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1. INTRODUCCION

En la consideracidén de un virus hemos de tener presentes
dos conceptos fundamentales, el de la simplicidad y la &co-
nomfa. Los virus representan los seres vivos mas ;imples que
conocemos,algunos de ellos codifican para un nidmero muy redu
cido de genes, encontridndonos inciuso en el caso de los picor
navirus con el hecho de que el genoma viral codifica para un
Gnico gen monocistrdnico; mas adn, al ser este genoma RNA de
sentido positivo, es a su vez el dnico RNA mensajero que el
virus posee. A pesar de esta simplicidad éenémica los virus
son tremendamente efectivos en todos los procesos de su ci-
clo vital y por lo tanto en su reproduccidén. Con la simple
expresion de uno o muy pocos genes son capaces de inducir pro
fundas modificaciones en el metabolismo de las células que in
fectan. En algunos casos la infeccidén viral va a inducir la
transformacidén y proliferacidén celular (virus oncogénicos),
mientras que en otros casos, la expresion del genoma viral es
capaz de interferir con gran nimero de funciones celulares, que

conducirdn finalmente a la muerte celular (virus liticos).

Un echo observado prdcticamente desde los comienzos de la
Virologia fué, que los virus liticos son capaces de inducir pro
fundas alteraciones morfoldgicas y biogquimicas en la célula hues
ped (1) inhibiendo la sintesis de macromolécﬁlas celular y hacien
do que la célula infectada tome un aspecto redondeado y se despren
da del soporte sélido al que estd fijada (2). A estas alteraciones
se las conoce con el nombre genérico de efecto citopdtico, estando
muy extendido en el mundo viral, ya que se observa tanto en bacte-
ri6fagos, como en pricticamente todas las familias de virus anima-

les que conocemos (3).
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A pesar de haberse conocido y estudiado este fendmeno du-
rante largo tiempo, permanecen aidn inexplicadas las bases mole
culares por las que un virus es capaz de interferir en toda
una serie de funciones celulares de manera paralela. El objeto
de nuestro t}abajo se centré primeramente en el estudio del efec
to que tiene la infeccidn viral en la sintesis de proteinas de
la célula huesped. Teniendo en cuenta la definicién de efecto cj
topitico antes citada, se comprende que el estudio de la inhibi-
cién de la traduccidén producida por la infeccién viral, entra
dentro del capitulo mds amplio comprendido por el efecto citopd

tico.

2. RESULTADOS Y DISCUSION

2.1. El modelo de la modificacién de la membrana

Recientemente hemos revisado los modelos hasta ahora propues-
tos para la explicacién del fendmeno de la parada de la sintesis
de proteinas (4). Vamos a pasar ahora directamente a exponer los
puntos fundamentales del modelo de trabajo que nosotros hemos

considerado (ver Fig. 1):

(a) Primeramente supusimos que la infeccidn viral es capaz de
interferir con la membrana plasmatica, produciendo una serie de
modificaciones no sélo en las funciones que la membrana lleva a
cabo directamente, sino también en todas aquellas funciones ce-
lulares dependientes directa o indirectameﬁte de la integridad

funcional de la membrana.

(b) Como consecuencia de esta interferencia el gradiente de
iones monovalentes que la membrana mantiene, se veria alterado,
de tal manera que los iones sodio pasarian hacia el interior del
citoplasma celular, mientras que los iones potasio saldrian ha-

cia el exterior.



(c) Postulamos que este incremento progresivo de los iones

en el citoplasma tendria un efecto diferencial sobre la sinte

sis de proteinas celulares y virales. Haciendo que la traduc-
cién de los mRNAs celulares se inhiba, mientras que la sintesis

de proteinas virales se llevard a cabo en condiciones dptimas.

(d) La insercién progresiva de proteinas virales en la mem
brana celular seria la responsable no s6lo de la inhibicidn de
la sfntesis de proteinas, sino también del efecto citopatico en

general, siendo finalmente la causa de la muerte celular.

