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Resumen

Los Rotavirus pertenecen a la familia Reoviridae y son la causa principal de gastroenteritis
en nifios menores de 3 afios. Estdn formados de tres capas concéntricas de proteinas. El
nlcleo del virién encierra un genoma de 11 segmentos de RNA de doble cadena (RNAdc),
que codifican para 6 proteinas estructurales y 6 no estructurales. La replicacion,
empaquetamiento del RNAdc y ensamble de particulas de dos capas (DLPs) ocurre en el
citoplasma en estructuras llamadas viroplasmas. Una proteina importante en la formacién
de estas estructuras es NSP5 una fosfoproteina codificada por el gen 11. Para estudiar la
funcién de NSP5 la cual no se conoce, silenciamos el gen 11 utilizando el sistema de
interferencia por RNA (RNAI). Para ello se disefid el siNSP5 a partir de la secuencia del gen
11 del rotavirus RRV (rotavirus de simio). El siNSP5 se transfecté en monocapas de la
linea celular MA104 derivadas de rifidn de mono Rhesus, antes de la infeccién con RRV.
En el analisis de estas células por western-blot se observé reduccion en la sintesis de
NSP5, lo cual indica la inhibicién de la expresién del gen 11, este efecto sélo se observd
en células infectadas con RRV y no en células infectadas con la cepa Wa (rotavirus
humano), lo cual indica una inhibicién especifica. La sintesis de otras proteinas virales
también se redujo, el rendimiento viral fue 70% inferior a las células tratadas con un
SiRNA control. Por geles de poliacrilamida observamos disminuciéon en la sintesis de
RNAdc. Ensayos de inmunofluorescencia mostraron reduccion en el nimero y tamafio de
viroplasmas y cambios en la distribucion normal de las proteinas VP4, VP6 y NSP4, las
cuales formaron estructuras filamentosas que no colocalizan con actina, tubulina o
vimentina. La produccidon de particulas virales purificadas por gradientes de CsCl
disminuye; sin embargo, la cantidad de capsides sin RNAdc aumenta. Concluimos que el

siNSP5 inhibe especificamente la expresién del gen 11 de RRV, lo que conduce a la



inhibicién de la sintesis de NSP5, que a su vez provoca reduccién en el tamafio y numero
de viroplasmas, evento que puede explicar la reduccion en la produccién de genoma viral
y la reduccién en la formacién de particulas virales infecciosas, ya que en los viroplasmas
se lleva a cabo la replicacién del genoma e inicio de la morfogénesis viral. Se ha
propuesto que en los viroplasmas se lleva a cabo la transcripcion secundaria de los RNAm,
lo cual explicaria la reducciéon en la sintesis de todas las proteinas virales.
Alternativamente NSP5 podria tener un papel regulador en la sintesis de proteinas y
RNAdc o bien la ausencia de NSP5 & NSP6 podria afectar de forma directa o indirecta

modulando la funcién de alguna(s) proteina(s) encargada(s) de dicho proceso.



Introduccion

Patogénesis viral.

Los rotavirus representan el principal agente etioldgico que causa gastroenteritis viral en
nifios menores de 2 afios y en las en las crias de muchas especies animales, incluyendo

algunas de importancia econdémica para el hombre (44).

La infeccion por rotavirus es muy comun, se ha observado que a la edad de 5 afios, el
95% de los nifios ya han sido infectados. En paises en desarrollo los rotavirus son
causantes de 37-70% de las hosﬁpitatizaciones por diarrea severa, lo cual resulta en
aproximadamente 800,000 muertes anuales por deshidratacién en nifios menores de 2
afos. El pico de incidencia de la infeccién por rotavirus ocurre entre los 6 y 24 meses de
edad. La infeccion en adultos es por lo regular asintomatica, aunque ocasionalmente se
presentan los sintomas en los padres de nifios infectados, en pacientes
inmunocomprometidos y en adultos de la tercera edad. Estas datos apoyan la necesidad

de desarrollar un vacuna segura y efectiva contra rotavirus (44).

Una vez que este virus infecta a los infantes, el periodo de incubacién oscila entre 24 y 48
h. Los rotavirus causan una enfermedad que se caracteriza por diarreas crénicas, fiebre,
vomito y deshidratacién, con una duracién aproximada de una semana. La severidad de la
enfermedad varia desde una infeccién asintomatica hasta una gastroenteritis

deshidratante severa que puede llevar a la muerte. En el zenit de la enfermedad la

produccién de virus por alcanza las 10* particulas/mL. La necrosis de los



enterocitos reduce la digestién, causando diarrea. La infeccién aguda por rotavirus es
seguida por una respuesta humoral que comprende a las inmunoglobulinas IgM, IgG, IgA

y a células T en el intestino delgado (13).

Los anticuerpos maternos de clase IgG transmitidos a través de la placenta, no protegen
al recién nacido contra la enfermedad, pero los recién nacidos alimentados con leche
materna presentan una proteccion parcial contra las infecciones de rotavirus,
posiblemente mediante los anticuerpos especificos tipo IgA trasmitidos por la madre. Sin
embargo, estos anticuerpos tienen una vida media muy corta. La lactancia materna
parece posponer la infeccion por rotavirus hasta después de los seis meses de edad, pero
la epidemiologia de la enfermedad sugiere que la inmunidad natural proviene de las

reinfecciones por estos virus (13).

Dado que nifios con inmunodeficiencias en células T y B pueden desarrollar infecciones
crénicas por rotavirus, ademas de sintomas prolongados e infecciones extraintestinales,
es claro que tanto las células T como B son importantes para la inmunidad contra
rotavirus. No obstante las células T y B inducidas por una infeccién natural son
insuficientes en muchos casos para prevenir infecciones sintomaticas o asintomaticas en
nifos o adultos. La severidad y numero de infecciones disminuye con la edad, lo que
sugiere que existe inmunidad protectiva contra rotavirus, que se va desarrollando

gradualmente (13).

El tropismo de los rotavirus esta limitado a los enterocitos maduros localizados en las

puntas de las vellosidades del intestino delgado, causando descamacién y muerte celular.



Se ha propuesto que la diarrea causada por estos virus es consecuencia de la destruccion
de éstos (13). Sin embargo, recientemente se ha propuesto que, al menos en parte la
diarrea es causada por la proteina no estructural NSP4 que estimula la secrecion
transepitelial de cloro, por una via dependiente de calcio, lo que desequilibra el balance
idnico de la célula y provoca la salida de agua. Aparentemente, todo esto sucede previo a

la destruccion del epitelio intestinal por la replicacion viral (44).

La principal ruta de transmisiéon de los rotavirus es fecal-oral, aunque también se han
especulado otras vias de contagio, como el contacto persona-persona, el contacto con
secreciones respiratorias, y/o el contacto con superficies contaminadas, ya que la
frecuencia de infeccién por estos virus es independiente de las condiciones higiénicas y
sanitarias. En general, la transmisién de la enfermedad es especie-especifica ya que no
existen indicios de que ocurra transmisién entre el hombre y otros animales; sin embargo
estudios de hibridacion ARN-ARN han mostrado que algunas cepas aisladas en humano
son recombinaciones entre cepas de origen humano y cepas de origen animal, lo que

sugiere que puede haber transmision interespecies (44).

Varios modelos animales han sido utilizados para investigar la patogénesis e inmunidad
de la enfermedad por rotavirus. Ratones y conejos han servido como modelos, sin
embargo es dificil trabajar con estos animales, ya que después de algunas semanas de
nacidos, tanto ratones como conejos son inmunes a la infeccién por rotavirus. Esfuerzos
por erradicar la enfermedad por rotavirus, han llevado a la creacién de algunas vacunas
que desafortunadamente no previenen la infeccién tl:le forma satisfactoria. El desarrollo de

una vacuna resulta complicado, debido a los numerosos factores relacionados a la



epidemiologia de las infecciones por rotavirus. Actualmente no existe una vacuna que
proteja eficientemente de la infeccion por rotavirus; de aqui la importancia del
conocimiento de la biologia de estos virus y de los mecanismos inmunoldgicos del
huésped, que eventualmente permitan el desarrollo de medidas de prevencion efectivas

(44).

Generalidades de los rotavirus.

Los rotavirus son reconocidos como el principal causante de gastroenteritis severa en
nifos menores de 3 afios y en otras especies animales. Los rotavirus fueron descubiertos
en 1973 por Ruth Bishop y colaboradores al encontrar la presencia de particulas virales en
células del intestino delgado de nifios que tenian diarrea severa, no bacteriana.
Posteriormente se propuso el nombre de rotavirus (del latin rota = rueda) con base en su

morfologia (43).

Los rotavirus se clasifican como un género de la familia Reoviridae. La particula infecciosa
(viridn) se compone de tres capas concéntricas de proteinas (VPs por “Viral Protein”), las
capas son: nucleocapside, capa intermedia y capa externa, juntas forman una estructura
icosahédrica de aproximadamente 65-75 nm de diametro y carecen de envoltura lipidica
(18, 28). Su genoma se constituye de 11 segmentos de RNA de doble cadena (RNAdc). La
replicacién, empaquetamiento del genoma e inicio de la morfogénesis se lleva a cabo en
el citoplasma celular, dentro de estructuras llamadas viroplasmas, que son acumulaciones
de las proteinas VP1, VP2, VP3, VP6, y las proteinas no estructurales del virus (NSPs por

“Non Structural Protein”), NSP2, NSP5 y NSP6, asi como de RNA viral(18).



