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Resumenes de Congreso

| Congreso Nacional (segunda reunion) de la Rama de Bioquimica
y Biologia Molecular de Virus de la Sociedad Mexicana de
Bioguimica (Segunda Parte).*

Comité Organizador:
Alejandro Garcia- Carrancé?osa Ma. del AngeIRafaeI Rivera-Torrés

"Instituto de Investigaciones Biomeédicas de la Universidad Nacional Autonoma de I\?@memp de
Investigacion y de Estudios Avanzados del Instituto Politécnico Nacional, México, deiro de
Investigacion y de Estudios Avanzados - Irapuato del Instituto Politécnico Nacional, Guanajuato, México.

TRABAJOS LIBRES.

ESTANDARIZACION DE LA TECNICA DE RT-PCR amplificacion para PCR con oligos correspondientes para
PARA LA GENOTIPIFICACION DE MUESTRAS PO- el gen 4 y genotipos especificos. Se realizé un gel de
SITIVAS ROTAVIRUS. Puerto-Solis, M. Polanco-Marin,  poliacrilamida con tincion de nitrato de plata para
G, Valadez-Gonzéalez N, Rodriguez-Angulo E. Manza- visualizar los resultados. La amplificacién se obtuvo para
no-Cabrera, L. Gonzéalez-Losa, MR. Laboratorio de el gen 4, tipo P8 tanto para las muestras como para el
Virologia del Centro de Investigaciones Regionales “Dr. control. Por consiguiente este método es mas rapido y
Hideyo Noguchi" de la Universidad de Yucatan. Mérida, sensible si todas las condiciones de estandarizacion se
Yucatan. cumplen ya sea con los reactivos, con el tiempo de
almacenamiento de los mismos asi como de los oligos.

El grupo A de rotavirus es el principal agente de la
diarrea infecciosa aguda en el mundo y contintia causarANALISIS DEL PERFIL DE CITOCINAS TIPO Th1/
serios problemas de salud, por lo que se requiereTh2 EN PLACAS DE PEYER EN LA INFECCION POR
realizacion de una vacuna, pero para esto es neces®@TAVIRUS EN UN MODELO DE RATON. Lopez,
conocer y caracterizar las cepas que circulan en Ib8.%, Pedroza, A% Baldovinos H?, Maldonado, M.2,
diferentes epidemias a nivel mundial, por lo que se hadpez, S8, Arias, C3, Gutiérrez-X, L.2 y Esquivel, F
desarrollado técnicas mas sensibles y especificas pétya Facultad de Medicina, EUAEM, Cuernavaca,
facilitar el estudio de la epidemiologia molecular. Por Iborelos. (2) CISEI, INSP, SSA, Cuernavaca, Morelos.
gue objetivo de este trabajo fue estandarizar la técnica(@ Instituto de Biotecnologia, UNAM, Cuernavaca,
RT-PCR para la caracterizacion de cepas de rotavirus. Phfarelos.
realizar el trabajo, se procesaron dos muestras positivas y
como control la cepa Wa, se realiz6 la extraccion de dsRNA Una de las principales causas de diarrea aguda en
de rotavirus a partir de heces con fenol:cloroformo 1%nfantes es la infeccién por rotavirus, la cual en paises sub-
Posteriormente el RNA se purificé con trizol y se precipitdesarrollados puede causar hasta 1 millén de muertes anua-
con isopropanol, este proceso duré de 3 a 4 Hes. En estudios previos en el modelo murino se ha observa-
posteriormente se realiz6 la transcripcion, la la y 2 la induccion de una amplia respuesta inmune especifica

* Realizado en Guanajuato, Gto., México, del 19 al 21 de Enero de 2000.

Solicitud de sobretiros: Dr. Alejandro Garcia-Carrancé, Depto. de Biologia Molecular, Instituto de Investigaciones Biomédicas de la Universidad Nacional
Autonoma de México, Ciudad Universitaria, Apdo. Postal 70228, C.P. 04510, México, D.F., México.
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al virus, en la que para su erradicacion intervienen I& encontré que estas tres proteinas se organizan en estruc-
linfocitos T citotoxicos (Tc) y los anticuerpos IgA intesti-turas semicirculares, o similares a anillos, en asociacion
nales, los cuales también estan relacionados de manestecha con viroplasmas. Se encontré también que VP4
importante con profilaxis. Estos hallazgos sugieren la exigresenta una distribucién intracelular filamentosa. Las
tencia tanto de citocinas tipo célula T-cooperadora (Th)dbservaciones realizadas en este estudio subrayan la natu-
como Th2 en respuesta a la infeccion. Para contribuirraleza altamente organizada de la morfogénesis de los
entendimiento de la respuesta inmune en la infeccion potavirus.
rotavirus, decidimos analizar el perfil de algunas citocinas
tipo T'hl caracteristicas de la induccion de la respuessdALISIS MOLECULAR DEL GEN 10 DE CEPAS DE
inmune celular como interferén-g (INF-g) e interleucina-ROTAVIRUS HUMANO QUE NO PRESENTAN CO-
(IL-2) y de Th2 caracteristicas de la respuesta imnune RRRELACION ENTRE SEROTIPO Y ELECTROFE-
moral como IL-4 e IL10. Ratones hembras de la cepa BALBOTIPO. Melo-Munguia M, Diaz de Jesus B, Rodri-
c fueron inoculados oralmente con el rotavirus murino sijuez-Castillo A, Ramirez-Gonzalez JE, Mayén-Pimen-
vestre EDIM y a los dias 0, 2, 4, 6 y 8 posteriores a tal E y Garcia-Lozano H. Laboratorio de Rotavirus, Ins-
infeccion se extrajeron las placas de Peyer (PP). A partirtiteto Nacional de Diagndstico y Referencia Epidemio-
estos 6rganos se obtuvo el RNA total para someterlo a religicos (INDRE), México, D.F.
ciones de RT/PCR especifico para las citocinas de interés.
Asimismo, se obtuvieron muestras de heces y suero para Con base en la migracién electroforética de los
determinar la produccion de anticuerpos IgA intestinaleegmentos 10 y 11 se han definido 2 electroferotipos
asociados a una respuesta tipo Th2 y anticuerpos IgGHliferentes: a) Electroferotipos largos relacionados con el
IgG2a asociados a una respuesta Th2 y Thl respectivamesuiégrupo 11 y serotipos G1, G3, G4 y G9; b) Electroferotipos
Se encontré en PP un aumento de mRNA para INF-g drertos, donde los segmentos 10 y 11 presentan una migracion
rante el 4° y 6° dia de la infeccion y del mRNA para IL-1fas lenta y estan relacionados con el subgruperttipos
al 4° dia. También, se observo la presencia de anticuef@? y G8, El gen 10 juega un papel muy importante en los
IgA intestinales e IgG1 e IgG2a séricos rotavirus especifirecanismos de patogenicidad del virus ya que codifica para
cos a partir del 6° dia. Estos resultados sugieren que enldaproteina no estructural NSP4, que es la responsable del
PP de ratones infectados con rotavirus se producen citocirasamblaje vital, y se le ha reconocido como una posible
tanto tipo Thl como Th2, lo cual se refleja a nivel intestenterotoxina viral. El objetivo de este proyecto es analizar
nal con la produccién de IgA y a nivel sistémico con ls posibles diferencias moleculares que se presenten en el
presencia tanto de IgG1 como de IgG2a. gen 10 de cepas poco comunes de rotavirus humano en las
cuales no existe correlacion entre serotipo y electroferotipo.
LOCALIZACION RELATIVA DE LAS PROTEINAS Se propagaron las cepas prototipo: Wa-1 (serotipo G1 P1,
ESTRUCTURALES Y NO ESTRUCTURALES DE electroferotipo largo), DS-1 .(G2P2, electroferotipo corto)
LOS ROTAVIRUS EN CELULAS INFECTADAS. Es- y 69M (GS8, electroferotipo "super” corto) en células MA-
pinosa, R, Gonzalez, R, Romero, P, Lopez S, Arias C.104. Se analizé una colecciéon de 50 muestras clinicas
Instituto de Biotecnologia, UNAM Cuernavaca, Morelos. positivas a rotravirus por la técnica de electroforesis en
PAGE al 5y 10 %, Todas las muestras se tipificaron por
La replicacién de los rotavirus, cuya capside es&T-PCR para el gen de VP7 y VP4. Se seleccionaron 10
constitutida por tres capas concéntricas de proteinas, sefieiestras con electroferotipo corto y serotipo G1 (4 fueron
va a cabo eninclusiones citoplasmicas llamadas viroplasm@d. P1, 2 G1 P2, 4 G1 P3) y 5 muestras con electroferotipo
Estas inclusiones estan formadas tanto por proteinas lasgo y serotipo G2 (3 fueron G2P2y 2 G2P2). Se amplificé
tructurales (VP) como no estructurales (NSP) del virus. Lasgen 10 con los oligonucleétidos especificos (Beg 10, End
particulas subvirales, formadas por dos capas de proteirid}, obteniendo un producto de 751 pb correspondiente a la
geman desde los viroplasmas, hacia el reticulo endoplasmsecuencia completa de este gen. El producto se utilizé para
adyacente, donde se ensambla la capa mas externa del viebanalisis con enzimas de restriccion Hind Il, Sau 3A, Taq
formada por las proteinas VP4 y VP7. Utilizando doblg Pvu Il y Alu I. Se compararon los perfiles de restriccion
inmunotincién y microscopio confocal observamos que laike las cepas prototipo, observandose que existen diferencias
proteinas viroplasmicas muestran patrones diferentes atdre cada cepa, Al realizar el analisis de restriccion con
distribucién dentro del viroplasma. Las proteinas NSP2ajgunas de las muestras seleccionadas se observo que las
NSP5 ocupan espacios en el viroplasma diferentes a los gapas con electroferotipo corto G1P1 presentan un patron
ocupan VP2 y VP6. Ademas, se observo una alta co-locale restriccién similar a Wa-l mientras que las cepas con
zacién entre las proteinas virales residentes del retic@@ctroferotipo largo G2P2 presentan mayores diferencias
endoplasmico, NSP4y VP7, y la proteina citoplasmica VPdn los patrones de restriccion al ser comparadas con esta

Revista Biomédica



217

| Congreso Nacional de Bioquimica y Biologia Molecular de Virus.

