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RESUMEN 

Los rotavirus, miembros de la familia Reoviridae, son uno de los agentes etiológicos más 

importantes de gastroenteritis agudas en mamíferos durante sus primeros años de vida. En años 

recientes se ha avanzado en el conocimiento más preciso de los mecanismos moleculares 

empleados por estos virus para infectar exitosamente a la célula hospedera. Tal es el caso de la 

maquinaria de transporte COPI/Arf1, la cual ha demostrado ser esencial para el ensamblado de 

las partículas virales, ya que su inhibición mediante Brefeldina A (BFA) y Golgicida A (GCA) 

bloquea el ensamble de la capa externa del virus compuesta por las proteínas VP4 y VP7. 

Además de esto se ha encontrado que la maquinaria COPI/Arf1 también es importante para el 

procesamiento post-traduccional de las glicoproteínas virales NSP4 y VP7.  

En este trabajo encontramos que la inhibición del transporte COPI/Arf1 mediante BFA y 

GCA previene el ensamblado de la capa externa del virus al inducir un bloqueo en la 

trimerización de la proteína VP7, proceso que es esencial para que esta proteína se ensamble 

junto con VP4 en la partícula viral (Chen et al., 2009; López et al., 2005). Mediante ensayos de 

RNA de interferencia (RNAi) se descubrió que la acción de BFA y GCA sobre la morfogénesis 

de rotavirus es debido a la inhibición del intercambiador de nucleótidos GBF1, el cual activa a la 

GTPasa Arf1 para estimular el transporte mediado por COPI, ya que el silenciamiento de este 

factor demostró reducir significativamente la progenie viral al inhibir la trimerización de VP7. 

Además de esto, se observó que la ausencia de GBF1 afectó el procesamiento pos-traduccional 

de NSP4 y VP7. Del mismo modo, se encontró que mientras la activación de Arf1 no es 

importante para rotavirus, la actividad catalítica de GBF1 es crítica para mantener la replicación 

viral. 

Aunque la modificación post-traduccional de VP7, que se demostró es diferente a su 

patrón de glicosilación, pudiera estar relacionada a su trimerización, en este trabajo se descubrió 

que la proteína NSP4 también podría estar involucrada en este proceso, dado que la inhibición de 

su expresión redujo la trimerización de VP7. En apoyo a esta propuesta, también se encontró que 

la proteína VP7 expresada de manera heteróloga se arregló en trímeros solamente cuando esta 

proteína fue co-expresada con NSP4. 
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Por otro lado, para tener un mejor conocimiento de los mecanismos moleculares 

involucrados en la morfogénesis del virus, en este trabajo se analizó por medio de microscopía 

de súper-resolución la distribución espacial de diferentes proteínas virales asociadas a los 

viroplasmas de rotavirus a una escala nanométrica. De esta forma, se descubrió que los 

viroplasmas son organelos virales altamente organizados, en los cuales los componentes virales 

están ordenados en 5 capas concéntricas. NSP5 constituye el centro de estas estructuras, el cual 

está rodeado por una capa de las proteínas NSP2 y NSP4, seguida de una región ocupada por las 

proteínas VP1, VP2 y VP6. Finalmente, en la zona más externa se localizó una capa de VP4 

seguida de un anillo formado por VP7.  
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1. INTRODUCCIÓN 

1.1. Rotavirus 

Las gastroenteritis infecciosas agudas son la causa más frecuente de morbilidad y 

mortalidad en niños menores de cinco años en los países en desarrollo. Un número limitado de 

virus son los responsables de la mayor parte de los episodios diarreicos en niños pequeños, 

siendo los rotavirus uno de los agentes etiológicos más importantes de las hospitalizaciones y 

muertes por este padecimiento (Troeger et al., 2017). Los rotavirus, clasificados en la familia 

Reoviridae, son partículas icosaédricas que no están envueltas en una bicapa de lípidos. Están 

formados por tres capas de proteínas concéntricas que rodean al genoma viral constituido por 

once segmentos de RNA de doble cadena. La capa más interna está compuesta por la proteína 

VP2, que rodea a las proteínas VP1 (RNA polimerasa) y VP3 (guanililtransferasa), asociadas al 

genoma del virus. Estos elementos forman el núcleo viral de rotavirus sobre el cual se ensambla 

una capa intermedia formada por la proteína VP6, creando partículas de doble capa (“DLPs” por 

sus siglas en inglés). Finalmente, la capa más externa de proteínas se encuentra compuesta por la 

glicoproteína VP7, de la cual se proyectan espículas formadas por la proteína VP4, el 

ensamblado de estas dos proteínas permite la formación de la partículas infecciosas de tres capas 

(“TLPs” por sus siglas en inglés) (Estes y Greenberg, 2013; Glass, 2006) (Figura 1). 

 

Figura 1.- Estructura de rotavirus. La partícula viral de rotavirus está constituida por tres capas concéntricas de 

proteínas que encierran al genoma viral compuesto de 11 segmentos de RNA de cadena doble. Las proteínas VP1 y 

VP3 unidas a los segmentos del genoma, junto con la proteína VP2 (amarillo) conforman el núcleo de la partícula. 

Sobre el núcleo viral se asienta una capa intermedia de la proteína VP6 (azul) para formar DLPs, sobre las cuales se 

acoplan las proteínas de capa externa VP7 (naranja) y VP4 (lila) para formar las partículas infecciosas de tres capas. 

(Tomado de Glass, 2006). 
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1.2. Clasificación de rotavirus 

Las diferentes cepas de rotavirus se pueden clasificar serológicamente en múltiples 

grupos de acuerdo a la reactividad de diferentes anticuerpos hacia la proteína VP6. Con base en 

estos determinantes antigénicos, los rotavirus se han dividido en siete distintos serogrupos 

primarios (A-G), de los cuales, los serogrupos A, B y C incluyen virus que pueden infectar tanto 

a animales como humanos, mientras que los serogrupos D, E, F y G contienen virus que solo 

infectan animales. El grupo A de rotavirus es el más importante epidemiológicamente para los 

humanos (Estes y Greenberg, 2013).  Dentro de este grupo, los rotavirus se han clasificado en 

diferentes serotipos y genotipos dependiendo de la secuencia de las proteínas VP4 y VP7 que 

forman la capa externa. Utilizando anticuerpos neutralizantes se han definido 27 serotipos G 

(Glicoproteína) de VP7 y 18 serotipos P (proteína sensible a Proteasa) de VP4. Asimismo, de 

acuerdo a la secuencia de VP4, los rotavirus además pueden dividirse en 35 genotipos P (Estes y 

Greenberg, 2013). Tomando en cuenta la clasificación basada en VP7 y VP4, la nomenclatura de 

las distintas cepas de rotavirus puede definirse como GxPy[z], donde la letra “x” establece el 

número de serotipo G, la letra “y” define el serotipo P y la letra “z” contenida en corchetes 

denota el genotipo P (Matthijnssens et al., 2011).  

1.3. Ciclo de replicación 

Los rotavirus se replican exclusivamente en el citoplasma mediante un proceso altamente 

complejo que comienza con la unión del virus a la superficie de la célula hospedera mediante 

diferentes receptores celulares. Una vez unido a la superficie celular, este virus puede entrar a la 

célula a través de distintas vías endocíticas (Gutierrez et al., 2010) (Figura 2, paso 1). Después de 

su endocitosis los virus internalizados son liberados al citoplasma como DLPs para comenzar la 

transcripción de los mRNAs a partir de cada uno de los segmentos del genoma viral (Crawford 

et al., 2017) (Figura 2, pasos 2 y 3). Posteriormente, los mRNAs dirigen la síntesis de proteínas 

virales, algunas de las cuales son reclutadas a estructuras citoplasmáticas electro-densas 

denominadas viroplasmas (Figura 2, paso 4). Además de las 6 proteínas estructurales descritas 

anteriormente (VP1-VP4, VP6 y VP7), en la célula infectada se sintetizan 6 proteínas no 

estructurales (NSP1-NSP6), las cuales no se incorporan al virión, pero son importantes para la 

replicación del virus.  
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En los viroplasmas se localizan la mayoría de las proteínas estructurales del virus (VP1, 

VP2, VP3 y VP6), así como las proteínas no estructurales NSP2 y NSP5, que representan los 

componentes mayoritarios de estas estructuras (Estes y Greenberg, 2013). Los viroplasmas 

representan las fábricas en donde se lleva a cabo la replicación y el empaquetado del genoma 

durante el ensamblado de nuevas DLPs (Patton et al., 2006b) (Figura 2, paso 5 y 6). 

Posteriormente, las nuevas DLPs geman hacia el interior del retículo endoplásmico (RE), a 

través de sitios de la membrana modificados por la presencia de VP7 y por una segunda 

glicoproteína viral, llamada NSP4, a la cual además pueden asociarse las espículas de la proteína 

VP4 (Figura 2, paso 7) (Maass y Atkinson, 1990; Soler et al., 1982; Suzuki et al., 1993). Se ha 

descrito que la asociación de NSP4 con la proteína VP6 de las DLPs actúa como receptor para la 

inducción del proceso de gemación de estas partículas hacia el interior del RE, proceso durante el 

cual las partículas adquieren una membrana transitoria que contiene a las proteínas NSP4, VP7 y 

VP4 (Au et al., 1989; Chasey, 1977; Poruchynsky y Atkinson, 1991). 

Posteriormente, conforme la partícula viral avanza hacia el interior del RE, la bicapa 

lipídica adquirida durante el proceso de gemación es removida junto con NSP4, permitiendo 

simultáneamente el ensamble de las proteínas VP7 y VP4, para producir así las partículas 

maduras finales de triple capa, que son infecciosas (Figura 4, paso 8) (Petrie et al., 1981; Suzuki 

et al., 1993). Aunque el mecanismo de remoción de la capa transitoria de lípidos no se conoce, se 

ha sugerido que la proteína VP7 puede ser importante para este proceso, ya que en condiciones 

en que se ha disminuido su síntesis por RNAi, o bien por un tratamiento prolongado de la célula 

con un agente reductor que impida la formación de puentes disulfuro y el plegamiento correcto 

de VP7, se previene la pérdida de lípidos de las partículas intermediarias, las cuales se acumulan 

en el lumen del RE (López et al., 2005; Svensson et al., 1994).  

Asimismo, se ha encontrado que la maduración de las partículas de rotavirus es un 

proceso que depende de calcio, ya que tratamientos que disminuyen los niveles de calcio en el 

RE reducen la producción viral al bloquear la pérdida de la capa de lípidos de las partículas 

intermediarias (Poruchynsky y Atkinson, 1991; Shahrabadi et al., 1987; Shahrabadi y Lee, 

1986).  
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Figura 2.- Ciclo de replicación de rotavirus. El virión de rotavirus se une a la superficie celular a través de 

receptores celulares en la membrana (Paso 1) y es internalizado por medio de distintas vías endocíticas hacia los 

endosomas, a partir de los cuales es liberado en forma de DLP al citoplasma (Paso 2). Una vez en el citoplasma, las 

DLPs producen los mRNAs encargados de dirigir la síntesis de las proteínas virales (Paso 3 y 4). Posteriormente, 

algunas proteínas virales (VP1, VP2, VP3, VP6, NSP2 y NSP5) son reclutadas en los viroplasmas donde se lleva a 

cabo la replicación del genoma y el ensamblado de nuevas DLPs (Paso 5 y 6). Las nuevas DLPs geman hacia el 

interior del RE (Paso 7), donde adquieren la capa externa de proteínas para convertirse en partículas de TLPs 

maduras (Paso 8), las cuales son liberadas al medio extracelular mediante exocitosis o lisis celular (Paso 9). 

Finalmente, la maduración proteolítica de VP4 en la TLPs activa a las partículas virales para que puedan iniciar un 

nuevo ciclo de replicación (Paso 10) (Tomado y modificado de Crawford et al. 2017). 

El calcio se requiere durante la morfogénesis de rotavirus, ya que es necesario para la 

formación de los trímeros de VP7, los cuales son esenciales para el ensamblado de esta proteína 

sobre las DLPs. Se ha sugerido que la interacción entre trímeros de VP7 durante su ensamblado 

en la partícula excluye eventualmente la membrana de lípidos adquirida durante la gemación 

(Aoki et al., 2009; Estes y Greenberg, 2013). 

Finalmente, las nuevas partículas de TLPs son liberadas al medio extracelular por medio 

de una ruta exocítica independiente del Golgi en células Caco-2 polarizadas o por lisis celular en 

células MA104 no polarizadas (Figura 4, paso 9 y 10), aunque también se reportó recientemente 

la salida del virus de estas últimas células por un mecanismo no lítico que depende de actina 

(Trejo-Cerro et al., 2018). Una vez liberadas las nuevas partículas, requieren del corte 

proteolítico de VP4, por tripsina, para producir los fragmentos de VP8 y VP5 presentes en las 
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partículas infecciosas finales y así comenzar un nuevo ciclo de replicación (Figura 4, paso 11) 

(Crawford et al., 2017; Estes y Greenberg, 2013). 

1.4. Glicoproteínas de rotavirus 

1.4.1. VP7 

VP7 (38 kDa) es una glicoproteína de 326 aminoácidos (aa) codificada por el gen 9 de 

rotavirus (Estes y Greenberg, 2013). Su traducción inicia a partir de un codón de inicio con una 

secuencia consenso débil, no obstante, esta proteína también contiene un codón de inicio 

secundario con una secuencia consenso más fuerte, el cual está ubicado 30 codones río abajo. 

Cada uno de los codones de inicio precede a dos regiones hidrofóbicas denominadas H1 y H2, 

respectivamente (Figura 3a), que tienen el potencial de funcionar como péptido señal para dirigir 

esta proteína hacia la membrana del RE en donde es insertada y translocada de modo que VP7 

quede orientada hacia el lado luminal de este organelo (Stirzaker et al., 1990, 1987). Durante su 

síntesis, de manera co-traduccional, el péptido señal (primeros 50 aa) es retirado mediante un 

corte proteolítico por la señalasa del RE (eukaryote signal peptidase) (Figura 3a). Si bien VP7 no 

posee una señal de retención en el RE, como la secuencia de Lisina-Aspartato-Glutamato-

Leucina (KDEL) que posee la mayoría de las proteínas residentes del RE, sin embargo, se ha 

descrito que dos señales ubicadas en la regiones de aa 51-61 (QNYGINLPITG) y 62-111 

(SMDTAYANSTQEETFLTSTLCLYYPTEAATEINDNSWKDTLSQLFLTKGW) son 

importantes para su ubicación en el RE; asimismo, los residuos ITG (isoleucina-treonina-glicina, 

aa 9-11) en el extremo N-terminal de la proteína también son críticos para su retención (Maass y 

Atkinson, 1994).  

Por otro lado, durante su translocación a través de la membrana del RE, esta proteína es 

modificada mediante N-glicosilación en la asparagina (Asn) 69 con una cadena de carbohidratos 

constituida por 2 residuos de N-acetilglucosamina (GlcNAc), 9 residuos de manosa (Man) y 3 

residuos de glucosa (Glc) (Glc3Man9GlcNAc2). Esta cadena es posteriormente procesada por las 

enzimas Glucosidasa I y II, así como por la manosidasa del RE (enzimas residentes del RE), que 

remueven residuos de manosa y glucosa, generando dos perfiles de glicosilación (Man5GlcNAc2 

o Man6GlcNAc2) que están asociados a la proteína VP7 madura presente en la partícula viral 

(Freeze, 1999; Maass y Atkinson, 1994; Stirzaker et al., 1990, 1987). 
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La estructura terciaria de VP7 contiene 4 puentes disulfuro, los cuales son importantes 

para su correcto plegamiento y su ensamblado en la capa externa (Figura 3a) (Chen et al., 2009; 

Mirazimi y Svensson, 2000). Para incorporarse al virión y formar la capa externa del virus la 

proteína VP7 requiere estar en forma trimérica, lo cual depende de la presencia de iones Ca2+ en 

la unión de los monómeros de VP7 (Figura 3b). La participación de iones Ca2+ libres para la 

formación de los trímeros de VP7 es de especial importancia para la estabilización de la capa 

externa de las partículas virales, ya que en concentraciones menores de 100nm de calcio  la capa 

externa se desprende de las TLPs para generar las DLPs (Aoki et al., 2009; Estes y Greenberg, 

2013; Ruiz et al., 1996). 

 

Figura 3.- Estructura de VP7. a) Diagrama de la estructura primaria de VP7, donde se puede observar el péptido 

señal que contiene las zonas hidrofóbicas H1 y H2. De igual forma se muestra la posición de la Asn 69 a la cual se 

une la cadena de carbohidratos rica en manosa, así como el patrón de los puentes disulfuro de esta proteína con los 

números correspondientes a la posición de los residuos de cisteína. Los números en paréntesis indican la posición de 

los aa (Tomada y modificada de (Chen et al., 2009)). b) Diagrama de un trímero de VP7, en el cual se puede 

observar la ubicación de los iones Ca2+ (morado) ubicados entre la unión de los monómeros de VP7 (Tomada y 

modificada de Aoki et al. 2009).                      

1.4.2. NSP4 

NSP4 (20 kDa) es una glicoproteína no estructural codificada por el gen 10 de rotavirus 

que contiene tres codones de iniciación en fase. Su traducción comienza a partir del primer 

codón de inicio que posee la secuencia consenso más fuerte, dando como resultado una proteína 
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de 175 aa en el rotavirus Sa11, la cual contiene tres regiones hidrofóbicas (H1, H2 y H3) 

ubicadas hacia su extremo N-terminal (Baybutt y McCrae, 1984; Powell et al., 1988) (Figura 4). 

NSP4 es insertada en la membrana del RE mediante la región H2, quedando con una orientación 

citosólica (Bergmann et al., 1989; Estes y Greenberg, 2013). Asimismo, durante su traducción 

esta proteína es modificada mediante N-glicosilación en las Asn 8 y 18 de la región H1 con dos 

cadenas ricas en manosa (Glc3Man9GlcNAc2), las cuales, a diferencia de VP7, se procesan hasta 

cadenas con 8 Man (Man8GlcNAc2).  La posición de estas cadenas de carbohidratos ha llevado a 

suponer que NSP4 no está sujeta a algún corte proteolítico por la señalasa del RE como en el 

caso de VP7 (Kabcenell y Atkinson, 1985).   

Para NSP4 se ha encontrado que la secuencia de retención en el RE se encuentra entre los 

aa 85-123 ubicados de su lado citoplasmático (Mirazimi y Svensson, 2000). 

 

Figura 4.- Estructura de NSP4. Diagrama de la estructura primaria de NSP4 en donde se puede observar la posición 

de los tres dominios hidrofóbicos H1, H2 y H3 de la proteína, así como la posición de las Asn (8 y 18) modificadas 

con cadenas de carbohidratos ricos en manosa y la región de la estructura de α-hélice que es esencial para la 

oligomerización de esta proteína. Los números en paréntesis indican la posición de los aminoácidos para cada 

dominio. 

Intracelularmente NSP4 puede encontrarse en forma de dímeros y tetrámeros 

(principalmente en la membrana) (Maass y Atkinson, 1994), los cuales se forman por  la 

presencia de una estructura α-hélice ubicada hacia el extremo C-terminal de NSP4 (Figura 4) 

(Taylor et al., 1996). Por otro lado, a diferencia de VP7, NSP4 no contiene puentes disulfuro 

intramoleculares; no obstante, se ha propuesto que los únicos residuos de cisteínas presentes en 

NSP4 (aa 63 y 71) ubicados en la región citosólica H3 podrían la  contribuir en la 

oligomerización de esta proteína (Maass y Atkinson, 1990).  

Como se mencionó anteriormente, NSP4 también interactúa con las proteínas VP7 y VP4 

para formar un complejo hetero-oligomérico, el cual se forma por la asociación de VP7 y VP4 

con el extremo N-terminal y C-terminal de NSP4, respectivamente. Asimismo, además de esta 

interacción, el extremo C-terminal de NSP4 también puede unirse a la proteína VP6 de las DLPs 

para permitir su gemación hacia el RE (Au et al., 1993; Maass y Atkinson, 1990).  
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1.5. Viroplasmas 

Como se mencionó anteriormente, los viroplasmas representan las fábricas virales donde 

se realiza la replicación del genoma viral y el ensamblado de nuevas partículas de rotavirus. El 

ciclo de replicación de rotavirus en cultivos celulares es un proceso relativamente rápido, el cual 

alcanza un máximo en la producción viral después de 10 a 12 horas post-infección (hpi) (Estes y 

Greenberg, 2013). La formación de viroplasmas comienza entre las 2 y 4 hpi como pequeños 

puntos distribuidos en el citoplasma, los cuales crecen progresivamente conforme avanza la 

infección, llegando a alcanzar un tamaño de ente 10 y 20 µm (Carreño-Torres et al., 2010; Patton 

et al., 2006a).  

Si bien se desconoce el mecanismo de biogénesis de los viroplasmas, en años recientes se 

ha encontrado que las gotas lipídicas (“LDs” por sus siglas en inglés) también juegan un papel 

esencial en este proceso. Dada su alta co-localización con las proteínas NSP2 y NSP5, se ha 

propuesto que las LDs sirven como andamios para el ensamblado de estas proteínas, las cuales 

posteriormente reclutan a las proteínas estructurales VP1, VP2, VP3 y VP6 para formar 

estructuras parecidas a viroplasmas. Finalmente, estas estructuras maduran mediante un proceso 

desconocido, el cual remueve los lípidos internos, para formar los viroplasmas maduros finales 

(Cheung et al., 2010).   

