BO 1240/9%

e

AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION DE RNA TOTAL EN EL
PERIODO DE ECLIPSE EN CELULAS Hela INFECTADAS CON
EL VIRUS OE LA POLIOMIELITIS

sooz| [ | [ NI oo

T E S l S

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE:

B 1 o L O G o

P R E S E N T A

JUAN MANUEL MORENO ISLAS

|z:acala, Tlalnepantla, €do. de Méx. 1996



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



DEDICATORIA

Dedico éste trabajo:
A Juana Vega Rosas

A Guadalupe lIslas e Ignacio Moreno
A Leticia Montafio Rosales
A Juan Manuel y Ana Maria

A José Luis, Ma. Luisa, Toho y Tona

Por ser la luz y sal de mi vida. .

Y a la memoria de Carlos Fernandez Tomas

Gracias "Prof" por las ensefianzas.



wHl =

AGRADECIMIENTOS

Al Dr. Carlos Fernandez Tomas, por el apoyo, las ensefanzas
y la paciencia durante el tiempo que se llevé a cabo
éste trabajo.

Al Dr, Samuel Zinker, por permitirme trabajar en su laborato-
rio, para entrenarme en las técnicas de incorporacion,
extraccion de RNA y corrido de geles.

A la Dra. del Angel, por el apoyo bibliografico para la actuali-
zacion en la introduccion de éste trabajo.

A Juan Carlos Gonzalez y Elizabeth Cardenas por la asesoria
en la captura, edicion e impresion de ésta tesis.



AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION DE RNA TOTAL
EN EL PERIODO DE ECLIPSE
EN CELULAS HelLa INFECTADAS CON EL VIRUS
DE LA POLIOMIELITIS

INTRODUCCION: A) Los virus 2
B) Caracteres de poliovirus 3
C) El genoma de poliovirus 5
D) Interfrencia de polio en la célula 8
ESTRATEGIA: E) Objetivo general 14
F) Objetivos particulares 14
G) Mecanismos posibles 14
METODOLOGIA: H) Materiales y métodos 15
RESULTADOS: 1) Tablas, graficas y autorradiograma 29
CONCLUSIONES: J) Mecanismos que se desencadenan 35

BIBLIOGRAFIA:  K) Referencias de libros y revistas 37



i

INTRODUCCION

A) LOS VIRUS

Virus es una palabra latina que significa veneno, su significado se
remonta a cientos de anos atras, cuando se creia en la existencia de
venenos transportados por el aire y con capacidad de producir terribles
enfermedades.

Luis Pasteur demostré hacia fines del siglo XIX (Moore, et al. 1968)
que muchas enfermedades del hombre, de las plantas y de los animales eran
causadas por bacterias. Pero algunas de éstas enfermedades, como es el
caso de la rabia, fueron profusamente investigadas sin encontrar en los
microscopios de la época algun microorganismo responsable de la
enfermedad.

A pesar de ello, Pasteur lograba producir la enfermedad a animales
sanos al inyectarles saliva, sangre, o bien liquido cefalorraquideo de
animales enfermos, o bien, muertos recientemente por rabia.

Iwanowski, Bidlogo ruso, demostro en 1892 (Moore et. al 1968) que el
agente productor del mosaico del tabaco era capaz de atravesar filltros de
porcelana que eran capaces de retener a las bacterias. Lo hizo filtrando
jugo de una planta de tabaco infectada y frotando un poco de dicho filtrado
en una planta sana. Al poco tiempo, la planta sana comenzé a mostrar los
sintomas de la enfermedad.

W.M. Stanley, microbidlogo norteamericano, logré purificar por vez
primera el virus del mosaico del tabaco en 1935 cuyas masas se
observaban en el microscopio de luz como cristales en forma de astillas,
demostrandose poco después gue éstos virus eran nucleoproteinas. En
ése mismo afio se construyé un microscopio electronico que permitio
observar estructuras de forma cilindrica (Moore et. al. 1968).
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El tamafo de los virus puede ir de 17 a 450 nanometros, pero una
gran cantidad de ellos son menores a 200 nanémetros.

La mayor parte de los virus que atacan células animales alojan su
genoma en una molécula de DNA, la cual se encuentra protegida por una
cubierta de proteinas de forma variable. Las principales formas son:
cilindricos o helicoidales como el virus del mosaico del tabaco; esferoidales,
como el virus del sindrome de inmunodeficiencia adquirida; e icosaédricos 6
cubicos en los cuales se incluye al virus de la polio.

B)CARACTERES DE POLIOVIRUS

Poliovirus fué descubierto en 1909 por Landsteiner y Popper y es tal
vez el mas estudiado de los virus; a principios del siglo XX se produjeron
devastadoras epidemias de poliomielitis aun en paises con standards
adecuados de higiene. (Paul, 1971).

Esta paradoja epidemioldgica causé temores que aun a la fecha el
SIDA no ha provocado. Como resultado se invirtieron grandes esfuerzos en
aislar al virus y en elucidar su Biologia.

Polio dejo de ser un problema serio de salud en los paises con alto
grado de desarrollo por las triunfantes aplicaciones de las vacunas en los
50s y 60s de Salk (Inactiva) y Sabin (Viva). De aqui, se redujo la
investigacion hasta que se descubri6 que su estructura, organizacion
genética y replicacion son unicas.(Paul, 1971).

Poliovirus es un virus litico, agente etiolégico de una enfermedad bien
caracterizada. Infecta especificamente a céiulas de primates.  Pertenece
al grupo de picornavirus (Pico=Pequefioc) se caracteriza por tener de 20 a
30 nandémetros de diametro (Dales, et.al; 1965) y su capside estd formado
por 60 unidades estructurales repetitivas de naturaleza protéica (Finch &
Klug, 1959) y dispuestas de modo que el capside tiene forma icosaédrica.
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Al igual que todos los virus, no es posible el cultivo de poliovirus en
medios inertes, ya que para reproducirse requiere la maquinaria de sintesis
de una célula viva especifica.

Poliovirus fué el primer virus animal que se obtuvo en forma cristalina
pura, no es posible distinguir a polio de otros géneros de picornavirus solo
por su tamario y estructura (Dulbecco, 1962).