misma cepa prototipo. Mayén-Pimentel E, Rodriguez-Castillo A, Diaz de Jesus
B, Ramirez-Gonzalez E, Melo-Munguia M, Garcia-Lo-
PANORAMA DE LA INFECCION POR ROTAVIRUS zano H. Laboratorio de Rotavirus del Instituto Nacional
GRUPO C EN MEXICO. Diaz de Jesls B, Melo- de Diagndstico y Referencia Epidemiol6gicos SSA.
Munguia M, Rodriguez-Castillo A, Ramirez-Gonzalez (INDRE). México, D.F.
JE, Mayén-Pimentel E, Garcia-Lozano H. Laboratorio
de Rotavirus del Instituto Nacional de Diagnéstico y Re- Las infecciones por rotavirus en neonatos inducen
ferencia Epidemiol6gicos (INDRE). México. D.F. inmunidad parcial a infecciones subsecuentes o bien dismi-
nuyen la severidad del cuadro diarreico. El panorama de la
Los rotavirus se clasifican en siete grupos (A-G)nfeccion por rotavirus en lactantes sintomaticos en nues-
Los grupos A, B y C, se han relacionado con diarreas &a pais es poco conocida, ain cuando este grupo de edad es
humanos y animales. Los rotavirus del grupo C (RGC) haaveramente afectado por éste. El objetivo de este trabajo
sido reconocidos por mas de una década como agerftgscaracterizar a los genotipos G y P de cepas de rotavirus
etioloégicos productores de la gastroenteritis aguda en peisladas de lactantes con diarrea aguda en México. Se ana-
sonas mayores de 4 afios de edad. En China y Japotizeeon 51 muestras positivas a rotavirus de lactantes (0-6
consideran un problema de salud publica, sin embargo fureses) con diarrea aguda procedentes de diferentes entida-
ra de estos paises la circulacion de este agente viral es des del pais durante 1994-1998. EI RNA viral fue extraido
nor. En México, la importancia de los RGC como agentesn fenol-cloroformo de- las heces. Se purificé con CF-11
etiolégicos en la patologia de las diarreas no ha sido estese analizé6 en PAGE al 10% tefiido con nitrato de plata
blecida por lo que es importante determinar la circulacigrara la observacién del genoma viral. Por RT-PCRese
de estos agentes virales en la poblacién mexicana. Duramteminaron los genotipos G (VP7) y P (VP4) con
el periodo de estudio (Enero 97-Junio 98) se analizaron 4@fijonucledtidos especificos. Los productos de amplifica-
muestras fecales de pacientes de 0 a 18 afios de edadcam se verificaron en geles de agarosa al 2% tefidos con
gastroenteritis aguda, procedentes de diferentes entidabdesmuro de.etidio. De un total de 51 muestras, se determi-
de la Republica Mexicana. Se realiz6 el diagnostico porii@ que la combinaciéon mas frecuente fue G1PI (21.6%),
técnica de rotaforesis y el analisis del patrén electroforétiseguida de G2P2 (5.7%) G3P1 (9.8%), G3P3 (5.9%),
(pe) caracteristico de los RGC (4-3-2-2) y RGA (4-2-3-Zp3P2 (3.9%), G1P3(3.9%) G2PI (1.9%). Se observé en
por PAGE al 10%. La confirmacién de estos grupos seenor proporcion las coinfecciones.G1+G3P1, G1P1+P2,
realizé mediante RT-PCR con oligonucleétidos especific@&lP1+P3 y G2P1+P2. Es importante destacar la presencia
de grupo A y C. El diagnéstico por rotaforesis indicé queée cepas con genotipo P3 asociados en lactantes
de 4021 muestras procesadas, 14 (0.3%) fueron positivasrdomaticos. Estos resultados son de gran interés en caso
RGC, 1896 (47.1%) a RGA y 2111 (52.5%) negativas. HEe contemplar una campafia de vacunacién contra este agen-
total de muestras fue dividido en dos grupos de acuerdo adaviral o bien para ampliar los estudios de epidemiologia
edad de los pacientes: a) menores de 4 afios b) mayoresa®kecular de la diarrea por rotavirus en nuestro pais.
afios. En el primer grupo, de 3895 muestras, 1876 (48%)
fueron grupo A y 2 (0.05%) pertenecieron a RGC. En @BTENCION DE UN PANEL DE ANTICUERPOS
segundo grupo, de 126 muestras 12 (9.5%) correspondd®NOCLONALES CONTRA LA PROTEINA NSP3
ron a RGC y 20 (15.9%) a RGA, las muestras de este UllE ROTAVIRUS. Esparza-lbarra EL, Guzman-Leén S,
mo grupo fueron procesadas por RT-PCR, confirmando Padilla-Noriega L. Depto. de Biologia Molecular, Inst.
casos a RGC, 18 a RGA, 94 negativas y 2 no confirmad&® Invest. Biomédicas, UNAM, México, D.F.
Por PAGE se determind la circulacion de tres pe de RGC, a
diferencia de lo encontrado en otros paises donde s6lo se Los rotavirus del grupo A son el principal agente
han reportado dos. Estos datos sugieren que los RGC stinldgico de gastroenteritis aguda infantil. Su genoma
genética y epidemioiégicamente diferentes a los RGAcgnsta de 11 segmentos de RNA de cadena doble, los cuales
consideramos importante establecer una vigilanc@difican, por 6 proteinas estructurales (VPIl a VP4, VP6 y
epidemioldgica para tener una panorama completo deMR7) y 6 proteinas no estructurales (NSPL a NSP6). Entre
circulacion de. los RGC en México y la realizacion de estlas proteinas no estructurales, NSP3 podria tener un papel
dios moleculares para la caracterizacién genémica de estasregular la traduccion de RNAM celulares y virales, de
virus. manera analoga al regulador celular PABP, ya que es una
proteina dimérica, capaz de unirse especificamente a la se-
DETERMINACION DE GENOTIPOS G (VP7) Y P cuencia UGACC del extremo 3' de los RNAM virales y al
(VP4) DE CEPAS DE ROTAVIRUS AISLADAS EN factor de iniciacion de traduccion elF4G. Con el fin de
LACTANTES CON DIARREA AGUDA EN MEXICO. localizar dominios inmunoreactivos de NSP3 nos propusi-
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mos producir un panel de anticuerpos monoclonales contra  La Fiebre del dengue, enfermedad ocasionada por
esta proteina. Para este fin se inmunizaron ratones coicualquiera del los 4 serotipos del virus, es transmitida al
proteina NSP3 recombinante expresada en bacteria, seld@nbre por la picadura del mosquito Aedes aegypti. El
mostré la especificidad de los sueros producidos pamosquito adquiere al virus de un individuo infectado y se
radioinmunoprecipitar esta proteina, y se produjeraronvierte en transmisor por el resto de su vida. Ya que no
hibridomas seleccionando clonas productoras de anticuerpados los tejidos de mosquito presentan la misma suscepti-
por inmunotincion de células infectadas con rotavirus. Ldmslidad a la infeccion, es posible que ésta pueda estar rela-
anticuerpos producidos se usaran para sondear regioaesada con la presencia de un receptor. A este respecto
funcionales y dominios inmunoreactivos de NSP3. Juan Salas-Benito describe que el virus del dengue se une
de manera especifica a dos glicoproteinas de 40 y 45 kDa
MANIFESTACIONES CLINICAS DE LA INFECCION presentes en la membrana de las células CGAzles
POR ROTAVIRUS Y SU RELACION CON LOS albopictus). Por tanto, decidimos analizar la presencia de
SEROTIPOS CIRCULANTES. Polanco-Marin G, Ca- ambas moléculas en los diferentes estadios del ciclo de vida
mara-Mejia J, Gonzalez-Losa M, Puerto-Solis M. Lab. del mosquitcAedes aegyptisando ensayos tipo "Westem-
De Virologia. Centro de Investigaciones Regionales, Dr. Blot". De la misma manera, analizamos por ensayos de
Hideyo Noguchi, Universidad Auténoma de Yucatan, "virus overlay binding protein assay" (VOPBA) la
Mérida, Yucatan. molécula(s) a la cual el virus se une. Los anticuerpos diri-
gidos contra la p45 de C6/36 reconocieron en extractos de
El rotavirus (RV) es el agente viral mas frecuente daroteinas totales de Huevo, Pupa, Larva, Mosquito adulto
la diarrea infecciosa aguda (DIA), representa una de l@abeza, térax y abdomen) una molécula de 45 kDa. Una
principales causas de morbi-mortalidad en paises en viaslécula con la misma migracién electroforética (45 kDa)
de desarrollo. La relacién entre serotipos y la gravedad dlee detectada por el virus del dengue 4 marcado
cuadro clinico que presentan los pacientes, es controvergiatlioactivamente mediante ensayos de VOPBA. Lo ante-
ya que existen evidencias de que la severidad de la Diiér sugiere que la molécula de 45kDa puede formar parte
dependera del serotipo circulante en ese momento, Sin atel receptor putativo para el virus en el mosquito vector
bargo hay otros estudios en los cuales no se ha podido pedes aegypti.
ner de manifiesto esta relacion. El objetivo de nuestro tra-
bajo fue determinar si existe relacion entre la severidad &XPRESION Y PURIFICACION DE LAS PROTEI-
cuadro clinico y el serotipo de RV. Se estudiaron a 92 fdAS RECOMBINANTES NS3 Y NS5 DEL VZIRUS DEL
cientes con DIA a los cuales se les realiz6 una historia diENGUE SEFfOTIPO 4. Albarran-Orta PA ', De Nova-
nica y recolecté materia fecal que fue analizada por I&@&campo MA", Del Angel-Nufiez RM. Plrograma
métodos de PAGE Y ELISA utilizando monoclonales d#dltidisciplinario de Biomedicina Molecular ~ y Depto.
grupo, subgrupo y serotipos G y P. De los 92 pacientes, d® Patologia Experimentaﬁ CINVESTAV-IPN. México,
presentaron un cuadro clinico leve, 17 muestras tuvierbnF.
RV G1P1A y dos G3 sin poderles asignar serotipo P. El
cuadro clinico moderado se presento en 70 pacientes, en 57 El virus del Dengue transmitido al humano por la
se detectdé RV G1P1A, en 11 G3, en uno G4P1A y en upitadura de la hembra del mosquiedes aegypties un
mas G1P1 B. Solamente tres pacientes requirieron hospitaus envuelto. Su genoma (RNA de cadena sencilla) codi-
lizacién en cuyas muestras fecales se determind RV G1Pfiga las proteinas estructurales (C, M, y E), asi como las
Nuestros resultados dejan en claro que la severidad deptateinas no estructurales (NSl a NS5) dentro de las cuales
DIA por RV, fue independiente de los serotipos circulantese encuentran NS3 y NS5. La proteina NS3 (68 kDa) esta
durante la epidemia de 1998 en la Cd. De Mérida, Yuc, paltamente conservada entre los flavivirus y es una proteina
lo que la presentacion del cuadro clinico que dependeratdfincional, ya que tiene funcién de proteasa y cuenta con
caracteristicas propias del huésped. dominios de unién a nucleétidos trifosfato y de helicasa. La
NS5 (103 kDa) tiene secuencias conservadas de RNA
LOCALIZACION DEL PROBABLE RECEPTOR polimerasa dependientes de RNA sugiriendo que se trata
PARA EL VIRUS DEL DENGUE ENlEL MOSQUITO de la replicasa viral. Ambas proteinas al parecer participan
Aedes aegyptl}/lendoza—Miranda MY, Salas-Benito J$ en la replicacién viral, y se ha sugerido que interaccionan
Kouri-Flores J ', Lanz-Mendoza H. Del AngelRosaMa. con las regiones no traducidas de los miembros de esta fa-

Depto. de Patologia Experimental, CIZNVESTAV—IP . milia. Portodo lo anterior decidimos clonar ambas protei-
Instituto Nacional de Salud Publica, Cuernavaca, nas en el vector de expresién pGEX-4T con la finalidad de
Morelos. obtener las proteinas recombinantes GST-NS3 y GST-NS5.

Para ello amplificamos las secuencias que codifican para
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las proteinas NS3 y NS5 a partir del CDNA de Dengue W.N.A.M., México, D.F.
Los productos obtenidos NS3 (1.8 kb) y NS5 (2.7 kb) fue-
ron secuenciados y la secuencia se comparé con la ya re- El dengue es causado por un virus de la familia
portada para ambas proteinas. Posteriormente cionarftaviviridae, del cual se conocen 4 serotipos, transmitido
ambas en el vector pCR Il T, con la finalidad de poded hombre por la picadura del mosquitedes aegyptiEs
subclonar en el vector de expresion utilizando los sitios da virus RNA de cadena sencilla (aprox. 11 Kb), que codi-
restriccion que franquean a cada uno de los productosfida para un precursor poliproteinico (495 aa), que por cam-
PCR. Después se llevé a cabo la subclonacién en el vedimrs postraduccionales genera 3 proteinas estructurales y 7
de expresién antes mencionado obteniendo asi las protai-estructurales (5'-C-prM-M-E-NS1-NS2-NS3-NS4-NS5-
nas recombinantes GST-NS3 y GSTNS5. Estas protei3gs La proteina E del virus del dengue contiene la mayoria
seran usadas para producir anticuerpos y para analizaidsuos determinantes involucrados en el reconocimiento y
interacciéon con la RNT 3' de Dengue 4. penetracion de la célula huésped, asi como los epitopes
involucrados en la neutralizacién. A pesar de la importan-
INTERACCIONES RNA-PROTEINAS EN LA RE- cia de esta proteina en la biologia del virus, su estructura
GION NO TRADUCIDA 3' NEGATIVA DEL RNA DEL aln no esta claramente definida, particularmente en rela-
VIRUS DEL DENGUE 4. Yocupicio-Monroy RME, Del cién a la infeccion. Por esta razén, nosotros tratamos de
Angel-NUNEZ RM. Depto. de Patologia Experimental, expresar la proteina E completa (incluyendo la regién
CINVESTAV-IPN, México, D.F. transmembranal), para su caracterizaciéon estructural. Con
este fin, se utilizo el sistema QIA-gen express, el cual per-
En las regiones no traducidas (RNTs) de los virus deite expresar proteinas con una cola de 6xHis. Para llevar
la familia de los flavivirus, se han encontrado element@scabo la expresion, se amplificé el gen completo que codi-
conservados en secuencia y en estructura. Estos elemefitaspara esta proteina (1495 pb) por RT-PCR. Una vez ob-
al parecer participan en procesos claves en el crecimietgaido, se cloné en el vector PQE-30. Se obtuvieron 6 clonas,
viral, como son traduccién y replicacion. Se ha visto que llas cuales expresaron una proteina del peso molecular es-
interaccion de las RNTs de virus de RNA con proteing®rado. La proteina E se obtuvo en forma insoluble (cuer-
virales y celulares tiene gran relevancia en la funcion g@es de inclusion), por lo que se extrajo con detergentes y se
estas regiones. purificé a través de una columna de Ni+. El eluido se paso
En el presente trabajo analizamos la capacidad dedar un columna de Sepharosa- Heparina.
RNT 3'de polaridad negativa (RNT 3'-) del virus del serotipo
4 (DEN4) para interaccionar con factores proteicos preseXISLAMIENTO DE UNA MOLECULA DE 65 kDa Y
tes en extractos de dos lineas celulares: C6/36 (de larvapdeACIDO, QUE UNE AL VIRUS DEL DENGUE 2,
Aedes albopictusy U937 (linea celular promonocitica). DE MEMBRANAS DE CELULAS N1E-115. Imbert,
Esta ultima se empled en forma promonaocitica (sin diféJL. CICM-IC/BUAP; EM-ICSA/UAEH.
renciar) y como macréfago (diferenciada). Las interacciones
RNA-proteinas fueron reveladas mediante ensayos de re- Las células de neuroblastoma N1E-115 se crecieron
tardamiento. El RNA de la RNT 3'- de DEN4 de 101 bases medio DMEM con 10% de suero fetal bovino. Una vez
se obtuvo después de amplificar a partir del CDNA conestablecidas las monocapas, se continuaron creciendo en
pleto de DEN4 y transcribiria in vitro en presencia de UTRiedio libre de suero y dimethilsulféxido (DMSO) al 1%.
a?P. La RNT 3'- fue capaz de formar 4 complejos en pr&espués de 24 horas, se eliminé el medio y se lavaron los
sencia de extractos de células C6/36. Para el caso declaltivos con PBS estéril (phosphate buffered saline). Para
células U937, se encontré que se formaban 3 complejos taiatextraccion de las moléculas de superficie, las monocapas
con extractos de células diferenciadas como no diferencie las células diferenciadas se trataron por 5 min con butanol
das. Los 3 complejos resultaron estables por su resisteratid.5% en PBS. El fluido sobrenadante se colect6, después
a sal, sin embargo sélo dos de ellos fueron especificos. se centrifugo y se almacené a —70°C. Para realizar el
Mediante los ensayos de entrecruzamiento con luz UV a@seelectroenfoque en el sistema Rotofor (Bio-Rad), este
contramos que la RNT 3'- se une a 7 proteinas proveniergebrenadante se descongeld, en seguida se diluyd con agua
de C6/36 y a 6 de células U937 tanto diferenciadas comoytas soluciones de amfolitos Bio-Lyte al 1%. Después se
diferenciadas. agregaron a la celda para realizar la corrida sin ningun
tratamiento posterior. El enfoque requiri6 menos de 2 ho-
EXPRESION Y PURIFICACION DE LA PROTEINA  ras y refrigeracion. Las condiciones iniciales fueron 12w/
E DEL VIRUS DEL DENGUE-2 MEXICANO. Sanchez  200V/60mA. En el equilibrio, los valores fueron 10W/
I, Monroy V, Juarez K, Fuentes |, Ruiz B. Depto. Biolo- 300V/40mA. Se colectaron 20 fracciones, a las cuales se
gia Molecular. Instituto de Investigaciones Biomédicas, les midi6 el pH, y después se les agrego NaCl 2.5 M para
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que la concentracion final de sal en cada fraccion qued@BON Y AUMENTO DE LA INFECTIVIDAD DEL

en 0.5 M. Las fracciones se analizaron con PAGE-SDS\AIH MEDIADA POR ANTICUERPOS: LAS CELU-

8%, isoelectroenfoque en 2D, ELISA y con el ensayo dAS DEL HOSPEDERO. Adalid L, Diaz O, Gémez R,

VOPBA (virus overlay protein binding assay). En el mateSevilla E, Soler C. Unidad de Investigacion en Retrovirus

rial extraido, se enfocaron en algunas fracciones, bandfismanos. I.1.B.-UNAM/Secretaria de Salud, México,

densas de proteinas tefiidas con Coomasie y plata. Sel®f-

contrd por VOPBA, que en las fracciones con pH 4.0 a 6.5,

una banda Unica de aproximadamente 65 kDa, la cual fue Los anticuerpos contra el virus de la

reconocida or el virus del dengue 2. El ensayo de ELISAmunodeficiencia humana producidos durante la infeccién

con el virus conteina E recombinante fue positivo solo @ueden tener un efecto neutralizante o de aumento de la

esas fracciones. El punto isoeléctrico de esta banda fuardeccion.