Por otro lado, se ha observado que el mecanismo de crecimiento de los viroplasmas 

parece diferir dependiendo de la cepa de rotavirus, ya que mientras para las cepas OSU (porcina) 

y RRV (simio) se observa un incremento sostenido en el número y tamaño de los viroplasmas 

(Campagna et al., 2007; Carreño-Torres et al., 2010), para el rotavirus de simio Sa11 se ha 

encontrado que existe una disminución en el número de viroplasmas a expensas del incremento 

en su tamaño, indicando que el crecimiento de los viroplasmas de Sa11 pareciera estar 

relacionado a un proceso de fusión entre estos organelos (Cabral-Romero y Padilla-Noriega, 

2006; Eichwald et al., 2004). 

1.6. Complejo COPI/Arf1 

El complejo COPI/Arf1 es el encargado de mediar el transporte retrógrado que ocurre del 

aparato de Golgi hacia el RE, así como el transporte entre las cisternas del aparato de Golgi 

(Beck et al., 2009), mediante vesículas recubiertas con el complejo de proteínas COPI, que son 
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capaces de capturar de forma eficiente proteínas de membrana. Las proteínas de membrana que 

se capturan poseen alguno de los motivos di-lisina KKxx o KxKxx (donde x es cualquier aa), así 

como proteínas luminales con la secuencia KDEL en su extremo C-terminal (Kirchhausen, 

2000). Recientemente se ha descrito que estas vesículas además son importantes en el transporte 

de proteínas desde el RE hasta las LDs, lo que permite mantener la estabilidad y función de éstos 

(Beller et al., 2008; Ellong et al., 2011; Guo et al., 2008; Wilfling et al., 2014). 

En el evento inicial del transporte mediado por vesículas recubiertas con COPI, la 

GTPasa Arf1 (del inglés, ADP ribosylation factor 1) unida a GDP (Arf1-GDP) se asocia con la 

proteína GBF1 (del inglés, Golgi-specific Brefeldin A-resistance factor 1) (Figura 5, paso 1), la 

cual es un factor de intercambio de guanina (“GEF” por sus siglas en inglés) que activa a la 

proteína Arf1-GDP al promover el intercambio del GDP unido a Arf1, por una molécula de GTP.  

Este intercambio induce un cambio conformacional en Arf1 que expone un ácido mirístico unido 

a esta proteína, el cual permite la asociación de Arf1-GTP a la membrana (Figura 5, paso 2) 

(Antonny et al., 1997). Posteriormente, la proteína Arf1-GTP promueve la unión de varios 

grupos del complejo COPI (constituido por 7 subunidades diferentes [α, β, β´, δ, ε, γ y ζ]) y el 

reclutamiento de la proteína ArfGAP1 (del inglés “Arf-GTPase-activating protein 1”) (Figura 5, 

paso 3). La unión y polimerización del complejo Arf1-GTP-COPI-ArfGAP1 origina la unión y 

concentración de las proteínas cargo a ser transportadas (Figura 5, paso 4), así como la 

deformación de la membrana que permite la creación de una vesícula recubierta de COPI (Figura 

5, paso 5). Una vez completa la vesícula, ésta es escindida debido a la misma deformación 

creada en la membrana, dando lugar a una vesícula reabierta de COPI (Figura 5, pasos del 6). 

Finalmente, la proteína ArfGAP1 estimula la actividad GTPasa de Arf1 provocando la hidrólisis 

del GTP unido a esta proteína, lo cual induce la disociación de Arf1, ArfGAP1 y los complejos 

COPI de la vesícula para producir la vesícula final encargada del transporte (Figura 5, paso 7) 

(Popoff et al., 2011).  

Dentro de este complejo proceso se ha propuesto que la activación de Arf1 es el paso 

crucial que regula la formación de vesículas de COPI. Arf1 pertenece una familia de proteínas de 

unión a guanina de bajo peso molecular que puede ser dividida en proteínas Arfs de Clase I 

(Arf1, Arf2 y Arf3), Clase II (Arf4 y Arf5) o Clase III (Arf6), de acuerdo a su secuencia. Las 

proteínas Arfs de Clase I se encuentran altamente conservadas en todos los organismos 
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eucariotas que se han analizado hasta la fecha, excepto por Arf2 que no está presente en 

mamíferos. Asimismo, se ha encontrado que estas proteínas pueden actuar en varios procesos 

regulatorios relacionados con el tráfico de membranas, metabolismo de lípidos, morfología de 

organelos y señalización (Chavrier y Ménétrey, 2010; Donaldson y Jackson, 2011; Kahn et al., 

2006). Dado que Arf1 es el miembro más abundante de las proteínas Arfs, se ha supuesto de 

forma general que esta proteína es la responsable principal de la mayoría de los eventos de 

transporte vesicular. Sin embargo, en años recientes se ha encontrado que las diferentes proteínas 

Arfs pueden llegar a tener funciones únicas que controlan pasos específicos del transporte 

(Volpicelli-Daley et al., 2005). 

 

Figura 5.- Formación de vesículas recubiertas de COPI. La formación de las vesículas recubiertas por COPI inicia 

cuando la GTPasa Arf1 unida a GDP (Arf1-GDP) se asocia al factor GBF1 (Paso1), el cual activa a Arf1 al 

intercambiar el GDP por una molécula de GTP (Paso 2). Una vez activada, Arf1-GTP se asocia a la membrana e 

induce el reclutamiento del complejo COPI junto con la proteína ArfGAP1 (Paso 3). La formación del complejo 

Arf1-GTP-COPI-ArfGAP1 induce la incorporación de las proteínas cargo (Paso 4) y la deformación de la membrana 

permitiendo la creación de la vesícula (Paso 5), cuando el recubrimiento de COPI se completa la vesícula formada se 

libera (Paso 6). La inactivación de Arf1 debido a la actividad de ArfGAP1 promueve el desacoplamiento de las 

proteínas de cubierta para producir la vesícula de transporte final (Paso 7). (Tomado de Martínez y Arias, 2020). 

Además de las proteínas Arfs, la participación de GEFs específicos también ha 

demostrado ser crucial para la regulación del transporte vesicular. Por ejemplo, la activación de 

Arf1 puede realizarse por medio del intercambiador de nucleótidos GBF1 para promover el 
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transporte vesicular de COPI, o también por medio de los intercambiadores BIG1 o BIG2 (del 

inglés “Brefeldin A-inhibited GEFs”) para iniciar el transporte vesicular mediado por clatrina. Se 

ha propuesto que estas diferentes funciones de Arf1 en el transporte están determinadas por su 

unión con los respectivos GEFs, los cuales se encuentran restringidos a los sitios específicos de 

donde iniciará el proceso de transporte, comprometiendo a Arf1 a inducir la formación de una 

vesícula especial. De este modo, mientras GBF1 está ubicado en la cisterna del cis-Golgi, así 

como en el ERGIC y las LDs, donde funciona el complejo COPI, los intercambiadores BIG1 y 

BIG2 están localizados específicamente en la cara trans del Golgi, donde participan en el 

transporte mediado por clatrina. Con base en estas observaciones se ha propuesto que la 

regulación del transporte vesicular depende de la precisa interacción espacio-temporal de un 

GEF especifico con las proteínas Arfs (Bouvet et al., 2013; Kaczmarek et al., 2017). 

1.7. Factor de intercambio de Guanina GBF1 

El factor GBF1 es una proteína de alto peso molecular (210 kDa), la cual al igual que los 

demás GEFs puede encontrarse como una proteína soluble o como una proteína unida a 

membrana (Niu et al., 2005). De acuerdo a su tamaño, GBF1 se agrupa junto con BIG1 y BIG2 

en la familia de Ges de alto peso molecular, los cuales comparten un dominio catalítico 

denominado Sec7 (Figura 6) que facilita el intercambio del GDP unido a las proteínas Arfs por 

una molécula de GTP (García-Mata y Sztul, 2003; Meissner et al., 2016). Primero, las proteínas 

Arfs unidas a GDP se asocian al dominio Sec7, esta unión induce un cambio conformacional en 

las proteínas Arfs que acerca el GDP hacia un residuo de ácido glutámico (Glu) localizado en la 

posición 794 de GBF1. La proximidad entre las cargas negativas del Glu con las de los fosfatos 

del GDP estimula la expulsión del nucleótido. Finalmente, debido al exceso de GTP en 

comparación con el GDP, las proteínas Arfs se unen a una molécula de GTP libre, el cual induce 

la disociación del complejo GBF1-Arf-GTP (Goldberg, 1998; Mossessova et al., 2003). A través 

de este mecanismo GBF1 es capaz de activar a las proteínas Arf1, Arf4 y Arf5 (Claude et al., 

1999; Niu et al., 2005; Szul et al., 2005). 

Además del dominio Sec7, GBF1 también posee 5 dominios más: un dominio de 

dimerización y unión a ciclofilina, llamado DCB (del inglés “dimerization and cyclophilin 

binding domain”), un dominio homólogo a Sec7 río arriba, llamado HUS (del inglés “homology 
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upstream of Sec7 domain”) y tres dominios río abajo de Sec7, llamados HDS1-3 (del inglés 

“homology downstream of Sec7 domain”) (Figura 6) (Anders y Jürgens, 2008; Kaczmarek et al., 

2017). No se conoce por completo la función de los dominios no catalíticos de GBF1, sin 

embargo, se ha encontrado que la región DCB-HUS está implicada en interacciones 

intramoleculares e intermoleculares esenciales para la dimerización y la unión estable de este 

factor a las membranas (Bhatt et al., 2015; Mansour et al., 1998; Ramaen et al., 2007). Por otra 

parte, la afinidad del domino HDS1 a ciertos lípidos de membrana, así como la importancia del 

domino HDS3 para estabilizar la unión de GBF1 a las membranas, ha llevado a proponer que los 

dominios HDS podrían ser importantes para facilitar la unión de GBF1 con lípidos específicos de 

las membranas blanco donde este factor ejerce sus funciones (Bouvet et al., 2013; Chen et al., 

2017; Ellong et al., 2011; Meissner et al., 2018, 2016). Debido a esto, se ha propuesto que los 

dominios no catalíticos de GBF1 son importantes para dirigir y estabilizar la unión de este factor 

a membranas. 

 

Figura 6.- Organización de la estructura de GBF1. Diagrama de la estructura primaria de GBF1 donde se puede 

observar la posición del domino catalítico Sec7, así como la del domino de dimerización y unión a ciclofilina (DCB) 

y los dominios homólogos ubicados ríos arriba (HUS) y rio debajo (HDS1 a 3) de Sec7.  Los números en paréntesis 

indican la posición de los aminoácidos para cada dominio. 

Por otra parte, también se ha encontrado que los diferentes dominios de GBF1 permiten 

que este factor interaccione con numerosas proteínas celulares que participan en diferentes 

procesos, como en la función de las LDs y la mitocondria, así como en la endocitosis 

independiente de clatrina y la quimiotaxis de neutrófilos (Kaczmarek et al., 2017). Además de 

esto, se ha encontrado que GBF1 también es importante para el ciclo de replicación de diferentes 

virus de RNA y puede participar en diversos procesos como la replicación y transcripción de 

RNA, la formación de los complejos de replicación viral, la expresión de proteínas virales y el 

ensamblado de nuevos virus (Tabla 1). Si bien para muchos de estos virus se desconoce el 

mecanismo por el cual GBF1 puede ejercer estas funciones, se ha observado que en muchos 

casos la función de este factor va más allá de su papel como regulador del transporte vesicular 

(Martínez y Arias, 2020). 
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Tabla 1  
Papel de GBF1 en la replicación de virus de RNA. 

Tipo de 

Genoma 
Familia Virus 

Paso de la replicación viral asociado a 

GBF1 
Referencia 

No segmentado 

(+) ssRNA 

 

Flaviviridae 

DENV 
Replicación de RNA 

Ensamblado del virus 
(Hafirassou et al., 2017; Iglesias et al., 2015) 

TBEV Ensamblado del virus (Vonderstein et al., 2018) 

YFV Liberación del virus (Ferlin et al., 2018) 

KUN 
Formación de complejos de replicación 

viral 
(Mackenzie et al., 1999) 

CSFV Replicación de RNA (Liang et al., 2017) 

HCV 

Replicación de RNA 

Expresión de proteínas 

Liberación del virus 

(Goueslain et al., 2010; Tai et al., 2009; Zhang et al., 

2012) 

Picornaviridae 

Poliovirus Replicación de RNA (Belov et al., 2010, 2008; Belov y Ehrenfeld, 2007) 

CVA21 Replicación de RNA (van der Linden et al., 2010) 

CVB3 Replicación de RNA 
(Hsu et al., 2010; Lanke et al., 2009; van der Linden et al., 

2010) 

CVB4 Replicación de RNA (Ferlin et al., 2018) 

EV71 
Replicación de RNA 

Expresión de proteínas 

(Qin et al., 2014; van der Linden et al., 2010; Wang et al., 

2014) 

HRV2 Replicación de RNA (Dorobantu et al., 2015) 

HRV14 Replicación de RNA (Dorobantu et al., 2015) 

Togaviridae 

CHIKV 
Replicación de RNA 

Expresión de proteínas 
(Zhang y Zhang, 2017) 

SINV 
Replicación de RNA 

Expresión de proteínas 
(Ferlin et al., 2018; Molina et al., 2007) 

Hepeviridae HEV Replicación de RNA (Farhat et al., 2018) 

Coronaviridae 

MHV Replicación de RNA (Verheije et al., 2008) 

SARS-CoV 
Replicación de RNA 

Transcripción de RNA 
(de Wilde et al., 2015; Knoops et al., 2010) 

HCoV-229E Replicación de RNA (Ferlin et al., 2018) 
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Tipo de 

Genoma 
Familia Virus 

Paso de la replicación viral asociado a 

GBF1 
Referencia 

No segmentado 

(-) ssRNA 

 

Rhabdoviridae VSV 

Replicación de RNA 

Transcripción de RNA 

Expresión de proteínas 

(Panda et al., 2011) 

Paramyxoviridae HPIV3 Expresión de proteínas (Panda et al., 2011) 

Segmentado 

(-) ssRNA 

Orthomyxoviridae IAV Ensamblado del virus 
(Sun et al., 2013; Watanabe et al., 2014; Yadav et al., 

2016) 

Arenaviridae LCMV Expresión de proteínas (Panda et al., 2011) 
 

ssRNA, RNA de cadena sencilla (del inglés single strain RNA); DENV, virus del dengue (siglas de “dengue virus”); TBEV, virus de encefalitis transmitida por garrapatas (siglas 

de “thick-borne encephalitis virus”); YFV, virus de la fiebre amarilla (siglas de “yellow fever virus”); KUN, virus de Kunjin (siglas de “Kunjin virus”); CSFV, virus de la fiebre 

porcina clásica (siglas de “classical swine fever virus”); HCV, virus de la hepatitis C (siglas de “Hepatitis C virus”); CVA21, coxsackiervirus A21; CVB3, coxsackievirus B3; 

CVB4, coxsackievirus B4; EV71, enterovirus 71; HRV2, rinovirus humano 2 (siglas de “human rhinovirus 2”); HRV14, rinovirus humano 14 (siglas de “human rhinovirus 14”); 

CHIKV, virus chikungunya (siglas de “chikungunya virus”); SINV, virus Sindbis (siglas de “Sindbis virus”); HEV, virus de la hepatitis E (siglas de “hepatitis E virus”); MHV, 

coronavirus de hepatitis de ratón (siglas de "Murine hepatitis coronavirus"); SARS-CoV, coronavirus del síndrome respiratorio agudo severo (siglas de ”severe acute respiratory 

síndrome coronavirus”); HCoV-229E, coronavirus humano 229E (siglas de “human coronavirus 229E”); VSV, virus de la estomatitis vesicular (siglas de "vesicular stomatitis 

virus"); HPIV3, virus de parainfluenza tipo 3 (siglas de “human parainfluenza virus 3”); IAV, virus de influenza (siglas de “influenza virus”); LCMV, virus de la coriomeningitis 

linfocítica (siglas de “lymphocytic choriomeningitis virus”). 
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1.8. Gotas Lipídicas o LDs (del inglés “Lipid droplets”) 

Las LDs son organelos celulares únicos formados por una zona hidrofóbica interna 

compuesta de lípidos neutros como esteres de colesterol y triacilgliceroles, la cual está rodeada 

por una monocapa de fosfolípidos, en donde se insertan una gran variedad de proteínas y 

enzimas relacionadas con el metabolismo de lípidos (Walther y Farese, 2012) (Figura 7). 

Estos organelos se originan a partir de la acumulación progresiva de lípidos neutros entre 

la bicapa lipídica de la membrana del RE. Conforme las nuevas LDs se expanden, diferentes 

enzimas son reclutadas hacia la superficie de estos organelos para promover la síntesis de los 

fosfolípidos que formaran la superficie de estos organelos. Finalmente, cuando las LDs alcanzan 

su tamaño limite, estos organelos son liberados del RE como estructuras globulares libres, las 

cuales en algunos casos pueden permanecer estrechamente asociadas al RE (Pol et al., 2014). 

 

Figura 7.- Estructura de las gotas lipídicas o LDs. Diagrama de las LDs donde se puede observar la zona hidrofóbica 

interna compuesta de lípidos neutros (esteres de colesterol y triacilgliceroles), la cual está rodeada por una 

monocapa de fosfolípidos, en donde se insertan una gran variedad de proteínas (Tomado y modificado de Walther y 

Farese, 2012). 
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Por décadas, las LDs fueron consideradas como inclusiones pasivas de almacenamiento 

de lípidos; sin embargo, recientemente se ha encontrado que en este tipo de estructuras se 

localizan muchas de las enzimas involucradas en la síntesis de fosfolípidos y triacilgliceroles, así 

como lipasas y reguladores lipolíticos. Debido a esto, se les ha llegado a considerar como 

organelos dinámicos con un papel esencial en la homeostasis de lípidos, los cuales pueden ser 

capaces de proveer sustratos tanto para la producción de energía en el metabolismo celular, como 

para la producción de moléculas derivadas de lípidos, como lipoproteínas, sales biliares, 

hormonas y para la síntesis de membranas. Además, pueden participar en el almacenamiento 

temporal de proteínas transmembranales no plegadas que posteriormente son degradadas en el 

proteosoma, así como en la respuesta de estrés en el RE y la glicosilación de proteínas (Pol et al., 

2014; Walther y Farese, 2012; Wilfling et al., 2014). Se ha reportado que las LDs pueden 

también ser necesarias para la replicación de algunos virus, como el virus de la hepatitis C 

(“HCV” por sus siglas en inglés) y el virus del dengue (“DENV” por sus siglas en inglés), en los 

cuales las LDs son importantes para la replicación y el empaquetamiento del genoma viral, así 

como para el ensamblado de las nuevas partículas virales (McLauchlan, 2009; Samsa et al., 

2009). De igual forma, también se ha encontrado que la replicación de rotavirus requiere de la 

participación de LDs, ya que se ha reportado que proteínas y lípidos de estos organelos pueden 

asociarse a los viroplasmas formados en las células infectadas por rotavirus, y que además la 

disrupción de LDs reduce la producción de la progenie viral (Cheung et al., 2010). 
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2. ANTECEDENTES 

Debido a la alta complejidad de la morfogénesis de rotavirus, muchos de los factores y 

mecanismos moleculares que participan en este proceso continúan sin conocerse. Por un lado, 

dada la inherente afinidad de las proteínas estructurales de rotavirus a autoensamblarse y formar 

partículas aun en ausencia del genoma viral (Kim et al., 2002; Zeng et al., 1996), se ha propuesto 

que para la formación de partículas infecciosas se debe coordinar el empaquetado con la 

replicación  del genoma dentro de los viroplasmas.  

Para lograr esta coordinación, los viroplasmas deben no solamente reclutar a las proteínas 

estructurales, sino regular su interacción espacio-temporal.  En este sentido se ha propuesto que 

los viroplasmas tienen una organización intrínseca que permita coordinar la replicación del 

genoma con la morfogénesis del virus (Patton et al., 2006a). 

El análisis de células infectadas por microscopía confocal ha sugerido que los 

viroplasmas pudieran estar subdivididos en un domino interior compuesto por las proteínas 

NSP2, NSP5, VP1 y VP2, y en un domino exterior caracterizado por las proteínas VP6 y NSP4 

rodeado de una zona discontinua rica en VP7 (Altenburg et al., 1980; González et al., 2000; 

López et al., 2005). No obstante, debido a que estas observaciones siempre han estado 

restringidas al bajo límite de resolución que se puede alcanzar con la microscopía de 

fluorescencia clásica y a la dificultad de realizar inmunomicroscopía electrónica para determinar 

la posición de más de una proteína viral, hasta el momento no ha sido posible determinar si en 

verdad existe una estructura organizacional de los viroplasmas que permita coordinar la 

morfogénesis del virus.  