La nucleocapside estd compuesta por 60 dimeros de la proteina VP2 (94 KDa), por
pequefas cantidades de VP1 (125 KDa) que funciona como RNA polimerasa dependiente
de RNA, asi como por la guanilil-transferasa VP3 (88 KDa). La nucleocapside esta rodeada
por la capa intermedia compuesta de 780 moléculas de la proteina VP6 (41 KDa)
agrupadas en 260 trimeros (14, 24, 28). Las particulas que contienen VP6 se conocen
como particulas de dos capas (DLPs) de simetria T=1, a las que se les asocia la actividad
de transcriptasa, ya que son la fuente del RNAm viral en la célula (47, 48, 50). La capa
externa estd compuesta por 780 moléculas de la glicoproteina VP7 (38 KDa) y por 60
espiculas formadas por dimeros de la hemaglutinina viral VP4 (88 KDa). Las particulas de

tres capas (TLPs) constituyen un virién maduro cuya simetria es T=13 (28, 47).
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Figura 1. Representacién esquemética de los Rotavirus. a) Se muestra
el patrdn electroforético de los once segmentos de RNAdc del genoma
viral, asi como las proteinas para las que codifican. b) Representacién
esquemdtica de la estructura tridimensional de un virién maduro (TLP) y
de una espicula de VP4; adem4s, se indican los tres tipos de canales
presentes en la estructura de rotavirus (I, II, III). c) nicleo compuesto de
las proteinas VP1, VP2 y VP3. d) Representacién de un niicleo rodeado
por VP6 (DLP), ademds, se indica la organizacién del RNAdc. f) Este
esquema ilustra la hipétesis de que los RNAm salen de las TLPs por
medio de canales.




Genoma viral

El genoma viral esta constituido por 11 segmentos de RNAdc que se transcriben dentro de
las DLPs. Los RNA mensajeros (RNAm) salen de esta estructura hacia el citoplasma celular
por medio de poros formados por VP2 y localizados en los 5 ejes icosahédricos de la
capside (Fig. 1) (39). El marco de lectura abierto de cada gen es flanqueado por regiones
5"y 3’ que no se traducen (UTRs) y que varian en longitud y secuencia entre cada
segmento, aunque pequefias secuencias consenso en los extremos 5’ y 3’ estan
conservadas. Los RNAm de rotavirus contienen la estructura 5 - CAP, pero carecen de la
cola de Poli A en el extremo 3 (1, 2, 16, 39). Durante la replicacion viral el RNAm tiene
dos funciones: puede ser traducido a proteinas o puede ser transportado a viroplasmas y
ser utilizado como templado para la sintesis del RNAdc (Fig. 4) (39, 49). Se han localizado
3 sefiales en los RNAm importantes para la sintesis de RNAdc, dos de ellas incrementan la
sintesis y una es esencial para las sintesis de la cadena negativa. Se ha observado que las

secuencias 5 UTR forman estructuras tallo asa, igualmente importantes (47, 48, 50).

Proteinas estructurales.

El segmento de RNAdc 1 (Gen 1) codifica para la proteina VP1 (125 KDa), que es
considerada una RNA polimerasa dependiente de RNA por tener motivos de RNA
polimerasa en su secuencia, por su afinidad a nucledtidos, por ser un componente de los
complejos intermediarios de replicacién (RIs) y por reconocer especificamente el 3’
terminal de los RNAm; sin embargo, VP1 carece de‘actividad polimerasa en ausencia de

VP2 (24, 48, 50).



El producto del gen 2, VP2 (94 KDa), es la proteina mas abundante de la nucleocapside y
constituye la capa mas interna del virus (18). Cuando esta proteina se expresa por si sola
con el sistema de baculovirus, se ensambla en particulas similares a las nucleocépsides.
VP2 tiene actividad inespecifica de unién a RNA e interactla directamente con RNAdc. En
experimentos de reconstitucién utilizando proteinas purificadas, se ha encontrado que VP2
es esencial en la actividad de replicacién. La distribucion de esta proteina en células

infectadas es asociada a viroplasmas (15, 27, 48, 50).

La proteina VP3 (88 KDa) es codificada por el segmento de RNAdc 3. A esta proteina se le
ha atribuido la actividad de guanilil-transferasa del RNA viral ya que tiene afinidad por
RNA de cadena sencilla, ademas su secuencia contiene motivos estructurales que se han
encontrado en otras guanilil transferasas y une GTP de modo covalente en una reaccion
reversible, esta actividad es necesaria para la sintesis de RNAm maduros, por lo que VP3

debe de ser un componente esencial de los complejos de transcripcion (43, 48, 50).

El segmento de RNAdc 4 codifica para VP4 (88 KDa), la cual forma espiculas que se
proyectan de la tercer capa del virién y tiene funciones esenciales en el ciclo replicativo
del virus, incluyendo la unién al receptor y la penetracion a la célula. El tratamiento de
esta proteina con tripsina origina dos polipéptidos de menor peso molecular, llamados VP5
(60 KDa) y VP8 (28 KDa). Este corte se requiere para la entrada eficiente del virus a la
célula, pero no es requerido para la union del virus a la célula (13). La proteina VP4 no es
necesaria para el ensamble de VP7 durante la morfogénesis, ya que en su ausencia se
forman particulas de tres capas, pero sin espl'culasl(“spikeless” TLPs); sin embargo, esta

proteina es esencial para la infectividad del virus (18). Durante la infeccién VP4 se ha



observado en asociacién a viroplasmas aunque también se han visto formas filamentosas,

posiblemente por asociacion con citoesqueleto (13, 27).

El gen 6 codifica para la proteina VP6 (41 KDa). Esta proteina interacciona con VP2 hacia
el interior de la particula y con VP4 y VP7 en la capa externa del virién (13). VP6 es
esencial para la actividad de transcriptasa, pero no para la replicacién (50). Durante una
infeccion VP6 se observa en asociacion a viroplasmas (27), aunque se han observado
formas filamentosas de VP6 en células BHK transfectadas con un replicon que contiene el
gen 6 de rotavirus (41), e in vitro se ha observado que VP6 puede formar estructuras

tubulares (22, 42).

VP7 es codificada por el gen 7, 8, 6 9 dependiendo de la cepa de rotavirus que se analice.
Junto con VP4 es responsable de los primeros contactos con la célula huésped. VP7 se
modifica post-traduccionalmente por la adiciéon de azlcares, es una N-glicoproteina que
contiene Unicamente oligosacdridos del tipo de alta manosa. Se sabe que VP7 es
glicosilada cotraduccionalmente a medida que se inserta en el lumen del RE; la sefial para
esta insercion se encuentra contenida en el péptido sefial presente en el extremo amino
de VP7. La secuencia nucleotidica del gen para VP7 predice dos marcos abiertos. Ambos
codones de inicio preceden regiones hidrofdbicas (llamadas H1 y H2), que tienen el
potencial de funcionar como péptidos sefial para dirigir la sintesis de VP7 al RE. La
proteina VP7 es retenida en la membrana del RE; sin embargo, no contiene la secuencia
tipica de retencién en RE (KDEL), aunque la retencion se asocia con los aminoacidos ITG,
en las posiciones 9-11 de VP7. La distribucién de ef:sta proteina durante la infeccion es en

formas semicirculares que rodean a los viroplasmas y colocaliza con VP4 y NSP4 (44).
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Proteinas no estructurales.

Las proteinas no estructurales de rotavirus, NSP1 a NSP6, son codificadas por los
segmentos 5, 7, 8, 10 y 11, respectivamente. Estas proteinas no forman parte de la
estructura del virién. Son sintetizadas en el citoplasma de la célula durante la infeccién y
tienen funciones relacionadas con el control de la sintesis de proteinas celulares y virales,
con la replicacion del genoma, con el empaquetamiento de los genes virales y con la
maduracién de la particula viral en el interior de la célula, aunque aln no se define

completamente el papel de cada una de ellas en estas funciones (28).

Los genes 5 y 7 codifican para las proteinas no estructurales NSP1 (53 KDa) y NSP3 (34
KDa), respectivamente. Estas proteinas se distribuyen en el citoplasma e interaccionan

con componentes del citoesqueleto celular durante la infeccién (28, 47).

NSP3 se une a los mensajeros virales, reconociendo especificamente las cuatro Gltimas
bases (....GACC3') las cuales forman parte de sefiales esenciales para la replicacion del
genoma y se encuentran en la region conservada del extremo 3' de los RNAm (39, 49,
50). Por otro lado, esta proteina interacciona especificamente con el factor celular eIF4GI
que cumple un papel de iniciacion de la traduccién. En células eucariontes, este factor es
responsable de la interaccién de los ribosomas con el "CAP" de los RNAm e interacciona; a
su vez con la proteina que une la regién poli-(A) (PABP, poly-(A) binding protein) del
extremo 3° de los RNAm celulares. Se ha demostrado que NSP3 puede desplazar
selectivamente la unién de la PABP con el factor eIF4GI in vitro e in vivo y que esto

favorece la union del extremo 3' de los RNAm virales al factor eIF4GI, favoreciendo la

11



sintesis de las proteinas virales e interfiriendo con la traduccién de los RNAm celulares.
Ademas, se ha propuesto que NSP3 le confiere estabilidad al RNAm viral, y participa junto
con NSP1 en el proceso de traslocacion del RNAm hacia el viroplasma, primer paso

necesario para la morfogénesis del virus (52).

La proteina NSP1 tiene un motivo tipo dedos de zinc, similar a los factores de
transcripcion eucariéticos TFIIIA, el cual es requerido para su unién especifica con los 11
RNAm (39, 47). Se ha pensado que la funcion de NSP1 puede ser bloquear la traduccion
de una fraccion de los RNAm virales, conduciéndolos al viroplasma y secuestrandolos para
servir como templados para la sintesis de RNAdc o que puede inhibir la respuesta
antiviral; sin embargo, ensayos con rearreglantes y utilizando el sistema de RNAI
muestran que al parecer NSP1 no es esencial para la replicacion de rotavirus en células

MA104 (55).

