En la figura 13 se muestran las autorradiografias de los geles
nativos, donde se analizo la regicén de 276 a 620 b de las cepas
virales LEON, SABIN y SFPB a diferentes concentraciones de sal.

En estos ensayos se observo gque la concentracion de 60mM (baja)
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Figura 12. Gel de retardamiento del RNA de la RNT 5’ (276-620 b)
de las cepas virales LEON, SABIN y SFP8.
El RNA marcado con UTP [(a 32P] se incubo en presencia (+} o

ausencia (-) de ECI (4 pg). Tanto el RNA libre como los cRNPs

estan indicados en la figura.
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Figura 13. Efecto de la concentracién molar de sal (KCl), en la
union de proteinas celulares al RNA de la RNT 5’ (276-620 b), de
las cepas virales LEON, SABIN y SFP8.

El RNA marcado con UTP [a 32P] de las cepas LEON, SABIN y SFP8
fueron incubados en ausencia de ECI (primer carril en A, B y C).
El mismo segmento de los tres RNAv fue incubado en presencia de

ECI (4 pg) (tres ultimos carriles en A, By C).
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de KCl altera muy poco la formacicon del cRNP, en las cepas SABIN
y SFP8 (figura 13 paneles B y C). Por otro lado a las
concentraciones de 100mM (media) y 150mM (alta) de KCl, se
cbservo el efecto de la sal sobre la formacion del cRNP, en las
dos cepas mutantes SABIN y SFP8, dado gue parte del cRNP se
disocio.

Es interesante hacer notar, que con la cepa silvestre no se
altero la formacidon del cRNP a la concentracién maxima de sal
empleada (150mM KCl) figura 13 panel A.

Con el fin de comparar la alteracidén en la formacion del cRNP, a
las concentraciones de 100 y 150mM de KCl, entre las tres cepas
virales y para descartar posibles alteraciones presentes en los
ensayos anteriores, realizamos el ensayo de retardamiento en un
mismo gel, bajo las mismas condiciones de incubacioén vy
electroforesis (figura 14). Dado que no se observo modificacion a
la concentracion baja de 60 mM de KCl (figura 13 panel B y C),
esta concentracién no fue incluida en este nuevo gel.

Como en las casos anteriores se observé de manera reproducible
(figura 14) que los cRNP, de las cepas SABIN y SFP8, fueron
alterados cualitativamente en su definicion de la formacidn del
cRNP, ya gque se observo un barrido extenso del cRNP hasta la
regién de migracion del RNA libre, a las concentraciones de media
y alta sal (figura 14 carril 4, 5, 7 y 8). La formacién definida
del cRNP nuevamente, no fue alterada a la maxima concentracicn de
sal empleada, para el RNA de la RNT 5’ de la cepa LEON (figura 14
carril 2). Estos resultados sugieren diferencias, en el

comportamiento de los cRNPs formados con las diferentes RNT 5.
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Figura 14. Efecto de la concentracidon de KCl, en la unidén de
proteinas celulares al RNA de la RNT 5’ (276-620 b) de las cepas
virales LEON, SABIN y SFP8.

El RNA marcado con UTP {a 32P] se incubo en ausencia (carril 1, 3
y 6) Yy en presencia de ECI (4 upg) (carril 2, 4, 5, 7 y 8). La
resistencia a sal del cRNP, se observé por la incubacion con
100mM (carril 4 y 7) y 150mM de KCl (carril 2, 5 y 8)
respectivamente. Tanto los RNA libres como los cRNPs se senalan

en la figura.
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EBPECIFICIDAD DE FORMACION DE COMFLEJO RNA-PROTEINA.
Al observar union de proteinas celulares al RNA de las RNT 5, de
las tres cepas virales (figura 12) y que la fuerza de interaccion
es diferente en cada cepa (figura 13 y 14), decidimos analizar la
especificidad en la unién de proteinas celulares al RNAv y ademas
determinar si las proteinas que se unen a la cepa silvestre, son
las mismas que se unen a las cepas mutantes empleando ensayos de
competencia.
La figura 15 muestra las autorradiografias de los geles nativos,
cargados con el RNA que comprende la regicn 276-620 b, de la RNT
5’ de las cepas LEON, SABIN y SFP8 de poliovirus.
En el carril 1 de los geles, se muestran los RNA en ausencia de
ECI sefialado como RNA libre. En el carril 2, 3 y 4 se muestran
los cRNPs formados en presencia de ECI, donde se pudo observar
gue la interaccioén RNA-proteina, es especifica para el RNAv, ya
que el complejo desaparecidé cuando se anadio un exceso de 50X,
del RNA 276-620 b de la cepa LEON sin marcar (carril 3 panel A, B
y C) y no con un exceso de 50X del RNA antisentido del gene de
CAT sin marcar (carril 4, panel A, By C).
En éstos ensayos se obtuvo competencia total del RNA LEON 276-620
b (sin marcar) con los RNAs de las tres cepas, LEON, SABIN, y
SFP8, apoyando la idea de que las proteinas gqgue interaccionan con
la cepa LEON, son las mismas que interactuan con las cepas
mutantes.
Un exceso de RNA homdélogo sin marcar, evita la formacion de
cRNPs entre el RNA marcado y las proteinas del ECI ¥y no un exceso
del RNA antisentido del gene de CAT, permitiendonos también

