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RESUMEN

La replicacion de los picornavirus (cjemplo; el virus de la Poliomielitis o Poliovirys) ocasiona
profundos efectos sobre células permisivas, entre estos, la inhibicion de la sintesis de proteina
celular. Para explicar esta inhibicion se ha reportado: la perdida en la actividad del factor (24 Kd)
necesario para el reconocimiento del "CAP"; m G(5" ppp (5 N p (extremo 5' del ARN mensajero
celular), asociada con la degradacién del un peptido de 220 kd (p220) requerido para formar el
complejo con el factor de 24 Kd. Por otra parte se ha observado durante la infeccion, la asociacion
de proteina de origen viral, sintetizada "de novo", en los ribosomas. En cuanto a la inhibicion de
sintesis de proteinas celulares, se sabe que ocurre durante la adsorcién y penetracién viral, y no
requiere, aparentemente, de la expresion de genes virales; adémas de que mutantes termosensibles,
defectivas en su proteina estructural, no inhiben la sintesis de proteinas celulares.

La posible asociacién de proteinas estructurales virales a ribosomas de células infectadas, junto con
las otras evidencias, podrian sugerir, que la proteina estructural del virus se une a los
polirribosomas (polisomas), lo cual permitiria la traduccién especifica o preferencial del ARNm

viral. Para abordar esta hipotesis, se utilizé la siguiente estrategia de trabajo.

El virus de la poliomielitis fue marcado durante un ciclo replicativo con Metionina-S* en su
proteina estructural, posteriormente fue altamente purificado, y utilizado para infectar cultivos de
células HeLa en suspension con el fin de seguir el destino de entrada de las proteinas estructurales.
Los resultados mostraron que una pequefia cantidad de estas proteinas derivadas del virion (PDV)
se unieron a las células durante su infeccion a 37 °C ¥ que llegaron a asociarse a estructuras
subvirales que contenian ARN (no ocurriendo lo mismo a 15 °C ). A las tres horas después de la
infeccion, aproximadamente el 53% de la proteina derivada del virién se detectd asociada a

estructuras moleculares de bajo coeficiente de sedimentacion {menor de 155 S), y con una densidad



de flotacion de 1.59, 1.54, y 1.4 g/cc. La radioactividad restante de la PDV se encontrd asociada
principalmente a una estructura ribonucleoproteica subviral pesada (RNPv-P) compatible al de un
complejo ARN-ribosoma debido a la presencia de ARN de cadena sencilla (ARNSss) v que fue
analizado por su coeficiente de sedimentacion, por su densidad en cloruro de cesio (1.54 gr/cc), y
por su sensibilidad a RNAsas. Las PDV hacen su aparicion en ¢l complejo RNPv-P a tiempos
tempranos de infeccion (60°), y continua acumuidndose a lo largo de clla, a expensas del material
de bajo coeficiente de sedmentacion. Esta acumulacion de proteina en la fraccion pesada (FP), es
paralela a la sintesis especifica de proteina viral, y es bloqueada en presencia de cicloheximida.

Los resultados sugieren que duante la infeccion con poliovirus una pequefia cantidad de PDV

penetra a la célula, asociadas al ARN infectante, y que en estas PDV participan al menos tres

proteinas estructurales. Esto permitieria un atractivo modelo, en donde las proteinas estructurales
penctran a la célula acompafiando al genoma viral, participando en los pasos iniciales de la

replicacion de poliovirus.



INTRODUCCION

La Poliomielitis {paralisis infantil, enfermedad de Heine-Medin) fue diferenciada como entidad
clinica por Heine en 1840, y descubierta en forma epidémica por Landsteiner y Popper en 1908 al
transmitir esta enfermedad a monos. En 1964 el grupo internacional para ¢l estudio de los
Enterovirus, como parte de una meta para clasificar la mayoria de los grupos de virus, sobre la base
bioquimica comun y propiedades biofisicas, definen a Poliovirus dentro de la familia de los
Picornavirus (Pico:pequefio; ARN:4cido ribonucleico) los que incluyen virus pequefios de menos
de 30 nm de diametro, no cubiertos que contienen ARN. Poliovirus pertenece al grupo de los
Picormavirus, familia Picomaviridae, genero Enterovirus. Esta familia constituye el grupo mas

importante de patégenos humanos (American Public Health Association, 1975).

La Poliomielits es una enfermedad infecciosa, aguda "relativamente frecuente” de origen viral, que
en forma natural solo se presenta en el hombre y produce gran variedad de manifestaciones
clinicas, desde una enfermedad asintomitica hasta la enfermedad sin pardlisis y la forma paralitica.
En su forma més grave el virus invade algunas partes del sistema nervioso central atacando
selectivamente a las células motoras, lo que produce paralisis flacida, mas comunmente de las
extremidades inferiores, pero en la mayoria de los casos no lo afecta; la infecccion puede estar
presente sin que se advierta signo alguno de la enfermedad: puede manifestarse dando lugar a
sindromes inespecificos , o puede invadir el sistema nervioso central v producir o no transtornos

funcionales (Arevalo, G. S. 1983).

Cuando Bodian y Sabin aportaron datos basicos sobre la patogenia de la Poliomielitis, referentes a
que los virus penetran por via oral al organismo del hombre, se propagan en el tubo digestivo,para
eliminarse después en las materias fecales, se pudo considerar a la Poliomielitis como una

enfermedad digestiva mas que neurolégica. Los portadores asintomaticos, sobre todo los que



presentan infecciones inespecificas, desempeiian el papel mas importante en la transmision de los
virus. El virus se encuentra en las heces y en la regién orofaringea de pacientes con Poliomielitis,
no importando cual sea el tipo clinico de la enfermedad. No hay evidencia de otros mecanismos;
sin embargo, esporadicamente se ha invocado a la leche contaminada como vehiculo de

transmision de la enfermedad.

La mortalidad total de la Poliomielitis es aproximadamente del 5%. Los pacientes que sufren el tipo
"abortivo" y no paralitico de la enfermedad, se recuperan por completo. Aproximadamente del 2 al
5% de los nifios y del 15 al 30 % de los adultos (aumentando con la edad), mueren a causa de la
infeccion paralisante. Ya que del 90-95 % de los casos de Poliomielitis corresponden a infeccion
inaparente o “enfermedad menor" no diagnosticada, la prevencién de la enfermedad por
aislamiento de los pacientes es sumamente dificil. La vacuna no parece disminuir la frecuencia de
Poliomielitis no paralitica y todavia no se sabe cuanto tiempo dura Ia protecciéon. En cada millén
de vac@cioncs, apoximadamente solo uno a tres casos de .Poliomielitis paralitica pueden

atribuirse a la vacuna (American Public Health Association 1975).

Los estudios experimentales sugieren que la inmunizacién con vacunas de virus atenuados
desarrollados por Sabin, administradas por via oral, producen anticuerpos neutralizantes y
proteccidn contra la infeccién, aunque cabe la posibilidad de que alguno recupere la
neurovirulencia. Las cepas del virus de la Poliomielitis utilizadas, son capaces de desarrollarse en
el tubo gastrointestinal, pero no invaden ¢l sistema nervioso; sin embargo, todavia no hay pruebas
suficientes de ello. Aunque los efectos de este tipo de vacuna son prometedores, deben guardarse

algunas reservas al juzgar sobre su eficacia.



Los Virus (Definicién y Clasificacién).

La Virologia sc ha convertido en una parte integral de la Biologia Molecular porque ambas se
ocupan del estudio de las entidades subcelulares, los virus, cuya estructura y organizacién entran en
el dominio macromolecular. El tema importante de la Virologia, los virus, pueden ser definidos
como "entidades cuyos genomas son elementos de acido nucleico (ADN o ARN) que se replican
dentro de la célula viva usando la maquinaria sintética celular v originando la sintesis de elementos
especializados (viriones) que pueden transferir el genoma viral a otras células (Luria y cols. 1978).
Es usual subdividir a los virus, de acuerdo a la naturaleza de sus hospederos, asi, existen los virus
de plantas, virus animales vy virus de bacterias o bacteriofagos. Sin embargo tan generales
subdivisiones crean ambiguedades, como con los virus de plantas, que pueden multiplicarse en sus
vectores los insectos. Cada virus tienc un rango de hospederos (en donde mas o menos se
relacionan los organismos). Desde que los virus fueron descubiertos como patdgenos, es logico
clasificarlos entonces en terminos de su "hospedero mayor”. Es decir ¢l huésped, cuya respuesta a
los virus atrae primero la atencion del hombre. Si bien es cierto que la multiplicacion de los
diversos virus (de plantas, animales y bacterias), involucra los mismos eventos: muitiplicacion,
transcripcion, traduccién y replicacién, los mecanismos de expresion difieren en varios aspectos
como son, la naturaleza del acido nucleico, el mecanismo de replicacién, la polaridad, el tamafio

del material genético, ¢l tipo de huésped, su respuesta, etc. (Bacharch, H.L. 1978).

Lo'anterionnente expuesto ha provocado el que se generen diversos grupos de clasificacion. Dada
la estrategia de replicacién viral, Baltimore (1971), clasifico a los virus animales en VI clases,
basindose en el mecanismo de transcripcion del genoma y denominé acido nucleico "+" (ARN) al
que poseia la misma polandad del acido ribonucleico mensajero (ARNm) y acido ribonucleico "--"

(ARN) si la polaridad era opuesta.



Posteriormente Bacharch (1978), incluyo en dicha clasificacion a la unidad de iniciacion de la
replicacién (UIR), que puede ser considerada como la forma infectiva. La clasificacion de
Backrack, extiende la propuesta inicial de Baltimore, en cuanto a incluir protenas (ARN
Polimerasas principalmente) como parte importante de la estrategia viral. El virus de la
poliomielitis o poliovirus viene a formar parte de la clase 1V dentro de esta clasificacion (Esquema
1).

Estas propuestas, junto con la existencia de un gran nimero de laboratorios trabajando de manera
independiente con diferentes picornavirus, ha conducido a una variedad de nomenclaturas, las
cuales impiden la comunicacién entre los trabajos de investigacién y necesariamente complican la
enseiianza de la picornavirologia. Sin embargo, en ¢l tercer encuentro del grapo Europeo sobre el
estudio de la Biologia Molecular de los Picornavirus, celebrado en 1983 en Urbino Italia, acordo en
la necesidad de una nomenclatura sistematica, basandose en un mapa idealizado de Ia poliproteina

de picornavirus (Fig. 2), adoptandose el nombre de la nomenclatura L434. {(tabla 1).

Los virus en la Biologia Molecular.

Desde finales de los afios 50" y principios de los 60" el interes de la genética se ha centrado en el
estudio de las funciones celulares, con investigaciones tendientes a conocer los posibles
mecanismos de regulacion de la expresion genética. Para ello se han empleado a los virus como
excelentes sistemas modelo. La importancia del estudio de los virus en el desarrollo del
conocimiento cientifico fue originalmente desarrollado por los biologos moleculares, tanto para la
comprensidn de las modalidades moleculares de replicacion como para el desarrollo de estrategias
clinicas para la deteccion y prevencion o tratamiento de enfermedades de origen viral, ya sea en
humanos, plantas o animales de interes econdmico para el hombre. Desde el punto de vista de la

Genética y de la Biologia molecular, existen muchos y muy variados ¢jemplos de las aportaciones



de la Virologia al conocimiento cientifico, como son, la expresion genética secuencial, la
transcripcion del ADN a partir de una molécula de templado de ARN, el procesamiento de
proteinas eucarioticas, su interaccion con membranas, la estructura de la unidad reguladora en la
transcripcion, etc.

Con los ejemplos antes mencionados, es claro que el estudio de la Biologia Molecular de los virus

aporta conceptos fundamentales en la biologia molecular de la célula que ha sido infectada.

Generalidades.

a) Estructura viral.

Fisicoquimicamente, los virus del grupo Picoma son particulas esféricas de ribonucleoproteina
exhibiendo simetria icosahedrica. El didmetro seco de esas partculas ¢s de 27-29 nm y estan
compuestas de 70 % dg proteina y 30 % de ARN (Mathews, F.E. 1982). El peso molecular de la
particu]a. es de alrededor de 8.5 x 10° daltones. Estos viriones carecen de lipidos y parece ser
una concordancia general que las proteinas estructurales virales no sean glicostladas. Poliovirus
presenta un coeficiente de sedimentacion de 155 S. La capside viral la constituyen 4 distintos
polipéptidos virus especificos VP1, VP2, VP3 y VP4; asi como una o dos copias de VPO el
precursor no cortado de VP2 y VP4. VPO es un componente necesario de la particula del virus
infeccioso, el papel que desempeiia esta molécula en la estabilidad de la capside, pudiése ser
infectividad, o morfogénesis, sin embargo, esto permanece en el misterio { Fernandez Tomas C. y

Baltimore D. 1973).

Las proteinas VP, VP2 y VP3, tienen un peso molecular entre 23 y 37 kd, VP4 se ha reportado
que tiene un peso molecular de entre 9 y 15 kd. Diversos estudios indican la presencia de 60 copias

de cada uno de los cuatro polipéptidos por particula viral, sin embargo, han sido reportadas



discrepancias, en el analisis llevado a cabo en poliovirus Tipo I que ha mostrado proporciones

molares aberrantes (Lucas-Lenard J. 1978).

Algunos analisis de las proteinas estructurales, analisis composicionales de mutantes estructurales,
y serotipos diferentes (Blondel y cols. 1982; Minor y cols. 1983 v 1985), han mostrado claramente
la considerable varacion en los polipeptidos mayores de la capside que son compatibles con
infectividad. De hecho, tales alteraciones pueden conducir a incrementar la estabilidad de Ia
capside, por otro lado, en cuanto a su caracter antigénico, las Gnicas estructuras poliovirus-
especificas capaces de crear una respuesta inmune de anticuerpo neutralizantes cuando son
inoculadas al animal hospedero son, los viriones intactos 1558 v, en menor grado las procapsides
80 §. Ni los precursores morfogenéticos restantes, ni cualquier de las cuatro proteinas estructurales
aisladas por tratamiento del virion con SDS, han sido capaces como tales de producir una respuesta
(Minor y cols. 1985); en contraste con las investigaciones realizadas con otros dos miembros de la
familia Picornaviridae (el virus de la fiebre aftosa, Aftovirus v Coxaguievirus B3) en los cuales
ciertas proteinas estructurales aisladas son reconocidas como suficientes para evocar una respuesta
inmune de anticuerpos neutralizantes. Puede observarse, sin embargo que las epitopes en poliovirus
son altamente dependientes de la estabilidad conformacional dada a esta por la estructura intacta
del virion (dado que estos epitopes aparecen en diferentes estadios de la morfogénesis viral). Esto
refleja un grado significativo de variacion de poliovirus. Estudios de entrecurazmiento y marcaje de
superficie de viriones intactos han puesto en evidencia que VPl es la proteina predominantemente
expuesta. VP2 y VP3 estan también localizadas extemamente, pero en una extension
significativamente menor que VP1. VP4 parece estar completamente externa (Minor y cols. 1985).
También se ha establecido que, poliovirus contiene mas de un epitope neutralizante, Que estos

epitopes se establecen sobre estructuras precursoras morfogenéticas virales que los epitopes estan
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sujetos a un alto grado de variacidn, y que los epitopes neutralizantes revelados por los anticuepos
monoclonales estan localizadas sobre la proteina estructural viral VP1 (Emini y cols. 1982 y 1983;
Erans y cols. 1983).