Se ha observado que los complejos NSP1-RNAmM-NSP3 se asocian con las proteinas
estructurales VP1 y VP3. Dado que VP1 reconoce el extremo 3' (UGUGACC-3") del RNAm,
region que se sobrepone con la reconocida por NSP3, y que VP3 reconoce el extremo 5',
se ha sugerido que NSP1 y NSP3 son desplazadas competitivamente por VP1 y VP3, y que
con este proceso quiza se concluye la traslocacion de los RNAm al viroplasma, donde
continua la morfogénesis de las particulas virales (44).

NSP2 (35 KDa) es codificada por el gen 8. En una infeccién se acumula en viroplasmas,
forma multimeros, se asocia con la polimerasa viral (VP1) y se autoensambla en
octdmeros (54, 60). Dichos octdmeros tienen actividad de NTPasa dependiente de Mg*?,

actividad helicasa independiente de Mg*? y actividad inespecifica de unién a RNA (28, 47).
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Células infectadas con una cepa de rotavirus termosensible en el gen de NSP2 contienen
pocos viroplasmas y producen particulas virales que carecen de RNAdc (53). Junto con el
hecho de que NSP2 es un componente de los intermediarios de replicacién, se ha
propuesto que NSP2 puede funcionar como un motor molecular que se une a RNAm viral
y cataliza su empaquetamiento a través de energia generada por su actividad NTPasa

(56).

NSP4 es una glicoproteina no estructural (28 KDa) que tiene un dominio citoplasmico de
retencién en la membrana del reticulo endoplasmico (38). Durante la morfogénesis viral,
el dominio citoplasmico de NSP4 funciona como un receptor intracelular que une las
nuevas particulas de doble capa y permite su gemacién del viroplasma hacia el lumen del
RE, donde luego maduran y salen de la célula ya con la capa proteica mas externa.
Recientemente se ha reportado que en células infectadas NSP4 sufre un corte proteolitico,
lo cual origina un péptido que es secretado (64). Por otra parte se ha observado que NSP4
puede unirse a microtubulos y bloquear el tréfico de vesiculas entre el reticulo

endoplasmico y el aparato de Golgi (61).

El segmento 11 del genoma contiene dos marcos abiertos de lectura que codifican para
dos proteinas: NSP5 y NSP6 (Fig. 2) (37, 40). NSP5 es una proteina de 197-200 aa, cuya
secuencia primaria se caracteriza por un alto contenido de serina (20% aproximadamente)
y treonina, ademas es una proteina O-glicosilada (25, 29, 47). Se ha sugerido que NSP5
tiene un peso de 21 a 22 KDa (47, 51); sin embargo, en geles de poliacrilamida se han
observado diferentes movilidades electroforéticas que oscilan en un rango de 26, 28 y de

30 a 34 KDa, esto se atribuye a los diferentes grados de fosforilacién que tiene la proteina
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en residuos de serina de los cuales se han identificado 4 especialmente importantes para
la fosforilacidn (2, 51). Estos se localizan en el dominio C-Terminal de NSP5, dominio que
ademas es importante en la formacién de homoligémeros (21). El dominio C-terminal y el
N-terminal son importantes para interaccionar con NSP2, asociacién que regula la
hiperfosforilacién de NSP5 y permite la formacién de viroplasmas en células infectadas, o
de estructuras parecidas a viroplasmas (“Viroplasm-like”) en células transfectadas con

NSP2 y NSP5 en ausencia de otras proteinas virales (1, 25, 40, 59).

NSP5

—1 1 [~ —

OP—ORF (NSP6)
1 J
80 358

Figura 2. Representacién esquemdtica del gen 11 de Rotavirus. La secuencia
que codifica para NSP5 se localiza entre los nucleétidos 22-618. NSP6 estd
codificada por un marco de lectura abierto fuera de fase localizado entre los
nucleétidos 80-358.

A NSP5 se le atribuye actividad autocinasa ya que al producirla en sistemas bacterianos se
observan formas fosforiladas en geles de poliacrilamida, pero no formas hiperfosforiladas
(6, 51). Sin embargo, no se descarta la participacion de cinasas celulares, debido a que
cuando la proteina es producida en células eucaridticas previamente tratadas con
inhibidores de cinasas, la hiperfosforilacion de NSP5 disminuye (7). Se ha propuesto que
NSP5 puede ser el sustrato de cinasas y fosfatasas celulares que la fosforilan y

defosforilan, y que la actividad de estas cinasas y fosfatasas puede ser regulada por la
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misma NSP5 (21). Esta proteina cuenta, ademés, con actividad de unién a RNA de cadena
sencilla y RNAdc independiente de secuencia (59). Se ha demostrado que NSP5 interactia
con NSP6 (por medio de su dominio C-Terminal), con NSP3, NSP2 y con la polimerasa
viral VP1 (1, 28). Se ha demostrado que la distribucién de NSP5 en células infectadas con
rotavirus es principalmente asociada a viroplasmas, esto y su asociacion con
intermediarios de replicacion sugieren un papel regulador para NSP5 (27, 51).
Experimentos en donde se han utilizado virus rearreglantes sugieren que el grado de
fosforilacion de NSP5 puede contribuir a decidir el destino de los RNAm. Se ha propuesto
que a bajos grados de fosforilacion de NSP5 hay baja replicacion y el RNAm esta mas
disponible para traduccién. Por otro lado, una alta fosforilacion de NSP5 regulada_ por
NSP2, podria dirigir el RNAm hasta el viroplasma donde se lleva a cabo la replicacién

(Figura 3) (30).

Por otro lado, se ha demostrado que NSP5 interactia con VLPs, pero no con DLPs;
ademads, se ha observado que la unién de NSP5 a VP2 afecta la estabilidad de union de
VP6 a VP2, por lo que NSP5 podria interactuar con los intermediarios de replicacion para
impedir la unién de VP6 evitando la formacién de viriones incompletos, o bien NSP5 puede

impedir la unién de VP6 evitando asi el inicio de una transcripcion prematura (5).

NSP6 (12 KDa), codificada del nucledtido 80 a 389 del gen 11, interactiia con NSPS y se

acumula en los viroplasmas (Fig. 2) (37, 40).
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a) En ausencia de proteinas virales

AYAVAVAVAVAVAVAYS

mRNA k.

Traduccién

b) En presencia de protefnas virales no estructurales

AVAVAVAVATAVAVAV)

MRNA

Viroplasma
Replicacién

Fosforilacién

Figura 3. Modelo propuesto para el papel regulador de
NSPS. El destino del RNAm depende de la presencia de un
complejo entre NSP2 y NSPS fosforilada. Se ha propuesto
que cuando NSPS5 es hipofosforilada, el RNAm estd més
disponible para la sintesis de proteinas, pero cuando NSP5
es hiperfosforilada el RNAm es dirigido al viroplasma para
su replicacion.

Ciclo Replicativo de Rotavirus.

Los rotavirus tienen tropismo por las microvellosidades intestinales; sin embargo, el
conocimiento que se tiene de su ciclo de replicacién se ha derivado de estudios realizados
en células epiteliales de rifion de mono (MA104). La infeccion por rotavirus comienza con

la unién de las particulas TLPs a receptores de la superficie celular. Una vez unidas
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penetran en las células perdiendo la capa més externa formada por VP7 y VP4 lo cual
activa la transcripcion viral. Los transcritos salen a través de canales formados por VP2 y
son utilizados para la sintesis de proteinas virales y RNAdc que formara el genoma de la
progenie viral. Los RNAm pueden traducirse a su respectiva proteina en ribosomas libres
en el citoplasma (para la mayoria de las proteinas) o asociadas al reticulo endoplasmico

para las proteinas NSP4 y VP7. ( Figura 4).

En el interior de la célula las proteinas virales sintetizadas y el RNAm viral interactdan para
formar intermediarios de replicacién (RI), llamados asi por contar con la actividad
replicasa (RNA polimerasa dependiente de RNA). Los RIs llevan a cabo la sintesis del
RNAdc tomando como molde los RNAm virales, la formacion de los RIs y la sintesis de
RNAdc gendmico tienen lugar en los viroplasmas (59). Los intermediarios de replicacién se
forman a partir de un complejo inicial denominado precoreRI que carece de actividad de
replicacion e incluye a las proteinas VP1, VP3 y NSP3 (28). A partir de éste se ensambla
otro complejo que ya incluye las proteinas del ntcleo viral llamado coreRI, con actividad
de replicacion, el cual esta constituido de VP1, VP2 y VP3 y puede tener asociadas las
proteinas NSP2 y NSP5 (28, 59). La adicién de VP6 da lugar al complejo llamado VP6RI
que posee actividad de replicacion y transcripcion, esta particula da lugar a las DLPs
formadas con las proteinas VP1, VP2, VP3 y VP6 (28). Las DLPs maduran a TLPs gemando
de los viroplasmas al RE adyacente, cuya membrana estd modificada con las
glicoproteinas virales NSP4 (que funciona como receptor de las DLPs) y VP7. Como
resultado de la gemacidn, las particulas se envuelven en la membrana del RE (que incluye
las proteinas virales) formando particulas intermediarias. Luego por un mecanismo

desconocido las DLPs pierden la envoltura transitoria de lipidos junto con la proteina NSP4
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Figura 4. Ciclo replicativo de Rotavirus. Se muestran las principales etapas del ciclo: la
penetracién a través de la membrana celular, la transcripcion, la traduccién, la replicacién en
los viroplasmas, la morfogénesis viral en viroplasmas y reticulo endopldsmico y la salida de
Rotavirus por medio de lisis celular.

y selectivamente retienen a las proteinas VP4 y VP7 que se ensamblan formando la tercer
capa proteica, dando lugar a los virus maduros compuestos de tres capas (TLPs).
Finalmente los viriones se acumulan en el lumen del RE hasta ser liberados por la lisis

celular (38, 54).
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La interferencia por siRNAs

En los rotavirus actualmente no se dispone de un sistema de genética reversa que permita
mutagenizar y evaluar la funcién de cada una de las proteinas virales y de sus dominios
en el contexto de una infeccién. Una alternativa es el uso de un mecanismo propio de los
organismos eucariontes, denominado "interferencia por RNA" o “RNAi". Este mecanismo
se basa en el silenciamiento de genes a nivel postranscripcional y se activa por RNAdc
dirigiendo la degradacion del RNAm blanco, el cual es idéntico en secuencia al RNAdc que

la activo (8, 10).