4.6. La purificacion y la concentracion de este material ex- En el fendmeno de neutralizacién/aumento (N/A).

traido en esta manera es relativamente rapido y simple. Rdmero hay una interaccion del virus con el anticuerpo y

siguiente etapa es obtener la secuencia de aa. posteriormente el complejo virus anticuerpo interacciona
con la célula huésped.

CORRELACION DE LA INFECCION POR VIH-1 El virus y el anticuerpo son factores que tienen un

CON LA PRESENCIA DE IgG ESPECIFICA EN  papel importante en el fenémeno de A/N. Sin embargo adn

SOBRENADANTES DE COCULTIVO DE NINOS se desconoce el papel de las células hospedero. Para cono-

NACIDOS DE MADRES SEROPOSITIVAS. Alcantara cer cual es el papel de las células huésped en los ensayos de

P, Basualdo MC, Soler C, IIBM, UNAM. SSA, México, A/N para VIH, se realizaron ensayos empleando células

D.F. mononucleares de sangre periférica (PBMC) de 12 indivi-
duos VIH negativo, el virus prototipo IlIB y los sueros de

La transmision perinatal por VIH-1 en nifios es d&es pacientes VIH positivos.

aprox. 30%. Debido al paso de anticuerpos IgG maternos  Se encontr6 que las células huésped de once indivi-

anti-VIH a través de la placenta, el diagnéstico no puedaos favorecen la neutralizacién viral con los tres sueros,

ser empleado hasta después de los 18 meses. Dada lanmientras que las células de un individuo favorecen el au-

portancia del diagnéstico temprano que permita una mejoento de la infectividad viral con los mismos sueros. Los

calidad de vida a los nifios infectados, se requiere de noesultados obtenidos sugieren que las células huésped cam-

vos métodos que acorten el tiempo de diagnéstico. El obfgan el efecto del anticuerpo en la infectividad viral.

tivo de este trabajo, fue el de correlacionar la infeccion en Las diferencias observadas entre las células huésped

nifios nacidos de madres seropositivas con la presencissdgodrian atribuir a cambios en la expresidn de receptores

IgG anti-VIH en el sobrenadante de cocultivo (SN). Toy correceptores virales o bien a la expresién de los recepto-

mando como referencia de infeccién el aislamiento virakes para Fc que podrian facilitar el aumento de la infectividad

9130 nifios y 10110 mujeres evaluados estaban infectadoediada por anticuerpos.

2 nifios tuvieron un diagndstico indeterminado y 19 no estan

infectados. Cuando estos resultados de diagnéstico perinR&IOGENICIDAD DE AISLADOS DE VIH-1 EN EL

integral se compararon con la presencia de anticuerpos IFI®DELO hu-PBL SCID MOUSE. Vazquez J, GOmez

en SN, se encontrd que el 78% (719) de los nifios infecR- Sevilla E, Basualdo M del C, Soler C. Unidad de In-

dos y el 80% (8/10) de las mujeres presentaron IgG espedaistigacion en Retrovirus Humanos, |.1.B.-UNAM/Secre-

fica para VIH-1. Por otro lado, el 100% (212) de los nifidaria de Salud, México, D.F.

con diagndstico indeterminado y el 100% de los nifios no

infectados no presentaron anticuerpos IgG in vitro, sugi- Para estudiar la patogenicidad de los virus aislados

riendo que los anticuerpos presentes en el plasma de ed®gacientes infectados con el VIH-1, utilizamos el modelo

nifios son de origen materno. Es importante resaltar qudeératén genéticamente inmunodeficiente transplantado con

de los nifios infectados que presentaron anticuerpos IgGcé#lulas mononucieares de sangre periférica humana (hu-

vitro también presentaron anticuerpos IgA en plasma &BL SCID Mouse). Ratones SCID se transplantaron con

tanto que los otros 3 nifios infectados y los 2 con diagnés2B x 1@, de células humanas (PBL), 15 dias después se

co indeterminado, fueron negativos para ambos. Con esitoscularon con virus proveniente de los aislados primarios

resultados preliminares, inferimos que la deteccién die los pacientes 10, 11, 14y, control positivo. La mitad de

anticuerpos IgG in vitro podria ser otro marcador tempratas ratones Se sacrificaron a los 15 dias y el resto a los 30

de infeccién. dias postinfeccion. Se cuantificaron los linfocitos T CD4 y
CD8 humanos en cavidad peritoneal, se aislaron los virus

NUEVO FACTOR QUE AFECTA LA NEUTRALIZA- en cultivo en los tiempos mencionados y se detecté genoma
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viral por PCR y antigeno viral p24 en el cultivo. Los virugnas disminuye en un 45% los resultados cruzados. Sugeri-

evaluados se diferenciaron en su capacidad de destruiriabs la aplicacién de esas sencillas modificaciones para ob-

CD4. En la muestra 10 encontramos valores similaresteher un mejor diagndstico confirmatorio de la infeccion

control no infectado a los 1,5 dias 19-23%, que disminuyeen el VIH.

ron a los 30 dias a 8-15%. La 14 presentd una disminucién

intermedia (14-16%), que se mantuvo a los 30 dias, mieARIANTES DE PAPILOMA VIRUS HUMANO Y

tras que la muestra 11 fue equivalente al control positi\ld:TERACIONES DE b-CATENllg\lA EN CéNCER

(4-8% y 3-12%). Los valores de p24 producidos en los cutERVICO UTERINO. Pereira AL ", Lizano M", Olivera

tivos correlacionan con la destruccion de LT CD4. Por med® ", Garcia-Carranca A~ "CINVESTAV-IPN, “Institu-

de PCR se amplificaron dos regiones especificas del VIHd. de Inv. Biomé?icas—UNAM, *Instituto Nacional de

(SK y LTR) en las cé’lulas de cultivo, demostrandose int&ancerologia-SS, CICATA-IPN, México, D.F.

gracion viral en la mayoria de los casos. Se cuenta con se-

cuencias de la regién reguladora del VIH-1 (LTR) de los El cancer eérvico uterino ocupa el primer lugar como

virus de estos pacientes, encontrandose diversas modificausa de defuncién por tumores malignos entre las mujeres

ciones genéticas. Estas modificaciones parecen mexicanas. Si bien las infecciones persistentes por algunos

correlacionar con el efecto patogénico mostrado en e$tapiloma Virus Humanos (HPV) constituyen el principal

modelo y no mostraron cambios significativos en esta sessmponente de esta enfermedad, existen alteraciones a ni-

cuencia entre el virus inoculado y el virus recobrado en lesl celular necesarias para la transformacién completa. Se

ratones. ha propuesto que algunas variantes moleculares de los HPV
tipo 16 y 18 pueden tener un comportamiento biolégico dis-

MODIFICACIONES AL WESTERN BLOT PARA tinto y diferentes grados de patogenicidad. La proteina P-

RESOLVER RESULTADOS INDETERMINADOS EN  catenina es un importante activador transcripcional, su acu-

EL DIAGNOSTICO DEL VIH. Puente-Silva JA, Soler  mulacién en el citoplasma y su posterior traslocacion al

Claudin C. Unidad de Investigacion en Retrovirus Hu- nucleo se deben, principalmente, a mutaciones en este gen

manos |.1.B. UNAM/Secretaria de Salud, México, D.F. 0 en el gen APC. Se han encontrado mutaciones en la P-
catenina en muchos tipos diferentes de tumores, tales como

El virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) exolon, melanoma, prostata, higado, etc. El objetivo de este

el agente etiolégico de una de las enfermedades mas tdrebajo fue analizar la expresion y localizacién de P-catenina

bles y devastadoras de nuestro tiempo: el sindrome etetumores del cuello uterino, asi como determinar el tipo

inmunodeficiencia adquirida (SIDA). Millones de persode HPV y de sus variantes, en este grupo de tumores. Esto

nas en el Mundo se encuentran infectadas con el VIH, yan la finalidad de establecer una posible correlacion entre

nivel nacional, son miles las personas portadoras del virlss variantes del tipo viral, con alteraciones de P-cat y la

El diagnéstico de la infeccién con el VIH esta basado endgresividad del tumor. En aquellos casos que presentaron

deteccion de anticuerpos contra proteinas virales en ensieles incrementados de P-cat por Western blot, la protei-

yos de tamizaje y en la prueba con la que generalmentenasse localizé generalmente en citoplasma y nucleo. No

confirmada la infeccién: el Westem blot (Wb), que aunguencontramos mutaciones en el exon 3, en estos tumores Por

proporciona resultados negativos y positivos, también otat contrario, en aquellos que presentan una expresion nor-

ga resultados indeterminados o inconclusos que provoagaal, la P-cat se observé en la membrana celular. Estos

confusion y ansiedad a médicos y pacientes. Debido a esésultados sugieren que las alteraciones de P-catenina que

implementamos modificaciones al Wb convencional paambian su estabilidad o localizacién, podrian tener un rol

evitar la pérdida total de la estructura nativa de algunasportante en el desarrollo de este tipo de tumores.

proteinas virales, no incluyendo un agente altamenfnahnente, identificamos los tipos virales y sus vanantes

desnaturalizante de las proteinas del virus, el ditiotreiteh estas muestras, mediante amplificacion de una regién

(DTT), y tampoco hirviendo tales muestras de antigendel gen L1y secuenciacion directa de los productos de PCR,

con lo que logramos resolver el diagndstico hasta en para conocer el papel que algunas variantes pueden tener

71%, segun el criterio de interpretacion de la OMS, en 2@ el desarrollo de esta enfermedad.

muestras de sueros con resultados indeterminados. Estdpoyado parciamente por CONACYT y PAPIIT-UNAM.

obtuvimos efectuando la corrida simultdnea de este WB

modificado y el WB tradicional empleando en ambos caséd TERACION DE LOS NIVELES DE p53, pRby MYC

las mismas muestras de suero. Observamos también, gié TUMORES INDUCIDOS EN RATONES

el Wb modificado aumenta la sensibilidad para la deteERANSGENICOS PARA LAS PROTEINAS E6 Y E7

cion de proteinas que son "clave" en el diagnéstico sin al2EL VIRUS DEL PAPILOMA HUMANO TIPO 16.