El genoma de poliovirus es una molécula de ARN de cadena sencilla y de polaridad positiva, esto
es, de igual longitud y secuencia de bases que su ARNm. Consta de 7433 nucleotidos de los cuales,
6642 codifican para aproximadamente 10 proteinas ( Racanielio y Baltimore 1981).

A el genoma de poliovirus se le ha dividido en 3 regiones principales, denominadas: P1, P2 y P3,
En la region Pl esta localizada la zona 5° terminal del genoma viral, y en esta se encuentran

codificadas las 4 protcinas estructurales VP1, VP2, VP3 y VP4.

La region P2 codifica, entre otras a 2 proteinas, P2a, y P2¢, con una posible actividad de proteasas
(Lucas-Lenard J. 1978). Y la regién P3 que codifica nara 3 proteinas la protcina VPg, la proteasa
P3c y la replicasa P3d. La proteina VPg se encuentra unida covalentemente al extremo 5° terminal
del genoma viral (Nomoto y cols. 1976; Femandez-Muiioz R. y Darnell J. 1976; Flanegan y cols.
1977). La protcasa P3c presenta una actividad autocatalitica y participa en el procesamiento de la
region P1, para dar origen a las proteinas VP1 y VP3, y la replicasa P3d esta involucrada en la
replicacién viral (Lundsquit R. Y Maizel J. 1978; Pallansch y cols. 1984). Todas estas proteinas
son el resultado del procesamiento proteolitico de los polipéptidos precursores: P1  (donde estan

contenidas las 4 proteinas estructurales) P2abc y P3abed (Fig.  2).

Replicacién del virus.
Cuando un virus invade una célula se establece un nuevo sistema genético que permite la
replicacion del material genético viral y la expresidn de la informacion codificada por ¢l genoma

det virus. El sistema genético puede también establecer una integracion estable del material
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genético dentro de la célula. En donde el sistema genético del virus remplaza al del hospedero
utilizando su maquinaria sintética (Holland . y Mc Laren L. 1959; Luria y cols. 1978). Este
proceso de replicacion puede ser dividido en los siguientes eventos: la adsorcidn, la penetracion, cl
desnudamiento y la liberacion del genoma viral en el citoplasma. Algunos de estos eventos se
interrelacionan y ocurren concomitantemente (Fenwick M. Y Cooper P. 1962; Carrasco, L. y
Smith A. 1980; Nair C. 1984).

Los primeros pasos de infeccion por todos los tipos de virus se han referido tradicionalmente a la
adsorcion, penetracion y desnudamiento. La adsorcion del virus a la célula es el primer paso de la
seric de eventos resultantes en la produccion de la progenie viral. El tiempo de adsorcion es
usualmente de 60 min y los cambios inducidos a la célula por el virus son marcados de aqui en
adelante (Ehrenfeld, E. 1982; Luria y cols. 1978). La presencia de receptores de superficie celular,
parecen ser el factor primario en determinar la suceptibilidad de una célula o tejido a la infeccién
con cualquier virus (Holland, J. y McLaren L. 1961; Luria y cols. 1978). Algunas células carentes
de receptores son infectadas rapidamente por ARN libre. El trabajo realizado con células hibndas
de humanos y de ratén mostraron que el cromosoma 19 humano, el cual ostensiblemente codifica
para una proteina de membrana plasmatica humana, es escencial por la susceptibilidad de los
heterocariones a la infeccion con poliovirus (Nobis y cols. 1985). La naturaleza de los receptores
no ha sido aun resuelta, v el intentar solubilizar y punficar a estos ha respondido solo a casos
limitados. La actividad del receptor de poliovirus parece existir como un complejo de
glicoproteinas y poliproteinas (Nobis y cols. 1985). Algunos experimentos que involucran la
interaccion de vanos tipos de rhinovirus humanos a células HeLa han mostrado que estas tienen
alrededor de 10 receptores por célula (Lonberg-Holm. y Korant B. 1972; Lonberg-Holm K. 1975).
Para el caso de los picornavirus no han sido bien caracterizados y varian segiin €l hospedero y esta
diferencia puede ser la causa de la variabilidad de receptores sobre la superficie celular, los cuales

son necesarios para que se una el virus
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La adsorcion denota el contacto imicial virus-célula por la interaccién del virus con estos receptores
espcecificos de membrana (Lonberg-Holm K. Y Philipson L. 1974). La adsorcion es independiente
de la temperatura, v es afectada. por la concentracién ionica del medio extracelular. Estudios
iniciales muestran que la unién temprana de las particulas virales a células susceptibles es
reversible si esta se lleva a cabo en frio (Crowell R. y Phillipson L. 1971). A temperaturas cercanas
a 37 °C, sobreviene un eclipse rapido de infectividad viral. El paso irteversible parece involucrar
cambios conformacionales en la capside del virus (Dales S. 1973). Durante este evento,
aparentemente las 4 proteinas proteinas estructurales de poliovirus participan, aunque, VP4 parece
ser primordial en este proceso, dado que la perdida de esta protcina esta asociada a baja
infectividad, a la vez que se observa una sensibilidad incrementada a enzimas proteoliticas (De
Sena J. y Mandel B. 1977; Madshus y cols. 1984). Una vez que el virus se ha unido al receptor
especifico, lleva a cabo la penetracion y el desnudamiento, eventos que parecen ser simultaneos
(Rekosh D. 1977). El desnudamento involucra un rearreglo de las proteinas de la capside (VP2 y
VP4), continuada por la disociacion de otra de las proteinas estructurales VPI, y seguidamente la
entrada del genoma viral, este evento es dependiente de la temperatura y realizada por viropexis

Los mecanismos que gobiernan la unién y desnudamiento del virion permanecen en controversia.
Algunos reportes sugieren que los virus pierden su cubierta proteica fuera de la célula y que los
genomas liberados penctran la membrana celular, sin embargo otros reportes proponen que los
viriones modilﬁcados son fagocitados y descubiertos dentro del citoplasma. El siguiente proceso de
la replicacién viral es conocido como periodo de Eclipse, es aqui en donde el ARN de cadena
positiva que actua como mensajero inicia su traduccién para la sintesis de una enzima (ARN
polimerasa) codificada por ¢l genoma del virus. Esta enzima que se ha sintetizado es capaz de
transcrbir el ARN infectante (+) a una cadena de polaridad negativa que a su vez sirve de templado
para sintetizar multiples cadenas de ARN de polaridad positiva (ARN genomico). Una vez que se

ha expresado el genoma viral, y que es detectado en un periodo temprano de infeccién, tiene lugar
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la formacion del precursor proteico de la particula madura (la procapside), que al asociarse a una
molécula de ARN cadena positiva, lleva a un estadio posterior conocido como provirion
(Ferndndez-Tomas C. y Baltimore D.1973). Este complejo nbonucleoproteico, a través del

procesamiento de uno de sus componentes proteicos, forma los virones maduros.

Sintesis y procesamiento de proteinas virales.

Se sabe que todos los ARNm de eucariotes parecen ser funcionalmente monocistroncos, una
prueba de ello es que dirigen la sintesis de una cadena individual polipeptidica continua a partir del
sitio de iniciacion 5'-proximal. Por lo tanto, podria suponerse que los ARNm del virus de
mamiferos pudieran funcionar de la misma manera. Las primeras evidencias de que el ARN de los
picornavirus presenta un solo sitio de iniciacion fueron aportados por Jacobson y Baltimore (1968).
Ellos reportan que cuando utilizan anilogos de aminoacidos detectan la acumulacién de una

proteina gigante a la que le denominaron NCVP-00.

La secuencia del ARN del genoma de poliovirus fue recientemente determinada (Racaniello V. y
Baltimore D. 1981), el ARN tiene una longitud de 7433 nucledtidos. La traducion de este,
comienza con un triplete de AUG en ¢l codén 741 a partir del 5° terminal y, continua por 6621
nucleotidos hasta un codén UAG que se encuentra localizado a 72 nucleotidos de la porcion de
poli(A) del 3' terminal. La poliproteina precursora que se sintetiza, presenta 2207 aminoacidos, se
ha organizado dentro de tres regiones. La regién amino-terminal (Pl), que contiene las secuencias
de las cuatro proteinas de la capside, la region central (P2), que contiene secuencias para varios
polipéptidos de los cuales no se conoce bien la funcién, aunque se sabe que codifica entre otras,
dos proteinas con actividad de proteasas (Putnak J. y Phillips B. 1981), y finalmente la region
Carboxilo-terminal (P3), donde estan contenidas las secuencias de: la replicasa viral; las proteasas

responsables de la mayoria sino todo el procesamiento de la poliproteina viral; las de la proteina
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VPg ( que se encuentra localizada en el extremo 5' del genoma viral), y la region donde se localiza
el inicio de la transcripcion). Durante el procesamiento de la poliproteina NCVP-00 (200,000
daltones) se sabe que ocurren al menos 10 rompimientos, v que ocho de cllos curren entre los
aminoacidos gutamina-glicina (Pallansch y cols. 1984).

Los primeros dos cortes que se producen en NCVP-00 dividen a es.ta en los tres dominios antes
descritos (Pl, P2 y P3).estas rupturas ocurren rapidamente cuando aun no se ha terminado de
sintetizar completamente esta poliproteina. La proteasa P2a es responsable de los cortes entre Pl y
P2 y para la region P3, esta parece ser de origen celular, y que se encuentra asociada a la
maquinaria sintetica de la célula. El resto del procesamiento, da como resultado las proteinas
funcionales finales, v llevandose a cabo de modo secuencias y finamente regulado. Cabe hacer
mencidn que hasta la fecha se desconoce el numero y origen de las proteasas encargadas del
fenémeno del procesamiento (Fig. 1).

Después que los constituyentes virales son sintetizados a partir de las dos horas después de
infeccidn, comienzan a ser ensamblados para dar origen a la progenie viral (5 a 6 horas post-
infeccién). Al finalizar este periodo hay una perdida irreversible de la capacidad celular para
sintetizar cualquier macromolécula celular o viral produciendose la muerte celular y la liberacién
de los viriones (Holland J. 1962; Franklin R. y Baltimore D. 1962; Pcnman S. y Summers D. 1965;

Carrasco L. 1977).
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LISTA DE ABREVIATURAS.
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Poliadenilato

Proteina viral

Acido Ribonucleico
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Acido Tricloroacético
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MATERIAL Y METODOS.

Material Biolégico.

Células: Los sistemas utilizados para abordar nuestro objetivo, fueron las lincas celularcs Hel.a R
y Hela S (Henrietta Laks) provenientes de un carcinoma cervical humano (ATCC-CCL),obtenidas
de la Amencan Type Culture Collection {Cataloge of strains I1. Third edition).

La linea celular Hela R se trabajé exclusivamente en monocapa, v las células HeLa S en cultivos
en suspension.. Para los experimentos realizados en cultivos en monocapa, las células se trabajaron

en semiconfluencia, v los de suspension se mantuvieron a una densidad constante de 6-8 X 10°

células /ml.

El Staphylococcus aureus ccpa Cowan 1 (Pansorbina) fué empleado como acarreador, en

preparaciones de inmunoprecipitacion .

Virus. El virus utilizado, fue el virus de la poliomielitis (Mahoney tipo 1), propagado por dilucién

seriada, y obtenido del laboratorio del Dr. David Baltimore.

Suero. Para los medios de cultivo ¢ inmunoprecipitaciones (entre otros) se utilizd suero fetal de

ternera estérl, mantenido a -20 °C (HyClone-Laboratories, USA).

Suero Dializado. Durante la infeccion a las células HeLa con poliovirus, fue necesario
complementar el medio de cultivo (después de la adsorcion), con suero dializado, debido a las
caracteriticas de la infeccion v tipo de radiactividad empleada, este se dializd contra 100 volumenes
de MEM de infeccion (ver preparacion), libre de metionina, glutamina y antibidticos. El proceso
de didlisis tuvo una duracion aproximada de 14 a 16 Horas a 4 °C. La membrana de dialisis

utilizada fue del tipo “Spectrapore 3" (Espectrum Medical Industries), con un volumen de
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exclusion de alrededor de 3500 de peso molecular.

Medios de Cultivo.

Para el cultivo y proliferacién de las células Hela, se utilizo el medio minimo esencial (MEM),

modificado por Joklik (Gibco Laboratories), este medio se preparé gencralmente dos veces con-

centrado (MEM 2X, suero -, [IPE]-, a.a. no esenciales). Un litro de medio de cultivo, contiene dos

sobres de medio liofilizado de 1 It. cada uno, y 4 g. de bicarbonato de sodio, llevados a un vo-

lumen final de 900 ml. con agua bidestilada estéril y un pH ajustado a 7.3-7.4 mediante la adicién

de hidréxido de sodio 1 M. Este se esteriliz inmediatamente por filtracién, a través de una

membrana de nitrocelulosa de 0.22 um (Millipore, USA).

MEM, Medio Minimo Esencial (Modicado por Joklik), para cultivo en suspension (.Dr. W K.

Joklik. Comunicacion Personal para Gibco Laboratories). Liofilizado.

Componentes:

Na(l

KCl

46.00

MgCl 6H2 0
NaH PO -HO

Dextrosa

mg/lt.

6500.00

400.00

200.00
1327.00

2000.00

Componentes:

L-Tirosina (Disodica)

L-Valina

Colina-Cl
Acido Félico

i1-Inositol

mg/lt

47.00

1.00

1.00

2.00
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L-Arginina-HC!I 105.00 Nicotinamida
L-Cistina-2HCI 34.40 D.-Ca pantotenato
L-glutamina 2914.00 Pindoxal HCl
L-Histidina 31.00 Riboflavina
L-Isoleucina 52.00 Tiamina

1.00

L-Lisina 58.00 Rojo de Fenol
L-Metionina 15.00 NaHCO
L-Fenilalanina 32.00 Penicilina G Potasica
L-Treonina 48.00

L-Triptofano Sulfato de estreptomicina
ug/ml

MEM IX, suero+, [PE]+, a.a.. no esenciales+. Para la preparacion de 1 1.t. de
este medio, se utilizé lo siguiente: 450 ml de MEM 2X (estéril), 20 ml. de una
solucion de Penicilina-Estreptoinicina cien veces concentrarla (PE—100X), 100
ml. de suero fetal de bovino (HyClone Laboratories, USA), 10 ml. de una
mezcla de a. a. no esenciales cien veces concentrada (a. a. no esenciales 100X)

y 420 ml. de agua bidestilada estéril.

