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Siglas, abreviaturas y acrónimos 
 
DLP              Partícula de doble capa 

dsRNA         RNA de cadena doble  

EDTA           Ácido Etilendiaminotetraacético 

ELISA          Ensayo por inmunoabsorción ligado a enzimas 

GTasa          RNA Guanililtransferasa 

hpi                Horas post infección   
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mRNA          RNA mensajero 

NSP              Proteína no estructural 

MTasa          Guanina-N7-metiltransferasa 

MDA5           del inglés Melanoma Differentiation-Associated protein 5 

MEM             Medio mínimo esencial Eagle 

OAS             Oligoadenilato sintetasa 

ORF              Marco de lectura abierto 

PDE              Fosfodiesterasa 

PRRs            Receptores de reconocimiento de patrones 

PBS              Amortiguador de fosfatos salino 

RE                 Retículo endoplasmático 
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RIG-1              del inglés Retinoic Acid Inducible 1 

RdRp              RNA polimerasa dependiente de RNA 

Rpm                Revoluciones por minuto 

RRV                Rotavirus del mono Rhesus 

SAM                S-adenosilmetionina 

SINV                Virus Sindbis 

SDS                 Dodecil sulfato de sodio 

SFB                 Suero fetal bovino 

siRNA             RNA pequeño de interferencia 

snoRNAs        RNAs pequeños nucleolares 

snRNAs          RNAs pequeños nucleares 

+RNA              RNA de polaridad positiva 

RT                   Reversa transcriptasa 

qPCR              PCR cuantitativa 

TA                  Temperatura ambiente 

TLP                 Partícula de triple capa 

RTPasa          RNA 5´ trifosfatasa 

UTR                Región no traducida 

VP                   Proteína viral 

2´-O-MTasa    RNA 2´-O-ribosa metiltransferasa 

2´-5-A              2´5-oligoadenilatos 

 
 
 
 
 



 3 

RESUMEN 
 

La adición del cap al extremo 5´ de los transcritos virales es uno de los 

mecanismos que permite a los virus sintetizar de manera eficiente sus proteínas y 

evadir la respuesta inmune del hospedero durante la infección. Los rotavirus 

codifican en el segmento 3 de su genoma a la proteína VP3, que tiene todos los 

dominios necesarios para adicionar un cap tipo 1 a los RNAs virales; además, 

también posee en el extremo carboxilo terminal la actividad de fosfodiesterasa 

(PDE) que le permite inhibir la activación de vía oligoadenilato sintetasa (OAS)-

RNasa L. En este trabajo caracterizamos de manera cuantitativa la abundancia de 

los RNAs virales con y sin cap durante la infección de rotavirus; encontramos que 

no todo el dsRNA genómico presente en las partículas virales presenta cap. Por otra 

parte, mediante ensayos de transcripción in vitro, evaluamos la eficiencia de adición 

de cap de VP3 que resulto ser cercana al 50%. En contraste, cuando evaluamos la 

proporción de transcritos virales con y sin cap durante el ciclo replicativo de rotavirus 

encontramos una mayor proporción de RNAs sin cap a tiempos tempranos de la 

infección, y proporciones similares de RNAs con y sin cap a tiempos tardíos, 

sugiriendo que hay una regulación dinámica de la abundancia de estos RNAs 

durante el ciclo replicativo viral. Al silenciar la expresión de VP3 y caracterizar las 

partículas virales producidas en esta condición, de manera inesperada encontramos 

que presentaban una infectividad específica mayor, que no fue debido a la presencia 

de cap ya que detectamos proporciones similares de RNA con y sin cap en el RNA 

genómico; en contraste, los transcritos producidos por estas partículas en su 

mayoría no tenían cap. Por otra parte, al cuantificar la abundancia de cap en células 

en las que se co-silenció la expresión de VP3 y RNasa L, detectamos una mayor 
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cantidad de RNAs con cap a tiempos tardíos de la infección; sin embargo, las 

partículas virales producidas en esta condición contenían la misma proporción de 

RNAs con y sin cap (1:1). Nuestros resultados sugieren que durante el proceso de 

encapsidación del RNA viral hay un empaquetamiento selectivo ya que, aunque se 

encontraron diferentes proporciones de RNAs con y sin cap en las células 

infectadas, al final siempre se detectó una proporción similar (1:1) de RNAs con y 

sin cap en las partículas virales. 
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INTRODUCCIÓN 

GENERALIDADES 
 
Rotavirus 
 

Durante los primeros años de vida en humanos y animales, las gastroenteritis 

no bacterianas son causadas por un pequeño número de agentes virales, entre los 

cuales el más importante es el rotavirus. La principal vía de transmisión de estos 

virus es la fecal-oral, aunque también se pueden transmitir mediante fomites 

contaminados. Se estima que cada año este virus es la causa de más de 258 

millones de casos de diarrea y alrededor de 128,000 muertes de niños menores de 

5 años en todo el mundo. La mayoría de las muertes ocurren en países en vías de 

desarrollo, aunque también se reportan muertes en países desarrollados, esto a 

pesar de que se cuenta con vacunas comerciales disponibles las cuales han 

demostrado ser seguras y efectivas contra las formas graves de la infección (1). 

Los rotavirus pertenecen a la familia Reoviridae, son partículas con simetría 

icosaédrica, y carecen de una membrana lipídica. El genoma viral consiste de 11 

segmentos RNA de doble cadena (dsRNA) con tamaños de entre 0.7 y 3.3 kb, que 

codifican por 6 proteínas estructurales: VP1-VP4, VP6 y VP7 (VP del inglés Viral 

Protein) y seis no estructurales: NSP1-NSP6 (NSP del inglés Non-Structural 

Protein). El virión maduro (Figura 1 A) tiene un diámetro aproximado de 70 a 100 

nm; estructuralmente está formado por tres capas concéntricas de proteínas: 1) El 

“core” o núcleo viral, el cual encierra el genoma viral, está formado por las proteínas 

VP2 y pequeñas cantidades de VP1 (RNA polimerasa dependiente de RNA) y VP3 

(guanilil-metil-transferasa). En conjunto estas tres proteínas forman el complejo 
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enzimático de transcripción. 2) La partícula de doble capa o DLP (del inglés “Double 

Layered Particle”), está formada por las proteínas que conforman el “core” más una 

capa de la proteína VP6. Las DLPs son transcripcionalmente activas tanto in vivo, 

como in vitro. 3) La partícula de tres capas o TLP (del inglés “Triple Layered 

Particle”), es la partícula madura e infecciosa de rotavirus que en su capa externa 

tiene a la glicoproteína VP7 a la cual se encuentran unidas las espículas formadas 

por la proteína VP4. La proteína VP4 tiene funciones durante la unión al receptor y 

la penetración a la célula huésped, por lo que es importante para la determinación 

del tropismo.   

 

 
 
Figura 1. Estructura de rotavirus. A) La partícula viral está formada por un “core” o 

núcleo, formado por la proteína estructural VP2 (azul) y las enzimas VP1 y VP3 (gris) las 

cuales están unidas a los 11 segmentos que dsRNA que conforman el genoma viral. La 

capa intermedia está compuesta por la proteína VP6 (verde), y junto con el “core” forman 

la partícula de doble capa o DLP. Finalmente, unidas a VP6 se encuentran las proteínas de 

capa externa VP7 (amarillo) y VP4 (rojo) completando la partícula infecciosa de tres capas 
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o TLP. B) Patrón electroforético de los 11 segmentos de dsRNA del genoma de rotavirus. 

Se indican las proteínas para las que codifica cada segmento. Imágenes modificadas de (2) 

y (3). 

 
 
Clasificación de rotavirus 
 

Los rotavirus están clasificados inmunológicamente en 7 serogrupos 

primarios (A-G), de los cuales solamente los serogrupos A, B y C contienen virus 

que infectan a humanos y animales, mientras que los serogrupos D, E, F y G solo 

infectan animales. Los rotavirus del grupo A son los más estudiados e importantes 

epidemiológica y clínicamente ya que son los causantes más comunes de 

infecciones en humanos (4). Los rotavirus del grupo A están a su vez subdivididos 

en serotipos y genotipos, clasificación basada tanto inmunológicamente por su 

reactividad a anticuerpos (serotipos), como por la secuencia de los genes que 

codifican por las proteínas de capa externa VP4 y VP7 (genotipos). Hasta ahora, se 

han identificado 36 genotipos G (Glicoproteína) de VP7 y 51 genotipos P (proteína 

sensible a proteasa) de VP4, aunque globalmente los dominantes son los 6 

genotipos G (G1, G2, G3, G4, G9 y G12) y los 3 genotipos P (P[4], P[6] y P[8]). 

Estudios epidemiológicos muestran que seis genotipos (G1P[8], G2P[4], G3P[8], 

G4P[8], G9P[8] y G12P[8]) representan más del 90% de las cepas de rotavirus A 

que están circulando globalmente (5)(6), de estos, el genotipo G1P[8] es el 

predominante en países desarrollados como Estados Unidos, Reino Unido y 

Australia, así como en varios países de América Latina (6). 

 
 
Genoma viral 
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Como se mencionó anteriormente, el genoma de rotavirus está compuesto 

por 11 segmentos de RNA de doble cadena (dsRNA), que codifican por 12 

proteínas, 6 proteínas estructurales (VP1, VP2, VP3, VP4, VP6, VP7) y 6 no 

estructurales (NSP1-NSP6) (Figura 1 B). Los RNAs de polaridad positiva (+RNAs) 

de rotavirus tienen una estructura cap en el extremo 5´, pero no se encuentran 

poliadenilados en el extremo 3´. Los extremos 5´ y 3´ no traducidos (UTRs del inglés 

un translated regions) de los 11 segmentos del genoma viral presentan variaciones 

en tamaño y secuencia; sin embargo, todos tienen una secuencia consenso de 4 

nucleótidos en el extremo 3´ (5´-GACC-3´) la cual se encuentra conservada en los 

11 genes virales, a esta, se une la proteína viral NSP3 a través de su dominio amino 

terminal (7)(8). Adicionalmente, en los extremos 3´ de los mRNAs de rotavirus se 

encuentra otra secuencia consenso (5´-UGUGACC-3´) que es reconocida por la 

proteína VP1, que tiene una actividad de RNA polimerasa dependiente de RNA 

(RdRp); esta interacción es importante para iniciar la síntesis del RNA intermediario 

de polaridad negativa (-RNA) que da lugar a los  dsRNA, proceso conocido como 

replicación del RNA viral (9).  

La mayoría de los segmentos que forman el genoma viral son 

monocistrónicos, conteniendo un solo marco de lectura abierto (OFR), a excepción 

del segmento 11 de algunas cepas de rotavirus, el cual contiene dos ORFs que 

codifican para las proteínas no estructurales NSP5 y NSP6. El +RNA viral tiene dos 

papeles: puede ser utilizado para dirigir la síntesis de proteínas, o como molde para  

la síntesis del dsRNA, que es empleado como el genoma de las nuevas partículas 

virales (10). El tener un genoma segmentado, le permite a los rotavirus generar 

cepas rearreglantes cuando una célula es co-infectada con dos cepas diferentes, lo 
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que les proporciona un elemento de diversidad, aunado a los cambios puntuales 

que se generan durante la replicación del genoma. Además de los conocidos 

sistemas de genética reversa basados en la generación de cepas rearreglantes, 

recientemente se ha desarrollado un sistema de genética reversa para rotavirus 

basado en plásmidos. Este sistema, a diferencia de los virus rearreglantes, permite 

recuperar virus infecciosos con cambios puntuales en el genoma, que pueden ser 

empleados para estudiar diversos aspectos del ciclo replicativo, la patogénesis 

causada por este virus, así como para facilitar el desarrollo de terapias y vacunas 

(11).  

 
Ciclo replicativo 
 

Los rotavirus presentan un tropismo celular especifico ya que infectan y se 

replican principalmente en los enterocitos maduros presentes en la región media y 

las puntas de las microvellosidades y en las células enteroendocrinas del intestino 

delgado, aunque también se ha descrito que pueden diseminarse 

extraintestinalmente, causando viremia, a través de la vía linfática (12). El 

conocimiento acerca del mecanismo de entrada y replicación se ha derivado 

principalmente de estudios in vitro, utilizando líneas celulares de origen renal o 

intestinal, que son permisivas para la replicación de este virus.  Recientemente se 

ha implementado el uso de cultivos de enteroides intestinales humanos (13), que 

asemejan más la infección in vivo. 

El proceso de entrada en rotavirus es complejo y se lleva a cabo mediante 

diversos pasos que inician con la interacción entre la partícula viral y su receptor 

presente en la membrana de la célula hospedera. Para que las partículas virales 
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sean infecciosas, la proteína de capa externa VP4 tiene que ser procesada por 

proteasas parecidas a tripsina en el lumen intestinal, este corte produce dos 

polipéptidos de menor peso molecular, llamados VP5 y VP8. La proteína VP8 media 

la interacción inicial del virus con sialoglicanos presentes en la superficie celular 

(acidos siálicos y gangliósidos GM1 y GD1a) y con antígenos del grupo sanguíneo 

(HBGAs), dependiendo de la cepa viral (14). Posteriormente, VP5 y la glicoproteína 

VP7 interaccionan con diferentes co-receptores presentes en la superficie de la 

célula. VP7 se une a las integrinas anb3 y acb2, mientras que VP5 se une a la 

integrina a2b1 y también interacciona con la proteína de choque térmico 70 (hsc70) 

(15). No todas las cepas de rotavirus interaccionan con todos los receptores 

putativos, mientras que la interacción con integrinas es dependiente de la cepa. Sin 

embargo, se ha reportado que todas las cepas de rotavirus requieren de 

interaccionar con hsc70 para poder infectar a las células (16). No es claro si todas 

las interacciones mencionadas se llevan a cabo de manera secuencial o algunas de 

estas son alternativas. Recientemente se demostró que, para algunas cepas de 

rotavirus, las proteínas de uniones estrechas JAM-A, ocludina y ZO-1 también son 

importantes durante el proceso de entrada a la célula (17). 

