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INTRODUCCION 

Los rotavirus pertenecen a la familia Reoviridae y son el principal agente 

etiológico de gastroenteritis severa en infantes menores de 5 años. Poseen 11 

segmentos de RNAcd que codifican para 12 proteinas, seis de estas con funciones 

estructurales (VP1-VP4, VP6 y VP7) y seis con funciones no estructurales (NSP1-

NSP6). La proteina NSP3 es codificada por el segmento 7 y se une al factor de 

inicio de traducción e1F4G, desplazando a la protelna celular PABP (proteina de 

union a poly A) que normalmente se une a este factor y al extremo 3· de ARNm 

celular poliadenilado para estimular su traducción. NSP3 también es capaz de 

unirse al extremo 3 · UGACC de los ARNm virales y estimular su traducción de 

manera análoga a la de PABP sobre ARNm celulares y simultáneamente es capaz 

de inhibir la sintesis de protelnas celulares gracias a su capacidad de desplazar a 

PABP de e1F4G. Asi mismo NSP3 podrla participar en la replicación de ARNm 

virales, los cuales sirven como moldes para la producción de ARNcd genómico y 

requieren de protelnas virales que pudieran "canalizarlos" hacia la replicación. 

El objetivo del estudio fue determinar el efecto de una serie de delesiones en 

NSP3 del rotavirus YM sobre su reactividad con cinco anticuerpos monoclonales 

(AMC), por lo que se produjeron delesiones en los extremos amino y carboxilo por 

transcripción/traducción in vil ro, las cuales se analizaron por 

radioinmunoprecipitación y electroforesis. Ninguna de las delesiones en el extremo 

carboxilo presentó reactividad con los AMC, siendo la mínima delesión de 68 

aminoácidos. Entre las proteinas truncadas en el extremo amino el fragmento 

mlnimo reactivo con los cinco AMC contiene los aminoácidos 182-313. Esta región 

mlnima reactiva con los 5 AMC contiene al dominio de unión a e1F4G (aa 206- 313) 

pero carece del dominio de unión a ARN (aa 4-149) y de parte del dominio de 

dimerización (aa 150-206) por lo que el reconocimiento por los AMCs podria 

requerir de dos reglones distantes, el extremo carboxilo y la región de dimerización 

en la parte intermedia de la protelna i.e. los epitopos reconocidos por los 5 ACM 

anti-NSP3 son aparentemente conformacionales. 



FUNDAMENTACION TEORICA 

Generalidades 

La gastroenteritis aguda es una de las enfermedades más comunes en el 

hombre y se estima que causa alrededor de 2.4 a 2.8 millones de muertes anuales 

(Bern et al., 1992, Murray y López, 1997). Esta enfermedad es causada por 

bacterias, parásitos, virus y toxinas. Entre los agentes etiológicos virales se 

encuentran rotavirus, calicivirus, astrovirus y adenovirus, de los cuales rotavirus es 

el más importante (Kapikian et al., 1993). 

Los rotavirus se consideraban agentes patógenos de diarrea en ratones, simios y 

bovinos desde la década de los so·s pero no fue sino hasta 1973 que fueron 

implicados positivamente como causa de la gastroenteritis severa en humanos 

cuando Blshop y colaboradores usaron el microscopio electrónico para identificar al 

agente causal en biopsias duodenales de niños con gastroenteritis severa (Bishop 

et al., 1973). 

La infección con rotavirus también ocurre en otras especies como perros, gatos, 

ratones, ovejas, simios, felinos, etc. (Kapikian et al., 2001 ). La Figura 1 muestra 

una reconstrucción de la imagen de rotavirus obtenida por microscopia electrónica 

(Prasad et al., 1988, Yager et al .. 1994 ). 
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Figura 1. Reconstrucción de imagen de la estructura tridimensional de rotavirus basada en 

microscopia electrónica (Prasad et al .. 1966 ). 
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Clasificación 

Los rotavirus son virus de doble cadena de ARN que se clasifican junto con 

otros ocho géneros dentro de la familia Reoviridae y constan de al menos siete 

grupos A-G que comparten antlgeno de grupo (Kapikian et al., 2001 ). En el grupo 

A se presentan al menos 4 subgrupos: I, II, I+II y noI-noII que 

dependen de la protelna VP6 <Greenberg et al., 1983). Existen dos protelnas 

externas (VP4 y VP7) neutralizables por anticuerpos por lo que se ha propuesto 

una clasificación binaria, similar a la establecida para el virus de la influenza 

(Graham et al., 1985), que consta de 15 diferentes serotipos especificos de VP7 

llamados G1 a G15, por ser VP7 una glicoprotelna, y 21 serotipos de VP4 

llamados P1 a P21, por ser VP4 sensible a proteasas (Kapikian et al., 2001 ). 

Patogénesls 

La infección intestinal causada por rotavirus es mas compleja de lo que 

inicialmente se pensaba ya que es afectada por una serie de factores del huésped 

y virales. Las células blanco de los rotavirus son enterocitos del intestino delgado y 

la diarrea puede ser causada por una serie de mecanismos incluyendo: 

·:· Mala absorción como consecuencia de la destrucción de los enterocitos 

(Graham et al., 1984 ). 

•:• Activación del sistema nervioso entérico que provoca la liberación de un agente 

vasoactivo (Morrls et al., 2001 ). 

•:• Secreción intestinal mediada por la protelna viral no estructural NSP4 la cual 

estimula la permeabilidad intestinal de ca•• (Tian et al., 1996) y altera la 

integridad celular epitelial (Newton et al., 1997). 
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Epidemiología 

El grupo de edad más afectado por rotavirus es el de infantes menores de 5 

años. En paises templados se presentan un mayor número de casos en los meses 

de invierno (Brand! et al., 1983) mientras que en paises tropicales y subtropicales 

se presentan casos de infección en todas las estaciones del año (Cook et al., 

1990). En paises en desarrollo se Informan aproximadamente 125 millones de 

casos de diarrea anualmente de los cuales 18 millones van de moderados a 

severos y alrededor de 1 millón de niños muere por infecciones con rotavirus (Bern 

et al., 1992). 

Los rotavirus son transmitidos por la vía fecal-oral (Ward et al., 1986) siendo el 

grupo A de rotavirus el epidemiológicamente importante, aunque se han 

presentado brotes infecciosos de diarrea en adultos causada por el grupo B en 

China (Su et al., 1995) y se han documentado casos esporádicos de infección con 

el grupo C de rotavirus (Jiang et al., 1995). Los serotipos especificos de rotavirus 

del grupo A que infectan a humanos varlan con la época del año y la región 

geográfica incluyendo diferencias observadas en distintas latitudes (Koopmans et 

al., 1999). 

Estructura de los rotavlrus 

Las partículas virales presentan tres capas proteicas concéntricas de simetrla 

icosahédrica y no se encuentran envueltas en una membrana lipldica. Estas 

partículas poseen un diámetro aproximado de 102 nm incluyendo las espfculas de 

VP4, que sobresalen de la superficie y 75 nm sin ellas. En la Figura 2 se muestra un 

corte trasversal de la partlcula viral donde se observa la ubicación de distintas 

protelnas virales. 

La capa proteica externa esta compuesta por 260 trímeros de VP7 y 60 espiculas 

formadas por dlmeros de VP4, la cual interactúa con VP7 y la protelna interna VP6. 
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La capa proteica intermedia consiste de 260 !rimeros de VP6 (figura 2), los cuales 

son interrumpidos por 132 canales acuosos con tres diferentes formas en relación 

con la simetrla de la cápside: 12 del tipo 1, 60 del tipo 11 y 60 del tipo 111. Los distintos 

canales permiten la importación de los metabolitos requeridos para la trascripción y 

la exportación de ARNm naciente, ya que la partlcula viral con dos capas proteicas 

es capaz de transcribir el genoma viral (Lawton et al., 1997). La capa interna esta 

compuesta por 120 moléculas de VP2. La parte interna de VP2 encapsida a las 

proteinas VP1, que es la ARN polimerasa dependiente de ARN (Valenzuela el al., 

1991) y VP3 que funciona como guanililtrasferasa (Liu el al .. 1992), así como al 

genoma que esta formado por 11 segmentos de ARN de cadena doble (ARNcd), de 

3.3 a 0.6 Kb, con una totalidad de 18 Kb (Mattion et al., 1996). Se ha demostrado 

que gran parte del ARNcd se encuentra organizado en estructuras dodecahédricas 

que están distribuidas alrededor de complejos de VPl-VP3 localizados en los 

vértices de simetria cinco, formados a su vez por cinco dímeros de VP2 (Prasad et 

al., 1996). 

Segmento 
protelna 

RNA 

11 ... 11.\M 

VPZ 

VP4 

Figura 2. Separación electroforétlca de los 11 segmentos genómicos de rotavirus indicando las proteinas que 

codifican (izquierda). En el centro un corte transversal de la particular viral y a la derecha una representación 

tridimensional del virus. (Tomado de Estes et al .. 2001) 
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Proteínas virales 

Los ARNm de rotavirus contienen regiones no traducibles (RNT) de longitud 

variable en sus extremos 5' y 3'. En el caso del grupo A, el extremos· posee una 

secuencia GGC y el extremo 3· la secuencia consenso UGACC conservada en los 

11 genes, como se muestra en la Figura 3. 

l s'RNT 

GGCUUUUAAA 

AA A UU 

REGION TRADUCIDA 3'RNT 

AUGUGACC 

U UGUG 

Figura 3. Organización de un segmento del genoma de rotavlrus mostrando las regiones no 

traducibles. las secuencias consenso en los extremos 5' y 3' y la reglón Intermedia que codifica 

para una protelna. 

Los genes de rotavirus son monocistrónicos es decir codifican para una protelna, 

con excepción del gen 11 que codifica para dos. Seis de los genes codifican para 

las protelnas estructurales: VP1, VP2, VP3, VP4, VP6 y VP7 y cinco genes 

codifican para las protelnas no estructurales: NSP1- NSP6 (Mattion et al., 1996). 

Las protelnas estructurales son llamadas asi porque se encuentran en las 

partlculas virales maduras y poseen funciones relacionadas con la estructura del 

virión, replicación y patogenicidad viral, entre otras. Las protelnas no estructurales 

que se encuentran solo en células infectadas, poseen funciones en la replicación 

del genoma, traducción de ARNm y ensamble del virión. Las características 

generales de ambos grupos de proteínas se resumen en la tabla 1, aunque la 

función de algunas proteínas aún se desconoce. 
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Tabla 1. Caracterlsticas generales de la protelna de los rotavirus del grupo A. 

Protelna Segmento Especificidad Sitio de Comentarios 

del genoma de unión a acumulación 

ARN 

VP1 1 Extremo 3' del Viroplasma ARN pollmerasa 

ARNmvlral dependiente de ARN 

VP2 2 No especifica Viroplasma Requerida para la slntesls 

de ARNcd dentro del núcleo 

VP3 3 Extremo 5' del Vlroplasma Guanlllltransferasa 

ARNmvlral 

VP4 4 No se une Citoplasma Protelna de superficie, 

hemaglutinina. 

NSP1 5 Extremo 5' del Citoesqueleto patogenlcidad 

ARNmvlral Ligeramente básica, unión a 

VPS 6 No se une Viroplasma zinc 

Protelna de la capa 

NSP3 7 Extremo 3' del Citoesqueleto Intermedia, forma !rimeros 

ARNmvlral Ligeramente ácida, forma 

NSP2 8 No especifica Viroplasma di meros 

Básica, papel en la 

replicación de ARN, forma 

VP7 9 No se une RE octámeros 

Gllcoprotelna de superficie, 

NSP4 10 No se une RER neutralización 

Entero toxina, glicoprotelna 

NSP5 11 Se une, Viro plasma lrasmembranal 

especificidad no Ligeramente básica, 

caracterizada protefna cinasa 

NSPS 11 No se sabe Viroplasma 

Fosfoprotelna no estructural 
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Ciclo de replicación viral 

La replicación de rotavirus se lleva a cabo enteramente en el citoplasma. Al 

entrar el virus a la célula huésped pierde su capa proteica externa con lo que la 

transcriptasa viral se activa y sintetiza los ARN mensajeros con CAP en su extremo 

5· pero no poliadenilados en su extremo 3'. Estos ARNm pueden ser traducidos o 

usados como moldes para la slntesis de ARNcd genómico, el que al ser 

encapsidado genera nuevas partlculas virales. El modelo de replicación viral de 

acuerdo a Estes (Estes et al., 2001) consiste de las siguientes etapas: 

1. Adsorción del virus a los receptores celulares y entrada mediada por 

endocitosis o penetración directa, proceso por el cual se pierde la capa proteica 

externa. Algunos de los receptores o ce-receptores podrían ser integrinas, 

gangliósidos GM3 o alguno otro no identificado. (Coulson et al., 1997, Arias et 

al., 2001). 

2. Producción _de ARN mensajero en el citoplasma por partículas virales bicapa 

(Clark e_t al.; 1980). 

3. Tradúcclói1 - de los ARNm virales para producir las proteinas tanto 

estructurales como no estructurales (Lawton et al., 2000). 

4. Ensamble en regiones discretas del citoplasma llamadas viroplasmas de las 

particulas de una capa proteica formadas por VP2, VP1, VP3 y los 11 ARNm 

virales, los cuales son simultáneamente replicados por la ARN pofimerasa 

(VP1) produciéndose ARNcd genómico. Posteriormente VP6 se une para 

formar partículas bicapa también en el viroplasma. 

5. Maduración de las partfcufas tricapa al gemar las partfculas al RER adquiriendo 

asf una envoltura lipídica transitoria en fa que se ubican VP4, VP7 y NSP4 

(Stirzaker et al., 1987 donde NSP4 actúa como receptor intracelular de estas 

partículas. Posteriormente la envoltura lipídica es removida resultando en virus 

maduro tricapa. 

6. Liberación de partículas infecciosas (viriones) por lisis celular (Musalem et al., 

1985). 
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Lisis celular 

* Infección viral 

~ 
~ 
¡ 

Traducción 

Figura 4. Esquema del ciclo de replicación de rotavirus propuesto por Estes el al .. (2001 ). 