hablar de una interacciodn especifica.
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Figura 15. Ensayo de competencia del RNA de la RNT 5' (276-620)
de las cepas virales LEON, SABIN y SFPS8.

Los RNA (276-620 b) marcados con UTP (a 32P) de las cepas LEON,
SABIN y SFP8 fueron incubades con ECI (4 ug) (carril 2, 3 y 4,) o
en ausencia de ECI (carril 1) paneles A, B y C. Los RNA fueron
competidos con un exceso de 50X del mismo RNA 276-620 b, de la
cepa LEON sin marcar (carril 3 A, B y C) y con exceso de 50X,
del RNA antisentido del gene de CAT (carril 4 A, B y C) sin
marcar. Tanto el RNA libre como los cRNPs se senalan en la

figura.
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Del amplio trabajo que se realiza sobre el virus de la
poliomielitis, la tendencia actual radica en el estudio de la RNT
SR ya gue en ésta regidén se localizan funciones regulatorias
del virus; una de las cuestiones mas importantes y sobresalientes
de elucidar, es la posible estructura secundaria de esta regicdn
regulatoria. Esto representa un paso clave para entender los
mecanismos en los que radica su funcionalidad, con el fin de
encontrar vias por las cuales controlar sus diferentes funciones.
En la actualidad existen cuatro modelos propuestos para la
estructura secundaria del RNA de la RNT 5‘ viral. Estos modelos
comparten algunas caracteristicas y algunas otras gque impiden el
compararlos, con el fin de obtener un modelo concenso para la
estructura del RNA de la RNT 5’ viral (22, 69, 96, 98).

Un modelo recientemente propuesto por el grupo de Agel V.I. y
colaboradores (96), basado en analisis computacional,
consideraciones evolutivas, aspectos termodinamicos Y
experimentos bioguimicos y bioclégicos propone la existencia de
tres dominios (I, II y III), dentro de la region central de la
RNT 5’ wviral (236-628 b). Estos dominios contienen elementos
conservados en la estructura primaria y secundaria, los cuales
parecen estar involucrados en el control de la traduccidén del
RNAm y en la neurovirulencia (96).

Los resultados de varios laboratorios sobre la RNT 5/, sugieren
fuertemente gque algunos segmentos genomicos, que corresponden a
los dominios I y II, estan involucrados en la iniciacion
independiente del "Cap". Con respecto al dominio III Agol V.I y
colaboradores (96), han encontrado gue virus con deleciones de

los nucleotidos 564 a 727 (dominio III), retienen su capacidad
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para crecer en cultiveos de tejidos celulares. Esta evidencia
sugiere la dispensabilidad del dominio III, en la eficiente
iniciacion de la traduccidén. Sin embargo, algunas evidencias gque
contradicen la observacioén arriba expuesta para el tercer dominio
viral son: a) una mutacion en el septimo codon AUG (A por U) en
la posicion 588, resulta en virus que tienen un fendtipo de
placas pequernias y deficiencia en traduccion (97). En esta region
se localiza parte del segmento 320 a 631 b de unidn interna de
ribosomas, que es capaz de formar un complejo especifico de RNA-
proteina con un factor celular de 52 KD (95); b) se ha detectado
la formacion de cRNPs entre proteinas celulares y el segmento 510
a 629 b del RNA de la RNT 5’, ademas este mismo segmento se
protege de la degradacion gquimica, por el método de
"Footprinting" (mapa de huellas) (15); c¢), las deleciones 556-729
b causan variantes de placas pequenas y la infectividad es
perdida con la delecion 551 a 729 b.