Como prototipo de picornavirus, poliovirus se ha vuelto hasta la
actualidad, un agente intensamente estudiado.

Poliovirus es una entidad sorprendentemente simple y que consiste
en unas 60 copias de proteinas del capside (VP1, VP2, VP3 y VP4) y una
copia de un genoma de RNA de cadena sencilla. Schwerdt y Schaffer
reportaron en 1955 que el genoma de poliovirus es RNA. Ellos
mismos y en ése mismo afo, cristalizaron el virus.  Finalmente, en 1985
(Hogle & Fildman) se resolvid su estructura tridimensional.

A través de analisis de secuencias del RNA viral y de proteinas
codificadas por el virus, el mapa del genoma de poliovirus fué establecido en
1981 (Kitamura et.al.).

Un hito en la investigacion de polic fué el descubrimiento de que
puede ser propagado en células de origen no neural (Enders, et.al. 1949) lo
cual tuvo el consecuente desarrollo de los primeros ensayos en placa para
polio y fué la base del aislamiento de mutantes y la cuantificacion de virus
salvajes y sus variantes.

Unos anos después, se descubrié que el RNA gendmico es infeccioso
(Alexander, et.al. 1958); (Colter,et.al. 1957).
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La genética de los picornavirus cambid dramaticamente con el
advenimiento de la ingenieria genética y de los rapidos métodos de
secuenciacién; como resultado, los genomas de RNA se volvieron sustrato
para modificaciones casi ilimitadas . Los primeros clones de DNA (cDNA)
de un virus del grupo picorna (Para el virus de foot and mouth disease) se
sintetizaron en Europa en un afio (1981) en que el clonaje molecular de
estos agentes estaba restringido en los Estados Unidos de Norteamérica.
En ése mismo afo, Racaniello y Baltimore reportaron clones de cDNA
especifico de poliovirus; el ensamblaje de fragmentos de cDNA para formar
el genoma viral completo generé clones de cDNA infeccioso que sefialaron
un nuevo capitulo en la genética de polio (Racaniello & Baltimore, 1981 ).

La transcripcion total de cDNA con RNA polimerasa de fago T-7 en
Escherichia coli, permitié obtener grandes cantidades de RNA de polio (Van
der Werf, et.al. 1986).

Poliovirus ha sido recientemente sintetizado de novo en un extracto
libre de células (Molla, Paul & Wimmer, 1991), lo cual no se habia logrado
antes con ningun otro virus. En base a estos avances técnicos, el analisis
genético de poliovirus ha sufrido un avance sin precedentes.

C) EL GENOMA DE POLIOVIRUS

El genoma del virus esta compuesto de RNA de cadena sencilla con
un peso molecular de aproximadamente 2.4 a 2.6 X 10° Daltons, éste RNA
tiene un coeficiente de sedimentacion de 35s.  Los virus cuyo RNA tiene
polaridad positiva (RNA+) como es el caso de polio, son unicos en el sentido
de que su genoma funciona como RNA mensajero (RNAmM) después de su
entrada a la célula hospedera (Baltimore, D; 1971).
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Aunque dicho RNA invasor se involucra en la sintesis de proteinas de
la célula, el RNA del virion (vVRNA) y el RNAm necesitan ser moléculas
idénticas, teniendo como unica diferencia la presencia o ausencia de VPg
[Proteina unida por el extremo 5 por medio de una union tipo O-
(5°-uridil)-tirosina) , dado que:

1)Ambos RNA tienen el mismo coeficiente de sedimentacion de 35s
(Summers & Levintow; 1965).

2)No hay diferencia entre ellos en la composicion de los
oligonucledtidos obtenidos después de la digestion con
ribonucieasa T-1 analizado por electroforesis en doble
dimension .

3)Poseen idénticos nucledtidos 5 -terminales.

El RNAm viral es infectivo Asi, la secuenciacion del vRNA puede
ser considerada no solo como un estudio del genoma viral, sino también
como el estudio del RNA mensajero viral.

La traduccién del RNA mensajero bicistrénico sintético, reveld que la
funcion de la regién no traducida 5° es promotor del inicio de la traduccién
(Pelletier, et.al, 1988); (Pelletier & Sonenberg, 1988); (Pelletier & Sonenberg,
1989).

Estudios paralelos llevados a cabo en el residuo 5'no traducido de
EMCV (Virus de encefalomiocarditis), demostraron que ésta secuencia
contiene elementos genéticos que funcionalmente se relacionan con el de
polio (Jang, et.al. 1988) ; (Jang, et.al. 1989). Jang y sus colaboradores
han llamado a éstos elementos Sitios de Entrada al Ribosoma (IRES, por su
nombre en inglés). Los elementos IRES han sido identificados en todos los
géneros de picorna y en otros RNA mensajeros virales y celulares. La
traduccion dependiente de las IRES es probablemente un mecanismo
eucarionte de sintesis de proteinas que ha sido usurpado por los
picornavirus (Liu & Inglis, 1992).
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Este RNA posee un segmento Poli-A en su extremo 37; al retirarse la
cadena de Poli-A, el RNAm pierde notablemente su capacidad infectiva
(Spector & Baltimore, 1974).

En complejos donde interactuan células Hela y poliovirus se han
encontrado intermediarios replicativos, parte de cadena doble y parte de
cadena sencilla, sugiriéndose que juegan un papel muy importante en la
replicacion, no obstante que se encontraron en muy pequena cantidad (1%
de 2 a 4 Horas y 5% de 4 a 5.5 horas, Baltimore & Girard, 1966).

Se sugiere también que el RNA complementario esta formandose en
el interior de la célula 6 sufre degradacion tan pronto como se va
sintetizando, se han encontrado tres tipos de RNA viral:

1) De cadena sencilla
2) De cadena doble
3) El intermediario replicativo

El intermediario replicativo es el unico RNAsa resistente en el periodo
exponencial de sintesis. En estadios posteriores el RNA de cadena doble
se acumula, tal vez como coproducto.