Esta tecnologia tiene la ventaja de ser un mecanismo biolégico conservado presente en
plantas, insectos y mamiferos (3, 4). Al parecer el mecanismo de RNAi media la
resistencia a los 4cidos nucleicos parasitos tanto endégenos como exégenos y regula la
expresion de genes que codifican para proteinas, particularmente durante el desarrollo y

diferenciacion de los tejidos de un organismo (8, 10).

El proceso de RNAI inducido por RNAdc se lleva a cabo en tres pasos: en el primero los
RNAdc son procesados por una RNasa de tipo III llamada Dicer (4, 32). Esta enzima corta
el RNAdc en muchas piezas de aproximadamente 21-23 pb con 2 nucleétidos
sobresalientes en el extremo 3, llamados RNAs pequefios interferentes (siRNA) (4, B,I 10).
En la segunda etapa se ha propuesto que los siRNAs se unen a un complejo enzimatico
identificado en Drosophila y llamado RISC (por sus siglas en inglés: RNA Induced Silencing
Complex). En este complejo los siRNAs son convertidos a RNA de cadena sencilla por

accion de una helicasa (3, 8). El tercer paso es el reconocimiento del RNA blanco de

cadena sencilla, mediante la cadena negativa de los siRNAs que sirve como guia por
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acoplamiento de bases. EI RNAm blanco apareado con el siRNA puede seguir dos
destinos: uno de amplificacion de la sefal interferente, en el cual el RNAm blanco es
convertido a RNAdc mediante una RNApol, que usa la cadena negativa del siRNA como
iniciador para sintetizar la cadena complementaria. Este RNAdc es cortado nuevamente
por Dicer para generar siRNAs secundarios; sin embargo, esta etapa no parece ocurrir en
mamiferos. La otra opcidén que ocurre en células somaticas de insectos y vertebrados, es
que el RNA blanco en el duplex siRNA-RNAm se degrade por accion de otras RNAasas del
complejo RISC diferente a Dicer. De esta forma se evita la traduccién a proteina (Figura

5) (3, 12, 19).

La respuesta por RNAI representa una herramienta potencial en el entendimiento de los
mecanismos moleculares de cada etapa de la infeccidn viral como son: la entrada, la
transcripcién, la replicacion y la morfogénesis, lo cual puede ayudar al desarrollo de
estrategias antivirales profilacticas y terapéuticas. Sin embargo, no se pueden introducir
RNAdc directamente en las células de mamifero, ya que se desencadenan respuestas
inespecificas que dafian la traduccién celular y eventualmente la célula llega a apoptosis.
Se sabe que un RNAdc mayor de 30 pb desencadena tales respuestas y apoptosis por dos
vias: en la primera, el RNAdc activa una proteina cinasa llamada PKR que a su vez
fosforila e inactiva el factor de inicio de la traducciéon elF2a, dando como resultado la
represion total de la sintesis de proteinas. En la segunda via, el RNAdc activa
indirectamente a la ribonucleasa RNasa L, la cual degrada todos los RNAm celulares de
manera inespecifica. Afortunadamente, se ha observado que el mecanismo de RNAi puede
ser inducido por fragmentos de RNAdc de 21-26.pb denominados RNAs interferentes

pequefios (siRNAs, por small interfering RNAS).

20



SiRNAS N%%NW «

DEGRADACION ’ RESC \ AMPLIFICACION
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Figura 5. Modelo propuesto para la via de interferencia mediada por siRNAs.. La respuesta de RNAI inicia
cuando el RNAdc es reconocido en el citoplasma celular por Dicer. Esta enzima corta el RNAdc en fragmentos
denominados siRNAs, los cuales se incorporan al complejo enzimético RISC, el cual separa las cadenas con su
actividad helicasa. RISC forma un complejo con la cadena antisentido del siRNAs y por medio de este puede
reconocer al RNAm blanco. Después de este evento el RNAm puede seguir dos caminos: uno de amplificacién
de la respuesta, donde se sintetiza la cadena negativa del RNAm formando nuevamente RNAdc que vuelve a ser
reconocida por Dicer y asi sucesivamente; esta via sélo se ha observado en C. elegans y Drosophila
melanogaster. La otra via que puede ocurrir y que se ha observado en células de mamifero, es que el RNAm se
degrade por la actividad exonucleasa del complejo RISC, evitdndose su traduccién a proteina.
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Los siRNAs pueden sintetizarse quimicamente e introducirse en células de mamifero,
evitando los efectos inespecificos disparados por RNAdc. Se propone que el tamafio
pequefio de los siRNAs evita la induccién de respuesta inespecifica. La forma de silenciar
genes por medio de siRNAs parece ser un mecanismo comun en varios organismos, por lo
que se ha podido silenciar genes en plantas, hongos, protozoarios, nematodos, insectos e

incluso en células de mamifero (7, 12, 20, 23, 36).

Los siRNAs han sido introducidos en diferentes organismos por microinyecciéon, por
transfeccion, o por alimentacion de organismos con Escherichia coli que expresan siRNAs
y por liposomas catidnicos. Aunque también se pueden producir dentro de la célula
usando siRNAs procesados a partir de un precursor de RNAs expresado en el nucleo
celular (5, 12, 62). Estos métodos han sido utilizados para el silenciamiento de genes
propios del organismo y recientemente se han realizado experimentos donde se reporta
que secuencias especificas de siRNAs, administradas en células MA104, han permitido
silenciar el gen que codifica para la proteina VP4 de rotavirus, lo cual permitié conocer
mas acerca de su funcién (18). También se ha reportado el uso de siRNAs en el estudio
de VIH-1 y poliovirus (12). Estos resultados sugieren que los siRNAs pueden ser usados
como una herramienta genética, para analizar la funcién de un gen mediante la inhibicion

de su expresion a nivel de traduccién y observar el resultado de esta manipulacion.
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Justificacion

La infeccién por rotavirus representa un gran problema de salud publica, ya que es la
causa principal en el mundo de gastroenteritis en nifios menores de tres afios, sobre todo
en paises en vias de desarrollo donde se presentan elevadas tasas de mortalidad. Por lo
que se requiere ampliar el estudio sobre ellos; sin embargo, en los rotavirus no se dispone
de un sistema de genética reversa que permita mutagenizar y evaluar la funcién de cada
una de las proteinas virales. Una alternativa es el uso de un mecanismo propio de los
organismos eucariontes, denominado “interferencia por RNA” o “"RNAi”. Este sistema
puede proveer informacion acerca de los mecanismos moleculares de cada etapa de la
infeccion viral como son: la entrada, la transcripcion, la replicacién y la morfogénesis, lo
cual puede ayudar al desarrollo de estrategias antivirales. Por otro lado, el estudio de los
virus también puede ayudar a comprendef mejor el funcionamiento de procesos celulares
relacionados con el flujo de la expresién genética, ya que los virus explotan

eficientemente estos sistemas.
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Objetivo:

» Inhibir la expresion del gen 11 que codifica para la proteina NSP5 de la
cepa RRV de rotavirus en la linea celular MA104 derivada de rifion de

mono.

Objetivos particulares.

* Analizar el efecto que tiene la inhibicién de la expresion del gen 11 en la

produccién de la progenie viral.

* Analizar la expresion de NSP5 en células infectadas.

» Analizar el efecto que tiene la inhibicion de la expresion del gen 11 sobre

la sintesis y distribucién de proteinas virales en el citoplasma celular.

Hipétesis
Dado que NSP5, codificada por el gen 11 de rotavirus, ha sido implicada en la
regulacion de la sintesis de proteinas y RNAdc, asi como en la formacién de
viroplasmas, la inhibicién de la expresién del gen 11 modificara la sintesis de
proteinas y del genoma viral, asi como la distribucion de las proteinas asociadas a

viroplasma.
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Materiales y Métodos.

Células y Virus.

La linea celular empleada en todos los experimentos de este trabajo fue MA104 derivada
de células epiteliales de rifion del mono Rhesus, crecidas en medio minimo esencial de
Eagle suplementado con 10% de suero fetal bovino. La cepa de rotavirus del mono
Rhesus RRV, fue suministrada por H.B. Greenberg, Universidad de Stanford, Palo Alto CA,
la cepa RF fue suministrada por J. Cohen, laboratorio de virologia e inmunologia

molecular, Francia y la cepa Wa fue aislada en nuestro laboratorio.

siRNAs.

Los siRNAs (Fig. 6 ), se disefiaron de acuerdo con las recomendaciones de la compaiiia

Dharmacon Research Inc ( Lafayyette, Co., EUA) y del grupo de Thomas Tuschl.

UCU AUU GGU AGG AGU GAA CTT siNSP5-1
TT AGA UAA CCA UCC UCA CUU C

GAC AAA UGC AGA CGC UGG CTT siNSP5-2
TT CUG UUU ACG UCU GCG ACC G

Figura 6. Disefio de los siNSP5 . Se muestra el duplex de
siRNAs. Las timinas sobresalientes del extremo 3' de la hebra
antisentido del siRNA, son deoxinucleétidos de timidina y
complementarios al RNAm blanco.
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La sintesis de los siRNAs se ordend a la compafiia Dharmacon Research Inc (Lafayette,
Co., EUA) a la escala de 0.2 mM, purificados y apareados (duplex), listos para la
transfeccion. Se reciben liofilizados en amortiguador de hibridacién y se reconstituyen con

agua libre de RNAsas.