1.00
1.00
1.00

0.10

10.00
2000.00

75 W/ml

50

MEM de Infeccién, suero-, [PE]-, glut.-, met.-. Los componentes de este medio de cultivo son los

mismos que del MEM X, excepto por la ausencia del suero, [PE]. glutamina y metionina. EI| MEM

de infeccion se preparo en su totalidad en el laboratorio.
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Este medio de cultivo se utilizé para infecciones tanto en monocopa como en suspension y,

dependiendo de la metodologia empleada, se esterilizo por filtracion o, se utilizdé no esténil.

MEM-Agar 1.5% (Especial para la titulacion de poliovirus). En la preparacion de este medio se

adiciond lo siguiente: 23 ml de MEM 2X estéril, 2.5 ml. de suero fetal al 100%, 1 ml. de (PE)-
100X,

200 ul de DEAE-Dextran, 750 ul de glutamina 1 mM, 115 ul de CaCl (20 mg/ml), 500 ul de a.a. no

esenciales 100X v, 23 ml de agar noble especial. Todo esto se preparo en condiciones de
esterilidad, :

manteniendose posteriormente a una temperatura de 45 °C, hasta el momento de ser adicionado a
las

células infectadas en monocapa.

Radioisotopos.
-(’H-5,6) Uridina. Actividad especifica 45 Curies/fmMol
-L(°S)Metionina. Actividad especifica 850-1440 Curies/mMol

El material radicactivo se obtuvé de Amersham Radiometer Center (Amersham, Inglaterra) y de
New England

Nuclear (Boston, Mass. USA).

Bolsa de dialisis “ Spectrapore 3” (Spectrum Medical Industries) con un volumen de exclusion
aproximado de 3,500 de PM.

Papel Whatman 3MM (Whatman, Inglaterra).

Pelicula Kodak-X-Omat S-5 (México).

Cajas petri para cultivo de tejidos estériles, desechables, de 100 mm de diamétro (Falcon,
Laboratonies. USA).

Tubos conicos estériles, desechables de 50 ml (Falcon, Laboratories. USA).
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Matraces de vidrio con tapa de rosca de diversas capacidades.

Tubos de nitrocelulosa, Beckman (USA)

Radiactivos v otros Materiales empleados.

Acetato de Potasio Merck  (México)
Acétato de sodio Merck  (México)

Azida de Sodio (NaN) Sigma Chemicals Co. (USA)

Acido acético glacial Merck  (México)

Acido Clorhidrico (HCI) J.T. Baker (México)

Acido etilen-diamino-tetracético (EDTA) Sigma Chemicals Co. (USA)
Acido sulfurico (H2504) J.T. Baker (México)

Acido Trcloroacético (TCA) J.T. Baker (México)
Acrilamida BDH Chemicals (USA)
Agar noble especial Difco (USA)

Albumina de suero bovino Sigma Chemicals Co. (USA
Alcohol Etilico Absoluto J.T. Baker (México)

Amino acidos esenciales y no esenciales Sigma Chemicals Co. (USA)
Azul de Bromofenol Merck (México)

Azul de Comassie Sigma Chemicals Co. (USA)
Bis-Acrilamida BDH Chemicals (Inglaterra)
Brij-58 Sigma Chemicals Co. (USA)
Carbonato de Sodio (Na HCO) J.T. Backer (México)

Cloruro de Cesio (CsCl) BRL (Bethesda, Research



Cicloheximida Sigma Chemicals Co. (USA)

Cloruro de Magnesio (MgCl2 - 6 H20) Merck (México).

Composicion y Preparacion de los Reactivos.
Para la preparacion de los reactivos y soluciones, se empleo agua bidestilada, y las condiciones de
esterilizacidn cuando se indica fueron: por autoclave [EA] 15 lb/cm de presidn, 125 °C durante 20

minutos; o por fiitracion (EF) a través de membranas millipore tipo GS (0.22um).

Solucién Amortiguadora de fosfatos (PBS). (NaCl 137 mM; KCl 3mM; NaHPO 2mM y Kh PO
2mM).

Los reactivos fueron disueltos en agua bidestilada, ajustandose ¢l pH a 7.4. antes de aforarse (EA).
Solucién de Penicilina-Estreptomicina cien veces concentrada (PE) 100X, 7.5 x 10 unidades de
penicilina G sodica v 5 gramos de sulfato de estreptomicina se disolvieron en agua bidestilada

esténl, fueron llevados a un pH 7.3 y aforados a un litro (EF). Se almacend a - 20 °C.
Solucion de Metionina 100X (cien veces concentrada). 1.5 gramos de L- metionina fueron
disueltos en agua bidestilada estéril, ajustando a un pH de 7.3-7.4, la solucion se aforé a 1000 ml

(EF).

Solucion de Glutamina (100 X). 29.4 g. de L-glutamina se disolvieron en agua bidestilada esténl,



ajustandose posteriormente ¢l pH a 7.3, aforando a 1000 ml. (EF).

Solucion de Rojo de Fenol al 0.5 % (indicador de pH). 0.5 gr. de rojo de fenol se disolvieron en
aproximadamente 75 ml de agua bidestilada estéril con la ayuda de calor y 1.5 ml de NaOH IN;

esta solucion se llevo a un volumen final de 100 ml y se filtro sobre papel whatman 1 MM. Se

guardo a -20 °C.

Solucion de Tripsina al 0.1 % (volumen final de 1000 ml). Se utilizaron 100 ml de una solucién de
PBS 10X, 1 gr. de dextrosa, | gr. de tripsina, 3 m! de rojo de fenol al 0.5 % y 10 ml de una solucién

de (PE) 100X, v s¢ disoolvieron en agua bidestilada estéril, y se ajusté a un pH de 7.3 (EF). Se¢

guardo a -20 °C hasta su uso.

Mezcla de aminoacidos no esenciales 100X (a.a. no esenciales 100X). 0.089 g. de L-alanina; 1.5 g.
de L-asparagina; 1.33 g. L-ac. Aspartico; 1.47 g. L-ac. Glutamico; 1.15 g. de L-prolina; 1.05 g. de
L-serina; 0.75 g. de glicina, se disolvicron en agua bidestilada estéril, ajustandose posteriormente a

pH de 7.3-7.4 y, aforandose a 1000 ml (EF). La mezcla se almacend a -20 °C, hasta su uso.

Solucién amortiguadora de Tris-HCl 0.5 M, pH 7.3.- 39.5 g. de Tris-HCI fueron disueltos en agua

bidestilada, y su pH se ajusté a 7.3 y aforados a 500 ml con agua bidestilada (EA). Se almacené a 4

°C.

Solucién de Cloruro de sodio 4.0 M. Un total de 23.376 g. de NaCl se disolvieron en agua

bidestilada hasta un volumen final de 100 ml. Se almaceno a 4 °C (EA).



Solucién de cloruro de magnesio 1.0 M. 20.331 g. de MgCl; se disolvieron y llevaron a un

volumen final de 100 ml. Con agua bidestilada (EA). Se guardo a 4 °C.

Solucidon de Cloruro de Potasio 1.0 M. Fueron disueltos 7.436 g. de KCl en agua bidestilada, y a un

volumen final de 100 ml (EA). Almacenada a 4 °C.

Solucion amortiguadora de RSB 10X (Tris-HCI pH 7.3, 0.1 M; NaCl 0.1 M). 200 ml del “Stock”

de Tris-HCI pH 7.3 0.5M y 25 ml de una solucion de NaCl 4 M fueron aforados a 1000 ml con

agua bidestilada y un pH final de 7.3 (EA). Almacenar a 4 °C.

Solucién Amortiguadora RSB Mg++ (Cold Reticulocyte Standard Buffer) (NaCl 10 mM; Tris pH
7.3 10 mM, MgCl; 1.5 mM). Esta solucién contiene 100 ml de buffer RSB 10X; 1.5 ml del stock

de 1.0 M de MgCl,, un pH ajustado a 7.3 y un volumen final de 1000 ml (EA), almacenado a 4 °C.

Solucién de Deoxicolato de sodio al 20 % (DOC 20 %). 20 g. de DOC fueron disueltos a un

volumen final de 100ml- Con agua bidestilada y en condiciones libres de ARNasas. Se almacend a

20°C.

Solucion Amortiguadora para Polisomas (buffer "polis"). (NaCl 0.14 M; KC1 0.01 M: Tris-HCI pH
7.4 0.01 M; MgCl; 0.005 M). Se utilizaron 3.5 ml. de una solucién de NaCl 4 M, 1 ml de una
solucion de KCI 1 M; 2 ml de una solucién de Tris-HCI pH 7.3, 0.5 ml. de solucién de MgCl, 1 M,

s¢ llevaron a un volumen final de 100 ml. previo ajuste del pH a 7.4 [EA]. Se almacené a 4 °C.

Solucion de Sacarosa al 10 %~DOC-Brij-58 (solucién libre de ARNasas). 10 g. de sacarosa, 5 ml.
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de DOC al 20 %, y 5 mi. de Brij-58 al 20 % se disolvieron y llevaron a 100 g. con RSB Mg-++I

estéril (se almacend a —-20 °C).

Solucién de Sacarosa al 15 % (p/p) en RSB Mg++I (Solucién libre de ARNasas). 15 g. de sacarosa,

fueron disucltos en 85 g de solucion amortiguadora RSB Mg++ (estéril). Se mantuvo a —20 °C.

Solucion de Sacarosa al 30 % (p/p) en RSB Mg++1 (solucién libre de ARNasas). 30 g. de sacarosa

se disolvieron en 70 g. de solucion estéril de RSB Mg++]. La solucidn se almacené a ~ 20 °C.

Solucién de Sacarosa al 60 % (p/p) en RSB Mg++ (solucion libre de ARNasas), 60 g. de sacarosa
s¢ disolvieron en un volumen final que corresponda a 100 g. de buffer RSB Mg++ (estéril),

guardndose a -20 °C.

Solucién amortiguadora de Tris-HCI pH 7.3 0.5 M fueror: disueltos en 1000 ml de agua bidetilada

con el previo ajuste de su pH a 7.3 (EA), se almacené a 4 °C.

Solucién de TCA al 10 % (v/v). 10 ml de una solucién de TCA al 100 % se aforaron a 100 ml con

agua bidestilada estéril. Se almacené a 4 °C.

Solucién de TCA al 5 % (v/v). 5 ml de una solucién de TCA al 100 % se llevaron a un volumen de

100 ml con agua bidestilada estéril. Se mantuvo a 4 °C.

Solucién de etanol al 30 % (v/v). 30 ml de etanol absoluto fueron aforados a 100 ml con agua

bidestilada estéril, almacenandose a 4 °C.
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Mezcla de centelleo liquido (tolueno-triton I). 100 ml de tolueno, 600 ml de triton X-100, 168 m!
de agua bidestilada y 3.5 g. de PPO), se mezclaron y guardaron a temperatura ambiente (TA).
Mezcla de centelleo liquido (tritén-omnifluor-tolueno). 4 g de omnifluor y 300 ml de triton X-100,

se llevaron a un volumen final de 1000 ml con tolueno. Se almacené la mezclaa T.A.

Solucién para tratamiento de tubo de dialisis (libre de ARNasas). El tubo de dialisis se hirvio por
15 minutos con una solucién de Na,CO; (carbonato de sodio) y 10 mM de EDTA (100 g de
Na,CO; y 20 ml de una soluciéon de 0.5 M de EDTA en 1000 ml de agua bidestilada).
Seguidamente, el tubo se lavo repetidas veces con agua bidestilada estéril, se repitio la operacion, y
se introdujo en una solucién de | mM de EDTA, para ser esterilizado [EA], al enfriarse el mismo,

se le adicionaron de 2 a 3 gotas de cloroformo. Se almacend a 4 °C.

Solucién de EDTA al 0.5 M. Se pesaron 18.612 g. del reactivo y se disolvieron en un volumen final

- de 100 ml con agua bidestilada estéril. El pH se ajusta con NaOH 2 8.0. Se almacend a T A.

Solucién de SDS al 20 %. 20 g. de SDS fueron disueltos y llevados a un volumen final de 100 ml.

con agua bidestilada estéril. Se mantuvoa T A.

Solucion de Acnlamida al 30 % (Electroforesis). 30 g. de .acrilamida se disolvieron en un volumen

final de 100 ml. de agua bidestilada. Se mantuvé la solucion a una temperatura de 4 °C.

Solucién de Bisacrilamida al 2 % (Electroforesis). 2 g. de bisacrilamida se disolvieron en agua

bidestilada y la solucion fue aforada a 100 ml. Se guardo a 4 °C.

Solucién Amortiguadora de Tris-Base 1 M, pH 8.8 (Electroforesis). 12.1 g. de Tris-base se
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disolvieron en agua bidestilada, se ajusto su pH a 8.8 con una solucion de HCI 5 N, llevando la

solucion a un volumen final de 100 mi. Se almacend a 4 °C.

Solucién de Persulfato de Amonio al 10 % (Electroforesis). 100 mg. de persulfato de amonio

fueron llevados a 1000 ml. con agua bidestilada, esta solucion se preparo el mismo dia de su uso.

Solucién Amortiguadora de Tris-Base pH 6.8, 1 M. (Electroforesis). 12.1 g. de Tris-base sc
prepararon en agua bidestilada, se ajusto su pH a 6.8, aforandose a 100 ml. Se almaceno la

solucion a 4 °C.

Solucion Amortiguadora de Corrida 10 X (Electroforesis). 30.2 g. de Tris-base, 144.1 g. de glicina
se aforaron a 950 ml. con agua bidestilada, ajustando previamente su pH a 8.3, se almaceno la

solucién a 4 °C.

Solucion Amortiguadora de Corrida IX (Electroforesis). 190 ml. de la soluciéon amortiguadora de
corrida 10X, mas 10 ml. de SDS al 20 % se aforaron a 2000 ml con agua bidestilada, manteniendo
la temperatura del buffer a aproximadamente 10 °C, que es la temperatura a la que se corre el gel

de Poliacrilamida-SDS.

Solucion de Azul de Coomassie al 0.2 % en 50 % de Metanol 7 % de Acido Acético (Tincion para
Geles de Poliacrilamida-SDS). 0.2 g. de azul de coomassie se disolvieron en 50 ml. de metanol-7 %
de acido acético, y se llevaron a un volumen final de 100 ml. con agua bidestilada. La solucion se

mantuvo a T.A.
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Solucién Amortiguadora de Muestra 2X (Electroforesis). 1 ml. de Tris-base pH 6.8, 1 M, mas 1 ml.
de SDS al 20 %, 100 ul de B-Mercaptoetanol, 6 ml. de glicerol y 20 ul. de azul de bromofenol, s¢

aforaron a 10 ml. de agua bidestilada estéril. Se mantuvo a 4 °C.

Mezcla de DMSO-PPO (Fluorografia). 22,5 g. de PPO se disolvieron y aforaron en DMSO. Se

preparo ¢l dia de su uso.

Solucion Desteiiidora de Acido Acético 7 % (v/v)-Metanol 5 % (v/v) (Para Geles de

Poliacrilanii(la). 70 mL de acido acético, y 50 ml de metanol, se aforaron a 1000 ml. con agua

bidestilada.