Por otro lado, recientemente se describió que el sistema de transporte vesicular mediado 

por la maquinaria COPI/Arf1 también está relacionado estrechamente con la morfogénesis de 

rotavirus, ya que su inhibición por RNAi (Green y Pelkmans, 2016; Silva-Ayala et al., 2013), o 

por fármacos como Brefeldina A (BFA), que bloquean la activación de Arf1 mediada por el 

factor GBF1 (Beck et al., 2009; Hsu y Yang, 2009; Mossessova et al., 2003), disminuye 

significativamente la producción de virus infecciosos (Mirazimi et al., 1996). 
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En el transcurso de mi tesis de maestría demostré que además de BFA, el tratamiento de 

células infectadas con Golgicida A (GCA), otro inhibidor de la activación de Arf1 mediada por 

el factor GBF1 (Sáenz et al., 2009), también reduce significativamente la producción de progenie 

viral infecciosa. Asimismo, descubrí que esta reducción provocada por GCA y BFA se debe a un 

bloqueo en el ensamble de la capa externa del virus, ya que al purificar las partículas virales 

ensambladas en presencia de estos inhibidores, solamente se observó la presencia de DLPs 

(Martínez Guevara, 2015).  

Además de estos efectos, también se observó que durante la infección por rotavirus en 

presencia de BFA y GCA se modifica la movilidad electroforética de las glicoproteínas de VP7 

(disminución en su movilidad [aumento de peso]) y NSP4 (aumento de movilidad [disminución 

de peso]) (Martínez Guevara, 2015).  

Se ha reportado que el cambio en la movilidad electroforética de NSP4 inducido por BFA 

se debe a una alteración en sus cadenas de carbohidratos, ya que al removerlas mediante la 

enzima endo-b-N-acetilglucosaminidasa H (Endo H), una enzima que libera los oligosacáridos 

con un alto contenido de manosa que se encuentren unidos a las proteínas residentes en el ER, 

NSP4 volvía a tener la misma movilidad electroforética (Mirazimi et al., 1996). Sin embargo, en 

el caso de VP7 aún se desconoce la causa de la alteración en su movilidad, para BFA se ha 

propuesto que esto pudiera ser debido a una modificación en el procesamiento post-traduccional 

de la cadena de carbohidratos de esta glicoproteína, ya que VP7 adquiere resistencia al corte por 

endo H en presencia de este inhibidor (Mirazimi et al., 1996). Debido a que esta enzima es 

incapaz de remover oligosacáridos complejos, que normalmente se sintetizan en el cis-Golgi 

(Freeze, 1999), este resultado llevó a proponer que los carbohidratos de alta manosa de VP7 

podrían estar siendo convertidos en carbohidratos complejos por enzimas del aparato de Golgi 

afectando su movilidad (Mirazimi et al., 1996).  

Durante mi tesis de maestría encontré que tanto BFA como GCA también alteran la 

movilidad electroforética de una proteína mutante VP7 generada por la variante del rotavirus 

Sa11 (clona 28), la cual tiene mutado su único sitio de glicosilación (Asn69) y que por lo tanto 

no está glicosilada (Estes et al., 1982; Martínez Guevara, 2015). Estos resultados sugieren que el 

efecto de BFA y GCA sobre la proteína VP7 no parece estar ligado a una alteración en su 
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glicosilación. Sin embargo, no se puede descartar la posibilidad de que la VP7 no glicosilada de 

cepa Sa11-CL28 pudiera estar siendo N-glicosilada en un sitio distinto a la Asn69, o bien O-

glicosilada en presencia de estos inhibidores. 

La contribución de estas modificaciones en VP7 y NSP4 al bloqueo en la producción de 

virus infeccioso de rotavirus es desconocida. En un principio la modificación de VP7 parecía la 

causa evidente del bloqueo en el ensamblado de la capa externa, ya que experimentos 

preliminares indicaron que la trimerización de VP7 requerida para la formación de TLPs parecía 

estar bloqueada en presencia de BFA o GCA (Martínez Guevara, 2015). Sin embargo, dado que 

la cepa Sa11-CL28 contiene una proteína NSP4 glicosilada como la que se encuentra en la cepa 

silvestre de Sa11 (Sa11wt) y que la producción de virus en ambas cepas fue sensible a los 

tratamientos con BFA o GCA (Martínez Guevara, 2015), no se puede descartar que la alteración 

en NSP4 también contribuya al bloqueo de los últimos pasos de la morfogénesis del virus. 

Independientemente de estos factores, también se desconoce cuál es el mecanismo por el 

que la maquinaria COPI/Arf1 pudiera estar participando en el ensamblado de la capa externa de 

rotavirus. Considerando la estrecha relación del ciclo de replicación de rotavirus con RE y más 

recientemente con las LDs, surgen como posibles candidatos las funciones del complejo 

COPI/Arf1 en el transporte retrógrado Golgi-RE y/o en el transporte RE-LDs. 

Por lo mencionado anteriormente, en el presente proyecto estudiamos el mecanismo a 

través del cual los componentes del complejo COPI/Arf1 afectan el ensamble de las proteínas de 

superficie VP4 y VP7 de rotavirus, así como el papel de los viroplasmas en la organización 

interna en sus componentes durante el ensamblado de nuevas partículas virales. 
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3. HIPOTESIS 

La morfogénesis de rotavirus está relacionada con la correcta actividad del transporte 

vesicular mediado por COPI/Arf1 entre el Golgi y el RE o bien entre el RE y las LDs, el cual es 

necesario para el correcto procesamiento post-traduccional de la proteína VP7 y/o NSP4. 

Asimismo, la morfogénesis de las partículas virales requiere de un arreglo organizado de las 

proteínas virales en los viroplasmas. 

4. OBJETIVOS 

4.1. Objetivo General 

Determinar el papel de la maquinaria COPI/Arf1 en el ensamble de la capa externa de 

rotavirus y conocer si las proteínas virales se encuentran estructuralmente organizadas en los 

viroplasmas. 

4.2. Objetivos Específicos 

1. Determinar si el bloqueo en el paso final de la morfogénesis de rotavirus, provocado por la 

inhibición de la actividad del complejo COPI/Arf1, se debe a:  

1.1. Un bloqueo en la gemación de DLPs hacia el RE. 

1.2. Un defecto en el procesamiento post-traduccional de VP7. 

1.3. Una alteración en la localización intracelular de VP7. 

1.4. Una alteración en la función de NSP4.  

2. Definir cuál (es) de las funciones asignadas al complejo COPI/Arf1 se requiere para el 

ensamble de la capa externa del virus.  

2.1. Evaluar si el transporte retrogrado Golgi-RE es importante para el ensamble de las 

proteínas de superficie de rotavirus. 

2.2. Determinar si la formación y función de LDs son importantes para la adquisición 

de las proteínas de capa externa del virus. 

3. Analizar la organización nanoscópica de las proteínas virales asociadas a los viroplasmas de 

rotavirus. 
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5. METODOLOGÍA 

5.1. Líneas celulares y cepas de virus 

En este estudio se utilizaron las líneas celulares MA104 (ATCC:CRL-2378.1) y 

MA104/NSP5-EGFP (donadas por el Dr. Oscar Burrone del Centro Internacional de Ingeniería 

Genética y Biotecnología, Trieste, Italia) derivadas de epitelio renal de mono verde 

(Cercopithecus aethiops), así como la línea celular Hek293/T7 derivada de células embrionarias 

de riñón humano (donada por el Dr. Carlos Sandoval Jaime del Instituto de Biotecnología, 

Cuernavaca, México). Estas células se cultivaron en medio DMEM-advanced (Dubecco's 

modification of Eagle's minimal essential medium) (Gibco, México), suplementado con 5% V/V 

de suero fetal bovino (SFB) (Gibco, México).  Los cultivos se realizaron en una cabina de flujo 

laminar y fueron incubados a 37°C con 5% de CO2.  

Por otra parte, se utilizaron las cepas de rotavirus de simio RRV (G3P5[3]), SA11 

(G3P5[2]) y SA11-CL28, G3P5[2]), así como la cepa bovina UK (G6P7[5]), porcina YM 

(G11P9[7]) y de humano 69M (G8P4[10]). Estos virus se propagaron en las células MA104 en 

medio MEM (Minimum Essential Medium Eagle) (Sigma-Aldrich, México) sin SFB, para lo 

cual el inóculo viral se activó mediante incubación con 10 μg/ml de tripsina (1%) a 37°C por 30 

min. El virus activado se adicionó sobre las células y se incubó por una hora a 37°C, después de 

ese tiempo se removió el inóculo, se adicionó MEM sin SFB y se incubó por 20 h a 37°C en 5% 

de CO2. Las células infectadas junto con el medio de cultivo se congelaron y descongelaron dos 

veces con el fin de liberar tanto el virus intracelular como el adherido a las membranas. 

Posteriormente el lisado se centrifugó para retirar los restos celulares y el sobrenadante se 

almacenó en alícuotas a -70°C. El virus infeccioso de los lisados virales se cuantificó por un 

ensayo de inmunoperoxidasa. 

5.2. Anticuerpos y reactivos 

En este trabajo se emplearon los anticuerpos primarios descritos en la tabla 2. Como 

anticuerpos secundarios se utilizaron los anticuerpos de cabra anti-ratón Alexa Flúor 488 y de 

cabra anti-conejo Alexa Flúor 568 (Molecular Probes [Eugene, Oregon, USA]), así como los 
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anticuerpos de cabra anti-ratón y de cabra anti-conejo acoplados a la enzima peroxidasa 

(PerkinElmer Life Sciences [Boston, Massachusetts, USA]). 

Tabla 2 

 Anticuerpos primarios 

Anticuerpo Clonalidad Especie Origen 

VP2 (3A8) Monoclonal Ratón 

Dr. Harry B. Greenberg (Stanford University, 

Stanford, California, USA) 

VP4 (2G4) Monoclonal Ratón 

VP6 (255/60) Monoclonal Ratón 

Monómero de VP7 (M60) Monoclonal Ratón 

Trímero de VP7 (mAb159) Monoclonal Ratón 

VP1 Policlonal Ratón 

Dr. Carlos F. Arias y Dra. Susana López 

(Instituto de Biotecnología, Cuernavaca, 

Morelos, México) 

NSP2 Policlonal Ratón 

NSP2 Policlonal Conejo 

NSP5 Policlonal Conejo 

NSP4 Policlonal Conejo 

Vimentina Policlonal Conejo 

GBF1 Monoclonal Ratón 
BD Transduction Laboratories (San 

Jose, California, USA) 

Arf1 Monoclonal Ratón Novus Biologicals (Centennial, Colorado, USA) 

FASN Policlonal Conejo Abcam (Cambridge, Reino Unido) 

ATGL Policlonal Conejo Proteintech (Rosemont, Ilinois, USA) 

DGAT1 Monoclonal Conejo Abcam (Cambridge, Reino Unido) 

GFP Monoclonal Ratón Invitrogen (Carlsbad, California, USA) 

 

Por otro lado, se emplearon los inhibidores farmacológicos del Transporte COPI/Arf1: 

Brefeldina A (BFA) (Sigma-Aldrich [Catalogo: B7651]) y Golgicida A (GCA (Calbiochem 

[Catalogo: 345862]) disueltos en etanol absoluto y dimetilsulfóxido (DMSO), respectivamente. 

Además, se emplearon los inhibidores del metabolismo de lípidos:  C75 (Sigma-Aldrich 

[Catalogo: C5490]), TOFA (Sigma-Aldrich [Catalogo: T6575]), DEUP (Sigma-Aldrich 

[Catalogo: D7692]) y Etomoxir (Sigma-Aldrich [Catalogo: E1905]), disueltos en DMSO. 

Finamente para la tinción de lípidos neutros se empleó el colorante Bodipy 493/503 

(Thermo Fisher, Waltham, Massachusetts, USA [Catalogo: D3922]) diluido en DMSO. 
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5.3. siRNAs y plásmidos 

Los siRNAs (del inglés “small interfering RNA”) dirigidos contra los genes de GBF1, 

Arf1, FASN, DGAT1 y AGTL, así como el siRNA irrelevante dirigido contra el gen de 

luciferasa (utilizado como control negativo), se adquirieron de GE Healthcare Dharmacon 

(Lafayette, Colorado, USA) como un “SMART pool” constituido por una mezcla de 4 siRNAs 

diseñados contra diferentes regiones de cada gen, de modo que se pudiera tener un efecto 

sinérgico que permitiera un eficiente silenciamiento de cada uno de los genes blanco. 

Los plásmidos pcDNA3-VP7 (VP7 con glicosilación), pcDNA3-VP7-noNg (VP7 sin 

glicosilación) y pcDNA3-NSP4 fueron donados por el Dr. Oscar Burrone del Centro 

Internacional de Ingeniería Genética y Biotecnología (Trieste, Italia). Por otra parte, los 

plásmidos pCAG-D1R y pCAG-D12L que codifican para las dos subunidades de la 

guanililtransferasa del virus vaccinia, se obtuvieron del Dr. Takeshi Kobayashi (Osaka 

University, Osaka, Japan) (plásmidos Addgene #89160 y #89161, respectivamente). El plásmido 

mTurqoise2-RE se obtuvo de Dr. Dorus Gadella (plásmido Addgene #36204) 

Todos los plásmidos de GBF1 utilizados en este estudio fueron donados por la Dra. 

Elizabeth Sztul del Departamento de Biología celular de la Universidad de Alabama en 

Birmingham (Birmingham, Alabama, USA).  

5.4. Análisis de células infectadas por microscopía electrónica de transmisión 

Células MA104 crecidas en discos de zafiro, se infectaron con RRV a una multiplicidad 

de infección (“MOI” por sus siglas en inglés) de 250 unidades formadoras de viroplasmas/ml en 

ausencia o presencia de BFA (2.5 µg/ml) o GCA (10 µM). A las 6 hpi, las células se fijaron con 

2.5 % de glutaraldehído en 100 mM de amortiguador de fosfato de Na/K por toda una noche a 4 

°C. Posteriormente, las células se post-fijaron con 1% de tetraóxido de osmio en 100 mM de 

amortiguador de fosfato de Na/K por 1h a 4 °C y se deshidrataron con diluciones seriadas de 

etanol y acetona, después de lo cual las muestras se sumergieron en resina Epon. Finalmente se 

realizaron cortes ultrafinos (60 a 80 nm) de las muestras, los cuales se tiñeron con acetato de 

uranilo y citrato de plomo. 
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Las imágenes de los cortes de las muestras se adquirieron con un microscopio electrónico 

de transmisión (CM12, Philips, Eindhoven, Holanda) equipado con un cámara CCD (del inglés 

“charge-coupled device”) (Ultrascan 1000, Gatan, Pleasanton, CA, USA).  

5.5. Transfección de siRNAs y plásmidos 

La transfección de siRNAs se realizó utilizando Oligofectamina (Invitrogen, Carlsbad, 

CA, USA) mediante el método de transfección reversa descrito anteriormente por (Gutierrez 

et al., 2010).  Por otra parte, los diferentes plásmidos se transfectaron en las células utilizando 

lipofectamina 3000 (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) de acuerdo con las instrucciones del 

fabricante. 

5.6. Tratamientos con endoglicosidasas y fosfatasa 

Células MA104 crecidas en placas de 12 pozos se transfectaron con el plásmido 

pcDNA3-VP7 y posteriormente se trataron con BFA (2.5 µg/ml) o GCA (10 µM) a 1 hora post-

transfección (hpt). A las 24 hpt, las células se lisaron en un amortiguador de Tris HCl (125 mM, 

pH 6.8) adicionado con 7.6 % P/V de SDS. Finalmente, los extractos celulares se trataron con la 

enzima Endo H o la enzima Péptido: N-Glucosidasa F (PNGasa F) (Life Technologies (Carlsbad, 

California, USA), de acuerdo a las instrucciones del proveedor. Del mismo modo, para analizar 

una posible O-glicosilación o fosforilación, los lisados obtenidos se trataron con una mezcla de 

O-glicosidasas o una λ-fosfatasa (Life Technologies (Carlsbad, California, USA), las cuales 

fueron utilizadas de acuerdo a las instrucciones del fabricante. 

5.7. Análisis de espectrometría de masas (EM) 

Monocapas de células MA104 infectadas por 9 h con RRV en presencia o ausencia de 

BFA se lavaron con amortiguador de fosfato salino 1x (“PBS” por sus siglas en inglés). Las 

células se despegaron en PBS 1x con ayuda de un gendarme y se pasaron a un tubo falcón. Las 

células se centrifugaron a 6000 g y el paquete celular obtenido se disolvió en 1ml de solución de 

lisis (Tritón X-100 1%, SDS 1%, dioxicolato de sodio 1% y mezcla de inhibidores de proteasas 

1x [complete]), finalmente el lisado se volvió a centrifugar a 6000 g para retirar los restos 

celulares. El sobrenadante obtenido se mezcló con 250µl de Concanavalina A (ConA)-sefarosa 

durante 1 h a temperatura ambiente en agitación constante, posteriormente la muestra se 
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centrifugó para recuperar la ConA-sefarosa unida a las diferentes glicoproteínas y se lavó 3 veces 

con la solución de lisis descrita anteriormente. Finalmente, para recuperar las glicoproteínas 

unidas, se disolvió la ConA-sefarosa en buffer laemmli 1x (Laemmli, 1970) y la muestra se 

hirvió durante 5 min. 

Las glicoproteínas enriquecidas se separaron en un gel de SDS-PAGE, el cual se tiñó con 

azul de coomassie. Las bandas correspondientes a VP7 se cortaron y enviaron para su análisis 

por espectrometría de masas (EM) en el Laboratorio Universitario de Proteómica del Laboratorio 

Nacional de Apoyo Tecnológico a las Ciencias Genómicas, IBT-UNAM. En este análisis, las 

proteínas (reducidas con DTT y alquiladas con iodoacetamida) se trataron en primera instancia 

con PNGasa F para retirar los carbohidratos unidos y posteriormente se digirieron con una 

mezcla de tripsina y endoproteinasa GluC. Los péptidos resultantes se desalaron con una 

columna Zip Tip C18 (Millipore; Billerica, MA, USA) y se aplicaron en un sistema de 

cromatografía líquida acoplado a un espectrómetro de masas LTQ-Orbitrap Velos (Thermo-

Fisher Co., San Jose, CA, USA) con fuente de ionización tipo nano-electrospray. 

5.8. Ensayos de infectividad de rotavirus 

Monocapas de células MA104 crecidas en placas de cultivo de 96 pozos se lavaron con 

MEM e infectaron con 1000 unidades formadoras de focos (UFF) de rotavirus por pozo, durante 

una hora a 37°C (El virus se activó previamente con tripsina, como se describió anteriormente). 

Al término del tiempo de infección, las células se lavaron una vez con MEM y se incubaron en 

medio MEM fresco a 37°C con 5% de CO2 por 12 h. Después del tiempo de incubación, las 

células se fijaron con acetona al 80% V/V por 20 min a temperatura ambiente y se procesaron 

para determinar las UFF/pozo mediante un ensayo de inmunoperoxidasa.  

5.9. Cuantificación viral por ensayo de inmunoperoxidasa 

Para este procedimiento, las células se incubaron con el anticuerpo anti-TLPs (dilución 

1:3000) y posteriormente con el anticuerpo secundario anti-conejo peroxidasa (dilución 1:3000). 

La actividad de la peroxidasa se reveló con amino-etil-carbazol (AEC) (1 mg/ml) en 

amortiguador de acetato de sodio (50mM), pH 5.0 y 0.04% de H2O2. El conteo de las células 

infectadas o UFF se realizó con una amplificación 20X en un microscopio invertido (Leika, 

Alemania), recorriendo los campos contenidos a lo largo de una banda central del pozo. 
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5.10. Determinación de progenie viral infecciosa de rotavirus 

Para este ensayo, mono capas de células crecidas en una placa de cultivo de 48 pozos se 

trataron con los distintos inhibidores o se transfectaron con siRNAs. Posteriormente las células 

se infectaron con los distintos virus a una MOI de 5 y se incubaron por 12 h a 37°C con 5% de 

CO2. Al final del periodo de incubación, las células junto con el medio de cultivo se congelaron 

y descongelaron dos veces, después de lo cual el lisado se pasó a tubos estériles y se centrifugó 

para retirar los restos celulares. Finalmente, las UFF/ml de la progenie infecciosa viral producida 

se determinaron por medio de un ensayo en cual se infectaron monocapas de células crecidas en 

placas de 96 pozos con diluciones seriadas de los lisados virales. Posteriormente, las células 

infectadas se revelaron y cuantificaron con ensayo de inmunoperoxidasa como descrito 

anteriormente (ver sección de anterior). 

5.11. Viabilidad celular  

La viabilidad celular se determinó usando el ensayo de liberación de la lactato 

deshidrogenasa (LDH) del Kit TOX-7 (Sigma-Aldrich [San Luis, Misuri, USA]). Para este 

procedimiento, las células tratadas en las condiciones indicadas se incubaron por 12 h en MEM 

sin SFB. Al termino de este tiempo, se retiró el medio de cultivo extracelular de cada condición y 

las células se incubaron con 50 μl de la solución de lisis provista por el kit, por 45 min a 37°C. 

Posteriormente, para la medición de la LDH, se agregaron 50 μl de una mezcla formada por 

ácido láctico (sustrato), un colorante tipo tetrazolio y el cofactor NAD+, a ya sea 50 µl del lisado 

celular (diluido 1:10 en MEM sin SFB) (LDH citoplasmática) o 50 µl del medio extracelular 

(LDH liberada). Después de 5 min de incubación a temperatura ambiente, la reacción se detuvo 

con 15 μl de HCl 0.1N y la absorbancia (Abs) de las muestras fue leída a 490 y 610 nm en un 

lector de microplacas FLUOstar Omega (BMG LABTECH, Alemania). 