Proteína no estructural NSPJ 

La proteina no estructural NSP3 de 315 aminoácidos es el producto del 

segmento genómico 7 del rotavirus YM. Se trata de una proteína ligeramente ácida 

de moderada abundancia en células infectadas (Ericson et al .. 1982) y distribuida 

en el citoplasma a manera de filamentos lo que sugiere una asociación con el 
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citoesqueleto, (Greenberg et al,, 199~), El análisis de.secuencia irid_icá q_ ue se trata 
. .·. . . . .. ",. '• 

de una protelna predominantemente a~helié:oidal aUnqui;i estudios recientes han 

demostrado el extremo amino pose~:estrG~i~,~~s\1~h~Íic~·:y ~~~legada (Deo et al, 
2002). · · · • · ·~'.',', . .,.:;;;.:'.».e'. ': :, · ·· 

Estructuralmente la protelna NSP3 posee varios dominios. El primero se trata 

de una región básica muy conservada de los aminoácidos 83-150 en la cual se 

predice una carga positiva neta de 10 a pH 7, Esta región precede a una región 

ácida entre los aminoácidos 150-169 (Figura 5). El segundo dominio consiste en 

dos regiones extendidas con secuencias hepta-repetidas (HR), las cuales son 

residuos hidrofóbicos espaciados cada siete aminoácidos. Las secuencias hepta

repetidas se encuentran ubicadas entre los aminoácidos 181-236 y 275-305, esta 

última región conforma un cierre de leucina. En las cepas de rotavirus que infectan 

a bovinos y simios existen 4 cisteinas altamente conservadas en las posiciones 

123, 139, 306 y 310 (Both et al., 1984, Qian et al,, 1991), 

e e 
30 

83 1 1 

N 11 A HR CL 

Figura 5. Estructura de la protelna NSP3. Se senalan las regiones: N, neutra; B, básica; A, ácida; 

HR, hepta-repetida; CL, cierre de leucina. 

Funcionalmente la protelna NSP3 esta compuesta por 3 dominios (Figura 6) 

donde el dominio de unión a ARN está localizado entre los aminoácidos 4-149, el 

dominio de dimerización se ubica entre los aminoácidos 150-206 y el dominio de 

unión al factor de inicio de traducción en eucariontes elF4G se localiza en los 

últimos 107 aminoácidos del extremo carboxilo (Pi ron et al .. 999), 

TESIS CON 
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149 206 315 

Figura 6. Representación de los dominios funcionales de la protelna NSP3 

Papel de NSP3 en la síntesis de proteínas celulares 

La mayoría de los ARN eucariónticos se caracterizan por poseer una estructura 

7-metil-G (5')ppp(5') N también llamada CAP donde N es cualquier nucleótido en el 

extremo 5", mientras que en el extremo 3' presentan poliadenilación consistente de 

aproximadamente 200 adeninas (Sachs el al., 1993). Los ARNm de rotavirus en 

cambio presentan CAP en el extremo 5' ( lmai et al., 1985) pero no la estructura 

poli-A en el extremo 3', la cual es sustituida por la secuencia de 5 nucleótidos 

altamente conservados UGACC, que constituyen también el blanco reconocido 

especlficamente por la proteina viral NSP3 (Poncet et al., 1993). 

De acuerdo con un modelo el inicio de la traducción eucarióntica esta facilitado 

por la interacción entre el extremo 3'- poli A y el extremo 5' del ARN mensajero 

mediado por los factores de inicio de traducción eucarióntica elF4E, elF4G y 

PABP (Figura 7a). Se ha demostrado que la proteina NSP3 de rotavirus funciona 

como un análogo de la proteina de unión a poli-A (PABP) en la traducción de 

ARNm virales (Figura 7d) (Michel el al., 2000, Vende et al., 2000). También se ha 

demostrado que NSP3 bloquea la unión de PABP con elF4G y por lo tanto con la 

maquinaria de iniciación de traducción eucarióntica (Figura 7b y c). 

TESIS CON 
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Figura 7. Modelo del inicio de traducción viral en células infectadas con rotavirus propuesto por Piren 

et al., (1996) 

Papel de NSP3 en la replicación del genoma 

El reconocimiento del extremo 3' UGACC de los ARNm virales por NSP3 

(Poncet, 1993) y el de una secuencia no identificada en el extremo 5' por NSP1 

podrlan ser importantes para la replicación del genoma viral, en la que los ARNm 
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funcionan como molde para la producción de ARNcd genómico (Pallan, 1995). La 

protelna NSP3 . se. encuentra en altas concentraciones en el citoplasma y el 

complejo NSP3.-ARNm posiblemente se une al citoesqueleto durante la replicación 

viral (Fi.gura 8) lo qu'e sugiere que NSP3 quizá en asociación con NSP1 participa 

en la transloé:ación de los ARNm virales hacia el viroplasma (Israel! el al., 1990). 

La asoCiación de VP1 y VP3 con el complejo NSP11NSP31ARNm (figura 8) 

constituye el intermediario de replicación IR PRENUCLEO, se ha propuesto que 

· NSP1 y NSP3 podrlan ser competitivamente desplazadas por VP3 y VP1 que se 

unen especlficamente a los extremos 5· y 3· de los ARNm virales, es decir a los 

mismos blancos reconocidos por NSP1 y NSP3 (Gallegos et al., 1g89). El 

intermediario IR NUCLEO contiene a VP2 y podrla resultar del movimiento del IR 

PRENUCLEO al viroplasma (Gonzalez et al., 2000). En el viroplasma se 

seleccionan los distintos componentes del genoma viral y se ensamblan las 

protelnas .estructurales del virión. La maduración del IR NUCLEO para convertirse 

en IR,VP6 ocurre con el ensamble de VP6 sobre VP2 (Figura 8). La formación de 

partlculas virales maduras resulta de la interacción de VP6 con VP4 que se ubica 

en el. citoplasma, . y con NSP4, localizada junto con VP7 en el reticulo 

endoplásmico de lacélula (Meyer el al., 1989). El proceso de adquisición de la 

tercera capa proteica consiste en la gemación de partlculas virales con dos capas 

proteicas al retlculo endoplásmico y la posterior pérdida de la membrana lipldica 

resultando en virionés maduros con tres capas proteicas. 
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Figura 8. Diagrama de las posibles interacciones secuenciales de las protelnas con capacidad de 

unión a ARN viral durante la replicación y encapsidación del genoma viral. Se subrayan los 

intermediarios de la replicación identificados, los cuales son complejos entre el ARN y protelnas 

virales especificas. 

Anticuerpos 

Los anticuerpos son proteínas producidas en respuesta a la presencia de 

moléculas, organismos u otros agentes externos en el cuerpo y son una de las 

respuestas clave del organismo como protección contra la acción de estos. 

Actualmente se ha manipulado la respuesta de los anticuerpos para producir una 

gran variedad de reactivos de afinidad para múltiples propósitos por ejemplo 
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anticuerpos específicos son usados para determinar la localización subcelular de 

un antlgeno. 

Estructuralmente los anticuerpos están compuestos por una o más copias de una 

unidad caracteristica en forma de Y. Estas moléculas tienen tres regiones 

proteicas, dos de las cuales son idénticas y forman los "brazos" de la unidad 

caracteristica como lo indica la Figura 9. 

<. 
l \'·· .~oo- coo~. / 

1 

cadena 
pesada 
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Figura 9. Estructura de un anticuerpo donde se indica la composición del mismo. Fab es el fragmento 

del sitio de unión anticuerpo y Fe es el fragmento conservado. 

La. tercera· región forma la base o tallo y es la que interactúa con los 

macrófagos o en la activación del complemento. Las dos regiones que contienen 

los, sitio~ de· ~nión antlgeno- anticuerpo son conocidos como fragmento Fab 

. (frag"'!~~~t~ del sitio unión anticuerpo) y la región de regulación inmune es conocido 

· c~mo ·Fe (fragmento conservado). Cada inmunoglobulina contiene 4 polipéptidos 

. (2 6~pi~s idénticas de un polipéptido de cadena pesada y 2 de cadena ligera). Una 

cadená ligera esta asociada con la región terminal amino de una cadena pesada 

para formar el dominio antígeno-anticuerpo. 
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Los anticuerpos se dividen en 5 clases (lgG, lgM, lgA, lgE e lgD) debido a los 

polipéptidos de cadena pesada que contienen. La secuencia proteica responsable 

de estas diferencias se encuentra en el fragmento Fe. Las diferentes clases 

también varian por el número de inmunoglobulinas, por ejemplo lgG contiene una 

unidad caracterlstica e lgM contiene cinco. La heterogeneidad de las regiones 

variables de estos tipos de cadena se debe principalmente al uso de segmentos de 

codificación múltiple, recombinación homóloga ligeramente inadecuada, 

generación de mutantes y asociación aleatoria de las cadenas. 

Anticuerpos monoclonales 

Los anticuerpos policlonales o antisueros, son poblaciones complejas de 

anticuerpos, formadas por distintas clases de inmunoglobulinas en las que está 

presente una variedad de especificidades. Por el contrario, el término anticuerpo 

monoclonal (ACM) se usa para referirse a una población de moléculas de 

anticuerpos todas idénticas, las cuales poseen todas la misma especificidad. 

En 1975, G. Kohler y C. Milstein demostraron la posibilidad de producir ACM 

mediante la fusión de linfocitos B con células de mieloma (células tumorales 

inmortales). Ellos demostraron que los hibridos resultantes de tal fusión heredan la 

capacidad para crecer indefinidamente en cultivo y para producir anticuerpos, y 

que, además, es posible aislar del producto heterogéneo de fusión; aquellos 

hibridos secretores del anticuerpo en el cual se está interesado (Kohler et al., 

1975) La técnica original descrita por Kohler y Milstein (Figura 10) permite la 

obtención de ACM de ratón. El proceso se inicia con la inmunización de ratones de 

laboratorio con el antlgeno para el cual se desea producir los anticuerpos. Una vez 

que se tiene la certeza del estado inmune de estos animales (por lo general se 

establece tomando muestras de sangre y examinando y/o cuantificando la 

presencia de anticuerpos especificas en el suero inmune), los mismos son 

sacrificados y se obtiene el bazo, en el cual se encuentra una población numerosa 

de linfocitos B. A continuación, las células de bazo se fusionan con células de 
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mieloma inmortales que son mantenidas en el laboratorio en la forma de lineas 

celulares. La fusión, fenómeno poco común en células somáticas, es facilitada 

mediante la adición de agentes virales, quimicos o fisicos de los cuales el más 

usado es polietilenglicol (PEG). El producto de la fusión entre una célula de bazo y 

una célula de mieloma es denominado hibridoma. Los hibridomas heredan 

caracterlsticas fenotlpicas de ambas células parentales de manera tal que son 

capaces de crecer indefinidamente y de producir el anticuerpo codificado en los 

genes del esplenocito padre. La población de hibridomas obtenida mediante una 

fusión, es heterogénea en cuanto a los anticuerpos secretados por ella. Para 

seleccionar los hibridos productores del anticuerpo de interés se realiza clonación 

celular. 

Fusión de cn.1111 y llembn 
11'1 medio de 11feccl6n 

l Selección de hibridos 
productores del antic1.1erpo '- , 

Células de~~dese7o y clon.acion '- , •, I 
~elom1 ~· ..-.... 1 I 

' \.+ ~ ,, 
Esplenodosr{j U 1 

Hlbrldoma Antlcuetpo 
~ · •~cdon•do monoclonol 

klmunlz.adón 

Figura 1 O. Producción de un anticuerpo monoclonal TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 
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Esta clonación consiste en sembrar los hibridomas en microcultivos a una 

densidad celular tan baja que se garantiza que las células integrantes de la 

población obtenida en cada microcultivo sean todas idénticas. Los anticuerpos 

secretados por estas poblaciones clonales de hibridomas son anticuerpos 

monoclonales. 

Los ACM son sustancias qulmicamente bien definidas, su naturaleza y estructura 

se conoce en detalle lo que permite la formulación de preparaciones estables y 

facilita los procedimientos para su conjugación a trazadores tales como sustancias 

fluorescentes, enzimas, radioisótopos, oro coloidal, etc. además son reactivos 

susceptibles de ser preparados en forma pura, en condiciones muy controladas y 

en grandes cantidades. 

Interacción antlgeno- anticuerpo 

La región del antlgeno que interactúa con el anticuerpo esta definido como 

epltopo. Un epltopo no es una propiedad intrinseca de alguna estructura en 

particular y es definido sólo como referencia al sitio de unión del anticuerpo. El 

tamaño del epltopo es determinado por el tamaño del sitio recombinante, aunque 

se trata de pocos aminoácidos de la cadena que entran en contacto con el 

antlgeno. Funcionalmente existen dos clases de epltopos: epltopos lineales y 

epitopos conformacionales (Figura 11 ). Los epitopos lineales son una secuencia 

de péptido lineal de 5-20 aminoácidos y los epltopos conformacionales están 

formados por doblamientos de la proteina en largos dominios proteicos, ya que se 

encuentran cercanos en la conformación de la proteina pero separados en la 

secuencia lineal (Mackow el al., 1998). 
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La interacción antlgeno-anticuerpo es totalmente dependiente de interacciones 

no covalentes y el complejo formado se encuentra en equilibrio con los 

componentes libres. Estas interacciones incluyen puentes de hidrógeno, fuerzas de 

van der Waals, interacciones hidrofóbicas y coulómbicas. La interacción es un 

balance de interacciones de atracción y repulsión por lo que pequeños cambios en 

la estructura del antigeno pueden afectar profundamente la fuerza de esta 

interacción (Mackow et al., 1g98). 

Mapeo de epítopos 

El mapeo de epitopos se utiliza para estudiar algunas propiedades de los sitios 

de unión a proteinas modificadas, el origen de fragmentos proteicos, orientación 

de las proteinas en la membrana celular, la especificidad de la respuesta inmune, 

etc. Existen diversos métodos para realizar el mapeo de epltopos, uno de los mas 

usados esta basado en la fragmentación de la proteína y el análisis de cada 

fragmento con el anticuerpo. Históricamente estos fragmentos son producidos 

usando compuestos químicos o por cortes con proteasas, actualmente existen 
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sistemas de expresión de proteínas recombinantes en los cuales el marco abierto 

de lectura es fragmentado aleatoria o específicamente. La versatilidad de los 

protocolos de fragmentación de ADN permiten un número de variantes muy grande 

y casi todas estas variantes son efectivas porque solo se necesita una pequeña 

porción de la proteína para determinar si el anticuerpo se une. Un ejemplo de 

estas variantes es producir fragmentos de ADN por la reacción de polimerasa en 

cadena y traducirlos en un sistema in vitro en presencia de aminoácidos 

radioactivos (Mackow et al .. 1998). 