Lipofeccion de los siRNAs.

La lipofeccidn se realizd en monocapas de células MA104 confluentes, ésto fue importante,

pues impide que la mezcla de lipofeccién sea mas agresiva con las células.

Los siRNAs se prepararon como sigue:

1. En un tubo de poliestireno se colocaron 4 ul de lipofectamina y 21 ul de medio
minimo esencial (MEM) sin suero (s/s), mezclando con pipeta.

2.' En un tubo de poliestireno se mezclaron 6 pl del siRNA con una concentracion de
20 mM con 19 ul de MEM s/s.

3. Los siRNAs del paso 2 se mezclaron con la lipofectamina del paso 1. La mezcla
obtenida se incub6 30 minutos a temperatura ambiente.

4. Después de la incubacién se agregaron 150 ul de MEM s/s mezclando
suavemente. De esta mezcla se escalaron los volimenes segln el formato de
cultivo para usar: 50 ul para el formato de placa de cultivo C-96, 350 ul para un

pozo C-12 con cubreobjetos, 600 ul para un pozo C-6 y 3 ml para un frasco F75.
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5. La mezcla se dejdé actuar sobre las células MA104 (previamente lavadas dos
veces con MEM s/s) por 8 h al cabo de las cuales las células se lavaron dos veces

con MEM s/s y se dejaron incubando en MEM s/s por 48 h.

Determinacion del rendimiento viral.

Para determinar el efecto sobre la progenie viral, debido a la presencia de los siNSP5, se
produjeron lisados a partir de monocapas de células MA104, previamente lipofectadas con
los siRNAs como se describié antes. Las células se infectaron con una multiplicidad de
infecciéon (moi) (# de particulas virales por célula) de 3, 12 hrs p.i., las células se
cosecharon por congelacion, este tiempo corresponde aproximadamente a un ciclo de

replicacion de rotavirus, ésto constituyé el lisado que se tituld de la siguiente forma:

1. Los lisados se congelaron una vez mas a —20° C y después de descongelarlos se
activaron con tripsina (20 mg/ml) durante 20 minutos.

2. Se hicieron diluciones seriadas de cada lisado y con ellos se infectaron
monocapas de células MA104 en placas de 96 pozos por 1 h a 37° C. Los pozos
se lavaron 2 veces con 100 ul de MEM s/s y se dejaron 14-16 h a 37° C en
incubadora con 5% de CO,.

3. Se retird el medio de cultivo a las células y se fijaron con 100 pl de acetona al
80% durante 15 minutos, transcurrido este tiempo las monocapas celulares se

lavaron dos veces con 200 ul de PBS 1X.
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4. Las células fijadas se incubaron con el suero policlonal anti-YM (C75) generado
en el laboratorio en una dilucién de 1:750 (v/v) en PBS 1X por una hora a 37° C,

5. Después se lavaron las células dos veces con 100 ul de PBS 1X, y se dejaron
incubando 1 h con proteina A-peroxidasa (Amersham-Pharmacia Biotech) en una
dilucion de 1:3000 (v/v) en PBS 1X.

6. Para revelar las células infectadas se usd 3-amino-9-etil-carbazole (SIGMA
CHEMICALS) como sustrato para la peroxidasa, lo cual produce un precipitado en
color café.

7. La determinacion del titulo viral se llevd a cabo contando las células tefiidas
(focos infecciosos) en cada dilucion.

8. La férmula para determinar el titulo viral a partir de los focos contados con el
objetivo de 10X contando 9 campos fue:

No. De Focos X diluciéon X 4.5 X 20 (Factor de volumen de 50 u) = unidades

formadoras de focos infecciosos por mililitro (uff/ml)

Western Blot.

1. Células MA104 previamente transfectadas con siRNAs se infectaron con RRV por
1 h, después de este tiempo las células se lavaron con MEM s/s y se dejaron
incubando por 12 h.

2. Al cabo del tiempo de incubacién, se retird el MEM de las monocapas y se lisd
con 100 pl de amortiguador de carga 1X (‘50 mM Tris-Cl pH 6.8, 2% SDS, 0.1%

azul de bromofenol, 10% glicerol, 1% b -mercaptoetanol) para el formato C-96.
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. Los lisados se hirvieron por 5 minutos.

. Se tomaron 10 ul de lisado para electroforesis en gel de SDS-poliacrilamida 14%.
Las proteinas se transfirieron a una membrana inmobilon-NC (Millipore), durante
1 h a 130 mA, en amortiguador CAPS 1X (10 mM) empleando el mddulo de
transferencia Mini Trans-Blot, dentro del sistema MiniPROTEAN 3.

La membrana se bloqueo con 5% de leche descremada (Carnation) en PBS 1X-
0.1% tween 20, durante 1 h en agitacion.

La membrana se incubdé con los anticuerpos primarios diluidos en PBS-0.1%
tween 20. Para detectar NSP5 se utilizd un suero policlonal en diluciéon 1:1000
(v/v), ademas se usaron los sueros anti-TLPs o anti-YM para detectar proteinas
estructurales del virus y el anticuerpo anti-vimentina. Estos anticuerpos se
utilizaron en una dilucién 1:1000 (v/v), la incubacién fue por toda la noche a 4°
C o 1 h a temperatura ambiente. Al finalizar la incubacién se hicieron 3 lavados
con PSB 1X-0.1% tween 20 por 10 minutos y 3 tres lavados de 10 minutos con
PBS 1X.

El segundo anticuerpo usado fue anti-conejo conjugado A-peroxidasa (NEN)
diluido 1:10,000 (v/v) en PBS 1X-0.1% tween 20. Al finalizar la incubacion se
hicieron 3 lavados con PSB 1X-0.1% tween 20 por 10 minutos y 3 tres lavados de
10 minutos con PBS 1X.

La deteccién de las proteinas se realizd con el sustrato para peroxidasa western
ligthning, segln las instrucciones del proveedor (Perkin-Elmer) exponiendo la
pelicula hipersensible X-Omat (Kodak) a diferentes tiempos para no saturar las

sefiales.
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Extraccion de RNA viral.

1. Para este ensayo se utilizaron 200 ul de un lisado de células, lipofectadas con
siRNAs y e infectadas con RRV, estos se mezclaron con 40 ul del amortiguador
disruptor 5X (Tris Base 2.6 M, EDTA 750 mM, SDS 450 mM, NaCl 6.8 M, B-
mercaptoetanol 1.8 M).

2. Se agregaron 200 pl de fenol saturado y se agité con un vortex durante 2
minutos.

3. Se adicionaron 200 pl de cloroformo, y se agitd con un vortex durante 2
minutos, esta mezcla se centrifugd durante 5 minutos a 12,000 rpm.

4. Se recuperd el sobrenadante y se agregaron 2.5 volimenes de etanol
absoluto y 50 pl de acetato de sodio, esto se dejé precipitar toda la noche.

5. Después de precipitar, se agitd con un vortex y se centrifugd 15 minutos a
12,000 rpm, se decantd el sobrenadante y el pelet fue resuspendido en 30 ul
del amortiguador de carga (Tris-Cl 50 mM pH 6.8, Azul de bromofenol 0.1%,
glicerol 10%).

6. Las muestras se analizaron en geles de acrilamida sin SDS, la electroforesis se
realizé durante 4 h a 150 V.

7. Terminada la electroforesis, el gel se colocé 1 h en una solucién fijadora (28.7%
etanol, 0.3% acido acético). Después el gel se colocd 30 minutos en una solucién
de nitrato de plata 11 mM.

8. Después de enjuagar dos veces el gel con agua destilada, se agregé la solucion

reveladora (NaOH 700 mM, 0.8 % formaldehido).
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9. Al aparecer el patrén de bandas de RNAdc se retird la solucion reveladora y se

detuvo la reaccién con acido acético al 10%.

Inmunoflourescencia.

Para este analisis, las células MA104 se crecieron sobre un cubreobjetos en cajas C-48,
una vez que las células alcanzaron la confluencia necesaria, se lipofectaron con los siRNAs
por 8 h y 48 h postlipofeccion (p.l.f) las células fueron infectadas con RRV a una
multiplicidad de infeccion (moi) de 3, al cabo de 8 h postinfeccién (p.i) se procedid la

inmunofluorescencia como sigue:

1. La monocapa celular se lavo una vez con PBS 1X y se fijo durante 20 minutos
con 300 ul de una solucién 2% de para-formaldehido (SIGMA CHEMICALS) en
PSB 1X. Al finalizar la incubacién se hicieron 4 lavados de 5 minutos cada uno
con 300 pl de PBS 1X-NH4Cl 50 mM.

2. Las células MA104 fijadas se permeabilizaron durante 15 minutos con 200 ul del
amortiguador de permeabilizacion ( PBS 1X, 1% BSA, 0.5% tritdn X-100, NH.CI
50 mM).

3. Las células se incubaron con el o los anticuerpos primarios por una hora a
temperatura ambiente en 100 ul de amortiguador (PBS 1X, 1% BSA, NH.Cl 50
mM). Para detectar la proteina NSP5 se utilizé el suero policlonal aNSP5 en
dilucién' 1:400 (v/v), ademas, se usaron los anticuerpos monoclonales HS2

(donado por H.B Greenberg) en dilucién 1:200 (v/v) para detectar la proteina
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VP4, los anticuerpos monoclonales 3A8 para VP2 en dilucién 1:200 (v/v), 255/6
para VP6 en dilucién 1:200 (v/v), 60 para VP7 en dilucién 1:200 (v/v) y B4 para
NSP4 en dilucién 1:200 (v/v), ademés, se uso un suero policlonal aNSP2 en
dilucién 1:200 (v/v); al finalizar la incubacién se hicieron 4 lavados de 5 minutos

cada uno con 500 pl de PBS 1X-NH4Cl 5 mM.