Posterior al paso de unión, los rotavirus son internalizados en células MA104 

mediante endocitosis, empleando diferentes vías endocíticas dependiendo de la 

cepa de rotavirus (16). Las cepas de rotavirus animales (UK, YM, SA11-4S, nar3) o 

humanas (Wa, DS-1, WI-69) entran a la célula mediante endocitosis mediada por 

clatrina, mientras que la cepa de simio RRV ingresa a través de una vía 

independiente de clatrina y caveolina pero que depende de la presencia de dinamina 
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2, GTPasa Rho A, Cdc42, actina4 y colesterol (18)(14). Recientemente se reportó 

que la vía endocítica empleada, ya sea dependiente o independiente de clatrina, es 

determinada por la proteína VP4 (19). Independientemente de la vía de entrada, 

todas las cepas de rotavirus llegan inicialmente a los endosomas tempranos y 

egresan al citoplasma en diferentes etapas de maduración de los endosomas. Las 

cepas RRV y SA11-4 salen de los endosomas en maduración, mientras que otras 

cepas egresan en etapas maduración posteriores, en los endosomas tardíos.  

El micro-ambiente de los endosomas, como el pH y las bajas concentraciones 

de Ca2+ entre otros factores, permiten que durante el proceso de internalización, el 

virión sufra cambios estructurales que le permiten perder las proteínas externas VP7 

y VP4, generándose las DLPs que son liberadas en el citoplasma celular (14). En 

este compartimento las DLPs son activas transcripcionalmente e inician la síntesis 

de los 11 segmentos de +RNAs los cuales, como se ha mencionado, tienen cap en 

el extremo 5´, pero no están poliadenilados. Estos +RNAs son utilizados para la 

síntesis de proteínas virales y como moldes para la producción de dsRNA. Una vez 

que se ha sintetizado una masa crítica de proteínas virales, se forman estructuras 

electrodensas que reciben el nombre de viroplasmas, que comienzan a detectarse 

a partir de las 3-4 hpi (20) y contienen principalmente proteínas virales (NSP2, 

NSP4, NSP5, VP1, VP2, VP3, VP6) y RNA viral. 

Recientemente se caracterizó la organización espacial de las proteínas 

virales que forman a los viroplasmas. Mediante microscopia de alta resolución se 

determinó que la proteína no estructural NSP5 se localiza en el centro de los 

viroplasmas y está rodeada de las proteínas NSP2 y NSP4, seguida por una zona 

en la que se encuentran VP1, VP2, VP6, la proteína VP4 forma un anillo alrededor 
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de esta estructura y finalmente se localiza una capa de VP7 (21). Dentro de los 

viroplasmas se lleva a cabo la segunda ronda de transcripción y replicación del 

genoma viral y se inicia el ensamble de las partículas subvirales. El proceso de 

empacado del genoma es iniciado por las proteínas VP1 y VP3 las cuales se unen 

respectivamente a los extremos 3´ y 5´ de los segmentos del RNA viral. 

Posteriormente, la proteína VP2 en forma de decámeros se asocia a VP1 y VP3 

iniciando de la síntesis del dsRNA; finalmente se ensambla la proteína de capa 

intermedia VP6 generando las DLPs (22), que inician un segundo ciclo de 

transcripción, amplificando la cantidad de mRNAs virales.  

En la última etapa de la morfogénesis, las DLPs geman hacia membranas 

autofagosómicas provenientes del retículo endoplasmático, en un proceso mediado 

por la proteína NSP4. Durante este paso adquieren una membrana transitoria de 

lípidos y se asocia la proteína VP7; una vez en el retículo endoplásmico, la 

membrana lipídica es eliminada por un mecanismo poco caracterizado y finalmente 

se ensambla la proteína de capa externa VP4, generando la partícula viral madura 

(TLP). Los nuevos viriones pueden ser liberados por lisis celular, aunque también 

se ha descrito un proceso de salida no lítico, dependiendo de la línea celular (Figura 

2) (23)(24). 
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Figura 2. Ciclo replicativo de rotavirus. El primer paso es la unión del virión a la 

célula hospedera. El virión ingresa a la célula mediante endocitosis, donde las proteínas de 

capa externa VP4 y VP7 son eliminadas. Posteriormente, la partícula de doble capa (DLP) 

es liberada en el citoplasma, donde lleva se lleva a cabo la transcripción del genoma viral 

para generar el +RNA, que sirve como molde para la síntesis de proteínas virales y como 

templado para generar dsRNA. La traducción de las proteínas virales se lleva a cabo en el 

citoplasma celular. El ensamblado de las DLPs se lleva a cabo en los viroplasmas; para 

que la DLP madure tiene que gemar hacia el retículo endoplasmático, durante este paso la 

DLP adquiere una membrana transitoria de lípidos la cual es eliminada. El proceso de 

maduración termina con la incorporación de VP4 y VP7. Finalmente, el virión sale mediante 

lisis celular o exocitosis. Modificada de (25). 
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El CAP EN LOS mRNAS CELULARES 
 

Los RNAs mensajeros (mRNAs) eucarióticos maduros contienen varias 

características: la parte central de la secuencia de un mRNA es el fragmento que 

codifica por una proteína, conocido como marco de lectura abierto u ORF (del inglés 

Open Reading Frame) y se encuentra flanqueado por dos UTRs denominadas 5´ y 

3´ dependiendo de su localización. En el extremo 3´ de los mRNAs celulares, y 

después de la UTR 3’, se encuentra una secuencia de treinta o más adeninas, 

comúnmente llamada “cola poli(A)”, la cual estabiliza el transcrito y participa durante 

el proceso de traducción. Por otra parte, en el extremo 5´UTR del mRNA se 

encuentra una estructura llamada cap (caperuza), que consiste de una 7-

metilguanosina unida mediante un enlace 5´-5´-trifosfato al primer nucleótido del 

transcrito naciente (Figura 3). El cap tiene funciones importantes en diferentes 

procesos del mRNA que incluyen: reclutar factores involucrados en el splicing del 

pre-mRNA, la exportación del núcleo al citoplasma, el inicio de la síntesis de 

proteínas de manera dependiente de cap, la estabilidad y protección contra la 

degradación mediada por exoribonucleasas 5´-3´; además, permite a  la célula, 

discernir entre los mRNAs “propios” y de los  provenientes de agentes patógenos 

principalmente virales, que pueden no tener cap (26)(27).  

El cap es añadido al extremo 5´ de los RNAs transcritos por la RNA 

polimerasa II (RNA pol II) en el núcleo de la célula; la RNA pol II es responsable de 

la transcripción de los pre-mRNAs, pre-miRNAs (miRNAs), pre-lncRNA (RNAs 

largos no codificantes), snoRNAs (RNAs pequeños nucleolares) y snRNAs (RNAs 

pequeños nucleares). Todos estos transcritos contienen cap en su extremo 5´, sin 
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embargo, algunos como los pre-miRNAs lo pierden durante el proceso de 

maduración, mientras que los snRNAs y los snoRNAs sufren otras modificaciones 

como la adición de tri-metilguanosina.  

La adición de cap es la primera modificación que se realiza a los RNAs 

generados por la RNA polimerasa II, que se lleva a cabo co-transcripcionalmente, 

justo después de agregar los primeros 25 a 30 nucleótidos del transcrito naciente 

(27). 

 

 
 
Figura 3. Estructura química del cap presente en los mRNAs. La estructura 

cap consiste de una 7-metilguanosina unida mediante un enlace 5´-5´-trifosfato al primer 

nucleótido del transcrito naciente. El grupo metilo en la posición N7 se muestra en verde, 

mientras que el 2´O metilo en el primer y segundo residuo que forman el cap-1 y cap-2, 

respectivamente, se muestran en rojo. Modificado de (28). 

 

 

La vía canónica de adición de cap consiste en la acción secuencial de tres 

enzimas las cuales convierten el extremo 5´trifosfato del RNA naciente en la 
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estructura cap tipo 0 (Figura 4).  Primero, la RNA 5´trifosfatasa (RTasa) hidroliza el 

g-fosfato del extremo 5´trifosfato para generar un RNA 5´di-fosfato. El siguiente paso 

es la transferencia de una guanosina monofosfato (GMP), tomada de un GTP, al 

extremo 5´del RNA, esta reacción es catalizada por la RNA guanililtransferasa 

(GTasa). En el tercer paso, la enzima guanina-N7 metiltransferasa (N7-MTasa) 

transfiere un grupo metilo proveniente de la S-adenosilmetionina (SAM) a la posición 

N7 de la guanina terminal, con este paso se completa la síntesis de la estructura 

cap tipo 0 (29).  

Adicionalmente, la m7G RNA 2´-O-ribosa metiltransferasa (2´-O- MTasa) 

metila la posición 2´O de las ribosas +1 y +2 generando las estructuras cap tipo 1 y 

tipo 2, respectivamente; mientras que la adición de la 2´O de la ribosa +1 se lleva a 

cabo en el núcleo, la adición en +2 se realiza tanto en el núcleo como en citoplasma 

(Figura 3) (30). En el citoplasma de las células eucariontes, el cap tipo 1 presente 

en los mRNAs es importante en la identificación de RNAs foráneos por parte del 

sistema inmune innato ya que los RNAs con grupos tri- o di- fosfatos en el extremo 

5´ son reconocidos por la proteína RIG-I induciendo la expresión de interferón (IFN) 

a través de una cascada de señalización (31)(32). Por otra parte, el cap tipo 2 

participa en el incremento de la traducción de mRNAs celulares (30). 

Recientemente, se han descrito diferentes estructuras de cap no canónicas, 

las cuales están compuestas de coenzimas, como la nicotinamida adenina 

dinucleótido (NAD) que inicialmente fueron encontradas en estructuras parecidas al 

cap en RNAs bacterianos, aunque también han sido encontradas en mRNAs de 

levaduras y humanos. El nivel de adición de NAD-cap en los mRNAs está 
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determinado en parte por la concentración celular de NAD y está relacionada con la 

estabilidad de los mRNAs (33). Aunque se han identificado bajas concentraciones 

de otros tipos de cap no canónicos tanto en RNAs celulares como virales, su 

función, mecanismos de adición y relevancia aún no han sido estudiados (34). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4. Esquema de las reacciones enzimáticas involucradas en la 
adición de cap al mRNA. 1) La RNA 5´ trifosfatasa (RTasa) hidroliza el g-fosfato del 

extremo 5´trifosfato para generar un RNA 5´difosfato y un fosfato inorgánico. 2) La RNA 

guanililtransferasa (GTasa) toma una molécula de GTP y forma un intermediario que 

contiene un enlace lisil-N-5´-fosofoguanosina. En presencia de un RNA con 5´difosfato, la 

actividad GTasa transfiere la 5´-fosfoguanosina (GMP) a el 5´difosfato, formando un enlace 

5´-5´trifosfato entre la primera base del RNA y la base del cap. 3) En presencia de S-

adenosilmetionina (SAM), la enzima guanina-N7 metiltransferasa (MTasa) agrega un grupo 

metilo a la amina N7 de la guanosina del cap, formando la estructura cap 0. 4) Finalmente, 

la m7G cap-especifica 2´O MTasa modifica el 2´O de la ribosa +1 y genera la estructura 

cap 1. Modificado de (32). 
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Proteínas de unión al cap involucradas en la respuesta inmune antiviral 
 

En el citoplasma de las células se encuentran receptores de reconocimiento 

de patrones (PRRs del inglés Pattern Recognition Receptors), los cuales son 

componentes del sistema inmune innato que reconocen RNAs producto de 

infecciones virales. Ejemplo de ello son las proteínas RIG-I (del inglés Retinoic Acid 

Inducible I; DDX58) y MDA5 (del inglés Melanoma Differentiation-Associated protein 

5), las que, al detectar a su ligando, inician una cascada de señalización que culmina 

con la expresión de citosinas e interferón (IFN) tipo I, induciendo un estado antiviral 

en las células vecinas. 

La proteína MDA-5 reconoce la presencia de fragmentos largos de dsRNA 

en el citoplasma; mientras que RIG-I reconoce tanto fragmentos cortos de dsRNA 

como grupos tri- o di-fosfato en el extremo 5´terminal del RNA (35). La estructura 

cap tipo 1 inhibe la interacción de dsRNA con RIG-I y MDA5 evitando la activación 

de la vía de señalamiento de IFN (36). La activación de RIG-I estimula la expresión 

de proteínas IFIT (del inglés IFN- Induced Protein with Tetratricopeptide Repeats), 

que se unen al mRNA con estructuras cap que no tienen el grupo 2´O metil, 

inhibiendo la traducción de los RNAs virales. La proteína IFIT1 se une a estructuras 

cap incompletas, que incluyen: m7G(5´)ppp(5´)G, G(5´)ppp(5´)G  y A(5´)ppp(5´)G; 

pero no se unen a RNAs que tienen el primer o segundo nucleótido con la ribosa O-

2 metilada. Por otra parte, IFIT5 se une solamente a RNAs sin cap con grupos 

trifosfato en el extremo 5´(37)(38). Este conjunto de proteínas sensoras-efectoras 

del sistema inmune innato tienen como función el reconocer RNAs foráneos, 

provenientes de infecciones virales que no tienen modificaciones en el extremo 5´. 
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Síntesis de cap en virus 
 

Algunos virus que infectan células eucarióticas incorporan la estructura cap 

en el extremo 5´ de sus mRNAs virales para poder incrementar la síntesis de sus 

proteínas y para enmascarar sus mRNAs de la detección del sistema inmune innato 

del hospedero. Las enzimas involucradas en la adición del cap se localizan en el 

núcleo, por lo que los virus que llevan a cabo su ciclo de replicación en el citoplasma 

han evolucionado diferentes estrategias que les permiten producir y agregar la 

estructura cap a sus mRNAs sin depender de las proteínas nucleares. 