El RNAm eucarionte es por lo general monocistronico y el RNAm de
poliovirus codifica para un polipéptido que consiste de varias regiones que
se separan unas de otras por un proceso proteolitico y produciendo
proteinas con funciones diferentes (Proteinas del capside, proteinasas,
polimerasas, etc.)(Jacobson y Baltimore, 1968).
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D) INTERFERENCIA DE POLIO EN LA CELULA
ADSORCION

La infeccién se inicia con la adhesion del virus a receptores
especificos tipo inmunoglobulina (Mendelschn et. al., 1989) de ia membrana
celular seguido por penetracion. En ocasiones el virus entra por
endocitosis (Viropexis) y sufre la decobertura en el interior de la célula.

El virus debe establecer un contacto fisico con la célula, algunos
autores han elaborado modelos matematicos del proceso de sujecién a pesar
de que las variables son muy complejas y de gue existen varios factores que
afectan el proceso (Valentine & Allison, 1959), aunque ya ha sido formulado
uno para el calculo de la frecuencia de colision de dos particulas en
movimiento (Koch,1960).

El reconocimiento del receptor parece ser independiente de la
temperatura, pero la probabilidad de sujecion si depende de ella por su
efecto sobre el movimiento browniano (Sharp & Smith, 1960).

La penetracion es dependiente de la temperatura, por lo que la
sujecién en frio sincroniza la infeccion, aunque el frio introduce variables
fisiolégicas desconocidas.

Se ha comprobado que el virus sufre modificaciones en el capside
cuando entra en contacto con receptores de la membrana citoplasmica.

Se afirma que tener receptores es requisito que una célula debe cubrir
para ser susceptible a polio (Jolkik y Darnell, 1961). Al tratar células con
Diodecil sulfato de sodio (SDS), sus anticuerpos son menos eficientes
(Mandel, 1962). De éste modo el RNA viral no se expone, asi los viriones
no son infectivos y no son susceptibles a ribonucleasas (Joklik & Darnell,
1961).
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En células de animales que no son primates, no hay infeccion, tal vez
por la ausencia de receptores y el RNA viral no penetra por la falta de
interaccion entre capside y membrana. Las células HelLa adsorben el RNA
de poliovirus y son sensibles a él, también hay evidencias de una
decobertura intracelular, en la que de todos modos interviene la membrana
citoplasmica en fagocitosis y el virus Interactua posteriormente con
membranas vacuolares.

En ocasiones se encuentran virus en el citoplasma sin haber estado
nunca asociados a membranas (Mandel, 1967).

Se han identificado células no susceptibles (Pollo y Hamster) que
cuando se rompen sus membranas y comienza a haber fusion en las células,
el virus entra y se multiplica en ellas (Enders, et.al.; 1967).

ECLIPSE

El eclipse es una fase del proceso infectivo siguiente a la sujecion y
precedente a la replicacion. Se llama asi porque en las primeras etapas
del estudio de la infeccién, los investigadores colocaban virus (proceso
observable en microscopio electrénico), en un cultivo de células;
provocando una serie de sucesos a nivel molecular (no observables en el
microscopio electrénico) que finalizaban con la produccion de nuevos virus y
con la lisis celular (nuevamente observables en el microscopio electrénico).
El virus no se eclipsa a menos de 37 grados centigrados.
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INFECCION VIRAL Y SINTESIS DE MACROMOLECULAS
DEL HOSPEDERO

Una vez que se ha llevado a cabo el reconocimiento y la adsorcion del
virus, polio lleva a cabo una rapida supresion de la sintesis de proteinas
(Penman, et.al. 1963), mas rapido y drastico que la actinomicina D (Que
inhibe selectivamente la sintesis de RNA dependiente de DNA) por lo cual
se piensa que el virus afecta la sintesis de RNAm y RNA ribosomal, que
puede estar dado por proteinas codificadas por el RNA viral (Bablanian,
etal 1965), (Penman & Summers, 1965).

La sintesis de una poliproteina tiene la desventaja de que tiene que
haber proteinasas muy especificas para su procesamiento. Polio es un
ribovirus tipico que codifica poliproteinas que no dependen de la actividad
proteolitica celular, de hecho codifica sus propias proteasas las cuales se
usan para mas de una funcién. Ejemplo: la proteinasa 2Apro es un
activador de la traduccion (Hambidge & Sarnow, 1992); deprime la sintesis
de proteinas celulares (Sonenberg, 1987) y se relaciona con la duplicacion
del RNA (Molla et.al. 1993).

También existen evidencias experimentales que sugieren que la
proteina 2Apro impide la sintesis de RNA mensajeros (Davies et.al., 1991), y
que la 3Cpro inactiva factores de transcripcion nuclear (Clark, et.al. 1991).
Asi las proteinas virales 2Apro y 3Cpro inhiben la transcripcion y por tanto la
traduccidon celulares, siendo éste el mecanismo principal por el cual
poliovirus mata a la célula en infecciones liticas.

En células infectadas se ha demostrado que cuando la sintesis de
proteinas celulares estd inhibida, hay ribosomas sintetizando proteinas
activamente, un 25% de éstos ribosomas y polisomas estan asociados a
proteinas antigénicamente identificables como proteinas virales (Scharf,
et.al.;1963), asimismo se ha encontrado degradacion progresiva de los
polisomas en células infectadas (Summers, et.al.;1965).
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Una parte importante del complejo virus-célula es la enzima RNA
polimerasa dependiente de DNA. Una prueba de las funciones del
intermediario replicativo es que hay RNA parcialmente terminado en éi y que
forma parte integral del virus posteriormente (Girard, et.al.; 1967).

FIGURA 1

CURVA DE SINTESIS DE MACROMOLECULAS
EN CELULAS Hela INFECTADAS CON POLIOVIRUS

Sintesis de
Macromolécuias

Tiempo de infeccion (Horas)
1) Disminucién de la sintesis macromolecular celular
2) Sintesis macromolecular viral

En ésta grafica (Baltimore et.al. 1966) es posible observar que en los
periodos tempranos de la infeccion sucede una estimulacion en la sintesis
macromolecular del complejo célula-virus durante los periodos tempranos
(Durante la primera hora) del proceso infectivo, llevandose a caboc una
notable inhibiciéon de la sintesis de macromoléculas (a los 90 minutos de la
infeccion) para posteriormente iniciarse la sintesis de proteinas y acidos
nucléicos del virus (A los 180 minutos de la infeccion).
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El RNA viral actia como mensajero y se replica a traves de un

intermediario de dobie cadena:

/—‘\
e RNAv Encapsidacion

RNA+

RNA- —\ /| RNAmI VP-1,2.3 y/
Intermediario \)
Replicativo

Traduccion

Nuevos
Viriones

FIGURA 2.-En éste esquema es posible observar que el RNA del virus que
penetra a la célula (RNAv) es utilizado como templado para la sintesis del
intermediario replicativo (RNA+RNA-) a partir del cual se sintetizan grandes
cantidades de RNA+ mismo que se utiliza como templado para sintesis de
proteinas virales. Posteriormente, las proteinas y el RNA que se ha
sintetizado de novo, pasan a formar parte de los nuevos viriones.