Técnicas de biologia molecular 

Entre los aspectos fundamentales a conocer en el desarrollo del proyecto se 

encuentran las bases de las técnicas de biologla molecular útiles para alcanzar los 

objetivos del proyecto, como la reacción de la polimerasa en cadena, digestión con 

enzimas, transcripción/traducción in vitro, entre otras que ha continuación se 

describen. 

Amplificación de ADN 

Para la amplificación de ADN se utiliza la reacción de la polimerasa en cadena 

(PCR) a través de una serie de ciclos repetitivos formados por tres pasos (Figura 

12). El primer paso es la desnaturalización por calor del ADN de interés sea de 

origen bacteriano, viral u otra fuente. Después de desnaturalizado el ADN, se 

realiza la separación flsica de las dos cadenas incubando la muestra a 

temperaturas entre 93-97ºC. Estas permanecerán separadas libres en la solución 

hasta que la reacción se enfria de 35-50ºC para permitir que los "cebadores " o 

"sondas" que son secuencias especificas complementarias que se añaden a la 

reacción se unan a las secuencias blanco y se realice la hibridización (Figura 12c). 

El tercer paso consiste en la polimerización, elongación o extensión del complejo 
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(sondas + ADN) por la acción de la enzima ADN polimerasa (Figura 12d). Estos 

cambios clclicos de temperatura son repetidos un gran número de veces para 

obtener un gran número de copias (Figura 12e). 

,. ~ ... 9'1"'"9'KWC"'- O O X>...JMA,...) 
#rttª?'~ .... ·~·--· o ........ u.-alizac:ión del ADN 

IWWICM~Wliti~ 
~.-«-••·--,,,.,........,,,. ....... 

•-·~"--·~o 
~·llf:#L" Hub.-a moldo 
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Figura 12. Etapas de la reacción de la polimerasa en cadena donde: a Indica ADNdc; b, indica la 

etapa de desnaturalizacion: c, indica la etapa de alineamiento; d, indica la etapa de elongación; e, 

esquematiza el ADN amplificado. 

Digestión de ADN 

La digestión de ADN con enzimas de restricción también conocidas como 

endonucleasas de restricción produce fragmentos de ADN con diferentes 

21 



longitudes. En 1968 Arber y Linn (Linn et al., 1968) demostraron la actividad de 

endonucleasa de restricción de Ecos, comprobando que estas enzimas cortan el 

ADN de otros organismos pero no el del microorganismo del que procede. Las 

enzimas de restricción reconocen sitios especlficos con base en su composición y 

longitud, el sitio tlpico reconocido es un palfndromo de 4, 5, 6, 7 u ocho pares de 

bases por ejemplo EcoR1 reconoce el sitio GAATTC. El pallndromo puede ser 

interrumpido por una serie de 1 a 9 nucleótidos de bases inespeclficas, por 

ejemplo Sfi 1 reconoce el sitio GGCCNNNNNGGCC donde N puede ser cualquier 

base. Algunas enzimas no requieren un sitio de reconocimiento en palfndromo y 

tipicamente cortan ADN de un determinado número de bases de una cadena, por 

ejemplo Mbo 11 corta en el sitio 5 · ... GAAGA .... 3 ·. 

Los sustratos comúnmente usados para la digestión con enzimas de restricción 

incluyen ADN de plásmidos, ADN genómico y ADN del bacteriófago lambda los 

cuales deben tener un alto grado de pureza porque la presencia de nucleasas, 

sales y otros tipos de ADN pueden producir digestiones incompletas o 

degradaciones. 

Traducción de proteínas in vitro 

Los sistemas de slntesis de protelnas libres de células permiten la expresión de 

protelnas in vitro de genes clonados que tienen una gama de aplicaciones como su 

caracterización funcional, estudios de interacción protelna-protelna, protelna-ADN, 

protelna-ARN y análisis con protelnas truncadas. 

Existen. varios sistemas de traducción in vitro derivados de procariontes los 

cuales usan E. co/i con promotores T7 y S30 mientras que los sistemas derivados 

de eucariontes se basan en el uso de lisado de reticulocitos o extractos de 

germen de trigo con promotores SP6, T7 o T3. 

El proceso de slntesis de protelnas in vitro consta de varios pasos donde 

primero la secuencia codificante es amplificada conteniendo el promotor de las 

ARN polimerasas SP6 o T7. Posteriormente el ARNm que codifica para la 
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proteina es generado al transcribir el molde con una ARN polimerasa apropiada. 

Por ultimo el ARNm es traducido in vitre en un extracto de germen de trigo o lisado 

de reticulocitos los cuales contienen los componentes celulares necesarios para la 

sintesis proteica ARNt, ribosomas, aminoácidos, factores de inicio. elongación y 

terminación (Promega, 1996). 

La producción de protelnas in vitro puede ser monitoreada usando algún 

aminoácido radioactivo adicionado a la reacción el cual es detectado por 

autorradiografia, alternativamente hay métodos de detección no radioactivos como 

la inmunoprecipitación directa. 

Electroforesis de proteínas 

La electroforesis es usada para separar mezclas de proteinas, determinar la 

composición de una muestra o verificar homogeneidad entre muestras. En un gel 

de poliacrilamida las proteínas migran en respuesta a un campo eléctrico a través 

de un soporte gelificado. La combinación del tamaño de poro en el gel, la carga, 

tamaño y forma de la protelna determina la velocidad de migración de cada 

muestra. Existen varios métodos de separación electroforética pero el de mayor 

uso es en gel de poliacrilamida en presencia de dodecil sulfato de sodio (SOS). En 

esta técnica la muestra es desnaturalizada y recubierta con SOS lo cual da una 

carga negativa proporcional a la longitud de la cadena peptidica. La muestra es 

colocada en un gel de poliacrilamida y un alto voltaje es aplicado causando que 

los componentes proteicos migren hacia el cátodo ya que las proteinas poseen 

carga negativa en proporción a su tamaño, por lo que son separadas con base en 

su peso molecular, el cual puede ser estimado por comparación de la movilidad en 

un gel por bandas con protelnas estándares. Cada una de las bandas individuales 

pueden ser visualizadas y recobradas por difusión pasiva en gel o electroelución. 

Los métodos comúnmente utilizados para el revelado del gel son azul de 

Coomassie y tinción con plata por la simplicidad de su uso y porque las bandas 

puedan ser recobradas para un análisis posterior. 
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lnmunoprecipitación 

La inmunoprecipitación consiste es la formación del complejo antlgeno

anticuerpo unido a una matriz sedimentable. La inmunoprecipitación permite 

determinar el peso molecular relativo de protelnas, la velocidad de degradación de 

la misma, analizar interacciones protelna-protelna, monitorear modificaciones 

postraduccionales y analizar actividades enzimáticas asociadas o intrlnsecas. 

La inmunoprecipitación consta de tres etapas de manera general (Figura 13) 

en donde en la etapa 1 el antlgeno es solubilizado por diversas técnicas. En la 

etapa 2 el anticuerpo especifico es unido covalentemente a protelna A o G las 

cuales interaccionan especificamente con regiones conservadas de los anticuerpos 

y están unidas a una matriz sedimentable usualmente pequenas perlas de agarosa 

o Sefarosa (Amersham Pharmacia, Suecia). En la última etapa se incuba el 

antigeno con el anticuerpo inmovilizado formando un complejo inmovilizado de 

antigeno- anticuerpo. El análisis de este complejo se puede realizar por 

autorradiografia al adicionar un aminoácido radioactivo que generalmente es 

metionina marcada con 35S. 

Figura 13. Esquema de las etapas de la inmunoprecipitación donde: • antígeno, 

1 Sefarosa, lb!lprotelna A y Y el anticuerpo. 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 
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En la inmunoprecipitación se utilizan 3 tipos de anticuerpos: policlonales, 

monoclonales y un grupo de anticuerpos monoclonales las características generales 

de estos tipos están descritas en la tabla No.3. El tipo de anticuerpo a utilizar 

depende considerablemente del objetivo de la inmunoprecipitación así como de los 

recursos disponibles. 

Tabla 2. Características de los anticuerpos usados en radioinmunoprecipitación. 

Anticuerpos Anticuerpos monoclonales Grupo de anticuerpos 

policlonales Monoclonales 

Caracterlsticas 

Intensidad de la señal Excelente Variable Excelente 

Especificidad Usualmente Excelente, aunque puede Excelente porque evita 

buena con cierto haber reacciones las reacciones 

fondo cruzadas cruzadas 

Ventajas Estable, Especificidad Estable, Interacciones 

interacciones Canlidad ilimitada multivalentes, 

multivalentes especificidad 

Desventajas Fondo Necesita alta afinidad por No son disponibles 

considerable el antlgeno comúnmente 
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

Los rotavirus son agentes etiológicos de gastroenteritis aguda en niños menores 

de 5 años y se calcula que causan alrededor de un millón de muertes anuales en 

paises en vlas de desarrollo, también infectan a animales de importancia 

económica. 

Aunque se conocen parte de las caracteristicas morfológicas, inmunológicas, etc. 

del virus aun no se comprenden totalmente aspectos fundamentales en el ciclo de 

replicación viral, en la función de las proteinas no estructurales que se unen al 

ARNm, etc. El desarrollo de vacunas o tratamientos médicos eficaces para 

combatir la gastroenteritis causada por rotavirus depende en gran manera en 

comprender primero la función de las protelnas virales en procesos corno la 

replicación del genoma viral, inmunidad, patogenicidad, etc. En el proyecto se 

estudia a la protelna no estructural NSP3, estudios recientes indican que esta 

protelna juega un papel clave en el ciclo replicativo del genoma y en la inhibición 

de la slntesis de protelnas celulares por lo que en este trabajo se pretende que la 

identificación de las regiones rnlnirnas de la protelna NSP3 que reaccionan con 

anticuerpos monoclonales (AMCs) contribuya de manera indirecta al conocimiento 

de la estructura tridimensional de la proteina, ya que la presencia de epitopos 

lineales en NSP3 permitirá que fragmentos pequeños sean reconocidos por los 

ACMs anti-NSP3 mientras que estos anticuerpos solo reconocerán fragmentos 

grandes si los epltopos son de naturaleza conformacional. Por otra parte la 

identificación de regiones reconocidas por los anticuerpos monoclonales permitirá 

utilizar a estos anticuerpos corno herramientas en el estudio de las funciones de la 

proteina no estructural NSP3 en estudios posteriores. 
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OBJETIVO GENERAL 

Identificar por medio de radioinmunoprecipitación (RIPA) los fragmentos mlnimos 

de la protelna no estructural NSP3 de rotavirus necesarios para reaccionar con 

cinco anticuerpos monoclonales produciendo los fragmentos proteicos por 

transcripción y traducción in vitro. 

OBJETIVOS PARTICULARES 

> Producir y purificar el ARN genómico de rotavirus 

> Clonar el gen que codifica a NSP3 de rotavirus en el contexto apropiado para 

su expresión a partir del promotor de la RNA polimerasa T7. 

> Obtener fragmentos proteicos con delesiones en los extremos amino y 

carboxilo de la proteina NSP3 por transcripción y traducción in vitro. 

;;.. Realizar radioinmunoprecipitaciones de los fragmentos producidos de la 

proteina NSP3 con cinco anticuerpos monoclonales. 

HIPOTESIS 

Los anticuerpos monoclonales anti-NSP3 de rotavirus YM solo reconocerán 

fragmentos grandes de la proteina NSP3 de rotavirus YM, debido a la naturaleza 

conformacional de los epitopos presentes en ella. 
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MATERIAL Y MÉTODOS 

Material biológico 

Células de riñón de mono, cepa MA104 (cepa procedente del laboratorio 

del Dr. L. Padilla en el Instituto de investigaciones Biomédicas, UNAM). 

• Rotavirus cepa YM (cepa procedente del laboratorio del Dr. L. Padilla en 

el Instituto de investigaciones Biomédicas, UNAM ). 

Reactivos 

• Albúmina de suero bovino. SIGMA, EUA 

• Anticuerpos monoclonales anti-NSP3: PNS31, PNS32, PNS34, PNS35 , 

PNS36 y suero hiperinmune anti-NSP3 producidos en el laboratorio 

usando la protelna NSP3 fusionada a Glutatión S-transferasa expresada 

en E. co/i como antigeno para inmunizar ratones. Los anticuerpos 

monoclonales se seleccionaron por inmunotinción de células MA104 

Infectadas con rotavirus YM 

• Anticuerpo monoclonal JE11 contra la proteina VP6 de rotavirus, 

producido por L. Padilla en el laboratorio del Dr. H. Greenberg 

(Universidad de Stanford, EUA) a partir de un ratón inmunizado con el 

rotavirus de humano ST3 y seleccionado por un ensayo inmunoenzimático 

contra el rotavirus de humano Wa 

• Cocktail lnhibidor de proteasas Complete (No. catálogo 1697498) ROCHE, 

ALEMANIA 

• ADN polimerasa Elongasa. ROCHE, EUA 

• Enzimas de restricción Bel 1 y BstN l. NEW ENGLAND BIOLABS, EUA 

Enzimas de restricción Xba 1 y Bgl JI. ROCHE, EUA 

lsopropanol grado HPLC. BURDINCK & JACKSON, EUA 

Marcadores de peso molecular con C 14
• AMERSHAM PHARMACIA, 

REINO UNIDO 
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Marcadores de peso molecular de 1 Kb. ROCHE, EUA. 

Marcadores de peso molecular de 100 Pbs. ROCHE, USA 

Medio mlnimo esencial de Eagle. ROCHE, USA 

Metionina S35 Redivue grado traducción. AMERSHAM PHARMACIA, 

REINO UNIDO 

• Oligonucleotidos YMT75, YMX3, YMT731, YMT781, YMT7150, YMT7182. 