Solucion de DEAE-DEXTRAN (I2mg/ml). 12 g. de DEAE-DEXTRAN fueron disueltos en 1000
ml. de agua bidestilada, la solucion se esterilizo [EA] y se guardo en alicuotas a -20 °C hasta su

uso.

Solucion de Agar Noble Especial (1.5 %). 15 g. de agar noble especial se disolvieron en agua

bidestilada mediante calentamiento, se fracciond y esterilizo [EA] y almaceno a 4 °C. - -

Solucién de Glutamina | mM (Plagueo). 14.6 mg. de Glutamina fueron disueltos y aforados en agua

bidestilada a 100 mi. la solucién se esterilizo [EF] y se guardo a — 20 °C hasta su uso.

Solucién de Cloruro de Calcio (Plaqueo). 2 g. de CaCl se disolvieron en agua bidestilada hasta 100

ml. se estenlizo (EF) y guardo a -20 °C hasta su uso.

Solucion de Cicloheximida (15 mg/ml). 15 mg de cicloheximida se disolvieron en agua bidestilada
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estéril hasta 5 ml ajustando previamente el pH a 7.3. Se almacend a —20 °C hasta usarse.

Cultivo de Células HeLa,

Las lineas celulares HeLa R, v Hela S, se cultivaron tanto en monocapa (Hel.a R, HelLa S), como
en suspension (HeLa S), en MEM modificado por Joklik, suplementado con a.a. no esenciales, (PE
100 X y 10 % de suero fetal de Bovino, a un pH de 7.3-7.4, en una atmosfera de CO;al 10 % ya
una temperatura de 37 °C.

Particularmente las células HeLa R, tienen la caracteristica de formar una monocapa confluente lo
cual nos permitio realizar infecciones directamente en monocapa. Principalmente esta linea celular
se utilizg, para-la titulacion del virus de la Poliomielitis, por el Método de Unidades Formadoras de
Placa (U.F.P.), y adémas como reserva permanente de estas células en el laboratorio. Las células

HeLa R se cultivaron en cajas petri de 100 mm y en botellas falcon de 75cm.

Cultivo y proliferacion celular en suspension (células HeLa S). Este sistema es conveniente para el
crecimiento de grandes cantidades de células. Provee un origen constante de estas células en fase
logantmica con ciertas ventajas al cultivo en monocapa y en especial las lineas celulares derivadas
de tumores como es el caso de las HeLa S, que puede ser adaptada a crecimiento en suspension o

viceversa.

Alteracién de Funciones Celulares

Inhibicion de la traduccién
Durante la infecién con el virus del grupo picoma se detecta a nivel celular, inhibicién secuencial

de la biosintesis de macromoléculas, proteinas, RNA y DNA. El efecto sobre la traduccion celular
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se ha descrito, fundamentalmente, en dos tipos de sistemas: en células L infectadas con mengovirus
y en células HeLa infectadas con poliovirus. La estrategia seguida por el virus de la poliomielitis
para inhibir la traduccion de la célula que infecta radica en dos hechos fundamentales: Primero, la
inhibicién es a nivel de la formacion del complejo iniciador (Leibowitz y Penman 1971; Kaufman
y cols. 1976; Ehrenfeld y Manis, 1982) y segundo que se requiere de la expresion de! genoma viral,
Bemstein y cols. 1985 han encontrado que mutaciones en el polipéptido 2° de poliovirus son
incapaces de inhibir la traduccion celular. Se¢ ha reportado la desagregacion de polirribosomas
celulares (Penman y cols. 1963; Colby 1974) y Ia asociacion posterior del RNAm viral en los
denominados polirribosomas virales (Penman y cols. 1963). Durante el transcurso de la inhibicion,
la velocidad de elongacién de la cadena polipéptidica es constante y ¢l RNA mensajero celular

permanece estable {Leibowitz y Penman 1971).

Hasta la fecha ¢l fenémeno de inhibicién ha sido estudiado ampliamente sin embargo aun no se
conoce con precision el mecanismo. Actualmente se han descrito tres mecanismos por los cuales la
inhibicion se lleva a cabo: 1) existe una correlacién directa, entre degradacion de una proteina
celular de 220 kd. (un compomente del factor de iniciacion de la sintesis de proteinas, efF-4F) e
““inhibicion traduccional. EiF4F es también conocido como el complejo unidor del cap (CBP II),
dicho complejo facilita la union de RNAs mensajeros con cap a la subunidad ribosomal 40 S
(Shatkin, 1985). La destruccion de P220 provoca que la capacidad traduccional de RNAs
mensajeros celulares se vea inhibida, favoreciéndose la traduccién selectiva de RNAs mensajeros
sin “cap”, como el de poliovirus. Aparentemente la degradacién de 220 se lleva acabo por una
proteinasa viral (2A). Es por ello que mutantes en ¢l gen 2A de poliovirus son deficientes en inhibir
la traduccion celular (Bemstein y cols. 1985}, aunque recientemente se ha demostrado que la
proteasa viral induce a su vez una proteasa celular, que seria la responsable de la degradacion de

P220. Como se mencion6 anteriormente la traduccion de poliovirus se lieva a cabo en ausencia de
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“cap” gracias a regiones localizadas en la region no traducible del genoma viral (RNT) que
confieren traduccién con independencia al “cap” (Pelletier y cols. 1988). 2) Otro mecanismo
tmplicado en la inhibicion traduccional es el que involucra cambios en la permeabilidad de la
membrana celular, trayendo consigo un incremento en la concentracion de Na* intracelular, lo cual
favorece la traduccion del RNAm viral e inhibe la expresion de los RNAs celulares (Sanchez, T. A.
1983; Alonso y Carrasco 1981).

3) Recientemente se ha propuesto que ¢l incremento en la fosforilacion de la subunidad a del factor
elF2, puede provocar que la traduccion celular se vea abatida, mientras que la traducctén de los
mensajeros virales se favoreceria, aunque no existen evidencias lo suficientemente fuertes que
apoyen €ste mecanismo. Sin embargo en otros sistemas, como ¢l de adenovirus, s¢ ha demostrado
que la fosforilacion de la subunidad a del factor elF-2 inhibe la traduccién celular (Katze y cols.

1986, 1988).

Inhibicién de la Transcripcion

Como se menciono anteriormente, duante la infeccion con picomnavirus se detecta también una
marcada inhibicion en la sintesis de RNA de la células huésped. Este fenomeno fue descrito en
primera instancia por Salzman y cols. (1959), Martin y cols (1962} y Franklin y Baltimore (1962).
Mas tarde los estudios se amphliaron utilizando distitnas lineas celulares y varios miembros del
grupo picornavirus (Bienz y cols. 1978; Zimerman y cols. 1963 y McCormick y Penman 1967).
Ensayos de transcripcién “in vitro” con micleos integros han mostrado que la transcripcion
inicialmente afectada es la dependiente de la RNA polimerasa II (Miller y Penhoet 1972), mientras
que la catalizada por las RNA polimerasas [ y Il son afectadas en menor proporcion y a tiempos
tardios de la infeccion (Apriletti y Penhoet 1974; Schwartz y cols. 1974). La estabilidad del RNA
mensajero no se modifica (Colby y cols 1974; Francklin y cols. 1962; Leibowitz y Penman 1971),

las RNA polimerasas II vy III solubilizadas de¢ células infectadas conservan la actividad
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transcripcional al ser ensayadas con un templado exogeno (Schwartz y cols. 1974; Apnletti y cols.
1974). La sensibilidad al inhibidor a-amanitina no esta modificada (Apriletti y cols. 1978). Al
analizar la integndad del DNA celular, obtenido de células infectadas, s¢ encuentra que no se
encuentra degradado, cabe mencionar que en estos estudios no se analiza la estructura
conformacional de la cromatina, sino del DNA desnudo (Holland y Peterson 1964). También se ha
reportado que el namero de RNA polimerasa 1I unidas al templado disminuye (Flores-Otero y cols.
1982) y que la subunidad mayor (II 0) de la RNA polimerasa 110, es modificada durante la
infeccién (Rangel y cols. 1987). Esta modificacion puede ser prevenida si se bloquea el
procesamiento de la poliproteina viral con zinc o cicloheximida (Rangel v cols. 1988), lo cual
sugiere que se requiere de la expresion viral y del procesamiento de péptidos para que la
modtficacién de la RNA polimerasa se lleve a cabo. Otras evidencias también sugieren que para
detectar el efecto supresor, se requiere de la sintesis y acumulacion de productos virales (Penman y
cols. 1965; Baltimore y cols. 1963; Fernandez-Tomas 1982; Bienz y cols. 1982; Bossart y cols.
1984). Se¢ ha postulado que alguna proteina vial o lipoporteina, actia como inhibidor
transcripcional celular (Baladin y cols. 1964; Fernandez-Tomas 1982; Ho y Washington 1971;
Bienz y cols. 1982).

Por otra parte Crawford y cols. (1981) reportaron que extractos celulares provenientes de células
infectadas carecen de al menos, un factor requerido para la iniciacién especifica de la transcripcion.
Mas recientemente Kliewer y Dasgupta (1988) reportan que cuando s¢ analiza la actividad
transcripcional de diferentes factores transcripcionales, se encuentra deficiencia del factor TFIID.
Los autores sugieren que éste factor se encuentra inactivado durante la infeccién con poliovirus, y
que es el causante de la inhibicion transcripcional. Recientemente, por estudios de transcripcidn “in
vitro”, retardamiento en gel de complejos DNA-proteina y ensayos de entrecruzamiento con luz
U.V. {cross-linking), se ha mostrado que durante la infeccién con poliovirus se induce una proteina

de 50 kd gue, aparentemente, compite con un factor transcripcional (USF), por la region UPE del
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promotor tardio de adenovirus 2 (Lazard y cols. 1989). El factor USF tiene un peso molecular
aproximado de 46 kd v se une a la regién UPE del promotor tardio de adenovirus. Al analizar los
complejos formados por la region UPE y extractos nucleares de células infectadas y control, se
encuentra que los primeros tienen una migracion mayor con respecto a los extractos control,
sugiriendo que la diferencia en la mobilidad electroforética entre los complejos (UPE-proteina de
46 kd) y el complejo B (complejo “inducido por el virus™), es debido a un incremento en la carga o

en ¢l peso molecular de las proteinas (fosforilacion, glicosilacion etc.) (Lazard y cols. 1989).

La presencia de un inhibidor, la ausencia de factores y/o modificacion de la RNA polimerasa
parecen ser parte de un mecanismo concertado, en donde es dificil determinar, qué es causa y qué
es efecto. Lo que es evidente, es que algiin producto viral o inducido durante la infeccion, es ¢l
causante del efecto supresor, por ello es importante el estudio de aquellas funciones virales

implicadas en la inhibicion de la sintesis de RNA.

Proteinas estructurales del virus y Ribosomas.

El papel que desempaiian las proteinas estructurales del virus de la poliomielitis y que forman
parte de la capside del mismo, parece ser versatil, ya que por un lado se ha visto que contienen los
antigenos que participan en la union de los viriones al receptor especifico en la célula huésped
(analizado en generalidades de los poliovirus), ademas tienen un papel fundamental durante la
adsorcién y penetracion del virus. Y, resultados obtenidos en el laboratorio, proponen la

participacion de estos polipéptidos virales en proceso replicativos del virus.

Los Ribosomas

Los ribosomas son los organelos celulares a los que se les une el ARNm, ARNt y cofactores de la
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célula encargados de traducir la informacion genética codificada en el ARN a proteinas.

Bioquimicamente los ribosomas, son particulas de ribonucleoproteina formadas por la union no

covalente de 75 a 80 macromoléculas.

Se ha reportado que cuando se rompen células de mamifero, v el citoplasma se¢ analiza por
sedimentacion zonal v absorcién, de luz ultravioleta, se han observado y caracterizado una serie de
particulas de ribonucleoproteina. La regién de 75-80 S ha sido identificada como la unidad
ribosomal. La mayoria del material que absorbe luz U.V. sin embargo, sedimenta mas rapido que
las unidades ribosomales y ha sido identificado como polirribosomas {grupos de ribosomas que
estan unidos a moléculas de ARNm, activos en la sintesis de proteinas). En los perfiles de
absorbancia se observan a si mismo, dos poblaciones que sedimentan mas ligeramente que las
unidades ribosomales, estas son las subun,idades ribosomales libres. La constante de
sedimentacion de estas, difieren del método de preparacion. Utilizando EDTA, tienen constantes
de sedimentaciéon de 50 S y 30 S ), y al ser preparadas en presencia de alta concentracion de
potasio, tienen constantes de sedimentacion de 60 S y 40 S respectivamente (Peterman y cols.
1964; Arello y cols. 1977).

Los ribosomas eucarioticos contienen alrededor de 70 proteinas aproximadamente, 40 en la
subunidad 60 S v 30 en a subunidad 40 S.

Fl estudio de la fisiologia de la traduccion, en la que, como ya sc menciono, juega un papel
medular el ribosoma, se ha dividido para su estudio en: a) Iniciacion, que permite el comienzo de la
sintesis de proteinas; b) Alargamiento, que resulta en el crecimiento de la cadena polipéptidica por
la adicién de un aminoacido durante cada ciclo y ¢) Terminacion, en la que se concluye la sintesis
de la proteina. Cada uno de estos pasos requiere de su propio grupo de factores de iniciacién,
alargamiento y terminacion asociados. Los factores ribosomales son proteinas que tienen una

funcion especifica durante la traduccién y s¢ unen al ibosoma en forma transitoria.
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Al menos dos moléculas de ARNt pueden unirse simultancamente a un nbosomna, el modelo
aceptado tiene dos sitios de unidn: uno, llamado A o sitio de union del aminoacil-ARNt, y ¢l otro P
o sitio de union del peptdil-ARNt.

Se sabe que durante la infeccion de células permisivas con polovirus, la inhibicion de la sintesis de

proteinas del huésped, se acompaiia de cambios en ¢l perfil polisomal

Durante la infeccion tardia, se observa desagregacion de polisomas celulares y una nueva clase de
polisomas, generalmente mas grandes que los de las células no infectadas (Rich y cols. 1963); la
aparicion de estos polisomas se atribuye a la traduccion del ARNm viral. La presencia de nuevos
polisomas sugiere que la mayoria de los nbosomas preexistentes no son inactivados como

consecuencia de la infeccion, puesto que participan en la sintesis de proteina viral.
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Antecedentes Directos

Los mecanismos de patogenia viral que conducen a la inhibicion de la sintesis de macromoléculeas,
son diversas. Se han propuesto numerosas hipotesis para elucidar el mecanismo (s) responsable (s)
de la inhibicion de la sintesis de proteinas y ARN desencadenados por la infeccion con el virus de
polio, pero hasta el momento ninguna de las propuestas ha explicado satisfactoriamente este

fenomeno.