Este modelo tal 'y cﬁmo queda enunciado estd de acuerdo con
toda la evidencia experimental anterior, ya que al proponer que
es una proteina viral la responsable indirecta de la inhibicién
de la sintesis de proteinas, estd en correlacién con el hecho
de que se necesite expresién viral cuando se utilizan bajas mul
tiplicidades de infeccidn. Mientras que, si utilizamos alta Ml
y por lo tanto afadimos un gran nimero de proteinas virales por
célula, entonces no se necesita sintesis nueva de proteinas pa-
ra conseguir el efecto citopdtico. Ademds, recientemente se
han encontrado mutantes de poliovirus incapaces de llevar a ca
bo la inhibicién de la sintesis de proteinas, estos mutantes
mapean en la reqgidén del genoms que codifica para las proteinas
estructurales (4). Por otra parte, los sistemas $-30 obtenidos
de células normales o células infectadas por picornavirus, son
igualmente activos en su capacidad para traducir mRNAs celula-
res o virales (5,6). Este hecho indica que la especificidad ob

servada in vivo desaparece al romper las células y ademis esta

en contradiccidn con la posible existencia en las células infec
tadas de un inhibidor macromolecular especifico de la sintesis

de proteinas celulares.
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Sin embargo, para soportar el modelo expuesto deberfan de

cumplirse al menos, los siguientes hechos:

(a) E1 incremento iGnico ha de afectar diferencialmente la

traduccidn de los mRNAs celulares y virales.

(b) Tiene que haber un momento en la infeccidn viral, en el
cua! la membrana celular se modifique.

(c) Después de esta modificacidn, el potasio intracelular
ha de salir al exterior celular, mientras que la concentracidn

de sodio en el citoplasma ha de incrementarse progresivamente.

2.2. Efecto del incremento i6nico sobre la sintesis de pro-

teinas virales y celulares

El primer punto que quisimos probar fué el efecto que ten-

drfa la adicién de sodio a un sistema in vitro de traduccidn

de mRNAs celulares y virales. Para ello utilizamos un sistema
$S-30 desarrollado de células asciticas, al que afadimos bien

RNA del virus de la encefalomiocarditis (EMC) o mRNAs celulares.
Segin puede observarse en la Figura 2 la ad%cién de cloruro sé&-
dico produce una clara inhibicién en la sintesis de protefinas
celulares, mientras que la traduccién del mRNA viral se vié cla
ramente estimulada. Queremos sefialar el hecho de que la sintesis
m3xima de proteinas virales se da en condiciones idnicas en las
cuales la traduccidn de los mRNAs celulares estd profundamente
inhibida.

El paso siguiente consistié en averiguar si este efecto dife
rencial observado in vitro era especifico del NaCl o si lo que
realmente importa es un incremento en la concentracidn idnica.
La Figura 3 indica que esto Gltimo es quizids lo que ocurre, ya
que el NaCl puede sustituirse por KC1. En la Figura 4 mostramos
qde este efecto no es especifico para el RNA del wvirus EMC, sino

que también se observa con el RNA del virus de la polio. En este



experimento mostramos ademds como el andlisis de los productos
sintetizados corresponden con los que normalmente se producen

en respuesta a la adicién del RNA de un picornavirus (7,8).

Se sabe qde la inhibicidn de la sintesis de proteinas celu-
lares después de la infeccidn viral ocurre a nivel de la inicia
cién (9). Asi pués, quisimos estudiar si el efecto diferencial

observado in vitro, ejercido por los iones monovalentes se daba

a nivel de la iniciacién de la traduccidn. Para ello utilizamos
el ensayo de la esparsomicina que ya ha sido descrito (10). En

ta Figura 5 podemos observar como la adicién de NaCl a este sis
tema, sigue ejerciendo la misma discriminacién entre la inicia-
cion de mRNAs celulares o virales, cuando medimos Gnicamente la

formacién de dipéptido o de tripéptido.

Después de haber realizado estos experimentos in vitro, nos
preguntamos, qué efecto produciria el incremento de iones mono
valentes en condiciones mas fisiol6gicas. Con este propdsito,
analizamos la sintesis de proteinas a distintos tiempos después
de la infeccidn en células 3T6 infectadas con virus EMC en pre-
sencia de medio normal, hipotdénico o hipertdnico. La Figura 6
muestra como a partir de la cuarta hora después de la infeccidn
comienza a observarse la sintesis de proteinas virales en presen
cia de medio de cultivo normal. En condiciones hipertdnicas la
supresion de la sintesis de proteinas celulares ocurre mids rapi
da y claramente, mientras que en condiciones hipotdonicas no ob-
servamos la aparicidén de proteinas virales, incluso después de

ocho horas de infeccién.