La LDH reduce el cofactor NAD+ para producir NADH, el cual posteriormente convierte 

de forma estequiométrica al colorante de tipo tretrazolio en un compuesto coloreado cuya 

concentración puede medirse a 490 nm. Debido a que la medición a 610 nm puede detectar parte 

de la señal de fondo de las muestras, a los valores de las absorbancias obtenidas a 490 nm se les 

sustrajo el valor de las absorbancias a 610 nm y los valores obtenidos fueron utilizados para la 

determinación de la cantidad de LDH liberada mediante la siguiente fórmula: 
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% 𝑑𝑒 𝐿𝐷𝐻 𝑙𝑖𝑏𝑒𝑟𝑎𝑑𝑎 =  (
𝐴𝑏𝑠 𝑑𝑒𝑙 𝑚𝑒𝑑𝑖𝑜 𝑒𝑥𝑡𝑟𝑎𝑐𝑒𝑙𝑢𝑙𝑎𝑟

𝐴𝑏𝑠 𝑑𝑒𝑙 𝑚𝑒𝑑𝑖𝑜 𝑒𝑥𝑡𝑟𝑎𝑐𝑒𝑙𝑢𝑙𝑎𝑟 + 𝐴𝑏𝑠 𝑑𝑒𝑙 𝑙𝑖𝑠𝑎𝑑𝑜 𝑑𝑒 𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠
) 𝑋 100 

5.12. Análisis de proteínas por Western blot 

Para este ensayo, las monocapas de células crecidas en las distintas condiciones según se 

indique, se lisaron con amortiguador Laemmli 1x (Laemmli, 1970) adicionado con 5% de β-

mercaptoetanol. Posteriormente, el lisado se desnaturalizó por 5 min en agua hirviendo y se 

analizó por electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS (SDS-PAGE), las proteínas separadas 

en el gel se transfirieron a una membrana Immobilon NC (Millipore [Burlington, Massachusetts, 

USA]) en una cámara húmeda utilizando el amortiguador CAPS 1x (ácido N-ciclohexil-3-

aminopropanosulfónico) adicionado con 10% de metanol. La transferencia se realizó con una 

corriente constante de 150 mA por 1 h. 

Después de la transferencia, las membranas se bloquearon 1h a temperatura ambiente con 

5% de leche baja en grasa Carnation (Nestle) diluida en PBS 1x. Posteriormente, las membranas 

se incubaron con los anticuerpos primarios correspondientes diluidos en PBS 1x, adicionado con 

0.1% de Tween 20, toda una noche a 4°C en agitación. Al final de este periodo, las membranas 

se lavaron tres veces con la solución de PBS-Tween 0.1% y posteriormente se incubaron por 1 h 

a temperatura ambiente con el anticuerpo secundario correspondiente acoplado a la enzima 

peroxidasa. Finalmente, las proteínas se detectaron con el sustrato para peroxidasa Western 

Lightning-ECL (Perkin-Elmer [Waltham, Massachusetts, USA]), esto de acuerdo a las 

instrucciones del proveedor y empleando la película fotográfica Kodak Medical X-Ray film 

(CARESTREAM [Zapopan, Jalisco, México]). 

5.13. Ensayos de pulso y caza 

Para el marcaje de proteínas sintetizadas de novo con 35S, células MA104 crecidas en una 

placa de 48 pozos se trataron de acuerdo con las condiciones indicadas y se incubaron por 7 h en 

medio MEM sin SFB 37 °C. Al término de este tiempo, se retiró el medio de cultivo y las células 

se incubaron por 30min en medio MEM libre de metionina (Met) y se sometieron a un pulso de 

30 min con 25 µCi/ml de 35S-Met/Cys (Easy Tag Express [35S]Met/Cys [Perkin Elmer, Shelton, 

Connecticut, USA]); la marca se retiró y las células se lavaron tres veces con MEM sin SFB. Las 

células se incubaron en MEM sin SFB de acuerdo a las condiciones indicadas por 2h y 
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posteriormente las proteínas se cosecharon con el amortiguador Laemmli 1x (Laemmli, 1970). 

Finalmente, las proteínas marcadas metabólicamente se separaron en un gel de SDS-PAGE y se 

revelaron por autoradiografía. 

Por otra parte, para el marcaje de glicoproteínas con [3H]manosa, células MA104 crecidas 

en las condiciones deseadas se incubaron por 6 h en MEM sin SFB. Al termino de este tiempo, 

se retiró el medio de cultivo y las células se incubaron con medio MEM libre de glucosa por 30 

min. Posteriormente las células se sometieron a un pulso de 1.5 h con 200 µCi/ml de manosa-D-

[2-3H(N)] (Perkin Elmer, Shelton, Connecticut, USA). Pasado este tiempo se retiró la marca 

radioactiva y las células se lavaron con MEM sin SFB e incubaron en las condiciones indicadas 

por 2 h. Las células fueron cosechadas en amortiguador Laemmli 1x (Laemmli, 1970). 

Finalmente, las glicoproteínas marcadas metabólicamente fueron separadas en un gel de SDS-

PAGE y reveladas por Fluorografía. 

5.14. Ensayo de inmunofluorescencia 

Células MA104 crecidas a confluencia en cubreobjetos de vidrio previamente 

esterilizados con UV por 1200 s en un UV crosslinker (Spectrolinker™ XL-1000, Spectronics 

Corporation, Estados Unidos), se infectaron con rotavirus a una MOI de 1 durante 1 h a 37°C. A 

las 6 hpi, las células se fijaron con paraformaldehído al 2% por 20 min a temperatura ambiente y 

se permeabilizaron por 15 min a 37°C con 0.5% V/V de Tritón X-100 diluido en amortiguador 

de bloqueo (1% P/V de albumina sérica bovina (BSA) diluida en PBS 1x adicionado con 50 mM 

de NH4Cl).  

Posteriormente, las células se incubaron por 1 h a temperatura ambiente con los 

anticuerpos primarios respectivos, los cuales se diluyeron en el amortiguador de bloqueo descrito 

anteriormente (ver párrafo previo), consecutivamente las monocapas se lavaron 4 veces con PBS 

1x adicionado con 50 mM de NH4Cl y se incubaron con los anticuerpos secundarios acoplados a 

Alexa Flúor 488 (dilución 1:500) o Alexa Flúor 568 (dilución 1:500) por 1 h a temperatura 

ambiente. 

Finalmente, las monocapas de células se incubaron con DAPI (30 nM) y los cubreobjetos 

se montaron con CitiFluor AF1 antifadent (Electron Microscopy Sciences [Emsdiasum, Hatfield, 

Pensilvania, USA]) en portaobjetos. Las muestras se observaron en un microscopio confocal 
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invertido de disco giratorio 3I Marianas (Zeiss Observer Z.1) acoplado a una cámara digital 

EMCCD (del inglés “Electron multiplying charge coupled device”) Andor Ixon y las imágenes 

obtenidas fueron procesadas utilizando el programa ImageJ 1.52n. 

5.15. Ensayo de microscopía de súper-resolución (MSR) 

Las monocapas de células tratadas o no, según se indique, se procesaron para 

inmunofluorescencia como se describió anteriormente. Sin embargo, los anticuerpos secundarios 

acoplados a Alexa Flúor 488 o Alexa Flúor 568 se utilizaron a una dilución de 1:5000. 

Finalmente, los cubreobjetos de las muestras se montaron en el centro de un portaobjetos de 

vidrio en 5 µl de solución STORM (1.5% P/V de glucosa oxidasa adicionada con 100 mM de β-

mercaptoetanol) (Dempsey et al., 2011; Heilemann et al., 2009). 

Para la reconstrucción de imágenes de súper-resolución (ISR), se adquirieron videos de 

los viroplasmas de rotavirus mediante un microscopio invertido Olympus IX-81 configurado 

para excitación de fluorescencia de reflexión total interna (“TIRF” por sus siglas en inglés) 

(Olympus, cell TIRFm Illuminator), el cual estuvo acoplado a una cámara EMCCD andor iXon 

897. Para este microscopio se estableció un ángulo crítico de tal forma que el campo evanescente 

tuviera una penetración de ~200 nm de profundidad y cada video contó con 300 imágenes 

tomadas a un intervalo de 100 ms. 

Finalmente, los videos fueron analizados con el algoritmo 3B (del inglés “Bayesian 

Blinking and Bleaching”) considerando un tamaño de pixel de 100 nm y una anchura a media 

altura (“FWHM” por sus siglas en ingles) de la función de dispersión de 270 nm. Todos los 

demás parámetros para el análisis se establecieron usando los valores predeterminados del 

algoritmo. Tras 200 iteraciones del procesamiento del algoritmo 3B, los datos obtenidos fueron 

utilizados para crear las ISR finales utilizando el plugin de ImageJ “3B analysis”.  

5.16. Análisis estadístico 

El análisis estadístico de los datos se realizó mediante una prueba de Mann-Whitney 

utilizando el programa R 3.6.0. Además, mediante este mismo programa se confirmó la 

homogeneidad de varianzas por una prueba de Fligner Killeen. 
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6. RESULTADOS  

6.1. BFA y GCA no bloquean la gemación del DLPs hacia el interior del RE. 

Durante el transcurso de mi tesis de maestría encontré que la presencia de BFA y GCA 

reducía significativamente la producción de progenie viral infecciosa al bloquear el ensamble de 

la capa externa del virus, ya que, al purificar las partículas virales ensambladas en presencia de 

estos inhibidores, solamente se observó la presencia de DLPs (Martínez Guevara, 2015). Para 

conocer si este bloqueo en el ensamblado de TLPs podría deberse a la inhibición en la gemación 

de DLPs hacia el RE, se analizó este proceso por medio de microscopía electrónica en cortes 

ultra finos (60-80 nm) de células MA104 infectadas con el rotavirus rhesus (RRV) en presencia o 

ausencia de BFA (2.5 µg/ml) o GCA (10 µM).  

 En la ausencia de inhibidores, se pudo observar como se esperaba, la estructura electro-

densa típica de los viroplasmas, los cuales se encontraron en estrecha asociación con membranas 

del RE (Figura 8a). Además, se lograron observar partículas virales, presumiblemente DLPs 

gemando hacia el interior del lumen del RE para producir las partículas intermediarias envueltas. 

Del mismo modo, dentro del RE también se observaron una gran cantidad de partículas virales 

carentes de membrana, las cuales tuvieron la morfología de las TLPs finales de rotavirus, 

confirmando que el proceso de maduración de las partículas envueltas ocurrió como se ha 

descrito previamente (Figura 8a). 

Cuando se analizaron las células tratadas con BFA o GCA, se encontró que ambos 

inhibidores del transporte intracelular promovieron un aumento en el tamaño de las membranas 

del RE asociadas con los viroplasmas de rotavirus (Figura 8b y 8c). Asimismo, se observó 

claramente que las DLPs formadas en presencia de estos inhibidores fueron capaces de gemar 

hacia el interior de este organelo y adquirir la capa transitoria de lípidos formando los 

intermediarios envueltos del virus, (Figura 8b y 8c). Sin embargo, a diferencia de las condiciones 

control, en las células tratadas con BFA o GCA, los intermediarios envueltos se acumularon en 

el interior del RE y no fue posible detectar partículas carentes de membrana (TLPs) dentro del 

RE, cuando menos de manera evidente.  
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Figura 8.- BFA y GCA no bloquean la gemación de partículas virales hacia el RE. Células MA104 no tratadas (a) o 

tratadas con 2.5 µg/ml de BFA (b) o 10 µM de GCA (c), fueron infectadas por 1h con RRV utilizando 250 

UFV/célula. Al termino de este tiempo, las células se lavaron para retirar el virus no internalizado y se añadió medio 

fresco con o sin los inhibidores.  A las 6 hpi, las células fueron fijadas y procesadas para microscopía electrónica de 

transmisión (ver Metodología). Las flechas en color negro indican las membranas del RE que sufrieron un aumento 

de tamaño en presencia de BFA o GCA. Las puntas de flecha vacías señalan las TLPs (blanco) y DLPs (negro) 

dentro del RE. Los asteriscos indican los sitios de gemación de las DLPs. Nu, núcleo; m, mitocondria; AP, 

autofagosoma; V, viroplasma. La barra de escala corresponde a 500 nm. 

En conjunto estos resultados indican que BFA y GCA bloquean la morfogénesis de 

rotavirus al inhibir el paso de maduración de las partículas intermediarias envueltas hacia TLPs, 

de modo que las proteínas de capa externa VP7 y VP4 no pueden ensamblarse sobre la partícula.  
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Si bien los factores involucrados en esta etapa de la morfogénesis no están muy bien 

definidos, se ha propuesto que el ensamblado de VP7 sobre la partícula viral permite remover la 

capa de lípidos de las partículas intermediarias. Tomando en cuenta esta propuesta, la alteración 

en la movilidad electroforética de la glicoproteína de VP7 inducida por presencia de BFA y GCA 

(Martínez Guevara, 2015; Mirazimi et al., 1996), parece surgir como una posible explicación del 

bloqueo en el ensamblado de la capa externa. 

6.2. La modificación de VP7 inducida por BFA y GCA no está relacionada con una N- 

u O-glicosilación ni con una fosforilación. 

Como se mencionó anteriormente, si bien la modificación que VP7 sufre durante la 

inhibición del transporte COPI/Arf1 parece ser la razón principal del bloqueo en la producción 

de virus infeccioso, aún se desconoce la causa de esta alteración en su movilidad. Para BFA se 

ha propuesto que esto pudiera ser debido a una modificación en el procesamiento post-

traduccional de la cadena de carbohidratos de esta glicoproteína (Mirazimi et al., 1996). 

Debido a esto, para evaluar la contribución de los oligosacáridos al aumento inducido por 

BFA y GCA en el peso molecular aparente de VP7, se caracterizó la movilidad electroforética de 

esta proteína después del tratamiento con diferentes glicosidasas para retirar los posibles 

carbohidratos unidos por N- u O-glicosilación, de modo que si los carbohidratos fuesen la causa 

del cambio en la movilidad de VP7 su remoción debería ser suficiente para devolver a esta 

proteína a su movilidad electroforética normal.  

Para este análisis, células MA104 fueron transfectadas con el plásmido pcDNA3-VP7, el 

cual codifica para la proteína VP7 de RRV, a 1 hpt las células se trataron con BFA (2.5 µg/ml) o 

GCA (10 µM). Posteriormente, a las 24 hpt las células se lisaron, y el lisado obtenido fue tratado 

con la enzima Endo H, que remueve carbohidratos sencillos de alta manosa unidos por N-

glicosilación, o con la enzima  PNGasa F, la cual puede cortar tanto carbohidratos sencillos 

como complejos unidos a la proteína por N-glicosilación (Freeze, 1999).  De manera paralela, los 

lisados se trataron con una mezcla de O-glicosidasas para retirar cualquier cadena de 

carbohidratos que pudiese estar unida por O-glicosilación a VP7. Después de estos tratamientos 

los lisados se sometieron a un análisis tipo western blot utilizando un anticuerpo específico 

contra VP7 (Pérez et al., 2005).  
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Mediante este ensayo, se encontró que, al igual que en la infección con rotavirus, la 

proteína VP7 de RRV expresada de manera heteróloga también disminuyó su movilidad 

electroforética (aumento de peso) en las células tratadas con BFA o GCA en comparación a la 

VP7 de la condición control (ausencia de inhibidores) (Martínez Guevara, 2015) (Figura 9a y 

9b). 

 

Figura 9.- El cambio en la movilidad electroforética de VP7 inducida por BFA y GCA no está relacionada con una 

N- u O-glicosilación. Western blot representativo de los lisados celulares tratados con las enzimas indicadas, en 

donde la expresión de la proteína VP7 se detectó con un anticuerpo especifico.  La posición de la proteína VP7 

glicosilada (VP7g) y no glicosilada (VP7) se indica a la izquierda. Los pesos moleculares se indican a la derecha. La 

proteína tubulina (TUB) detectada con un anticuerpo especifico se utilizó como control de carga. 

Del mismo modo, como se reportó anteriormente (Mirazimi et al., 1996), se encontró que 

la proteína VP7 se vuelve resistente  a la actividad de la Endo H cuando las células son tratadas 

con BFA. Ya que mientras en las condiciones control el corte con Endo H provocó un aumento 

en la movilidad de VP7 (disminución de tamaño), cuando las células fueron tratadas con BFA, 

esta enzima no alteró la movilidad electroforética de VP7 (Figura 9a). De manera interesante, 

este mismo efecto también se observó para el caso de la VP7 producida en presencia de GCA, 

indicando que ambos inhibidores parecen inducir la misma modificación en VP7 (Figura 9a).  

Por otro lado, cuando se analizó el efecto de la PNGasa F sobre la movilidad de VP7, se 

encontró que esta enzima induce un aumento en la movilidad de esta proteína (disminución de 

tamaño) en ausencia de los inhibidores. Sin embargo, la proteína VP7 producida en presencia de 

BFA o GCA mostró ser parcialmente resistente al tratamiento con esta enzima, ya que se observó 

solo un ligero aumento en la movilidad de VP7 (Figura 9a). Asimismo, la movilidad de la 

proteína VP7 producida en presencia de BFA y GCA también demostró ser resistente al 

tratamiento con una mezcla de O-glicosidasas (Figura 9b). 
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Por otro lado, dada la gran importancia que el proceso de fosforilación en el plegamiento, 

la función y la interacción de muchas proteínas celulares y virales (Keating y Striker, 2012; Nishi 

et al., 2011), también se evaluó si los tratamientos con BFA o GCA pudiesen inducir la 

fosforilación de VP7 y con ello alterar su función. Para estos ensayos, los lisados de células 

transfectadas con el vector de expresión de pcDNA3-VP7 descritos anteriormente fueron 

sometidos a un tratamiento con una λ-fosfatasa, para retirar cualquier fosforilación de la proteína. 

De esta forma se descubrió que tanto en las condiciones control como en presencia de BFA o 

GCA, la movilidad de VP7 es resistente al tratamiento de la fosfatasa (Figura 10). 

 

Figura 10.- La movilidad electroforética de VP7 inducida por BFA y GCA no está relacionada con una 

fosforilación.  Western blot representativo de los lisados celulares tratados con una λ-fosfatasa, en donde la 

expresión de la proteína VP7 se detectó con un anticuerpo especifico.  La posición de VP7 se indica a la izquierda y 

los pesos moleculares se indican a la derecha. La proteína tubulina (TUB) detectada con un anticuerpo especifico se 

utilizó como control de carga. 

Dados estos resultados y para conocer de forma más precisa cual es el tipo de 

modificación que sufre VP7 durante los tratamientos con BFA o GCA, se optó por analizar esta 

proteína por espectrometría de masas (EM).  

Para este análisis se realizó un enriquecimiento de las glicoproteínas producidas en 

células infectadas en ausencia o presencia de BFA, por afinidad a concanavalina A-sefarosa, la 

cual es una lectina que puede unirse a cadenas de carbohidratos ricas en residuos de manosa y 

glucosa (Goldstein y Poretz, 1986). Posteriormente las muestras enriquecidas en glicoproteínas 

fueron analizadas mediante SDS-PAGE. A partir de estos geles se cortaron las bandas 

correspondientes a VP7, que fueron enviadas para su análisis por EM en el Laboratorio 

Universitario de Proteómica del Laboratorio Nacional de Apoyo Tecnológico a las Ciencias 

Genómicas, IBT-UNAM.  



37 

 

Mediante este método fue posible cubrir gran parte de la secuencia total de VP7 (Figura 

11, color verde); sin embargo, ninguno de los péptidos identificados mostró alguna diferencia 

entre la condición control y el tratamiento con BFA. Desafortunadamente no se pudo cubrir 

completamente la secuencia de la proteína producida en presencia de las drogas por la cantidad 

limitada que se obtuvieron, en al menos tres intentos diferentes de EM. 

 

Figura 11.- Cobertura de la secuencia de VP7 obtenida por EM. Secuencia de aminoácidos de la proteína VP7 

donde los péptidos identificados por EM están marcados en color verde, la secuencia del péptido señal removido co-

traduccionalmente de VP7 se indica en color cian y el sitio de N-glicosilación (Asn69) está señalado en color rojo. 

Las posiciones de las zonas hidrofóbicas 1 y 2 se indican en los recuadros amarillos. 

En otra aproximación para determinar el tipo de modificación que sufre esta proteína en 

presencia de estas drogas, se optó por evaluar el efecto de BFA sobre la movilidad electroforética 

de diferentes VP7 provenientes de distintos serotipos G de rotavirus, de modo que se pudiese 

identificar si algún serotipo G fuese resistente a la acción de BFA, a partir del cual se lograra 

revelar el posible sitio de modificación de esta proteína.  

De este modo, se eligieron las cepas UK (origen bovino, G6P7[5]), YM (origen porcino, 

G11P9[7]) y 69M (origen humano, G8P4[10]), las cuales pertenecen a serotipos G distintos de la 

cepa RRV (origen de simio, G3P5[3]). Estos virus fueron utilizados para infectar células MA104 

a una MOI de 5 en ausencia o presencia de BFA (2.5 µg/ml) por 6.5 h. Después de este tiempo 

las células fueron sometidas a un ensayo de pulso y caza con [3H]manosa (ver Metodología). 