CONSTRUCCION DEL PLASMIDO RECOMBINANTE pGEM-LEON222.
Por los datos aqui mostrados de la participacion del dominio III
de la RNT 5’, decidimos analizar el papel de éste dominio en la
interaccioén RNA-proteina, por analisis de retardamiento vy
competencia en geles nativos de poliacrilamida.
El fragmento de DNAc 488-672 pb (PvulI-BamHI) de la RNT 5’ de la
cepa LEON, se obtuvo como se indica en la figura 16. Como primer
paso se obtuvo la RNT 5’ completa (672 pb), del plasmido pVN-
27CAT. La RNT 5‘ completa se extrajo de pVN-27CAT,
restringiendolo con la enzima BamHI; esta enzima liberd la RNT
5/, como un fragmento BamHI-BamHI (672 pb), eéste fragmento se

extrajo de agarosa bajo punto de fusion. El fragmento BamHI-BamHI
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una vez precipitado, se sometic a una segunda restriccicn con la
enzima Pvull, que corto en la base 488 de la RNT 5‘. El1 fragmento
de interés presento un tamano de aproximadamente 184 pb y abarco
del nucleotido 488 al 672. E1l fragmento de 184 pb se extrajo de
agarosa bajo punto de fusion.
Obtenido el fragmento PvulI-BamHI de la RNT 5’, se introdujo en
el vector de clonacidn pGEM-4Z. El vector previamente fue cortado
con las enzimas HincII y BamHI, las cuales cortarcn en la zona de
sitios multiples de clonacidn dentro del gene de Lac-Z. El
extremo HinclI del vector es compatible con el extremo Pvull del
fragmento de la RNT 5’, por lo cual la insercion del fragmento se
realizo de una forma dirigida; gracias a esto, no hubo necesidad
de determinar la orientacion del fragmento de la RNT 5’, clonado
dentro del vector. El1 fragmento de DNAc de la RNT 5’ LEON, se
ligo con el vector pGEM-4Z en presencia de la ligasa del fago
T4. Con esta mezcla de ligacion se transformaron bacterias E.
coli DH5a, las cuales se espatularon en cajas petri con el medio
selectivo Mac-B/ampicilina.
Al tener el plasmido construido y clonado, procedimos a extraer
el DNA plasmidico, para analizarlo por restriccion enzimatica.
ANALIBIS DE RESTRICCION ENZIMATICA DEL PALSMIDO pGEM-LEON222.
La figura 17 muestra los mapas del plasmido y la fotografia del
gel de agarosa al 1.8%, que muestra el patron de restriccion. Las
enzimas de restriccion HindIII y BamHI cortaron en los sitios
unicos dentro de la zona de sitios multiples de clonacicn del
vector pGEM-4Z, por lo cual los plasmidos restringidos con estas
enzimas fueron linearizados (carril 3, 4 y 7). La enzima Ball

corto dentro del sitio unico del fragmento de la RNT 5/
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Figura 17. Mapas genéticos y analisis enzimatico del plasmido
PGEM~-LEON222.

Plasmido pGEM-LEON222 cortade con las enzimas HindIII y BamHI
(carril 3, 4 y 7 plasmido linearizado). La doble restriccion con
las enzimas HindIII-BamHI, generaron un fragmento de
aproximadamente 250 pb en pGEM-LEON222 (carril 5). Plasmido pGEM-
LEON222 linearizade con la enzima Ball (carril 8). Marcador de
peso molecular se uso DNA del fago o©X-174 cortado con HaeIII,
cuyo tamano de los fragmentos se indica a la izquierda del gel de

agarosa al 1.8% (carril 1).
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(nucleotido 620), razon por la cual el plasmido fue linearizado
(carril 8). La doble restriccicén con las enzimas HindIII-BamHI,
libero el fragmento de aproximadamente 250 pb, compuesto por la
RNT 5' (184 pb) y los enlazadores o "linkers" flangueantes del
vector de clonacion (carril 5). Los tamanos aproximados de los
fragmentos del plasmido cortado, se compararon con los fragmentos
del DNA del marcador de peso molecular ©X-174, cortado con la
enzima HaeIII (carril 1).

Los sitios de corte de las enzimas empleadas, el fragmento de RNA
de la RNT 5‘ y la direccion de 1la transcripcién, son
esguematizados en los mapas de restriccion.

Una vez construido el plasmido recombinante pGEM-LEON222, con el
fragmento de la RNT 5’ viral correctamente, fue aislado por medio
de gradientes de cloruro de cesio y cortado (linearizado) con la
enzima BallI. Este plasmido restringido con Ball, se empleo en la
"transcripcioén in vitro".

FORMACION INEFICIENTE DE COMPLEJO RNA-PROTEINA CON EL RNA 488-620
b DE LA RNT 5/ LEON.

La figura 18 muestra 1la autorradiografia del gel de
poliacrilamida al 6%, con las muestras de RNAv de la cepa LEON.
En los carriles 1, 2, 3 y 4 se muestra el RNAv que va del
nucleotido 488-620 . En el carril 1 se muestra la movilidad del
RNA libre, en los carriles 2, 3 y 4 el RNA fue incubado en
presencia de ECI. Los carriles 3 y 4 muestran la competencia con
20X y 50X del fragmento de RNA comprendido entre 488 a 620 b sin
marcar. Como puede observarse la adicién de ECI, redujo la
cantidad de marca en la forma libre, sin embargo no pudo

observarse la formacion de un cRNP. Al realizar el ensayo de
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Figura 18. Retardamiento y competencia de los fragmentos 488-620

y 276-620 b de la RNT 5’ de la cepa viral LEON.