La conclusidén que sacamos de estos experimentos es que las
condiciones i6nicas afectan diferencialmente la sintesis de pro

teifnas virales y celulares, tanto in vivo como in vitro.
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Si consideramos que la concentracidn de iones sodio en el
medio de cultivo es de 150 mM, mientras que la concentracidn
efectiva de iones potasio en el citoplasma celular es de 80
mM y considerando ademds, que en un momento dado de la infec-
cién la membfana plasmdtica comienza a dejar pasar iones libre
mente, el incremento de sodio mds potasio en el citoplasma se-
guirifa la curva indicada en la Figura 7. Esto produciria una
clara inhibicién sobre la sintesis de proteinas celulares mien
tras que la sintesis de proteinas virales se veria estimulada
durante cierto tiempo después de la modificacidn de la membrana,
pasando a ser inhibida posteriormente, esta inhibicidn se ejer-
ceria sobre la iniciacidn haciendo que los ribcsomas terminasen
la lectura del RNA viral, este acabaria desnudo y preparado pa-
ra comenzar los procesos de morfogénesis virales. Estas curvas
naturalmente, serfan distintas en presencia de un medio hiper-

ténico.

2.3. Alteraciones de la membrana producidas después de la

infeccidn viral

El segundo punto que quisimos analizar consistid en saber si
en algdn momento determinado en la infeccidn viral, la membrana
plasmitica sufre realmente cambios funcionales. Para ello anatli

86Rb

zamos la capacidad de las células para retener (un andlogo
de potasio), a distintos tiempos después de la infeccién. La Fi-
gura 3 muestra como a partir de la cuarta hora después de la in-
feccidn las células comienzan a dejar pasar libremente 86Rb Y po
siblemente otros iones monovalentes. Este efecto s6lo ocurrid
en las célutas infectadas con virus EMC. Ademids hemos de hacer

notar que es en este momento cuando comenzamos a observar la sin

tesis de protefnas virales (ver Fig. 6).
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de lfones sodio mis potasio después de que la membrana se averie
y efecto en la sfntesis de proteinas viral o celular. Se consi~-

deran también los cambios que ocurrirfan en presencia de un mc-

dio hipertdnico (sTmbolos vacios).
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También hemos observado que en este momento después de la
infeccion las células no sdlo dejan pasar libremente iones,
sino también otras moléculas de mayor tamado. Asi, el pool
de aminodcidos comienza a disminuir a partir del mismo momen-
to en que la membrana deja pasar iones {resultados no mostra
dos). Lo mismo sucede con el pool de nucledtidos (Fig. 9).
Estos experimentos estdn de acuerdo con los resultados encon

trados por otros investigadores (11,12).

En conexidén con el tercer punto que habiamos enumerado en
el apartado 2.1., recientemente se han publicado las medidag
directas de la concentracidn de iones sodio y potasio en células
infectadas por mengo virus {12) (un cariovirus, al igual que el
virus EMC). Estos resultados estan en perfecto acuerdo con la

teorfa por nosotros formulada anteriormente (13,14).

La conclusién de estos experimentos es que la membrana plas
mitica se modifica de tal manera que deja pasar no sélo iones,

sino también otros compuestos de bajo peso molecular.

2.4, El uso de inhibidores impermeables como prueba para

medir la modificacion de la membrana

Una técnica muy extendida entre los virélogos y bidlogos
celulares ha sido el uso de colorantes impermeables como indi-
cacién de la muerte celular. De hecho, se supone que si una
célula es capaz de teiiirse por uno de estos colorantes impermea
bles en un momento dado después de la infeccidén, indica que esa
célula ha muerto y todos los procesos bioquimicos en ella han
acabado ya. Esta prueba ha sido criticada recientemente al en-
contrarse que células CV1 infectadas con virus SVA0 a pesar de
tefiirse en la fase tardia de la infeccidén estdn adn funcionando

en una serie de procesos bioquimicos (15).
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Podrfamos pensar pués, que en nuestro caso concreto la
membrana plasmatica de las células 3T6 infectadas por picor-
navirus se averia en el momento en que la célula muere y to-
dos los procesos virales han acabado ya. Sin embargo, el he-
cho fundamental indicado en el modelo descrito en el apartado
2.1. era que la sintesis de proteinas virales ocurrirfa en una
célula que tiene la membrana averiada. Para analizar este he-
cho directamente pensamos que el experimento mds directo seria
el uso de un inhibidor de la sintesis de proteinas, que fuera
impermeable para las células normales. Si este inhibidor es
de bajo peso molecular, serd capaz de penetrar en las células
que tengan la membrana averiada. Observando por lo tanto, la
sintesis de qué proteinas es inhibida por este compuesto, po-
dremos deducir qué células hay sintetizando proteinas virales

y cudles poseen ademds la membrana plasmdtica modificada.