ROCHE, EUA 

• Pellcula autoadherente Kleen Pack. KINMBERL Y CLARCK, EUA 

Protelna A- sefarosa. SIGMA, SUECIA 

• ARN Polimerasa TermoScripl. ROCHE, NUEVA ZELANDA 

• Sistema ThermoScript para RT-PCR. ROCHE, REINO UNIDO 

• Sistema de purificación de ARN por minicolumna RNAeasy. OIAGEN, 

ALEMANIA 

• Sistema de purificación de ADN por minicolumna Wizard. PROMEGA, 

EUA 

• Sistema de transcripción/traducción TNT T7 Qulck Master. PROMEGA, 

EUA 

• Sistema de transcripción/traducción TNT T7 para ADN obtenido por PCR. 

PROMEGA, EUA 

Equipo 

• Agitador mecánico Belly Dancer. STOVALL 

• Agitador mecánico modelo vórtex Genle 2. VWR SCIENTIFIC 

• Analizador de imágenes Fluor-S. BIORAD 

• Analizador de imágenes FX. BIORAD 

• Balanza analllica modelo SA 210 D. SCIENTECH 

• Bomba de vacio DOA 421-AA. PALL 

• Cámara de electroforesis Hoefer, modelo SA 600. AMERSHAM 

PHARMACIA 

• Cámara de electroforesis, modelo Horizon 58. LIFE TECHNOLOGIES 

• Cassete BSA 4043 para delección de imágenes radioactivas. FUJI FILM 
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Centrifuga modelo Eppendorf 5415C. BRINKMANN INSTRUMENTS 

Fuente de poder para electroforesis, modelo EPS 600. PHARMACIA 

BIOTECH 

Gabinete de seguridad biológica, clase 11 N33. FORMA SCIENTIFIC 

Incubadora con humedad y atmósfera de C02 controlada modelo 3110. 

FORMA SCIENTIFIC 

Microscopio invertido modelo TMS-F 210999. NIKON 

Placa de agitación, modelo Cimerec 2. THERMOLINE 

Polenciómetro modelo 320. CORNIG 

Secador de geles modelo FB6D 45. FISHER SCIENTIFIC 

Termociclador modelo 2400. PERKIN ELMER 

Metodología 

Reactivos 

La composición de los reactivos utilizados en la metodologla se describe en el 

anexo D. 

Producción del virus 

Para la producción de rotavirus YM se cultivó la linea celular MA-104 de 

células fetales de riñón de mono usando medio minimo esencial de Eagle 

(MEM} con suero fetal bovino (SFB} al 1 O % y se incubaron a 37ºC y 5 % de 

C02. Las células confluentes obtenidas en frascos F175 (Costar) fueron lavadas 

2 veces con MEM sin SFB previamente a la Infección. El virus se activó con 

tripsina (10 µg/ml final] colocando en un tubo Falcan: 2.5 ml de virus YM y 

12.5 µL de tripsina (2 mg/mL], se mezcló suavemente y se incubo a 37ºC por 

treinta minutos. Para la infección de las células confluentes a cada frasco F175 

conteniendo 24.5 ml de MEM s/SBF y 1 OµL de tripsina (2 mg/ml] se le 

adicionaron 0.5 ml del virus activado, obteniendo asi una concentración final de 

1 ~1g/mL de tripsina. Las células se incubaron a 37ºC y 5 % de C02 hasta que 
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se observó un efecto citopátlco en las mismas (usualmente 48 horas). El virus 

producido se cosechó sometiendo a las células a tres ciclos de 

congelación/descongelación para obtener un llsado celular el cual se colectó y 

almacenó en allcuotas de 30 ml. 

Electroforesis del ARN genómlco de rotavlrus 

Se detectó el patrón electroforético del ARNcd de rotavirus por electroforesis y 

Unción con nitrato de plata. Primero se extrajo el ARNcd de los viriones 

presentes en el iisado de células infectadas por el método de fenollcioroformo. 

Se mezclaron 200 fll del lisado de celular, 50 µI de amortiguador disruptor 5X, 

200 µL de fenol saturado y 200 f'L de cloroformo, la mezcla se agitó en vórtex 

moderado por dos minutos y se centrifugó a 12 000 r.p.m. durante cinco 

minutos en microcentrifuga Eppendorf. En este paso se forman dos fases, la 

fase acuosa (parte superior) en la que se encuentran los ácidos nucleicos, una 

interfase que contiene protelnas y la fase orgánica. De la fase acuosa se 

tomaron 90 µI y se transfirieron a un tubo de mlcrocentrlfuga de 0.6 mL ó a una 

placa de 96 pozos y se adicionaron 10 µI de azul de bromofenol al 1% en 

glicerol al 50 %. El análisis electroforélico se realizó en gel de 0.75 mm de 

espesor de poiiacrilamida al 12 % usando buffer Laemli 1 X en cámara Hoefer 

a 6.3 mA durante 15 horas (95 mAlhora final). El gel se tiño colocándolo en una 

solución fijadora de etanol 10 %-ácido acético 0.1 % durante 30 minutos con 

agitación suave y posteriormente se transfirió a una solución de nitrato de plata 

al 0.18 % durante 30 minutos también en agitación constante. El gel se lavó 

brevemente con agua dos veces y se sumergió en 200 mL de solución 

reveladora de formaldehldo 0.8 % - hidróxido de sodio 3 % hasta que se 

observo un patrón de bandas caracterlstico de rotavirus. La reacción se detuvo 

retirando la solución reveladora y adicionando ácido acético al 5 %. 
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Obtención de ARNcd del rotavlrus YM 

Para obtener el ARN del rotavirus YM, las partículas virales se 

semipurificaron por centrifugación diferencial y se extrajo el ARNcd genómlco 

por cloroformo-fenol-SDS. A una allcuota de 30 mL del lisado celular se le 

adicionaron 1 O mL de triclorofluoroetano, esta mezcla se homogenizó agitando 

vigorosamente en vórtex por 30 segundos. Para precipitar el desecho celular la 

mezcla se centrifugó a 5000 r.p.m por 20 minutos en un rotor Beckman JA20. El 

sobrenadante se transfirió a tubos Uitra-Clear (Beckman) de 5 mL e/u y se 

ultracentrifugó a 25 000 r.p.m durante 90 minutos a 4ºC en rotor SW55 a 4ºC y 

se resuspendió el botón conteniendo el virus en 150 µL de agua destilada 

estéril por cada tubo. Para extraer el genoma viral a 200 µL del virus (producto 

de la ultracentrifugación) se le adicionaron 50 µL de buffer disruptor 5x, se 

mezcló suavemente con micropipeta y se le adicionaron 200 flL de fenal y 200 

flL de cloroformo, agitando la mezcla 2 minutos en vórtex moderado. Se 

centrifugó a 12 000 r.p.m durante 5 minutos en microcentrifuga Eppendorf y se 

recuperó la fase acuosa que contenia el genoma viral cuidando de no tomar la 

interfase. Se midió el volumen del ARNcd obtenido y se almacenó a -20 ºC. 

Purificación del ARN de rotavlrus YM en mlnicolumna RNeasy (Qlagen) 

El ARNcd genómico de rotavirus se purificó por extracción con 

fenal/cloroformo y por su afinidad a las columnas RNeasy. Los reactivos fueron 

proporcionados por el fabricante (Qiagen). En un tubo de microcentrlfuga de 1.5 

mL se colocaron: 100 µL de virus YM, 100 µL de fenal y 100 µL de cloroformo, 

esta mezcla se agitó por 1 minuto en vórtex moderado y se centrifugó por 3 

minutos a 12 000 r.p.m. en microcentrifuga Eppendorf. La fase acuosa que 

contenia el genoma viral se colectó (este paso se repitió para reunir el genoma 

viral en un tubo). A 100 µL de la fase acuosa se añadieron 350 µL de 

amortiguador de lisis RLT (conteniendo 10 µL de P-mercaptoetanol por cada 

mL de amortiguador) y 250 µL de etanol absoluto. Esta mezcla (700 µL) se 
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deposito lentamente con la ayuda de una jeringa en una mlnlcolumna RNeasy 

(la cual estaba sobre un tubo de recolección de 2 mL) y se centrifugó por 15 

segundos a 10 000 r.p.m. en microcentrlfuga Eppendorf, desechando el liquido 

ya que el genoma viral se adsorbe a la resina de la minicolumna. Para lavar la 

mlnlcolumna esta se transfirió a un tubo de recolección de 2 mL, se anadleron 

500 µL de amortiguador RPE y se centrifugó por 15 segundos a 10 000 r.p.m. 

En un segundo lavado se colocaron 500 µL de amortiguador RPE sobre la 

columna y se centrifugó por 2 minutos a 14 000 r.p.m. para secar la membrana. 

La minlcolumna se transfirió a un tubo de recolección de 1.5 mL y se anadieron 

30 µL de agua destilada libre de RNasas sobre la membrana incubando 2 

minutos a temperatura ambiente y recuperando el genoma viral por 

centrifugación a 10 000 r.p.m. durante un minuto. El ARN purificado se analizó 

corriendo 5 µLen un minigel de agarosa al 1 % en amortiguador TAE 1x a 100 

V durante 1 hora en cámara Horizon 58, incluyendo como control 500 ng de 

marcador de peso molecular de 1 Kb. 

Transcripción reversa del segmento 7 del rotavirus YM 

El diseño de los oligonucleótidos utilizados para la transcripción reversa y la 

amplificación del segmento 7 de rotavirus YM se basó en la secuencia del gen 

7 del rotavirus YM (anexo A) proporcionada por la Dra. Susana López (Instituto 

de Biotecnologla, UNAM) usando el programa DNAMAN. Se utilizaron los 

siguientes oligonucleótidos sintetizados por Roche: 

YMT75 (secuencia 5' a 3'): CAA TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGA TGG 

AGT CTA CTC AGC. Este oligonucleótido contiene la secuencia del promotor 

modificado de la polimerasa T7 (TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGA TG) 

necesario para la transcripción/traducción in vitro. En esta secuencia los dos 

últimos nucleótidos del promotor T7 (GA) se cambiaron por (TG) para generar el 

codón de inicio ATG. El oligonucleótido también contiene la secuencia inicial 

del gen 7 de YM del nucleótido 9 al 25. Dada esta secuencia el transcrito 

Iniciarla con los nucleótidos GGG ATG GAG TCT ACT CAG C. Tm 70.2ºC. 
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YMX3 (secuencia 5'-3'): GAC TAT TCA TAC GTA CAT TCA TAG. 

Corresponde a la secuencia complementaria a los nucleótldos 921 a 942 del 

gen 7 de YM. Tm 50.5"C. 

Se produjo ADNc del segmento 7 del rotavirus YM a partir de ARNcd 

genómlco usando una mezcla de transcripción reversa de 1 O µL totales a partir 

de 2.5 µL ARNcd de rotavirus YM, 0.5 µL H20 tratada con DEPC y 0.5 µL de 

cada uno de. los ollgonucleótidos YMT75 y YMX3 (10 µM). La mezcla se 

desnaturalizo a 94"C por 3 minutos y al descender la temperatura a 55"C se 

adiciono ~na rii~icla de TR conteniendo: 2 µL de amortiguador de slntesis de 

ADNb 5 'x, 6.5 '. µL DTT (0.1 MJ, 0.5 µL RNAse Out (Roche), 0.5 µL H20 

tratad.a ~clÍl fi~~'c~ 1.0 µL de la mezcla de los cuatro desoxinucleótidos trifosfato 

(dNTP~¡-[1c?rii~fy 0.5 µL de la transcriptasa reversa ThermoScript (15 Uh•L). 

La n~ezéla ;s~ l~~ubó a 50" C durante 60 minutos y después a 85" C durante 5 

minutos para lnactivar la enzima. Para degradar la cadena molde se 

adicionaron 0.5 µL de RNase H (2 U/µL) y se incubó por 20 minutos a 37" C. El 

ADNc obtenido se utilizó para amplificar el gen 7 de rotavlrus YM por PCR. 

Amptlflcacl6n del segmento 7 de rotavlrus YM 

La amplificación del ADNc del segmento 7 de rotavirus YM se realizó por la 

reacción de polimerasa en cadena (PCR) en un volumen final de reacción de 

20 µL que contenla: 0.8 µL del ADNc de rotavirus YM, 12.8 µL H20 tratada con 

DEPC, 0.4 µL dNTP's [10 mM), 0.8 µL oligonucleótido YMT75 [10µM), 0.8 µL 

ollgonucleótldo YMTX3 (1 OµM), 2.0 µL amortiguador A 5x, 2 µL de 

amortiguador B 5x (1.5 mM final de Mg'2] y 0.5 µL enzima Elongasa [1 U/µL). Se 

utilizo un programa en el termociclador de 30 segundos de desnaturalización a 

94 ·c. 30 segundos de alineación a 50 ·c y 60 segundos de extensión a 68 ·c 
durante 30 ciclos. Al final de la reacción 5~•L del ADN amplificado se analizaron 

en un minigel de agarosa al 1 % en buffer TAE 1 X a 100 V, durante 1 hora en 
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cámara Horizon 58 para determinar la presencia del gen amplificado. Se 

usaron 5 µL de marcador de peso molecular de ADN lineal de 1 Kb para estimar 

el número de pares de bases del ADN producido. 

Purificación de ADN en mlnlcolumna Wlzard. 