El RNA comprendido entre 488 y 620 b (carril 1) fue marcado con

UTP [a 32P] y se incubo en presencia de ECI (4 ug) (carrile 2, 3

y 4). Los cRNPs fueron competidos con un excesc de 20X (carril 3)

y 50X (carril 4) del mismo RNA frio. El1 RNA libre de los

nucleotidos 276-620 b (carril 5) a su vez, fue incubado con ECI

(4 ug) (carril 6, 7 y 8). Los complejos fuerdn competidos, con un

exceso de 20X (carril 7) y 50X (carril 8) del RNA gue va del

nucleotido 488-620 b frio.
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competencia, se observo gue se aumentd la cantidad de RNA en la
forma 1libre (carril 3 y 4).

Este ensayo mostro la incapacidad de formacion de cRNP, entre el
RNA gue va del nucleotido 488 al 620 de la RNT 5’ LEON y las
proteinas del ECI (4 ug); en ningun caso se logrd detectar la
formacién de complejo (carril 2, 3 y 4). En el mismo gel, se
analizd una vez mas el resultado de la formacion de cRNPs (carril
5), con el fragmento que abarca del nucledtido 276-620 del RNA de
la cepa viral LEON. En éste ensayo se empled el RNA que va del
nucleétido 488 al 620, para competirlo con la region gque
comprende los tres dominios (fragmento 276-620 b). En el carril 5
se muestra el RNA 276-620 b de la cepa LEON en ausencia de
factores (carril 6). En el carril 7 y 8, el RNA fue incubado con
ECI y con 20X y 50X respectivamente de RNA competidor (488-620 b
sin marcar). Como puede observarse, a la concentracion de 20X
(carril 7) no se logro la eliminacidn del cRNP, sin embargo se
observo un cambio en la movilidad de este complejo cuando se
empled 50X del mismo competidor (carril 8).

Estos resultados sugieren que el fragmento 488-620 b de la RNT 5
LEON, que abarca parte del dominio II y el dominio III en su
totalidad, no es sufuciente para la eficiente interaccion de
proteinas citoplasmicas, con este segmento de la RNT 5/ viral
(carril 2, 3 y 4).

La no formacion de cRNP entre la RNT 5’ LEON 488-620 b vy
proteinas celulares (carril 2, 3 y 4) puede obedecer a gue en
este fragmento de la RNT 5’, solo se conserva la estructura
secundaria del dominic III y no asi la del dominio II, de tal

forma que este fragmento no puede ser reconocido por proteinas
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celulares.

Por otro lado, es posible gue la cantidad de proteina empleada
del ECI en éstos ensayos, no sea suficientemente rica en la (s)
proteina (s) gue se unen a este segmento en especial de la RNT 5
viral.

La diferencia de movilidad de los dos segmentos de RNA de la RNT
5’ empleados, obedecid a gque el segmento 276-620 b es mas grande,
gue el fragmento de la RNT 5’ 488-620 b gue es mas pequeno, de
tal forma que el segmento 276-620 b migro mas lento que el

segmento 488-620 b en la electroforesis.
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DISCUSBION.

La ausencia de la estructura "Cap", en el extremo 5’ del RNAm del

virus de la poliomielitis, ha puesto de manifiesto que la

traduccion de este tipo de mensajeros, debe realizarce por un

mecanismo independiente de "Cap". Para los RNAm de los virus de

la familia Picornaviridae (poliovirus y encefalomiocarditis) en

especial, se supone gque la iniciacién de la traducidén ocurre por

la unioén directa de proteinas . (factores de iniciacién de 1la

traduccidn) y ribosomas a la region no traducida S’ (RNT 5‘) de

los mismos. Hay actualmente varias lineas de evidencia que

proponen gue secuencias de la RNT 5/ del virus de la

poliomielitis y encefalomiocarditis, son necesarias y suficientes

para conferir traduccidén independiente de "cap", al RNAm viral y
mensajeros celulares a los cuales se fusiona.