Como inhibidor impermeable pensamos usar el GppCHZp, ya que
sabemos que inhibe la sintesis de proteinas in vitro y que es
impermeable para las células normales, al ser un compuesto muy
polar. El experimento que llevamos a cabo consistid en afadir
distintas concentraciones de este compuesto en células 3Té6 ﬁoL
males y en células 3Té infectadas cbn virus EMC en un momento
después de la infeccién, en el que la sintesis de proteinas vi
rales es mdxima (ver esquema de la Fig. 10). En la Figura 11
observamos como el GppCHzp inhibié de manera altamente especi-
fica la sintesis de proteinas Unicamente en las células infecta
das. Posteriormente, comprobamos que esta inhibicidn ejercida
por el GppCHzp coﬁenzé en el momento en que observamos la aparl

cién de sintesis de proteinas virales (Fig. 12).

La conclusion que nosotros sacamos de estos experimentos
es que la sintesis de proteinas virales tiene lugar de hecho en
una célula que posee una membrana plasmitica que deja pasar |i-

bremente compuestos de bajo peso molecular.
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Virus-infected cell

Normal cell

Figura 10.Representacion esquemitica de los aconlecimientos que
ocurririan a nivel de membrana y en la sintesis de proteinas des
pués de la infeccién virica. Panel A: célula normal. Panel B:
célula infectada., En este Gltimo caso las proteinas virales se
disolverian en la membrana, originardo poros que dejarian pasar
compuestos de pequeio tamado, impermeables para las cé&lulas nor

males.
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Después de observar que existia una relacién temporal entre
la modificacién de las propiedades de permeabilidad de la mem-
brana y la iniciacién de la sintesis de proteinas virales, qui
simos saber si para @l modificacidn se necesita expresién géni
ca y si tal expresidn estd codificada por el genoma viral o el
celular. Para ello, inmediatamente después de la infeccidn tra
tamos las células con cicloheximida (un inhibidor de la sintesis
de proteinas) o con actinomicina D (un inhibidor de la sintesis
de RNA celular, pero no viral). Después de revertir la inhibi-
cién de estos compuestos, probamos la modificacién de la membra
na medida mediante el ensayo del GppCHzp. Los resultados de la
Figura 13 indican que para que la membrana se modifique necesi-
tamos que haya expresidn genética a nivel de la traduccidn.
Ademds, en favor de la idea de que es un producto viral el im-
plicado en tal modificacidén, observamos que ia actinomicina D
no tuvo efecto en la prevencidn de tal modificacidn. E1 hecho
de que exista un mRNA celular enmascarado que codifique para
la proteina implicada en la modificacidén de la membrana y cuya
traduccidn se desencadene por la infeccién viral, no queda des
cartado por los experimentos expuestos anteriormente. Sin embar
go, a nuestro juicio tal posibilidad nos parece altamente impro

bable.

El hecho de que no exista especificidad con respecto al
inhibidor impermeable utilizado, junto con el resultado indican
do que la membrana probalemente se modifica por una proteina vira
nos induce a suponer, que la base molecular de esta modificacidn
de la membrana se debe al hecho de que un tipo, o varios, de pro
teinas virales son capaces de insertarse en la membrana plasmiti
ca formando alli agrupaciones especiales, que dejarian poros de
un didmetro aproximado de 10R (16), a través de los cuales po-

drian pasar moléculas de bajo peso molecular.
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Figura 13.Efecto de la cicloheximida y la actinomicina D sobre

la permeabilidad de las células infectadas al! nvvn:nv.
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2.5. Estudios en otros sistemas virales