4. Como anticuerpos secundarios se utilizé anti-conejo acoplado a Alexa 488 y anti-
ratdn acoplado a Alexa 568 (Molecular Probes). Al finalizar la incubacién se
hicieron 4 lavados de 5 minutos cada uno con 500 ul de PBS 1X-NH4C 5 mM.

5. El cubre objetos con las células hacia abajo se monté sobre un porta objetos con
3 ul de glicerol 70%, fijando sus bordes con barniz de ufas.

6. Las preparaciones se visualizaron en un microscopio confocal MRC-600 (Bio-Rad)
con ayuda del programa CoMOS MPL-1000; se utilizaron las lineas de excitacién
amarilla (A 568 nm) y azul (A 488 nm) y los filtros K1 o K2.

Gradientes

1. Se lipofectaron frascos de cultivo F75 con células MA104 con 3 ml de la
mezcla del siNSP5-1 o siLamA/C.

2. 48 h.p.l las células MA104 se infectaron por 1 h a una moi de 3, después las
células se lavaron 2 veces con 5 ml MEM s/s y se dejaron incubando en 5 ml
de MEM, hasta llegar a efecto citopatico total (24-26 h.p.i.).

3. El cultivo se lisé congelando y descongelando dos veces a —20° C.

4. El lisado fue ultracentrifugado a 30,000 rpm durante 1 h.
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La pastilla generada se resuspendié en 750 ul del amortiguador TNC (Tris pH

7.5 10 mM, NaCl 140 mM, CaCl 10 mM) y se mezcld con un vortex.

6. Se adicioné 750 ul de Freén (cloro, difluoro metano) y se mezclé con un
vortex, después se centrifugd a 6,000 rpm durante 5 minutos, se recuperd la
fase acuosa (virus). Se adiciond nuevamente 750 ul de TNC a la fase organica
y se repitid la extraccion tres veces mas.

7. Al total extraido se adiciond 2.2 g de CsCl y se aforé a 5 ml con TNC, esta
mezcla se ultracentrifugé a 36, 000 rpm durante 18 hrs.

8. Las bandas opalescentes se visualizaron bajo la luz de una lampara y se
tomaron fotografias con una cadmara digital.

9. Las particulas en el gradiente se recolectaron picando cada una de las bandas

con ayuda de una jeringa de 1 ml.

Analisis de proteinas a partir de gradientes de CsClI

1. Se tomaron 50 ul de cada banda y se mezclaron con 50 ul de cloroformo.

2. Se adiciond 150 pl de agua destilada y se mezclé con ayuda de un vortex.

3. La mezcla se centrifugd 2 minutos a 13,000 rpm.

4, Se retird la parte superior y a la fase inferior se afiadieron 200 ul de metanol.

5. Esta mezcla se centrifugd dos minutos a 13,000 rpm, después de esto se

decantd el sobrenadante.
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10.

11,

12,

13.

El pelet se resuspendi6 en 50 ul de amortiguador de carga 1X (50 mM.Tris-CI
pH 6.8, 2% SDS, 0.1% azul de bromofenol, 10% glicerol, 1% B-
mercaptoetanol), y se hirvieron durante 5 minutos.

Las muestras se sometieron a electroforesis en geles de poliacrilamida al
11%.

El gel se fijé 1 h en metanol al 50% Yy acido acético al 12%.

Después se lavo tres veces con etanol al 30% por espacios de 20 minutos.

El gel se colocd en una solucion de tiosulfato de sodio (0.2 g/L) durante 1
minuto.

Pasado este tiempo, el gel se incubd por 20 minutos en nitrato de plata (6
g/L) y 74 ul de formaldehido al 37%.

El gel se lavo dos veces con agua destilada y se agregd la solucion
reveladora (Carbonato de sodio 560 mM, 50 ul de formaldehido 37% /L, y
600 ul de tiosulfato de sodio (del paso 10)).

Una vez que se hizo visible el patrén de bandas, el gel se lavé dos veces con
agua, y la reaccion de revelado se detuvo con metanol al 50% y acido

acético al 12%.
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Analisis de RNAdc a partir de gradientes de CsCl.

1. Las alicuotas de cada fraccién o banda se desalaron con la resina sephadex G-
25 coarse (Sigma chemicals) estéril lavadas con PBS 1X y se empacaron en
una jeringa de 1 ml. La resina se seco y se le pasaron 20 ul de PBS, ambas
mediante una centrifugacion de 20 segundos a 1000 rpm. Entonces se
colocaron 20 ul de las fracciones en la columna y se centrifugd de la misma
manera para obtener una solucidn de virus libre de CsCl.

2. Las alicuotas obtenidas después de la desalacion, se analizaron utilizando el

protocolo para la obtencién de RNAdc.
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RESULTADOS

EL siNSP5-1 inhibe la produccion de progenie viral

Con el objetivo de analizar el efecto que tiene la ausencia de la proteina NSP5
sobre la progenie viral de rotavirus, se disefié un par de siRNAs, dirigido contra el gen 11
de la cepa de rotavirus RRV, que codifica para las proteinas NSP5 y NSP6. El efecto que
tuvo el interferente fue analizado primero por rendimiento viral, mediante la lipofeccién de
células MA104 con las secuencias correspondientes a los genes NSP5 (siNSP5-1 y siNSP5-
2) y al gen VP4 (siVP4) de rotavirus. Ademas se usaron los siLamA/C y siHSC como
controles. El siVP4 se us6 como un control positivo, ya que se ha demostrado que causa
una reduccién considerable de la progenie viral, asi como de la sintesis de la proteina VP4
(18). El nimero de focos infecciosos producidos en células tratadas con el siNSP5-1 y el
siNSP5-2 es aproximadamente 70 y 60% menor al que se produce en las células control,

respectivamente (Fig. 7). Por su parte el interferente de VP4 muestra una disminucion del

120 -
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. 60 -
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9% de Focos infecciosos

o
i

LF siLamA/C  siHSC siNSP5-1 siNSP5-2  siVP4

Figura 7. Progenie viral de RRV producida en células transfectadas con
diferentes siRNAs. El porcentaje de focos infecciosos se obtuvo a partir de
lisados de células MA104 infectadas con RRV y transfectadas con siRNAs. Los
valores fueron normalizados a 100% de acuerdo al experimento control.

36



80% con respecto al control, de acuerdo a lo reportado por Déctor et al (18) (Fig. 7). Con
base en estos resultados en los experimentos posteriores se decidié reportar Unicamente

aquellos obtenidos con el siNSP5-1.

Para descartar un efecto inespecifico, se probdé el efecto del interferente sobre la
produccién de progenie viral de las de las cepas RF (rotavirus bovino) y Wa (rotavirus de
humano). RF fue utilizado como un control positivo, ya que tiene la misma secuencia
nucleotidica en la region homodloga al siNSP5-1 (Tabla 1). Wa fue utilizado como un
control negativo ya que presenta dos nucledtidos diferentes en la region homdloga al
SiNSP5-1 (Tabla 1). Estos controles fueron utilizados ya que se sabe que la respuesta por
RNAI es altamente especifica y basta que un nucledtido en el RNAm sea diferente al siRNA

para que no haya reconocimiento y por lo tanto, el mensajero no sea degradado por RISC,

Secuencia
SINSP5-1 UCUAUUGGUAGGAGUGAAC.dTdT
(Duplex) dTdT.AGAUAACCAUCCUCACUUG
RRV 5 AATCTATTGGTAGGAGTGAAC 3’
RF 5! e 3
Wa ! memmememm—— e AC~- 3’

Tabla 1. Comparacién de la regién siNSP5-1 en cepas de rotavirus.

37



Como se esperaba, los titulos virales de RRV y RF obtenidos para las células tratadas con
el siNSP5-1 fueron similares. En ambos casos hay reduccién de la progenie viral; sin
embargo, el titulo viral de la cepa Wa es similar a los que se encontraron en las células

lipofectadas con el siLamA/C (Fig. 8 ).

RRV RF Wa

100 4

L]
% 80 -
E
i 60 -
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‘q 40 -
S
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O.
siLamA/C + - + - + -
siNSP5 - + - + - -

Figura 8. El siNSP5-1 es especifico para las cepas RRV y RF.
Titulos virales obtenidos a partir de células infectadas con
diferentes cepas de rotavirus y transfectadas con el siLamA/C o el
siNSP5-1, segiin se indica. Los resultados estan normalizados de
acuerdo al experimento control.

El siNSP5-1 inhibe la sintesis de la proteina viral NSP5.

Para verificar que el siNSP5-1 reduce la expresion de la proteina NSP5 se realizaron
ensayos de western-blot, lo cual brinda una forma de estimar la cantidad relativa de
proteina viral expresada en las células infectadas en presencia y ausencia de los
interferentes. El andlisis de las bandas indicé que en células MA104 transfectadas con el

siNSP5-1 la expresion de NSP5 se reduce considerablemente en comparacién a las células
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control; ademds, se observa que las proteinas estructurales VP2, VP4, VP6 y VP7 también
disminuyen (Fig. 9, carriles 1 y 2). Como control de carga utilizamos la proteina vimentina,
la cual permanece en cantidades similares en células transfectadas con el siNSP5-1 o con

el siLamA/C Desafortunadamente no se logrd detectar la proteina NSP6.