rar la obtenida para proteinas igualmente importantes; a@Eadiz-Delgado F\}, Marroquin-Chavira A 1, Covarrubias
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L Garcia Villa E Gariglio p P|B|oM CICATA-IPN; chos elementos de respuesta para varios factores de trans-
“IBT- UNAM, Depto de Genetlca y Biol. Mol., cripcidn celulares. En este trabajo se muestra que P105 tie-
CINVESTAV-IPN, México, D.F. ne elementos de respuesta a Myc-Max y que por medio de
estos sitios Myc activa la transcripcion del promotor P105
El cancer cérvico-uterino es la segunda causa de HPV 18; también se muestra que Myc, Fos y Jun cada
muerte de mujeres mexicanas por lo que constituye un guao por separado activan a dicho promotor, sin embargo la
ve problema de salud. Datos epidemiolégicos y de biologiambinacién Myc-Fos y Myc-Jun da una activacion mini-
molecular indican que la infeccién por el virus del papilomaa que se convierte en represion cuando estan presentes de
humano (HPV) tipos 16 y 18 constituye un factor de riesgoanera simultanea Myc-Fos-Jun, pudiendo ser un meca-
importante. Las oncoproteinas E6 y E7 producidas por @ssmo de esto, la posible internacion proteina proteina de
tos virus se expresan constitutivamente en células de turivbsc y Jun.
res cervicales; esta expresion es requerida para mantener a
las células en un estado transformado. La proteina E6 INHIBICION DE LOS NIVELES DE EXPRESION DE
duce la degradacion de p53, un anti-oncogén, mientras @8 y pRb EN RATONES TRANSGENICOS QUE EX-
la proteina E7 se une e inhibe a la proteina Rb (anBRESAN LAS PROTEINAS E6y E7 DEL VIRUS DEL
oncogén). Con el objetivo de desarrollar un modelo expeF?APILOMA HUMANO TIPO 16. Marzroqum Chavwa2
mental, hemos desarrollado ratones transgénicos med|ameOcad|z Dselgado I§, Covarrubias L, GarC|a VillaE,
inyeccién pronuclear los cuales expresan las proteinas EGangllo P PiBioM, CICAT A-IPN; IBT- UNAM,;
E7 del HPV16. Mediante ensayos de biologia molecularlepto de Genet|ca y Biol. Mol., CINVESTAV-IPN,
inmunohistoquimica hemos detectado claramente la expkdéxico, D.F.
sion de las proteinas E6 y E7, sin embargo estos ratones no
desarrollan procesos tumorajes se.En este trabajo pre- El cancer representa un serio problema de salud,
sentamos la induccién de tumores mediante el uso deagupando el segundo lugar como causa de muerte de la po-
agente cancerigeno promotor (Benzo[a]pireno) y un agemi@cion. En particular, el cancer cérvico-uterino. Datos
inductor (TPA). Consistentemente, los ratones transgéniagsidemiolégicos y de biologia molecular indican que la in-
tratados desarrollaron carcinomas de ovario. Por ensayescion por el virus del papiloma humano (HPV) tipos 16 y
de inmunohistoquimica hemos detectado la expresién t@ constituye un factor de riesgo importante. Con base en
las proteinas E6 y E7 del HPV-16 acompafiada de una da-anterior, y en el intento por obtener un modelo experi-
minucién en la expresion de las proteinas p53 y Rb previaental que ayude a explicar las bases moleculares del can-
mente reportado en ratones transgénicos no tratados. & hemos desarrollado mediante métodos de ingenieria
otro lado, se ha detectado la sobre-expresién de la protejeaética y biologia molecular, ratones transgénicos capa-
MYC, el producto de uno de los oncogenes frecuentementss de expresar las proteinas oncogénicas E6 y E7 del Virus
alterado en tumores cervicales. Estos resultados sugiedeh Papiloma Humano tipo 16 (HPV16), las cuales tienen
gue estos ratones transgénicos E6/E7HPV16 representapropiedad de alterar a las proteinas p53 y pRb, respecti-
un modelo experimental valioso para el estudio del desaamente. En este trabajo reportamos, mediante ensayos de
rrollo del cancer en pasos multiples. inmunohistoquimica, la alteracién de la expresion de las
proteinas p53 y pRb en ratones transgénicos E6/E7-HPV16.
PARTICIPACION DE LA ONCOPROTEINA C-MYC Los resultados indican que la expresion de ambas proteinas
EN LA REGULACION TRANSCRIPCIONAL DEL esta disminuida en estos ratones, lo que concuerda con los
PROMOTOR TEMPRANO DEL VIRUS DE mecanismos de accion de las proteinas E6 y E7. Estudios
PAPILOMA HUMANO TIPO 18 (HPV 18). Garma— histol6gicos demuestran el desarrollo de procesos
Hernandez M de la L GarC|a Villa E Gariglio P neoplasicos en diferentes 6rganos del ratén, sin embargo,
PMBM CINVESTAV-IPN; Depto de Genética y Biol. no se ha detectado el desarrollo espontaneo de tumores lo
Mol., CINVESTAV-IPN, México, D.F. que sugiere la necesidad de inducir un segundo paso en la
transformacion celular (p.ej. el empleo de carcinégenos).
Los virus del papiloma humano (HPV) poseen unBstos datos muestran que estos ratones constituyen un va-
doble cadena circular de DNA de unas 8,500 pb de lon¢jsso modelo para el estudio del desarrollo de tumores en
tud y se caracterizan por infectar epitelios. Algunos tipatapas multiples asociados con la infeccién por un virus.
son considerados de alto riesgo, por su relacién que tienen
con el dessarrollo de cancer cérvico uterino. Estos HPXZ6 ONACION, SECUENCIACION Y CARACTERIZA-
tienen tres secuencias oncogénicas que son E5, E6 yEDON DE LOS ONCOGENES E6 Y E7 DE VARIAN-
cuya expresion depende del promotor temprano. En el HFES DE HPV TIPOS 16 Y 18 ENCONTRADAS EN LA
18 este promotor se le conoce como. P 105 y contiene fR@BLACION MEXICANA. Castellanos U, Carrillo AL,
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Lizano M. Divisién de Investigacion Basica. Instituto rrollo de la carcinogénesis genital: el papilomavirus huma-
Nacional de Cancerologia, SS, México, D.F. no (HPV). Un estudio internacional de cancer cervical
(IBSCC) reporta que DNA de HPV es detectable en mas

Los estudios epidemiolégicos ubican al cancedel 93% de cancer cervical invasivo a nivel mundial. El
cérvico-uterino como la principal causa de muerte por cadPV16 es el tipo viral mas frecuentemente encontrado en
cer en mujeres mexicanas. Los virus del papiloma humacdéncer de cervix, apareciendo en 50% de los casos, en tanto
y especialmente los tipos de alto riesgo se consideran tpge la presencia de HPV18 varia entre el 10% y el 20% de
agentes principales en la etiologia de este cancer. A nilad casos.
mundial se conoce que el tipo de HPV que mas frecuente-  Estudios recientes en distintas partes del mundo han
mente se encuentra en los tumores invasores del cérvixrasstrado la existencia de variantes moleculares de los ti-
el 16, seguido por el 18. Las proteinas E6 y E7 de los HPds HPV16 y HPV18. Se piensa que dichas variantes pue-
de alto riesgo son oncoproteinas que contribuyen de maden producir diferentes grados de patogenicidad, provocando
ra decisiva en la transformacion mediante su efecto solma infeccion persistente o la progresion hacia una enfer-
proteinas que son criticas en la regulacion del ciclo celularedad cervical invasiva. En nuestro proyecto estamos iden-
particularmente p53 y pRb. tificando las variantes de HPV16 y HPV18 en biopsias de

Los estudios de heterogeneidad genémica de HPVC&ACu de mujeres mexicanas positivas a estos virus, asi como
y HPV18 muestran la presencia de multiples variantes en biopsias de lesiones premalignas. En estas Ultimas no se
todas las poblaciones estudiadas con lo que surge un diane un claro antecedente en cuanto al tipo de variantes de
interés en la posibilidad de que existan diferencias en EHPV16 y HPV18 presentes. Hasta el momento se han ana-
caracteristicas biolégicas de estas variantes. Algunos adipado un total de 30 muestras positivas a HPV16 y 6 mues-
res proponen que la variabilidad genética de los HPV16@nas positivas a HPV18, utilizando la técnica de PCR con
18 puede ser responsable del amplio espectro de patologid@sers especificos. A su vez, en estas muestras se aplico la
asociadas a estos tipos virales. En nuestro grupo se kanica de PCR-SSCP; en este caso con los primers GP5/
aislado variantes de HPV16 y 18 en muestras de can&®6 para amplificar una region del gen LI del virus. Esta
cérvico uterino de mujeres mexicanas. En particular, décnica permite identificar variantes del virus comparando
acuerdo con las asociaciones que encontramos paradagatron electroforético con respecto al tipo considerado
clonas de HPV18y el tipo histolégico de los tumores, sugde referencia. De esta manera ha sido posible encontrar
rimos que ciertas variantes pudieran conferir diferentes riesriantes en 16 de los 30 casos de HPV16 y en uno de los 6
gos a la enfermedad. Nuestro interés en este trabajo éasos de HPV18. Proximamente se hara la identificacion
determinar si la secuencia de los oncogenes E6 y E7 dieestas variantes mediante la técnica de secuenciacion, del
estas variantes pudiera predecir cambios en sitios imparismo modo se trabajaran las biopsias de lesiones
tantes para la funcion bioldgica de las respectivas protptemalignas. El conocimiento de las variaciones intratipo
nas. Para ello hemos clonado los genes E6 y E7 en vectqesnitira establecer la participacién de las variantes de HPV
de expresion tanto eucariote como procariote, mediante téo-la historia natural del cancer cérvico uterino, asi como
nicas de DNA recombiante. La secuencia nucleotidica dgudar a predecir la evolucién de las lesiones premalignas.
los genes variantes mostré cambios con respecto a las se-
cuencias de referencia, que pudieran repercutir en camhbif#sPEL DE LOS ONCOGENES RAS Y E7 EN EL CON-
funcionales de proteinas. TROL CELULAR DE LA TRANSCRIPCION TEM-

Estos plasmidos seran utilizados para la expresuﬁ’ﬂRANA DEL HPV18. Zepeda I-f Garcia CarrancazA
de las proteinas in vitro e in vivo en estudios postenorelsnstltuto de Investigaciones Biomédicas-UNAM, Ins-
dirigidos al analisis funcional de las proteinas virales. tituto Nacional de Cancerologia-SS. México, D.F.

CARACTERIZACION DE VARIANTES DE HPV-16 Los papilomavirus humanos tipo 16 y 18 (HPV16 y
Y HPV-18 EN LESIONES PREMALIGNAS Y MALIG- 18) se encuentran con alta frecuencia en los lesiones malig-
NAS DEL CERVIX EN MUESTRAS DE MUJERES nas del cuello uterino. Los oncogenes virales, E6 y E7 son
MEXICANAS. Gutiérrez JM, Carrillo AL, Solano JD, responsables de la inmortalizacién de las células, por su
Lizano M. Divisién de Investigacion Basica, Instituto capacidad para inhibir a las proteinas supresores de tumo-
Nacional de Cancerologia, SS, México, D.F. res p53 y Rb, respectivamente. Es bien conocido, que se
requiere de la cooperacién de genesactivados para la

El cancer cérvico uterino constituye la primera cauransformacion completa de células que expresan E6 y E7.
sa de mortalidad por neoplasias entre las mujeres mexicaf@mbién se sabe, que existe un mecanismo celular que man-
Estudios epidemiolégicos apuntan hacia un agente infa@ne bajo estricto control la transcripcion de E6 y E7. La
cioso como el factor de riesgo mas importante para el desapresién de estos oncogenes es regulada, por factores de
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transcripcion de la familia AP-1 (Jun y Fos), principalmeny la susceptibilidad al cancer cervicouterino en pacientes
te. Uno de los electores méas conocidos de las vias de Rasegicanas. En un lote de 30 muestras de CaCu embebidas
c-Jun, el cual es estimulado a través de la via de ks parafina identificamos HPV16 mediante PCR utilizan-
MAPcinasas y JNK. Por su parte E7, ademas de unirsda primers especificos. Se amplificaron y secuenciaron
Rb, tiene la capacidad de unirse a c-Jun y activarlo. Rep@ecuenciacién directa) los genes E6, E7 y una regién del
tes recientes han mostrado que en ciertas condiciones g@n LI. Asimismo, identificamos en estas mismas muestras
1, miembro de la familia Fos, forma complejos con Junsl polimorfismo en el exén 4 de p53. Nuestros resultados
actlia como represor de la transcripcién. Lo anterior sugjgreeliminares indican que la mayoria de los HPV16 perte-
re que mutaciones en los gemaspodrian alterar la regu- necen al linaje E-350G (Yamada, 1997) y hemos detectado
lacion celular de la expresién de los oncogens de HPViambién algunas mutaciones aun no reportadas en el gen
través de un mecanismo de retroalimentacién que inclugé. Mas alun debido a que el promedio de edad de las pa-
E7. Para estudiar esto, hemos analizado la actividaigntes fue de 33 afios sugerimos que efectivamente existen
transcripcional de genes reporteros que dependen de AR4rjantes mas oncogénicas de HPV16 que estan infectando
en células transfectadas aas y/o el oncogén E7. Nues- a las mujeres mexicanas. Finalmente, debido a que la ma-
tros resultados muestran que existe mayor actividgdria de las muestras fueron heterocigotas para el
transcripcional cuando utilizamos E7 y ras, que la observyaslimorfismo 72 del exén 4 de p53, sugerimos gue no exis-
da con solo uno de ellos, o ninguno. Por otro lado, utilizée correlacion entre este polimorfismo con una mayor sus-
mos fibroblastos de ratén NIH-3T3 para obtener clonas qoeptibilidad al CaCu.

expresan de manera estable el oncagsiy/o el oncogen

E7 y, por medio de ensayos de Western-Blot, evaluamosRESPUESTA HUMORAL CONTRA LAS PROTEINAS
expresién de los componentes del complejo AP-1. Resultd- Y E2 DEL HPV16 EN MUJERES CON LESIONES

dos preliminares nos indican que existen cambios |mp(f?RECURSlOZRAS Y CANCER CERVICO UTERINO3

tantes en la expresion de los componentes de este complegreira AL RochaAL Alejandre J Cruz Talonia F,

los cuales pueden ser relevantes para la regulacion celt@m’rua—Carranca A . CINVESTAV-IPN, “Instituto de

de la transcripcion temprana del HPV. Investigaciones B|omed|cas UNAM,SHospltaI General
Apoyado parcialmente por CONACYT. de México-SS, Instituto Nacional de Cancerologia-SS,
México, D.F.