Finalmente, las glicoproteínas marcadas fueron analizadas mediante SDS-PAGE y fluorografía. 

Se encontró que, al igual que en reportes previos (Martínez Guevara, 2015; Mirazimi 

et al., 1996), la proteína VP7 de RRV (utilizada como control positivo) mostró una disminución 

en su migración cuando las células fueron tratadas con BFA (Figura 12a). De forma interesante, 

este mismo efecto también se observó para las demás proteínas VP7 de los virus 69M, YM y UK 

(Figura 12a), las cuales retardaron su migración en presencia de este fármaco.  
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Asimismo, dado que este ensayo permite además observar la marca de manosa 

incorporada en la glicoproteína NSP4 (Figura 12a), también fue posible observar que 

independientemente de la cepa viral analizada y a diferencia de la proteína VP7, la proteína 

NSP4 sufre un aumento en su movilidad electroforética cuando se sintetiza en presencia de BFA 

(Figura 12a). 

Para conocer si la producción de virus infeccioso de alguno de estos serotipos pudiese ser 

resistente al tratamiento con BFA, se comparó la producción de progenie viral de los distintos 

serotipos de rotavirus en presencia o ausencia de este inhibidor. Para este ensayo, las células 

MA104 fueron infectadas en presencia o ausencia de BFA (2.5 µg/ml) con las diferentes cepas 

de rotavirus a una MOI de 5 por 1 h. Al término de este tiempo, las células se lavaron para retirar 

el virus no adsorbido y estas fueron incubadas en medio fresco en presencia o ausencia de BFA. 

A las 12 hpi, se colectaron las células y se determinó la producción de virus infeccioso por medio 

de un ensayo de inmunoperoxidasa. 

Mediante este ensayo se encontró que el tratamiento con BFA redujo significativamente 

la producción de virus infeccioso de las distintas cepas de rotavirus analizadas (Figura 12b). 

Estos resultados indican que los efectos de inhibición del transporte sobre la replicación de 

rotavirus son independientes de la cepa viral. 

 

Figura 12.- BFA altera la movilidad de VP7 y NSP4 e induce una reducción en la replicación viral 

independientemente de la cepa de rotavirus evaluada. a) Fluorografía representativa de lisados de células MA104 

infectadas con las cepas de rotavirus indicadas (MOI de 5) en ausencia o presencia de BFA (2.5 µg/ml). b) Progenie 

viral producida, en ausencia o presencia de BFA (2.5 µg/ml), de las cepas de rotavirus indicadas. Los datos 

representan los porcentajes de progenie viral (virus infeccioso), tomando como el 100% la progenie viral producida 

en la condición control (ausencia de BFA). Las barras representan el promedio ± la desviación estándar de los 

valores obtenidos en tres experimentos realizados por duplicado. *, P<0.05. 
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6.3. Los tratamientos con BFA y GCA inhiben la trimerización de VP7. 

Experimentos preliminares realizados durante mi proyecto de maestría sugirieron que la 

maquinaria COPI/Arf1 podría ser importante para el proceso de trimerización de la proteína VP7 

(Martínez Guevara, 2015), el cual es esencial para el ensamblado de la capa externa de rotavirus 

(Chen et al., 2009; López et al., 2005). Para confirmar estos resultados, se evaluó los efectos de 

los tratamientos de BFA y GCA sobre la formación de los trímeros de VP7.  

Para este ensayo, se infectaron células MA104 con RRV (MOI de 3) en ausencia o 

presencia de BFA (2.5 µg/ml) o GCA (10 µM). A las 6 hpi las células fueron fijadas y co-

inmunoteñidas con un anticuerpo contra la proteína NSP2 marcadora de viroplasmas, así como 

con el anticuerpo monoclonal 159 (mAb159), el cual solamente reconoce la forma trimérica de la 

proteína VP7 (Dormitzer et al., 2000; Shaw et al., 1986).  

Mediante este ensayo se encontró que los tratamientos con BFA y GCA no afectan el 

tamaño ni el número de viroplasmas marcados con la proteína NSP2, los cuales fueron similares 

a los observados en las condiciones control (ausencia de inhibidores) (Figura 13).  

Por otro lado, cuando se analizó la formación de los trímeros de VP7, se descubrió que en 

las condiciones control los trímeros de esta proteína se detectaron fácilmente con el anticuerpo 

mAb159 alrededor de los viroplasmas marcados con NSP2, formando una estructura similar a un 

anillo (Figura 13, fila superior). Sin embargo, cuando las células infectadas fueron tratadas con 

BFA o GCA, no fue posible detectar la presencia de los trímeros de VP7 aun cuando las células 

infectadas fueron positivas para la presencia de viroplasmas marcados con NSP2 (Figura 13, fila 

superior). 

Para verificar que la inhibición en la formación de los trímeros de VP7 no fuese debido a 

la ausencia de esta proteína, se realizó este mismo experimento pero utilizando el anticuerpo 

monoclonal M60, el cual puede reconocer la forma monomérica de VP7 (Dormitzer et al., 2000; 

Shaw et al., 1986). De esta manera, se observó que en las condiciones control (ausencia de los 

inhibidores), la forma monomérica de VP7 presentó una distribución reticular en el citoplasma 

de las células (Figura 13, fila inferior), la cual rodeó a los viroplasmas de rotavirus sin mostrar 

alguna co-localización.  
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Figura 13. - BFA y GCA inhiben la trimerización de VP7. Inmunofluorescencia de células MA104 infectadas con 

RRV (MOI de 3) en ausencia o presencia de BFA (2.5 µg/ml) o GCA (10 µM), en las cuales se detectaron ya sea la 

proteína NSP2 (rojo) y la forma trimérica de VP7 (mAb159, verde) (fila superior) o NSP2 (rojo) y la forma 

monomérica de VP7 (M60) (fila inferior). Los núcleos de las células (azul) se tiñeron con DAPI. El recuadro interno 

corresponde a las imágenes amplificadas mostradas a la derecha. La barra de escala corresponde a 10 µm. 

Además de esto, a diferencia del anticuerpo mAb159, se observó que los tratamientos con 

BFA y GCA no inhibieron la señal del anticuerpo M60 correspondiente a los monómeros de 

VP7, los cuales modificaron su distribución hacia un arreglo granular dispersado por el 

citoplasma (Figura 13, fila inferior).  

La alteración en la distribución de los monómeros de VP7 parece indicar que la falta de 

trimerización de esta proteína podría deberse un cambio en su localización en el RE. Para evaluar 

esta posibilidad, se analizó la colocalización de VP7 con la proteína fluorescente mTurquoise2 

fusionada a una señal de retención del RE (mTurquiose2-RE), la cual se ha reportado que se 

localiza específicamente en el RE y puede ser usada como un marcador de este organelo (Cieri 

et al., 2018; Goedhart et al., 2012; Jiang et al., 2015). 

Para este experimento se transfectaron células MA104 con el plásmido que codifica para 

la proteína mTurquiose2-RE, que es un marcador de RE. A las 24 hpt las células se infectaron 

con RRV (MOI de 5) en presencia o ausencia de BFA, y a las 6 hpi las células se fijaron e 

inmunotiñeron con el anticuerpo M60 contra VP7. De esta forma se observó que la proteína 

mTurqiose2-RE presentó una distribución reticular característica del RE, la cual se mantuvo aun 

en presencia de BFA (Figura 14). Asimismo, cuando se comparó la distribución de la proteína 

mTurqiose2-RE con la de la proteína VP7, se encontró que tanto en ausencia como en presencia 

de BFA, ambas proteínas co-localizaron, indicando que la proteína VP7 se mantiene en el RE 

durante el tratamiento con BFA (Figura 14). 
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Figura 14.- VP7 se localiza en el RE en presencia de BFA. Inmunofluorescencia de células MA104 transfectadas 

con un plásmido que codifica para la proteína mTurquoise2-RE (cian), las cuales fueron infectadas a las 24 hpt con 

RRV (MOI de 5) en ausencia o presencia de BFA (2.5 µg/ml). A las 6 hpi, las células fueron fijadas e 

inmunoteñidas con el anticuerpo M60 que reconoce la forma monomérica de VP7 (rojo). La barra de escala 

corresponde a 20 µm. 

6.4. La presencia de NSP4 facilita (directa o indirectamente) la trimerización de 

VP7. 

Para determinar el papel de NSP4 en los últimos pasos de la morfogénesis de rotavirus, se 

evaluó mediante inmunofluorescencia la trimerización de VP7 en células en las cuales la 

expresión de NSP4 se había disminuido por RNAi. Para esto se utilizó la línea celular 

MA104/NSP5-EGFP capaz de expresar establemente la proteína NSP5 (marcador de 

viroplasmas) fusionada a la proteína fluorescente EGFP (del inglés “Enhanced Green 

Fluoresence Protein”), la cual es reclutada hacia los viroplasmas de rotavirus, cuando estas 

células son infectadas (Eichwald et al., 2012, 2004). Estas células fueron utilizadas para 

observar, en una misma célula, la infección por rotavirus (juzgada por la presencia de 

viroplasmas marcados con NSP5), el silenciamiento de NSP4 (disminución de la señal de NSP4) 

y la trimerización de VP7 (juzgada por su reconocimiento por el mAb 159).   
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Para este ensayo, las células MA104/NSP5-EGFP fueron transfectadas con un siRNA 

irrelevante (control negativo) o siRNAs contra la proteína NSP4. A las 72 hpt, las células fueron 

infectadas con RRV (MOI de 5) e incubadas por 6 h. Al término de este tiempo las células se 

fijaron y la presencia de NSP4, así como la de las distintas formas de VP7 (monómeros o 

trímeros), fueron detectadas utilizando anticuerpos específicos. 

Como puede observarse en la figura 15a (fila superior), en las células transfectadas con el 

siRNA irrelevante se pudo detectar claramente la señal del anticuerpo mAb159 correspondiente a 

la forma trimérica de VP7. Sin embargo, en las células silenciadas para NSP4 no fue posible 

detectar la señal de los trímeros de VP7, esto a pesar de que las células fueron positivas para la 

presencia de viroplasmas marcados con NSP5-EGFP (Figura 15a, fila inferior, asteriscos). Por 

otro lado, durante este experimento también se observó que el silenciamiento de NSP4 indujo 

una reducción en el tamaño de los viroplasmas, lo cual concuerda con un reporte previo en donde 

se describió que el silenciamiento de NSP4 puede afectar la morfología de estos organelos 

virales (López et al., 2005). 

Por otro lado, al igual que en los experimentos previos, se encontró que la falta de 

trimerización de VP7 no fue debida a una deficiencia en la síntesis de esta proteína, ya que la 

forma monomérica de VP7 (detectada con el anticuerpo M60) se observó tanto en las 

condiciones control (Irrelevante) (Figura 15b, fila superior) como en las células silenciadas para 

NSP4 (Figura 15b, fila inferior, asteriscos). Estos resultados sugieren que la proteína NSP4 

podría jugar un papel importante en la trimerización de VP7. Sin embargo,  considerando que el 

silenciamiento de NSP4 también impide la gemación de DLPs hacia el RE y afecta la morfología 

de los viroplasmas de rotavirus (López et al., 2005), la falta de trimerización de VP7 podría estar 

relacionada al bloqueo de alguno de los pasos previos al ensamble de la capa externa y no 

directamente a la función de NSP4.  
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Figura 15.- El silenciamiento de NSP4 inhibe la trimerización de VP7. Inmunofluorescencia de células 

MA104/NSP5-EGFP transfectadas con los siRNAs indicados, en donde se detectó además de NSP5 (magenta), ya 

sea a) NSP4 (rojo) y los trímeros de VP7 (mAb159, verde) o b) NSP4 (rojo) y los monómeros de VP7 (M60, verde), 

mediante anticuerpos específicos. Los núcleos de las células (azul) fueron teñidos con DAPI. Los asteriscos blancos 

marcan las células silenciadas para NSP4. La barra de escala corresponde a 10µm. 

Para probar esta posibilidad y confirmar si la presencia de NSP4 pudiera ser relevante 

para la formación de trímeros de VP7, se analizó el proceso de trimerización de esta proteína 

mediante la expresión heteróloga de VP7 tanto de manera individual como en conjunto con la 

proteína NSP4.  

De esta forma, el plásmido de la proteína NSP4 (pcDNA3-NSP4) o el de la proteína no 

glicosilada VP7 (pcDNA3-VP7-noNg), cuya expresión está bajo el promotor T7, fueron 

transfectados individualmente o en conjunto en la línea celular Hek293/T7, la cual expresa 

constitutivamente la polimerasa T7 (pol T7) (Sandoval-Jaime et al., 2015). 
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Además de NSP4 y VP7, en cada condición evaluada también se transfectaron los 

plásmidos D1R y D12L que codifican para las dos subunidades de la guanililtransferasa del virus 

vaccinia (Kanai et al., 2017), la cual puede colocar el cap 5´ en los transcritos de la pol T7 que 

son producidos en el citoplasma, de modo que estos puedan traducirse eficientemente. Una vez 

transfectadas con estos plásmidos las células se incubaron por 24 h, tiempo después del cual 

fueron fijadas e inmunoteñidas para detectar la presencia de NSP4, así como de las diferentes 

formas de VP7 (trímeros o monómeros). 

Como puede observarse en la figura 16, mediante este experimento fue posible detectar 

claramente la presencia de la proteína NSP4, la cual se distribuyó como puntos discretos en el 

citoplasma, ya fuese que esta proteína se transfectara individualmente o en conjunto con VP7 

(Figura 16, columna II). Asimismo, también se encontró que los monómeros de VP7 (detectados 

con el anticuerpo M60) mostraron una distribución granular en citoplasma independientemente 

de la presencia o ausencia de NSP4 (Figura 16, columna I).  

Interesantemente, también se encontró que parte de los gránulos formados por los 

monómeros de VP7 pudieron colocalizar con NSP4 cuando estas proteínas se co-transfectaron 

(Figura 16, flechas blancas). 

 

Figura 16.- La presencia de NSP4 facilita la trimerización de VP7. Inmunofluorescencia de células Hek293/T7 

transfectadas con los plásmidos indicados, en las cuales se detectó ya sea la presencia de NSP4 (rojo) y los 

monómeros de VP7 (M60 [verde]) o NSP4 (rojo) y los trímeros de VP7 (mAb 159 [verde]) con anticuerpos 

específicos. Los núcleos de las células (azul) se tiñeron con DAPI. La barra de escala corresponde a 10µm. 
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Por otra parte, cuando se evaluó la presencia de los trímeros de VP7 en estas células se 

encontró que, a diferencia de los monómeros, la forma trimérica de esta proteína solamente 

puede ser detectada cuando VP7 fue transfectada junto con la proteína NSP4 (Figura 16, 

columna IV). Asimismo, también se observó que los trímeros de VP7 presentaron una 

distribución en puntos discretos, los cuales colocalizaron totalmente con la señal detectada para 

NSP4 (Figura 16, columnas IV, V y VI, paneles inferiores). 

En conjunto, estos resultados confirman que la presencia de NSP4 es esencial (directa o 

indirectamente) para promover la trimerización de VP7. Para corroborar si los efectos 

encontrados con BFA y GCA sobre la trimerización y el ensamblado de VP7 pudieran estar 

relacionados a la ausencia de NSP4 en el RE, se evaluó la colocalización de esta proteína con el 

marcador mTurquiose2-RE en células tratadas con BFA.  

Para este ensayo, se transfectaron células MA104 con el plásmido de la proteína 

mTurquoise2-RE. A las 24 hpt las células se infectaron con RRV (MOI de 5) en presencia o 

ausencia de BFA y se dejaron incubar por 6 h. Al termino de este tiempo las células se fijaron e 

inmunotiñeron con un anticuerpo especifico contra NSP4.  

Al igual que en los experimentos anteriores, se observó que la distribución de la proteína 

mTurquoise2-RE no fue modificada por la presencia de BFA (Figura 17). Por otro lado, también 

se observó que NSP4 presentó una distribución mayoritariamente homogénea en el citoplasma de 

la célula y además una distribución en forma de anillos ubicados hacia el centro de las células, 

los cuales presentaron una morfología muy similar a los viroplasmas de rotavirus, los cuales 

además tuvieron una buena colocalizaron con la proteína mTurquoise2-RE (Figura 17, paneles 

superiores).  

Cuando las células fueron tratadas con BFA, se observó que la proteína NSP4 cambio su 

distribución, formando agregados en la periferia del núcleo celular. Sin embargo, a pesar de esta 

alteración, NSP4 continúo formando las estructuras de anillo en el centro de las células, los 

cuales se mantuvieron colocalizando con la proteína mTurquoise2-RE (Figura 17, paneles 

inferiores). Estos resultados indican que al igual que VP7, la proteína NSP4 se mantiene en el RE 

durante la inhibición del transporte mediado por COPI/Arf1. 
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Figura 17.- NSP4 se localiza en el RE en ausencia y presencia de BFA. Células MA104 crecidas en cubre objetos 

fueron transfectadas con un plásmido que codifica para la proteína mTurquoise2-RE (cian), las cuales fueron 

infectadas a las 24 hpt con RRV (MOI de 5) en ausencia o presencia de BFA (2.5 µg/ml). A las 6 hpi, las células 

fueron fijadas e inmunoteñidas con un anticuerpo especifico contra NSP4 (rojo). 

6.5. El intercambiador de nucleótidos de guanina GBF1 es esencial para la 

morfogénesis de rotavirus. 

Tanto BFA como GCA son capaces de bloquear el transporte mediado por COPI/Arf1, 

sin embargo, se ha reportado que estos inhibidores difieren en su especificidad para inhibir el 

transporte intracelular. Por un lado, GCA es un inhibidor específico del factor GBF1 que bloquea 

específicamente el transporte mediado por  COPI/Arf1 sin afectar otros tipos de transporte, 

mientras que BFA es un inhibidor inespecífico que puede bloquear la actividad del factor GBF1 

localizado en la membrana del cis-Golgi así como la actividad de los intercambiadores BIG1 y 

BIG2 ubicados en la membrana del trans-Golgi, induciendo con esto una inhibición del 

transporte mediado por COPI/Arf1 y del transporte mediado por clatrina (Popoff et al., 2011; 

Sáenz et al., 2009).  

Tomando en cuenta que la inhibición especifica de GBF1 a través de GCA induce los 

mismos efectos que BFA en la morfogénesis de rotavirus, se decidió evaluar la importancia del 

transporte retrógrado en la replicación de rotavirus mediante el silenciamiento de la expresión de 
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GBF1, el cual promueve específicamente el transporte mediado por COPI/Arf1. Asimismo, dado 

que el bloqueo de la actividad de GBF1 inducido por BFA y GCA tiene como efecto final la 

inhibición en la activación de Arf1, también se evaluó el efecto del silenciamiento de esta 

proteína sobre la replicación de rotavirus.  

De esta manera, células MA104 fueron transfectadas con un siRNA irrelevante o siRNAs 

ya sea contra la proteína GBF1 o Arf1. A las 72 hpt, las células transfectadas se lisaron para 

evaluar la expresión de las proteínas por western blot o se infectaron con RRV (MOI de 5) y se 

dejaron incubar por 12 h. Al término de este tiempo, las células infectadas junto con el medio 

extracelular fueron sometidas a 2 ciclos de congelación-descongelación para liberar el virus total 

producido. Finalmente, el virus infeccioso contenido estos lisados fue titulado por medio de un 

ensayo de inmunoperoxidasa.  

Como puede observarse en las figuras 18a y 18b, la transfección de los diferentes siRNAs 

logró disminuir eficientemente la expresión de las proteínas GBF1 y Arf1. Al analizar la 

progenie viral producida en estas condiciones, se encontró que mientras el silenciamiento de 

GBF1 logró disminuir significativamente (~70%) la progenie viral de rotavirus, el silenciamiento 

de Arf1 no tuvo efecto sobre la producción del virus (Figura 18c).  

Asimismo, se observó que este efecto no fue debido a una reducción en la viabilidad de 

las células transfectadas con los siRNAs, ya que cuando se evaluó la liberación de la enzima 

LDH al medio extracelular, un indicador de la integridad de la membrana celular, se encontró 

que el silenciamiento de GBF1 y Arf1 no afectó el porcentaje de LDH liberado al medio, el cual 

fue muy similar al obtenido en las células transfectadas con el siRNA irrelevante (Figura 18d). 

Para evaluar si los efectos del silenciamiento de GBF1 en la progenie viral pudieran estar 

relacionados con los pasos iniciales del ciclo de replicación del virus se determinó la infectividad 

(número de células infectadas) de RRV en células donde se silenció este factor. Dado que el 

ensayo para cuantificar la infectividad del virus está basado en la detección de la síntesis de 

proteínas virales con anticuerpos (ver Metodología), a través de este ensayo es posible detectar 

defectos en la entrada del virus, en la transcripción de su genoma y en la traducción de los 

mRNAs virales (síntesis de proteínas). De esta forma al igual que en los ensayos de progenie 

viral, células MA104 fueron transfectadas con los siRNAs indicados. A las 72 hpt las células se 
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infectaron con RRV a un MOI de 0.025 por 12 h. Finalmente, las células se fijaron y la 

infectividad se determinó mediante un ensayo de inmunoperoxidasa. Mediante este ensayo se 

encontró que los silenciamientos de Arf1 y GBF1 no afectaron la infectividad de RRV (Figura 

18e), indicando que los primeros pasos del ciclo de replicación que van desde la entrada del virus 

hasta la síntesis de proteínas, no se afectan por el silenciamiento de GBF1. 