RRV RF Wa
siLamA/C + - + - + -
siNSP5-1 - + - + - + KDa
VP4 sosmomm. v v g com——— 88

Vimentin: wwess —somes omm i “ “ %

b 37

VP6~ g ‘ “ w

NSPS i
- 28
| 26

Figura 9. Sintesis de proteinas virales. Células MA104 fueron
transfectadas con el siLamA/C o con el siNSP5-1, e infectadas con diferentes
cepas de rotavirus, segiin se indica. 12 h.p.i las células fueron lisadas y la
cantidad de proteina total se analiz6 por electroforesis en gel de
poliacrilamida al 15%. Las proteinas se detectaron por inmunoblot,
utilizando el suero policlonal aNSPS, el suero policlonal oTLPs y el suero
policlonal ovimentina para detectar: NSP5, protefnas estructurales y
vimentina respectivamente.

Los resultados obtenidos muestran que la sintesis de NSP5 y proteinas estructurales de la
cepa RF disminuyen cuando las células son tratadas con el siNSP5 (Fig. 9 carril 4 ), a
diferencia de la cepa Wa, en la cual la sintesis de proteinas es muy parecida a los
controles (Fig. 9 carril 6). Con estos resultados se muestra que el siNSP5-1 tiene.

especificidad por el RNAm del gen 11 de RRV y RF afectando la sintesis de NSP5, pero no
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afecta la sintesis de NSP5 de la cepa Wa (Fig. 9). En conjunto estos datos demuestran
que la reduccion de otras proteinas virales no se debe a un efecto generalizado sobre los
RNAm de rotavirus, o a la inhibicion de la traduccidn general de las proteinas celulares,

sino que es consecuencia de la reduccion en la sintesis de la proteina NSP5.

Sintesis de RNAdc en células tratadas con siNSP5-1

El analisis de RNAdc en células infectadas con RRV y transfectadas con siRNAs muestra
que la sintesis de éste disminuye considerablemente para los 11 genes de rotavirus en
células tratadas con el siNSP5-1, a diferencia de las células tratadas con el siLamA/C, o
con el siVP4 donde no se observa reducciéon en la sintesis del genoma (Fig. 10). Lo
anterior apoya la idea de que este efecto estd dado por la reduccién en la sintesis de la
proteina NSP5. En este experimento, el gen 11 se ve disminuido; sin embargo, como se
esperaria esta reducciéon no es mayor a la que se observa con otros genes. Esto coincide
con la hipétesis de que existe una fraccion de RNAm que se utiliza para la replicacion y

que esta fraccion es protegida de la degradacion por RNAI (18).

La inhibicion de NSP5 produce reducciéon en el nimero y tamaiio de
viroplasmas y cambios en la distribucion de otras proteinas virales.

Se ha propuesto que NSP5 junto con NSP2 forman una especie de andamio donde las

demas proteinas virales se pueden anclar y formar los viroplasmas, sitio donde se lleva a
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Figura 10. Sintesis de RNAdc en células tratadas
con siRNAs. Células MA104 fueron transfectadas
con siRNAs e infectadas con RRV. 12 h.p.i. las
células fueron cosechadas por congelacién. El
RNAdc fue separado por electroforesis en geles de
poliacrilamida al 11%. Las bandas fueron detectadas
por medio de tincién con nitrato de plata. La
cantidad de muestra, se ajusto de acuerdo a la
cantidad de protefna celular total.

cabo la replicacion del RNAdc e inicio de la morfogénesis de rotavirus. Por lo que se
decidié analizar el efecto que tiene el siNSP5-1 sobre la formacion de viroplasmas vy la
distribucién en citoplasma de las proteinas asociadas a ellos. En células transfectadas
con siLamA/C, NSP5 y las proteinas estructurales se detectaron en cantidades normales y
con una distribuciéon en citoplasma similar a la que se ha reportado (27). La Fig. 11
muestra que las proteinas VP2, VP6, NSP2 y NSP5 tienen una distribucién muy similar
asociadas a viroplasmas; que VP7 y NSP4 (protel’nas. que se sintetizan en asociacion al RE)

se encuentran en regiones perinucleares del RE formando pequenas estructuras en forma
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de media luna que rodean a los viroplasmas; que VP4 aunque no es una proteina
sintetizada en asociacién con RE, tiene una localizacién similar a VP7 y NSP4. En las
células transfectadas con el siNSP5-1 se observa reduccién en el nimero y tamafio de
viroplasmas por célula, asi como de la cantidad de VP2, VP7, NSP2 y NSP5, pero, su
distribucion en citoplasma, es similar a la que se observa en los controles (Fig. 11). Sin
embargo, las proteinas VP4, VP6 y NSP4 se observan en formas filamentosas distribuidas
en el citoplasma celular (Fig. 11). Para saber si estas fibras colocalizan entre si, se
realizaron experimentos de cotincién de estas proteinas en células transfectadas con el
siNSP5-1. Los resultados encontrados muestran que las fibras formadas por VP4, VP6 y
NSP4 en células interferidas para el gen 11 si colocalizan (Fig. 12). Las formas
filamentosas observadas, sugieren que probablemente VP4, VP6 y NSP4 pueden estarse
asociando con algunos componentes del citoesqueleto, por lo que se realizaron
experimentos de cotincion de estas proteinas con actina, tubulina y vimentina. Sin
embargo, los resultados obtenidos muestran que estas fibras no colocalizan con el patrén

de fibras de vimentina, tubulina ni actina (Fig. 12).
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Figura 11. Distribucién de
proteinas virales en células
transfectadas con el
siNSP5-1. Células MA104
fueron transfectadas con los
interferentes indicados e
infectadas con RRV. 8 h.p.i.
las células se procesaron para
inmunofluorescencia, como
se indica en materiales y
métodos. Las proteinas
virales fueron detectadas con
los anticuerpos sefalados.
Como anticuerpo secundario
se utilizé anti-conejo
acoplado a Alexa 488 y anti-
ratén acoplado a Alexa 568.
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siNSP5-1

aVP6

«Vimentina
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Figura 12. Colocalizacién de proteinas virales en células lipofectadas con siNSP5. Células
MA104 fueron transfectadas con el siNSP5-1 e infectadas con RRV. 8 h.p.i. las células se procesaron
para inmunofluorescencia, Los anticuerpos primarios se indican en la figura. Los anticuerpos
secundarios fueron anti-conejo Alexa 488 y anti-ratén 568. Las imdgenes fueron sobrelapadas con el
programa Adobe Photoshop 7.



Produccion de particulas virales en células interferidas para el gen 11.

Los experimentos anteriores muestran que la sintesis de RNAdc y la progenie de rotavirus
disminuye considerablemente cuando las células son tratadas con el siNSP5-1, ademas de
conducir a una reduccién de viroplasmas. Estos resultados indicaban que en presencia de
este interferente se producen menos particulas virales y para corroborarlo se aislaron en
un gradiente de densidad de CsCl las particulas que se generaron en las células
lipofectadas con el siNSP5-1 o siLamA/C e infectadas con el rotavirus RRV. En el gradiente
correspondiente al experimento control de células lipofectadas con el siLamA/C; se
observd que las bandas que corresponden a TLPs y DLPs son mds intensas que las
observadas en gradientes obtenidos a partir de células transfectadas con siNSP5-1 (Fig.

13).

siRNAs

iLamA/C INSP5-1

Cdpsides
sin RNAdc 2

Bandas extras,
presentes solo en
células tratadas
con siNSP5-1

TLPs

DLPs

Figura 13. Particulas virales producidas en células tratadas con siRNAs. Células
MA104 fueron transfectadas con siRNAs e infectadas con RRV. 24 h.p.i. las células fueron
lisadas por congelacién. Las particulas virales se purificaron por gradientes CsCl.
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Por el contrario, las bandas que se observan en la parte superior del gradiente, que
corresponden a capsides vacias son mas intensas en el gradiente obtenido a partir de
células tratadas con siNSP5-1, ademés de que se presentan bandas adicionales que no se

encuentran en los controles (Fig. 13).

Para un andlisis mas detallado, cada banda observada en los gradientes de CsCl se aisld y
la composicion proteica de cada una se analizd por SDS-PAGE (Fig. 14). Como era de
esperarse las bandas de DLPs, contienen las proteinas VP1, VP2 y VP6, las bandas de
TLPs contienen las proteinas VP1, VP2, VP4, VP6 y VP7; sin embargo, la cantidad de
proteinas virales es mayor en los gradientes controles (Fig. 14). Las bandas superiores de
los gradientes contienen todas las proteinas de TLPs; ademas de una serie de proteinas
(A-F) no caracterizadas que no se observan en TLPs, ni en DLPs. Es probable que las
proteinas marcadas como B, C y G correspondan al corte proteolitico que sufre VP2 (Fig.
14 ) (9). Como se esperaba, el contenido de proteinas presente en las bandas que
corresponden a capsides es mayor en los gradientes obtenidos a partir de células tratadas
con el siNSP5-1 (Fig. 14). Para confirmar que las bandas superiores carecen de genoma
viral, se analizé el contenido de RNAdc de cada banda y como esperdbamos, las bandas
superiores del gradiente carecen de RNAdc (Fig. 15). Consistente con los datos mostrados
en la Fig. 10, la cantidad de RNAdc es menor en las bandas que corresponden a TLPs y
DLPs provenientes de células tratadas con el siNSP5-1. Estos datos sugieren que en
células interferidas para el gen 11 se producen menos TLPs y menos DLPs, pero se

producen mas capsides sin RNAdc.
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Figura 14. Proteinas presentes en las particulas virales. Cada banda obtenida en el gradiente de CsCl, fue
separada con una jeringa de 1 ml. El volumen obtenido se desal6, y las protefnas fueron separadas por
electroforesis
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Figura 15. RNAdc presente en las bandas aisladas a partir
de gradientes de CsCl. El RNAdc de cada banda fue
precipitado como se indica en materiales y métodos, los
segmentos de RNAdc fueron separados por electroforesis en
gel de poliacrilamida al 11%. Las bandas fueron observadas
por tincién con nitrato de plata.
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DISCUSION

En rotavirus no se han logrado realizar experimentos de genética reversa, por lo que la
funcién de NSP5 y otras proteinas de rotavirus se han estudiado por métodos indirectos
como: ensayos in vitro, seleccién y caracterizacion de variantes naturales, mutantes
termosensibles y por rotavirus rearreglantes. Como alternativa la presente tesis tuvo
como objetivo el estudio del gen 11 de rotavirus utilizando el sistema de RNAI. Se ha
demostrado que este sistema funciona en células MA104 derivadas del epitelio de rifion
del mono Rhesus, en las cuales se ha establecido el modelo de replicacién de rotavirus.
Ademas, la interferencia por siRNAs ha mostrado una alta especificidad por el RNAm
blanco. El fenotipo dado por ausencia de las proteinas codificadas por el gen 11 se
caracterizd en células MA104 transfectadas con el siNSP5-1 e infectadas con el rotavirus

RRV.