Después de haber comprobado en el sistema de picornavirus
toda una serie de hechos que est3dn de acuerdo con el modelo
anteriormente enunciado, quisimos extender estos estudios a
otras familias de virus (ver clasificacién en ia Figura 14).
Como primer criterio indicador de que el desarrollo de un vi
rus determinado va a inducir modificaciones funcionales en la
membrana, ensayamos el efecto in vitro que tienen los iones mo.
novalentes en la traduccidn de los mRNAs procedentes de distin
tos sistemas virales. La l6gica de estos experimentos consiste
en asumir que si la traduccidn de un mRNA determinado requiere
un 6ptimo de ién monovalente superior al 6ptimo para la traduc-
cién de los mRNAs celulares, eso podria indicar que el mRNA
indicado se traduce cuando existe una mayor concentracién de
iones en el citoplasma celular debido a las modificaciones pro

ducidas en las propiedades de la membrana.

Un sistema adecuado para probar este punto lo constituye
el virus Senliki Forest (un Togavirus). El RNA gendmico de este
virus se expresa en la etapa temprana del ciclo viral, cuando no
hay inhibicidén de la sintesis de proteinas, dando lﬁgar a las pro
teinas no estructurales. En la fase tardia de la infeccién el
mRNA subgendémico 26S comienza a sintetizar las proteinas estruc
turales del virién observidndose a la vez una inhibicidn paralela
en la sintesis de proteinas celula}es y en la traduccién del RNA
genémico 425 (ver esquema de la Figura 15). Segin nuestro modelo,
la prediccién en este caso serfa que la traduccién del mRNA 26§
tendrfa un Gptimo de iones monovalentes superior al de los mRNAs
celulares vy ;]_mRNA 42S, ya que el mRNA 265 se traduce en la cé-
lula infectada cuando hay inhibicién de la sintesis de proteinas
celular y esto serd debido a un incremento en la concentracién

idnica del citoplasma.
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Figura 14.Clasificacidén de los virus animales con respecto al mo

do en que llevan a cabo su expresidn genética (ver Ref. 3).




25

5 3
(e, 42 S RN A

.lllllllllllll'lll‘tmmm RNA

early
transiation late
translation
ns155 ns135 C(33) p62 Eq(49)
/ \ / N\ 7\
ns70 ns 86 ns 72 ns 60 E;(10) Ex(52)

Figura 15.Representacidn esquemdtica de la expresién genética
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La Figura 16 muestra como realmente existe una clara dife-
rencia entre los 6ptimos idnicos para la traduccidn de los
mRNAs 26S y 42S. Queremos destacar de nuevo, que en las con-
diciones 6ptimas para la traduccién del! mRNA 26S (100 mM KCI1)
no se da apenas sintesis de proteinas dirigida por el mRNA 425,
Una consecuencia fisiol6gica de este hecho es que el RNA gendmi
co quedaria desnudo y dispuesto para la morfogénesis viral en
el momento en que comienzan a sintetizarse las proteinas de la
cubierta del virién.

Un hecho similar al anterior se encontrd con el mRNA 16S del
virus del polioma (un Papovavirus) que codifica para la sintesis
de la proteina mayoritaria de la cubierta VP1. Este experimento
se ilustra en las Figuras 17 y 18. En este caso hemos afadido
al sistema de traduccién in vitro todos los mRNAs que existen
en el citoplasma de una célula 3Té infectada por el virus del
polioma. Es importante observar como variando simplemente la
concentracidn de KCIl en el sistema in vitro hacemos que cambie
totalmente el tipo de proteinas sintetizadas.

De manera andloga a lo anteriormente descrito ocurre en el
caso de virus con genoma RNA negativo, tales como el virus de la

estomatitis vesicular y el virus de la influenza (Fig. 19)

Después de llevar a cabo estos estudios in vitro, ensayamos
si habria cambios en las propiedades de la permeabilidad de la
membrana en células infectadas por Togavirus o Papoanirus. Para
ello utilizamos el método de los inhibidores impermeables descri-
to en el apartado anterior. Hemos observado que el GppCHzp produ
ce el efecto inhibidor selectivo en células infectadas por mengo
virus y por virus del Senliki Forest (Fig. 20). Este efecto no
se observéd en células CV1 infectadas por SV40, sin embargo, uti-
lizando otros inhibidores impermeables de sintesis de proteinas,
que son mis potentes in vitro que el GppCHzp, se ha comprobado

que incluso en este dltimo sistema hay una clara modificacidn
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as propiedades de permeabilidad de la membrana a compuestos

inhibidores.
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