POLIMORFISMO EN p53 Y VARIANTES DE HPV EN
MUESTRAS DE CANCER CERVICOUTERINO. Las infecciones persistentes por virus del papiloma
Ortiz-Gutiérrez F, Alonso-A JA, Reyes-L JR, Gariglio humano (HPV), son consideradas como el evento critico
VP. Virologia Molecular, CIBIOR-IMSS, CICATA-IPN, para el desarrollo del cancer cérvico-uterino. El genoma
UPAEP, HGP. del HPV tipo 16 se encuentra en cerca de la mitad de todos
los tumores de esta regién. La proteina L1 es el componen-
El analisis de la diversidad molecular de los aislde mayoritario de la capside viral y es utilizada, junto con
mientos virales de HPV16 ha sugerido que existen subtipa®, en protocolos de vacunacion. La proteina E2 es un re-
y variantes intratipo cuya diversidad gendmica se puegelador transcripcional que regula de manera negativa la
correlacionar con sus propiedades bioldgicas. Se ha obspresion de las proteinas oncogénicas E6 y E7. El prop6-
vado que algunas variantes de HPV16 son mas prevalergis del presente trabajo fue estudiar la niveles de anticuerpos
en diversas poblaciones humanas de distintas regionesateitra las proteinas LI y E2 delPV16, en mujeres con
mundo lo que podria deberse a un efecto de seleccion gstintas lesiones del cuello uterino y, tratar de
parte de la constitucién genética de ese grupo étnico. Rorrelacionarlos con la presencia del virus. Se examinaron
otro lado, Storey ha sugerido que la presencia de un total de 63 pacientes, las cuales fueron diagnosticadas
polimorfismo en el codén 72 del exén 4 de p53 (cambio g@r colposcopia como: infecciéon por HPV (n=21), NICI/
Pro por Arg) puede incrementar hasta en siete veces la d&$H (n=26), o cancer cervical (n=16). Ademas, como con-
ceptibilidad al. desarrollo del CaCu sobre todo si se emeles se utilizaron 10 muestras del personal del laborato-
cuentra asociado con la presencia de algun tipo de vimrs. La presencia danticuerpos IgA e IgG contra las pro-
HPV de alto riesgo. Por lo tanto, como algunos estuditsinas LI y E2 del HPV16, fue analizado por ELISA utili-
sugieren que existen variantes propias de la poblacion mezando proteinas recombinantes derivadas de baculovirus.
cana con mayor o menor potencial oncogénico (LizanoLy presencia de secuencias virales fue establecida mediante
col.), en este trabajo decidimos identificar los principald®CR, utilizando los primer universales GP5-GP6 6 MY09-
linajes de HPV16 asociados a muestras neoplasicas del cuelidll. Nuestros resultados muestran que no existe asocia-
uterino asi como analizar la relacién entre el polimorfismzién entre presencia de HPV y los anticuerpos circulantes
en el exén 4 de p53 con la presencia de HPV de alto riesgmtra L1 y E2. Por otro lado, mientras que los niveles de
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anticuerpos a-E2 correlacionan con las lesiones mas av@enética y Biologia Molecular, CINVESTAV-IPN, Méxi-
zadas, los anticuerpos de clase IgA secretoria estan nuay D.F.
elevados en pacientes con infeccién por HPV. A diferencia
de los anticuerpos a-E2, los anticuerpos a-L1 no muestran  La fisiopatologia del virus sincitial respiratorio
ninguna asociaciéon con el grado de las lesiones. Es intg{l@SV) puede asociarse a la replicacion y propagacion pre-
sante resaltar, que se encontraron mveles altos de anticuefpamcial de RSV en el epitelio respiratorio, ademas del efec-
contra la proteina E2, y en particular contra L1, en los cote de mediadores solubles de la respuesta inmune e
troles normales, lo cual sugirere que puede existir una eleflamatoria. La magnitud de la respuesta inflamatoria en
vada incidencia de infeccion en la poblacién sana. el tracto respiratorio parece estar regulada principalmente
Apoyado parcialmente por PAPIIT-UNAM. por citocinas y quimocinas producidas por células epiteliales,
lo que tiene como resultado la migracion y activacion de
UN ADENOVIRUS RECOMBINANTE CON EL GEN subpoblaciones leucocitarias responsables de los procesos
E2 DEL HPV18 PARA LA TERAPIA DEL CANCER inflamatorios en el tracto respiratorio. Tal es el caso de la
CERVICO-UTERINO EN MEXICO. Le6n-Ramirez Ma  quimocina IL-8, la cual se ha encontrado en concentracio-
. 2 . 2 , , 131 . ., . . . .
de JEl, Yaniv M, Thierry F ,Garua—CgrrancaA .'Ins-  nes elevadas durante la infeccion del epitelio respiratorio
gituto Nacional de Cancerologia, SSA.|nstitut Pasteur, por RSV. La persistencia de RSV en esta estirpe celular
Instituto de Investigaciones Biomédicas, UNAM. puede contribuir a la fisiopatologia de los padecimientos
crénicos pulmoliares, como consecuencia de alteraciones
Los HPV16 y 18 estan muy relacionados con el dédncionales y a la presencia de células inflamatorias. Ac-
sarrollo del cancer cérvico uterino pues en casi todos lnmlmente se desconoce el efecto de la persistencia del RSV
tumores se encuentra DNA de estos virus integrado &l la induccion de la sintesis de IL-8 y su posible asocia-
genoma celular y con pérdida del gen E2. Los oncoger@8n con procesos inflamatorios crénicos. Por lo anterior se
E6 y E7 inducen la proliferacion, mientras que E2 reprinopone un modelm vitro de infeccidon persistente en cé-
su transcripcién al unirse al DNA viral. La expresion ddllas del epitelio respiratorio (A549), a través del cual se
gen E2 en células Hela, donde se expresan E6 y E7, reptieda explicar la asociacion entre la persistencia de RSV y
me su transcripcion, incremento los niveles de p53, proda-induccion de la sintesis de IL-8 con procesos inflamatorios
ce un arresto en la fase G1 del ciclo celular e inducednicos. Los resultados de la induccion de IL-8 a partir de
apoptosis. En el laboratorio hemos mostrado que la inyexHtivos A549per sugieren que la persistencia viral puede
cion del gen E2, en tumores de células HelLa generadosimaucir de manera continua la expresion de IL8. La induc-
ratones atimicos, reduce el crecimiento tumoral. Para l@én continua puede ser consecuencia de la presencia de
cer mas eficiente este sistema, se construyé un adenoviragantes virales, por lo que se analizé su participacion en
recombinante (Rad) que carece de los genes EIA y ElBegte proceso en células A549norm infectadas con los
expresa el gen E2. Esto se logré mediante la recombinacgmbrenadantes de los cultivos A549per, previamente
de secuencias homoélogas en bacterias, utilizando unactivados con luz UV y calor. Los resultados demostra-
plasmido con el gen E2 del HPV18 fianqueado por secuaon la induccion de IL-8, lo que sugiere que la sola
cias del adenovirus tipo 5 (Ad5) y otro plasmido que pos@geraccion de la particula viral con su receptor puede des-
el genoma de éste, clonado como un fragmento Pacl. &eadenar la sefial para la sintesis de IL-8.
generaron stocks virales y con ellos se obtuvieron prepara-
ciones con altos titulos, con las cuales se evalué mediaRRESENCIA DE VARIANTES VIRALES DEL VIRUS
ensayos de Western blot y “binding”, la expresién de E2 SINCITIAL RESPIRATORIO EN UN CULTIVO DE
tumores y células. en cultivo. Se utilizaron Rad con los gedACROFAGOS PERSISTENTEMENTE INFECTA-
GFP y Bgal, como control. Pretendemos evaluar la utiliddaO. Sarmiento RE, Gémez-Garcia B. Depto. de Micro-
de este sistema como terapia complementaria al tratamibislogia y Parasitologia. Facultad de Medicina, UNAM,

to del CACU en México. México, D.F.
Este trabajo cuenta con apoyo parcial de la SSA, el
CONACYT y el PAPIIT, UNAM. Las infecciones virales se caracterizan por presen-