En relacion a la inhibicion de la traduccion existen trabajos reportados en la literatura que sugieren
que dicha inhibicién ocurre durante la adsorcién y penetracion viral v que no requierc
aparentemente de la expresion de genes virales. También se han involucrado vanios eventos (ya
mencionados en la Introduccion) como la hidrolisis de un péptido celular (220 Kd) que participa en
el reconocimiento de los ARNm, que poseen la cubierta o "cap™ (residuo de guanina metilado en
la posiciéon 7) en su extremo 5° terminal, durante la formacion de! complejo de iniciacion con la

subunidad ribosomal 40 §.

Realizando estudios sobre ¢l posible papel modulador del Na+ sobre la traduccion celular y viral,
se ha encontrado que, aunque el sodio es indispensable para inhibir la traduccion del huésped no es
suficiente para permitir la traduccion viral (Sanchez T. 1983; Alonso v Carrasco 1981).
Paralelamente a estos experimentos, se demostrd la asociacion de proteinas de capside a polisomas

virales, durante la sintesis "de novo" de proteina viral.

Durante la infeccion, los ARNm celulares dejan de traducirse v el viral inicia su traduccién de
manera exponencial, de tal forma que la maquinaria de la célula huésped se ve modificada, para ser
utilizada en la expresion de! ARNm viral, estructuralmente diferente al ARNm de la célula

infectada, ’

33



A lo largo de la infeccidn con poliovirus, existe una modificacion en ¢l patron polisomal, ya que
los polisomas celulares heterogencos, con cocficiente de sedimentacion entre 200 y 300 S se
desagregan, v comienza la formacién de una nueva especie de polisomas homogéneos con un
coeficiente de sedimentacion mayor al de los polisomas celulares (300 —350 8).

Se ha sugerido la participacién de las proteinas estructurales det virus en la traduccidon del ARNm
viral. Se ha reportado la asociacién de proteinas estructurales del virus a polisomas durante la
infeccion de células HeLa (Cooper y cols. 1973 ). Sin embargo, si las proteinas estructurales
participan en la traduccion del ARNm viral, ello no explica como es traducido ¢l ARN infectante.
A pesar de que no existe evidencia directa de la participacién de estas proteinas en ¢l proceso de la

traduccion, su presencia en los polisomas virales sugiere una posible funcion en la traduccion viral.

Conjuntando las evidencias analizadas hasta el momente; puede decirse que las proteinas
estructurales del virus de la poliomielitis se encuentran involucradas en la morfogenesis del virus y
en la respuesta inmune desarrollada por el organismo infectado, en el reconocimiento del receptor

celular, y posiblemente, en funciones replicativas de traduccién del ARNm viral.

3%



Objetivo

E! papel de las proteinas dc poliovirus en la sintesis de la proteinas virus-especifica no ha sido
claramente definido, el modelo atractivo seria que, a fin de permitir la traduccion del ARNv, las
proteinas de la capside derivadas del vinon (PDV) pudieran permanecer asociadas al ARNv
durante la penetracion a la célula y fuesen utilizadas para ta formacion del complejo de iniciacion

de la traduccién del virus.

Por lo tanto el objetivo que se ha planteado en ¢l presente trabajo es:

Determinar si la proteina estructural del virus infectante, se introduce a la célula durante ia

penetracion del genoma viral, y su posible asociacion a los polirribosomas.

La estrategia del experimento, fue el seguimiento de la proteina estructural, mediante la infeccion
de células HeLa crecidas en suspension (6-8 X 10° células/ml) con virus radiactivos (metionina S-**
) purificados a través de gradientes de sacarosa a una moi de 500 UFP. A diferentes tiempos de
infeccion, de acuerdo a nuestro objetivo, se analizé la asociacion de proteina-metionina S-*° a

polirnbosomas virales.
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METODOS

Cultivo de células HeLa

Las lieas celulares HeLa R y HeLa S, fueron cultivadas tanto en monocapa (HeLa R y Hela S),
como ¢n suspension (HeLa S) en MEM modificado por Joklik, y suplementado con a.a. no
esenciales, (PE) 100X, v 10 % de suero fetal de bovino, a un pH de 7.3-7.4, en una atmosfera de
CO; al 10 %y a una temperatura de 37°C.

Particularmente, las células HeLa R tienen la caracteristica de formar una monocapa confluente lo
cual, permite infectar directamente sobre esta monocapa. Principalmente esta linea celular se utilizo
entre otros: para la titulacién del virus de la poliomielitis por el método de unidades formadoras de
placa, y como reserva permanente en el laboratorio, Las células HeLa R se cultivaron en cajas petri

de 100 mm, y botellas falcon de 75 cm.

v

Cultivo y proliferacion celular en suspensién (HeLa S). Este sisterna es conveniente para crecer
grandes cantidades de células. Provee un constante origen de estas en fase logaritmica con ciertas
ventajes a monocapa y en especial las lineas celulares derivadas de tumores como son las células

HeLa S, que pueden ser adapatadas a crecimiento en suspension o viceversa.

Hela S por las caracteristicas antes mencionadas permitio ser cultivadas en grandes volumenes y
ser facilmente manejables, enespecial; para Ia realizacion de pilotos de infeccidn con poltovirus a
diferentes m.d.i. (100-500 UFP}); la preparacion de una reserva de virus a partir de células HeLa S
infectadas; la purificacion v el anélisis de virus radiactivos (metionina-S**) la obtencipon de
catacterizacion de polisomas virales, ademas de que se conto con la existencia permanente de
células tanto en monocapa, como en suspension. Las células HeLa S, se cultivaron preferentemente

en cajas petri de 100 mm, y botellas falcén de 75 cm, para el caso de los cultivos en suspensidn, las
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células fueron crecidad a una densidad de 6 a 8 x 10° células/ml., dentro de matraces con tapa de

rosca o, en recipientes especiales para cultivo en suspension, de acuerdo al requerimiento del

experimento panteado.

Infeccidon de células Hela con poliovirus

1.- Un cultivo de células HeLa S en suspension se colectd por centrifugacién a una velocidad de
2000 rpm durante 5 min a t.a., utilizando una centrifuga Intermacional (Mod. PR-6000, Damon-
IEC-Division). Posteriormente se lavaron en dos ocasiones con 0.5 a 1.0 volumentes de MEM de
infeccion 1X, suero-, met-, glut-, (PE}-. Dadas las condiciones de infeccion, las células se
resuspendieron a una concentracion de 1 X 107 células/ml (cien veces concentradas), para permitir
una mayor interaccion de células-virus y manteniendose en agitacion por 10 min a ta.
(estabilizacion celular). Las células fueron entonces infectadas con poliovirus a una m.d.i. de 100
UFP por células, continuandose la infeccion en las mismas condiciones por 30 min mas, para
permitir la adsorcion del virus a la célula. Pasado este tiempo, las células se diluyeron con MEM de
infeccién precalentado hasta una concentracion de 5 X 10°  células/ml. (10X concentradas)
dejando 15 min mas en agitacion y a t.a. a fin de asegurar la irreversibilidad de la adsorcion del
virus, Para una infeccion sincronizada, las células se centrifugaron (para eliminar virus no
adsorbidos) en las condiciones antes mencionadas, descartando el sobrenadante, v
resuspendiendolas a la misma concentracion de 5 X 10° células/ml con MEM de infeccion
precalentado mas la adicion de suero fetal dializado (2-5 %), glutamina+, a la temperatura de 37°C
y con agitacion suvae. Este momento correspondio a nuestro tiempo cero de infeccion.

2.- A células Hela R crecidas en monocapa en cajas de petri (P-100) se les retire el medio de
cultivo, y se lavaron con MEM de infeccion estéril: suero-, {(PE)-, glut-, met+, posteriormente se les

retito ese medio v se procedio a colocar las diluciones necesanias del virus en aproximadamente 1
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ml de MEM de infeccion esténl a cada caja. Se mantuvieron a t.a. v en agitacion suve por una hora
(tiempo de adsorcién), scguidamente se retiro por succiéon del medio, el virus no adsorbido, Por
otro lado, se preparo el siguiente medio: MEM-agar al [.5 % y manteniendo a una tempcratura de
45 °C, Adicionandose este a cada caja (10 ml) al final, las cajas con ¢l medio solidificado se

colocaron dentro dc una incubadora a una temperatura de 37 °C con atmosfera de CO2 v se

mantuvieron cn observacion cada 24 hrs.

Marcaje a cultivos de células HeLa con radioisotopos
La cantidad de material radioactivo y el tiempo de marcaje, esta sefialado en los pies de figura de
cada expenimento. La incorporacion del radioisotopo se ve disminuida mediante la adicién del

aminoécido no radiactivo a una concentracion de 500 veces mas a la del precursor radicactivo.

Determinacién de la incorporacién de material radioactivo ( H, metionina-S 35), durante la
infecciéon

De acuerdo al expenimento realizado, se extrajeron muestras del cultivo (si este era el caso) a
diferentes tiempos de infeccion y con alicuotas que variaron en volumen (dependiendo de la
cantidad de material radioactivo adicionado), y se colocaron sobre papel filtro whatman 3MM
(estéril), al mismo ticmpo que se les agrego a las muestras sobre el filtro, TCA al 5 % frio, v se
dejaron secar, fue entonces que se lavaron con TCA al 10% por 10 min; TCA al 5% 10 min y
finalmente con etanol al 30 % durante 20 min. (el lavado se llevé a cabo a temperatura de 0 — 4
°C). Una vez secos los filtros, se colocaron dentro de viales que contenian liquido de centelleo
(tolueno-tritén I). La radiactividad (cpm), fue medida a través de un contador de centelleo liquido

Packard Tri-Carb (mod. 3383).
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Monitoreo de la Infeccién ("Piloto de Infeccion")

Después del periodo de adsorcion de 45' a T.A., el cultivo celular infectado con poliovirus en
ausencta de metionina, fue suplementado con suero dial.izado y glutamina vy, llevado a la
temperatura de 37°C (tiempo cero de infeccion). En este momento se comenzd la cinética de
infeccion, mediante un experimento de “pulso y caza". A diferentes tiempos de la infeccion,
alicuotas del cuitivo (50-100 ul), fueron suplementadas con metionina~(S (2uC¥/ml.), manteniendo
¢stas en incubacion por 5' a 37°C, inmediatamente después, le fue afiadido un exceso de metionina
no radioactiva (20X mas concentrada) (experimento de pulso), continuando la incubacion por 2

minutos mas.

Purificacion y anilisis de viriones radioactives-metionina-(S*) de células HeLa infectadas con
poliovirus

Celulas HelLa crecidas en suspension (3.5 X 10 totales) fueron infectadas con poliovirus (vease
Meétodos) a una m.d.i. de 100 U.F.P, pasado el tiempo de adsorcion (45") se colocaron las células
infectadas a 37°C y en agitacién (tiempo cero). A las dos horas con treinta minutos post~infeccion,
las células se marcaron con metionina-{${35]) a una concentracion de 10 uC¥/ml., (en donde dadas
las condiciones, la marca se incorporo preferencialmente a la sintesis de proteina viral) la infeccion
tuvo una duracion total de 7 horas. Una vez concluido este tiempo al cultivo infectado se le
adicioné metonina fria (20X), permitiendo la incubacién por 5 min. mas (con el objeto de inhibir la
incorporacion de mas material radioactivos).

El paquete celular obtenido de la infeccidn se lavo con PBS estéril frio y se resuspendio
posteriormente en buffer RSB Mg++] (aproximadamente 7 ml}, las células entonces, se
homogenizaron en frio, o bien se congelaron (-80 °C) y descongelaron (37 °C) por 3 ocasiones,
para homogenizarse con 7 a 10 golpes, hecho esto la muestra se centrifugo (10000 g por 10", y el

sobrenadante recuperado fue clarificado con DOC y Brij-58 a una concentracon final de 1%.



Cabe aclarar que ¢l orden de adicion de ambos reactivos fue el siguiente: DOC por I' en agitacién
Brij-58 consecutivamente. El sobrenadante clarificado, se colocé sobre gradientes de sacarosa (p/p
y no mas de 2 a 3 ml por gradiente), de 15-30% en RSB-Mg++] preparado en tubos de
polialomero para rotor SW28 (Beckman), las condiciones de centrifugacion fueron de 13 horas a
17 000 rpm ¥ a 4 °C, la centrifuga utilizada fue una ultracentrifuga Beckman modelo L8-55. Los
gradientes se colectaron manualmente, en fracciones de 1 ml y se ensayaron por radioactividad (fig.
). El pico denominado B en la grafica obtenida del gradiente y que correspondio al tercio inferior
(aproximadamente 155 S) se diluyo en RSB-Mg+H para después centrfugarse en tubos de
policarbonato en el rotor 60 de titanio (60Ti) por 3 horas a 40 000 rpm y 4 °C, y la pastilla obtenida
fue resuspendida en el menor volumen posible, y se procedio a realizar anlisis de actividad y
pureza del virion (vease grifica de pureza obtenida a partir de geles de poliacrilamida al 10 % -

SDS).

Titulacién de los virus radiactives-metionina S-35 (método de UFP)

24 horas antes de la infeccion con el virus se sembraron células R en monocapa (% X10 células
por caja de 100 mm), y antes de la infeccién las células fueron lavadas con MEM de infeccion
esténi (cuidando de no desprender la monocapa). Por otra parte, s¢ procedieron a preparar las
diluciones del vius (desde 10-6 hasta 10 —12) en MEM de infeccion estéril. Las monocapas s¢
infectaron entocnes con | mi por caja de cada dilucién y por duplicado incluyendo el control
{manejado en las mismas condiciones pero en ausencia de virus), la adsorcién fue de | horaata. y
en agitacion suave. Después de la adsorcion, se retird el sobrenadante que contenia virus no

adsorbidos, para hacer afiadida una mezcla de MEM-agar 1.5 % (vease material) a 45 °C.



Aproximadamente 10 ml por caja y se dejo solidificar por 15 minutos a temperatura ambiente. Una
vez solidificado este, las cajas se incubaron invertidas a 37 °C y 10 % de C02 durante 48 horas. Las

placas liticas fueron visibles a este tiempo y se procedié a determinar el numero de estas.

Electroforesis de proteinas en geles de poliacrilamida al 10%-SDS (PAGE)

Los geles de poliacrilamida al 10 % sc prepararon en presencia de SDS siguiendo elmétodo
descrito por Laemmli, en una camara de clectroforesis en placa, marca Bio-Rad, modelo proteam
16 cm. El procedimiento fue el siguiente: las soluciones see stabilizaron a temperatura ambiente y
se preparo el persulfato de amonio el mismo dia de su uso. Procediendose a preparar ¢l gel
separador al 10 % (inferior), adicionando los siguiente reactivos: 12.5 ml de acrilamida al 30%,
5.05 ml de bis-acrilamida al 2%, 14.05 ml de Tris-base IM pH 8.8, 187.5 ul de SDS al 20%, 4.75
ml de agua bidestilada estéril, 30 ul de TEMED y 225 ul de persulfato de amonio, (100ug/ml)
dando un volumen total de 36.70 ml, y se mezclaron perfectamente procediento al lienado de la

camara hasta 3 cm abajo de la linca superior del gel y se dejo polimerizar.