En comparación a la vía canónica de adición de cap, los mecanismos que 

emplean los virus para agregarlo a sus mRNAs son muy diversos tanto en 

componentes genéticos, dominio organizacional de las proteínas, estructuras de las 

enzimas y mecanismos de reacción, aunque en todos los casos culminan en la 

síntesis de una estructura cap similar a la de los mRNAs del hospedero.  

A grandes rasgos, la estructura cap puede ser agregada a los RNAs virales 

a través de uno de los siguientes tres mecanismos: 1) los utilizan la RNA polimerasa 

II celular para sintetizar sus mRNAs y en consecuencia son procesados como 

mRNAs celulares; 2) los que han evolucionado diversas enzimas especializadas en 

la adición del cap, que se encuentran codificadas en su genoma; y 3) los que se 

apropian de las estructuras cap de los mRNAs celulares, en un proceso llamado 

`cap snatching´. 
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Adición de cap en RNA virales por vías no canonicas 
 
Adición de cap en alfavirus 
 

En los alfavirus (Ej. virus Sindbis y chikungunya) el cap es adicionando por 

las proteínas virales nsP1 y nsP2, que interaccionan y actúan en conjunto con la 

proteína viral nsP4 que es la RNA polimerasa dependiente de RNA (RdRp). La 

proteína nsP1 tiene las actividades enzimáticas de GTasa y N7-guanilil MTasa, 

mientras que la actividad de RTPasa se encuentra en la proteína nsP2. El 

mecanismo de adición de cap en alfavirus es diferente al canónico ya que en el 

primer paso el GTP es metilado y se une a la GTasa como m7GMP, que 

posteriormente es transferido a un ppRNA para formar m7G-cap (39). Es decir, la 

metilación de GMP ocurre antes de la formación del enlace 5´-5´trifosfato entre el 

GMP y el transcrito naciente.  

 

Cap snatching (robo de cap) 
 

Algunos virus no codifican una maquinaria que les permita la adición de cap 

a sus mRNAs, por lo que estos virus pueden “robar” la estructura cap del RNA del 

hospedero en un proceso llamado `cap snatching´. Este método fue inicialmente 

descrito en el virus de influenza, un virus de ss(-)RNA perteneciente a la familia 

Ortomixoviridae. Además de esta familia los virus pertenecientes a las familias 

Bunyaviridae y Arenaviridae también emplean este mecanismo para adicionar la 

estructura cap a sus mRNAs. En el virus de influenza, la RdRp es un complejo 

formado por tres proteínas: las proteínas básicas de la polimerasa 1 y 2 (PB1 y PB2) 

y la proteína ácida de la polimerasa (PA). En el núcleo, la subunidad PB2 se une a 
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mRNAs celulares con cap a través de un dominio de unión al cap que reconoce el 

5´ metilo presente en el cap tipo 1 de los mRNAs del hospedero. Posteriormente, la 

actividad de endonucleasa localizada en el amino terminal de la proteína PA corta 

los primeros 10-15 nucleótidos (nt) del RNA con cap, este fragmento se une a los 

mRNAs transcritos por el virus que no contienen cap (40). En los virus de la familia 

Arenaviridae, la endonucleasa genera un RNA mucho más corto, con un tamaño de 

4 a 7 nt.  

Por otra parte, los arenavirus y bunyavirus codifican por una sola proteína 

(proteína L), que tiene ambas actividades (polimerasa y cap-snatching), aunque aún 

no es claro cuáles son los dominios de la proteína involucrados en cada uno de 

estos procesos. Los RNAs virales con cap “robados” son posteriormente utilizados 

como iniciadores de la síntesis de mRNA por la RNA polimerasa viral. De esta 

manera los virus que llevan a cabo esta estrategia bloquean la expresión de RNAs 

celulares, y a la vez favorecen la expresión de los mRNAs virales. Contrario a lo que 

se pensaba, recientemente se encontró que el virus de la influenza tiene  preferencia 

por obtener el cap de los RNAs no codificantes como los snRNAs U1 y U2, en lugar 

de los mRNAs o pre-mRNAs (41). 
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ANTECEDENTES 
 

Adición de cap en rotavirus por la proteína viral VP3 
 

La proteína viral VP3 es una proteína multifuncional codificada en el 

segmento 3 del genoma de rotavirus, tiene un peso molecular aproximado de 88 

kDa y se encuentra en pocas cantidades en la capa más interna de los viriones (12 

a 24 copias de esta proteína por virión). La organización de los dominios de VP3 de 

diferentes cepas de rotavirus ha sido obtenida mediante estudios funcionales y 

bioinformáticos (Figura 5) (42). Estructuralmente, esta proteína contiene todos los 

dominios que le permiten tener actividad de metil-guanilil-transferasa, lo que le 

permite adicionar la estructura cap en el extremo 5´ de los transcritos virales 

nacientes y su 2´O metilación.  

La actividad de adición del cap de VP3 ha sido ampliamente estudiada 

mediante diferentes enfoques que incluyen estudios bioquímicos y estructurales, lo 

que ha permitido caracterizar sus diferentes funciones. Estudios realizados con 

partículas virales de rotavirus purificadas demostraron que VP3 se une al +RNA de 

una sola cadena (ss+RNA), presentando una mayor afinidad al RNA sin cap. 

Además, VP3 se une de manera covalente y reversible a GMP y puede transferir 

este residuo a pirofosfatos o a GDP, lo que es consistente con la actividad 

guanililtransferasa. También, en presencia de S-adenosil-metionina (SAM) la VP3 

contenida en las partículas virales pueden metilar la estructura cap, es decir VP3 

posee la actividad de metil-transferasa la cual depende de la presencia de SAM 

(43)(44). Recientemente, mediante estudios bioquímicos se demostró que VP3, 

además, posee las actividades de RTPasa y helicasa. En conjunto estas actividades 
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presentes en VP3 le permiten adicionar cap tipo 1 a los transcritos virales de 

rotavirus. La presencia de cap tipo 1 en los mensajeros virales es un mecanismo 

que permite la evasión de proteínas del sistema inmune innato ya que evita que los 

transcritos virales sean detectados en el citoplasma por las proteínas MDA-5 y RIG-

I (45); además, también evita el reconocimiento de sus proteínas efectoras IFITIM-

1 y IFITIM-5 (46).  

Además de los dominios responsables de la adición de cap, la proteína VP3 

de los rotavirus del grupo A tiene en el dominio carboxilo terminal una actividad de 

2´-5´-fosfodiesterasa (PDE), por medio de la cual degrada a los 2´-5´oligoadenilatos 

(2´-5´ As), que se sintetizan en la célula infectada a través de las oligoadenilato 

sintetasas (OAS). Los 2´-5´ As activan específicamente a la RNasa L, que es una 

RNasa inespecífica que degrada RNA celular y viral. La actividad de PDE de VP3 

inhibiendo la activación de la vía 2´-5´-oligoadenilato sintetasa (OAS)-RNasa L, ha 

sido estudiada en sistemas in vitro e in vivo y se abordará con mayor detalle más 

adelante (47)(45). Como se puede notar, la multifuncionalidad de la proteína VP3 

de los rotavirus del grupo A, puede contribuir a la evasión de la respuesta inmune 

del hospedero por dos mecanismos; de manera indirecta (mediante la adición de 

cap) y de manera directa (a través de la degradación de los 2´-5´A). 
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Figura 5. Predicción bioinformática de la organización de dominios de VP3 
de diferentes especies de rotavirus. Los diferentes dominios son marcados y 

coloreados de acuerdo a su función predicha: gris, función no conocida; verde, N7-MTasa; 

purpura, 2´-O-MTasa; azul, GTasa/RTPasa; turquesa, PDE. Tomado de (42). 

 

Dominios presentes en VP3 
 

Debido a las dificultades en la purificación de la proteína recombinante VP3 

y al bajo número de copias presente en las partículas virales, durante mucho tiempo 

no se contó con su estructura cristalográfica, limitando el estudio de las bases 

moleculares de sus diferentes actividades enzimáticas.  

Recientemente Kumar et al publicaron la estructura cristalográfica de la 

proteína VP3 (residuos 1 al 835; 98 kDa) y mediante ensayos de cromatografía de 

exclusión de tamaño y análisis de ultracentrifugación analítica se determinó que esta 

proteína forma un tetrámero muy estable en diferentes rangos de pH y 

concentraciones de sales. El monómero de VP3 presenta una organización modular 

que consta de 5 dominios (Figura 6): el dominio N-terminal cinasa-like [(KL) residuos 

1 -181]; el dominio guanina-N7 MTasa [(N7-MTasa) residuos 182 - 255 y 441 - 560], 
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este dominio está inter-espaciado por el domino ribosa 2´-O-MTasa (residuos 256-

440); y el dominio GTasa (residuos 694 al 835), que está unido al domino N-terminal 

PDE (residuos 694 al 835) (48)(42). Los dominios presentes en VP3 son similares 

en cuanto a su función y organización a los que tiene la proteína VP4 del virus 

Bluetongue (BTV), otro miembro de la familia Reoviridae, con la excepción del 

dominio PDE, que no se encuentra en la VP4 de BTV (49). 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 6. Organización de los dominios presentes en el monómero de VP3 
obtenidos a partir de la estructura cristalográfica. A) Localización de los 

dominios a lo largo de la cadena peptídica de VP3, basada en la anotación estructural. B) 

Organización modular de los dominios del monómero de VP3. Las actividades que presenta 

cada dominio se muestran en la figura. Imagen tomada de (48). 

 

El estudio de Kumar et al, permitió encontrar dos nuevas funciones de VP3 

que no se habían reportado. La actividad RTPasa/NTPasa, necesaria para la 

síntesis del cap y la actividad de helicasa. Previamente, la única proteína de 

rotavirus con actividad RTPasa/NTPasa conocida, era la proteína no estructural 

NSP2 (50); sin embargo, esta proteína no se encuentra en el core del virus por lo 

que no se había dilucidado el mecanismo por el cual se removía el g-fosfato de los 

A B 
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transcritos nacientes, necesario para la adición del cap.  Kumar et al, demostraron 

que VP3 posee una actividad RTPasa en el dominio PDE, que se encarga de 

remover el g-fosfato presente en el extremo 5´del mRNA. Además, encontraron que 

VP3 tiene una actividad de helicasa, que se encarga de separar las cadenas del 

dsRNA viral para que se pueda agregar el cap, aunque el mecanismo por el cual 

esta actividad se lleva a cabo, aún no es claro (48). 

 

Modelo de adición de cap en partículas virales 
 

Como se mencionó previamente, el “core” de las partículas virales de 

rotavirus está formado por las proteínas VP1, VP2 y VP3. La proteína VP1 es la 

RNA polimerasa dependiente de RNA (RdRp), esta proteína transcribe los +RNAs 

a partir del dsRNA genómico, y también sintetiza la cadena complementaria -RNA 

generando el dsRNA genómico que es empacado en los “cores” (51). VP1 

interacciona directamente con las proteínas VP2 y VP3; la interacción entre el 

dominio amino terminal de VP2 con VP1 y VP3 induce su nucleación, permitiendo 

que sean incorporadas en las partículas virales. Además, la interacción de estas 

proteínas también es importante para activar la actividad de RdRp de VP1, 

permitiendo la generación de dsRNA a partir del +RNA (52)(53).  

Por otra parte, VP1 también interacciona directamente con VP3, encargada 

de adicionar la estructura cap a los mRNAs sintetizados por VP1. Aunque aún no 

se ha reportado la estructura cristalográfica del complejo VP1/VP3, la obtención de 

la estructura de VP3 y el conocimiento previo del proceso de transcripción ha 

permitido proponer un mecanismo conjunto de acción de ambas proteínas (2)(48). 
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En este se sugiere que la proteína VP3 es incorporada a las partículas virales en 

forma de tetrámero y se encuentra asociada a VP1 dentro del “core”; durante la 

transcripción, el dúplex formado por la cadena molde y el transcrito naciente 

generado por VP1 es separado por la actividad de helicasa asociada a VP3. 

Mientras el transcrito naciente es sometido a la adición del cap, el molde vuelve a 

formar un dúplex con la cadena positiva para seguir un proceso de transcripción 

iterativa. En este modelo el transcrito pasa a través del dominio GTasa y después 

por el dominio MTasa y después continua con el proceso de adición de cap. De 

manera similar, otro transcrito, generado por la VP1 adyacente al otro extremo del 

tetrámero de VP3, puede sufrir el mismo proceso enzimático, generando una 

producción simultánea de transcritos con cap (Figura 7)(48). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Modelo propuesto de la adición de cap durante la transcripción. 
Representación de una posible ruta para la salida del transcrito naciente sintetizado por 

VP1 que emerge a través de los dominios PDE y GTasa de una subunidad de VP3 y el 

dominio MTasa de la subunidad adyacente de VP3, seguido de su salida a través del canal 

de salida más cercano de la DLP. Antes de la adición del cap, el dúplex de dsRNA formado 

por el transcrito naciente y la cadena molde necesitan ser separados. Se sugiere que la 
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actividad de helicasa de VP3 tiene un papel importante en la separación del dúplex, para 

posteriormente favorecer la adición de cap en el extremo 5´. Imagen modificada de (48). 
 