 

Figura 18.- El silenciamiento de GBF1 inhibe la progenie viral de rotavirus. Células MA104 fueron transfectadas 

con los siRNAs indicados. A las 72 hpt, las células fueron lisadas y la expresión de GBF1 (a) y Arf1 (b) fue analiza 

mediante western blot utilizando anticuerpos específicos contra estas proteínas. La proteína vimentina (Vim) 

detectada con un anticuerpo específico fue utilizada como control de carga. c) Progenie viral producida en células 

MA104 transfectadas con los siRNAs indicados. Los datos representan los porcentajes de progenie viral, tomando 

como el 100% la progenie viral producida en la condición control (Irre). d)  porcentajes de liberación de LDH en las 

células MA104 transfectadas con los siRNAs indicados. El porcentaje de LDH liberado se expresó en relación con 

los niveles de LDH total (LDH intracelular más el LDH liberado). e) Infectividad de rotavirus en células MA104 

transfectadas con los siRNAs indicados. Los datos representan los porcentajes de infectividad, tomando como el 

100% la infectividad de la condición control (Irre). Las barras en c, d y e representan el promedio ± la desviación 

estándar de los valores obtenidos en tres experimentos realizados por duplicado. *, P<0.05. 
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Por otra parte, para analizar si la reducción en la progenie viral inducida por el 

silenciamiento de GBF1 pudiera estar relacionada con una alteración en la movilidad 

electroforética de VP7 y NSP4, se evaluó el efecto de este silenciamiento sobre la síntesis de 

proteínas virales y celulares mediante un ensayo de pulso y caza utilizando [35S]Met/Cis (ver 

Metodología). Para este experimento se utilizaron BFA y GCA como control positivo. 

Como se reportó anteriormente, se encontró que los tratamientos con BFA y GCA, no 

afectaron la síntesis de las proteínas celulares ni virales. Sin embargo, estos inhibidores 

indujeron un cambio en la movilidad electroforética de VP7 y NSP4 (Figura 19a) (Martínez 

Guevara, 2015; Mirazimi et al., 1996).  

De manera interesante, se descubrió que al igual que BFA y GCA, el silenciamiento de 

GBF1 tampoco afectó la síntesis de proteínas celulares ni virales, pero indujo una alteración en la 

migración electroforética de VP7 (menor migración) y NSP4 (mayor migración) (Figura 19b). 

Sin embargo, a diferencia de los tratamientos con BFA y GCA, se encontró que las 

modificaciones en VP7 y NSP4 inducidas por el silenciamiento de GBF1 fueron parciales, lo 

cual muy probablemente puede deberse a la presencia residual de proteína GBF1 no silenciada.  

 

Figura 19.- La inhibición de GBF1 altera la movilidad electroforética de VP7 y NSP4. a) Autoradiografía de lisados 

de células no infectadas (Mock) o infectadas (Inf) (RRV, MOI de 5) que fueron tratadas con BFA (2.5 µg/ml) o 

GCA (10µM) o dejadas sin ningún tratamiento (Cntl). Las proteínas celulares y virales fueron marcadas a las 7.5 hpi 

mediante un pulso de 30 min con 25 µCi/ml de [35S]Met/Cis y posteriormente cazadas a las 10 hpi. b) 

Autoradiografía de lisados de células no infectadas (Mock) o infectadas (Inf) (RRV, MOI de 5) que fueron 

transfectadas con los siRNAs indicados, las cuales fueron sometidas a un ensayo de pulso y caza como se describió 

en b. El patrón de migración de las proteínas estructurales y no estructurales de rotavirus se indican a la derecha.  
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Finalmente, también se analizó por inmunofluorescencia, si el silenciamiento de GBF1 

pudiera estar bloqueando la producción de virus infeccioso al inhibir la trimerización de VP7. 

Para esto, células MA104 fueron transfectadas con un siRNA irrelevante o siRNAs contra GBF1. 

A las 72 hpt, las células fueron infectadas con RRV (MOI de 5) e incubadas por 6 h. Al término 

de este tiempo las células se fijaron y la presencia de NSP4, así como la de las distintas formas 

de VP7 (monómeros o trímeros), fueron detectadas utilizando anticuerpos específicos. 

Como puede observarse en la figura 20 (fila superior), en las células transfectadas con el 

siRNA irrelevante se pudo detectar claramente la señal del anticuerpo mAb159 correspondiente a 

la forma trimérica de VP7. Sin embargo, en las células silenciadas para GBF1 no fue posible 

detectar la señal de los trímeros de VP7, esto a pesar de que las células fueron positivas para la 

presencia de viroplasmas marcados con NSP2. Del mismo modo, al igual que en los 

experimentos previos, se encontró que la falta de trimerización de VP7 no fue debida a una 

deficiencia en la síntesis de esta proteína, ya que la forma monomérica de VP7 (detectada con el 

anticuerpo M60) pudo ser observada tanto en las condiciones control (Irrelevante) como en las 

células silenciadas para GBF1 (Figura 20, fila inferior). 

 

Figura 20.- El silenciamiento de GBF1 inhibe la trimerización de VP7. Inmunofluorescencia de células MA104 

transfectadas con los siRNAs indicados, en donde se detectó ya sea a) NSP2 (rojo) y los trímeros de VP7 (mAb159, 

verde) o b) NSP2 (rojo) y los monómeros de VP7 (M60, verde), mediante anticuerpos específicos. Los núcleos de 

las células (azul) fueron teñidos con DAPI. La barra de escala corresponde a 10µm. 
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En conjunto, estos resultados sugieren que la proteína GBF1 es esencial para la 

morfogénesis de rotavirus y que los efectos de BFA y GCA sobre la morfogénesis del virus están 

relacionados con este intercambiador de nucleótidos.  

Con el objetivo de comprobar esta posibilidad, se analizó si la sobre-expresión de GBF1 

podría revertir los efectos de BFA (inhibidor inespecífico) sobre la producción de virus 

infeccioso. Para este ensayo, células Hek293 fueron transfectadas con un plásmido que codifica 

para la proteína mutante GBF1/795, que posee un cambio en la alanina 795 por un ácido 

glutámico (A795E), el cual le confiere resistencia a la inhibición por BFA, sin alterar la actividad 

de GBF1 como intercambiador de nucleótidos (Belov et al., 2008). Además de esto, para facilitar 

su detección esta proteína estuvo fusionada a través de extremo N-terminal a la proteína 

fluorescente mVenus (Figura 21, mVenus-GBF1/795).  

A las 24 hpt con el plásmido que expresa a la proteína GBF/795, las células fueron 

infectadas con RRV (MOI de 5) en presencia o ausencia de BFA por 12 h. Después de ese 

tiempo se determinó el título del virus infeccioso en los lisados obtenidos mediante un ensayo de 

inmunoperoxidasa. Al igual que en experimentos anteriores se encontró que la adición de BFA 

en células no transfectadas (Figura 22a, Mock) disminuyó la progenie viral de rotavirus de forma 

significativa (~90%). Sin embargo, cuando las células fueron transfectadas con la mutante 

mVenus-GBF1/795 se observó una recuperación significativa de la progenie viral de rotavirus en 

presencia de BFA, la cual aumentó hasta alrededor de un 70% (Figura 22a, mVenus-GBF1/795 + 

BFA). Tomando en cuenta que la eficiencia de transfección que se puede lograr con las células 

Hek293 ronda alrededor del 70-80%, estos resultados indican que la sobreexpresión de GBF1 es 

suficiente para revertir los efectos de BFA sobre la replicación de rotavirus. 

Estudios previos han encontrado que GBF1 puede participar en diferentes procesos 

celulares (Anders y Jürgens, 2008), así como en la infección de virus e RNA (ver tabla 1) y 

algunas bacterias (Misselwitz et al., 2014; Pokrovskaya et al., 2012). Si bien para muchas de 

estas funciones no conoce a detalle el papel de GBF1, en varios casos se encontrado que 

dominios específicos de la estructura de GBF1 son importantes para que este factor pueda 

interaccionar con distintas proteínas, a través de las cuales ejerce su función. 
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Debido a esto, se evaluó la relevancia de los distintos dominios de GBF1 para la 

producción de progenie viral a través de diferentes variantes truncadas, en donde se realizó la 

deleción progresiva del extremo C-terminal de la mutante mVenus-GBF1/795, hasta obtener una 

proteína que contuviera solamente los dominios DCB y HUS del extremo N-terminal de GBF1 

(Figura 21). La capacidad de las distintas mutantes de GBF1 para mantener la replicación de 

rotavirus se realizó como se describió anteriormente para la proteína completa mVenus-

GBF1/795. 

 

Figura 21.- Diagrama de la estructura primaria de la proteína mutante mVenus-GBF1/795 y de las diferentes 

variantes de esta proteína utilizadas en este estudio. Se incluyen la posición de los 7 dominios de GBF1, así como 

las mutaciones realizadas en cada proteína. Los aminoácidos de GBF1 se indican por los números en paréntesis. 

Como puede observarse en la figura 22a, de las deleciones probadas, se encontró que 

solamente la transfección de la variante truncada mVenus-GBF1/795/1531t fue capaz de 

promover una recuperación en la progenie viral de rotavirus producida en presencia de BFA. Sin 
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embargo, a diferencia de la recuperación observada con la proteína completa mVenus-GBF1/795 

(~70%), esta proteína recuperó aproximadamente un 50% de la progenie viral (Figura 22a).  

 

Figura 22.- La sobre-expresión de la proteína GBF1 revierte los efectos de BFA sobre la producción de virus 

infeccioso. a) Progenie viral de rotavirus producida en células Hek293 que fueron transfectadas con los plásmidos de 

la mutantes de GBF1 indicadas e infectadas con RRV (MOI 5) en ausencia o presencia de 2.5 µg/ml BFA. Los datos 

representan los porcentajes de progenie viral, tomando como el 100% la progenie viral producida en la condición 

control (ausencia de BFA). Las barras representan el promedio ± la desviación estándar de los valores obtenidos en 

cinco experimentos realizados por duplicado. *, P<0.05. b) Western blot representativo de la expresión de las 

mutantes de GBF1 indicadas (24 hpt). Las diferentes mutantes fueron detectadas utilizando un anticuerpo contra 

GFP, que es capaz de reconocer a la proteína mVenus. La proteína vimentina (Vim) detectada con un anticuerpo 

especifico fue utilizada como control de carga. Las bandas de cada proteína mutante de GBF1 y su respectiva 

vimentina fueron cuantificadas por densitometría. La densidad relativa de la expresión de cada proteína GBF1 con 

respecto a vimentina se indica en la parte intermedia 

Cuando se evaluaron los niveles de expresión de las dos mutantes de GBF1 que 

recuperaron la replicación del virus, se encontró que la proteína mVenus-GBF1/795 tuvo una 

mayor expresión en comparación con la proteína mVenus-GBF1/795/1531t (Figura 22b, 

comparar densidades relativas de expresión), por lo que las diferencias en la recuperación de 

progenie observadas pudieran ser debidas a una menor expresión de mVenus-GBF1/795/1531t. 

Del mismo modo, se observó que el resto de las deleciones de la proteína mVenus-GBF1/795 

tuvieron una expresión similar o mayor a la proteína completa (Figura 22b, comparar densidades 

relativas de expresión). Por lo anterior, la falta de recuperación en la progenie viral para estas 

proteínas (Figura 22a) no fue debido a un defecto en su síntesis o estabilidad.  
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Por otra parte, dado que los efectos del silenciamiento de Arf1 en células MA104 

parecían indicar que la actividad de intercambiador de nucleótidos de GBF1 es dispensable para 

rotavirus, se decidió evaluar si mutantes de GBF1/795 carentes de esta actividad son capaces de 

mantener la replicación de rotavirus. 

Para estos ensayos, se utilizó la variante denominada mVenus-GBF1/795/E794K, en la 

cual el residuo de ácido glutámico (794) que induce el intercambio de nucleótidos en Sec7 fue 

sustituido por un residuo de lisina (Figura 21, mVenus-GBF1/795/E794K) (García-Mata et al., 

2003). Asimismo, también se empleó una mutante de GBF1/795 incapaz de unirse a las proteínas 

Arfs, esto debido a la sustitución de 7 aminoácidos ubicados al final del dominio Sec7 

(EIVMPEE en las posiciones 883–889) por 7 alaninas (Figura 21, mVenus-GBF1/795/7A) 

(Lowery et al., 2011). 

Con estas mutantes, se descubrió que a diferencia de la versión mVenus-GBF1/795, las 

mutantes mVenus-GBF1/795/E794K y mVenus-GBF1/795/7A no lograron rescatar la 

replicación de rotavirus en presencia de BFA (Figura 22a), esto a pesar de que su expresión fue 

similar o mayor a la de la proteína mVenus-GBF1/795 activa (Figura 22b, comparar densidades 

relativas). Este resultado indica que la actividad de intercambiador de nucleótidos de GBF1 es 

importante para rotavirus. 

Finalmente, para analizar la importancia del extremo N-terminal de GBF1, se evaluó si 

una variante truncada en la cual se deletaron los primeros 37 aminoácidos del extremo N-

terminal de GBF1 (Figura 21, mVenus-GBF1/795/∆37), era capaz de sostener la replicación de 

rotavirus. Esta deleción se evaluó ya que se ha reportado que los primeros 37 aa son importantes 

para que GBF1 participe en la replicación de coxsackievirus 3B (CVB3) y poliovirus (Belov 

et al., 2008; Wessels et al., 2006b).  

Al evaluar esta proteína se encontró que la deleción de 37 aminoácidos fue suficiente para 

abolir la capacidad de la proteína mVenus-GBF1/795 de sostener la replicación de rotavirus en 

presencia de BFA (Figura 22a), esto a pesar de que la proteína truncada mVenus-GBF1/795/∆37 

tuvo una expresión cercana a la proteína mVenus-GBF1/795 (Figura 22b, comparar densidades 

relativas).  
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En la replicación de poliovirus y CVB3, se ha reportado que estos 37 aminoácidos son 

importantes para el reclutamiento de GBF1 hacia los centros de replicación de estos virus (Belov 

et al., 2008). Para poder examinar si al igual que en estos virus, el extremo N-terminal de GBF1 

pudiese ser importante para re-direccionar esta proteína hacia los viroplasmas de rotavirus, se 

evaluó mediante un ensayo de inmunofluorescencia la colocalización de GBF1 con la proteína 

NSP2 marcadora de viroplasmas. Para esto, células MA104 no infectadas o infectadas con RRV 

(MOI de 1) fueron fijadas a las 6 hpi y la presencia de GBF1 y NSP2 fue detectada con 

anticuerpos específicos. 

Mediante este ensayo se detectó que, en células no infectadas, GBF1 se distribuyó como 

un grupo compacto cercano al núcleo, similar a la señal detectada para el aparato de Golgi 

(Figura 23, paneles superiores). Al infectar las células se observó que GBF1 cambió a un patrón 

menos compacto (Figura 23, paneles inferiores). No obstante, a pesar de este cambio GBF1 no 

colocalizó con los viroplasmas marcados con NSP2. Este resultado indica que el papel de GBF1 

en la replicación de rotavirus no parece estar relacionado directamente con los viroplasmas de 

rotavirus. 

 

Figura 23.- GBF1 no colocaliza con los viroplasmas de rotavirus. Células MA104 crecidas en cubreobjetos fueron 

infectadas o no con RRV (MOI de 1). A las 6 hpi las células fueron fijadas e incubadas con anticuerpos específicos 

para detectar a la proteína NSP2 (rojo), utilizada como un marcador de viroplasmas, y a la proteína GBF1 (verde). 

Los núcleos de las células (azul) se tiñeron con DAPI. La barra de escala corresponde a 20 µm. 
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6.6. La inhibición del metabolismo de lípidos reduce la replicación de rotavirus 

Dada la estrecha relación del transporte vesicular mediado por GBF1 con el metabolismo 

de lípidos (Kaczmarek et al., 2017), se evaluó si los efectos de la inhibición del transporte 

pudieran estar relacionados con una alteración en la formación de las LDs, que son importantes 

para la biogénesis de viroplasmas, se analizó mediante inmunofluorescencia la colocalización de 

la proteína NSP2 con el colorante Bodipy 493/503, el cual tiñe de manera específica los lípidos 

neutros que componen las LDs.  

Para este ensayo, células MA104 crecidas en cubreobjetos de vidrio fueron incubadas 

con Bodipy 493/503 por 1 h. Al término de este tiempo el colorante fue retirado y las células 

fueron infectadas con RRV en presencia o ausencia de BFA. Finalmente, las células fueron 

fijadas a las 6 hpi y los viroplasmas fueron detectados utilizando un anticuerpo especifico contra 

NSP2. De esta forma, se encontró que las LDs marcadas con Bodipy 493/503 tuvieron una alta 

colocalización con los viroplasmas de rotavirus (Figura 24, paneles superiores). Asimismo, 

cuando las células fueron tratadas con BFA se observó que al igual que en experimentos 

anteriores, este inhibidor no afectó el tamaño o número de viroplasmas formados por rotavirus. 

Interesantemente, se observó que la adición de BFA tampoco alteró la colocalización de NSP2 

con Bodipy 493/503 (Figura 24, paneles inferiores).  

 

Figura 24.- El tratamiento con BFA no afecta la colocalización de los viroplasmas con las LDs. 

Inmunofluorescencia de células MA104 infectadas con RRV (MOI de 1) en presencia o ausencia de BFA (2.5 

µg/ml). La detección de viroplasmas y LDs se realizó mediante un anticuerpo específico contra NSP2 y el colorante 

Bodipy 493/503, respectivamente. Los núcleos de las células (azul) se tiñeron con DAPI. El recuadro interno 

corresponde a las imágenes amplificadas mostradas a la derecha. La barra de escala corresponde a 10µm. 
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Por otra parte, para evaluar la importancia de la estabilidad y funciones de las LDs en la 

morfogénesis de rotavirus, se optó por evaluar si el silenciamiento de diferentes enzimas 

involucradas con el metabolismo de lípidos y la formación y función de LDs, pudiera afectar la 

replicación de rotavirus.  

En primer lugar, se decidió evaluar la importancia de la enzima ácido graso sintasa 

(“FAS” por sus siglas en inglés), encargada de la biosíntesis de los ácidos grasos a partir de 

malonil-CoA y acetil-CoA. Asimismo, se evaluó la relevancia de la enzima diacilglicerol O-

aciltransferasa 1 (“DGAT1” por sus siglas en inglés) que cataliza el último paso de síntesis de 

triacilgliceroles a partir de ácidos grasos libres y diacilgliceroles.  

Por otro lado, para analizar si la movilización de ácidos grasos a partir de las LDs 

pudiera ser importante para rotavirus, también se silenció la enzima adipocito triglicérido lipasa 

(“ATGL” por sus siglas en inglés), que cataliza la liberación de ácidos grasos a partir de 

triacilgliceroles, la cual además es transportada hacia la superficie de las LDs a través de su 

interacción con GBF1 (Ellong et al., 2011). 

De esta forma, células MA104 fueron transfectadas con un siRNA irrelevante o siRNAs 

contra las proteínas FAS, DGAT1 o ATGL. A las 72 hpt, las células transfectadas se lisaron 

para evaluar la expresión de las proteínas por western blot o se infectaron con RRV y se dejaron 

incubar por 12 h más. Al término de este tiempo las células infectadas junto con el medio 

extracelular fueron sometidas a 2 ciclos de congelación-descongelación para liberar el virus total 

producido. Finalmente, el virus infeccioso presente en estos lisados fue titulado por medio de un 

ensayo de inmunoperoxidasa. 

La transfección con los diferentes siRNAs logró disminuir claramente la expresión de las 

enzimas FAS (Figura 25a), DGAT1 (Figura 25b) y ATGL (Figura 25c). Al analizar la progenie 

viral producida en estas condiciones se descubrió que la disminución en la expresión de estas 

enzimas redujo significativamente (entre un 40 y un 50%) la progenie viral (Figura 25d).  

Para comprobar si la reducción de progenie viral observada en ausencia de estas 

proteínas pudiese estar relacionada a un defecto en los pasos iniciales de la replicación de 

rotavirus, también se determinó la infectividad del virus durante la transfección de los distintos 
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siRNAs por medio de un ensayo de inmunoperoxidasa. Se encontró que el silenciamiento de 

estas enzimas disminuyó alrededor de un 20% la infectividad de rotavirus (Figura 25e), 

indicando que la ausencia de FAS, DGAT1 o ATGL afecta ligeramente los pasos iniciales del 

ciclo de replicación del virus.  

Asimismo, cuando se evaluó la viabilidad de las células durante estos silenciamientos 

mediante un ensayo de liberación de LDH, se observó que el silenciamiento de FAS, DGAT1 o 

ATGL no afectó la viabilidad celular (Figura 25f).  