tarse en forma aguda o persistente. En la infeccién aguda el
EXPRESION CONTINUA DEL GEN DE LA sistema inmune del hospedero es capaz de eliminar al vi-
INTERLEUCINA 8 COMO CONSECUENCIA DE LA rus. En una infecciéon persistente , la desaparicion de los
PRESENCIA DE VARIANTES VIRALESlDEL VIRUS sintomas no va acompafiada de la eliminacién del virus, a
SIZNCITIAL RESPIRATOlRIO. Tirado R *, Ortega-Soto pesar de que el sistema inmunolégico del huésped respon-
A, Gémez-Garcia B. Depto. de Microbioéogia y de a la infeccion y generalmente la respuesta inmune es
Parasitologia, Facultad de Medicina, UNAM. Depto. permanente. El mecanismo por el cual un virusRBA
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citolitico puede establecer y mantener una infeccion persismunoenzimaticas.
tente no estd completamente entendido, pero probablemen- De las muestras colectadas, 286 fueron positivas a
te involucra cambios tanto en la célula hospedera comoaguno de los virus estudiados, qumresponden al 9.0%
el virus. En el laboratorio se estableci6 un cultivo infectadtel total: influenza 130 (4.1%); adenovirus 97 (3.0%); vi-
persistentemente con el virus sincitial respiratorio (RSMs sincicial respiratorio (VSR) 41 (1.3%)parainfluenza
el cual se ha cultivado por mas de dos afios. La persisteri@a(0.6%).
viral se ha comprobado por presencia de virus intra y
extracelular (TCID50), RT-PCR, superinfeccion, analisisSlISLAMIENTO Y SECUENCIACION DE UNA CEPA
de las proteinas virales por inmunoblot, presencia @E ASTROVIRUS HUMANO SEROTIPO 8. Romero
antigeno viral en las células infectadas poGuido P. Méndez M, Munguia ME, Lépez S, Arias C,
inmunofluorescencia y por ensayo de Facs. Es importattiéndez E. Depto. de Genética y Fisiologia Molecular,
sefialar el comportamiento de los sobrenadantes del cultimstituto de Biotecnologia-UNAM, Cuernavaca, Morelos.
peren las. células VERO, producen focos de infeccién, no
producen sincitio pero, si originan muerte celular, lo que En diversos estudios se ha encontrado que los
sugiere que el virus se une a la célula, la infecta y se expastrovirus son el segundo agente viral causante de diarreas
sa el genoma viral. Una posible explicacion son cambios en infantes. A la fecha se han identificado 8 serotipos en
la proteina F, puesto que es la responsable de la formadiimanos (H-Ast1-8), siendo H-Astl el de mayor prevalen-
de sincitio. El papel de la proteina Fl en la patogénesis@a. Los astrovirus son particulas no envueltas con aparien-
ha sugerido porque en células que carecen de proteasasoipépo estrella al microscopio electrénico y un genoma de
cortan FO los virus producidos no pueden completar su BINA de cadena sencilla de polaridad positiva. En nuestro
clo de replicacién viral. Con base en los resultados anterlaboratorio demostramos la presencia de astrovirus en mues-
res hemos decidido estudiar los cambios en la proteindr&s de heces recolectadas en distintas regiones de México
responsable de la posible variante no formadora de sincititurante el periodo de 1994-95. Con el objetivo de realizar
se determinara si el genoma viral expresado en célukstudios moleculares con una cepa de astrovirus nativa de
VERO puede producir sincitios en células H358. Lo qudéxico, decidimos aislar una cepa y adaptarla a crecer en
indicaria cambios en el genoma viral. cultivos celulares (denominada H-AstM). Después de siete
pases en cultivo, aislamos RNA viral a partir de células
ESTUDIO ETIOLOGICO DE LAS INFECCIONES infectadas y lo secuenciamos por RT-PCR. H-AstM contie-
RESPIRATORIAS AGUDAS VIRALES EN MEXICO ne un genoma de 6779 nucleétidos (nt) iniciando con una
DURANTE EL PERIODO 1995-1999. Flores-Le6n R, regién no traducida (RNT) de 83 nt en el extremo 5', segui-
Iguala-Vidales M, Hernandez-Hernandez E, Lépez- do por tres marcos abiertos de lectura (ORF 1a, lby 2),y
Martinez I. INDRE, México, D.F. finalizando con una RNT de 85 nty un fragmento de poli(A)
en el extremo 3'. Los ORFlay Ib codifican para proteinas
Las Infecciones Respiratorias Agudas (IRA's) puede 920 y 518 aminodacidos (aa), respectivamente. Al com-
den ser de etiologia viral o bacteriana. Su impacfmarar estas regiones con las secuencias completas reporta-
socioecondmicy de salud publica es considerable; en gatas en el banco de genes (H-Ast 1, 2 y 3), observamos que
neral, casi una cuarta parte de las consultas médicas sesoer muy conservadas entre los distintos serotipos (93-98%
lacionan con enfermedades de las vias respiratorias. @nidentidad a nivel de aa), conservando los motivos pre-
México, la informacion epidemiolégica acerca de las IRAsiamente reportados (hélices transmembranales, serin
virales es limitada e imprecisa, por ello es necesario espaoteasa, sefial de localizacion nuclear, sefial para cambio
blecer programas de vigilancia que aporten datos rgalesle marco de lectura en la traduccion y el de RNA
objetivos sobre el panorama epidemioldgico nacional gelimerasa). Por otro lado, el ORF2 codifica para una pro-
éstas. teina de 783 aa que constituye el precursor de las proteinas
El objetivo fue identificar a los diferentes agentede la capside del virus. La secuencia del ORF2 de H-AstM
virales causantes de IRA's en la poblacién mexicana duraresenta una identidad del 94.8 % a nivel de aa con cepas
te el periodo 1995-1999. de serotipo 8, seguida del 73.3 % con cepas de serotipo 5.
Se obtuvieron 3180 muestras clinicas de pacientdsi, la cepa que hemos aislado corresponde a serotipo 8 y
con IRAs provenientes de centros de salud y hospitales die esta manera, representa la primera secuencia completa
varios estados de la Republica Mexicana y del DF; se colele un astrovirus de humano de serotipo 8 reportada.
taron gargarismos, exudados faringeos y sueros pareados.
Los virus se aislaron en embrién de pollo y cultivo celulaBIVERSIDAD DE SEROTIPOS DE ASTROVIRUS DE
fueron identificados por inmunofluorescencia indirecta, iHUMANO EN MEXICO. Méndez-Toss M, Griffin DD,
hibicion de la hemaglutinacién y por prueba<ontreras JF, Guiscafré H, Cedillo R, Puerto F, Herrera
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I, Mota F, Mufioz O, Lopez S, Arias CFy el Grupo Mexi- tes. De los 41 restantes, se encontraron:; 19 (46%) con es-
cano para el Estudio de las Enfermedades clerosis nodular, 16 (39%) con celularidad mixtay 3 (7.5%)
Gastrointestinales. Depto. de Genética y Fisiologia con predominio linfocitario.Con respecto a la LMP de VEB
Molecular, Instituto de Biotecnologia, UNAM fueron positivos 12/19 con esclerosis nodular, 13/16 con
Cuernavaca, Morelos. c.mixta, 2/3 con predominio linfocitario y I/3 con disminu-
cion linfocitaria; un total de 28 casos positivos (68%).El
Los agentes etiolégicos mas importante de lagenoma del VEB se encontré en el nicleo de las cels.de
gastroenteritis virales infantiles son los rotavirus, seguid®eed-Sternberg y células de Hodgkin. Trece casos fueron
por los astrovirus (H-Ast). De estos Ultimos se han identifpositivos al HHV-6 (29.5%). Aunque no es claro el papel
cado ocho serotipos (1-8). Hasta ahora no han habido estedos virus en la linfomagénesis, ni es posible establecer el
dios sobre los serotipos de astrovirus circulantes en Mégrado de su interaccion, la infeccién persistente podria ju-
co. De Octubre de 1994 a Marzo de 1995 se colectargar un papel en la patogénesis de la EH alterando el control
muestras de heces de nifios menores de dos afios, con gealicircuito entre apoptosis y proliferacién celular como se
gastroenteritis, en cinco diferentes ciuades del pais (Méridha, visto in vitro. Sin embargo in vivo no existe evidencia
México D.F., Monterrey, San Luis Potosi, y Tlaxcala). Ende su asociacién,ya que su positividad es independiente,
contramos que 24 de 523 muestras diarreicas (4.6%) y skdbretodo en lo referente a HHV-6.El VEB se encontr6 con
de 427 muestras control (2.6%), resultaron positivas parayor asociacion a la variedad c. mixta como es referido
astrovirus. De estas 35 muestras, 7 (20%) resultaron tgmer otros autores.
bién positivas para rotavirus. Se determiné el serotipo de
26 de las cepas de astrovirus colectadas, a travésE¥PRESION DEL GENOMA DEL VIRUS EPSTEIN-
secuenciar la region 3'-terminal del genoma (Gltimos 2BARR EN CASOS DE ADENOCARCINQMA GAS-
nt del ORF2). De estas 26 muestras, 9 (35%) fueron serotipRICO ENlMEXICO. Henaine-Breton R, !—|2e[rera—
I; 6 (23%) serotipo 2; 4 (15%) serotipo 3; 3 (12%) serotipGoepfert R, Gémez-Ruiz é, Trejo-Avila LM . 'Insti-
4; 1 (4%) serotipo 6; y 3 (12%) serotipo 8, lo cual indictuto Nacional de Cancerologia, S.S., México, D.fra-
gue en nuestro pais circulan al menos seis de los oachidtad de Ciencias Biolégicas, UANL, Monterrey, N.L.
serotipos de H-Ast reportados. No hubo una asociacién cla-
ra entre ninguno de los serotipos y la presencia o ausencia El virus Epstein Barr (VEB) se ha asociado en
de sintomas. Es interesante notar que los virus de serofipioma de Burkitt, enfermedad de Hodgkin y no-Hodgkin
8 se encontraron Unicamente en la Cd. de Mérida. y carcinoma de tipo linfoepitelioma (especialmente de
nasofaringe). Recientemente varios autores han informado
PREVALENCIA DE LOS VIRUS DE EPSTEIN BARR  asociacién de VEB en carcinoma gastrico. En México se ha
(VEB) HUMANO-6 (HHV-6) EN CASOS DE ENFER- reportado una alta frecuencia de asociacién con VEB en
MEDAD DE HODGKIN. Rojo J, Romero M, Cruz H, linfomas Hodgkin y no Hodgkin.
Inzunza G, Hitter ML, Krueger GRF. Banco de San- Objetivo. Demostrar la asociacién de VEB en
gre. U. De Patologia, Hospital General de México/Fac. adenocarcinomas gastricos mediante la deteccion de pro-
De Medicina, UNAM. Lab. De Inmunopatologia, Uni- ductos de expresion del virus (RNA EBERS).
versidad de Colonia, Alemania. Métodos. Se estudiaron biopsias de 87 pacientes con cancer
gastrico obtenidas por endoscopia alta con fibrogastroscopio
La EH constituye un grupo heterogéneo de enfermgfo videogastroscopio, las muestras fueron incluidas en pa-
dades en el término clinico de inmunofenotipo y en el dafina, se realizaron cortes de 2-3 micras de espesor. Los
asociacion viral.Estudios con técnicas de biologia moleculeortes fueron tefiidos con hematoxilina y eosina para esta-
han mostrado los genomas del VEB y del HHV-6. La EHlecer el diagnéstico morfolégico e histoldgico. La detec-
ocupa en el Hospital General de México los primeros lugeidon de VEB se realizé por hibridacion "in situ" con una
res de morbimortalidad en el grupo de tumores malignaonda para los RNA de pequefio tamafio (EBERS) del VEB.
Objetivo: conocer la frecuencia en un grupo de 44 pacieResultados. Las 88 muestras de tumores fueron clasificadas
tes con EH de la presencia de Acs. VEB y HHV-6 con leomo adenocarcinomas tipos difuso y/o intestinal, 55 poco
técnica de coexpresién de proteina latente de membratif@renciados, 14 moderadamente diferenciados, 2 indife-
(LMP) e hibridacion in situ en tejido ganglionar de parafirenciado, 1 bien diferenciado y en 16 no se reporté grado
na. De los archivos de patologia de 1990 con EH (clasificde diferenciacidn, la expresion de secuencias EBER de VEB
cion de Rye) se tomaron 44 casos al azar y se enviarofua demostrada en los nicleos de las células de tumor en
Alemania en donde se empled la técnica de APAA®bs adenocarcinomas gastricos tipicos uno poco diferen-
(fosfatasa alcalina-anti-f. alcalina) y de LMP para determ¢iado y uno moderadamente diferenciado, y en células
nar VEB y HHV-6. Se descartaron 3 casos por insuficiefinfoides infiltradas en un adenocarcinoma gastrico poco
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diferenciado. dramatico si la célula es deficiente en la peptidil-tRNA
Conclusiones: Los resultados confirman la asociacion darolasa (Pth), una enzima esencial para la bacteria. El
VEB con carcinomas gastricos tipicos en el pais, sin eminigen barll, precede al gen€lll, el cual es necesario
bargo la prevalencia es mas baja que la encontrada en Eptaa que el desarrollo del fago se dirija a la via lisogénica.
dos Unidos. Ya que el papel fisiol6gico dmr se desconoce, estudiamos
la posibilidad de qubarll estuviera afectando la expresién
BUSQUEDA DE MINIGENES TOXICOS EN EL deCIlll. Se ha reportado que la sobreproduccion de la pro-
GENOMA DEL BACTERIOFAGO LAMBDA. Oviedo, teina CllI provoca letalidad celular, por lo que seguimos la
N, Guarneros G. Depto. de Genética y Biologia expresion deClll por inhibicién del crecimiento de culti-
Molecular, CINVESTAV-IPN, México, D.F. vos. Los resultados indicaron que el minigen silvesird
inhibio la expresién d€lll. Este resultado fue confirmado
Existen dos minigendmaren el bacteriéfago lambda en un ensayo de transcripcién-traducciarvitro usando
gue al ser sobreexpresados en plasmidos, inhiben la sitds-mismas construcciones plasmidicas empleadas en los
sis de proteinas y provocan la muerte de la bacteria. Est@gpenmentos in vivo para dirigir la sintesis. La proteina
debe al secuestro del tRNA en peptidil-tRNA (producto d€lll se produjo cuandbar205,un minigen mutante barll,
la traduccién de los minigenes), el cual no es hidrolizadmtecede al ge@lll o cuando se eliminidarll por comple-
eficientemente en una mutante deficiente en peptidil TRNA. Los niveles reducidos de la proteina CllI correlacionaron
hidrolasa (Pth). El presente trabajo busca identificar nuesn niveles bajosn vivo de RNA especifico par€lll en
vOos minigenes téxicos provenientes del genoma dglesencia debarll silvestre. Por lo contrario, el minigen
bacteriéfago | para conocer el numero, distribuciéon y posihutante o la ausencia del minigen determinaron mayores
ble papel como reguladores de la traduccién. La basqueatdeeles de RNA Clll. Igualmente la presencia del transcrito
de minigenes por computadora en la secuencia de ambsgecifico de la regidrarll dependio de la mutacion bar205.
cadenas del DNA gendmico de lambda, identificd 153 caBe estos resultados concluimos caall inhibe la expre-
didatos. Se cred una biblioteca con pequefios fragmensién del geneClil.
del DNA genémico de | (<100 pb) en el plasmido pDH520
bajo el promotor pL, reprimido por el represor termosensiblfeNALISIS DE LOS COMPLEJOS RIBONU-
cl857 presente en la cepa, lo que permite la expresion @eEOPROTEICOS ENTRE EL RNA DE POLIOVI-
los minigenes téxicos solamente a 42°C. Se selecionaRUS Y LAS PROTEINAS DE TEJIDOS PERMISIVOS
candidatos con plasmidos toxicos que fueron secuenciadodNNO PERMISIVOS. Escobar, H.J., Gutiérrez-E AL,
para identificar posibles minigenes y su localizacién en Blel Angel RM. Depto. de Patologia Experimental, CIN-
genoma de lambda. Se han encontrado cinco minigenes ta#=STAV-IPN, México, D.F.
cos de los cuales algunos corresponden a candidatos pre-
viamente identificados en la blsqueda. Se clon6 también  El genoma de poliovirus (PV) es un RNA de cadena
un fragmento que contiene un minigen en el extremo 5'deéncilla y polaridad positiva que no posee la estructura ‘cap’
NRNA del gencro bajo el control de su propio promotorpor lo que la formacién del complejo de iniciacion de la
(pR), la sobreexpresion de éste a 42°C tuvo un efecto letedduccion ocurre mediante la unién de los ribosomas a una
Los 5 minigenes son toxicos en cepas mutantes y 3 de elesuencia interna la regiéon no traducida 5' denominada
son téxicos aln en la cepa silvestre para pth. La localizRES. Este proceso requiere de la participacion de los fac-
cion de minigenes rio arriba o en el extremo 3' de gerteses candnicos y de otras proteinas celulares como las pro-
sugiere la participacién de los minigenes como moduladoresnas La, PTB y PCBP2. Estudiando las interacciones en-
de la traduccion. tre el IRES de poliovirus con proteinas presentes en tejidos
de ratén permisivos (cerebro y masculojg permisivos
EL MINIGEN barll REGULA LA EXPRESION DEL (timo y rifién) a la infeccién por poliovirus encontramos
GENE clll DEL BACTERIOFAGO LAMBDA. Magos- una correlacién entre la unién con una proteina de 97 kDa
Castro MA, Hernandez-Sanchez J, Guarneros-Pefia G. (p97) y la permisividad a la infeccién. El peso molecular de
Depto. de Genética y Biologia Molecular, CINVESTAV- esta proteina es semejante al de la proteina unr, indispensa-
IPN, México, D.F. ble para la traduccion de rinovirus. Mediante ensayos de
transferencia tipo "western blot" detectamos que la unr se
Se han descrito en el genoma del bacteriéfago larnbelacuentra presente en extractos de células Hela, cerebro,
dos minigenes denominaddsarl y barll. Al ser mausculoy timo de ratén, y ausente en los de rifién. La unr
sobreexpresados en un sistema plasmidico, estos miniggaresente en extractos de células HelLa y de cerebro forman
provocan una inhibicidn generalizada en la sintesis de ppmrte del complejo ribonucleoproteico con el IRES de
teinas del huésped. El efecto de las regidmses mas poliovirus. Su adicién como proteina recombinante en en-
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sayos de entrecruzamiento con extractos de células Hehm de ratdn, no se detecta entrecruzamiento de la p97. Estos
cerebro, musculo y timo es responsable del aumento endaultados sugieren que es necesaria la presencia de protei-
interaccién de ella misma asi como de la de PTB. Sin emas diferentes a P97 que se encuentran presentes en los te-
bargo cuando se afade a extractos de rifion no modificgithos permisivos y que ayudan a ésta a unirse a la RNT5' de
interaccién con alguna proteina, por lo que pensamos @ Los ensayos de resistencia a sal mostraron que la inter-
este tejido carece de algunos de los elementos necesas@xxion de la p97 de células HelLa y de musculo y cerebro
para que ésta pueda unirse. de raton con el IRES de PV es estable, ya que resiste con-
centraciones de 300 mM de KCI.
IDENTIFICACION DE UNA PROTEINA DE 97 kDa
PRESENTE EN TEJIDOS SUSCEPTIBLES A LA IN- EFECTO DE LA COADMINISTRACION DE LA
FECCION POR POLIOVIRUS. Garcia-Cruz J, del PROTOXINA CRY CON EL ANTIGENO DE SUPER-
Angel RM. Departamento de Patologia Experimental del FICIE DE LA HEPATITIS B POR LAS VIAS
Centro de Investigacién y de Estudios Avanzados del Ins- INTRANASAL Y RECTAL EN LA RESPUESTA IN-
tituto Politécnico Nacional, México D.F. MUNE MUCOSA Y SISTEMICA EN RATON.
Esquivel-Pérez MR, Moreno-Fierros L. Unidad de Mor-
El tropismo de Poliovirus no esta lindtado a la exfologia y Funcion, ENEP Iztacala-UNAM, México, D.F.
presion del receptor viral (PVR) y puede estar controlado
en procesos posteriores a su entrada a la célula, como en Los virus de la Hepatitis B, del papiloma humano,
traduccion, replicacion o ensamblaje del virién. La traducdéndida, clamidia yel virus de la inmunodeficiencia hu-
cion del RNA de Poliovirus, que ocurre por un mecanisnmaano (VIH) afectan a través del tracto genital y ademas el
independiente del reconocimiento del cap, requiere de\l#H por la mucosa rectal, por lo que se requiere desarrollar
interaccion de la region no traducida 5' (RNT 5') con factestrategias de vacunacién capaces de estimular la respuesta
res celulares. Se ha encontrado que las proteinas quénsaine en las mucosas. En las estrategias de vacunacion
unen a la RNT5' presentan un patréon caracteristico en digxistentes para la induccion de respuesta en mucosas se tie-
rentes células y tejidos como en Hela, cultivo primario deen desventajas como su toxicidad, inestabilidad y su alto
rifdn, masculo, cerebro, timo y rifién de ratén. A pesar @®sto de produccioén limitando su aplicacién en humanos,
las diferencias en la unién de proteinas se encontré Y@ lo que se requiere desarrollar adyuvantes no téxicos,
correlacién entre la unién de una proteina de 97 kDa (p3fectivos y de bajo costo. La vacuna disponible contra el
y la permisividad a la infeccién por poliovirus. Asi, la p9¥irus de Hepatitis B es segura y efectiva en individuos jove-
s6lo se encontrd entrecruzada con la RNT5' de Poliovirnss y sanos, sin embargo la persistencia de Ab anti HbsA
cuando se usaron extractos de células HelLa y de tejidieclina rapidamente por lo que no es confiable para la po-
permisivos, (musculo, cerebro, y cultivo primario de rifiénjglaciéon en general. Previamente demostramos que Cry es
ndentras que no se observé su interaccidn en presenciaidgotente inmundgeno sistémico y mucoso cuando se ad-
los extractos de tejidos no permisivos (Timo y Rifiérinistra por las vias intraperitoneal y oral, para caracteri-
(Gutiérrez-Escolano, 1997). Esto sugiere que esta p97 paar mejor en la respuesta inmune en mucosas y sistémica
de no expresarse 0 expresarse en cantidades minimaganmira proteinas no relacionadas se coadministrd (en rato-
aquellos tejidos no permisivos, o bien, su unién requiere des Balb/c) Cry o la Toxina de Célera por las vias intranasal
factores que no estan presentes en los tejidos no permisiybs) y rectal (R) con el antigeno de superficie de la hepati-
Para abordar esta hipotesis realizamos ensayostdeB (HbsA) y se evalud por ELISA la respuesta de
entrecruzanltento bidimensionales y unidimensionales deticuerpos (Ab) de diferentes isotipos en suero, liquidos
los diferentes tejidos (permisivos y no permisivos) adicigatestinales y de tracto respiratorio, Cry y la Toxina de Co6-
nados con la p97 de células HelLa. Los resultados de enteza tuvieron efectos (positivos, negativos y nulos) en la res-
cruzamiento bidimensioml muestran que las cuatro prot@idesta de Ab anti HbsA. La coadministracion de Cry con
nas de 97 kDa provenientes de células Hela, cultivo pkHsA por la via IN incrementoé la respuesta de IgM en sue-
mario de rifién, masculo y cerebro de ratén presentan m de IgA en intestino delgado y de IgM en traquea, mien-
punto isoeléctrico de aproximadamente 6.75 (pH). La privas que por la ruta R incremento la respuesta de IgA en
teina de 97 kDa de células HelLa, previamente electroeluidagestino delgado. Nuestros resultados indican que los efec-
no entrecruza con la RNT5' de poliovirus (PV), sin embaes adyuvantes de Cry y de la Toxina de Célera varian de-
go, extractos S10 de células Hela, cerebro y muasculo gendiendo de la ruta de inmunizacién, del isotipo y de la
ratén, a los que fue adicionada esta proteina electroeluidagion donde se analiza la respuesta, el HbsA puede ser
muestran un incremento en la interseccion con la RNT5' administrado intranasalmente, Cry puede ser (til como
ensayos de entrecruzamiento unidimensional. Cuandov&etor vacunal y adyuvante debido a su inmunogenicidad
adiciona esta p97 electroeluida a extractos de timo y cees+ mucosas, su inocuidad y su bajo costo de produccion.
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USO DE FILTROS MICRO KLEAN PARA CONCEN- con conjuntivitis y fiebre faringoconjuntival.