En rotavirus la actividad de adición de cap la lleva a cabo la proteína viral 

VP3, Uzri y colaboradores caracterizaron mediante ensayos enzimáticos el extremo 

5´de los RNAs virales. En ese estudio emplearon transcritos sintetizados in vitro por 

las DLPs virales y RNAs purificados de células infectadas a las 6 horas post 

infección; para determinar el nivel de cap de estos mRNAs, éstos fueron 

transfectados en células de hepatoma humano Huh7 y se midió la expresión del gen 

reportero IFN-beta acoplado a luciferasa. Encontraron que ambos tipos de RNAs 

(sintetizado in vitro o aislado de células infectadas) contienen una población de 

RNAs sin cap los cuales presentan grupos fosfatos expuestos en el extremo 5´. Por 

otra parte, se identificó una población de RNAs que si bien presentan cap está 

carece de la 2´-O-metilación (59). Estos datos sugieren que la proteína VP3 no 

adiciona el cap de manera eficiente a los transcritos virales. Aunque este trabajo 

permitió identificar la presencia o ausencia del cap en los RNAs virales, este análisis 

se limitó a la caracterización de dos tipos de RNAs; los producidos en la 

transcripción in vitro y los purificados a las 6 hpi, además la caracterización se llevó 

a cabo empleando un método indirecto el cual no permite caracterizar las 

poblaciones de RNA con o sin cap de manera cuantitativa. 

La presencia de cap en los transcritos y el genoma de rotavirus ha sido 

caracterizada empleando diferentes metodologías que incluyen ensayos de 

cromatografía de RNAs con marca radiactiva que habían sido tratados química o 

enzimáticamente (43). Estos estudios permitieron identificar las secuencias del 
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extremo 5´ terminal, así como el tipo de cap presente en los mRNAs de rotavirus. 

Sin embargo, mediante estos ensayos no fue posible determinar la abundancia 

relativa del cap en los RNAs virales. En el presente trabajo caracterizamos de 

manera cuantitativa la presencia de cap en diversas poblaciones de RNAs virales 

incluyendo: el dsRNA genómico presente en partículas virales purificadas; el RNA 

transcrito in vitro; el RNA viral sintetizado a diferentes tiempos durante la infección 

y además la cantidad de cap en RNA viral que se produce en condiciones en las 

que la expresión de VP3 y RNasa L fueron silenciadas por RNAs de interferencia 

(RNAi). La caracterización de estas poblaciones de RNA viral nos permitirá explorar 

si el cap cumple alguna función no tradicional durante el ciclo replicativo de 

rotavirus. 
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HIPÓTESIS 
 

La proteína VP3 adiciona de manera eficiente la estructura cap a los extremos 5´ 

de los transcritos virales. 
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OBJETIVO GENERAL 

 

Determinar cuantitativamente la presencia de cap en el extremo 5´ del +RNA de 

rotavirus bajo diferentes condiciones. 

 

 

OBJETIVOS PARTICULARES 
 

1.- Determinar si el RNA encapsidado en las partículas virales maduras posee cap. 

2.- Determinar la eficiencia de adición de cap de la proteína viral VP3. 

3.- Evaluar la presencia del cap en los +RNAs virales durante la infección por 

rotavirus. 

4.- Determinar si el silenciamiento o co-silenciamiento de las proteínas VP3 y RNasa 

L afectan la abundancia del cap en los RNAs virales. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 32 

MATERIALES Y MÉTODOS 
 
 

Cultivo celular y virus 
En este estudio se utilizó la línea celular MA104 (ATCC: CRL-2378.1) 

derivada de epitelio renal de mono verde (Cercopitecus aethiops), la cual fue 

cultivada en medio mínimo esencial Eagle (MEM) Advance (Thermo Scientific 

HyClone, Logan, UT) suplementado con 5% V/V de suero fetal bovino (SFB, 

Biowest, Kansas City, MO) inactivado por calor. Los cultivos fueron incubados en 

atmosfera húmeda con 5% de CO2 a 37ºC. 

  La cepa de rotavirus de simio Rhesus (RRV) proporcionada por H. B. 

Greenberg (Universidad de Stanford, Stanford, CA) fue utilizada en este trabajo. 

Para su propagación se utilizaron células MA104 en medio MEM sin SFB, 

suplementado con 2 µg/mL de glutamina. El lisado viral fue activado durante 30 

minutos a 37ºC con tripsina (Gibco Life Technologies, Carlsbad, CA) a una 

concentración de 10 µg/mL. El virus activado fue adicionado a las células y se 

incubó durante 1 h a 37ºC, posteriormente el inóculo fue retirado, se agregó medio 

MEM sin SFB y se incubó por 18 h en atmosfera húmeda con 5% de CO2 a 37ºC. 

Las células fueron sometidas a tres ciclos de congelamiento descongelamiento, el 

lisado celular se centrifugó para eliminar los restos celulares y se almacenó en 

alícuotas a -70ºC. El titulo viral fue determinado como se describe en la sección de 

ensayo de inmunoperoxidasa.  
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Anticuerpos y reactivos 
 

Los anticuerpos primarios empleados en este estudio se resumen en la Tabla 

1. Los anticuerpos; cabra anti-ratón y cabra anti-conejo acoplados a la enzima 

peroxidasa (PerkinElmer Life Sciences [Boston, MA, USA]) fueron utilizados como 

anticuerpos secundarios. 

 

Tabla 1. Anticuerpos empleados en el estudio. 
 

Anticuerpo Antígeno Clonalidad Especie Fabricante 

⍺-VP3 VP3 de la cepa RRV Policlonal Conejo 
GenScript (Nueva Jersey, Estados 
Unidos) 

⍺-RNasa L RNasa L recombinante Monoclonal Ratón Abcam (Cambridge, Reino Unido)  

⍺-TLPs 
Proteínas estructurales 
de diferentes cepas de 
rotavirus  

Policlonal Conejo 
Preparado en el laboratorio de la Dra. 
Susana López y Dr. Carlos Arias 
(Cuernavaca, Morelos, México) 

⍺-Vimentina Vimentina humana 
recombinante Policlonal Conejo 

Preparado en el laboratorio de la Dra. 
Susana López y Dr. Carlos Arias 
(Cuernavaca, Morelos, México) 

 
 

Determinación de título viral 
 

Células MA104 crecidas a confluencia en placas de 96 pozos se lavaron dos 

veces con MEM; posteriormente, fueron inoculadas con diluciones seriadas de los 

lisados virales durante 1 h a 37ºC, se retiró el inóculo viral y se incubó con MEM 

durante 16 h a 37ºC en atmosfera húmeda con 5% de CO2 a 37ºC. Previo a la 

inoculación, los lisados virales fueron activados como se describió en la sección de 

cultivo celular y virus. Pasadas las 16 horas el medio fue retirado y las células fueron 

fijadas y permeabilizadas con acetona al 80% en PBS 1X durante 20 minutos a 
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temperatura ambiente (TA). Finalmente, el título viral fue determinado mediante 

ensayos de inmunoperoxidasa. 

 

Ensayo de inmunoperoxidasa 
 

Para realizar estos ensayos las células fueron fijadas y permeabilizadas con 

acetona al 80% durante 20 min, posteriormente se incubaron con el anticuerpo 

primario a-TLPs diluido 1:3000 en PBS 1X durante 1 h a TA, se retiró el anticuerpo 

y se lavó con PBS 1X dos veces. Después, se colocó el anticuerpo secundario a-

conejo peroxidasa diluido 1:3000 en PBS 1X y se incubó durante 1 h a TA. 

Transcurrido el tiempo el anticuerpo fue retirado, las células fueron lavadas dos 

veces con PBS 1X y se procedió a revelar la actividad peroxidasa con 3-amino-9-

etil carbazol (AEC) (1 mg/ml) en buffer de acetato de sodio (50 mM), pH 5.0 y 0.04% 

de H2O2. Después de observar la presencia de color la reacción fue detenida 

lavando con agua en varias ocasiones. El conteo de focos infecciosos se llevó a 

cabo con el objetivo 20X en un microscopio invertido (Leika, Alemania) recorriendo 

los campos contenidos a lo largo de una banda central del pozo. 

Transfección de siRNAs 
 

Los ensayos de transfección o co-transfección de siRNAs (del inglés “small 

interfering RNA”) fueron realizados mediante transfección reversa como se 

describió previamente (16). Las secuencias de los siRNAs y las concentraciones a 

los que fueron utilizados se describen en la Tabla 2. Como agente transfectante se 

empleo oligofectamina (Invitrogen, Carlsbad, CA). Las células junto con la mezcla 
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de transfectante y siRNA fueron incubadas durante 72 h a 37ºC, posteriormente fue 

retirada y se realizó el tratamiento indicado en el texto. 

 
Tabla 2. Secuencias de siRNAs empleados en el estudio 

 

Nombre Secuencia en sentido 5´-3´ Concentración empleada  
[µM] 

VP3 GAA GGU AUG UUG UGU UAA AGA UU 2.5 
RNase L SMARTpool: ON-TARGETplus siRNA 2.5 

Non-targeting siGENOME Non-Targeting siRNA #3 La misma concentración 
que el siRNA de prueba 

 
 

Análisis de proteínas por Western Blot 
 

Las células obtenidas en las diferentes condiciones fueron lisadas con el 

buffer Laemli (50 mM Tris-HCl pH 6.8, 2% SDS, 0.1% azul de bromofenol, 10% 

glicerol, 5% b-mercaptoetanol) y después se hirvieron durante 5 min. Las proteínas 

fueron separadas mediante electroforesis desnaturalizante en geles de 

poliacrilamida-SDS (SDS-PAGE) al 10% y transferidas a una membrana Immobilon 

NC (Millipore Merck KGaA, Darmstadt, Germany) en buffer CAPS 1X (10 mM, pH 

11), adicionado con 10% de metanol durante 1 h con una corriente de 130 mA. 

Posteriormente, la membrana fue bloqueada con solución de bloqueo (5% de leche 

baja en grasa, 0.1% tween 20 en PBS 1X) en agitación constante durante 1 h a TA 

o durante toda la noche a 4ºC. El exceso de leche fue retirado y se realizaron 3 

lavados rápidos con la solución de lavado (PBS/Tween-20 0.1%). Después, la 

membrana se incubó con los anticuerpos primarios que se indican a las siguientes 

concentraciones: α-VP3 (1:3000), α-RNase L (1:2000), α-TLPs (1:3000) o α-

vimentina (1:3000). Los anticuerpos fueron diluidos en solución de bloqueo y se 
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incubaron durante 1 h a TA o durante toda la noche a 4°C en agitación constante. 

Pasado el tiempo, el anticuerpo primario fue retirado y la membrana se lavó 3 veces 

durante 10 min con solución de lavado. Después de los lavados, la membrana se 

incubó con el anticuerpo secundario (a-conejo o a-ratón) o proteína A acoplada a la 

enzima peroxidasa (1:3000 [GE Healthcare]) durante 1 h a TA. Posteriormente, se 

lavó 3 veces durante 10 min con solución de lavado. Finalmente, las proteínas se 

detectaron con el sustrato para peroxidasa Western Lightning®-ECL, Enhanced 

Chemiluminescence Substrate (Perkin-Elmer, Massachusetts, USA) de acuerdo a 

las instrucciones del proveedor, empleando la película hipersensible Kodak Medical 

X-Ray film (Carestream, Jalisco, México). 

Purificación de partículas virales de doble y triple capa (DLPs y TLPs)  
 

Células MA104 fueron crecidas a confluencia en placas de 150-cm2, las 

monocapas fueron infectadas con la cepa de rotavirus RRV a una multiplicidad de 

infección (MOI) de 3, a las 12 horas post infección (hpi) las células fueron lisadas 

mediante 3 ciclos de congelamiento y descongelamiento y posteriormente los 

lisados fueron sonicados. Las partículas virales fueron concentradas por 

ultracentrifugación durante 1 h a 30,000 rpm a 4ºC en un rotor SW55Ti (Beckman, 

Fullerton, CA). Los botones celulares (pellets) obtenidos fueron resuspendidos en 

buffer TNC frío (10 mM Tris-HCl pH 7.5, 140 mM NaCl, 10 mM CaCl2). Después, se 

realizaron al menos dos extracciones con triclorofluorometano (Freón), recolectando 

la fase acuosa.  

Para purificar TLPs o DLPs, a las fases acuosas colectadas durante la 

extracción con freón se les agregó CsCl para obtener una densidad de 1.38 g/cm3, 
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esta mezcla fue centrifugada por 18 h a 36,000 rpm en un rotor SW55 Ti (Beckman, 

Fullerton, CA) a 4ºC. Las bandas opalescentes correspondientes a TLPs o DLPs 

fueron colectadas mediante punción con la ayuda de una jeringa de 3 mL y fueron 

almacenadas a 4 ºC. Antes de ser utilizadas en los diferentes ensayos, el ClCs unido 

a las partículas virales fue eliminado mediante columnas de sephadex G-25 coarse. 