ENSAMBLE, MADURACION Y LIBERACION

Después de que se replica el RNA viral, es incluido en el capside
proteico preexistente de una manera relativamente rapida.

La poza de proteinas parece ser grande porque proteinas marcadas
no pasan a formar parte del virion tan rapido como el RNA (20 minutos,
comparado con 5 minutos),(Baltimore, et. al., 1966).
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Se han hecho estudios al microscopio electronico del desarrollo de
poliovirus en células HeLa (Dales, et.al; 1965), (Mattern & Daniel, 1965)
encontrandose una zona a la cual se le ha llamado viroplasma que contiene
RNA y proteinas virales.  Esta zona esta rodeada de polisomas los cuales
contienen un numero mayor de ribosomas que los polisomas de células no
infectadas.

Estas areas de viroplasma aparecen tres horas después del inicio de
la infeccion.  Las particulas de virus maduros se encontraron libres en la
matriz citoplasmica o bien dentro de vacuolas sujetas a la membrana.

La maduracion precede a la liberacion de los virus, en células de
primate |la primera es lenta, mientras que la segunda ocurre usualmente
rapido por destruccion de la membrana citoplasmica (Howes, 1959).
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ESTRATEGIA

E) OBJETIVO GENERAL
Determinar cuales tipos de RNA de las células Hela son

estimulados o inhibidos en un proceso infeccioso con poliovirus.

F) OBJETIVOS PARTICULARES

Con el fin de desarrollar las habilidades técnicas experimentales, ha
sido necesario un entrenamiento previo en el manejo de técnicas de cultivo,
cinética de incorporacién, purificacion de RNA total, corrido de geles y
autorradiografia, que por razones de costos, se llevan a cabo previamente
con cultivos de levadura (Saccharomyces cerevisiae) y cuyo costo es menor
que el de los cultivos de células He La.

G)MECANISMOS POSIBLES

En el experimento principal de éste trabajo de tesis se infectaran
células HelLa con poliovirus, haciendo al mismo tiempo una cinética de
incorporacion en pulsos de un precursor radioactivo del RNA (Uridina
tritiada) y cuantificando los RNAs sintetizados durante el proceso infeccioso
por autorradiografia de un gel de acrilamida en placa.



A45-
METODOLOGIA

H) MATERIALES Y METODOS
1) MATERIAL BIOLOGICO
La cepa de levaduras utilizadas es Saccharomyces cerevisiae Ha.

Las células (HelLa) empleadas en el presente trabajo, seran células
humanas que fueron obtenidas de un carcinoma cervico-uterino humano que
se mantienen en cultivo desde su obtencién a partir de una donadora
llamada Helen Lane, de ahi su nombre. Estas células se pueden cultivar en
monocapa cuando se dejan en un frasco de cultivo estatico.  En cambio, si
se mantienen en constante agitacion, crecen en suspension; son permisivas
para poliovirus, esto es, el virus puede infectarlas y replicarse en ellas.

Se utilizé para la infeccién poliovirus 1

2) SUBSTANCIAS

La acetona para analisis, el acido acético, acido fosférico, acido
perclorico, acido tricloroacético, alcohol etilico absoluto, alcohol metilico,
carbonato de calcio, carbonato de sodio, cloruro de calcio, cloruro de
magnesio, cloroformo, hidroxido de sodio, naftaleno, y tolueno fueron
obtenidos de J.T. Baker. La acrilamida, el lauril sulfato de sodio, y el sulfato
de amonio, se obtuvieron de BDH. La acrilamida bis se obtuvo de Bio- rad.
La cistina y la Fenilalanina se obtuvieron de Calbiochem. El cloruro de zinc
se obtuvo de Hopkin & Williams. La agarosa se obtuvo de ICN.  El clorurc
de potasio y el fosfato de sodio monobasico se obtuvieron de Mallinckrodt.
El acido clorhidrico, el alcohol isoamilico, benceno, bicarbonato de sodio,
bromofenol azul, cloruro de sodio, glicina, hidréxido de amonio, persulfato de
amonio y xilol se obtuvieron de Merck. EI 2,5-difenil oxiasol se obtuvo de
N.E.N. Acetona para lavado y enfriamiento, alcohol industrial e hipoclorito
de sodio se obtuvieron de Reasol. De Sigma se obtuvieron: acido
aspartico, alanina, arginina, azul de metileno, diodecil sulfato de sodio,
glutamina y rojo neutro.



-16-

3) SUBSTANCIAS MARCADAS CON ISOTOPOS RADIOACTIVOS

Uridina tritiada, 1 milicurie ILN.ILN
Acido fosforico, P32 ILN.LLN.
4) APARATOS

-Baro de agitacion giratoria New Brunswick Scientific Mod. G-76.
-Camara para corrido de geles con fuente de poder.
-Campana de flujo laminar New-Higgins.

-Campana de flujo laminar marca Veco.

-Centrifuga Sorvall refrigerada mod RC-5B.

-Contador de centelleo liquido marca Tri-lab.
-Espectrémetro de centelleo liquido Packard modelo 3385.
-Incubadora Hot-Pack.

-Microscopio invertido marca Olympus.

-Potenciometro PHM-61 Copenhagen.

-Refrigerador criogénico Union Carbide Modelo LR-30.
-Refrigerador REVCO W:H: Curtin & Co. Mod. 7374.
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5) METODOS

1.-EXTRACCION DE RNA DE Saccharomyces cerevisiae

1.-A 10 ml de medio S.C. Adenina(-), Uracilo(-) se adicionaron:

10 microlitros de solucion de adenina (5 g/lt).
40 microlitros de uracilo (5 g/lt).