TRACION DE ENTEROVIRUS. Suarez CH, Ramirez La conjuntivitis viral es- un problema de salud pu-
AV. Subcoordinacion de Calidad del Agua, Instituto blica por ser altamente transmisible, perturbando la vida
Mexicano de Tecnologia del Agua (IMTA). cotidiana de los individuos afectados.

El objetivo del presente estudio fue determinar el
Los virus entéricos humanos son excretados en le@emportamiento epidemioldgico que tuvo la conjuntivitis
heces de individuos infectadogpyeden contaminar direc- hemorragica aguda asociada a adenovirus durante el brote
ta o indirectamente agua destinada para consumo humaroducido en distintos estados de la Republica Mexicana
Estos virus son excretados en grandes cantidades {00 en el periodo comprendido entre agosto y noviembre de
particulas virales por de heces) por individuos infectados.1998.
Los enterovirus (poliovirus, coxsackie A y B y ecovirus) Las muestras clinicas fueron 567 raspados
pueden causar una variedad de enfermedades que van desjuntivales de pacientes que presentaron conjuntivitis
de gastroenteritis a miocarditisnyeningitis aséptica. Se hemorragica aguda. El aislamiento se hizo a través de cul-
han documentado numerosos estudios daréaencia de tivo celular y la confirmacion por inmunofluorescencia in-
enterovirus en agua con y sin tratamientos de potabilizacidiirecta.
Los métodos de concentracion de virus por adsorcion-elucion  Se obtuvieron 204 muestras positivas para
en filtros son los mas frecuentemente utilizados en atlenovirus, los grupos de edad mas afectados fueron de 15
monitoreo de virus en grandes voliumenes de agua. Hay do24 y de 25 a 44 afios, siendo el sexo femenino el mas
tipos de filtros usados para concentracion de virus de agaéectado la sintomatologia mas comuan presentada fue
los cargados positivamente y los que usan carga negatiedofobia, secrecidn, prurito, hiperemia, cefalea, dolor ocu-
Los filtros electropositivos permanecen cargados positiviar, derrame vascular y fiebre.
mente hasta un pH cercano al 8 y pueden absorber el 99%
de los poliovirus de la mayoria de las aguas a pH 7.5 §8§TUDIO DE LA SELECTIVIDAD CATALITICA DE
adicion de cationes. Los filtros electronegativos requierdiA NEURAMINIDASA DEL RUBULAVIRUS PORCI-
acondicionamiento del agua mediante el ajuste del pHNO. Santos Lopez éZ'B, Flores Ré, Herrera-C IPj, Re-
adicion de cationes (MggCb AICL,) para optimizar la ab- yes-L J.Lab. VirologiaZCIBIOR—IMSS, Puebla, Cen-
sorcion. En este trabajo resumimos los resultados de la apid>- de Quimica ICUAP; CICM-ICUAP.
cacion de dos tipos de filtros electropositivos disponibles
comercialmente, el MK y el Micro Klean Il en la concen- La familia Paramyxoviddaeagrupa virus de gran
tracién de virus atenuados de la polio agregados a muestmagortancia como el del sarampidn, el sincitial respirato-
de agua de la llave. La efectividad de los filtros MK panao, los parainfluenzay el de la parotiditis humana. Al igual
captacion de virus ha sido demostrada en trabajos previpg el virus de la parotiditis, el rubulavirus porcino (RVP)
cuando se compara con el 1MDS, pero no se tienen anteeg-causante de meningoencefalftis (en cerdos neonatos) y
dentes de analisis con filtros Micro Klean Ill. Los resultade dafios reproductivos (en cerdos adultos), posee en su
dos obtenidos indican que taptacion de virus ddlltro  envoltura dos glicoproteinas, la proteina de fusion (F) y la
Micro Klean Il con respecto al MK en igualdad de condihemaglutinina-neuraminidasa (HN). La HN es la proteina
ciones de filtrado es equivalente o superior, gosto del mas antigénica y expuesta del virién, y es responsable del
Micro Klean Il es de aproximadamente la mitad del MKreconocimiento de las estructuras celulares que actian como
cuestion importante en funcién a que uno de los obstacuteseptores virales. Nuestro grupo ha demostrado que la HN
para desarrollar procesos de deteccién de virus es su dikb RVP reconoce la molécula sialil(a2,3)gal y que su ex-
costo de aplicacion. presién es determinante de la infeccion. Se ha postulado
que la HN es un importante factor de virulencia debido a
CONJUNTIVITIS HEMORRAGICA AGUDA ASO- que presenta actividad de neuraminidasa (NA), aunque ain
CIADA A ADENOVIRUS DURANTE 1998 EN LARE-  no se conoce bien el mecanismo.

PUBLICA MEXICANA. Lépez-Martinez |, Barrera- El objetivo de este trabajo fue la purificacion parcial
Badillo G, Florez-Ledn R, Iguala-Vidales M. INDRE, de la glicoproteina HN para estudiar su selectividad catalitica
México, D.F. hacia diferentes sialoglicoconjugados. El uso de un amorti-

guador de acetatos 0.1 M permitié identificar que la maxi-
Desde 1953 se han descubierto aproximadamentea actividad se presenta a pH de 3 a 3.5 a 37°C. Por
100 serotipos de adenovirus y al menos 42 de éstos infedsoelectroenfoque se observé un p.l. de la HN entre 4.5-5,
al ser humano. Se han subdividido por sus caracteristicEmde se identificaron proteinas de 66 kDa. Por gradiente
en siete grupos (A-G), de los cuales el grupo D (tipos: & sacarosa se logré purificar el virus con un factor de 100
10, 13, 15, 17-20, 22-30, 32, 33 y 36-39) se ha asociadeces y con tratamiento con triton X-114 se liber6 la HN de
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las membranas. Los estudios cinéticos nos muestran quédalSA) based on pl7 and p28 recombiant gag proteins.
enzima presenta actividad con los sustratos fetuinaTie distribution of the sera tested was as follows: 900 serum
sialil(a2,3)lactosa, Km de 1.55 mg/ml y de 0.29 mg/ml (442amples collected at slaughter from 700 goats and 200 sheep
mM) y Vmax de 5.5y 14.3 nmoles de ac. sialico liberadarh the municipal abattoir as well as 100 sera obtained from
min, respectivamente. La purificacion de la HN nos permb0 each of goats and sheep in four different flocks under
tira estudiar el papel de la NA en la virulencia de lothe semi-intensive system of animal husbandry. All the
paramixovirus. animals sampled were aged 3 2 years and had no history of
vaccination against CAEV infect ion or previous contact
ANALISIS DE LAS POBLACIONES VIRALES QUE with imported stocks. It was observed that none of the sera
CONSTITUYEN LA CEPA VACUNAL URABE AM9 had antibody against CAEV. The possibility of geographic
DIIEZL VIRUS DE LA PAROTIDITIS. Paz9s—SaIazar N differences in the genetic of CAEV strains affecting the
G, Tapia-Ramirez Jz, Reyes-l_zeyva J "Biomedicina  results of the tests is emphasized.
Molecular CINVESTAV—IPNé Genética y Biologia )
Molecular CINVESTAV-IPN, Virologia del Centro de CARACTERIZACION MOLECULAR DE AISLADOS
Investigaciones Biomédicas de Oriente, IMSS, Puebla, DEL VIRUS DE LA TRISTEZA DE LOS CITRICOS
Puebla. Y OBTENCION DE PLANTAS TRANSGENICAS CON
POSIBLE RESISTENCIA. Herrera L ", Juéarez-Ayala

Existen antecedentes de que la cepa vacunal Urahfé Pérez Molphe- Balch é Rivera Bustamante
AM9 del virus de la parotiditis se constituye de una mezcMartinez 2Sorlano JP. 'CINVESTAV- IPN, Unldad
de poblaciones que difieren en el nucledtido 1881gen Irapuato Centro de Bioplantas, Ciego de Avila, Cuba.;

HN pudiendo ser A o G, el cambio de G por A en la ceprAA Ags. México;
vacunal resulta en la sustitucién del acido glutamico por
lisina en el aminoacido 335 de la glicoproteina. La presencia  El Virus de la tristeza de los citricos (CTV) es el
de A se describié como una forma asociada con tausante de una de las enfermedades mas importantes de
enfermedad, puesto que en pacientes con meningigiste cultivo. Pertenece al grupo de los closterovirus y puede
postvacunal, el analisis de los aislamientos virales en célutas diseminado por varias especies de afidos. Esta enferme-
Vero, revel6 la presencia de A1081. Las poblaciones dad ha causado la muerte de millones de arboles provocan-
reconocen por un perfil de restriccion diferencial con Msedo grandes pérdidas econdémicas en los paises afectados.
debido a que la poblacion viral con A conserva el sitio deas cepas del CTV se diferencian por la intensidad de los
restriccién mientras que la poblacién que contiene G #ntomas que producen en las especies de citricos. Aislados
pierde, debido a un cambio en la secuencia de TTAAdzl CTV de México y Cuba se analizaron a través del aisla-
TTGA. Sin embargo en contraste con estos resultadasiento, clonacion y secuenciacién nucleotidica del gen de
nuestro grupo ha encontrado que la cepa vacunal pareciargroteina de la capside (CP) y de la proteina p27. Los
constituirse Unicamente por la poblacién que contiemgoductos clonados se analizaron ademas mediante RFLP
A1081, esto debido a que en la restriccién con Mse | solmen la enzima de restriccion Hinf I, demostrando la exis-
un cDNA de 428 bp obtenido por RT-PCR, se produjo uniancia de subpoblaciones virales. Las relaciones filogenéticas
digestion total con 2 fragmentos de 133 y 295 pb, lo cuabtenidas de las comparaciones de secuencias de nucleétidos
lleva a pensar que el nucleétido A en la posicion 1081 yo amionoacidos permitieron agruparlas segun su
tiene influencia alguna en la neurovirulencia de la cegantomatologia y procedencia. Paralelamente se transfor-
vacunal Urabe AM 9. maron explantes de toron{&€itrus paradisiCv. Duncan)

por cocultivo cogrobacterium rhizogendstilizando tres
SURVEY FOR ANTIBODIES AGAINST CAPRINE  construcciones, conteniendo los genes de CP, p20 y p27,
ARTHRITIS-ENCEPHALITIS VIRUS (CAEV) USING ademas del gen de seleccnfpt Iy el gen reporteraid A.
RECOMBINANT GAG PROTEINS: STUDIES Las raices transgénicas se analizaron mediante la prueba
AMONG SMALL RUMINANT POPULATIONS IN histoguimica de GUS y PCR.
NIGERIA. Baba SS, Fotabe Al, Baba MM, Rimstad E.
Virology Lab., Dept. of Experimental Pathology, EL VIRUS CALICO DE PHYSALIS: UNA NUEVA
CINVESTAV-1.P.N., México City, México. ENFERMEDAD VIRAL EN TOMA TILLO (Physalis

ixocarpa Brot) EN MEXICO. De La Torre-Amaraz R,

A total of 1000 serum samples were obtained frolonsalvo-Reyes A, Rivera Bustamante RF. UBRIPO-
small ruminants in Nigeria and tested for presence &MNAM. ENEP-Iztacala. Departamento de Parasitologia
antibodies against caprine arthritis-encephalitis viruagricola. Universidad Autbnoma Chapingo. Dep. de
(CAEV) using enzyme-linked immunosorbent assaingenieria Genética, CINVESTAV IPN, U. Irapuato.