El ADN producido por PCR se purificó por la afinidad que presenta con la 

resina de la mlnicolumna Wizard. Los reactivos utilizados fueron proporcionados 

por el fabricante (Promega). En un tubo de microcentrlfuga de 1.5 ml se 

colocaron 100 pl del amortiguador de purificación directa, 60 pl de ADN del 

segmento 7 amplificado y 1.0 ml de resina, se homogenizaron en vórtex 

moderado (para no romper el ADN) por 1 minuto. La mezcla se depositó en una 

mlnlcolumna (colocada sobre un tubo de recolección de 2 ml) usando una 

jeringa para que la mezcla resina/ADN pasara lentamente a través de la 

mlnicolumna y la columna se lavó depositando 2 ml de isopropanol al 80 % 

(grado HPLC) haciéndolo pasar a través de ella y desechando el solvente. La 

minicolumna se secó por centrifugación a 13 000 r.p.m. durante 2 minutos en 

microcentrlfuga Eppendorf y se eluyeron los fragmentos de ADN unidos a la 

resina agregando 30 f'l de agua (Milli Q y estéril), dejando reposar 2 minutos a 

temperatura ambiente y centrifugando la minicolumna por 20 segundos a 13 

000 r.p.m. sobre un tubo de recolección. El ADN recuperado se analizó en un 

minigel de agarosa 1 % en amortiguador TAE 1x a 100 V durante 1 hora en 

cámara Horizon 58. A partir del marcador de ADN de 1 Kb se estimó el 

rendimiento de la reacción (anexo C). 
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Digestión del gen 7 de rotavirus YM 

Con el fin de generar fragmentos de NSP3 del rotavirus YM con delesiones 

en el extremo carboxilo se digirió el ADN amplificado a partir del gene 7 con 4 

enzimas que poseen sitios de restricción sobre su secuencia. Los fragmentos 

de ADN esperados y las enzimas utilizadas son: 

Proteina Enzima 

NSP3•·•• Bel 1 

NSP3•·154 BstN 1 

NSP3 •. 100 Xba 1 

NSP3 .. 2•s Bgl 11 

NSP3 .. 313 

Fragmento ADN 

1 "º" Pbs 

1462 Pbs 

1 
TESIS CON 1 

FALLA DE ORIGEN i 

1 588 Pbs 

1 735 Pbs 

Las condiciones óptimas de cada reacción varlan de acuerdo a cantidad 

obtenida de cada segmento digerido, (en los fragmentos menores, la cantidad 

obtenida fue menor) estas condiciones se describen en la tabla 3. Todas las 

enzimas se inactiva ron incubando las muestras 1 o minutos a ao· C y 

posteriormente a 4"C durante 10 minutos. Los productos digeridos se 

analizaron en un minigel ds agarosa en buffer TAE 1x y en cámara Horizon 58 

incluyendo un control de 5~,L de marcador de ADN lineal de 100 Pbs. Las 

condiciones de corrimiento electroforético optimas para el análisis de cada 

producto de digestión también se describen en la tabla 3. 
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Tabla 3. Condiciones de digestión del ADN del gene 7 del rotavirus YM con 4 

enzimas de restricción 

Enzima Bcll BstN 1 Xba 1 Bgl 11 

Protelna a la NSP31.94 NSP31-154 NSP31-100 NSP3,.,.. 

que codifica 

ADN digerido 3.0 µg 2.0 µg 2.0 µg 1.5 µg 

Amortiguador de NEB3 10x NEB2 10x Glbco 2 10x Glbco 3 10x 

reacción (2 µL) 

Unidades de 3U 4U 4 u 1 u 
enzima 

Condiciones de 2 horas a so·c 2 horas a 60ºC 2 horas a 37ºC 2: horas a 

Incubación . 37"C 
. .· :.:: . 

Condiciones de Mlnigel de Mlnlgel de Mlnlgel de·· Mlnlgel: · ·de 

corrida agarosa 2 % a agarosa 2 % a agarosa 1.% a agarosa a1 1 

electroforetica 80 V por 20 min. 80 V por 30 mln. 100V por 30 % a 100V por 

mln. 40mln. 

Purificación de los productos de digestión en gel de agarosa/ 

mlnlcolumna QIA Qulck (Qlagen) o por mlnlcolumna Wlzard (Promega) 

Los reactivos para estas purificaciones fueron proporcionados por el 

fabricante. Los productos de la digestión del ADN del gen 7 de rotavirus con 

las enzimas Bgl 11, Xba 1 y BstN 1 se purificaron en minicolumna Wizard para 

eliminar sales e impurezas que afectarlan su transcripción y traducción in vitro 

de acuerdo al procedimiento recomendado por el fabricante. Se analizaron 3 µL 

del ADN purificado en un minigel de agarosa al 2 % a 80 V durante 30 minutos 
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en cámara Horizon 58 y el rendimiento se cuantificó usando 5µL de marcador 

de 1 Kb (anexo C). 

El ADN digerido con la enzima Bel 1 se purificó por separación electroforética 

en gel de agarosa de bajo punto de fusión ya que esta enzima posee dos sitos 

de restricción en la secuencia del gene 7 de rotavirus YM lo que produciría dos 

fragmentos traducibles. El ADN digerido se corrió en un minigel de agarosa 0.6 

% de bajo punto de fusión a 80 V durante 30 minutos en cámara Horizon 58. La 

banda observada bajo luz UV de onda corta se cortó y se pesó (máximo 400 

mg) colocándose en un tubo Falcon de 5 ml. Se adicionaron 3 volúmenes de 

amortiguador OG por volumen de gel y se incubó a 50 ºC por 1 O minutos en 

baño María para disolver la agarosa. Una vez disuelta la agarosa se adicionó un 

volumen de isopropanol al 80 % (grado HPLC) por volumen del gel, la mezcla 

se depositó suavemente en una columna QIA Ouick (colocada sobre un tubo 

de recolección de 2 mL) con ayuda de una jeringa y la columna se centrifugó 

por un minuto a 13 000 r.p.m. para eliminar la agarosa. La adsorción de ADN a 

la columna se completó adicionando 0.5 mL de buffer QG y centrifugando 1 

minuto a 13 000 r.p.m. Para lavar la columna se colocaron 0.75 mL de 

amortiguador PE (con etanol) a la columna y se centrífugo 1 minuto a 13 000 

r.p.m. El lavado se repitió y para retirar el exceso de etanol en la columna 

nuevamente se centrífugo 1 minuto a 13 000 r.p.m. Finalmente el ADN se eluyó 

adicionando 30 µL de agua al centro de la columna, incubando dos minutos a 

temperatura ambiente y centrifugando 1minutoa13 000 r.p.m. Se corrió un gel 

de agarosa al 2% en amortiguador TAE 1 x a 80 V, durante 45 minutos en 

cámara Horizon 58 para determinar la presencia de los segmentos purificados 

asl como un control de 5 µL de marcador de peso molecular de 1 Kb. 

Transcripción /traducción In vltro de la proteína NSP3 

Para la transcripción / traducción in vitro de la protelna NSP3 se utilizaron 3 

sistemas que dependen de la ARN polimerasa T7 para transcripción y de 

lisados de reticulocitos de conejo para traducción. Uno de los sistemas emplea 
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transcripción y traducción separadas, mientras que los otros dos lo hacen en 

forma simultánea y solo difieren en que uno esta optimizado para productos de 

PCR. 

Transcripción/traducción simultánea con el sistema TNT T7 (Promega). Los 

reactivos utilizados fueron proporcionados por el fabricante. La mezcla de 

reacción se hizo en un tubo de 200 µL a 4 ·c con un volumen final de 20 µL 

conteniendo: 1.0 µL de agua libre de nucleasas, 400 ng de ADN purificado del 

segmento 7, 1.0 µL metionlna 35S [15 µCi/µL]. Como control se usó ADN que 

codifica a luciferasa por lo que en otro tubo se mezclaron para un volumen final 

de 10 µL: 0.9 µL agua libre de nucleasas, 0.1 µL ADN de luciferasa, 1 µL (15 

µCI) metionlna 35S (Redivue). La mezcla Master TNT Quick compuesta por el 

lisado de retlculocitos y los factores necesarios para la transcripción/ traducción 

se retiró de -70° C, se adicionaron 16 µL al tubo experimental y 8 µL al tubo 

control homogenizando con la pipeta. Las muestras se incubaron por 90 

minutos a 30° C. 

Transcripción y traducción separadas con ARN polimerasa T7 y lisado de 

rellculocitos. Se mezclaron en un tubo de 200 µL de pared delgada a 

temperatura ambiente para un volumen de reacción final de 20 µL: 100 ng de 

ADN del segmento 7, 2.4 µL de agua estéril Milli Q, 1.0 µL de análogo de CAP 

(1 O mM], 2.0 µL de amortiguador de la polimerasa T7 5x (tris HCI 0.2 M, NaCI 

125 mM, espermidina 1 O mM, MgCl2), 1.0 µL mezcla de los cuatro NTP·s (1 O 

mM), 0.5 µL DTT [ 0.1 mM], 0.1 µL RNase Out (10 U/µL) y 1.0 µL de polimerasa 

T7 (15 U/µL]. Se Incubó durante 1 hora. La traducción se realizó en un tubo de 

200 µL para un volumen final de 20 µL conteniendo: 0.6 µL H,O estéril, 0.4 µL 

de una mezcla de aminoácidos sin metionina, 1.0 µL metionina 35S (15 

µCi/µL), 4 µL ARNm de segmento 7 de YM y 14 µL de lisado de retlculocitos 

de conejo. Paralelamente se corrió un control conteniendo ARNm de luciferasa 

mezclando en un tubo para un volumen final de 10 µL: 0.6 µL H20 estéril, 0.4 

µL mezcla de aminoácidos sin metionina, 0.5 µL metionina 35S, 0.5 µL ARNm 

de luciferasa y 8 ~1L lisado de reticulocitos de conejo. Las muestras se 

incubaron 2 horas a 30º C. 
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Transcripción y traducción simultanea con el sistema TNT T7 para productos de 

PCR (Promega). El ensayo se realizó usando un sistema acoplado de 

transcripción /traducción in vitro optimizado para productos de PCR. El 

procedimiento utilizado es igual al descrito en transcripción I traducción 

simultanea con el sistema TNT T7. 

De cada producto de reacción se tomaron 5µL y se les adicionaron 5 µL de 

amortiguador de muestra 1 x, se analizaron por electroforesis en gel de 

pollacrilamida-SDS al 12 %, en amortiguador de corrida Laemli, a 200 V por 6 

horas en cámara de electroforesis Hoeffer procesando el gel para su análisis 

por autorradiografia (anexo B). 

Producción de las proteínas NSP3 truncadas en el extremo carboxllo 

Las protelnas con delesiones en el extremo carboxilo se produjeron por 

transcripción/traducción acoplada usando el sistema de transcripción y 

traducción simultanea TNT T7 para productos de PCR. Las mezclas de 

reacción se hicieron en tubos de 200 µL a 4 •e para un volumen final de 50 µL 

conteniendo: 1.0 µg de ADN del segmento 7 digerido por cada enzima, 2.5 µL 

de metionina 35S [15 µCI/ µL] y 40 µL de la mezcla Master Mix para PCR. Las 

muestras se Incubaron por 90 minutos a 30 ºC y se analizaron 3~1L de cada 

reacción, los cuales se mezclaron con 3µL de amortiguador de muestra 2x y se 

corrieron en gel de poliacrilamida- SOS al 16 % en amortiguador Laemli 1x a 

200 V por 6 horas en cámara de electroforesis Hoefer. El gel se procesó para 

su análisis autorradiográfico (anexo B). 

Transcripción reversa para generar segmentos del gen 7 con deleslones 

en el extremo amino 

El diseño de los oligonucleótidos para amplificar el gen 7 de rotavirus YM 

que codifique a protelnas NSP3 delatadas en el extremo amino se basó en la 

secuencia del gen (anexo A) proporcionada por la Dra. Susana López del 
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Instituto de Blotecnologla, UNAM. Los ollgonucleótidos YMT731, YMT781, 

YMT7150 y YMT7182 contienen el promotor T7 modificado (TAA TAC GAC 

TCA CTA TAG GGA TG) donde se cambiaron los últimos dos nucleótldos del 

promotor (GA) por TG para generar el codón de iniciación ATG y enseguida 

contienen secuencias derivadas del gene 7 de rotavirus YM. Para el diseño de 

estos se uso el programa DNAMAN. Los oligonucleótidos son: 

• YMT731: GAA TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGA TGG AAT TGA TGG 

GTA TT. Permite amplificar a partir del aminoácido 31. Contiene los 

nucleótldos 91 al 105 del gene 7 de YM. 

• YMT781: GAA TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGA TGG TTG TAA GAA 

ATA GAA A. Permite amplificar a partir del aminoácido 81. Contiene los 

nucleótldos 241-258 del gene 7 de YM. 

• YMT7150: GAA TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGA TGG GAG AGG TTG 

AAGT. Permite amplificar a partir del aminoácido 1 51. Contiene los 

nucleótidos 450 al 464 del gen 7 de YM. 

• YMT7182: GAA TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGA TGG AGT CAC TAA 

AGC AGA. Permite amplificar a partir del aminoácido 182. Contiene los 

nucleótidos 544 al 560 del gene 7 de YM. 

•· YMX3: GAC TAT TCA TAC GTA CAT TCA TAG. Es complementario a los 

nucleótldos 921 a 942 del gen 7 de YM. 

Para la reacción de transcripción reversa se colocaron en un tubo de 200 

µL: 1.5 µL H20 tratada con DEPC, 2.5 µL ARNcd de YM, 0.5 µL oligonucleótido 

5· (YMT731, YMT781, YMT7150 ó YMT7182) (10 mM), 0.5 µL oligonucleótido 

YMX3 (1 O mM), el ARNcd en la mezcla se desnaturalizó a 94 ·c por 3 minutos. 

Al descender la temperatura a 55 ºC se adicionaron 2.0 µL amortiguador de 

slntesis ADNc 5x, 0.5 µL DTT (0.1 M), 0.5 µL, RNase OUT , 0.5 µL H20 

tratada con DEPC , 1.0 µL dNTP ·s (1 O mM ) y 0.5 µL de enzima ThermoScript , 

se incubo a 50 •e por 60 minutos. La reacción se detuvo incubando a 85 ·c 
por 5 minutos. La cadena molde de ARN se degradó adicionando 0.5 µL de 
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RNase H (2 U/µL] e incubando por 20 minutos a 37ªC. El ADNc obtenido se uso 

como molde para amplificación por PCR. 

Amplificación del gen 7 de rotavirus YM con deleslones en el extremo 

amino 

La amplificación del ADN que codifica para las protelnas NSP331.313, 

NSP3a1.313, NSP3150.313 y NSP31s1.313 se realizó seleccionando primero las 

condiciones óptimas para cada segmento. En tubos de 200 µL de pared 

delgada a 4ªC se colocaron los volúmenes indicados en la tabla 5 para cada 

amplificación. Las concentraciones de Mg.. finales fueron de 1.5 mM para 

NSP331.313 y NSP3151.313, y para NSP3a1.313 y NSP3 1so.313 fue 2 mM. Después 

de la amplificación se analizaron 3 µL del ADN obtenido de cada reacción en 

minigel de agarosa al 1 % en amortiguador TAE 1x en cámara Horizon 58 a los 

voltajes y tiempos indicados en la tabla 4. 