2.-Se agregd levadura Ha 1:200 esperando hasta que las levaduras crezcan
hasta 40-80 Unidades Klett.

3.-Para preparar esferoplastos, se filtré el cultivo en una membrana millipore
de poro con diametro de 0.45 nanémetros, se lavé el filtrado con 30 ml de
agua bidestilada estéril.

4.-Se adiciond 1 ml de sorbitol estéril 1.0 M a temperatura ambiente.

5.-Se agregaron 10 microlitros de glusulasa

6.-Se colocaron los esferoplastos en un matraz erlenmeyer que contenia 9 mi
de SCM a 23 grados centigrados: Se enjuagd con 2 6 3 mililitros de
E.M. (Medio Earle) a través de las paredes.

7.-Se incubo durante 120 minutos a 23 grados centigrados con giro muy
lento.

8.-Se transfirid a un tubo corex y se centrifugd a 10,000 r.p.m_; se succiono el
sobrenadante con una pipeta Pasteur, dejando la pastilla en el fondo
del tubo.

9.-A |a pastilla se le agregd 1 ml de L.E.T.S.(Cloruro de litio, ED.T.A. Tris y
S.D.S.) agitando con el vortex hasta desprender el paquete.

10.-Se agregaron 2 mi mas de L.E.T.S e inmediatamente 1 mililitro de
solucién Fenol-Cloroformo-Alcohol isoamilico, sellando y agitando
inmediatamente hasta formar emulsion.

11.-Se dejo reposar la emulsién durante 10 minutos sin dejar que las fases
se separaran, para lo cual se agito el tubo cada 3 minutos.

12.-Se centrifugo a 2,000 r.p.m. durante 15 minutos.

13.-A la fase acuosa que se forma (la fase de la parte superior) se le
transfirio a un tubo que conteniendo 1 ml de solucion de Fenol-
cloroformo-isoamilico, se sello y se repitid la extraccion desde el paso
10.
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14 .-Al primer tubo se le agregd 1 ml de L.E.T.S. para redisolver los
ribosomas de la fraccién protéica.

15.-Se pusieron luego 0.2 mililitros de cloruro de litio 5 Molar a la fase

. acuosa, permitiendo asi que se forme una sal de litio con el RNA.

16.-Se agregaron posteriormente 4.4 ml de etanol 95% a -20 grados
centigrados, produciéndose una solucion homogénea al dejarla
reposar.

17 .-Se dejé reposar a -20 grados centigrados hasta que se precipité el RNA
purificado
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2 -CINETICA DE INCORPORACION DE ADENINA TRITIADA A UN
CULTIVO EXPONENCIAL DE Saccharomyces cerevisiae

1.-En una gradilla se colocaron dos series de 8 tubos de ensayo,
poniéndolos posteriormente en hielo picado.

2.-Se agregé a cada tubo 0.5 ml de Acido Tricloroacético (TCA) al 20 %.

3.-Se utillizé un cultivo de levaduras 1:100 que se encontraba en
crecimiento desde el dia anterior (10 mililitros).

4 -Se adicioné al cultivo 0.1 microcurie por mililitro del isétopo, como se
tenian 10 mililitros en cultivo, se adiciond 1 microcurie.

5.-En el momento de agregar el isétopo se considerd tiempo cero y se
tomaron muestras de incorporacién (alicuotas) del cultivo.

6.--Las muestras se tomaron lo mas cerca posible del tiempo cero y a 5,
10, 20, 30, 40, 50, 60 y 70 minutos.

7.-La muestra que se tomo es de 0.5 ml y se agregé a los tubos que
contenian TCA, habia dos series de tubos para hacer duplicados de
todos los tiempos.

8.-Tras dejar cada una de las muestras en hielo con el TCA, se filtr6 cada
tubo por separado en un filtro de membrana, enjuagando con TCA al
5% . (1 ml aproximadamente), y enjuagando de nuevo con etanol al
30% (5 ml aproximadamente).

9.-Se colocaron los filtros en viales para conteo y se secaron durante una
hora a 80 grados centigrados en el horno.

10.-Se agregaron, ya frios los viales 5 ml de liquido de centelleo (omnifluor-
tolueno).

11.-Se determiné el nimero de centelleos por minuto y se graficaron los
datos.
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3.- CUANTIFICACION DE RADIOACTIVIDAD
EN MUESTRAS DE RNA EXTRAIDO
DE Saccharomyces cerevisiae

1.-Se centrifugd la muestra durante 15 minutos a 15,000 r.pm., se retiro el
sobrenadante con una pipeta Pasteur aspirando con la bomba de
vacio hasta secar las paredes del tubo y cuidando no tocar la muestra
con la pipeta.

2.-Se resuspendit la muestra en 0.2 ml de agua bidestilada estéril.

3.-Se tomaron 10 microlitros de la muestra y se agregd: 0.1 ml de Albumina
(1 mg/ml); 0.1 ml de TCA al 20% y 0.4 ml de TCA al 10%, se agito
manualmente y se dejo reposar 30 minutos en hielo.

4.-Se filtré, enjuagando con TCA al 5% (1 ml aprox.) y con etanol al 30% (2
ml aprox).

5.-Se seco el filtro en el horno a 80 grados centigrados durante una hora.

6.-Se agregaron 5 ml de liquido de centelleo y se conté durante un minuto.
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4 -PREPARACION DE MUESTRAS DE RNA TOTAL DE
Saccharomyces cerevisiae  PARA CARACTERIZARLAS EN GELES
DE ACRILAMIDA

1.-Con base en el nimero de d.p.ms en la muestra de 10 microlitros de la
técnica de cuantificaciéon, se tomé una muestra cuya cantidad fuera
suficiente para emitir entre 5 y 10 mil cuentas por minuto.

2.-Se centrifugod ésta muestra a 15,000 r.p.m., se retird el sobrenadante, se
secaron las paredes del tubo con aire al vacio, cuidando de no tocar
la muestra sedimentada.

3.-La muestra ya seca se resuspendio en 50-100 microlitros de Buffer PD
1/20 conteniendo sacarosa al 5%, SDS al 0.1% y BPB (Bromo-phenol-
blue) al 0.01%.