Para esto, un volumen de 18 µl de partículas virales fue pasado por una columna 

de resina sephadex G-25 empacada en puntas estériles de 200 µl de micropipeta. 

La columna de sephadex fue lavada con buffer TNC o TNE (10 mM Tris-HCl pH 7.5, 

140 mM NaCl, 10 mM EGTA pH 8) cuando se requería eliminar el ClCs de las 

fracciones correspondientes a TLPs o DLPs, respectivamente. Para eliminar la 

posible contaminación de (+)RNAs de origen viral o celular unido a la parte externa 

de las partículas virales, las TLPs purificadas fueron tratadas con 10 µg de RNasa 

A por 15 min a 37 ºC, para posteriormente proceder a la purificación del dsRNA 

genómico con el reactivo TRIzol (Ambion-Life Technologies, Carlsban, CA) como se 

indica en el manual de usuario. 

Para obtener partículas virales a partir de células infectadas en las que VP3 

y RNasa L fueron silenciadas o co-silenciadas, células MA104 crecidas en placas 

de 6 pozos fueron transfectadas con el siRNA indicado como se describió 

previamente (45). A las 72 h post transfección (hpt), las células fueron infectadas 

con rotavirus RRV a una MOI de 3.  A las 12 hpi las células fueron lisadas mediante 

3 ciclos de congelamiento descongelamiento, sonicadas con 4 pulsos de 20s y 

después se realizaron al menos 2 extracciones con triclorofluorometano (Freón), 

recolectando la fase acuosa. La suspensión viral fue concentrada utilizando un 
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colchón de sacarosa al 40% mediante centrifugación por 2 h a 40,000 rpm; rotor 

SW55Ti (Beckman, Fullerton, CA) a 4ºC. El pellet viral fue resuspendido en buffer 

TNC, cuando se requerían TLPs o en buffer TNE para remover las proteínas de 

capa externa de las partículas virales y obtener DLPs.  

Ensayos de transcripción in vitro 
 

Para realizar estos ensayos se emplearon partículas virales de doble capa 

(DLPs) obtenidas de las condiciones que se indican en el texto, las DLPs fueron 

purificadas como se describe en la sección anterior. Las reacciones de transcripción 

in vitro se llevaron acabo de la siguiente manera: 2.4 µg de DLPs purificadas se 

incubaron con una mezcla de reacción que contiene 8 mM ATP, 2.5 mM GTP, 2.5 

mM CTP, 2.5 mM UTP (Ambion, Carlsban, CA), 0.5 mM S-adenosilmetionina (SAM, 

NEB, Ipswich, MA), 0.5 U/µl RNasin (Thermo Scientific, Waltham, MA), buffer de 

transcripción (140 mM Tris-HCl pH 8, 200 mM acetato de sodio y 40 mM acetato de 

magnesio) y 4% de bentonita. La reacción fue incubada por 6 h a 42ºC, después se 

centrifugó por 1 min a 14,000 rpm para remover la bentonita, inmediatamente 

después el RNA presente en el sobrenadante fue purificado por extracción 

fenol:cloroformo y precipitado con 4M de LiCl durante toda la noche a 4ºC. El RNA 

fue sedimentado por centrifugación durante 15 min a 13,500 rpm a 4ºC, se lavó 2 

veces con etanol al 80%, fue secado y resuspendido en agua grado biología 

molecular libre de RNasas. La concentración de RNA fue determinada por 

absorbancia empleando el espectrofotómetro NanoDrop. Finalmente, el RNA fue 

almacenado en alícuotas a -70ºC y descongelado hasta su uso.  
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Obtención de RNA viral para los ensayos de cuantificación de cap 
 

Monocapas de células MA104 crecidas en placas de 6 pozos se infectaron 

con RRV a una MOI de 10 durante 1 h a 37ºC; posteriormente, se retiró el inóculo 

viral y se incubó con MEM en atmosfera húmeda con 5% de CO2 a 37ºC. A los 

tiempos indicados, el RNA total fue extraído y purificado con TRIzol como se indica 

en el manual de usuario. El RNA viral de las reacciones de transcripción in vitro, el 

dsRNA genómico de partículas virales y el RNA total de células infectadas fue 

obtenido como se indica en el texto. Posteriormente, la concentración de RNA fue 

determinada por absorbancia empleando el espectrofotómetro NanoDrop, el RNA 

fue dividido en alícuotas y almacenado a -70 ºC hasta su uso. Con el fin de no 

comprometer la integridad del RNA, se evitó que las alícuotas se sometieran a más 

de 2 ciclos de congelamiento y descongelamiento. 

Para la caracterización del extremo 5´ de los RNAs virales se emplearon las 

siguientes cantidades de RNA: 250 ng de RNA purificado a partir de partículas 

virales u obtenido de las reacciones de transcripción in vitro; 1 µg de RNA total 

obtenido de células infectadas o células infectadas tratadas con el siRNA indicado. 

Caracterización de los extremos 5´de los RNAs virales  
 

Para caracterizar el extremo 5´ de la cadena positiva de los RNAs virales de 

rotavirus (ss+RNAs), se llevó a cabo un procesamiento enzimático seguido del 

análisis por RT-qPCR como fue descrito previamente (55). El ensayo fue utilizado 

en la caracterización de la estructura cap del RNA genómico del virus Sindbis 

(SINV). El protocolo que realizamos presenta modificaciones que se detallan a 

continuación (Figura 8 A): El primer paso consiste en incubar el RNA con la enzima 
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Fosfatasa Antártica (NEB, Ipswich, MA) por 1 h a 37ºC para eliminar los grupos 

fosfatos del extremo 5´. Después, la reacción fue inactivada por calor colocándola 

por 5 min a 80ºC. Posteriormente, la reacción fue dividida en dos alícuotas del 

mismo volumen para llevar acabo, en paralelo, el ensayo de presencia o ausencia 

de 7meGpppG cap en el RNA viral.  

Para determinar la cantidad de RNAs sin cap, el RNA en la reacción fue 

tratado con la enzima T4 Polinucleótido Cinasa (PNK [NEB, Ipswich, MA]) con esté 

tratamiento se producen dos poblaciones de RNA; una con un grupo monofosfato y 

otra con 7meGpppGcap en el extremo 5´. La otra alícuota fue tratada con la enzima 

RNA 5´ Pirofosfohidrolasa (RppH [NEB, Ipswich, MA]) que remueve el 7meGpppG de 

los RNAs con cap, produciendo una mezcla de RNAs sin grupos fosfato y con 

grupos monofosfato en el extremo 5´ (60). Ambas reacciones fueron incubadas 

durante 1 h a 37ºC y después las enzimas fueron inactivadas con calor. 

Posteriormente, ambas alícuotas fueron usadas en paralelo como sustrato para la 

ligación de un oligo de RNA, el cual será llamado “linker” (5´-

GCUGAUGGCGAUGAAUGAACACUGCGUUUGCUGGCUUUGAUGAAA-3´) 

(Tabla 2). El RNA linker se unió al grupo monofosfato presente en el extremo 5´ del 

RNA mediante la acción de la T4 RNA ligasa (NEB, Ipswich, MA), la reacción fue 

incubada durante 1 h a 37ºC. Después, el RNA presente en las reacciones fue 

purificado por fenol:cloroformo, precipitado con etanol y resuspendido en agua 

grado biología molecular libre de RNasas.  
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Reacción de reversa transcriptasa (RT) 
 

La PCR cuantitativa con reacción reversa (RT-qPCR) se llevó a cabo en dos 

pasos, como fue descrita por Ayala-Breton et al (61). Después de su purificación, 

los RNAs fueron utilizados como sustratos para la reacción de transcripción reversa 

(RT) usando oligonucleótidos específicos complementarios a la cadena positiva del 

segmento 10 del RNA viral (Figura 8 B, paso 1). La síntesis del cDNA fue realizada 

con la enzima reversa transcriptasa M-MLV (Invitrogen, Waltham, MA) utilizando los 

siguientes oligonucleotidos; con la finalidad de detectar el amplicón que contiene al 

linker unido al extremo 5´ se utilizó el oligonucleótido reverso (5´-

CGAGGCCTTATGTAATGTAAATAG -3´) que se une el extremo 5´ del gen viral 10 

en las posiciones 168 a 191 nt (Figura 8 B, paso 1[a]); mientras que, para cuantificar 

la cantidad total del segmento 10 del (+)RNA viral presente en cada reacción el 

siguiente oligonucleótido reverso fue utilizado (YM10-3´, 5´-

CAGACCCGGGCCGCGGTCACATTAAGACCGTTC-3´), este oligo se une en las posiciones 

241 a 193 nt del segmento viral 10 (Figura 8 B paso 1[a]).  

 
Tabla 3. Secuencias de oligos utilizados. 
 

Nombre Secuencia en dirección 5´-3´ Gen blanco  
YM10-5´ CAGACCCGGGTACCTTTTAAAAGTTCTGTTCC gen 10 

YM10-3´ CAGACCCGGGCCGCGGTCACATTAAGACCGTTC gen 10 

Linker GCUGAUGGCGAUGAAUGAACACUGCGUUUGCUGGCUUUGAUGAAA   

Linker-5´ CGATGAATGAACACTGCGTTTG Linker 

Reverso-10-3´ CGAGGCCTTATGTAATGTAAATAG gen 10 
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Análisis del PCR en tiempo real (qPCR) 
 

Después de la síntesis del cDNA, los siguientes oligonucleótidos fueron 

utilizados para detectar el amplicón que contiene al linker unido al extremo 5´. El 

oligonucleótido sentido complementario al linker de RNA (5´-

CGATGAATGAACACTGCGTTTG-3´) y el oligonucleótido reverso (5´-

CGAGGCCTTATGTAATGTAAATAG -3´) que se une al extremo 5´ del gen viral 10 

fueron utilizados como se muestra en la figura 8 B paso 2[a], estos oligos amplifican 

un amplicón de 228 pb. En reacciones en paralelo, se emplearon oligonucleótidos 

que reconocen una región interna del gen viral 10, que fueron empleados como 

control interno de cada amplificación (Figura 8 B paso 2[a]); el oligo sentido (5´-

TCCTGGAATGGCGTATTTTC-3´) y el oligo reverso (5´-

GAGCAATCTTCATGGTTGGAA-3´) fueron usados en la reacción de qPCR, 

produciendo un amplicón de 90 pb. Las muestras fueron analizadas en el 

termociclador de tiempo real ABI 7000 sequence detector system (Applied 

Biosystem). Para llevar acabo el análisis cuantitativo de los datos, los resultados 

fueron normalizados con respecto a los niveles del segmento 10 de rotavirus 

detectado en cada muestra. El cambio de la expresión del gen fue calculado con el 

método 2-DDCT, en donde CT es el ciclo de umbral (62). Finalmente, la abundancia 

relativa de los RNAs con y sin cap fueron determinados comparándolas cantidades 

relativas de el amplicón que contiene el linker con la cantidad de +RNA presente 

usando el método DDCT para obtener las proporciones de RNAs con y sin cap 

dependiendo del tratamiento de la muestra, como se describió previamente (55).  
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Determinación del número de copias del gen viral 10 
 

Para determinar el número de copias virales presentes en las muestras, se 

generó una curva estándar utilizando diluciones seriadas de un RNA transcrito in 

vitro bajo el promotor T7 que contiene la secuencia del segmento 10 del genoma de 

rotavirus cepa RRV. De manera breve, el logaritmo de la concentración de cada 

dilución fue graficada contra valor de CT y el número de copias de una muestra cuyo 

valor no es conocido se determinó extrapolando el valor de CT en la correspondiente 

curva estándar.  

Análisis estadístico 
 

Los datos reportados en este estudio son las medias de un mínimo de tres 

replicas biológicas independientes. Las barras de error indican +/- la desviación 

estándar de la media. El análisis estadístico fue realizado utilizando el programa 

GraphPad Prism 6.0 (GraphPad Software Inc) como se describe en la sección de 

Resultados. 
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RESULTADOS 

Las partículas maduras de rotavirus contienen RNA con y sin cap en los 
extremos 5´. 
 

Los once segmentos de dsRNA que conforman el genoma viral se 

encuentran protegidos por las proteínas del core o núcleo de la partícula de tres 

capas (TLP) de rotavirus. En estudios previos se demostró que de las dos cadenas 

del dsRNA genómico solamente la cadena de RNA de polaridad positiva (+RNA), 

contiene cap en el extremo 5´, mientras que la cadena de polaridad negativa (-RNA) 

carece de esta estructura. Sin embargo, aún no es claro si todo el RNA de polaridad 

positiva contenido en las partículas virales posee cap (2)(63).  

Como primer punto decidimos evaluar cuantitativamente la proporción de cap 

presente en el extremo 5´ del +RNA, encapsidado en las partículas virales maduras. 

Para ello, empleamos un método enzimático que permite cuantificar la presencia de 

cap, esté método fue empleado previamente en la caracterización del cap en el RNA 

genómico del virus Sindbis (SINV)(55). Brevemente, el RNA proveniente de células 

infectadas o de partículas virales purificadas es tratado con una fosfatasa que 

elimina los grupos mono-, di- o tri- fosfatos presentes en el extremo 5´ terminal de 

los RNAs que no tienen cap. A continuación, la muestra se divide en dos alícuotas 

que son sometidas a diferentes reacciones enzimáticas en paralelo: Para 

determinar la presencia de RNA sin cap, una alícuota es incubada con la enzima 

polinucleótido cinasa (PNK), de este tratamiento resulta una mezcla de RNAs con 

grupos monofosfato y los RNAs con cap en el extremos 5´ que no se modifican con 

la PNK. Por otra parte, la otra alícuota es incubada con la enzima ribofosfohidrolasa 

(RppH) que tiene un domino Nudixx que elimina la estructura cap dejando un grupo 
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monofosfato en el extremo 5´; como producto de esta reacción se generan dos 

poblaciones de RNA: una monofosfatatada y otra sin fosfatos en el extremo 5´. 