En este trabajo, se analizd la participacidn de la RNT 5’ de la

cepa silvestre (LEON) y dos cepas nutantes (SABIN Y SFP8), al

igual que las secuencias blanco: involucradas en la formacidn del

cRNP (interaccién RNA-proteina). Nuestros datos indicaron que el

segmento de RNA de la RNT 5’ viral, que va del nucleotido 276 al

620 de las cepas LEON, SABIN (mutada en la base 472) y SFP8

(mutada en las bases 472 y 482), es capaz de interactuar con

proteinas presentes en el citoplasma celular de células HeLa

(ECI). Los RNA de las RNT 5’ de las cepas LEON y SABIN en su

forma libre (sin proteina), presentaron un comportamiento

diferente de movilidad al someterse a electroforesis en gel

nativo de poliacrilamida, con respecto a la RNT 5’ de la cepa
doble mutante SFP8; esta diferencia de movilidad, probablemente

obedezca a que en estas tres cepas virales, existen diferencias
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significativas a nivel de estructura secundaria, la cual se

altera mas drasticamente en la cepa SFP8. La migracion de las RNT

5’ de las cepas LEON y SABIN en su forma libre, no nos

permitieron establecer diferencias a pesar de que analisis por

computadora, sugieren cambios en la estabilidad de ciertas zonas
del RNA. Por otro lado el cambio puntual en la base 472, presente

en la cepa vacunal SABIN, es la responsable de conferir el

fenotipo atenuante a este virus, que es usado en extensas

campanas de vacunacion en el mundo.

Al realizar los ensayos de retardamiento (union), con estos RNA

de la RNT 5’ de estas tres cepas virales y analizar los cRNPs

formados, pudimos conocer gque los cRNPs presentaron el mismo

comportamiento de movilidad o migracién, en el ensayo de

electroforesis del gel nativo de poliacrilamida. Los cRNPs fueron

ademas formados de manera definida y estable, por lo tanto bajo

tales caracteristicas, nuevamente no pudimos establecer

diferencias significativas facilmente entre las cepas virales
empleadas. Sin embargo la eficiente formacién de estos cRNPs

particulares, pudo ser analizada y distingida claramente por su

sensibilidad a concentraciones crecientes de sal (KCl).

Los cRNPs formados en presencia de ECI con los RNA de la RNT 5/,

que va del nucleodotido 276-620 b de las cepas virales SABIN y

SFP8, empezaron a desestabilizarse no muy claramente a la mas
baja concentracién de KCl empleada en estos ensayos (60mM), pero
la desestabilisacién fue mas marcada a las concentraciones de

media (100mM) y alta (150mM) sal, lo que se reflejo en forma de

barrido del cRNP, hasta la zona de migracién del RNA libre. Para

el caso de la cepa LEON, no se observé alteracién alguna en la
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definicién y estabilidad del cRNP, aun a la mas alta
concentracion de sal empleada (150mM).

A pesar de esta primera serie de resultados y conociendo gque
existe una diferencia considerable en la estructura secundaria de
las RNT 5’, provocada por las mutaciones puntuales en la cepa
SABIN (472 U por C) y SFP8 (472 y 482 U por A), no pudimos
observar que estas eliminaran la interaccién RNA-proteina, por
lo tanto, consideramos que los cambios no son lo suficientemente
drasticos, como para poder ejercer un cambio total en la afinidad
de las proteinas celulares, pues los cRNPs se formaron
eficientemente en las tres cepas virales, y solamente pueden ser
alterados (fuerza de interaccidn) por concentraciones crecientes
de sal.

La base para establecer diferencias entre las tres RNT 5’ de las
cepas virales, puede ser argumentada por la razon de que la
fuerza ionica, media y alta de KCl, facilmente pueden separar
proteinas menos fuertemente unfdas a un RNA, de tal forma que la
alteracidén en la estructura secundaria de las RNT 5’ SABIN y
SFP8, probablemente cause que las proteinas interactuen con menor
fuerza con el RNAv. Otra opcidon gque no puede omitirse, es que
los cRNPs con sus proteinas asociadas, sean suceptibles de
modificar su estructura terciaria, al incrementar la fuerza
ionica.

Estos resultados pueden ayudar a aclarar de alguna manera, las
diferencias biolégicas particulares observadas in vivo, entre las
tres cepas virales empleadas, dado que se propone gque el virus en
su estado silvestre, al infectar a una ceélula provoca un

incremento en los gradientes de los iones de Na¥t. Para el virus
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silvestre, esta alteracién intracelular es una ventaja ya gue se
pueden traducir de manera eficiente, gran cantidad de sus

mensajeros y paralelamente se impide la traduccion de los RNAm

celulares. Para el caso de las dos cepas mutantes, este

desbalance de 1los gradientes ionicos, seria un paramétro
contradictorio para su sintesis de proteinas, y por lo tanto para

su ciclo de vida y cuadro de infecciodn; lo cual se comprueba con

los datos que indican, gque ambas cepas son deficientes en
el proceso de traduccion.