4 -Esta muestra se coloco en el gel .
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5.- PREPARACION Y CORRIDO DE GELES CILINDRICOS

RNAHN 18s y 25s RNAt 5s

Acrilamida solucion A 2.5ml 55ml - -
Acrillamida solucion B - - 66ml 10.0ml
Buffer PD (20x) 0.5ml 1.0ml 10ml 1.0ml
Agua bidestilada 5.8 ml 11.1ml 10.2ml 6.8 ml
SDS al 10% 0.1ml 0.2 mi 02ml 02ml
Glicerol al 50% 1.0ml 2.0ml 20ml 20mi
TEME.D. 10.0 pl 100 ¢l 10.0p1 100l
Persulfato al 10% 0.1ml 0.1mil 01m O01mil

1.-Los componentes se agregaron en el orden en que se encuentran
escritos
2.-El persulfato de amonio al 10% no debe conservarse durante mas de una
semana debido a que se oxida, por lo cual se preparo al momento de
hacer el gel.
3.-Cada columna indica una concentracion diferente y ésta se eligié de
acuerdo a los RNAs que querian caracterizarse.
4.-Ya agregados los componentes, se llenaron tubos de 13 centimetros de
diametro hasta un nivel de aproximadamente 8 centimetros para que
los geles quedaran de 80 milimetros de largo por 6 de diametro, se
recubrié el gel con SDS 0.1%
5.-Cada deposito de la camara de corrido se llend con 500 ml de Buffer de
corrido, que consté de:
Buffer PD (20x) 75 ml
SDS 10% 10 ml
Agua bidestilada  Se aforé a un litro.
6.-Se agrego la muestra tras correr el gel durante 15 minutos a 1 miliampere,
a ésta parte se le llama precorrido.  El corrido del gel, ya con la
muestra, se hizo durante 120 minutos a 5 miliamperes.
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7.-Al terminar el corrido, se saco el gel del tubo con ayuda de una jeringa con
aguja larga, se captd envolviéndolo en papel aluminio y se puso a
congeiar a -70 grados centigrados.

8.-Se cortd el gel en rebanadas de 1 milimetro, depositando una rebanada
en cada vial, se agregaron 0.7 mililitros de protosol y se dejé un dia
para digestion.

9.-Tras haber pasado un dia en digestion, se agregé liquido de centelleo
(Triton-omnifluor-tolueno) (4 ml).

10.-Se llevo durante 4 6 5 horas al cuarto frio (4 grados centigrados).

11.-Se contd en frio durante un minuto y se graficaron los resultados.
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6..-CINETICA DE INCORPORACION DE UN PRECURSOR
RADIOACTIVO EN PULSOS A UN CULTIVO DE CELULAS

1.-Se centrifugo la suspension celular a 2,000 r.p.m. durante 5 minutos,
se retird el medio de cultivo y se lavo la pastila celular con la mitad de
volumen de MEM suero(-), éste lavado se llevo a cabo 2 veces.

2.-Volvio a centrifugarse la suspension celular y se resuspendio a 4x10
células por mililitro.

3.-Se puso en agitacién a 37 grados centigrados.

4 -Se tomaron alicuotas de 100 microlitros a los tiempos: mas cercano a
cero, 10, 20, 30, 40, 50, 60 y 70 minutos.

5.-Cada alicuota se coloco en tubos de ensayo que contenian 50 microcuries
de Fésforo 32 permitiéndose la incorporacion durante 3 minutos.

6.-La incorporacion se interrumpio agregando 0.85 ml de PBS y 1 mi de
TCA al 20%

7 .-Tras haber interrumpido la incorporacion, se puso la muestra en hielo
durante 10 minutos.

8.-Se filtrd en una membrana millipore de 0.22 nanometros, se lavé con 1 ml
de TCA al 5% y 3 ml de etanol al 30%.

9.-Se puso la membrana en un vial que contenia 5 ml de coctel D

10.-Se contod en frio y se graficaron los resultados.
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7.-PILOTO DE INFECCION DE CELULAS HelLa CON POLIOVIRUS

1.-Se centrifugd a 2,000 r.p.m. durante 5 minutos la suspension de células,
se retiro el medio y se resuspendid la pastilla celular en la mitad del
volumen original con MEM suero(-). Volvieron a centrifugarse las
células y se resuspendio a 10" células/ml (concentradas 100X).

2.-Se dejé agitando 10 minutos a temperatura ambiente. Se dividio el lote
en 2.

3.-Se anadid a uno de los dos lotes el virus, calculando una multiplicidad de
infeccién (MOI) de 100 P:F:U:/ célula.

4.-Se dej6 agitando 30 minutos a temperatura ambiente.

5.-Se diluyo con medio precalentado, a una concentracion de 10°células/ml
(10x) y se continud el periodo de absorcion durante 15 minutos mas.

6.-Como se requeria infeccidn sincronizada, se centrifugo la suspension a
2,000 r.p.m. durante 5 minutos, se le retird el MEM suero (-) con los
virus que no se pegaron a las membranas celulares y se resuspendid
en medio MEM, suero 5% a una concentracion de 4x10° cél/ml.

7.-Se colocé la suspension a 37 grados centigrados con agitacion, éste fué
el tiempo cero de la infeccion.

8.-Para seguir el proceso de replicacion viral, se suplementé con 5
microcuries por mililitro de Uridina tritiada.

9.-Se tomaron alicuotas por duplicado lo mas cerca posible del tiempo cero
tanto para las células infectadas como para las células del
experimento testigo (mock).  Posteriormente cada 30 minutos, 7
veces.

10.-Cada alicuota fue de 50 a 100 microlitros y tan pronto se retird del resto
del cultivo se puso en 1 ml de TCA y se dejo de 10 a 15 minutos en
hielo.

11.-Se filtré con una membrana millipore, se lavé con 1 ml de TCA al 5% y
con 2 ml de etanol al 30%.

12.-Se colocaron las membranas en viales marcados.