Perparacion del gel concentrador al 4% (gel superior). Se utilizaron los siguientes reactivos: 850 ul
de acrilamida, 350 ul de bis-acrilamida, 625 ul de Tris-base IM pH 6.8, 25 ul de SDS al 20%, 3.39
ml de agua bidestilada, 5 ul de TEMED y 25 ul de persulfato de amonio para un volumen final de
5.27 ml. Toda la solucién se mezclo perfectamente y de inmediato se colocé sobre el gel separador,

una vez polimerizado ¢l gel se precorrio durante 60 min a 100 volts.

Preparacién de las muestras de proteina.
De las muestras obtenidas de los diferentes experimentos, se tomaron cantidades necesarias para la

localizacién de las proteinas, tanto por tincién (20-50 ug), como por cpm (10 000-20 000 cpm). Las
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muestras se¢ resuspendieron v/v en buffer de muestra (no mas de 80 ul de volumen final) y se

desnaturalizaron por calentamiento en un bafio a ebullicion, antes de ser colocadas sobre los

pocillos del gel.

Condiciones de corrida para los geles de poliacrilamida 10%-SDS.
Una vez preparadas las muestras, estas se colocaron en el aparato de electroforesis. La
electroforesis se llevd a cabo a un voltaje constante de 100 volts, durante el tiempo requendo para

que el colorante utilizado como fuente de la corrida llegara a un centimetro pro arriba del fondo del

gel.

Procedimientos para la deteccion de las proteinas en geles de poliacrilamida 10%-SDS. Tincién de
Geles. Al finalizar la comda, los geles se tifieron durante 30 min, con ura solucién de azul de

Coomassie (vease material), y se destificron con varios cambios de una solucion destefiidora que

contenia metanol-acido acético.

Fluorografia. La deteccion de los polipéptidos radioactivos fraccionados por electroforesis

unidimensional se realizaron entre otros por el método de fluorografia (). Para esto, los geles

destefiidos se deshidrataron con 2 volumenes de DMSO por 45 min. enseguida, los geles se trataron
con 4 volumenes de una solucion PPO-DMSO, durante 3 horas, v, finalmente se transfirieron a una
solucion de glicerol al 1% en agua, donde se mantuvieron por un tiempo minimo de | hora. Los
geles se secaron (secador Bio-Rad) y, se colocaron en contacto con una pelicula de ravos X

(Kodak) por tiempos variables.

Medicién de la radiactividad incorporada a proteinas en banda, mediante la digestién de

e
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geles de poliacrilamida 10%-SDS

Para el caso de las muestras de proteinas radioactivas de virus purificados, se utilizo la siguiente
metodologia para diferenciar la cantidad de radioactividad localizada en cada banda de estas
proteinas. Del volumen obtenido de virus radioactivos purificados, se tomo la cantidad necesaria
(vease explicacion anterior) para la localizacién de las proteinas tanto por tincion como por cpm.
Del gel de poliacnlamida al 10%-SDS, una vez tefiido y destediido, se corto cada carril en
fracciones de 2mm de espesor, y estas fracciones fueron colocadas en viales que contenfan 0.25 ml
de HO al 30%., alcalinizadas con 1/50 de volumen de hidroxido de amonio. Los viales con las
muestras en solucién se colocaron en agitacion a 37 °C toda la noche, al dia siguiente a cada uno de
los viales se les adicioné un volumen final de 1 ml de agua bidestilada y por altimo se agrego de 5-

15 ml de liquido de centelleo se colocaron de 2-3 horas en ausencia de luz y a temperatura de 4 °C.

Posteriormente se determinaron las cpm.

Técnica de Inmunodecoracion (tincién negativa) para microscopia electrénica

Una pequefia cantidad de muestra de antigeno (virus purificados radiactivos) diluida en RSB-
Mg++1 (1:10; 1:100), se colocod sobre una capa dental de parafina muy limpia, posteirormente se
tomo una rejtlla para M.E. (que contenia una pelicula de polivinil-formol y una cubierta de carbon)
y se coloco sobre la gota de antigeno por 2°. La rejilla con el antigeno adherido se lavo entonces
con PBS estéril por algunos scgundos, se tomo la rejilla con unas pinzas finas y se coloco ahora
sobre una gota de anticuerpo (sucro anti-proteinas estructurales virales) diluido en RSB-Mg++]
(1:10), por 20 min. El exceso de anticuerpo se retiro, lavando Ia rejilla con PBS estéril y después
con agua bidestilada por 20 seg. El siguiente paso fue exponer la rejilla (lavado rapido) a una
solucién de acetato de uranilo (5 x 10 -3 M, 50 mM HCI) eliminando el exceso de inmediato

sacudiendo la rejilla y finalmente secandola suavemente de los bordes con papel filtro (Whatman 1
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M). Una vez secas las muestras a t.a. se examinaron al microscopio electronico.

Prueba por inmunoprecipitacion de Ia reaccién de los sueros anti-VP contra polipeptidos
estructurales virales Poliovirus tipo I (Mahoney), marcados con metionina-S35, y purificados

por centrifugacion en gradientes de sacarosa,

Los virus fueron disociados por calentamiento durante 3 min en 130 mM de NaCl, 5SmM EDTA, 50
mM Tris pH 7.4 ¥ 0.2 de NN (buffer NET) con 0.05% de Nonident P40 (NP-40), 2 % de SDS y
5% de b-mercaptoethanol, diluyendo después 20X en buffer NET con 0.05% de NP-40. Alicuotas
de 25 ul por reaccion, para las siguientes protinas estructurales, con el siguiente nimero de cuentas
aprox.; 15 000 cpm para VP1, 19 000 cpma para VP2 y 31 000 para VP3. Estas alicuotas fueron
incubadas por 18 hrs a 4°C con las adecuadas diluciones de antisueros (diluciones de anti VP!
1:20; de anti-VP2 1:40; y de anti-VP3 1;40). Los complejos inmunolégicos, fueran precipitados,
usando Staphylococcus aureus (cepa Cowanl) ().

Para la elucién de lo adsorbido, se ajustaron las muestras a 1% de SDS, v se hirvieron por 3 min,
posteriormente se centrifugaron y del sobrenadante obtenido, se tomo la radioactividad equivalente

a 15 000 cpm por muestra, analizando estas en geles de poliacrilamida 10%-SDS.

Infeccién a células HeLa con poliovirus radioactives metionina-S35, y la centrifugacién de las

mismas en gradientes de sacarosa

Células HeLa S fueron infectadas con virus purificados radioactivos a una moi de 500 UFP, el
cultivo celular (10 7) células/ml) se mantuvo a 15 °C o a t.a. para permitir la adsorcién del virus.

45 min mas tarde, se afiadieron 2% de suero fetal dializado v 1% de glutamina, y, el cultivo se

diluyo entonces a 5 X10 6 células/ml en MEM de infecion para ser incubado a la temperatura de 37

°C (tiempo cero de infeccion).
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A diferentes tiempos a través de la infeccion, fué analizada la asociacion de proteinas de la capside
radiactivas a estructuras virales. Alicuotas de 0.8 X 10 8 células se¢ lavaron con PBS estéril, y otra
segunda vez con solucién amortiguadora (polis), finalmente la pastilla celular se resuspendio en 2
ml de esta solucion amortiguadora, colocando las muestras sobre gradientes discontinuos de
sacarosa que contenian, del fondo, a la parte superior del tubo, la siguiente disposicion; 3 ml de
sacarosa al 60%, 30 ml de un gradiente lineal de sacarosa 13-30% (p/p) y 2 ml de sacarosa 10%-
DOC-Bnj58 (). La centrifugacion se llevé a cabo en un rotor de Beckman SW28 a 26 000 rpm v
a 4 °C. Las fracciones del gradiente se monitoriaron por absorbancia a 260-280 nm en un
espectrofotometro (Carl-Zeiss PMQII) y ensayadas por radioactividad como describen Flores-

Otero y cols (1982).

Fijacién de Complejos Nucleoproteicos

Fracciones de 1 ml obtenidas de regiones seleccionadas de los gradientes discontinuos de sacarosa
(fig. ), fueron fijados con glutaraldehido a la temperatura de 4 °C de la siguiente manera: por
cada 0.8 ml de estas muestras, se afiadieron 0.2 ml de 33% de glutaraldehido, neutralizando a pH
de 7.0 con NaHCO 1M justo antes de usarlo. Las muestras se colocaron inmediatamente para su
analisis en gradiente de CsCl lineales, preforamdos, de 25-53% preparados en RSB-Mg++ que
contenia 0.8% de Brij-58 en tubos de nitrato de celulosa con capacidad para 5 ml. La
centrifugacion se llevé a cabo por 5 hrs. a 42 600 rpm en un rotor Beckman SW50 a 4°C. Los
gradientes se colectaron en fracciones de 200 ul v se ensayaron por; indice de refraccion, y
radioactividad acido precipitable. Las densidades se obtuviecron por ia medidad del indice de
refraccion (manera adecada para eliminar aparicién de absorbancia de sacarosa y glutaraldehido) en

un refractometro Bausch & Lomb (USA).
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RESULTADOS

Proteinas virales asociadas a poliribosomas en células HeLa infectadas con el virus de la
poliomielitis

Con el fin de explorar la asociacion de proteinas de la capside denivadas del virion (PDV) a
componentes virales intracelulares, se decidi6 analizar el destino de entrada de las proteinas
estructurales del virus. Para abordar nuestro objetivo, se procedié en primera instancia a la
preparacién de virus de la poliomielitis (poliovirus) altamente purificados y marcados en su
proteina estructural con metionina-S> (seccion de Métodos). Se comprobo su pureza, mediante
geles de poliacrilamida-SDS (Figs. 2A y 2B), microscopia electronica (Figs. 2C), reacciones
inmunolégicas con anticuerpos policlonales dirigidos contra tres de las proteinas estrucutrales del
virus, para su analisis posterior en geles (Fig. 3) v finalmente, la titulacion de los mismos por la
técnica de JFP.

Una vez obtenidos los virus purificados y radioactivos, éstos fueron adsorbidos a cultivos en
suspension de células HeLa S (con una relacion aproximada de 2.7 X107 / 4 X10° células) por 45
min a 15 °C. Posteriormente se permitié la penetracion del virus, mediante la incubacion del
cultivo infectado a la temperatura de 37°C (tiempo “cero” de infeccion), como se describe en
Métodos. Debido a la baja actividad especifica (cpm/UFP) del virus radioactivo, la infeccion se
realizo a una m.d.i. de 500 UFP/célula.

Para seguir la penetracion y estabilidad de las proteinas derivadas del virion (PDV) durante la
infeccién fue necesario realizar dos clases de experimentos. El primero consisti¢ en determinar las
proteinas radiocactivas mediante la toma de alicuotas (0.25 X10° células por duplicado) del cultivo
de células HeLa infectadas con los virus radioactivos, a diferentes tiempos después de la infeccién,
cuantificando el total de radioactividad acido-insoluble en la pastilla celular (Fig. 4A). En segundo

término se decidié analizar a los tiempos “cero” y 180 min post-infeccién (p.i.} los extractos

S0



citoplasmaticos postnucleares de alicuotas del cultivo y someterlos a electroforesis en geles de

pohacrilamida-SDS (Figs. 4B y 40).

Haciendo un breve resumen de los resultados obtenidos de la figura 4, se puede concluir lo
siguiente: hasta las tres horas p.i. mas det 90% de la proteina radioactiva adsorbida actiia como
proteina acido-insoluble, y ésto se demuestra de acuedo al patron esperado de las proteinas de la
capside VP1, VP2 v VP3 de las figuras 4B y 4C. Esta es una evidencia de que las particulas virales
fueron adsorbidas a las células. Bajo nuestras condiciones experimentales, solo del 1 al 1.5% del
total de la proteina radioactiva llego a asociarse a la célula después del periodo de adsorcion de 45
min a 15 °C, dado que al ser incubado el cultivo celular infectado a la temperatura de 37 °C, las
PDV radioactivas unidas a la pastilla celular, no fueron liberadas aun después de varios lavados.
Bajo las condiciones experimentales empleadas cabe mencionar que no pudieron ser detectadas las

proteinas VP4 v VPg; en esta ultima no hay residuos de metionina en la molécula,

Para estudiar la aparicién de la PDV en subparticulas virales se efectué un analisis por gradientes
discontinuos de densidad en sacarosa (Seccidén de Métodos). La metodologia que se empleo en
estos expertnentos permitio evitar una degradaciéon importante del ARN localizado en las
preparaciones. asi como el facilitar la separacion de los diversos componentes virales intracelulares
encontrados durante la infeccion con poliovirus. Después de los 180 min de la infeccion a 37 °C
con los virus radioactivos, las células se lavaron con una soluciéon amortiguadora de fosfatos (PBS),
y se continu6 con un segundo lavado con el amortiguador “polis”. Inmediatamente después fueron
sometidas a un fraccionamiento por gradiente discontinuo de sacarosa-RSB en presencia de
magnesio, para prevenir la disociacion de polisomas. Durante la centrifugacion las células fueron

rotas con los detergentes DOC/Brij-58 colocados en la solucion de sacarosa al 10%, localizada en
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la parte superior del gradiente. El DOC contenido en el gradiente (0.5%) da lugar a la disociacion
de estructuras virales grandes (polisomas virales especificos y complejo de replicacion “CR”),
atrapadas en material de membrana. La figura 5 muestra el perfil de sedimentacion del lisado de
células infectadas radioactivas, después de su centrifugacion en presencia de detergente. La grafica
revela que la adsorcidn de las PDV marcadas con metionina-S** se localizan en dos fracciones
importantes: una fraccion heterogénea de bajo coeficiente de sedimentacion (FL), la cual migra por
arriba de la posicién de los virus nativos, (aproximadamente un 52% del total de radioactividad
acido-insoluble colocada sobre el gradiente) y, la segunda, compuesta de un material de
sedimentacion rapido {equivalente a las fracciones 35-38 del gradiente), abarcando el 45 %
aproximado del total de las PDV-radioactivas, a la que se le denomind como fraccion pesada (FP)

(Fig. 5).