Los experimentos de retardamiento y competencia, realizados con

el RNA de la RNT 5’ de la cepa viral LEON, fueron disenados para

determinar, si las proteinas que reconocen y se unen a esta cepa

silvestre, también se unen a las RNT 5’ de las cepas mutantes
SABIN y SFP8.

Al competir cada una de las cepas virales con un exceso de RNA

homélogo de la cepa LEON y RNA heterolégo del gene anti-CAT, se

logro establecer, que las proteinas celulares gque se unen al
fragmento de la RNT 5’ LEON (276-620 b) y a los mismos fragmentos

de las RNT 5’ de las cepas mutantes SABIN y SFP8, son las mismas
proteinas que reconocen las tres cepas virales. E1 RNA de la cepa

LEON sin marcar, evito completamente la formacidén de los cRNPs

con las cepas SABIN y SFP8, y no asi el RNA anti-CAT, incluido

como RNA heteroldgo. La competencia de las RNT 5’ de las cepas

virales con el RNA heterolcégo, establecieron también, gue las

interacciones RNA-proteina son de tipo especifico, para el RNA de

la RNT 5’ del virus de la poliomielitis, e inespecifica para

otras moleculas de RNA.

Estos resultados de competencia ayudaron a descartar gque las
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diferencias en las interacciones RNA-proteina, debido a las
diferentes concentraciones molares de sal, se debieron a que las
diferentes RNT 5’, se asociaron a diferentes poblaciones de
proteinas contenidas en el ECI.

Un modelo reciente para la estructura secundaria de la RNT 5’ de
los virus de la familia Picornaviridae, propone por analisis de
computadora y relaciones filogenéticas, gque 1la RNT 5’ se
encuentra formada principalmente por dominios (I, II y III)
"tallo =-burbuja", los cuales contienen elementos de estructura
primaria y secundaria, que se cree estan involucrados en el
control de la traduccion y neurovirulencia del RNA del virus de
la poliomielitis.

Del analisis de retardamiento y competencia del domino III
en gel nativo de poliacrilamida (segmento 488-620 b), se observo
que tal segmento, no presenta los elementos de estructura
primaria y secundaria minimos, para la unidén de proteinas
celulares, dado que no se obsérvd la formacion de cRNPs en las
autorradiografias. En este dominio III de 1la RNT 5/, se
encuentran localizados elementos conservados y variables en la
familia Picornaviridae; por esta razon, es probable gue en este
segmento de la RNT 5’ (488-620 b) se unan muy pobremente
proteinas celulares, o que el factor gque se asocia a ella se
encuentra en baja proporcién en el ECI.

En los ensayos de retardamiento con esta regioén, solamente
podemos sugerir la posible formacion de un cRNP, al observar que
la RNT 5’ completa (270-620 b), fue capaz de liberar el RNA del
dominio III y dejarlc en forma libre.

Estas evidencias no muy claras de la posible participacion del
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dominio III de la RNT 5’ viral, para la formacion de cRNPs en gel
de poliacrilamida, probablemente indiquen gque la formacién
eficiente de cRNPs, en la RNT 5’ dependa del reconocimiento de
mas de un dominio integro, dado que es probable gque se forme una
nueva estructura secundaria, en el segmento 488-620 b la cual sea
diferente, a la presente en el segmento 276-620 b o due
probablemente las proteinas, que reconozcan de forma especifica
los elementos de estructura primaria y secundaria, contenidos en
el dominio III, se encuentren en la célula en concentraciones muy
bajas.

Recientemente se ha encontrado, que la zona entre los nucleotidos
510 a 629, se asocia a una proteina celular de 57 KDal; sin
embargo la concentracidn de proteina a la cual se puede obtener
esta interaccidn, es 15 veces mayor a la empleada por nosotros en
el ensayo de retardamiento (4 pg).

La RNT 5’ como parte del genoma viral, esta siendo estudiada muy
activamente, dado que es probable que contenga secuencias
involucradas en el empaguetamiento y replicacion del RNAv, asi
como también la estructura secundaria puede ser importante en la
estabilidad y neurovirulencia del RNA. En el aspecto de control
(modulacién y eficiencia) de la traduccién viral, esto puede
estar mediado por la union de proteinas celulares y virales a la
RNT 5‘. En este aspecto se ha sugeride que variaciones en los
niveles de estas proteinas, entre los diferentes tipos celulares,
pueden en parte determinar el tropismo del tejido y del
hospedero para el virus de la poliomielitis y algunos otros
Picornavirus, ademas de su receptor celular especifico. En la

naturaleza existen virus que pueden tener como hospedero
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diferentes organismos, lo cual es verdadero para el virus del
"Dengue", que tiene un hospedero invertebrado (mosquitos) y un
hospedero vertebrade (humanos), el virus Sindbis alterna también
hospederos vertebrados (aves) e invertebrados (mosquitos), lo que
indica que las secuencias no traducidas y/o traducidas del virus,
representan un compromiso para la adaptacion del virus, en
células de mosquito y lo que es mejor para la adaptacicon en el
hospedero vertebrado.