13.-Se agregaron 5 ml de coctel D, se conté 1 minuto y se grafico.
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8.-CARACTERIZACION DEL RNA TOTAL
EN PERIODOS TEMPRANOS
DE INFECCION EN CELULAS Hela INFECTADAS
CON EL VIRUS DE LA POLIOMIELITIS

1.-Se centrifugd la suspensién celular a 2,000 r.p.m. por 5 minutos, se retird
el medio y se resuspendio en la mitad de volumen con medio MEM
suero(-).

2 -Se repitio el proceso de lavado.

3.-Se resuspendio a 10' células por mililitro (100x), dividiendo el lote en
dos.

4 .-Se agito durante 10 minutos para homogenizar el cultivo.

5.-Se agrego6 el virus a una multiplicidad de infeccién de 100 p.f.u./cél. al
mock se le agregé una cantidad equivalente al volumen de virus de
solucién salina.

6.-Se dej6 agitando a temperatura ambiente durante 30 minutos.

7.-Se diluyé con MEM suero(-) a 4x 10° Cel/ml (10X)

8.-Se permitié la adsorcion 15 minutos mas a temperatura ambiente.,

9.-Se centrifugd 5 minutos a 2,000 r.p.m. y se retiré el medio con los virus no
adheridos.

10.-Se resuspendio con 10 ml de MEM suero 5% a 4x10° celiml (10x), con el
medio precalentado.

11.-Se puso a 37 grados centigrados en agitacion, éste es el tiempo cero de
la infeccion.

12.-Se suplemento con uridina tririada (5 microcuries/mililitro) los lotes de
células infectadas y mock.

13.-Se suplementd en pulsos a los tiempos 25, 120 y 180 minutos post-
infeccion.

14.-Se tomaron alicuotas de incorporacién cada 3 minutos durante el pulso,
las alicuotas fueron de 50 microlitros.

15.-Al terminar los pulsos, se lavd una vez con medio Earle y uridina fria que
se agreg6 mil veces mas de la cantidad de uridina que se agrego
radioactiva (en microgramos).
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16.-Se centrifugd durante 5 minutos a 2,000 r.p.m.

17 -Se congelaron las pastillas celulares tras haberles retirado el medio
radioactivo.

18.-Se continuaron los pulsos de los tiempos siguientes con el mismo
método para iniciar, llevar a cabo y detener el pulso

19.-Cuando ya se tuvieron congelando todas las pastillas celulares, se
resuspendi6 a 4x10° células/ml con buffer SDS (0.5% SDS) y se llevo
a SDS 1% y EDTA 20 milimolar (contando con el hecho de que ya
tenia).

20.-Se incubd 20 minutos con DNAsa de Worthington (20 miligramos por
mililitro) y 160 microiitros de Cloruro de magnesio 0.2 M/ml a 37
grados centigradoos.

21.-Se centrifugd durante 5 minutos a 2,000 r.p.m.

22.-Se resuspendié a 4x10° cel/ml en buffer SDS (SDS1% y EDTA 20 mM)
con heparina 500 microgramos/ml e inmediatamente se agrego un
volumen de Fenol-cloroformo-isoamilico (FCI).

23.-Se agité 10 minutos a temperatura ambiente.

24 -Las fases organica y acuosa se centrifugaron a 2,500 rp.m. a
temperatura ambiente.

25.-Se determind el numero de centelleos por minuto.

26.-Se anadioé un volumen de! buffer en el que esta resuspendida la muestra.

27 .-Este proceso de extraccion se repitié una vez mas en las mismas
condiciones.

28.-Se determind el numero de centelleos por minuto.

29.-A la fase acuosa de la segunda extraccion FCI se le anadi6 un volumen
de Coloroformo-iscamilico (Cl) y se hizo la extraccion dos veces.

30.-Se determiné el numero de centelleos por minuto.

31.-La ultima fase acuosa obtenida en la fraccion Cl se ajusto a 0.4 Molar de
acetato de sodio.  El RNA se precipité con 2.5 Volumenes de etanol
absoluto a -20 grados centigrados durante 16 a 18 horas.

32.-Se determind el numero de centelleos por minuto.

33.-Se centrifugd a 13,000 r.p.m. durante 30 minutos a 4 grados centigrados.

34 .-Se resuspendio en 0.2 ml de agua bidestilada estéril.

35.-Se determind el numero de centelleos por minuto.

36.-Se midio absorbancia a 260-280 nm.
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37.-Se determind actividad especifica (A-260/c.p.m.)

38.-Se colocaron las muestras en el gel de autorradiografia peviamente
preparado y precorrido.

39.-Para preparar un gel de autorradiografia se agregaron los siguientes
ingredientes en el orden en que se encuentran escritos:

Solucién A de Acrilamida 13.75ml
Buffer PD (20X) 25 mi
Agua bidestilada 277 mi
SDS al 10 % 05 ml
Glicerol al 50% 50 ml
T.EME.D. 25
Persulfato de amonio 0.25 ml

40.-Se mantuvo en agitacion al ir agregando los componentes..

41.-Al agregar el Ultimo componente, se permitio la agitacion durante un
minuto mas y se colocd en el interior de la camara de corrido.

42 -Inmediatamente después de colocar el gel en el interior de la camara, se
introdujeron los peines de espaciado y se dejo polimerizar durante 30
minutos.

43.-Cuando el gel se hubo polimerizado, se retiraron los peines y se cubrio el
gel con buffer de corrida, llenando también el deposito superior e
inferior de la camara de electroforesis.

44 -E| gel se precorrié durante una hora a 100 voltios.

45 -Se colocaron en cada uno de los espacios del gel 2.5 Kc.p.m.s

46.-Ya colocada la muestra, se corrio el gel durante 4 horas.

47 -Se apago la fuente de poder, se saco el gel de la camara, pegandolo a
un papel filtro, se recubrid con plastico y se puso a secar durante 3
horas.

48.-Cuando el gel se hubo secado, se coloco en el cuarto frio sobre una
placa fotografica, la cual se encontraba en el interior de una bolsa
negra, dejandolo 24 horas para imprimir la marca radioactiva en las
placas fotograficas.