El ADN amplificado se purificó en minicolumna Wizard con el procedimiento 

descrito anteriormente. Se analizaron 2µL del ADN purificado en un minigel de 

agarosa al 2 % corriendo a 80 V durante 30 minutos en cámara Horizon 58 y se 

cuantificó por comparación con 5 µL de marcador de peso molecular de 1 Kb 

(anexo C). 
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Tabla 4.Condiciones de PCR para la amplificación de los segmentos del gen 7 

de rotavlrus YM que codifican para protelnas NSP3 con deleslones en el extremo 

amino. 

Reactivos 

H20 

ADNc 

dNTPs 10mM 

dNTPs 2 mM 

oligomucleotido 5· 10mM 

oligonucleotido 5 · 1 OOnM 

oligonucleótido 3· 10mM 

oligonucleótido 3· 100nM 

amortiguador A 5x 

amortiguador B 5x 

elongasa (1 U/¡1L] 

volumen final 

Condiciones de termociclador 

Número de ciclos 

Desnaturalización 

Alineación 

Elongación 

PRO TE ( NAS 

NSP331.313 NSP3a1.3n NSP31so.313 NSP3m-313 

12 µL 10.3 µL 

0.8 µL 0.8 µL 

0.4 µL 

0.5µL 

0.8 µL 
•·'c...)'' 

i.ó'~[; 
<' 

'· 0.8 µL ... ,. 
2.0 µL'. 

2.0 µL ---
2.0 µL .4.0 µL 

0.4µL 0.4 µL 

20µL 20 µL 

12.8 µL 

0.8 µL 

0.4 µL 

10.3 µL 

0.8µL 

0.5µL 

·2.o·µL. 

<\2.o'µL··. 

1 • , ·-· -·-·· :: : 2.0 µL · 

4.0 µL:: , 2.~_FL. .· 

o.4 µL '. '. 0.4 µL 

2oµ'(·,¡ ;,2'0 iiL, ·.• 

·\~ ,.;·:· 
',.,. ~ .,, .• , -¡. '. . .'· ;.; < 

30 ciclos 30 ciclos ... 30 ciclos é\~ ~5,,clct,~~ 

94·e130· 94•c / 30· 94 ·c}~~Sí 94';°6130·, 
" :..: ' :::~:~\ ';':' ! '). 

50 ·e¡ 30· 47ºC / 30· 47 ·e / 30~·' 50 .·e 130· 

68 ºC I 60" 68ºC I 60" 

Condiciones de corrimiento 100 V/ 45· 80 V/ 30"' 

electroforetlco 

80 V/ 30' . ·• 80 V/ 20' 

. 
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Transcripción/traducción In vitro de las proteínas NSP3 truncadas en el 

extremo amino. 

Para la generar delesiones en el extremo amino de la protelna NSP3 los 

ensayos de transcripción/traducción simultánea se realizaron con un solo 

sistema, el TNT T7 para ADN producido por PCR. Las mezclas de reacción se 

hicieron en tubos de 200 µL sobre hielo para un volumen final· de 50 µL. Se 

mezclaron: 7.5 µL de ADN que codifica para la proteina NSP3 truncada, 2.5 µL 

(30 µCi ) de metionina 355 y 40 µL de la mezcla Master Mix, se incubaron por 

90 minutos a 30º C. Se tomaron 3µL de cada reacción y se mezclaron con 3µL 

de amortiguador de muestra 2x los cuales se analizaron por electroíoresis en 

gel de poliacrilamida-SDS al 16 % en amortiguador de corrida Laemli 1x a 200 

V por 6 horas en cámara de electroforesis Hoeffer. Se usaron marcadores de 

peso molecular con 14C como control. El gel se procesó para su análisis 

autorradiográfico. 

Radiolnmunopreclpitaclón de las proteínas NSP3 

La radioinmunoprecipitación se realizó precubriendo proleina A-sefarosa con 

un anticuerpo monoclonal, retirando el exceso de anticuerpo y haciendo 

reaccionar la sefarosa-anticuerpo con las proteinas radioactivas en presencia 

de detergentes suaves. En tubos de 1.5 mL se colocaron 20 µL de proteina A

sefarosa, 0.5 mL de PBS trio, 1 µL de anticuerpos (PNS31, PNS32, PNS34, 

PNS35, PNS36, IE11 anti-VP6 o suero hiperinmune anti-NSP3) y 5 µL de triton 

1 %, las mezclas se agitaron suavemente y se incubaron por 3 horas a 4 ºC. 

Posteriormente se microcentrifugaron 1 minuto a 14 000 r.p.m. a 4 ºC, 

desechando los sobrenadantes con una pipeta Pasteur conectada al vacio. Los 

complejos anticuerpo-proteina A-sefarosa se lavaron dos veces con 1 mL de 

buffer no desnaturalizante, microcentrifugando 1 minuto a 14 000 r.p.m. a 4 ºC 

y retirando el sobrenadante. A cada tubo se le adicionaron 10 µL de albúmina 
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bovina 10% y 316 µL de una solución conteniendo 4 µL de la proteina NSP3 

radioactiva, 300 µL de buffer de lisis no desnaturalizante y 12 µL de inhibidor 

de proteasas Complete 25x (No. catálogo 1697498), las mezclas se 

homogenlzaron suavemente con la micropipeta y se incubaron por 3 horas y 

media a 4° C en agitación constante. Después de la incubación los tubos se 

centrifugaron 1 minuto a 14 000 r.p.m. y se desechó el sobrenadante, las perlas 

de sefarosa se lavaron 3 veces con 1 mL de amortiguador de lavado A frlo y 

una vez con PBS 1x frlo. Al final a cada uno de los tubos se le adicionaron 40 

µL de buffer de muestra 1 x y se analizaron por electroforesis en gel de 1.5 cm 

de espesor de poliacrilamida-SDS al 12 o/o en buffer Laemli 1 x a 200 V por 6 

horas en cámara de electroforesis Hoeffer, usando como control marcadores de 

peso molecular con " C. El gel se procesó para su análisis autorradiográfico 

(anexo B) y se determinó la presencia de complejos entre la protelna NSP3 y 

los anticuerpos monoclonales usando el analizador de imágenes FX. 

Para las protelnas NSP3 truncadas, las radioinmunoprecipilaciones se 

realizaron usando un control positivo adicional donde el anticuerpo PNS31 se 

utilizó para precipitar a la proteina NSP3 completa y las determinaciones se 

realizaron usando 7 µL de proteina recombinante. El análisis se hizo en geles 

de 1.5 cm de espesor de poliacrilamida-SDS al 16 %. 
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RESULTADOS 

Para obtener ARN genómico de rotavirus YM se infectaron células MA-

104 con la cepa YM pase 2 y llamando a la cepa producida YM pase 3. 

Con el fin de demostrar la identidad del virus producido se hizo 

electroforesis en gel de poliacrilamida del ARN viral y se comparó con el 

ARNcd de la cepa padre y de otros dos pases de YM donde se encontró 

que el patrón electroforético del ARN obtenido (Figura R1) es idéntico al 

de las cepas usadas como control. El patrón electroforético del ARNcd 

genómico de rotavirus contiene 11 segmentos numerados de acuerdo a su 

movilidad electroforética, aunque en este caso dos pares de bandas (2-3 y 

8-9) comigraron en las condiciones en las que se realizó el ensayo ( Figura 

R1). 

1 2 3 4 

TESIS CON 
FMJ.A DE ORIGEN 

Figura R1. Electroforesis en gel do poliacrilamida 12 % y Unción con sales de plata de ARNcd 

genómico del rolavirus YM. Carril 1, YM producido para esto estudio (pase 3); carril 2. rotavlrus YM 

copa padre (paso 2); carril 3, YM paso 2B; carrll 4, YM cepa pase 1. 
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Una vez demostrada la identidad del virus YM (pase 3) usado para este 

estudio procedimos a extraer el ARNcd genómico con fenol-cloroformo-SDS, el 

cual también se purificó usando su propiedad de adsorberse a la resina RNeisy 

empacada en minicolumnas (Qiagen). La Figura R2 muestra el análisis por 

electroforesis en gel de agarosa del ARNcd del rotavirus YM purificado, donde 

se aprecian distintos grupos de segmentos del ARNcd de rotavirus ( 1-4, 5-6, 7-

9 y 10-11 ), ya que la resolución de este tipo de geles es menor a la de geles de 

poliacrilamida. Emplricamente consideramos que la cantidad de ARNcd que 

permite visualizar esta técnica (5 ng mínimo por banda, Ausubel el a/.,1996) es 

suficiente para realizar los ensayos de RT- PCR. 

Kb 1 

=: -·-3-

2-

2 
grupos de 

segmentos 

1.6~ 

1--~6 

-7·9 
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Figura R2. Electroforesis on gol de agarosa y tinción con bromuro de etldlo de ARNcd do rolavirus YM 

purificado. Carril 1. marcador de peso molecular do ADN do 1 Kb; carril 2, ARNcd del rotavirus YM. 

El ARN purificado se utilizó como molde para amplificar el gen 7 que codifica a la 

protelna NSP3 por transcripción reversa-reacción en cadena de polimerasa (Figura 

R3), se observándose que el peso molecular del gen amplificado, 1 Kb, 

corresponde con el esperado (942 Pbs). 
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Figura R3. Amplificación por RT-PCR del gen 7 del rotavlrus YM. Carril 1. marcador de peso 

molecular de 1 Kb; carril 2, AON amplificado del segmento genómlco 7 del rotavlrus YM 

El ADN amplificado a partir del gen 7 del rotavirus YM se purificó por 

minicolumna Wizard (Promega) para eliminar compuestos que pudieran afectar 

su expresión y se uso para producir la protelna NSP3 empleando 3 sistemas de 

expresión por transcripción/traducción in vitre. Los tres sistemas de expresión 

usados dependen de la ARN polimerasa del bacteriófago T7 para transcribir el 

gene de interés y de lisado de reticulocitos para traducir el ARNm producido y 

solo nos interesaba conocer cual de ellos producla la protelna de interés con 

mayor eficiencia. Se encontró que el sistema acoplado de 

transcripción/traducción para ADN obtenido por PCR tuvo una mayor eficiencia en 

la producción de la protelna NSP3 de rotavirus YM (Figura R4, carril 6) o de la 

protelna control, luciferasa, para la cual el fabricante provee el ADN capaz de 

expresarla (Figura R4, carril 7) en comparación con los otros dos sistemas, el de 

transcripción /traducción acoplada no optimizado para PCR (Figura R4, carriles 2 

y 3) o el de transcripción y traducción separadas (Figura R4, carriles 4 y 5), los 

cuales tuvieron una eficiencia menor tanto en la producción de la protelna NSP3 

como en la producción de luciferasa. 
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Figura R4. Ensayo de transcripción/traducción de NSP3 y del control de luciferasa a través de 3 sistemas de 

trascripción/traducción. Carriles 1 y 8, marcadoras de peso molecular; NSP3 (carril 2) y luciferasa ( carril 3) 

expresadas en un sistema acoplado de transcripción I traducción; NSP3 (carril 4) y luciferasa (carril 5) 

expresadas por transcripción I traducción separada: NSP3 (carril 6) y luciferasa (carril 7) expresadas en un 

sistema acoplado de transcripción/traducción para ADN obtenido por PCR. 

Una vez seleccionado el sistema de transcripción/traducción acoplado para 

ADN obtenido por PCR este se uso en todos los experimentos posteriores. A 

continuación se decidió producir 4 delesiones en el extremo carboxilo de la 

proteína NSP3 ubicados en forma aleatoria dependiendo de la existencia de sitios 

de restricción en el gen, de manera que se abarcara una región amplia. Las 

enzimas seleccionadas fueron Xba 1, Bgl 11, Bel 1 y BstN l. Las proteinas 

esperadas como producto de la trascripción/traducción de los fragmentos de ADN 

digeridos con las enzimas seleccionadas se indican en la Figura R5. 
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Por otro lado también se escogieron cuatro delesiones en el extremo amino 

seleccionadas al igual que las delesiones carboxilo para que abarcaran una 

región amplia del gene, solo que en este caso las mutaciones se produjeron 

directamente por amplificación con los oligonucleótidos apropiados sin recurrir al 

uso de enzimas de restricción y por lo tanto los sitios de las delesiones pudieron 

ser escogidos con precisión. 

NSP3•" 

NSP3•1" 

NSP3•1M 

NSP3•m 

NSP3m.311 

NSP31so-1n 

NSP312.m 

NSP3,..m 1 

1 

1 

1 

NSP3.corripleta (313.aa) · 

1 

1 

Enzima 

Bel 1 

BstN 1 

Xbal 

Bgl 11 

1 

1 

Figura R5. Protelnas NSPJ del rotavlrus YM producidas con deleslones en los extremos amino y 

carboxllo. 

Para obtener protelnas NSP3 con delesiones en el extremo carboxilo, el 

segmento 7 se digirió con las 4 enzimas de restricción seleccionadas, 

obteniéndose 4 segmentos de ADN (Figura R6) con pesos moleculares que 

correspondes a los esperados. Estos fragmentos de ADN fueron purificados por 

columna Wizard y electroforesis en gel de agarosa de bajo punto de fusión. 
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Figura R6. Digestión del segmento 7 de rotavlrus. Carriles 1 y 7, marcadores de peso molecular; 

carriles 2-5 ADN digerido con Bel (carril 2), BstN 1 (carril 3), Xba 1 (carril 4), Bgl 11 (carril 5). 

Los segmentos digeridos se expresaron por transcripción /traducción in 

vitro obteniendo las protelnas NSP3._94o NSP3._, 54 , NSP3._1oo y NSP3._245 

(Figura R7). Los pesos moleculares (PM) de las protelnas producidas difieren 

ligeramente de los esperados ya que en la protelna NSP3._94 el PM obtenido 

(9 KDa) difiere del esperado (11 KDa) en 2 KDa, en NSP3._,54, el PM obtenido 

(14 KDa) es 3 KDa mayor que el esperado (17 KDa), en NSP34_19s el PM 

obtenido (20 KDa) es 2 KDa mayor que el esperado (22 KDa), finalmente en 

NSP34_24 5 no hubo diferencia entre el PM obtenido (28 KDa) y el esperado. Asl 

observamos que la máxima diferencia entre los pesos moleculares observados 

y los esperados fue de 3 KDa. 
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Figura R7. Protelnas NSP3 del rotavirus YM con delesiones en el extremo carboxilo producidas por 

trascripición/lraducclón in vitro. Carril 1, marcador de peso molecular proteico; carril 2, NSP34.94; carril 3, NSPJ._ 

154; carril 4, NSPJ4.100: carril 5, NSPJ4.24s; carril 6, NSP34-313 (protelna completa). 