Algunas mutaciones puntuales en una misma cepa viral (como es el
caso para la cepa viral LEON), pueden presentar efectos
diferenciales en diferentes tipos celulares, lo que sugiere que
factores de las células hospederas, interactuan con la RNT 57
posiblemente reconociendo la estructura secundaria de esta
region. El hecho de que deleciones dentro de la RNT 5, tengan
efectos deletereos, efectos moderados y/o otros que promuevan el
crecimiento, sugiere que algunos factores interactuan con la RNT
5/, para desencadenar la replicacién o traduccidén del RNA viral.
Por otro lado , se han descrito elementos inhibitorios de la
traduccion del RNA de poliovirus (in vitro), los cuales funcionan
como tales en presencia de algunos extractos celulares. E1
control de los elementos inhibitorios de la RNT 5', puede ser
mediado por proteinas celulares y/o virales; estas interacciones
se han estudiado a través de la unidén de proteinas a zonas de la
RNT 5’ de poliovirus, Cardiovirus y encefalomiocarditis. Estos
datos sugieren que variaciones en los niveles de estas proteinas,
entre las células puede en parte determinar el tropismo del
tejido, para poliovirus y probablemente otros miembros de la

familia Picornaviridae.
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Es claro que la RNT 5‘, juega un papel importante en la
determinacién de las propiedades biologicas a los Picornavirus,
al igual gue cambios conformacionales, fisiolégicamente
importantes en esta regién control, pueden ser inducidos como
resultado de las interacciones con ciertas macromoléculas
especificas del virus y del hospedero. El conocimiento y estudic
a nivel molecular de la RNT 5’ viral, podria sentar las bases
para la produccion de nuevas vacunas atenuadas, incapaces de
revertir a su estado neurovirulento, asi, como también para el
conocimiento de los mecanismos alternos de regulacién de otros
genes virales y celulares.

Recientemente se han reportando genes gque presentan RNT 5/
largas, y con caracteristicas semejantesa a las de los
Picornavirus. Entre estos genes podemos citar a genes gque
codifican para, factores de crecimiento, receptores de menbrana
celular, gran parte de proto-oncogenes, proteinas de heat shock,
histonas, virus del SIDA (HIV-1), Papilomavirus y proteinas gque
inen GTP, los cuales paresen presenter mecanismos alternos de
regulacion y expresién de manera semejante, al mecanismo alterno

encontrado en alguneos Picornavirus.
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CONCLUSIONES.

De los resultados del trabajo experimental se obtuvieron las

siguientes conclusiones:

i.-

6.~

Las tres cepas virales empleadas, mostraron diferencias en el
comportamiento de movilidad del RNA de la RNT 5’ en su forma

libre en el gel nativo de poliacrilamida; cepa SFP8 (cepa con

la mutacion en las bases 472 y 482) con respecto a las cepas

LEON (silvestre) y SABIN (cepa vacunal con la mutacioén en la
base 472).

Los fragmentos de RNA de la RNT 5’ (276-620 b) de las cepas
virales LEON, SABIN y SFP8, son capaces de formar cRNPs

(RNA-proteina), con el extracto citoplasmico infectado de

células Hela.

La fuerza de interaccion RNA-proteina (cRNP) de 1los
segmentos de la RNT 5’, de las tres cepas empleadas,

presentan aparentemente el mismo grado de fuerza de unidn, a

la concentracion de 60 mM KCI1.

La formacion de cRNPs entre los segmentos de RNA de la RNT
5/, de las cepas virales SABIN vy SFP8, se altero con

respecto al RNA de la cepa LEON, al emplear las

concentraciones de 100 y 150 mM KCl. La formacioén del cRNP

con la RNT 5’ de la cepa viral LEON, no fue afectada al

emplear la concentracion de 150 mM KCl.

La interaccion RNA-proteina, entre los RNA de las tres cepas

empleadas es de tipo especifico, como se demostré por los

experimentos de competencia con RNAs competidores.

Las proteinas gque se unen a la cepa viral LEON, son las

94



mismas que se unen a las cepas mutantes SABIN y SFP8, como
se demostré por los ensayos de competencia.

El fragmento de RNA de la RNT 5’ (488-620 b LEON), no logro
formar un complejo visible en los experimentos de

retardamiento en gel nativo de poliacrilamida.
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Tabla #1: Proteinas de poliovirus (tomado de 23).