Después de estos tratamientos las enzimas empleadas son inactivadas por calor. 

Posteriormente, ambas alícuotas son incubadas con un linker de RNA que es un 

oligonucleótido de RNA de secuencia definida que en presencia de la enzima T4 

RNA ligasa se puede ligar a los extremos 5´ del RNAs monofosfatados (Figura 8 A). 

En seguida, ambas alícuotas de RNA son empleadas como moldes para la síntesis 

de DNA complementario (cDNA) a través de la transcriptasa reversa (RT). En esta 

reacción se emplearon dos cebadores reversos específicos que hibridan en la 

cadena positiva del segmento 10 de RNA viral: el primero consiste de un cebador el 

cual hibrida en el extremo 5´del RNA viral y amplifica la región que corresponde al 

extremo 5´ terminal del gen 10 y el RNA linker (en caso de que este presente); el 

otro cebador reconoce una región interna del RNA del gen viral 10, este prima una 

reacción que es independiente de la presencia del linker y es utilizado para 

cuantificar la cantidad total del gene 10 presente en la reacción. Finalmente, las 

reacciones de RT son usadas para realizar el ensayo de PCR cuantitativa (qPCR), 

en este ensayo también se emplean dos pares de cebadores; el primer par detecta 

la presencia del amplicon RNA-linker y consta de un cebador sentido el cual es 

complementario a una secuencia en el linker y del mismo oligo reverso que se 

empleó en la reacción de RT; el segundo par, tanto el oligo sentido como el reverso 

son complementarios a regiones internas del gen 10 (Figura 8 B). 
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Figura 8. Esquema del ensayo enzimático para la determinación 
cuantitativa de la presencia o ausencia de 7meGpppGcap en el RNA viral. En 

los ensayos se empleó dsRNA genómico o +RNA. A) Tratamiento enzimático. 1) El +RNA 

con o sin cap fue tratado con la enzima Fosfatasa Antártica, después la reacción fue dividida 

en dos alícuotas. 2) Una alícuota fue tratada con PNK, que adiciona un grupo fosfato al 5´-

OH del RNA. 3) La otra alícuota fue tratada con RppH, que elimina el cap de las moléculas 

de RNA dejando un grupo P en el extremo 5´. 4) Un linker de RNA fue ligado al grupo fosfato 

presente en el extremo 5´de las moléculas de RNA, utilizando la enzima T4 RNA ligasa. B) 

RT-qPCR. 1) Se realizaron dos reacciones de RT-qPCR. Oligonucleótidos específicos 

fueron utilizados para llevar a cabo la reacción de transcripción reversa (RT), para detectar 

el amplicón producido por la ligación del RNA linker con el gen viral 10 (a) o para detectar 

la cantidad total del gene viral 10 presente en la reacción (b). 2) El cDNA obtenido fue 

A B 
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empleado en la reacción de qPCR, para esto se utilizaron oligos específicos que detectan 

el amplicón RNA linker-gene viral 10 (a) y al gen viral 10 (b). 

 

Para determinar la presencia o ausencia de la estructura cap en el extremo 

5´ del dsRNA genómico, se purificaron partículas virales de rotavirus a partir de 

lisados de células infectadas mediante gradientes isopícnicos de CsCl. Estos 

gradientes permiten separar dos poblaciones virales que corresponden a las 

partículas de doble y triple capa de proteínas (DLPs y TLPs, respectivamente); en 

estos ensayos se utilizó la banda correspondiente a las TLPs. Previo a la extracción 

del RNA contenido en las partículas virales purificadas, éstas fueron tratadas con 

RNasa A con el objetivo de eliminar cualquier RNA viral o celular que estuviese 

unido al exterior de las TLPs. Posteriormente, el dsRNA genómico fue extraído y 

purificado como se indica en materiales y métodos y se utilizó para determinar la 

fracción de cap presente en esta preparación mediante el método enzimático que 

permite la cuantificación del 7meGpppGcap como se describió previamente. En este 

ensayo encontramos que, contrario a lo que se pensaba, en las partículas virales 

maduras se encuentran ambas poblaciones de +RNA, con y sin cap en el extremo 

5´. Los resultados obtenidos muestran que el 40% +/- 8.3% de los +RNAs presentes 

en las TLPs no tienen cap (Figura 9).  
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Figura 9. En las partículas virales maduras de rotavirus se encuentran 
poblaciones de +RNAs con y sin cap. Células MA104 fueron infectadas con RRV a 

una MOI de 3 y cosechadas a las 12 hpi. Las partículas virales maduras (TLP´s) fueron 

obtenidas mediante gradientes isopícnicos de CsCl. Previo a la extracción del RNA 

genómico las partículas fueron tratadas con RNasa A; finalmente, el dsRNA genómico fue 

purificado y sometido al ensayo de caracterización de cap como se indica en la sección de 

materiales y métodos. Se muestra la media aritmética +/- la desviación estándar de tres 

replicas biológicas independientes.  
 
 

Caracterización de la actividad de adición de cap de la proteína VP3 en un 
sistema de transcripción in vitro.  
 

Dado que encontramos que hay una proporción de RNA genómico dentro de 

las partículas virales maduras que no presenta cap, decidimos evaluar si esto se 

debía a una baja eficiencia de la actividad enzimática de la proteína viral VP3, 

encargada de la adición del cap. Durante el ciclo replicativo del virus, después de la 
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entrada de rotavirus a la célula, las proteínas que forman la capa externa de las 

TLPs se desprenden, generando partículas de doble capa (DLPs), que son 

transcripcionalmente activas e inician la síntesis de mRNAs virales en la célula 

infectada. En condiciones apropiadas, las DLPs pueden sintetizar grandes 

cantidades de +RNA viral en un sistema de transcripción in vitro (43), sin embargo, 

se desconoce si todos los transcritos sintetizados en estas condiciones tienen cap 

en el extremo 5´.  

Para caracterizar la eficiencia de adición de cap de VP3 in vitro, las partículas 

virales obtenidas de un lisado de células infectadas se concentraron mediante 

centrifugación a través de un colchón de sacarosa al 40%. La pastilla obtenida fue 

resuspendida en un buffer con EDTA (TNE) que al quelar el Ca2+, provoca que las 

proteínas de la capa externa se liberen, generando así las DLPs. Las partículas así 

obtenidas se usaron en el ensayo de transcripción in vitro como se describe en la 

sección de materiales y métodos. Posteriormente, el RNA sintetizado en este 

ensayo fue sometido al tratamiento enzimático para cuantificar la presencia de cap 

como se describe en materiales y métodos. Como se muestra en la figura 10, 

encontramos que la proporción de RNA con y sin cap sintetizado in vitro fue 1:1 

(50% +/- 9.1%), lo que sugiere que en estos ensayos la proteína viral VP3 tiene una 

eficiencia de adición de cap de alrededor del 50%, similar a la que se encontró en 

los +RNAs aislados de partículas virales maduras.  
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Figura 10. En ensayos de transcripción in vitro no todo el mRNA 
sintetizado contiene cap en el extremo 5´. Células MA104 fueron infectadas con 

RRV a una MOI de 3 y cosechadas a las 12 hpi. Las DLPs fueron concentradas mediante 

colchones de sacarosa al 40% en buffer TNE; posteriormente, se utilizaron en ensayos de 

transcripción in vitro como se describe en la sección de materiales y métodos. El RNA 

obtenido mediante este método fue sometido al ensayo de caracterización de cap como se 

indica en el texto. Se muestra la media aritmética +/- la desviación estándar de tres replicas 

biológicas independientes. 

 

Evaluación de la actividad de adición de cap de VP3 durante el ciclo replicativo 
de rotavirus. 
 

Para determinar si la actividad de adición de cap de VP3 observada en los 

ensayos anteriores, en donde se utilizó RNA de partículas virales o sintetizado en 

un sistema de transcripción in vitro se observaba en las mismas proporciones 

durante la infección, determinamos la cantidad de RNA viral con y sin cap producido 

en las células infectadas a diferentes horas post infección. Para esto, se infectaron 

monocapas de células MA104 y se cosecharon a diferentes horas postinfección (0, 

3, 6, 9 y 12 hpi). Posteriormente, el RNA total de estos lisados fue extraído y 
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purificado y se sometió al ensayo enzimático para cuantificar la presencia o 

ausencia de cap en el RNA viral. Como se muestra en la figura 11 A, encontramos 

que la cantidad relativa de +RNAs virales con y sin cap cambia durante el ciclo de 

replicación de rotavirus. Encontramos que la proporción de RNA viral sin cap frente 

a la que contiene 7meGpppGcap al inicio de la infección (0 hpi) fue 1:1 (50% +/- 

1.8%), mientras que a las 3 hpi el RNA con cap fue del 33% +/- 4.2%. Por otra parte, 

a las 6 hpi la cantidad de RNA viral con 7meGpppGcap incrementó hasta un 73% +/- 

4.2%. Finalmente, una proporción similar de RNA con y sin cap, cercano a 50 % +/- 

4.6 %, fue detectado en tiempos tardíos de la infección (9 y 12 hpi) (Figura 11 A). 

En un ensayo en paralelo, la abundancia relativa del +RNA del gen viral 10 

fue cuantificada mediante RT-qPCR como se describe en materiales y métodos. Se 

cuantificó la abundancia del RNA viral a los mismos tiempos post infección en los 

que la proporción de cap fue evaluada. En concordancia con lo reportado 

previamente por nuestro laboratorio (61), la cantidad de +RNA viral se acumula 

conforme avanza el ciclo replicativo (Figura 11 B.), esto nos sugiere que en nuestro 

ensayo estamos cuantificando la presencia de RNA con y sin cap partiendo de 

diferentes cantidades de RNA, ya que como se muestra en la figura la abundancia 

del RNA viral presente en las células cambia con respecto al tiempo. El incremento 

de RNA viral detectado a partir de las 6 hpi proviene de los transcritos virales 

sintetizados en la segunda ronda de replicación, la cual se lleva a cabo en los 

viroplasmas. En conjunto, estos resultados sugieren que en general la proporción 

de RNA con y sin cap es dinámica, con cambios principalmente durante tiempos 

tempranos del ciclo replicativo, mientras que la proporción de RNAs con 

7meGpppGcap y sin cap a las 9 y 12 hpi fue muy similar (1:1). De manera interesante, 
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la proporción de RNA con y sin cap detectada a tiempos tardíos concuerda con los 

valores encontrados en las partículas virales purificadas (Figura 9). 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 11. La abundancia del cap cambia durante el ciclo replicativo de 
rotavirus. A) Células MA104 fueron infectadas con RRV a una MOI de 10 y fueron 

cosechadas a los tiempos indicados. Posteriormente, el RNA total fue purificado y empleado 

en el ensayo de caracterización del cap como se describe en materiales y métodos. B) 

Cuantificación del número de copias de RNA segmento 10 sintetizado en los mismos 

tiempos que en A. El RNA obtenido en A fue utilizado para cuantificar la abundancia del 

segmento 10 mediante RT-qPCR. Se muestra la media aritmética +/- la desviación estándar 

de tres replicas biológicas independientes. Los asteriscos indican las diferencias 

significativas entre la cantidad de RNA con y sin cap presente en la misma condición. *, 

P<0.05. **, P<0.01. 

 

Los virus que se producen en ausencia de VP3 son más infecciosos.  
 

Reportes previos de nuestro laboratorio han mostrado que el silenciamiento 

de la expresión de VP3 mediante el uso de siRNAs resulta en una disminución de 

alrededor del 80% del rendimiento de la progenie viral infecciosa y en una reducción 

A B 
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de aproximadamente 10 veces en los niveles de mRNA y dsRNA virales, mientras 

que en estas condiciones la síntesis de las otras proteínas virales (aparte de VP3) 

no se ve afectada (61). Sin embargo, no se ha estudiado si la cantidad de cap 

presente en los transcritos virales cambia cuando la expresión de VP3 es silenciada. 