49 .-En cuarto obscuro se abrié la placa fotografica, se sumergio en revelador
durante un minuto y medio, en interruptor de revelado durante medio
minuto y en fijador durante 5 minutos.  Se enjuagd durante 5 minutos
con agua corriente y se dejo a secar durante 2 horas.
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RESULTADOS Y ANALISIS

CINETICA DE INCORPORACION DE ADENINA
TRITIADA A UN CULTIVO EXPONENCIAL

DE Saccharomyces cerevisiae

Se siguid el método numero 2, en el cual se permitd la incorporacion
de un precursor marcado y tomando muestras por duplicado para conteo de
precursor incorporado a macromoléculas(Tabla No. 1 y Grafica No.1):

TABLA No.1
Muestra Tiempo Conteo
(Minutos) (c.p.m.)
1 2 189
2 2 194
3 10 394
4 10 402
5 20 728
6 20' 857
¥ 30 1,268
8 30 1,318
9 40 1,347
10 40 1,563
11 50 1,671
12 50 1,623
13 60 1,779

14 60' 1,800
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Grafica No. 1: Curva de incorporacion de adenina tritiada contra
tiempo para un cultivo de S. cerevisiae.
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En ésta grafica se observa que hay crecimiento en el cultivo,
pues a cada periodo de tiempo se observa un incremento en la cantidad
del is6topo incorporado a las macromoléculas. No se observa un
crecimento exponencial probablemente debido a que las condiciones en las
que el cultivo se encuentra no son las ideales (agitacion 6 temperatura),
lo cual provoca que la grafica sea lineal.

Con el fin de comprobar el crecimiento y correlacionarlo con la
incorporacion del isétopo, se hizo un segundo experimento midiendo
simultaneamente el crecimiento de las levaduraa través de la determinacién
de absorbancia del cultivo, medida en unidades Klett (U.K.), obteniéndose
los resultados de la tabla 2 y de la grafica 2.
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TABLA No. 2
Muestra Tiempo (min) Conteo (c.p.m.) Absorbancia (U.K.)
1 2 123 55
2 2 133
3 10 141
4 10 155
5 20 204 56
6 20 229
T 30 293
8 30 325
9 40 557 58
10 40 775
11 50 880
12 50 920 61

Gréfica No. 2.- Incorporacion de adenina tritiada (puntos) y absor-
bancia (circulos) contra tiempo para un cultivo de S. cerevisiae.
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En ésta grafica es posible correlacionar el crecimientoen UK. y la
incorporacién, observandose una curva con tendencia a exponencial, lo
cual se hubiera confirmado mejor llevando a cabo la cinética 2 ¢ 3 puntos

mas (60, 70 y 80 minutos).
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CINETICA DE INCORPORACION DE URIDINA TRITIADA
A UN CULTIVO DE CELULAS INFECTADAS Y NO INFECTADAS

Se llevd a cabo la metodologia numero 6, obteniéndose los
siguientes resulatados (Tabla 3 y Grafica 3):

TABLA No. 3

Muestra Tiempo Testigo Infectado
1y2 0 0523 0476
3y4 10 0850 0833
5y6 20 1158 1455
7y8 30 1390 1385

9 y10 40 1348 1263

11y12 50 1360 1110

13y 14 60 1384 0873
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Grafica No. 3  Incorporacion de uridina tritiada a un cultivo de células
dividido en dos lotes: infectadas y no infectadas.
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En la grafica es posible observar la estimulacion mencionada en la
introduccién a los 20 minutos de la infeccion.

Con éste experimento se comprueba que las células incorporan
una mayor cantidad de uridina en los periodos tempranos de la infeccion
(20-30 minutos).

Los siguientes objetivos son: saber a costa de qué RNA es éste
incremento o bien si se estimulan por igual todos los RNA; también debe
determinarse si el incremento se debe a una sintesis temprana de RNA
viral.

Estos objetivos se cumplieron con el siguiente experimento.
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CARACTERIZACION DE RNA TOTAL EN PERIODOS TEMPRANOS
DE INFECCION EN CELULAS Hela INFECTADAS
CON EL VIRUS DE LA POLIOMIELITIS

Se llevo a cabo la metodologia No. 8 obteniéndose la siguiente
imagen de autorradiograma:

AUTORRADIOGRMA DE UN GEL DE ACRILAMIDA EN PLACA
PARA MOCK 20, 120 Y 180' E INFECTADAS 20,120 Y 180'

1-180 1-120 [-20 M-180 M-120 M-20

En éste autorradiograma puede observarse que no se trata de una
sintesis temprana de RNA viral, debido a que no aparecen indicios de RNA
35s en la muestra de células infectadas a 20 minutos.

Dicho RNA apareceria entre la primera y segunda banda (de arriba
hacia abajo), ya que la primera banda corresponde al precursor del RNA
ribosomal (45s);la segunda corresponde al RNA de la subunidad mayor del
ribosoma (RNA 28s) y la tercera banda corresponde al RNA 18s (De la
subunidad menor del ribosoma).

No es posible afirmar que alguno de los RNA observados en el gel se
encuentre estimulado o inhibido de modo notable en los tiempos elegidos
del proceso infectivo.
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CONCLUSIONES

Los resultados anteriores nos indican que no hay sintesis temprana de
RNA viral, esto puede deberse a la ausencia en periodos tempranos de una
cantidad elevada de proteinas virales implicadas en el proceso,
fundamentalmente la RNA polimerasa viral.

El proceso infectivo implica por tanto una paulatina inhibicién de la
transcripcién celular en el nucleo y por tanto de la traduccion en el
citoplasma, la primera de las cuales se demuestra en la grafica No. 3.
iniciandose también de modo paulatino la sintesis de proteinas virales a
partir de unas cuantas moléculas de RNA infectivo y la consecuente
produccion de moléculas de RNA con ayuda de las cada vez mas
abundantes proteinas virales, provocando una caida notable en la
produccién de RNA celular.

La estimulacion de los RNA en el periodo temprano es por tanto una
respuesta celular a la agresion que implica la presencia de moléculas
extranas a ella.  Esta respuesta puede implicar la produccion de moléculas
clave en los mecanismos de defensa de la célula, obviamente a nivel de
transcripcion y traduccién, ya que se trata de RNA ribosomal.

Las conclusiones anteriores nos llevan a una final: la presencia del
virus implica que la celula aciva en periodos tempranos (20 minutos) todos
los mecanismos de sintesis y procesamiento de RNA ribosomal.
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