Una vez obtenidas las cuatro proteínas NSP3 truncadas en el extremo carboxilo 

nos enfocamos a obtener proteinas NSP3 truncadas en el extremo amino y para 

este fin se utilizó ARN genómico del rotavirus YM como molde para amplificar por 

RT-PCR para amplificar 4 distintos fragmentos de ADN diseñados siguiendo las 

parámetros antes explicados para la Figura R5. Los pesos moleculares obtenidos 

de los segmentos amplificados correspondieron a los esperados (Figura RB). 
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Figura RB. Amplificación del ADN que codifica para las protelnas NSP3 del rotavlrus YM con deleslones 

en el extremo amino. Carriles 1 y 6, marcadores de peso molecular de 1 Kb; carril 2, ADN para producir 

NSP31a2.313; carrll 3, ADN para producir NSP3150.313; carril 4, ADN para producir NSP3a1.313; carril 

5, ADN para producir NSP331·313· 

Los.· segmentos de ADN amplificados (Figura R8) se purificaron y se 

expresaron por transcripción/traducción in vitro obteniendo las proteinas NSP331 • 

313, NSP381-:113, NSP3,50 .. , 3 y NSP3,8,_3 , 3 como se ilustra en la Figura R9. Los pesos 

moleculares obtenidos difieren ligeramente de los esperados, en la proteina 

NSP3182-:113 el PM obtenido (10 KDa) del esperado (14 KDa) en 4 KDa, en NSP3150. 

313 el PM obtenido (17 KDa) difiere del esperado (18 KDa) en 1 KDa, mientras que 

en NSP381 .. 13 y NSP33 ,_313 los PM obtenidos (25 y 30 KDa, respectivamente) no 

presentaron diferencia con los PM esperados. En la producción de las proteinas 

NSP3 truncadas se obtuvieron también productos secundarios en menor 

concentración ( Figura R9). 
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Figura R9. Producción de protelnas NSP3 con deleslones en el extremo amino. Carril 1 marcadores de 

peso molecular: carril 2, proteina NSPJ1a2.313; carril 3, protefna NSPJ1so-J1J: carril 4, protelna 

NSP351.313: carril 5 0 protelna NSP331.313: carril 6, protelna NSP34.313 (completa). 

Después de producir las proteínas NSP3 delatadas ya sea en el extremo 

carboxilo o amino se determinó la reactividad de los 5 anticuerpos monoclonales 

(ACM) anti-NSP3 disponibles (PNS31, PNS32, PNS34, PNS35 y PNS36) con la 

protelna NSP3 completa y sus diferentes fragmentos por 

radioinmunoprecipitación (RIPA). Inicialmente se comprobó que los distintos 

ACMs tuvieron la capacidad de inmunoprecipitar a la proteína NSP3 completa 

encontrándose que los cinco ACMs probados precipitan eficientemente a la 

protelna NSP3 de rotavirus YM as! como el control positivo de suero hiperinmune 

anti-NSP3, pero no el anticuerpo monoclonal anti- VP6 de rotavirus usado como 

control negativo (Figura R10). 
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Figura R10. Radlolnmuopreclpltaclón de la protelna NSP3 del rotavlrus YM por 5 anticuerpos 

monoclonales antl-NSP3. Carril 1, marcador de peso molecular. Carriles 2· 7. 

radiolnmunoprecipitaclón con: anti VP6 (control negativo), carril 2; suero hlperinmune anti -NSP3 (control 

positivo), carril 3; PNS31, carrll 4; PNS32, carril 5; PNS34, carrll 6; PNS35, carril 7; PNS36, carril 8. El carril 

9 muestra a la protefna NSP3 sin lnmunopreclpitar. 

Después de comprobar que los anticuerpos reaccionan fuertemente con la 

protefna NSP3 completa se realizaron las radioinmunoprecipitaciones de las 

proteínas NSP3 de rotavirus YM con delesiones en el extremo carboxilo (NSP34•94 , 

NSP34 •154, NSP34•196 y NSP34•24s) en donde se observo que ninguno de los 

anticuerpos monoclonales ni el suero hiperinmune anti-NSP3 fué capaz de 

inmunoprecipitar a las protelnas truncadas (Figuras R11-R14). Como el suero 

hiperinmune no funcionó apropiadamente como control positivo, se incluyo como 

segundo control positivo la radioinmunoprecipitación de la proteína NSP3 completa 

por el ACM PNS31 en cada uno de los experimentos mostrados en las Figuras R11-

R14, observándose que en todos los experimentos el ACM PNS31 fue capaz de 

inmunoprecipitar a la protelna NSP3 completa. 
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Figura R11. Radloinmunoprecipitaci6n de la protelna NSP3,.2 .. del rotavirus YM con 5 anticuerpos 
monoclonales antl-NSP3. Carril 1, marcadores de peso molecular. Carril 2, protefna NSP3 ... 2 .. s no 
lnmunoprecipttada. Carriles 3.9 Radiolnmunopreclpitaciones de NSP3"-2"s: con suero hiperlnmune anti-VP6 
(control negativo), carril 3; suero hlperinmune anti-NSP3 (control positivo), carril 4; PNS31, carril 5; PNS32, 
carril 6; PNS34, carril 7; PNS35, carril B; PNS36, carril 9. carril 10, RIPA de NSP3 completa con AMC PNS31 
(control positivo). El carril 11 es NSP3 completa sin inmunoprecipitar. 
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Figura R12.Radioinmunoprecipitac:i6n de la protefna NSP3 ... u1& de rotavirus YM con 5 anticuerpos 
monoclonales anti-NSP3. Carril 1. marcadores de peso molecular. Carril 2, protelna NSP3•M9& no 
inmunoprecipltada. Carriles 3-9 Radloinmunoprecipitaciones de NSPJ ... 100: con suero hlperinmune antl.VP6 
(control negativo), carril 3; suero hiperinmune anti-NSP3 (control positivo), carril 4; PNS31, carril 5; PNS32, 
carril 6; PNS34, carril 7; PtiS35, carril B; PNS36, carril 9. carril 10, RIPA de NSP3 completa con AMC PNS31 
(control positivo). El carril 11 es NSPJ completa sin inmunoprecipitar. 
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Figura R13. Radiolnmunopreclpitación de la protelna NSP3 .. , .. del rotavirus YM con 5 anticuerpos 
monoclonales anti-NSP3. Carril 1, marcadores de peso molecular. Carril 2, protelna NSPJ ... 154 no 
inmunoprecipitada. Carriles 3-9 Radioinmunoprecipitaciones de NSP3,.1~: con suero hiperinmune anti-VP6 
(control negativo), carril 3; suero hiperinmune anti-NSP3 (control positivo), carril 4; PNS31, carril 5; PNS32, 
carril 6; PNS34, carril 7; PNS35, carril B; PNS36. carril 9. Carril 10, RIPA de NSP3 completa con AMC PNS31 
(control positivo). El carril 11 es NSP3 completa sin inmunoprecipitar. 
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Figura R14. Radiolnmunopreclpitación de la protelna NSP3, ... del rotavirus YM con 5 anticuerpos 
monocfonales antl-NSP3. Carril 1, marcadores de peso molecular. Carril 2, protefna NSP34.94 no 
inmunopreclpitada. Carriles 3-9 Radioinmunopreclpitaciones de NSP3.c.9'4: con suero hiperinmune anti
VP6 (control negativo), carril 3; suero hiperinmune anti-NSP3 (control positivo), carril 4; PNS31, carril 5; 
PNS32, carril 6; PNS34, carril 7; PNS35, carril B; PNS36, carril 9. Carril 10, RIPA de NSP3 completa 
con AMC PNS31 (control positivo). El carril 11 es NSP3 completa sin inmunoprecipitar 
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Después de realizar las radioinmunoprecipitaciones de las distintas 

delesiones carboxilo de la proteina NSP3 de YM por los cinco AMCs se 

realizaron ensayos de radioinmunoprecipitación usando las proteinas NSP3 

con delesiones en el extremo amino. Todos los anticuerpos monoclonales y 

el suero hiperinmune anti-NSP3 fueron capaces de inmunoprecipitar las 

proteinas NSP3 de YM truncadas en el extremo amino como lo indican las 

Figuras R15-R18, presentando diferentes grados de reactividad ya que el 

anticuerpo monoclonal PNS35 presentó menor reactividad con las proteinas 

NSP3a1.313 y NSP331.313 en comparación con los otros ACMs usados (PNS31, 

PNS32, PNS34 y PNS36). El suero hiperinmune anti-NSP3 también fue 

capaz de inmunoprecipitar a las proteinas truncadas en el extremo amino y 

en ACM PNS31 inmunoprecipito a la proteína NSP3 completa usado como 

control positivo en la reacción. 
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Figura R15. Radiolnmunoprecipitación de la protelna NSPJ,,.,,, del rotavirus YM con 5 anticuerpos 
monodonales anti-NSP3. Carril 1, marcadores de peso molecular. Carril 2, protelna NSP3J1-313 no 
lnmunopreclpitada. Carriles 3-9 Radioinmunoprecipitaciones de NSPJ31.J13; con suero hiperinmune 
anti-VP6 (control negativo), carril 3; suero hiperinmune antl-NSP3 (control positivo), carril 4; PNS31, 
carril 5; PNS32, carril 6; PNS34, carril 7; PNS35. carril 8; PNS36, carril 9. Carril 10, RIPA de NSP3 
completa con AMC PNS31 (control positivo). El carril 11 es NSP3 completa sin inmunoprecipitar 
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Figura R16. Radioinmunoprecipitación de la protelna NSP3et-313 del rotavirus YM por 5 antiruerpos 
monoclonales anti-NSP3. Carril 1, marcadores de peso molecular. Carril 2, protelna NSP3e1-31l no 
inmunoprecipitada. Carriles 3-9 Radiolnmunlprecipitación de NSP3e1-313: con suero hiperinmune anti-VP6 
(control negativo), carril 3; suero hiperinmune anti-NSP3 (control positivo), carril 4; PNS31, carril 5; PNS32, 
carril 6; PNS34, carril 7; PNS35, carril 8; PNS36, carril 9. Carril 10, RIPA de NSP3 completa con AMC PNS31 
(control positivo). El carril 11 es NSP3 completa sin inmunoprecipitar. 
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Figura R17. Radioinmuoprecipitación de NSP3150-313 del rotav;rus YM con 5 anticuerpos monocionales anti
NSP3. Carril 1, marcadores de peso molecular. Carril 2, protefna NSPJ150-313 no inmunoprecipitada;. Carriles 
3-9 RIPAS de NSP31so.Ju: con suero hiperinmune anti-VP6 (control negativo), carril 3; suero hlperinmune 
anli-NSP3 (control positivo), carril 4; PNS31, carril 5; PNS32, carril 6: PNS34, carril 7; PNS35, carril 8;PNS36, 
carril 9. Carril 10, RIPA de NSP3 completa con AMC PNS31 (control positivo). El carril 11 es NSP3 completa 
sin inmunoprecipitar 
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Figura R18. Radioinmunoprecipitación de la protefna NSP31e2.J13 de1 rotavirus YM con 5 anticuerpos 
monodonales antl-NSP3. Carril 1, marcadores de peso molecular. Carril 2, protelna NSP31si.J13 no 
lnmunopreclpilada. Carriles 3-9 RIPAS de NSP31ei.J1J: con suero hiperinmune ant..,VP6 (control negativo), 
carril 3; suero hiperinmune anli·NSP3 (control positivo), carril 4; PNS31, carril 5; PNS32, carril 6; PNS34, 
carril 7; PNS35, carril 8; PNS36, carril 9. Carril 10, RIPA de NSP3 completa con AMC PNS31 (control 
positivo). El carril 11 es NSP3 completa sin inmunoprecipitar 
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ANÁLISIS DE RESULTADOS 

El objetivo del proyecto fue identificar los fragmentos mlnlmos de la protelna 

NSP3 del rotavirus YM necesarios para reaccionar con cinco anticuerpos 

monoclonales anti-NSP3, para lo cual se produjeron fragmentos proteicos truncados 

en el extremo amino ó en el extremo carboxilo por transcripción/traducción in vitro. 

Se logro amplificar el marco abierto de lectura completo del gene 7 que codifica a 

NSP3 asl como fragmentos de este, generados a través de cortes con enzimas de 

restricción o por amplificación directa por RT-PCR. Este último método requiere 

oligonucleótidos especlficos para cada fragmento, que son indispensables para que 

los fragmentos del gene de NSP3 de YM coincidan con el promotor de la polimerasa 

T7 y el codón de inicio de traducción. Algunas de las protelnas obtenidas 

presentaron pesos moleculares ligeramente diferentes a los esperados, 

posiblemente porque intrlnsecamente su movilidad sea diferente de la esperada 

para una protelna promedio o porque las protelnas abundantes del lisado de 

reticulocitos (especlficamente subunidades de hemoglobina con PM de16 KDa), 

desplazan a las protelnas truncadas alterando el peso molecular aparente. 

En la expresión de protelnas truncadas en el extremo amino se obtuvieron algunos 

fragmentos proteicos en baja concentración, los cuales probablemente son 

productos de degradación de la protelna mayoritariamente obtenida o menos 

probablemente se originaron por terminación prematura o iniciación anómala rlo 

abajo del codón de inicio seleccionado. La presencia de estas protelnas, 

aparentemente subfragmentos de la protelna mayoritaria no es importante para los 

fines del estudio ya que no impiden la observación de la inmunoprecipitación de la 

protelna principal por RIPA. 

Las regiones mlnimas de la protelna NSP3 que reconocen los anticuerpos se 

determinaron por RIPA donde ninguna de las proteínas truncadas en el extremo 

carboxilo fue reconocida por los anticuerpos anti-NSP3, mientras que los mismos 
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anticuerpos inmunoprecipitaron a todas las protelnas probadas con delesiones en el 

extremo amino. Estos resultados preliminares indican que los anticuerpos 

reconocen fragmentos proteicos grandes, lo que sugiere que los epltopos son de 

naturaleza conformacional. La baja eficiencia del anticuerpo PNS35 para 

inmunoprecipitar las protelnas NSP31s0-313, y NSP3152.313 indica que los aminoácidos 

83-149 contribuyen de alguna manera a la conformación apropiada del epltopo 

reconocido por PNS35. 