Para evaluar el efecto de la ausencia de VP3 en la encapsidación de RNAs virales, 

purificamos partículas virales producidas en células infectadas en las cuales VP3 

fue silenciada por RNA de interferencia y determinamos su infectividad; además, 

evaluamos la proporción de RNA con y sin cap en las partículas virales producidas 

en estas condiciones. Para estos ensayos, las partículas virales presentes en los 

lisados celulares que fueron tratados con un siRNA contra VP3 o un siRNA 

irrelevante, fueron concentradas a través de un colchón de sacarosa. Para verificar 

la eficiencia del silenciamiento, la presencia de VP3 y otras proteínas virales 

estructurales fue analizada mediante ensayos de western blot. Para ello, muestras 

de lisado total de células infectadas tratadas o no con el siRNA dirigido contra VP3 

y de las partículas virales semi-purificadas de cada una de estas condiciones 

separaron electroforéticamente y se transfirieron a membrana de nitrocelulosa que 

fue incubada con un anticuerpo monoclonal dirigido contra la proteína VP3 (aVP3) 

y posteriormente la misma membrana se incubó con un anticuerpo policlonal dirigido 

contra las TLPs (aTLPs), que reconoce las proteínas estructurales VP4, VP6 y VP7 

(Figura 12 A). 
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Figura 12. El virus producido en ausencia de VP3 es más infeccioso. A) 
Análisis del silenciamiento de VP3 de los lisados totales y partículas virales semi-purificadas 

mediante western blot. Las proteínas presentes en los lisados y en las partículas virales 

fueron analizadas en un gel SDS-PAGE al 10% y se detectaron mediante western blot 

empleando el anticuerpo monoclonal dirigido contra VP3. El anticuerpo aTLPs fue 

empleado como control de carga. B) Titulo viral de los lisados totales obtenidos de células 

en las que VP3 fue silenciada. Las células fueron transfectadas con el siRNA indicado y a 

A B 
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las 72 h post-transfección las células fueron infectadas con RRV y lisadas a las 12 hpi. El 

titulo viral fue determinado mediante ensayo inmunoperoxidasa. Los datos son expresados 

como progenie infecciosa (uff/ml). C) Infectividad especifica de las partículas virales. Las 

células fueron transfectadas con el siRNA indicado, después de 72 h post-transfección las 

células fueron infectadas con RRV. A las 12 hpi las células fueron lisadas y las partículas 

virales fueron concentradas mediante colchón de sacarosa; y el titulo viral de las partículas 

virales semi-purificadas fue determinado mediante ensayo inmunoperoxidasa.  La cantidad 

de proteína viral VP4 presente en el western blot mostrado en A) fue calculada mediante 

densitometría utilizando el programa ImageJ (LOCI, Universidad de Wisconsin) y el título 

viral fue correlacionado con la cantidad de proteína viral VP4. Los datos son expresados 

como el porcentaje de infectividad específica obtenido cuando las células fueron 

transfectadas con un siRNA irrelevante (siIrre), el cual fue tomado como 100%. Se muestra 

la media aritmética +/- la desviación estándar de tres replicas biológicas independientes. 

Los asteriscos indican las diferencias significativas entre la cantidad de RNA con y sin cap 

presente en la misma condición. *, P<0.05. **, P<0.01. 

 
 

Al evaluar mediante ensayos de western blot la eficiencia del silenciamiento 

de la proteína viral VP3 en el lisado total de las células infectadas, observamos que 

la expresión de esta proteína fue menor en la condición en la que las células fueron 

tratadas con el siVP3, aunque no se logró un abatimiento total de su expresión. Sin 

embargo, cuando se analizó la presencia de VP3 en las partículas virales semi-

purificadas obtenidas de los lisados de células infectadas en donde la expresión de 

VP3 fue silenciada, se observó una cantidad casi indetectable de dicha proteína 

(VP3). Posteriormente, decidimos descartar la posibilidad de que este resultado 

fuera causado por variaciones en la cantidad de proteína cargada en el gel; por lo 

que evaluamos la presencia de las proteínas estructurales VP4, VP6 y VP7 en la 

misma membrana en la que la presencia de la proteína VP3 fue evaluada; para esto 

incubamos la membrana con el anticuerpo policlonal aTLPs. Como podemos 
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observar en la figura 12 (izq) no encontramos diferencias en la abundancia de las 

proteínas virales que son reconocidas por el aTLPs (Figura 12 A), tanto en los 

lisados totales como en las partículas semi-purificadas. En conjunto estos 

resultados nos permiten confirmar que es posible obtener partículas virales que 

carecen de la proteína estructural VP3. 

Una vez caracterizadas las proteínas presentes en las partículas virales 

obtenidas de células en las que VP3 fue silenciada, evaluamos su infectividad 

específica. Para esto, realizamos ensayos de infectividad de la progenie viral 

presente en los lisados celulares obtenidos de células que fueron tratadas con el 

siRNA irrelevante o el dirigido contra VP3. Como se puede observar en la figura 12 

B, cuando se silenció la expresión de VP3 el titulo viral disminuyó aproximadamente 

80%, este resultado concuerda con lo reportado previamente por nuestro laboratorio 

(61). Sin embargo, de manera sorpresiva al evaluar la infectividad específica de las 

partículas virales semi-purificadas, expresada como el número de unidades 

formadoras de focos corregido por la cantidad de proteína viral presente en cada 

condición, encontramos que, aunque al silenciar VP3 se producen menos 

partículas, estás fueron aproximadamente 75.8% +/- 7.2% más infecciosas en 

relación con las partículas virales obtenidas de células control en las que VP3 no 

fue silenciada (Figura 12 C). Aunque el silenciamiento de proteínas virales o 

celulares empleando RNAi permite disminuir de manera significativa la abundancia 

de la proteína blanco, el tratamiento no es 100% eficiente. Esto tiene como 

consecuencia que dicha proteína aún este presente en pequeñas cantidades, que 

se pueden encontrar por debajo del límite de detección del western blot. Por lo que, 
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en nuestros ensayos no esperábamos abatir por completo la expresión de VP3 y 

por ende la presencia de cap en los transcritos virales, pero si disminuirla de manera 

significativa. 

Posteriormente, caracterizamos la abundancia del 7meGpppGcap presente en 

el genoma de las partículas virales ensambladas en ausencia de VP3, las cuales 

presentaban un aumento en la infectividad especifica. Para esto, el dsRNA 

genómico fue extraído y purificado de las partículas virales obtenidas a partir de 

células tratadas con el siVP3 o tratadas con un interferente irrelevante. Una vez 

purificado, el RNA genómico viral se utilizó para determinar la fracción de cap 

presente mediante el método enzimático que permite la cuantificación del 

7meGpppGcap como se describe previamente en la sección de materiales y 

métodos. En este ensayo esperábamos tres posibles resultados: primero, debido a 

la ausencia de VP3 se espera una reducción en la cantidad de RNA viral con cap, 

por lo que las partículas virales podrían tener una mayor cantidad de RNA sin cap; 

segundo, que el poco RNA viral con cap presente, producto de la actividad residual 

de VP3, sea encapsidado de manera preferencial, lo que se reflejaría en un 

incremento de la cantidad de 7meGpppGcap en las partículas virales y finalmente 

que el RNA sea encapsidado en las misma proporciones independientemente de la 

abundancia del RNA con y sin cap.  Después de realizar la cuantificación de la 

presencia o ausencia de cap, encontramos que la proporción del RNA con 

7meGpppGcap frente al que no tiene cap en las partículas virales que se produjeron 

en las células en las que se silenció VP3 fue de 1:1 (50% +/- 12.7%), esta proporción 

fue similar a la del RNA extraído de partículas obtenidas en la condición en la que 

la proteína VP3 no fue silenciada (Figura 13) 
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Figura 13. Las partículas virales obtenidas cuando se silencia la expresión 
de VP3 tienen la misma proporción de RNAs con y sin cap. Células MA104 

fueron transfectadas con el interferente indicado, después de 72 h post-transfección (hpt) 

las células fueron infectadas con RRV a una MOI de 3. A las 12 hpi las partículas virales 

fueron semi-purificadas mediante colchones de sacarosa al 40% y el RNA de las partículas 

fue purificado y empleado en el ensayo de determinación de cap. Se muestra la media 

aritmética +/- la desviación estándar de tres replicas biológicas independientes. 
 

Posteriormente evaluamos la presencia del cap en los transcritos virales 

producidos in vitro por las partículas virales obtenidas en condiciones en las que 

VP3 se silenció. Utilizamos las DLPs semi-purificadas obtenidas de células en las 

que VP3 fue silenciada, y estas se utilizaron en el ensayo de transcripción in vitro 

como se describió en la sección de materiales y métodos; el RNA obtenido se utilizó 

en el ensayo de determinación de cap. Encontramos que estas partículas producen 

una cantidad significativamente mayor de RNAs sin cap, ya que solo el 15.5 % +/- 

12 % del RNA producido tenía 7meGpppGcap, mientras que el 83.5 % +/- 12% del 

RNA no poseía cap (Figura 14). Este resultado sugiere que estas partículas 
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contienen una cantidad muy baja de VP3, tal y como se observó en los ensayos de 

western blot; sin embargo, este resultado contrasta con los valores obtenidos 

cuando caracterizamos la proporción de cap presente en el +RNA obtenido de las 

partículas virales (Figura 13), donde encontramos proporciones similares de RNAs 

con y sin cap.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14. Las DLPs producidas en ausencia de VP3 producen una menor 
proporción de +RNAs con cap. Células MA104 fueron transfectadas con el RNA 

interferente indicado, 72 hpt las células fueron infectadas con RRV a una MOI de 3. A las 

12 hpi las DLPs fueron purificadas mediante colchones de sacarosa al 40% y se utilizaron 

en el ensayo de transcripción in vitro como se describe en materiales y métodos.  El RNA 

sintetizado fue utilizado para determinar la proporción de RNA con y sin cap empleando el 

ensayo de determinación de cap. Se muestra la media aritmética +/- la desviación estándar 

de tres replicas biológicas independientes. Los asteriscos indican las diferencias 

significativas entre la cantidad de RNA con y sin cap presente en la misma condición. *, 

P<0.05. 

 

En conjunto, los resultados mostrados indican que las partículas virales 

producidas en células en las que se silenció la expresión de VP3 se ensamblan en 
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menor cantidad en comparación con las obtenidas en células tratadas con un siRNA 

irrelevante (Figura 12 B). De manera interesante, estás partículas tuvieron una 

mayor infectividad especifica, esté incremento en la infectividad parece no estar 

relacionado con la presencia o ausencia de cap, ya que el +RNA genómico 

encapsidado en estas partículas presentó una proporción similar (1:1) de RNA con 

y sin 7meGpppGcap al encontrado en las condiciones control. Sin embargo, 

encontramos que los +RNAs transcritos por las partículas virales producidas en 

ausencia de VP3 sintetizaron una cantidad significativamente menor de +RNAs con 

cap. Los resultados obtenidos sugieren que durante el proceso de encapsidación 

del dsRNA genómico los RNAs con y sin cap se encapsidan en una proporción 

similar, independientemente de la abundancia del RNA con 7meGpppGcap presente 

en las células infectadas.  

Efecto del co-silenciamiento de RNasa L y VP3 en la adición de cap. 
 

Como se mencionó previamente, además de la actividad de guanilil-metil 

transferasa, la proteína VP3 tiene en el domino carboxilo terminal una actividad de 

2´-5´-fosfodiesterasa (PDE), por medio de la cual degrada a los 2´-5´ As, impidiendo 

la activación de la RNasa L, que es una RNasa inespecífica que al activarse 

establece un estado antiviral en la célula, degradando RNAs celulares y virales 

(64,65). Reportes previos de nuestro laboratorio mostraron que el co-silenciamiento 

VP3 y RNasa L mediante RNAi resultó en un incremento del rendimiento de la 

progenie viral infecciosa y de la integridad del RNA viral (45). Estos resultados 

sugieren que la actividad de adición de cap de VP3 parece no ser esencial para la 

producción de progenie viral infecciosa durante el ciclo replicativo de rotavirus. Con 
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el objetivo de analizar el efecto que tiene el co-silenciamiento de VP3 y RNasa L en 

la abundancia de RNA viral con cap, células MA104 fueron co-transfectadas con los 

siRNA indicados y posteriormente, las células fueron infectadas con rotavirus y se 

colectaron a diferentes horas postinfección (0, 3, 6, 9 y 12 hpi). Para demostrar la 

eficacia del co-silenciamiento, la presencia de las proteínas VP3 y RNasa L fueron 

analizadas mediante ensayos de western blot utilizando anticuerpos monoclonales 

dirigidos contra las proteínas VP3 y RNasa L (Figura 15 A); como control de carga 

se utilizó un anticuerpo policlonal que reconoce a la proteína celular vimentina. La 

eficiencia de los silenciamientos fue calculada cuantificando la densitometría de las 

bandas (Figura 15 B). Posteriormente, la infectividad de la progenie viral producida 

a las 12 hpi fue analizada mediante ensayos de inmunoperoxidasa como se 

describe en la sección de materiales y métodos (Figura 15 C). Encontramos que al 

silenciar la expresión de VP3 hubo una disminución del título viral cercano al 60%; 

sin embargo, el co-silenciamiento de la expresión de VP3 y RNasa L tuvo como 

efecto un aumento en la infectividad de aproximadamente 50% en comparación con 

las células control en las cuales ningún gen, viral o celular, fue silenciado (Figura 

15). 

 

 

 

 

 

 

 



 62 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 15. El co-silenciamiento de VP3 y RNasa L incrementa la producción 
de la progenie viral. A) Células MA104 fueron transfectadas con el interferente indicado 

como se menciona en la sección de materiales y métodos. A las 72 hpt las células fueron 

infectadas con RRV a una MOI de 3 y lisadas a los tiempos indicados. Las proteínas fueron 

separadas en un gel SDS-PAGE al 10% y se detectaron mediante western blot empleando 

los anticuerpos monoclonales dirigidos contra VP3 y RNasa L. La proteína vimentina (Vim) 

fue empleada como control de carga. Se muestra una imagen representativa de los lisados 

celulares de células transfectadas con los siRNAs dirigidos contra VP3 y RNasa L. B) 

Cuantificación de la eficiencia del silenciamiento de las proteínas VP3 y RNasa L. La 

cantidad relativa de la proteína indicada fue calculada cuantificando la densitometría de las 

bandas usando el software ImageJ (LOCI, Universidad de Wisconsin). C) En paralelo, las 

células fueron infectadas con RRV a una MOI de 3, a las 12 hpi las células fueron lisadas y 

A B 

C 
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el titulo viral fue determinado mediante ensayo inmunoperoxidasa. Los datos son 

representados como el porcentaje de la infectividad obtenida cuando las células fueron 

transfectadas con un siRNA irrelevante (siIrre) que fue tomado como 100%. Se muestra la 

media aritmética +/- la desviación estándar de tres replicas biológicas independientes. 
 