 

Figura 25.- El silenciamiento de metabolismo de lípidos inhibe la replicación viral de rotavirus. Células MA104 

fueron transfectadas con los siRNAs indicados. A las 72 hpt, las células fueron lisadas y la expresión de FAS (a), 

DGAT1 (b) y ATGL (c) fue analizada mediante western blot utilizando anticuerpos específicos contra estas 

proteínas. La proteína vimentina (Vim) detectada con un anticuerpo especifico fue utilizada como control de carga. 

d) Progenie viral producida en células MA104 transfectadas con los siRNAs indicados. Los datos representan los 

porcentajes de progenie viral, tomando como el 100% la progenie viral producida en la condición control (Irre). e) 

Infectividad de rotavirus en células MA104 transfectadas con los siRNAs indicados. Los datos representan los 

porcentajes de infectividad, tomando como el 100% la infectividad de la condición control (Irre). f) Porcentajes de 

liberación de LDH en las células MA104 transfectadas con los siRNAs indicados. El porcentaje de LDH liberada se 

expresó en relación con los niveles de LDH total (LDH intracelular más el LDH liberada). Las barras en d, e y f 

representan el promedio ± la desviación estándar de los valores obtenidos en tres experimentos realizados por 

duplicado. *, P<0.05. 

Como una segunda alternativa para analizar la importancia de las LDs en la replicación 

del virus también se caracterizaron los efectos de inhibidores farmacológicos de la estabilidad o 

función de LDs sobre la producción de virus infeccioso.  
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Para evaluar la importancia de la lipogénesis en la replicación de rotavirus, se utilizó 

el fármaco C75 que inhibe de forma alostérica a la enzima FAS (Schmid et al., 2005), así como 

el compuesto TOFA, el cual es un inhibidor de la acetil-CoA carboxilasa 1 (ACC1) (Parker 

et al., 1977)], enzima encargada de la síntesis del malonil-CoA que es utilizado para generación 

de los ácidos grasos. Asimismo, también se evaluó el efecto de inhibir la lipolisis mediante el 

compuesto DEUP, el cual es un inhibidor general de lipasas (Harrison et al., 1990), así como la 

importancia de la β-oxidación mediante el compuesto etomoxir, el cual es un inhibidor de la 

carnitina palmitoiltransferasa I (CPT-I) (Rambold et al., 2015), encargada de transportar ácidos 

grasos hacia la mitocondria para la β-oxidación.  

Células MA104 tratadas por 30 min con diferentes concentraciones de estos inhibidores 

fueron infectadas con RRV (MOI de 5) en presencia de los respectivos inhibidores por 1 h, al 

final de este tiempo se retiró el virus no internalizado y se añadió medio nuevo con el mismo 

inhibidor. A las 12 hpi se determinó el título de virus infeccioso por un ensayo de 

inmunoperoxidasa.  

Como resultado de estos experimentos observamos que la adición de C75 a una 

concentración de 15 µM redujo aproximadamente el 90% de la progenie viral (Figura 26a). Por 

otro lado, cuando las células fueron tratadas con diferentes concentraciones del inhibidor TOFA, 

se encontró que mientras las concentraciones de 0.6 y 1.2 µM redujeron solamente un 20% de la 

progenie viral, una concentración de 2.4 µM fue capaz de reducir en un 50% el virus infeccioso 

(Figura 26b). Asimismo, se observó que mientras la presencia de DEUP en concentraciones de 

12.5, 25 y 50 µM tuvo un ligero efecto sobre la replicación de rotavirus (reducción de entre 15 

y 20%), la adición de este compuesto a una concentración de 100 µM logró reducir 

significativamente (~80%) la progenie de rotavirus (Figura 26c). Finalmente, en este ensayo 

también se encontró que la adición de etomoxir no afectó la producción de virus infeccioso en 

ninguna de las concentraciones evaluadas (Figura 26d). 
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Figura 26.- Los tratamientos con C75, TOFA y DEUP reducen la producción de progenie viral de rotavirus. 

Progenie viral producida a las 12hpi en células MA104 tratadas con diferentes concentraciones de C75 (a), TOFA 

(b), DEUP (c) o etomoxir (d). Los datos representan los porcentajes de progenie viral, tomando como el 100% la 

progenie viral producida en la condición control (ausencia de inhibidor). Las barras representan el promedio ± la 

desviación estándar de los valores obtenidos en tres experimentos realizados por duplicado. *, P < 0.05. 

Para corroborar que los efectos de C75, TOFA y DEUP sobre la replicación de rotavirus 

no fuesen debido a una alteración en la viabilidad celular, se realizó un ensayo de liberación de 

LDH en las células tratadas con los diferentes inhibidores. Dado que la adición de etomoxir no 

redujo la progenie de rotavirus, este inhibidor no fue tomado en cuenta para este experimento y 

los realizados posteriormente.   

Por medio de este ensayo se encontró que la adición de los inhibidores no afectó 

significativamente la liberación de LDH (Figura 27a-c), indicando que las células permanecen 

viables en presencia de estos fármacos. Por lo que la reducción en la progenie viral no está 

relacionada a una disminución en la viabilidad celular. 
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Figura 27.- Los tratamientos con C75, TOFA y DEUP no afectan la viabilidad de las células. Porcentajes de 

liberación de LDH en las células MA104 tratadas con diferentes concentraciones de C75 (a), TOFA (b) o DEUP (c). 

El porcentaje de LDH liberado se expresó en relación con los niveles LDH total (LDH intracelular más el LDH 

liberado). Las barras representan el promedio ± la desviación estándar de los valores obtenidos en tres experimentos 

realizados por duplicado. 

Por otra parte, para evaluar si los efectos de C75, TOFA y DEUP en la progenie viral 

pudiesen estar relacionados con los pasos iniciales de la replicación de rotavirus, se determinó 

la infectividad del virus a través de un ensayo de focos infecciosos, que detecta la síntesis de 

proteínas virales en las células infectadas, sin importar si se generan virus infecciosos; esto, en 

presencia de las diferentes concentraciones de los inhibidores. Al igual que en el ensayo de 

progenie, en el cual se mide la producción de partículas infecciosas, las células MA104 fueron 

incubadas por 30 min con diferentes concentraciones de C75, TOFA, DEUP y posteriormente 

infectadas con RRV (MOI de 0.025) en presencia de los respectivos inhibidores por 1 h. Al fin 

de este tiempo se retiró el virus no internalizado y se añadió medio nuevo con el inhibidor 

indicado. A las 12 hpi, las células fueron fijadas y la infectividad fue determinada mediante un 

ensayo de inmunoperoxidasa para detectar el número de células infectadas, equivalente al 

número de focos infecciosos.  

De esta forma, se encontró que mientras la adición de C75 a una concentración de 3.75 

µM indujo una ligera disminución (~20%) en la infectividad de rotavirus, cuando este inhibidor 

fue añadido a concentraciones superiores a 7.5 µM, su presencia redujo alrededor de un 30% de 

la infectividad de este virus (Figura 28a). De forma similar, cuando se analizaron los efectos de 

TOFA, se encontró que este inhibidor disminuyó ligeramente (~20%) la infectividad del virus a 

su concentración más alta (2.4 µM) (Figura 28b).  
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Finalmente, cuando las células fueron tratadas con diferentes concentraciones de DEUP, 

se observó que las concentraciones de 12.5 a 50 µM indujeron una ligera disminución (~20%) 

sobre la infectividad de rotavirus, mientras que la concentración más alta (100 µM) disminuyó 

alrededor del 30% de la infectividad del virus (Figura 28c). 

 

Figura 28.- El tratamiento con C75, pero no con TOFA o DEUP, inhibe la infectividad de rotavirus. Infectividad de 

rotavirus en células MA104 tratadas con diferentes concentraciones de C75 (a), TOFA (b) o DEUP. Los datos 

representan los porcentajes de infectividad, tomando como el 100% la infectividad en la condición control (ausencia 

de inhibidor). Las barras representan el promedio ± la desviación estándar de los valores obtenidos en tres 

experimentos realizados por duplicado. 

Por otra parte, también se analizó si el efecto de C75, TOFA y DEUP sobre la 

producción viral pudiese estar relacionado con la síntesis o el procesamiento de las proteínas 

virales. Para esto, células MA104 incubadas por 30 min con diferentes concentraciones de C75, 

TOFA o DEUP fueron infectadas o no con RRV. Posteriormente, en un ensayo de pulso y caza, 

las proteínas fueron marcadas metabólicamente mediante un pulso con [35S]Met/Cis por 30 min 

y después se retiró el medio con el isótopo radiactivo, se lavaron las células y se dejó proseguir 

la infección por 2 h más (caza). Las proteínas fueron recuperadas en buffer de Laemmli 1x 

(Laemmli, 1970) y analizadas por SDS-PAGE y autoradiografía. 

Como puede observarse en la figura 29, la adición de C75 a una concentración de 15 

µM indujo un incremento en la síntesis de proteínas celulares tanto en células infectadas como 

no infectadas. Asimismo, a diferencia de la inhibición de GBF1, se encontró que este inhibidor 

no afectó la movilidad electroforética de ninguna de las proteínas virales (Figura 29a). Por otro 

lado, también se encontró que la adición de TOFA a diferentes concentraciones no afectó la 

síntesis de proteínas virales ni celulares ni tampoco la movilidad electroforética de las proteínas 

virales (Figura 29b). 
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Finalmente, a diferencia de estos inhibidores, se observó que la presencia de DEUP 

indujo una ligera reducción de la síntesis de proteínas virales, las cuales disminuyeron de forma 

progresiva conforme aumentó la concentración de este fármaco (Figura 29c, comparar DSMO 

[Inf] y DEUP [Inf]).  

No obstante, a pesar de esta afectación en las proteínas viral, la síntesis de proteínas 

celulares no fue afectada por DEUP (Figura 29c, comparar DSMO [Mock] y DEUP [Mock]). 

 

Figura 29.- Los tratamientos con C75, TOFA y DEUP no alteran la movilidad electroforética de las proteínas 

virales. Autoradiografía de lisados de células no infectadas (Mock) o infectadas (Inf) (RRV, MOI de 5) que fueron 

tratadas con distintas concentraciones de C75 (a), TOFA (b) o DEUP (c). Las proteínas celulares y virales fueron 

marcadas mediante un ensayo de pulso y caza utilizando [35S]Met/Cis (ver Metodología). El patrón de migración de 

las proteínas estructurales y no estructurales de rotavirus se indican a la derecha.  

En conjunto estos resultados indican que si bien los inhibidores C75, TOFA y DEUP 

inhiben la replicación de rotavirus, los mecanismos de acción de cada uno de estos fármacos 

difieren uno de otro. Mientras que los defectos de C75 y TOFA en la producción de virus 
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parecen estar relacionados a eventos posteriores a la síntesis de proteínas, para el caso de 

DEUP la baja en la progenie viral podría estar relacionada a una deficiencia en la traducción de 

proteínas. 

6.7. Los viroplasmas de rotavirus son estructuras altamente organizadas 

La caracterización de la estructura de los viroplasmas de rotavirus se ha realizado hasta 

ahora utilizando microscopía electrónica y de fluorescencia; sin embargo, debido a la dificultad 

de realizar inmunomicroscopía electrónica y al bajo límite de resolución que se puede alcanzar 

con la microscopia de fluorescencia clásica, ha sido imposible determinar los detalles de la 

compleja estructura organizacional de los viroplasmas.  

Debido a esto, en este trabajo se realizó un análisis de la distribución de distintas 

proteínas virales asociadas a los viroplasmas por medio de microscopía de súper-resolución, la 

cual en años recientes ha permitido revelar los detalles nanoscópicos de diferentes estructuras 

celulares y virales (Grove, 2014; Müller y Heilemann, 2013). 

Para diseccionar la organización de los viroplasmas, se eligió a la proteína NSP2 como 

punto de referencia para determinar la distribución espacial de las otras proteínas virales 

asociadas a los viroplasmas. De este modo, células MA104 crecidas en cubreobjetos de vidrio e 

infectadas con RRV (MOI de 1) fueron fijadas a las 6 hpi y posteriormente incubadas con 

distintos anticuerpos específicos para detectar la localización de la proteína NSP2 en relación 

con la localización de las proteínas NSP5, NSP4, VP1, VP2, VP4, VP6 o VP7, siempre 

analizando pares de proteínas. En el caso de VP7 se evaluó la distribución de la forma trimérica 

(VP7-Tri) y monomérica (VP7-Mon) de esta proteína con respecto a NSP2. Finalmente, se 

realizaron videos de cada combinación de proteínas, como se describió en la sección de 

metodología, los cuales fueron utilizados para la reconstrucción de imágenes de súper-

resolución (ISR) utilizando el algoritmo 3B. 

Como puede observarse en la figura 30, a diferencia de los métodos convencionales de 

microscopía de fluorescencia, en las ISR fue posible observar detalles de la organización 

estructural de los viroplasmas que no se habían observado en las imágenes limitadas por 

difracción obtenidas por microscopía de fluorescencia estándar. Mediante un análisis cualitativo 

fue posible observar que las proteínas estructurales VP1, VP2 y VP6 colocalizaron de forma 
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parcial con la proteína NSP2 (Figura 30). Asimismo, se observó que la proteína NSP4 también 

colocalizó con NSP2 y que ambas proteínas parecieron ocupar la misma zona del viroplasma 

(Figura 30).  No obstante, el resto de las proteínas evaluadas se distribuyeron en capas 

claramente separadas de NSP2. Por un lado, se encontró que la proteína NSP5 se ubicó hacía la 

parte interna de NSP2, mientras que VP4 junto con las formas trimérica y monomérica de VP7 

estuvieron ubicadas hacia el exterior de NSP2, a una distancia claramente lejana de esta 

proteína (Figura 30).  

 

Figura 30.- Los viroplasmas de rotavirus poseen una estructura de anillos concéntricos. Imágenes de súper-

resolución y de fluorescencia de viroplasmas marcados con anticuerpos específicos para las proteínas virales 

indicadas.  
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En forma general, estos resultados revelaron que dentro del viroplasma las proteínas 

virales se distribuyen en estructuras similares a anillos organizados en un arreglo de capas 

concéntricas. Basados en este modelo, se realizó un análisis cuantitativo de las posiciones 

espaciales de las diferentes proteínas en relación con NSP2. 

Para esto, ISR como las mostradas en la figura 30, donde se tiene un único viroplasma 

por imagen, fueron analizadas utilizando el algoritmo “Ajuste directo mínimo cuadrado de 

circunferencia de viroplasmas” (“VP-DLSFC” por sus siglas en inglés), el cual puede medir la 

distribución espacial de los componentes individuales dentro de un viroplasma mediante el 

ajuste de circunferencias (Garcés-Suárez, 2017). Tomando como eje el centro de la 

circunferencia de NSP2, con este algoritmo se cuantificó el radio y la distancia relativa de cada 

proteína hacia NSP2. 

De acuerdo con este algoritmo se encontró que el radio medio de la distribución de 

NSP2 fue similar en casi todas las combinaciones probadas, a excepción de las parejas formadas 

con VP1 y VP2, en las cuales NSP2 tuvo un radio significativamente menor al de las demás 

combinaciones (Figura 31a). Debido a esto no fue posible comparar directamente la distribución 

de los radios de VP1 y VP2 con las demás proteínas virales acompañantes a NSP2. No obstante, 

al comparar los radios de las demás proteínas, se encontró que NSP5 y NSP4 tuvieron los radios 

más pequeños de todas las proteínas evaluadas, los cuales fueron seguidos por VP6 y VP4. 

Finalmente, las formas monomérica y trimérica de VP7 (VP7-Mon y VP7-Tri) tuvieron los 

radios más grandes de todas las proteínas evaluadas (Figura 31b). 

Por otro lado, al analizar la separación relativa de cada proteína hacia NSP2 se encontró 

que las proteínas virales se estructuran en 5 capas principales en los viroplasmas, con la 

proteína NSP5 localizada hacia el interior de NSP2, a una distancia de ~0.048 µm (tomando a 

NSP2 como el origen [valor de 0]) (Figura 32). En un radio exterior a esta región, se encontró 

una zona ocupada por las proteínas NSP2 y NSP4, las cuales tuvieron las distribuciones más 

cercanas de todas las combinaciones probadas, ubicándose una de otra a una distancia de ~0.003 

µm (Figura 32).  
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Figura 31.- Análisis cuantitativo de la distribución espacial de las proteínas virales asociadas a los viroplasmas. a) 

Comparación de los radios de NSP2 obtenidos para cada condición. b) Comparación de los radios de las proteínas 

virales indicadas (azul) junto a la proteína de referencia NSP2 (rojo). *, P<0.05; **, P<0.01; ***, P<0.001. 

En un radio inmediatamente mayor del observado para NSP4 y NSP2 se encontró una 

región compartida por las proteínas VP1 y VP2 y VP6, las cuales se situaron a una distancia de 

~0.044 µm, ~0.04 µm y ~0.06 µm hacia NSP2, respectivamente (Figura 32). Una prueba 

estadística de Mann-Whitney reveló que no existe una diferencia significativa entre las 

distancias de estas proteínas, por lo que se puede considerar que ocupan la misma capa o zona 

de proteínas. Hacia el exterior de esta región se localizó una capa compuesta por la proteína 

VP4, localizada a una distancia de ~0.18 µm de NSP2 (Figura 32).  
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Finalmente, se encontró que la proteína más externa fue VP7, la cual se ubicó a ~0.38 

µm de NSP2, independientemente de estar en forma monomérica (VP7-Mon) o trimérica (VP7-

Tri) (Figura 32).  

 

Figura 32.- Los viroplasmas de rotavirus están organizados en 5 capas concéntricas. Análisis cuantitativo de las 

distancias relativas de las proteínas virales indicas hacia NSP2. Por simplicidad las comparaciones de distancias que 

resultaron no significativas (NS) por una prueba de Mann-Whitney se indican con una línea. El resto de las 

distancias fueron significativamente diferentes entre ellas para un valor de P<0.001. 

Por otra parte, para conocer si la organización de los viroplasmas pudiera cambiar 

dependiendo del tamaño de las viroplasmas, se cuantificaron los radios de las diferentes 

proteínas virales en viroplasmas de distintos tamaños y se comparó mediante una gráfica de 

dispersión la distribución de los radios obtenidos, tomando como variable independiente los 

valores de NSP2 (eje X) y como variable dependiente el radio de su proteína acompañante (eje 

Y). 

De esta forma, se encontró que el radio de las diferentes proteínas acompañantes tuvo 

una estrecha relación linear con el radio de NSP2, indicando que la organización de las 

diferentes proteínas virales es independiente del tamaño absoluto de los viroplasmas (Figura 

33).  
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Al realizar un análisis de regresión lineal para determinar las pendientes de cada una de 

estas distribuciones se encontró que por cada incremento de 1 µM de NSP2, el radio de NSP5 

creció aproximadamente 0.87 µM, mientras que el radio de la distribución de NSP4 incrementó 

en aproximadamente 0.99 µM (Figura 33, interpretación de las pendientes).   

Del mismo modo, también se encontró que las proteínas VP1, VP2 y VP6 se 

incrementan de forma similar; 1.15, 1.12 y 1.18 µm, respectivamente, mientras que la proteína 

VP4 aumentó de 1.39 µm y la proteína VP7 se incrementó 1.94 µm, independientemente de que 

se encontrase en forma monomérica (VP7-Mon) o trimérica (VP7-Tri) (Figura 33, 

interpretación de las pendientes). 

 

Figura 33.- La organización de los viroplasmas de rotavirus es independiente de su tamaño. Análisis de regresión 

linear simple para cada proteína viral acompañante de NSP2. En los ocho sub-páneles, el eje de las X (variable 

independiente) representa el radio de NSP2, mientras que el eje de las Y (variable dependiente) representa el radio 

de la proteína acompañante indicada en la parte superior. La pendiente para cada modelo de regresión lineal se 

indica en la parte superior. 

Las tasas de crecimiento del radio de las proteínas virales parecen concordar con las 

posiciones espaciales de cada proteína hacia NSP2, ya que mientras NSP5 crece 

proporcionalmente a una tasa más pequeña que NSP2, la proteína NSP4 tiene un crecimiento 
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directamente proporcional a NSP2. Estos resultados apoyan la idea de que NSP5 se ubica en la 

parte interna de NSP2, mientras que NSP4 ocupa la misma zona que NSP2.  

Del mismo modo, la similitud de las tasas de crecimiento de VP1, VP2 y VP6 apoya la 

propuesta de que estas proteínas comparten una misma región. Finalmente, el hecho de que VP4 

y VP7 posean las tasas de crecimiento más grandes de todas las proteínas concuerda con sus 

ubicaciones hacia el exterior del viroplasma. 

Por otro lado, para confirmar que la organización estructural observada en los 

viroplasmas fuese independiente de la proteína de referencia elegida, se analizó la distribución 

de VP6 y VP4 tomando como referencia la proteína NSP5. De esta forma, se encontró que al 

igual que en los experimentos anteriores el radio de VP6 fue significativamente menor al radio 

de VP4 (Figura 34a). Dado que los radios de NSP5 de estas combinaciones fueron similares, 

estos resultados indican que VP6 se encuentra más cercano a NSP5, lo cual fue confirmado al 

calcular las distancias de VP6 (~0.096 µM) y VP4 (~0.227 µM) hacia esta proteína (Figura 

34b). De manera interesante, la distancia de NSP5 a VP6 (~0.096 µM) obtenida fue similar a la 

suma de la distancia de NSP5 a NSP2 (~0.048 µM) más la distancia de NSP2 a VP6 (~0.06 µM) 

obtenidas cuando NSP2 se usó de referencia. 