Los anticuerpos no reconocieron a las protelna truncadas en el extremo carboxilo lo 

que indica que al menos los últimos 68 aminoácidos truncados (deiesión mlnima) 

son importantes para la interacción anticuerpo-proteína NSP3. Los anticuerpos 

policlonales presentes en el suero hiperinmune anti-NSP3 tampoco fueron capaces 

de inmunoprecipitar a las proteínas NSP3 truncadas en el extremo carboxilo lo que 

sugiere que la delesión de estos aminoácidos en la protelna NSP3 es en general 

importante para el reconocimiento por anticuerpos a la protelna NSP3. 

La necesidad de los últimos 68 aminoácidos del extremo carboxilo de NSP3 para 

que la protelna reaccione con los anticuerpos podría ser explicada si la delesión de 

estos 70 aminoácidos provoca modificaciones en la conformación tridimensional de 

la protelna criticas para su reconocimiento por anticuerpos. Otra posibilidad es que 

los anticuerpos reconozcan epitopos pequeños localizados directamente en el 

extremo carboxilo. Se requiere investigación adicional para acotar el dominio mlnimo 

reactivo con los anticuerpos monoclonales con mayor precisión para decidir cual de 

las dos alternativas expuesta es la correcta. 

La protelna NSP3182.313 fue el fragmento mlnimo reconocido por los 5 anticuerpos 

aun cuando a esta protelna se le delataron las regiones neutra (aa 1-30), básica (aa 

83-149) y ácida (aa 150-169), conservando el dominio completo de unión a elF4G 

(aa 207-313) el cual se caracteriza por contener varias regiones de 

heptarepeticiones (HR). Estas regiones HR ubicadas entre los aminoácidos 181-236 

y 275-305 son generalmente importantes para las interacciones protelna-protelna. 

Funcionalmente las delesiones realizadas a la protelna NSP3 de rotavirus YM que 

aun conservaron su interacción con anticuerpos (aa 182-313) incluyeron el dominio 
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de unión ARN (aa 4- 149) y el dominio de dimerización (aa 150-206) parcialmente, 

mientras que todas las delesiones (incluyendo Ja mínima de 68 aminoácidos) del 

dominio de unión al factor de inicio de traducción eJF4G (206-313aa) ubicado en el 

extremo carboxilo impidió Ja unión anticuerpo-anlfgeno. Desconocemos hasta el 

momento si Jos polipéptidos de NSP3 reactivos con Jos anticuerpos monoclonales y 

en especial si el fragmento mínimo (aa 182-313), son dimericos o no ya que se 

requieren experimentos ulteriores delatando al menos hasta el aminoácido 206, el 

polipéptido producido carecerá por completo del dominio de dimerización, para 

determinar Ja importancia de la dimerización en Ja reactividad de NSP3 con 

anticuerpos monoclonales. 

El reconocimiento por Jos 5 anticuerpos monoclonales anti-NSP3 del dominio de 

unión a elF4G, los convierte en herramientas útiles para estudiar Ja función 

inhibitoria de la proteína NSP3 sobre Ja traducción de proteínas celulares, Ja cual es 

Ja función conocida del dominio de NSP3 que se une a eJF4G. 
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CONCLUSIONES 

•:• Al menos los últimos 68 aminoácidos del extremo carboxilo son criticas para 

el reconocimiento por los cinco anticuerpos monoclonales anti-NSP3 a la 

protelna NSP3 de rotavirus YM. 

•:• El fragmento mlnimo de NSP3 reactivo a los cinco anticuerpos monoclonales 

identificado en este estudio, esta compuesto por los aminoácidos 182-313, y 

carece del dominio de unión a ARN (aa 1-149) y contiene el dominio de unión 

a elF4G (aa 206-313) por lo que se determino que el extremo amino de NSP3 

no es importante para el reconocimiento por los anticuerpos monoclonales 

anti-NSP3. 

•:• Los epltopos reconocidos por los 5 anticuerpos monoclonales anti-NSP3 

podrlan ser de naturaleza conformacional ya que requieren un polipéptido 

mlnimo de 131 aminoácidos. 
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PERSPECTIVAS 

> Producir e lnmunoprecipitar una protelna truncada en los últimos 30 

aminoácidos por digestión del ADN con la enzima Mfe. Esto permitirá reducir 

el número de aminoácidos necesarios para el reconocimiento de NSP3 y 

obseivar indirectamente el efecto de las delesiones de las cistelnas ubicadas 

en los aminoácidos 306 y 310. 

> Producir e inmunoprecipitar la protelna NSP3 207•313 compuesta de los aa 

207-313 lo que permitirá determinar el efecto de la delesión del dominio de 

dimerización en el reconocimiento de los anticuerpos anti -NSP3 a la protelna 

NSP3. 

> Realizar una mutación puntual en el aminoácido 306 donde se encuentra una 

cistelna por RT-PCR usando oligonucleótidos especificas y determinar el 

papel de esta cistelna en el reconocimiento de los anticuerpos anti-NSP3. 

> Utilizar los cinco anticuerpos monoclonales anti-NSP3 para estudiar la función 

inhibitoria de Ja protelna NSP3 ya que reconocen el dominio de NSP3 

responsable de la unión a elFG4. 
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ANEXOS 

ANEXO A. Secuencia de gen 7 de rotavirus YM 

La secuencia fue proporcionada por la Dra. Susana López, Instituto de 

Biotecnologia, Universidad Nacional Autónoma de México 

CCTTTTAATG CTTTTCAGTG GTTGATGCTC AAGATGGAGT CTACTCAGCA 

51 GATGGTAGGT TCAATTATCA ACACCTCTTT TGAAGCTGCA GTTGTTGCTG 

101 CCACTTCAAC ATTAGAATTG ATGGGTATTC AATATGATTA CAATGAGGTA 

151 TATACTAGAG TCAAAAGTAA GTTTGATTAT GTGATGGATG ACTCTGGTGT 

201 TAAAAACAAC CTTTTAGGTA AAGCTATGAC TATTGATCAA GCGTTAAATG 

251 GAAAATTTGG CTCAGTTGTA AGAAATAGAA ATTGGATGAC TGATTCTAAA 

301 ATAGTGGCTA AATTAGATGA GGATGTAAAC AAACTTAGAA TGATGTTATC 

351 TTCTAAAGGA ATTGATCAAA AGATGAGAGT ACTTAATGCT TGCTTTAGTG 

401 TGAAAAGAAT ACCAGGAAAA TCATCATCAA TCATTAAGTG TACCAGGCTT 

451 ATGAGAGACA AAATAGAACG AGGAGAGGTT GAAGTTGACG ACTCATTTGT 

501 TGATGAGAAG ATGGAAATTG ACACTATTGA TTGGAAATCT AGATATGACC 

551 AATTAGAGAA GAGATTTGAG TCACTAAAGC AGAGAGTTAG TGAAAAGTAT 

601 AATAATTGGG TGCAGAAAGC GAAGAAAGTG AATGAAAATA TGTACTCCCT 

651 TCAAAATGTT ATTTCACAGC AACAAAACCA GATAGCAGAT CTTCAACAGT 
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701 ATTGTAACAA ATTGGAAACT GACTTACAGA GCAAAATTAG TTCACTAGTG 

751 TCATCAGTAG AATGGTATTT AAGATCTATG GAACTGTCAG ACGATGTTAA 

801 AACTGATATT GAACAACAAC TAAATTCAAT TGATGCAATC AATCCTATCA 

851 ATGCTATAGA CGATCTTGAA TCATTGATTA GAAATTTGAT CCAAGATTAC 

901 GACAGAACAT TTTTAATGTT GAAAGGACTT GTGAGGCAAT GCAACTATGA 

951 ATGTACGTAT GAATAGTCAC ATAATATAAA CTATATTAAC CATCTACACA 

1001 TGACCCTCTA TGAGCACAAT AGTTAAAAGC TAACACTGTC AAAAACCTAA 

1051 ATGGCTATAG GGGCGTTATG TGACC 

ANEXO B. Procesamiento de los geles para autoradlografia 

Para la fijación de las bandas, el gel se colocó en una solución metanol-ácido 

acético (40:10) por 30 minutos con agitación constante. Posteriormente para 

eliminar residuos de esta solución el gel se colocó en agua durante 30 minutos con 

agitación constante, retirando el gel del agua y colocándolo entre papel filtro (20 cm 

x 20 cm) y una pelicula autoadherente (Kleen Pack). El gel se secó a 80 ºC durante 

2 horas. Se retiró la pelicula adherente y el gel se expuso durante 12-16 horas en un 

cassete con pantalla sensible a radioactividad. Usando el analizador de imágenes F

X (BioRad) se obtuvo la imagen radioactiva del gel. 

67 



ANEXO C. Cuantificación de ADN en gel de agarosa 

La estimación del rendimiento se hizo a partir de un marcador de peso molecular 

de ADN lineal de 1 Kb. La muestra se corrió en un minigel de agarosa y para 

estimar el rendimiento se colocaron 5 µL del marcador de peso molecular de ADN 

lineal de 1 Kb (stock: 100 ng/µI, Roche). Después de la corrida electroforética se 

comparó la intensidad de banda de 1.6 Kb de este marcador, la cual representa el 

10 % (50 ng) de la cantidad total aplicada con la intensidad de la banda 

correspondiente al producto y se estimó visualmente o por densitometrla la cantidad 

de ADN de la reacción. 

ANEXO D. Composición de reactivos 

La preparación de los reactivo esta reportada en Current Protocols on Molecular 

Biology (Ausubel el al., 1996). 

Amortiguador 2 1 Ox (Roche) 

Tris-HCI 500 mM, MgCl2 100mM y NaCI 50 mM. 

Amortiguador 3 1 Ox (Roche) 

Tris-HCI (pH 8) 500 mM, M9Cl2 10 mM y NaCI 100 mM. 

Amortiguador de lisis no desnatiralizante 

1 mL triton X-100, Tris-HCI (pH 7.4) 50mM, NaCI 300 mM, EDTA 5 mM y 0.02% 

azida de sodio. 

Amortiguador disruptor 5x 

Tris-HCI (pH 6.8) 0.05 M, EDTA 0.05 M, NaCI 0.05 M y 5% SOS. 
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Amortiguador Laemli 10 x 

3.03 gr de tris base, 14.4 g de glicina, 1 gr de SOS y 100 ml de agua. El pH final es 

8.3 

Amortiguador de lavado A 

1 % Nodidet P40, 1 % deoxicolato, 1 % triton y Tris - HCI (pH 6.8) 0.05M 

Amortiguador de muestra 1x 

0.625 ml de tris HCI 0.5 M pH 6.8, 1. O ml de SOS 10 %, 0.5 ml de glicerol, 0.25 

ml de 2- mercaptoetanol, 0.23 ml de azul de bromofenol 1 %, 2.3 mL de agua 

destilada. 

Amortiguador de purificación directa 

Tris-HCI (pH 8.8) 50 mM, Mg Cl21.5 mM y 0.1 % triton X-100 

Amortiguador NEB 2 1 Ox 

Tris-HCI 100 mM, MgCl2 100 mM, NaCI 500 mM, ditiotritol 10 mM, pH 7.9 

Amortiguador NEB3 10x 

Tris-HCI 500 mM, MgCl2 100 mM, NaCI 100 mM, OTT 1 mM, pH 7.9 

Amortiguador de slntesis ONA 5 x 

Tris-HCI (pH 8.4) 250 mM, acetato de potasio 375 mM, acetato de magnesio 40 mM. 

Amortiguador TAE 50x 

224 g Tris base, 57.1 ml ácido acético glacial, 37.2 g Na2EOTA ?2 H20 y 900 ml 

agua destilada 
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Amortiguador TE 

10 mm Tris~HCI (pH7.5), 1 mM MgCl2 

Azul de bromofenol 1 % 

0.01 nig/ml azul de bromofenol en glicerol 50 % 

Coctel de inhibidores Complete 25 x (Roche, No. Catálogo 1697498) 

1 tableta, 2 mL de agua destilada o buffer de fosfatos 100 mM pH 7 

Formaldehldo 0.8 % y hidroxido de sodio 3 % 

15 mL NaOH 10 M, 185 mi de agua, 1.6 mi de formaldehldo concentrado. 

Gel concentrador de poliacrilamida 

Contiene un volumen total de 10 mL suficientes, para un gel de 16 x 4 cm de 

ancho: 4.6 mL de agua destilada. 3.5 mL de acrilamida. bisacrilamida (30%-0.8%), 

1.8 mL tris 0.5 M (pH 6.8), 50 µL de persulfato de amonio 1 O % y 5 µL de TEMED. 

Se desgasifica antes de colocarlo en la cámara. 

Gel separador de poliacrilamida 

Contiene un volumen total de 20 mL, suficientes para un gel de 16 x 12 cm de 

ancho: 9.7 mL de agua destilada, 6.5 mL de acrilamida-bisacrilamida (30%-0.8%), 

3.25 mL tris1.5 M (pH 8.8), 0.15 mL SOS 10 %, 150 µL de persulfato de amonio 10% 

y TEMED 1 O µL. Se desgasifica antes de colocarlo en la cámara. 

Marcador de peso molecular de ADN lineal de1 Kb (Roche} 

100 µL solución stock del marcador, 100 µL agua destilada, 100 µL azul de 

bromofenol 1% (en glicerol al 50 %). 
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Medio mlnimo esencial (MEMl con SFB 10 % 

400 mL de medio mlnimo esencial, 12 mL de bicarbonato de sodio 7.5 %, 4 mL de 

solución stock penicilina/estreptomicina 100x, 4 mL de glutamina 100x y 42 mL de 

suero fetal bovino (Gibco BRL, No. Catálogo 16000-044). 

PBS 1x 

10 mL PBS A 10x, 10 mL PBS B 10x, 10 mL PBS 10x, 70 mL agua destilada. 

Protelna A- Sefarosa 

1.5 g de protefna A- Sefarosa en 30 mL de Tris 50 inM, pH 7.5 

0.2 gr EDTA? 4 Na, 100 mL PBS A 10x, 900 mL agua destilada 
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