Proteina Nombre P.M. Sitio de corte Sitio de corte
L-434 N,y H terminal. COOH terminal.
Pl-1la. 1 97,247 Bloqueado por G. YG1.
P3-1b. 3 84,234 QG-8. P.
3ib/9. 2-3AB 77000 ¥YG-1. QG-10.
Pi-lc. 3BCD 76000 QG-97 P?.
P3=2. 3¢h 72132 QG-10. P.
Pl-3a. 1ABC 63786 Bloqueado por G. QG-3.
P2-3b. 2 64952 YG-1. QG-8.
Pl-3c 1D 59930 QG-2. YG-1.
P3-4a. 60000 QG-11. P.
P3-4b. 3D 52481 QG-12. P.
XxX/9. 2C-3AB 50000 GQ-6. GQ-10.
Pl-5a. 48500 QG-8. ¥YG-2.
P2-5h. 2BC. 48273 QG-5. QG-8.
VPO 1AB. 37352 Bloqueado. QG-2.
Pl-6a. Act. 36450 QG-10. YG-2.
P2-x. 2C. 37555 QG-6. QG-8.
VPl. 1D. 33521 QG-3. YG-1.
P3-6b. aD’. 35700 § YG-2. P?.
VP2. 1B. 29985 NS=-2. QG-2.
VF3. 1C. 26410 QG-2. QG-3.
P2-7a. 2AB. 25500 ¥G~12. QG=-67.
Pi3-7c, 3C. 19669 QG-10. QG-12.
Pi-74. 16780 QG-12. ¥G=2.
P2-8. 2A. 16680 YG-1. QG-5.
P3-9. 3AB. 12100 QG-8. QG-10.
P3-9b. 3B. 8750 QG-8. QG-9.
P2-10. 2B. 10720 QG~-5. QG-9,
VP4. 10 7385 Bloqueado por G. NS-2.
VPg. 3B. 2354 QG-9. QRG-10.

G= Glicina, N= Asparagina, Q= Glutamina, S= Serina, Y= Tirosina,

P= Fenilalanina y ?= Incierto.
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Tabla #2: Propiedades de las proteasas de los Picornavirus.

(tomado de 36).

La actividad de proteasa aumenta con el tiempo post-infeccion

en el citoplasma de la célula infectada.

El incremento es dependiente de la multiplicidad del virus y

requiere RNA del virus y sintesis de proteina.

Las proteasas son fabricadas después de que la sintesis de
proteina del hospedero es abolida.

La enzima es especifica para los precursores virales, generan

nuevos cortes en Leucina, C-terminal o residuos de Glutamina.

La enzima tiene un pH neutral éptimo con los precursores del

virus como sustrato.

La proteasa copurifica con un polipéptido no estructural del

virus, presente en el citoplasma de células infectadas.

La proteasa se sintetiza en extractos libres de células

programados con RNAv.

Se pueden aislar virus mutantes que tengan proteasas
alteradas. Esto indica que la enzima es codificada por el

genoma viral.

Estudios con inhibidores indican que las proteasas pueden ser

del tipo sitio activo SH.

10.- Hay efectos pleiotropicos en las mutaciones de las proteasa

sobre la sintesis de RNAv.

11.- La estructura primaria de las proteasas es altamente

conservada entre los Picornavirus de humanos.
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Tabla #3: Propiedades de los factores eucarioticos involucrados
en traduccién (tomado de 79).
Factores de traduccion de células eucaridticas.

elF-1, MMS 15, Actividad; Desconocida.

eIF~2, MMS 35, 50, 55, Actividad; Formacion del complejo ternarioc

y reiniciador de eIF-2.

eIF-2B, MMS 34, 40, 55, 65, 82, Actividad: Misma de eIF-2.

eIF~3, MMS 10 subunidades 28000-16000, Actividad; Subunidad de
antiasociacidn; unién a la subunidad 40S.
eIF~4A, MMS 50, Actividad; Une el RNAm a la subunidad 40S;

actividad de ATPasa.

eIF-4B, MMS 80, Actividad; Une el RNAm a la subunidad 40S.

elF-4C, MMS 17, Actividad; Une la subunidad 60S.

elF~4D, MMS 15, Actividad; Une la subunidad 60S.

eIF-4E, MMS (24 K-CBP, CBPC), MMS 24, 50, 220, Actividad:

Reconoce Cap 5’ (subunidad de elIF-4F).

eIF~4F (CBPII, CBPC), MMS 24, 50, 220, Actividad; Une el RNAm a

la subunidad 40S; actividad de ATPasa.

eIF-5, MMs 150, Actividad; Libera eIF-2 y eIF-3; GTPasa

dependiente del ribosoma.

elF~-6, MMS 25.5, Actividad; Subunidad de antiasociacion.
eIlF= Factor eucaridético de iniciacion, MMS= Masa molecular de la

subunidad en KD, Act= Actividad.
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