Finalmente, el análisis de la distribución de los radios en las combinaciones NSP5-VP6 

y NSP5-VP4 para viroplasmas de distintos tamaños demostró que existe una estrecha relación 

linear entre los tamaños de NSP5 con el de VP6 y VP4, encontrándose que por cada incremento 

de 1 µm en NSP5, VP6 y VP4 aumentaban 1.27 µm y 1.62 µm, respectivamente (Figura 34c, 

interpretación de las pendientes). Este resultado indica que al igual que con NSP2, la 

organización de VP6 y VP4 entorno a NSP5 es independiente del tamaño absoluto de las 

viroplasmas.  
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Figura 34.- La organización los viroplasmas es independiente de la proteína de referencia elegida. a) Comparación 

de los radios de las proteínas virales indicadas (azul) junto a la proteína de referencia NSP5 (rojo). b) Análisis 

cuantitativo de las distancias relativas de las proteínas virales indicas hacia NSP5. c) Análisis de regresión linear 

simple para cada proteína viral acompañante de NSP5. En los dos sub-páneles, el eje de las X representa el radio de 

NSP2, mientras que el eje de las Y representa el radio de la proteína acompañante indicada en la parte superior. La 

pendiente para cada modelo de regresión lineal se indica en la parte superior. 
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7. DISCUSIÓN 

Las células eucariotas utilizan elaborados sistemas de transporte para controlar el tráfico 

de proteínas entre sus diferentes organelos. Dentro de estos sistemas, la maquinaria COPI/Arf1 

es un componente importante. Asimismo, en las últimas décadas se ha reportado que esta 

maquinaria también es esencial para la replicación de virus con genoma de RNA pertenecientes a 

diferentes familias.  

Durante mi tesis de maestría encontré que el transporte COPI/Arf1 es importante para la 

morfogénesis de rotavirus, ya que su inhibición farmacológica con BFA y GCA provoca un 

bloqueo en el ensamble de la capa externa del virus (Martínez Guevara, 2015). Si bien la causa 

de este bloqueo es desconocida, en el presente trabajo se encontró que la inhibición en la 

morfogénesis de estos virus no está relacionada con un defecto en la gemación de las DLPs hacia 

el interior del RE ni con la formación de las partículas intermediarias envueltas en una capa de 

lípidos, sino que es debida a una alteración en la trimerización de la proteína de superficie VP7, 

la cual se ha propuesto que es esencial para la maduración de las partículas envueltas y el 

ensamblado de la capa externa del virus (Chen et al., 2009; López et al., 2005).  

Considerando que los tratamientos con BFA y GCA alteran la movilidad electroforética 

de la proteína VP7 (Martínez Guevara, 2015; Mirazimi et al., 1996), era posible que el bloqueo 

en la trimerización de VP7 pudiera deberse a la modificación de esta proteína. Por esta razón 

exploramos el tipo de modificación que pudiera estar alterando su movilidad.  Mediante el uso de 

diferentes endoglicosidasas, se encontró que si bien los carbohidratos unidos a VP7 mediante N-

glicosilación sufren una alteración en su procesamiento en presencia de BFA y GCA, esta 

modificación contribuye sólo parcialmente al cambio en la movilidad de VP7. Del mismo modo, 

se encontró que el cambio en la movilidad electroforética de esta proteína tampoco parece estar 

relacionado a una posible O-glicosilación o fosforilación. Una interesante posibilidad, es que la 

modificación de esta proteína pudiera estar relacionada con un bloqueo en la remoción del 

péptido líder de la glicoproteína (primeros 50 aminoácidos), el cual dirige a VP7 hacia el RE y es 

removido co-traduccionalmente durante su síntesis (Stirzaker et al., 1987). 

Por otro lado, el hallazgo de que tanto BFA como GCA no afecten el reconocimiento de 

VP7 por el anticuerpo M60, parece indicar que la alteración post-traduccional de VP7 no altera 
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la formación de los puentes disulfuro ni el plegamiento de esta proteína. Esto, debido a que se ha 

demostrado que el anticuerpo M60 reconoce a VP7 solamente cuando todos sus puentes 

disulfuro se han formado correctamente y la proteína se encuentra bien plegada (Maruri-Avidal 

et al., 2008; Mirazimi y Svensson, 2000). Esta observación es apoyada por el hecho de que VP7 

mantiene su localización en el RE en presencia de BFA (colocalización con la proteína 

mTurquiose2-ER), lo que sugiere que la falta de trimerización de esta proteína no es debido a 

una alteración en su plegamiento ni a una alteración en su localización en el RE. 

Una posibilidad que no fue evaluada es que una alteración en la homeostasis del Ca2+ 

intracelular inducida por los fármacos pudiera inhibir la trimerización de VP7, ya que la 

estabilidad de los trímeros de esta proteína depende de la presencia de iones de calcio (Ca2+) 

(Dormitzer et al., 2000; Yeager et al., 1990). Lo anterior, debido a que se ha reportado que BFA 

puede inhibir el aumento de la concentración de Ca2+ intracelular que se induce por la infección 

de rotavirus (Ruiz et al., 2005).  

Por otra parte, ya que en este trabajo también se encontró que la presencia de NSP4 es 

esencial para favorecer (directa o indirectamente) la trimerización de VP7, también es factible 

que el bloqueo en el ensamblado de la capa externa pudiera ser debido a la alteración que NSP4 

sufre en presencia de BFA y GCA (Martínez Guevara, 2015; Mirazimi et al., 1996). Esta idea 

concuerda con observaciones previas en donde se describió que la adición de tunicamicina (un 

inhibidor de la N-glicosilación) inhibe la replicación de un virus mutante de Sa11-CL28 que 

posee una proteína VP7 sin glicosilación, al restringir la maduración de las partículas 

intermediarias envueltas por medio de la inhibición en la glicosilación de NSP4 (Petrie et al., 

1983).  

En conjunto, el bloqueo en la trimerización de VP7 podría depender ya sea la 

modificación post-traduccional que sufre VP7, una alteración en la homeostasis del Ca+2 

intracelular o la alteración post-traduccional de NSP4, aunque no se descarta la posibilidad de 

que pudieran ser una combinación de todos estos factores. 

En relación con el papel de la maquinaria COPI/Arf1 en la replicación de diferentes virus 

de RNA, si bien el mecanismo específico no es claro, evidencias recientes han demostrado que el 

intercambiador GBF1, que regula el inicio del transporte mediado por esta maquinaria, es 
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esencial para diversos procesos como la replicación y transcripción del genoma viral, la 

formación de los complejos de replicación, la expresión de proteínas virales y el ensamblado de 

nuevos virus (ver Tabla 1). 

Al igual que estos reportes, a través de RNAi se encontró que la replicación de rotavirus 

también es dependiente del intercambiador GBF1. Este hallazgo, junto con la observación de que 

el silenciamiento de GBF1 induce un cambio en la movilidad electroforética de VP7 y NSP4, 

sugieren que la inhibición en la morfogénesis de rotavirus inducida por BFA y GCA es debido al 

bloqueo específico de la actividad de este factor. Esto fue confirmado mediante ensayos de 

transfección en donde se encontró que la sobreexpresión de GBF1 es capaz de revertir los efectos 

de la inhibición inespecífica mediada por BFA. Del mismo modo, los ensayos con las variantes 

truncadas de mVenus-GBF1/795 revelaron que el extremo C-terminal de GBF1 no es esencial 

para la replicación de rotavirus, mientras que el extremo N-terminal sí lo es. Estudios previos 

han reportado que el extremo N-terminal de GBF1 es importante para la replicación de CVB3 y 

poliovirus, ya que permite la interacción de GBF1 con la proteína viral 3A involucrada en la 

formación de los centros de replicación de estos virus (Belov et al., 2010, 2008; Wessels et al., 

2007, 2006a). Debido a esto, es posible que la importancia del extremo N-terminal para la 

replicación de rotavirus pueda estar relacionada a la interacción de GBF1 con alguna proteína 

viral o celular importante para su replicación. En este sentido, un probable candidato celular 

podría ser la proteína Rab1b, la cual se ha descrito que interacciona con el extremo N-terminal 

de GBF1 y puede modular la actividad de este factor en la ruta secretoria (Monetta et al., 2007).  

Por otro lado, el descubrimiento de que las variantes de GBF1 que no pueden inducir el 

intercambio de nucleótidos (mVenus-GBF1/795/E794K y mVenus-GBF1/795/7A), no pudieron 

rescatar la replicación de rotavirus en presencia de las drogas, confirma que ésta depende de la 

actividad del dominio Sec7, por lo que, si bien por RNAi se descubrió que la activación de Arf1 

es dispensable, es probable que rotavirus requiera de la activación de otros sustratos de GBF1, 

como Arf4 y Arf5 (Anders y Jürgens, 2008), los cuales pudieran compensar las funciones de 

Arf1, cuando esta proteína es silenciada. 

En conjunto, estos resultados sugieren que la actividad de intercambiador de nucleótidos 

de GBF1 es importante para el correcto procesamiento de VP7 y NSP4 que permite el 

ensamblado de estas proteínas de la capa externa del virus para producir partículas virales 
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infecciosas. Tomando en cuenta las funciones de GBF1 en el transporte del Golgi-RE y la 

estrecha relación de la morfogénesis de rotavirus con el RE, estos resultados parecen indicar que 

el transporte Golgi-RE es un proceso relevante para la morfogénesis del virus. Sin embargo, una 

función desconocida de GBF1 tampoco puede ser descartada. Del mismo modo, las recientes 

observaciones acerca de la estrecha relación entre la replicación de rotavirus y las LDs (Cheung 

et al., 2010), junto con las funciones que GBF1 ha demostrado tener para la función de estos 

organelos, también sugieren que la importancia de GBF1 para rotavirus podría estar ligada a las 

LDs. Sin embargo, la adición de BFA no afectó la colocalización entre la proteína NSP2 y los 

lípidos neutros componentes de las LDs teñidos con Bodipy 493/503, lo que sugiere que el 

defecto en la morfogénesis del virus en presencia de la droga no parece estar relacionado con una 

alteración en la formación de las LDs. No obstante, cabe la posibilidad de que en presencia de 

BFA, la función de las LDs asociadas a los viroplasmas pudiera ser defectuosa; por ejemplo, por 

la carencia de alguna proteína celular no transportada a estos organelos que pudiera ser 

importante para sostener la replicación de rotavirus. 

En este sentido, cuando se evaluó la relevancia del metabolismo de lípidos por medio de 

la inhibición farmacológica o por RNAi de enzimas importantes para la síntesis y movilización 

de lípidos, se encontró que la replicación de este virus depende estrechamente de la generación 

de ácidos grasos libres ya sea que estos provengan de la síntesis de novo o de la acción de 

lipasas. Tomando en cuenta que se encontró que el importe de ácidos grasos libres a la 

mitocondria para la β-oxidación no es importante para rotavirus, es probable que los ácidos 

grasos libres sean entonces relevantes para la generación de fosfolípidos necesarios para la 

síntesis de membranas, de modo que se pueda sostener la generación de las partículas 

intermediarias envueltas en el RE.  

Por otra parte, dado que la inhibición del metabolismo de lípidos no alteró la movilidad 

electroforética de las proteínas virales, estos resultados parecen indicar que la posible alteración 

electroforética de VP7 y NSP4 durante la inhibición de GBF1 no está relacionada con una 

alteración en el metabolismo de lípidos.  

Finalmente, en este trabajo también se realizó un análisis de la organización nanoscópica 

de las proteínas virales asociadas a las viroplasmas de rotavirus mediante microscopía de súper-

resolución. A través de esta nueva metodología se pudo observar, por primera vez, que las 
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proteínas virales dentro de los viroplasmas, incluyendo a VP4 y VP7, están organizadas en un 

arreglo constituido por 5 capas concéntricas. En esta estructura NSP5 constituye la capa más 

interna del viroplasma, la cual está seguida de una capa compuesta por NSP2 y NSP4. Externas a 

estas proteínas se ubicaron las proteínas VP1, VP2 y VP6, las cuales parecen estar contenidas en 

una región espacial compartida, definida por radios muy similares desde el centro del 

viroplasma. Finalmente, en la zona más externa en la estructura del viroplasma se observaron dos 

capas consecutivas, una formada por VP4 y una por VP7. 

El análisis de viroplasmas de diferentes tamaños reveló que la distribución espacial 

descrita para los diferentes componentes del viroplasma se conserva independiente del tamaño 

absoluto del viroplasma. Tomando en cuenta las tasas de crecimiento de los radios de las 

proteínas virales (ver figura 33, pendientes), estos resultados parecen indicar que el crecimiento 

los viroplasmas se realiza mediante un proceso en el cual las diferentes capas crecen de manera 

concertada mediante un proceso progresivo que va del interior hacia el exterior del viroplasma. 

Si bien los resultados encontrados sugieren que la mayor parte de las proteínas virales 

asociadas con los viroplasmas están organizadas en capas específicas, esta organización no 

excluye la posibilidad de que las diferentes proteínas virales interaccionen entre sí, ya que por 

diferentes métodos bioquímicos se ha encontrado que existe una interacción entre los diversos 

componentes del viroplasma (Afrikanova et al., 1998; Berois et al., 2003; Eichwald et al., 2004; 

Poncet et al., 1997). En este sentido, se puede observar que en las imágenes de súper-resolución 

existen ciertas zonas de sobre posición entre las diferentes capas de proteínas, las cuales podrían 

ser relevantes para la replicación del genoma y el ensamblado del virus. 

Por otro lado, la posición de NSP5 hacia la parte más interna del viroplasma, parece 

sugerir que esta proteína constituye el núcleo de estos organelos virales, posiblemente formando 

la base sobre la cual se inicia la biogénesis de los viroplasmas. A diferencia de este hallazgo, el 

descubrimiento de que NSP4 se ubica hacia el interior de viroplasma resulta totalmente 

inesperado, dado que NSP4 es una proteína integral de la membrana del RE, la cual se ha 

demostrado que interacciona con VP4 y VP7 (Maass y Atkinson, 1990). Sin embargo, en favor 

de la localización interna de NSP4, se ha observado que el silenciamiento de la expresión de esta 

proteína reduce significativamente el tamaño y numero de viroplasmas (López et al., 2005) (este 

trabajo, ver figura 15), perturbando la asociación de VP2, VP4, VP6 y VP7, proteínas que 
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demostramos se encuentra más hacia el exterior de estas estructuras en relación con NSP4 

(López et al., 2005) (ver figura 32); En contraste con esto, y de acuerdo a lo esperado, el 

silenciamiento de la expresión de NSP4 no afecta la localización de las proteínas NSP2 y NSP5 

(López et al., 2005), localizadas más hacia el interior del viroplasma (ver figura 32). Del mismo 

modo, tomando en cuenta que se ha propuesto que la biogénesis de los viroplasmas ocurre en la 

superficie de las LDs (Cheung et al., 2010) y que la formación de las LDs se origina a partir de la 

acumulación de lípidos en la membrana del RE (Walther y Farese, 2012), una interesante 

posibilidad que podría explicar la localización interna de NSP4 es que durante la formación de 

LDs en la membrana del RE, la proteína NSP4 sea incluida en la monocapa lipídica que da 

origen a las LDs y se convierta entonces en un componente de la superficie de las mismas. De 

este modo, las LDs decoradas con NSP4 podrían ser utilizadas para nuclear la formación de 

viroplasmas, quedando la glicoproteína viral ubicada hacia el interior de estos organelos (Figura 

35). 

 

Figura 35.- Modelo de incorporación de NSP4 en el interior de los viroplasmas. La proteína NSP4 localizada en la 

membrana del RE de las células infectadas es incorporada en las LDs nacientes que se forman a partir de la 

acumulación de lípidos neutros entre la bicapa de lípidos (amarillo) (fila superior). Una vez que la LD es liberada de 

la membrana del RE, esta es utilizada como un andamio sobre el cual se adicionan el resto de las proteínas virales 

que dan lugar a estructuras parecidas a viroplasmas, las cuales sufren un proceso de maduración (posiblemente 

lipólisis) en cual se remueven los lípidos neutros de las LDs para formar los viroplasmas finales, en los cuales la 

proteína NSP4 queda ubicada en el interior estas estructuras (fila inferior). 
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Si bien este modelo parece explicar la localización interna de NSP4, esta distribución no 

se contrapone a la ubicación de esta proteína en la membrana del RE, ya que un reporte previo 

describió que NSP4 puede distribuirse de tres formas distintas: una forma asociada al RE, otra 

asociada a los viroplasmas y una última menos predominante asociada al compartimiento ERGIC 

(Berkova et al., 2006).  

Por otro lado, la localización de VP1, VP2 y VP6 en la misma capa del viroplasma parece 

indicar que es en esta zona media de los viroplasmas donde se realiza el ensamblado de las 

nuevas DLPs. También, la posición de VP4 seguida de VP7 en la parte más externa del 

viroplasma concuerda con el modelo propuesto de la morfogénesis de rotavirus, en el cual 

primero se debe ensamblar VP4 sobre las DLPs para posteriormente permitir la asociación de 

VP7, de modo que el ensamblado de esta proteína asegure VP4 en su posición final (Trask y 

Dormitzer, 2006). Finalmente, el hallazgo de que la forma trimérica y monomérica de VP7 

estuvieron a la misma distancia de NSP2 parece indicar que la formación de los trímeros de VP7 

tiene lugar en el RE donde se ubica la forma monomérica de esta proteína. 

En conjunto, los resultados del análisis de microscopía de súper-resolución revelaron que, 

contrario a la visión clásica de los viroplasmas como una inclusión de proteínas sin un aparente 

orden, estos complejos virales son en realidad estructuras altamente organizadas en las cuales las 

proteínas parecen estar dispuestas en la posición adecuada para permitir el correcto ensamblado 

de los nuevos virus. 
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8. CONCLUSIONES 

1. La inhibición en la producción de TLPs inducida por los tratamientos de BFA y GCA no 

está relacionada a un bloqueo en la gemación de DLPs hacia el interior del RE. 

2. La alteración en la movilidad electroforética de VP7 en presencia de BFA y GCA no está 

relacionada a cambios en la estructura de su cadena de carbohidratos (N- u O-

glicosilación), ni a un proceso de fosforilación. 

3. El bloqueo en la formación de TLPs inducido por BFA y GCA está relacionado a un 

defecto en la trimerización de VP7. 

4. La presencia de NSP4 es esencial (directa o indirectamente) para la trimerización de VP7. 

5. La proteína de GBF1 (blanco de BFA y GCA) es esencial para la replicación de rotavirus 

y el procesamiento post-traduccional de VP7 y NSP4. 

6. La activación de la GTPasa Arf1 es dispensable para la replicación de rotavirus.  

7. La infección por rotavirus requiere del extremo N-terminal de GBF1. 

8. La actividad de intercambiador de nucleótidos del domino Sec7 de GBF1, así como la 

asociación de GBF1 con proteínas Arfs, son importantes para la replicación de rotavirus. 

9. BFA no altera la colocalización de los viroplasmas de rotavirus con las LDs. 

10. La inhibición farmacológica o por RNAi de la síntesis de lípidos, o la actividad de 

lipasas, inhibe significativamente la producción viral. 

11. Los viroplasmas de rotavirus poseen una morfología organizada en 5 capas concéntricas 

formadas por las siguientes proteínas: NSP5 (capa 1); NSP2 y NSP4 (capa 2); VP1, Vp2 

y VP6 (capa 3); VP4 (capa 4) y VP7 (capa 5). 

12. La organización espacial de los viroplasmas de rotavirus es independiente del tamaño 

absoluto del viroplasma. 
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9. PERSPECTIVAS 

1. Evaluar si la modificación en movilidad electroforética de VP7 en presencia de los 

fármacos pudiera ser consecuencia de alteraciones en su extremo N-terminal.  

a. Utilizando variantes truncadas de VP7 a partir de su extremo N-terminal. 

b. Empleando un anticuerpo dirigido contra el péptido señal de VP7 que permita 

detectar la posible presencia de este péptido en la proteína VP7 modificada. 

2. Determinar los niveles de Ca2+ en el RE durante los tratamientos con BFA o GCA, así 

como durante el silenciamiento de GBF1. 

3. Determinar si la modificación de NSP4 podría evitar la formación del complejo hetero-

oligomérico formado por esta proteína junto con VP4 y VP7. 

4. Analizar si el silenciamiento individual o combinado de las diferentes proteínas Arfs 

puede bloquear el ciclo de replicación del virus. 

5. Evaluar si el bloqueo en la actividad de GBF1 puede alterar la colocalización de proteínas 

y enzimas ubicadas en la superficie de las LDs. 

6. Analizar por microscopia de súper-resolución la distribución del resto de las proteínas 

virales y celulares para las cuales se ha reportado una asociación con los viroplasmas de 

rotavirus. 

7. Evaluar por microscopia de súper-resolución la distribución de marcadores de la 

membrana del RE con respecto a los viroplasmas de rotavirus, de modo que se pueda 

conocer la posición espacial de los viroplasmas con respecto al RE. 

8. Estudiar la distribución de las proteínas virales en los viroplasmas a diferentes tiempos 

post-infección, para poder conocer como es el proceso de biogénesis y maduración de 

estos complejos virales. 

9. Realizar un análisis en tres dimensiones de los viroplasmas de rotavirus mediante 

microscopía de súper-resolución, de modo que se pueda obtener una visión más precisa 

de la distribución espacial de las proteínas virales. 
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