Realizando experimentos de doble marca se pudo establecer, que la FP estaba compuesta de
ribonucleoproteina (s) (RNP). Para ésto, se trabajaron células HeLa infectadas con poliovirus y
células HeLa control y a las 2 hrs p.i. fueron suplementadas con metionina-S** y uridina-H®,
después de 60 min de incubacidn en presencia de los isotopos radicactivos, ambos cultivos se
sujetaron a las mismas condiciones de analisis a través de gradientes discontinuos de sacarosa. La
figura 6, indica que la radioactividad incorporada a las RNP, comigra hacia la region de
sedimentacion rapida conocida como FP, y, que sélo se detecta en células HeLa infectadas con

poliovirus (Figura 6A)

I.a pregunta que surgio entonces, fue saber si la acumulacién de las PDV-radioactivas en la FP eran
dependientes de 1a penetracion y/o modificacion del virus. Para esto se realizé un experimento que

consistid en transladar la infeccion a células Hela con poliovirus, a baja temperatura, dado el
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antecedente de que la infeccidn viral es un evento dependiente de la misma. De tal manera que el
progreso de la infeccion s¢ siguié por la incorporacion de metionina-S* y, de manera paralela a las
temperaturas de 15 y 37 °C. Las células Hela fueron infectadas con virus radioactivos (como se
especifica en la figura 5), v pasado el tiempo de la adsorcion de 43 min, éstas se colocaron a la
temperatura de 15 °C, finalizados los 180 min de infeccion requendos, sc procedié a analizar el
cultivo, bajo las mismas condiciones de fraccionamiento por gradientes de sacarosa. Hay que hacer
notar que no se detectaron PDV ni en la region heterogénea FL, ni en la region de sedimentacién
rapida FP. Estos resultados muestran y apoyan evidencias previas que demuestran que la llamada
“reaccion modificadora” mediada por la membrana plasmatica durante la infeccion, ocurre solo a la
temperatura de 37 °C, y ademas sugieren que esta posible modificacion de los virus y/o su

penetracion, son necesarios para la deteccion de las PDV en la zona de sedimentacién rapida o FP.

Esta bien fundamentado en la literatura que cuando células permisivas con virus marcados son
incubados a 37 °C, los virus pierden una de sus proteinas de capside, la proteina VP4 o bien la Pla
de acuerdo a la nomenclatura L434, Esta es la causa por la que en un gradiente de sedimentacién, el
virion sedimente mas lentamente, y de manera mas heterogénea que los virus intactos (ver figura

5).

El papel de las proteinas de capside virales, en la sintesis de proteinas de células infectadas, ha sido
reportado. La unidn de proteinas de capside a subunidades ribosomales fue descrito en células
infectadas con Alfavirus v Picormavirus (Huang y Baltimore 1970). Una posible consecuencia de la
asociacion de proteinas de capside a subunidades nbosomales puede traer como resultado, la
interferencia especifica entre los ARNm del hospedero dentro del complejo de iniciacién 30 S. Esto

ultimo ya habia sido propuesto en células Hela infectadas con poliovirus  (Baltimore y Huang
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1968), y con virus SFV (Semliki Forest Virus) (Bolognesi D. 1974). Por lo tanto, si en los
experimentos realizados, las PDV encontradas c¢n células Hela infectadas. gjercian un efecto
inhibitorio en la sintesis de proteinas del hospedero, sc hizo ¢l planteamiento de la posible union de
las PDV a las subunidades nbosomales acumulandose tempranamente en la infeccion. Para
investigar la presencia de las PDV radioactivas en las subunidades 40 v 60 §, se decidi6 analizar la
fraccion de sedimentacion heterogénea o ligera (FL), que se aislo a las 3 hrs p.i. mediante un
bandeo isopicnico (Figura 9 ). En una prnimcra instancia esta marca radioactiva habia
correspondido al de las proteinas estructurales del virus con el que se habia realizado la infeccion a
las células Hela. La FL fue analizada por bandeo isopicnico siguiendo ¢l procedimiento descrito
en Métodos, donde se separan por densidad de flotacion los grandes complejos nbonucleoproteicos
de citoplasmas de células Hela infecatadas con poliovirus. En resumen, la porcién de la FL-
radioactiva proveniente del gradiente de sacarosa mostrado en la figura 5, fue aislado, fijade y
sujeto a una sedimentacién por equilibrio en gradientes preformados de CsCl a una concentracion
del 25 al 53 %. El andlisis mostro la deteccion de tres componentes radioactivos (Figura 9)
equivalentes a las densidades de: 1.4, 1.54 y 1.59, que correspondieron respectivamente para el 38,
19 vy 41 % de la radioactividad total en la fraccion. La densidad de flotacion de estas particulas
implica, que la FL obtenida de células infectadas, mantenida a 37 °C, con su respectivo pertodo de
adsorcién de 45 min a ta. (aproximadamente 135 °C), contiene complejos subvirales de
nbonucleoproteina, y que son compatibles con los intermediarios del virus de la poliomielitis
durante la infeccion. Por ejemplo, €l componente que corresponde a la densidad de 1.4, que
contiene un procentaje mayuor de radioactividad, es idéntico al complejo proteina-ARN 35 §
(RNPv), con un cocficiente de sedimentacion de alrededor de 80 S v que ha sido descrito con
anterioridad en ¢l citoplasma de células HeLa infectadas con poliovirus. Esta RNPv se ha sugendo

como posible candidato del precursor polisomal viral. Los componente que corresponden a las
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densidades de 1.54 v 1.59 pueden representar a los RNPv (80S) con un tnico ribosoma unido a
ésta, o a un ARNv acomplejado con proteinas de la capside. Sin embargo no se puede descartar la
presencia de algunos otros intermediarios del virion que se forman durante la penetracion y/o
desnudamiento. Es de especial interés, decir, que en los resultados obtenidos de los experimentos,
no se detecta radioactividad (PDV, metionina-$35), en las densidades reportadas para las
subunidades 40 S (1.49 g/cc) o para 1a 60 S (1.57 g/cc0. ni en el complejo de replicacion (CR) de

poliovirus (.44 g/cc).

Acumulacién de las PDV-metionina §* en la fraccién de sedimentacion rapida (FP) durante
la infeccién con poliovirus, y paralelamente, su inhibicién en presencia de cicloheximida.

Para relacionar la acumulacion de las proteinas derivadas del virién (PDV) radioactivas, durante el
ticmpo de la infeccion, se decidid realizar experimentos de cinética para determinar la aparicion de
estas proteinas ¢n las fracciones subcelulares. Se infectaron células HeLa con virus radioactivos
purificados, a la temperatura de 37 °C, y a diferentes tiempos de la infeccion, alicuotas del cultivo
se analizaron por gradientes discontinuos de sacarosa en presencia de detergentes {véa Métodos).
Los perfiles de radioactividad obtenidos, se muestran en la Figura 11, donde nuevamente se
observa, que posterior al tiempo de adsorcién a t.a. {aprox. 15 °C), la mayor parte de la marca, si no
toda se recupera en una fraccion unica de sedimentacion cercano al 150 S (Fig. 11 A). Para el
tiempo 60 min post-infeccion {Fig. 11 B), se hace evidente la aparicién de un segundo “pico
radioactivo en la posicion donde migra la FP (24% del toral de la radioactividad); dicho porcentaje
se incrementd conforme la infeccion transcurrio (45 % alrededor de las tres horas p.i.). Cabe
mencionar que la radioactividad ensayada para los diferentes tiempos de la infeccion, fué
estandarizada sobre cada uno de los gradientes. Esta cuantificacion se haya resumida en la Figura

11 D. La cinética obteruda en estos experimentos, evidencian que conforme transcurre la infeccion
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la acumulacién de PDV en la FP se va incrementando lincalmente a la disminucion del material en
FL. Para hacer la comparacion, sc¢ incluyen los datos obtenidos de la distribucion de las PDV-
radioactivas durante la infeccion a 15 °C . Las graficas son consistentes, sugiriendo que la FL es la
precursora de la FP.

Un experimento importante que también debe ser tomado en cuenta, ¢s precisamente la cinética de
la sintesis de proteina en células HelLa infectadas con el virus de Ia poliomielitis, y que es
dependiente tanto de la multiplicidad de infeccion, de la linea celular trabajada, asi como de 1a cepa
de virus que se utiliza. Para hacer una relacion de la acumulacidon de las PDV marcadas con
metionina-S* en las fracciones subcelulares, fue preciso estandarizar, la cinética de sintesis de
protcina bajo las condiciones experimentales del laboratorio. Para cumplir este objetivo se
realizaron los siguientes experimento. El primero consistio en utilizar células “control” (mock) y
células infectadas y, a distintos tiempos de la infeccion, alicuotas de ambos cultivos se
suplementaron con metionina-S$*, durante un periodo de 5 minutos, seguida de la adicién de un
exceso de metionina no radioactiva (experimento de pulso). El resultado de este ensayo demuestra
el patron obtenido de la sintesis de proteinas de las células control, asi como el “apagamiento” de
las mismas al ser infectadas con ¢l virus (Fig. 13). También permitié observar la iniciacion de la

sintesis virus-especifica a partir de los 90 min. p.i.

En segundo término se decidi6 analizar la sintesis de ARNv conjuntamente con ¢l de la sintesis de
proteinas. Células Hel.a infectadas fueron suplementadas con metionina-S*. v Uridina-H® después
de las 2 horas p.i. a 37 °C (experimento de “marca continua”). La Figura 13 muestra que después
del “periodo de eclipse” de 2 horas, existié un periodo exponencial de sintesis de proteina viral,
precedido ligeramente, de la sintesis de ARNv. En esta Figura también se relaciona ¢l dato sobre la

acumulacion de las PDV-metionina-$** en funcién del tiempo, demostrando la estrecha
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correspondencia entre la asociacion de estas PDV a fracciones subcelulares de sedimentacion

rapida y la replicacion viral.

Esta bien establecido el efecto inhibitorio de la sintesis de proteinas por cicloheximida. Con el fin
de investigar ¢l efecto de la droga sobre la aparicion de las PDV en la FP se infectaron células con
los virus radioactivos en presencia de cicloheximida (75 ug/ml). A las 3 horas p.i., las células se
colectaron para cuantificar la FP-radioactiva. En la Figura 12 se describe la inhibicion en la
sintesis de las proteinas, y la cantidad obtenida de las PDV en la FP tratadas con cicloheximida.
Solamente del 10 al 15 % de las PDV absorvidas se recobraron en este material de sedimentacién
rapida, del total del 45 % obtenido, cuando las células HeLa fueron infectadas en ausencia de la

droga. Este resultado demuestra que cicloheximnida, previene de manera marcada, la aparicion de

las PDV radioactivas en la FP,

Caracterizacién de componentes en la FP

Para identificar de manera adecuada los componentes radioactivos en la FP, fue necesario
compararlos respecto a los del poliovirion maduro, por medio del patrén obtenido a través de geles
de poliacrilamida al 10 %-SDS (ver Métodos). En la figura 8, pueden observarse las proteinas

mayoritartas del virion: VP1, VP2 y VP3 obtenidas en partir de Ia FP.

Por otro lado, se sabe que la lisis celular en presencia de dexosicolato de sodio (DOC-Na) libera los
componentes virales asociados a membranas celulares (polisomas v CR). Con respecto al CR de
poliovirus, este es separado en una fraccidn mayoritaria, un CR pequeiio y otro mavor con un
coeficiente de sedimentacion de 70 y 150 S respectivamente, ademas del polisoma viral localizado

en la fraccidn correspondiente a 300 S (Figura 8). Asi mismo, la FP obtenida a partir de la
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infeccién a las células HeLa con poliovirus en la presencia de precursores radicactivos como
metionina y uridina muestran, a las 2.5 horas p.i. la presencia de una ribonucleoproteina subviral-
metionina S*. Esta RNPv demuestra la clasica disociabilidad de un complejo ribosoma-ARN al
incubarlo en presencia de 20 mM de EDTA o con 1 mM de puromicina.

Otro de los experimentos realizados para caracterizar los componentes localizados en la FP, fue
analizar el comportamineto de las PDV-radioactivas cuando se trabajan en condiciones que
destruian los complejos ribosoma-ARN. Para esto, una alicuota de la FP radioactiva (obtenida de
las fracciones 36-38 de los gradientes de sacarosa descritos en la Figura 5, fue incubada en una
mezcla de las ribonucleasas A y T2 bajo condiciones que degradaban completamente e] ARN de
cadena sencilla (50 mM de acetato de sodio, pH 5.0). Después de la incubacién de la FP tratada y
no tratada con las enzimas, se analizd bajo las mismas condiciones por gradiene de sacarosa, que
solo vari6 por la ausencia de los detergentes DOC y Brij-58. Por un lado, mientras que la muestra
no tratada fue localizada en la misma fraccion de sedimentacion rapida, correspondiente a la FP
(Figura 6), aproximadamente ¢l 70 % de la proteina radicactiva de la FP tratada con las Rnasas
aparecio en el tope del gradiente (Figura 7). Por otro lado cuando la FP se expuso en condiciones
de pH y sales que degradan el ARN de doble cadena (ARNdc) el 69 % de la radioactividad acido-
insoluble del total utilizado, permanecié concentrada en la region denominada FP (datos no
mostrados).

Ya ha sido reportada la densidad obtenida para el caso del complejo denominado RNPv en el
citoplasma de céluals HeLa durante su infeccién con poliovirus, por lo tanto, una manera adecuada
de definir claramente al componente conocido como FP fue precisamente, su analisis a través de
gradientes de cloruro de cesio, tal como esta descrito en la figura 8. De manera concisa, se aislo la
FP-radicactiva de gradientes de sacarosa como se muestra en la figura 5 y posteriormente, se

analizé mediante sedimentacion al equilibrio en gradienes preformados de CsCl del 25 % al 53 %,
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con una previa fijacién de la fraccion con glutaraldehido antes de ser colocada sobre los gradientes.
Los productos obtenidos de la centrifugacion fueron 3 especies radioactivas distintas que mostraron
densidades de 1.54, 1.5 y 1.44 g/ce, no detectandose esta misma a la densidad de 1.34 g/cc (virion)
(Figs. 8). Realizando un andlisis porcentual s¢ encontrd, que aproximadamente el 61 % de la
metionina-S» recobrada cn la FP correspondio a 1.54, v que de acuerdo a la densidad de
flotamiento reportada, es para el polisoma viral. Asi mismo, cuando se decidi¢ examinar la FP
incubandola en una solucion de 20 mM de EDTA, antes de su fijacién y bandeo en CsCl, la
cantidad recuperada de las PDV radioactivas en la densidad de 1.54, disminuyo desde un 61% a
menos del 5 % . Por otra parte el hecho de haber trabajdo con la presencia del DOC duante la lisis
celular y la obtencion de pequeiias cantidades de material a las densidades de 1.5 v 144, da la
pauta a creer que estas pudieran corresponder a productos de degradacién v no la contaminacion de

otras grandes estructuras virales como podria llegar a pensarse.
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DISCUSION

El proceso de infeccion de poliovirus a la célula permisiva, involucra la transmision de su genoma
del espacio extracelular hacia dentro del citosol. Este evento require su transporte a través de una o
mas barreras de membrana. Antes de penetrar a la célula, el virus se adhiere a la superficie de esta

en un proceso en que se encuentran involucrados los receptores de la membrana del hospedero (De

Fasekes S. 1948).