Vol. 11/No. 3/Julio-Septiembre, 2000



232

A Garcia-Carranca, RM del Angel, R Rivera-Torres.

Se aisl6 un virus transmitido de plantas de tomatfpotyvirus) y un tospovirus, algunos de ellos no reportados
llo, presentando una sintomatologia tipo calico (manchas México. Finalmente, se detect6 por primera vez la
irregulares de amarillo brillante con margenes definidog)resencia de un posible nuevo geminivirus perteneciente al
Esta enfermedad se encuentra cominmente afectandogeénero Begomovirus. Estudios moleculares estan en curso
matillo en campos comerciales en el Estado de Méxigmara caracterizar completamente estos virgsi yosible
Morelos, Puebla, Tlaxcala e Hidalgo. interaccion en infecciones mixtas.

El agente causal del célico fue caracterizado por reaccion

del hospedero en plantas infectadas artificialmente por tra@ARACTERIZACION PARCIAL DE UNA MOLECU-
misiéon mecanica, insecto o injerto. Para caracterizaciih DE SUPERFICIE DE CELULAS VERO QUE
molecular del virus se realizaron pruebas serolégicas (DABFTERACIONA CON EL VIRUS DEL DENGUE TIPO
ELISA), analisis de RNA de doble cadena, PCR y Southedn Martinez-Barragan JJ, del Angel Nufiez de Caceres
blot. RM. Laboratorio 8 de Virologia, Departamento de Pa-

La enfermedad del calico en tomatillo fue identifitologia Experimental, Centro de Investigacion y de Es-
cado como un virus de RNA que es transmitido mecanicadios Avanzados del IPN, México, D.F., México.
mente y por injerto a especies de la fanfl@anaceae (P.
ixocarpa, Datura stramonium y Nicotiana rusticAnali- El primer paso en la infeccion por el virus del den-
sis de las plantas infectadas al microscopio electrénigoe, es la unién del virus al receptor viral a través de la
muestran la particula viral en forma de varilla flexible dglicoproteina de la envoltura viral E. Una molécula alta-
un tamafo aproximado de 470 a 580nm. mente sulfatada, el heparan sulfato (HS), que ha sido iden-

Los resultados indican que el virus aislado de toméficada en células Verg en células BHK como el posible
tillo es un miembro de la familia potexvirus que no ha sid@ceptor para el virus del dengue. Sin embargo, se han des-
reportado previamente en México. crito moléculas diferentes al HS en células de mosco, C6/

36 y en células de mamifero como las HL60 y BM. EI HS
ENFERMEDADES VIRALES DE OKRA (Abelmoschus también se ha propuesto como posible receptor viral para
(L) Moench) EN LOS ESTADOS DE GUERRERO Y otros tipos de virus, sin embargo muchos de estos necesitan
MORELOS. De La Torre-A R, Monsalvo-R A, Salazar- la participacion de moléculas adicionales al HS para que
S M, Méndez-L J, Rivera-B RF. UBRIPO-UNAM. pueda ocurrir la penetracion viral.
ENEP-Iztacala. Departamento de Parasitologia Agrico- El objetivo de este trabajo es determinar si el virus
la. Universidad Autbnoma Chapingo. Dep. de Ingenie- del dengue 4 utiliza alguna molécula diferente al HS en el
ria Genética, CINVESTAV IPN, U. Irapuato. proceso de infeccién en células Vero, mediante ensayos de

interaccion virus-célula (Binding) y de interaccién virus-

La okra que también conocida como bombd@proteina (Overlay) con virus marcado radioactivamente. En
guimbombdé o angl, es una especie vegetal anuahsayos de tipo overlay encontramos que el virus dengue se
perteneciente a la familia Malvaceae, nativa de Africane a 2 moléculas de 72 y 45 kDa de peso molecular. La
tropical. En México los estados de Tamauiipas, Guerreranteraccion con la molécula de 72 kDa es susceptible al tra-
Morelos son las areas mas importantes para la producciémiento con proteasas y al periodato de sodio, mientras
de Okra, principalmente para el mercado de exportacidque no es susceptible a los tratamientos con clorato de sodio
Recientemente sintomas virales (amarillamientos, mosaicgs;on Heparinasas | y Ill. Las lectinas Concanavalina A
enanismos y deformaciones foliares, florales y frutales) hé@on A) y la lectina de germen de trigo (WGA) impiden la
sido observados en los campos de cultivo, principalmentgeraccion virus-proteina, mientras que con ensayos de RT-
en Guerrero y Morelos. Por tal motivo, se estan desarrollan@d@R observamos que la Con A reduce significativamente
estudios para determinar la identidad del complejo viral éminfeccion por dengue en las células Vero. Los resultados
okra. Como primera instancia una combinaciéon deugieren que la molécula de 72 kDa es de naturaleza
metodologias como rango de hospederos, injertoglicoproteica mientras que los residuos de alfa manosa pre-
transmision mecanica, pruebas serolégicas (DAS-ELISAgentes en ésta participan en la interaccion virus-receptor.
analisis de RNA de doble cadena, microscopia electronieeoponemos que la funcién del HS es de receptor primario,
y analisis moleculares (PCR, Southern Blot) han permitidmncentrando las particulas virales en la superficie celular
detectar y caracterizar parcialmente varios virus. Losposteriormente éstas interaccionen con otra molécula,
resultados indican la presencia de infecciones mixtas ent@mo la glicoproteina de 72 kDa, que permitirdn la pene-
virus de RNA y DNA. En el primer caso se detectdé unmacion viral. Pensamos que la glicoproteina de 72 kDa
cepa del virus del mosaico del pepino, el virus del mosaitmrma parte del complejo receptor viral para el virus del
de la alfalfa, cepas del virus del enanismo arbustivo deengue.
tomate (tombusvirus), el virus del jaspeado del tabaco
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LA INTERACCION VIRUS DENGUE 2-RECEPTOR ma, in vitro en ausencia de ellos es posible observar
NEURONAL ACTIVA LA UNION A DNA DE AP-l. antiterminacion en sitios proximales en exceso del factor
Garcia-Flores M" Ortega A, Depto de Genética y NI. Esta observacién sugiere que si la proteina NI sola es
Biologia Molecular CINVESTAV-IPN. * Lab.Clinico del capaz de modificar elore de la RNA polimerasa (RNAP)
Hospital de Infectologia CMR-IMSS, México, D.F. a un modo de antiterminaciéon, entonces en sus 107
aminoacidos deben de existir dominios que interaccionen
Los cuatro serotipos del Virus Dengue (DEN 1, DENuncionalmente con alguna de las subunidades del Core o
2. DEN 3 y DEN 4) son los causantes de la fiebre del desi- factor NusA. En condiciones a:ropiadas vitro, la
gue (DF) y de la fiebre hemorragica del dengue.(DFH/DSS8htiterminacion distal inducida por NI (107aa) es depen-
gue se han convertido en un problema de salud publica. diente del RNAnuty el factor NusA. No sucede lo mismo
brotes epidémicos de estos padecimientos se han reportagiindo se ensayan los péptidos. 1-52 aa 1-33aa de NI sil-
pacientes con alteraciones del SNC y se ha recuperadeedtre. En estos casos la antiterminacion por 52 aa depen-
Virus Dengue a partir de liquido cefalorraquideo. Hastde de NusA y nut, mientras que 33aa es inactivo en
ahora la patologia del SNC y la patogénesis de las encefalititerminacién. Ambos péptidos unen especificamente el
tis por dengue en humano no han sido elucidadas. InfecdRiNA de boxB in vitro. Estos datos sugieren que si ambos
nes experimentales con ratones y cultivos de tejido cerelpébtidos son unidos pout y ligados al core de la RNAP,
han mostrado que DEN 2 y 4 sélo replican emntonces la eliminacion de los aminoacidos 34-52 en 1-
neuronas.Tambien se ha mostrado que el DEN 2 infe@38aa de NI, esta afectado el siguiente paso en el mecanismo
cultivos primarios de neuronas asi como células die antiterminacién. En reportes previos se ha podido de-
neuroblastoma de raton N1E 11%l¢ humano SK-N-SH, mostrar que NI interacciona especificamente con el factor
en estas Ultimas la infeccién parece estar mediada porNusA sin investigar el dominio de NI responsable de la
receptor proteico de 65 kDa. Nuestro grupo ha establecidderaccién. Debido a que NusA es un factor importante del
gue la interaccion DEN 2-receptor de las células N1E 1pBoceso de alargamiento transcripcional, nosotros hemos
activa a la cinasa dependiente dé*(Ceacilglicerol, a la comenzado a estudiar esta interaccion. Con este objetivo
Fosfolipasa Ae induce un incremento en la union a DNAemos disefiado un ensayo de afinidad tipo trampa enel cual
del factor de transcripcién AP-1. Asimismo hemos detela proteina NI o cualquier otra mutante son incubados con
minado la ontogenia de receptor proteico de 65 kDa &BT-NusA. Posteriormente los complejos son atrapados en
neuronas de ratdn. En el presente trabajo se determin@dlumnas de glutation-sefarosa. Nuestros resultados sugie-
actividad de unién a DNA del factor de transcripcion AP-fien que al menos uno de los dominios involucrados en la
provocada por la interaccion DEN 2-receptor neuronaiteraccion especifica NI-NusA podria estar localizado en
mediante: ensayos de retardo de entrada al gel (EMSA) aora region que incluye los aminoacidos 34-52 de NI.
extractos nucleares obtenidos de suspensiones celulares de
cerebro de ratén infectados con DEN 2. Los resultadbtNA NUEVA FUNCION PARA EL RNA EN LA
muestran una correspondencia en la expresion del recegfdITITERMINACION DE LA TRANSCRIPCION
neuronal y la capacidad del DEN 2 de inducir incrementd4EDIADA POR LA PROTEINA N DEL
en la unién al DNA de AP-1, sugiriendo que el receptcBAC'[ERIOFAGO LAMBDA. Garcia-Mena J , Das
neuronal es capaz de transducir sefiales hasta el nacleoAlta Departamento de Genética y Brologra Molecular
vez que el DEN 2 interactla con el receptor neuronal. CINVESTAV-IPN. México DF México. Department of
Microbiology, UCONN Health Center. Farmington CT
LOCALIZACION DE UN DOMINIO DE LA PROTEI- USA.
NA N DEL FAGO LAMBDA REQUERIDO PARA LA
INTERACCION ESPECIFICA CON EL FACTOR El sitio nut o sitio utilizador de la proteina N de
TRANSCRIPCIONAL NusA. Garcra—MenaJ Das AK'. lambda, es un elemento transcripcional que actlEsan
Departamento de Genética y Brologra Molecular es codificado por el genoma del virus. El sitidfunciona
CINVESTAV-IPN. México D.F. Department of como RNA en la antiterminacién de la transcripcién y
Microbiology, UCONN Health Center, Farmington, CT  contiene dos sequencias funcionales. La secuencia boxA que
USA. interactUa con los actores transcripcionales NusB y S10 de
Escherichia coliy la secuencidoxBque interactda con el
En el fago lambda, la antiterminacién de la transdominio rico en residuos de arginina (ARM) de la proteina
cripcion es critica para la expresion de genes tardios neartiterminadora N del fago. El RNA dmxB une a la
sarios para completar su ciclo de vida. Aungueivola proteina N y la dirige a la RNA polimerasa (RNAP) que
proteina NI requiere del RNA nut junto con los factorealarga la cadena de RNA durante la transcripcién. Como
transcripcionales Nus BEG para una antiterminacion éptiensecuencia de esta interaccion, la antiterminacion ocurre
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en sitios terminadores localizados a miles de bases del sitio
nut. Bajo condiciones fisiolégicas normales, las secuencias
boxA, boxB/ el dominio ARM son indispensables para una
antiterminacién eficiente. Sin embargo aunque es claro que
la interaccién entre el RNA d@xBy la proteina N permite

gue nut ligue a la RNAP, existen evidencias de que no es
so6lo este el papel del RNA éexBen antiterminacion. En
este trabajo se presenta la hipétesis de que la estructura
tallo-burbuja del sitionut podria contactar atore de la
RNAP. Esta hipotesis esta basada en la observacion de que
aunquein vivo la antiterminacion es inhibida por ausencia
de una interaccién IlexB aun con sobreexpresion de N,
puede existir antiterminaciéon cuando se usa la sencuencia
boxA presente en otros fagos lambdoides en las mismas
condiciones. En este estudio se midié la antiterminacion
usando diferentes secuenciaboxB y factor de
antiterminaciéon NI y DARM-NI. Los resultados muestran

y permiten concluir que aunque NI puede funcionar sin unir
boxB la antiterminacién depende de este RNA. El tallo-
burbuja deboxB es necesario independientemente de su
unién a NI Nosotros proponemos goexBpuede ocupar

un sitio de la RNAP que interacciona con los terminadores
Rho-independientes, produciendo un complejo
transcripcional resistente a la terminacion.
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