Después de la entrada y pérdida de la capa externa de rotavirus, se inicia la transcripcién del
RNAm en las DLPs. La traduccién de los RNAm produce proteinas virales que pueden formar
viroplasmas y DLPs. Es probable que estas nuevas particulas, acumuladas en los viroplasmas,
sinteticen mads RNAm, lo que constituiria una transcripcién secundaria (55). En células
transfectadas con el siNSP5-1, el sistema de RNAi detecta y degrada el mensajero del gen 11,
evitandose la sintesis de NSP5 y NSP6. Bajo la hipétesis de que existe una transcripcion secundaria
de RNAm, la reduccién en nimero y tamafio de viroplasmas debido a la inhibicién de NSP5,
conduciria a una reduccién de la transcripcién secundaria, lo cual explicaria la reduccién en la
sintesis de todas las proteinas virales, cuando se interfiere Ia_n expresion del gen 11. Por otro lado,
se ha propuesto que NSP5 regula si el RNAm se traducnla o se replica, por lo que otra explicacion
para la disminucién de proteinas virales es que la traduccién de los mensajeros, sea ineficiente, ya

sea por que el RNAm no llegue a la maquinaria traduccional o porque NSP5 se requiere para la
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traduccién de las proteinas de rotavirus. El efecto sobre la sintesis de proteinas también podria ser
indirecto, la ausencia de NSP5 podria alterar la funcién de alguna(s) proteina(s) importante(s) en la
sintesis de proteinas, por ejemplo la de NSP3, una proteina que se ha propuesto favorece la

sintesis de proteinas virales al secuestrar la maquinaria de traduccion celular.

Se ha propuesto que NSP5 y NSP2 forman una especie de andamio donde otras proteinas y RNA
viral se acumulan para formar los viroplasmas (25). En células interferidas para NSP5 los
viroplasmas disminuyen y es probable que esto origine los cambios en la distribucién de VP6 (Fig.
11). En sistemas in vitro se ha descrito que VP6 puede formar estructuras tubulares (42), debido a
esto es probable que en células tratadas con el siNSP5-1 exista cierta cantidad de VP6 que no llega
a asociarse con viroplasmas y que esta mas disponible para acumularse en las formas filamentosas
que observamos por inmunofluorescencia. Se ha descrito que durante una infeccién NSP4 se asocia
a RE, y VP4 aunque no se asocia a RE, muestra una distribucién similar a NSP4; sin embargo, estas
proteinas también se han observado en menor cantidad en estructuras filamentosas asociadas a
tubulina. NSP4 funciona como receptor de VP6 durante la gemacién de las DLPs de los viroplasmas
al RE, e interacciona con VP4 (61), de modo que no es extrafio que las fibras de NSP4 colocalicen
con las de VP4 y VP6. Las fibras formadas por estas proteinas se observan en toda la célula, lo cual
puede sugerir que estas estructuras son citoplasmicas; sin embargo, no colocalizan con tubulina,
vimentina ni actina, ademas, de que NSP4 tiene una sefial de retencién en RE, lo cual nos permite

proponer que las fibras que observamos podrian estar asociadas a RE.

En células transfectadas con el sINSP5-1 observamos una reduccién en la formacién de
viroplasmas, DLPs, TLPs, sintesis de RNAdc y un aumento en la formacién de capsides sin RNAdc,
lo cual sugiere que NSP5, ademds de ser importante en la formacién de viroplasmas, puede estar
implicada en la replicacién y empaquetamiento del genoma viral. Se ha propuesto que durante el
ensamblaje de la particula con actividad de repllcasla, la polimerasa viral VP1 y la guanilil

transferasa VP3 interactian con el RNAm viral para formar un complejo pre-niicleo que carece de
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actividad replicasa, y que en los viroplasmas estos complejos interactian con dimeros de VP2,
octdmeros de NSP2 y multimeros de NSP5 formando una estructura que representa uno de los
vértices del nicleo y que cuenta con actividad replicasa. En este modelo se ha sugerido que NSP2
funciona como un motor molecular que genera energia y que junto con NSP5 facilita el
empaquetamiento del RNAm viral en la nucleocapside donde se replica (46). Basados en esto, es
posible que en ausencia de NSP5 el RNAm no llegue a la maquinaria de replicacién o que su
ausencia genere una replicacion ineficiente, eventos que explicarian la disminucién en la sintesis
del RNAdc, ya que al no estar NSP2 y NSP5 el RNAm no podria introducirse en los intermediarios
de replicacién que es en donde se replica el genoma, esto también explicaria el aumento en la
formacién de capsides sin RNAdc. Alternativamente, otra causa que no excluye a la anterior es la
disminucién de las proteinas VP1 y VP3 que son importantes en la replicacién del genoma. Otra
opcion para la formacién de capsides sin RNAdc es que la proteina, que no puede integrarse en
viroplasmas debido a la falta de NSP5, forme estructuras parecidas a capsides sin RNAdc, la cual se
apoya en los trabajos en los que se ha reportado que proteinas estructurales de rotavirus en
células de insecto (Sf9) son capaces de interaccionar y formar estructuras similares a cépsides,
esto en ausencia de proteinas no estructurales; sin embargo no se ha demostrado que esto ocurra

en el contexto de una infeccién.

Nuestros resultados indican que el sistema de RNAi fue altamente especifico para inhibir la
expresion del gen 11 del rotavirus RRV, ya que observamos una disminucién considerable en la
sintesis de la proteina NSP5; sin embargo no Idgramos detectar la proteina NSP6, que también es
codificada por el gen 11. A pesar de esto los resultados obtenidos los atribuimos a la ausencia de
NSP5, ya que existen algunas cepas de rotavirus que no codifican para la proteina NSP6, pero que
se replican de forma eficiente, lo cual sugiere que NSP6 no se requiere para la replicacion de

rotavirus o que otra proteina viral o celular puede sustituirla (49).
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El analisis de la produccién de genoma viral muestra que los 11 genes de rotavirus disminuyen
cuando se interfiere la expresion del gen 11; sin embargo, uno de los resultados esperados era que
la reduccion en la sintesis del gen 11 fuera mayor a la observada con otros genes, debido a que el
RNAm utilizado para la traduccién o para la replicacidén estaria siendo degradado por el sistema
RNAI. Los resultados obtenidos apoyan la hipdtesis de que existe una clasificacidn de los RNAm que
se dirigen a hacia la ruta de replicacién y los que se dirigen a la traduccién. Es probable que
existan proteinas virales y/o celulares, que protegen los RNAm destinados a la replicacion y esto
podria ser una de las estrategias virales para impedir que los RNAm de rotavirus sean reconocidos

y degradados por el sistema de RNAIi u otros mecanismos celulares.
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CONCLUSIONES

El siNSP5-1 inhibe especificamente la expresion del gen 11 del rotavirus RRV.

NSP5 es una proteina esencial en el ciclo de replicacién de rotavirus.

NSP5 es una proteina importante para la formacién de viroplasmas.

La inhibicién de la sintesis de NSP5 conduce a una reduccién en la produccién de
progenie viral, asi como en la sintesis de las proteinas VP2, VP4, VP6, VP7, NSP2 y
NSP4, sintesis de RNAdc, la formacién de TLPs y DLPs, asi como un aumento en la
produccién de capsides sin RNAdc.

La disminucién en la sintesis de proteinas, RNAdc, formacion de TLPs y DLPs,
puede ser explicada por la disminucién de viroplasmas, lugar que en el que se lleva
a cabo la replicacién viral, inicio de la morfogénesis y donde se ha propuesto que
se lleva a cabo la transcripcién secundaria.

Alternativamente, NSP5 podria tener un papel regulador en la traduccién y/o
replicacion del RNAm, evento que también explicaria la disminucién en la sintesis
de proteinas y RNAdc.

El cambio en la distribucion de proteinas virales, sugiere que los viroplasmas son
importantes para mantener una organizacién adecuada de las proteinas asociadas
a ellos.

Sin embargo no descartamos que parte del fenotipo observado se deba a la

inhibicién de la sintesis NSP6, otra proteina codificada por el gen 11 de rotavirus.
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PERSPECTIVAS

Analisis de las particulas formadas en ausencia de la proteina NSP5

Realizar el rescate fenotipico del rotavirus RRV, expresando la proteina NSP5 de
una cepa de rotavirus que no sea sensible a la inhibicidn por siNSP5-1, como por
ejemplo Wa, en células MA104. Este sistema permitiria realizar experimentos de

genética reversa.

Si el recate fenotipico funciona como se espera, se podrian alterar por
mutagénesis dirigida algunos dominios de la proteina que han sido implicados en

funciones importantes.

Generar una linea celular que exprese los siNSP5-1, con el objetivo de aumentar el

porcentaje de células en las que se activa la respuesta por RNAi cuando se infecta

con RRV.
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