Aunque se tiene entendido solo parcialmente ¢l mecanismo de entrada v desnudamiento de algunos
picomavirus dentro de la célula y Ia liberacion del ARNv dentro del citoplasma (Arevalo G. S.
1983; Baltimore v Huang 1968; Baltimore y cols. 1966), y este también es el caso con el destino de
entrada de las proteinas infectantes de la capside del virus, a excepcion de los estudios realizados
por Habermehl y cols. (1973). Por lo tanto fue de gran interes, el estudiar tanto la penetraciéon como
la estabilidad de las proteinas de la capside derivadas del virion (PDV), durante la infeccién con
poliovirus en células HelLa. La manera de abordar este planteamiento, fue precisamente la
infeccion de las células a partir de virus purificados radioactivos (metionina-S*), y el aislamiento
de los diversos componentes marcados para su posterior analisis, asi como el estudio del tiempo

requerido de las PDV-metionina S*° que llegaron a asociarse a estas diferentes estructuras.

Algunos autores han mostrado que las fracciones aisladas de membranas celulares, que son
sensitivas a poltovirus, son capaces de alterar a las particulas virales “in vitro”. Esta alteracién, “in
vivo”, seria en ¢l sentido de que particulas subvirales que se producen en estas condiciones carecen
de VP (De Sena v Mandel 1977). En este wrabajo, los virus radiactivos purificados a quienes se les

permitid interactuar con las células a la temperatura de 15 °C v posteriormente un cambio a la

temperatura de 37 °C, se les detecto una cierta modificacién, con respecto a su coeficiente de
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sedimentacién (Fig. 5) y densidad de flotamiento (Fig. 8). Estas particulas modificadas durante el
proceso de la infeccién, que son resistentes al DOC, parecen ser parte de intermediarios que
intervienen durante el desnudamiento del virus y/o penetracién ya que, aunque conticnen ARN
(1.4, 1.54 y 1.59 g/cc en densidad de flotamiento en CsCl), estas estructuras son menos compactas
(por abajo de 150 8). Tal vez cstos complejos son resultantes de la perdida de material de capside,
y/o un rearreglo de la estructura basal del virus. Este resultado sugiere, que células susceptibles al
virus, son capaces de modificar al virus a través de su membrana, estos resultados son compatibles
con los reportados; sobre la asociacién de particulas virales a fracciones de membrana plasmatica,
las cuales causan, a la temperatura de 37 °C, una transicién de un estado de 150 S a otro de menor
densidad de 130 S.

Algunos reportes previos han mostrado que los detergentes DOC y Brij-38 entre otros, inhiben la
actividad “modificadora” de fracciones de células HeLa (De Sena y Torian 1980). Tal vez como

consecuencia del rompimiento de la integridad de la membrana.

En los experimentos que se realizaron para este trabajo, es probable que el complejo formado entre
el virus-membrana celular, fue roto durante el tratamiento con los detergentes, puesto que no se
detectaron componentes de baja densidad (vea las figuras Sy 8).

Basandonos e‘n los datos reportados por Joklik y Damel (1961) de que del 10 al 20 % de las
particulas virales son capaces de desarrollar infeccion sucesiva, durante la interaccion de poliovirus
a las células HeLa es probable que solo aquellas particulas que hayan sufrido el cambio

conformacional que les permita penetrar a la células v mantener su “integridad™ para poder ser

expresados en las células infectadas sean las que son capaces de continuar su ciclo replicativo.
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ESQUEMA 1. ESTRATEGIAS DE REPLICACION . CLASIFICACION PROPUESTA POR DAVID BALTIMORE
(Baltimore D. 1971. Expression of animal virus genomes. Bac. Rev. 35: 235-241)
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FIGURA 1. MAPA DE TRADUCCION Y PROCESAMIENTO POLIPEPTIDICO DE

POLIOVIRUS.

La barmra sdlida representa el ARN del virién con la proteina VPg unida covalentemente al extremo 5° terminai;

v en el extremo 3° terminal el fragmento de poly (A) (tomado y modificado de Kitamura y cols. 1981; Hanecak

v cols 1982; Semler v cols. 1983 y Rueckert v Wimmer, 1984).
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FIGURA 2 . PURIFICACION DE VIRUS RADIOACTIVOS.

Células HeLa crecidas en suspension, fueron colocadas en un medio de cultivo libre de metionina. fueron
infectadas con poliovirus tipo I (Mahoney) a2 una m.d.i. de 100 UFP. A las 2.5 horas. p.i. 10 uCi/ml de
metionina-S$35 fueron adicionadas al cultivo, v, 7 horas mds tarde. el extracto citoplasmico fué estratificado
sobre un gradiente lineal de sacarosa-RSB-Mg++ (ver Métodos). Fracciones de 1.0 ml se colectaron, y
posteriormente les fue determinada la cantidad de cpm en una base de liquido de centelleo. Las fracciones
obtenidas de la regién b (Panel A) se analizaron en un gel de poliacrilamida-SDS para electroforesis en placa
{SDS-PAGE), v se determind su contenido de proteinas (Panel B) como se expone en la Metodologia. Proteinas

de peso molecular conocido se incluyeron como marcadores.
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FIGURA 2°. MICROGRAFIA ELECTRONICA DE VIRUS RADIOACTIVOS (METIONINA-

$35), PURIFICADOS.

A) Virus ailados a partir de la fraccion b de la figura 2A. y procesados mediante tincidn negativa con acetato de
uranilo.

B) Los virus purificados a apriir de la fraccidn b, fueron preincubados con anticuerpos contra las proteinas de
capside VP1. VP2 v VP3 (como esta descrito en Métodos). v posteriormente procesados para microscopia

electronica. La barra horizontal corresponde a un diametro de 0.1 um.
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TABLA 1 Relacion de las proteinas de poliovirus.

Kitamura y cols. (1981)

NCVP 00

Pl-IA
P2-3b
P2-5b
P2-X
P3-ib
P3-9
P3-7¢
P34b
P3-2
P3-6a+
P3-6b+
VPO
VP1
VP2
VP3
VP4

Rueckert v Wimmer (1984)

L434 PM. (Kd)

247
1o Pl 97
20P2 65
2 Be 48
2¢ 38
36P3 34

3AB 11.5
3¢ 20
3d 32
3cd 72

3¢ 36.4

3d 356
1ab 37
Id 34
lb 30
lc 26
la 7

Los productos + provienen de un rompimiento altemativo de P3-2.
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FIGURA. 3. AUTORRADIOGRAFIA DE PROTEINAS ESTRUCTURALES DE VIRUS
PURIFICADOS, OBTENIDOS MEDIANTE REACCION INMUNOLOGICA CON
ANTICUERPOS MONOCLONALES CONTRA PROTEINAS ESTRUCTURALES DE

POLIOVIRUS.

Virus purificados radioactivos se desnatiralizaron en buffer Net-SDS durante 3°a 100 °C como describen
Blondel y cols (1982) (ver Maternial y Métodos), posteriormente la muesira se dividié en 3 fracciones que fueron
trabajdas con los 3 diferentes anticuerpos contra las tres de las proteinas estructurales y finalmente
inmunoprecipitadas utilizando como acarreador a la pansorbina (lisado de Staphilococcus Aureus). El carril 1)
corresponde a un control de virus completos; 2) fraccion inmunoprecipitada con ab. contra la proteina VP1; 3)

proteina VP2 inmunoprecipitada con ab contra VP2 v 4) proteina VP3 inmunoprecipitada con ab. contra VP3.
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{n
DEL VIRION, ADSORYIDAS DURANTE INFECCION.

Las células fueron infectadas con virus purificados marcados, como s¢ describe en Material ¥ Métodos. A) A
diferentes tiempos, alicuotas del cuitivo infectado fueron ensavadas para medir radioactividad acido-insoluble

total. B) Patrén de proteinas en geles PAGE-SDS a partir de células colocadas en gradientes discontimios. de

P.M. (daltonesx10™)

sacarosa-RSB, Bnij-38. DOC (Fraccion FP) obtenido a tiempo cero v C) 3 horas p.i.
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FIGURA 5. CENTRIFUGACION DE CELULAS HeLa INFECTADAS CON POLIOVIRUS
MARCADOS A TRAVES DE UN GRADIENTE DE SACAROSA PREFORMADO EN
PRESENCIA DE DOC/BRIJ 58.

0.8 X10® células HeLa fueron infectadas con virus radioactivos a una moi ce 500 UFP (con una inversign en
radioactividad de 2.5 X 10° cpm). Tres horas después las células fueron lavadas y résuspendidas en buffer
“polis” colocandose estas sobre un gradiente de sacarosa preformado que contenia 1 % DOC/Brij 58 en la parte
superior del gradiente (vea Material y Métodos). Las muestras fueron sedimentadas por 90 min a 26 000 rpm a
una temperatura de 4 °C, en un rotor Beckman SW28. Porciones de cada una de las fraciones fueron
precipitadas con acido tricloroacético (e-4), o ensavadas por densidad éptica a 260 nm (>¢. La direccion de
centrifugacion de la izquierda a derecha; la posicion del poliovirion como marcador (150 S) fue determinado en

un gradiente paraleio,
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FIGURA 6. ASOCIACION DE RNAv Y PROTEINAS EN FP DE CELULAS HeLa

- INFECTADAS CON POLIOVIRUS.

A un cultivo de células control (mock) o infectadas con poliovirus (mdi 500) con una densidad de 5 X 10°
células/ml fueron resuspendidas en un medio libre de metionina. v después de un periodo de adsorcion de 45
min. las células fueron incubadas a 37°C. A las 2.5 hrs. p.i. los cultivos fueron suplementados con uridina-H’ (5
uCi/ml) y metionina-S** (10 uCi/ml) continuandose 1a incubacién por 30 minutos mas. Los cultivos radicactivos

fueron analizados por centrifugacion en gradientes preformados DOC/Brij 58 como se describe en la figura 5.

A} Células Hela infectadas con poliovirus y B) células HeLa mock infectadas.
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FIGURA 7. SENSIBILIDAD A RIBONUCLEASAS DEL MATERIAL DE SEDIMENTACION

RAPIDA (FP).

La mezcla de las fracciones 36-38 de 1a preparacién de PDV radioactivas en FP, representado graﬁcamen‘te en la
Figura 6, se dividié en dos lotes; el primero fué probado por resistencia a ribonucleasas A + T2 (150 y 50
unidades respectivamente), incubandolo durante 30 min a 24 °C en 50 mM de acetato de amonio, pH 5.0.
Ambas muestras, incubada en ausencia de ribonucleasas {A). vy en presencia de ribonucleasas (B), fueron
recentrifugadas a través de gradientes discontinuos de sacarosa. ya antes descritos, pero omitiendo los
detergentes. Las muestras de cada fraccion se analizaron por radicactividad acido-insoluble como describen

Flores-Otero y cols. (1980).
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FIGURA 8. DENSIDAD DE FLOTACION DE PDV RADIOACTIVO ASOCIADO A

ESTRUCTURAS DE SEDIMENTACION RAPIDA EN FP.

La preparacion de PDV en FP radioactivo obtenida como se describe en la Figura 5 se fijaron con glutaraldehido
(vea Material v Métodas) y se recentrifugo al equilibrio en 25 a 53 % de CsCL centrifugado por 5 hrs. a 4 °C.
Las flechas indican la densidad de flotacién reportada para el complejo de replicacion de polio (CR) y

polisomas virales (Psy (Huang y Baltimore, 1970, Wright y Cooper, 1974).
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FIGURA 9. CARACTERIZACION DE VDP-RADIOACTIVO A TRAVES DE UNA
SEDIMENTACION LENTA DE FL.

La PDV de la FL radioactiva (unién de fracciones 11 a 19 representada en la Figura 5) fué analizada por
gradientes isopicnicos preformados de CsCl como se describe en ia Figura 8, las flechas indican la densidad

reportada de RNv (nibonucleoproteina viral 80 S), del virién y R (ribosomas 80 S unido a RNAv) (Huang y

Baltimore 1970. Wnight v Cooper 1974).
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FIGURA 10. SINTESIS DE PROTEINAS EN CELULAS HeLa INFECTADAS CON

POLIOVIRUS A UNA MOI DE 500 UFP.

Después del periodo de adsorcion de 45 min a temperatura ambiente, el cultivo infectado con polio en medio de
cultivo, libre de metionina fué suplementado con 2 % de suero fetal de temera dializado y 1 % de glutamina ¢
incubado a 37 °C. A diferentes tiempos de infeccion, se tomaron alicuotas del cultivo, que fueron suplementadas
con metionina-S* (2-5 uCi/ml) por 5 minutos seguidos por un exceso de metionina fria (experimento de pulso).
{ ) células infectadas; ( ) células control. B) a las 2 horas post infeccién la mitad del cultivo de células
HeLa infectadas fue marcado con una mezcla de metionina-S** (10 uCi/mi) y uridina-H’ (5 uCi/ml} y muestras
de éste se ensayaron por radioactividad 4cido-insoluble a diferentes tiempos (experimento de marca continua)

como describen Flores-Otero y cols (1982).
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FIGURA 11. CINETICA DE ACUMULACION DE PDV RADIACTIVA A DIFERENTES
TIEMPOS DESPUES DE LA INFECCION EN LA FP.

Un total de 3.2X 10° células fueron infectadas sincronicamente con virus purificados, marcados con metionina-
$¥ auna m.d.i. de 500 pfu (1 X107 cpm totales). A diferentes tiempos de infeccién, cero (A), 60 min (B) y 120
min (C), alicuotas de 0.8 X 10° células se analizaron en gradientes discontinuos de sacarosa como se describio
en laFi g.‘% EQ). La cantidad de radioactividad detectada en la FL y FP a diferentes tiempos después de infeccion
(incluyendo el dato de 3 horas p.i. graficado en la figura 5), fué medido y normalizado a el por ciento del total de

radicactividad 4cido-insoluble colocada sobré los gradientes.
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FIGURA 12. EFECTO DE LA CICLOHEXIMIDA SOBRE LA ASOCIACION DE PDV
RADIOACTIVA A RNA DE CADENA SENCILLA DE LOS POLISOMAS CONTENIDOS EN

FP.

0.8 X 10° células fueron infectadas con virus radioactivos purificados con una mdi de 500 (2Xi0° cpm de
entrada de radioactividad). Después de 45 min de adsorcion, las células que fueron infeciadas sincronicamente,
se¢ suplementaron con 2 % de suero fetal de termera dializado, glutamina v cicloheximida 75 (ug/ml), la infeccién
s¢ llevd entonces 2 37 °C continuandose Ia incubacion hasta las 3 horas. A éste iempo, las células se procesaron
hasta la obtencion de la FP radiactiva como se describe en la figura 4. la FP fué incubada en presencia de una
mezcla de Rnasas A v T2 en 50 mM acetato de amonie, como se explica en le pie de la figura 7. Después de 30
min de incubacién la muestra fué recentrifugada en un gradiente discontinio de sacarosa, las fracciones fueron

analizadas por radicactividad 4cido-insoluble.
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FIGURA 13. RESUMEN DE LOS PATRONES OBTENIDOS DEL APAGAMIENTO DE LA
SINTESIS DE PROTEINAS DEL HUESPED, DE LA SINTESIS DE RNA Y PROTEINA
VIRAL Y DE LA ACUMULACION DE LA PDV EN LA FP CONTENIENDO POLISOMAS
VIRALES.

Los datos fueron obtenidos y sumarizidos de las figura 10y 11,
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