Posterior al análisis de la expresión de las proteínas silenciadas, el RNA total 

de cada condición fue extraído y purificado en los tiempos indicados y se cuantificó 

la presencia o ausencia de cap en el +RNA viral. Encontramos que la proporción de 

+RNA viral sin cap frente a la que contiene cap al inicio de la infección (0 hpi) fue 

1:1; esté resultado fue similar al obtenido cuando se analizaron TLP´s purificadas 

(Figura 9) y en las células control, que fueron tratadas con un siRNA irrelevante. Por 

otra parte, después de las 6 hpi la cantidad de RNA con 7meGpppGcap fue del 73% 

+/- 3%, mientras que a las 9 hpi fue de 64% +/- 2%. Finalmente, a las 12 hpi se 

encontró una proporción de RNA con cap significativamente mayor (83% +/- 2%; 

Figura 16 A).  

Además, se evaluó si el co-silenciamiento de VP3 y RNasa L afecta la 

abundancia del +RNA viral. Para esto, en un ensayo en paralelo cuantificamos la 

abundancia relativa del +RNA del gen viral 10 mediante RT-qPCR. Encontramos 

que en los tiempos evaluados se produjo una cantidad similar de +RNA tanto en las 

células co-silenciadas como en la condición control (Figura 16 B). Este resultado 

sugiere que el co-silenciamiento de éstas proteínas no afectó la abundancia del 

RNA viral durante la infección al igual que en los resultados mostrados previamente 

(Figura 11). Dado que estamos cuantificando la presencia de RNA con y sin cap de 

diferentes cantidades de RNA, las diferencias en la proporción de 7meGpppGcap 

encontradas en las células infectadas que fueron co-silenciadas con los 
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interferentes dirigidos contra las proteínas VP3 y RNasa L, no fueron debidas a 

diferencias en la transcripción del RNA viral.  

  

 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 16. Determinación cuantitativa de +RNAs con y sin cap en células 
en las que VP3 y RNasa L fueron co-silenciadas. A) Las células fueron 

transfectadas con el interferente indicado como se menciona en la sección de materiales y 

métodos. A las 72 hpt las células fueron infectadas con RRV y lisadas a los tiempos 

indicados. El RNA total fue purificado y usado en el ensayo de determinación de cap como 

se describe en materiales y métodos. B) Abundancia relativa del segmento 10 del (+)RNA 

viral. El RNA obtenido en A fue empleado para cuantificar la abundancia del segmento 10 

en un ensayo de RT-qPCR como se describe en materiales y métodos. Se muestra la media 

aritmética +/- la desviación estándar de tres replicas biológicas independientes. Los 

asteriscos indican las diferencias significativas entre la cantidad de RNA con y sin cap 

presente en la misma condición. *, P<0.05. **, P<0.01. 

 

La proporción de RNA con y sin cap en las partículas virales no depende de 
la proporción presente en las células infectadas 
 

Como mostramos en los resultados anteriores, la proporción de RNA con 

7meGpppGcap producida en células infectadas en donde se co-silenciaron las 

A B 
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proteínas VP3 y RNasa L fue significativamente mayor, por lo que decidimos evaluar 

si bajo estas condiciones la proporción de +RNA con cap presente en las partículas 

virales también incrementaba. Para ello, células MA104 fueron co-transfectadas con 

los siRNAs dirigidos contra VP3 y RNasa L; o transfectadas solamente con el siRNA 

dirigido contra RNasa L o con un siRNA irrelevante; posteriormente, las células 

fueron infectadas con rotavirus y se cosecharon a las 12 hpi. Las partículas virales 

presentes en estos lisados celulares fueron concentradas pasándolas a través de 

un colchón de sacarosa. La eficiencia del silenciamiento de las proteínas VP3 y 

RNasa L se evaluó mediante ensayos de western blot. Por otra parte, el 

silenciamiento de la proteína celular RNasa L se evaluó en los lisados totales a partir 

de los que se purificaron las partículas virales. Como se muestra en la Figura 17 A, 

se logró silenciar eficientemente ambas proteínas y también se obtuvieron 

partículas virales sin VP3 en la condición en la que está proteína fue silenciada. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 17. La proporción de RNAs con y sin cap que son encapsidadas en 
las partículas virales no depende de la abundancia del cap presente en las 

A B 
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células infectadas. A) Células MA104 fueron transfectadas con el interferente indicado 

como se menciona en la sección de materiales y métodos. A las 72 hpt las células fueron 

infectadas con RRV a una MOI de 3. A las 12 hpi las partículas virales fueron semi-

purificadas mediante colchones de sacarosa al 40%. Las proteínas presentes en los lisados 

y en las partículas virales fueron analizadas en un gel SDS-PAGE al 10% y se detectaron 

mediante western blot empleando los anticuerpos monoclonales dirigidos contra VP3 y 

RNasa L. Los anticuerpos aVim y aTLPs fueron empleados como control de carga. Se 

muestra una imagen representativa de los lisados celulares de células transfectadas con 

los siRNAs dirigidos contra VP3 y RNasa L. B) Las partículas virales fueron tratadas con 

RNasa A y el RNA de estas partículas fue purificado y empleado en el ensayo de 

determinación de cap. Se muestra la media aritmética +/- la desviación estándar de tres 

replicas biológicas independientes. 
 

Posteriormente, el dsRNA genómico fue extraído y purificado de las 

partículas virales semi-purificadas obtenidas de las células que fueron tratadas con 

el siRNA indicado. Después de ser purificado, el RNA genómico viral se utilizó para 

determinar la fracción de cap presente. Encontramos que, contrario a lo que 

esperado, la proporción de RNAs con y sin cap en las partículas virales obtenidas 

de células en las que VP3 y RNasa L fueron co-silenciadas fue de 1:1 (50% +/- 

2.0%), una proporción similar fue encontrada en el RNA extraído de las partículas 

virales producidas en las condiciones en las que solo RNasa L fue silenciada o en 

las producidas en la condición control (Figura 17 B).  Como mostramos en la figura 

17 A, en los lisados de células en las que se co-silenció la expresión de VP3 y 

RNasa L se encontró una mayor cantidad de RNA con cap, por lo que nuestros 

datos sugieren que la proporción de RNA viral con o sin cap que es encapsidada en 

la partícula viral no depende de la abundancia de estas dos especies de +RNAs 

presente en las células infectadas. 
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DISCUSIÓN 
 

La presencia del cap en el extremo 5´ de los mRNAs virales tiene funciones 

importantes que incluyen: protección contra la degradación mediada por 5´-3´ 

exoribonucleasas, incrementar la síntesis de proteínas virales en los virus que 

tienen un inicio de la traducción dependiente de cap, además de evitar que los 

transcritos virales presentes en el citoplasma de la célula infectada sean 

reconocidos por el sistema inmune innato del hospedero (66)(67). En el citoplasma 

de las células infectadas, los RNAs sin cap son detectados por las proteínas del 

sistema inmune innato RIG-I y MDA5, estás proteínas reconocen ligandos 

específicos (grupos tri- di- o mono- fosfatos) presentes en el extremo 5´ de los 

transcritos virales que no se encuentran en los RNAs que son sintetizados por la 

maquinaria de transcripción celular. La unión a sus ligandos inicia una cascada de 

señalización que culmina con la expresión de interferón a/b (IFN) como respuesta 

del sistema inmune innato a la infección, induciendo un estado antiviral en la célula 

infectada y en las células adyacentes (68)(35). Los virus que llevan a cabo su ciclo 

replicativo en el citoplasma han desarrollado diferentes estrategias que les permiten 

evadir el reconocimiento de sus transcritos virales por componentes del sistema 

inmune innato evitando así la activación y expresión de IFN; una de estas 

estrategias es la adición de cap en el extremo 5´de sus mRNAs (69).  

Los rotavirus emplean diferentes estrategias que evitan que su genoma 

(dsRNA) y los transcritos virales producidos durante el ciclo replicativo sean 

reconocidos por las proteínas del sistema inmune (46), una de ellas es la adición de 

cap. El cap es adicionado por la proteína viral VP3 que posee todas las actividades 
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enzimáticas involucradas en este proceso. En este trabajo caracterizamos la 

presencia de 7meGpppGcap en uno de los RNAs producidos por rotavirus para ello 

empleamos un método enzimático que permite cuantificar la presencia del cap, que 

fue utilizado previamente en la caracterización del cap en el RNA genómico del virus 

Sindbis (SINV). Al analizar la presencia de cap en las partículas virales infecciosas 

(TLP´s), encontramos que el dsRNA genómico encapsidado tiene tanto +RNAs con 

y sin cap. La presencia de +RNA genómico sin cap en partículas virales ya había 

sido reportado previamente para el virus SINV (55); sin embargo, este es el primer 

estudio en el que se caracteriza de manera cuantitativa la presencia de RNAs con 

y sin cap presente en las partículas virales de un miembro de la familia Reoviridae. 

Dado que detectamos una proporción alta de +RNAs sin cap en las partículas 

virales, decidimos evaluar si esto era debido a una baja actividad de la guanilil 

transferasa de VP3 por lo que caracterizamos la presencia de cap en los transcritos 

virales producidos en un sistema de transcripción in vitro. Encontramos que VP3 

adiciona de manera poco eficiente el cap, ya que la proporción de +RNAs con y sin 

cap fue 1:1, sugiriendo que la eficiencia enzimática de VP3 no es del 100%. Este 

resultado concuerda con lo reportado por Uzri y colaboradores, quienes emplearon 

un enfoque indirecto para determinar la presencia de +RNAs virales con y sin cap 

por su habilidad de inducir la secreción de IFN. En este ensayo, el RNA obtenido 

mediante transcripción in vitro, o aislado a las 6 horas post infección fue transfectado 

en fibroblastos embrionarios murinos (MEFs) y el nivel de IFN-b secretado fue 

cuantificado mediante ensayo de ELISA (70). Empleando está metodología 

encontraron que ambas poblaciones de RNAs estudiadas, contenían RNAs con 
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grupos fosfatos expuestos en el extremo 5´ y estructuras cap que no se encuentran 

completamente 2´-O-metiladas, y propusieron que no todos los RNA virales 

contenían cap en su extremo 5´.  

Como en nuestros ensayos encontramos que VP3 no adiciona el cap al 100% 

de los transcritos virales, decidimos caracterizar la presencia de esta estructura 

durante el ciclo replicativo de rotavirus; encontramos que la abundancia de los 

+RNAs virales con y sin 7meGpppGcap en las células infectadas con rotavirus es 

dinámica, ya que las proporciones cambian a los diferentes tiempos post infección, 

con una mayor cantidad de RNAs con 7meGpppGcap a las 6 hpi. Por otra parte, a 

tiempos tardíos de la infección (12 hpi) la proporción de RNAs con y sin cap fue 1:1, 

similar al resultado obtenido en la caracterización del RNA genómico viral 

encapsidado en las TLP´s (Figura 9). De manera similar, al caracterizar la 

proporción de RNAs con y sin cap durante el ciclo replicativo de SINV encontraron 

una mayor proporción de RNAs sin cap a tiempos tempranos de la infección (3 hpi); 

mientras que a tiempos tardíos (9 y 12 hpi) la proporción de RNAs con cap aumentó 

hasta llegar a una proporción 1:1 (55). El mecanismo por el cual la abundancia de 

RNAs con cap incrementa durante la infección de SINV no ha sido elucidada; sin 

embargo, en nuestro estudio esté incremento puede ser debido a que después de 

las 4 hpi hay un aumento significativo de la cantidad de los transcritos virales como 

resultado de la segunda ronda de replicación que es llevada a cabo por las nuevas 

DLPs ensambladas en los viroplasmas (61)(Figura 11 B). Aunque durante la 

infección de SINV no se caracterizó la proporción del cap en el RNA a las 0 hpi, en 

nuestro estudio la proporción de 7meGpppGcap presente a este tiempo fue similar al 

obtenido en las partículas virales (Figura 11 A). Al inicio de la infección (0 hpi) el 
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único RNA viral proviene del +RNA genómico presente en las partículas virales se 

encuentran en el lisado empleado en la infección de las células. Las diferencias en 

las proporciones de RNAs con y sin 7meGpppGcap obtenidas del RNA proveniente 

de ensayos in vitro y de células infectadas con rotavirus pueden ser debido a que 

las condiciones en las que se llevaron a cabo los ensayos de transcripción in vitro 

son “óptimas”, mientras que el RNA viral producido durante la infección se encuentra 

expuesto a un ambiente citoplasmático en el cual existen proteínas celulares que 

pueden estabilizar o desestabilizar el RNA viral. En este trabajo caracterizamos la 

presencia o ausencia del cap en el segmento 10 del genoma de rotavirus, esté 

segmento ha sido empleado en nuestro laboratorio y en otros laboratorios como 

representativo de todos los segmentos del genoma en diferentes estudios. Sin 

embargo, con este trabajo no podemos descartar la posibilidad de que la proporción 

de RNA con y sin cap pueda ser diferente en otros segmentos del genoma viral.  

Además de la actividad de adición de cap, la proteína viral VP3 puede 

contrarrestar la respuesta inmune innata del hospedero a través de diversos 

mecanismos. En células epiteliales intestinales infectadas con rotavirus, VP3 envía 

a degradación mediada por proteasoma a la proteína celular MAVS, que es una 

proteína involucrada en la transducción de señales que permiten la producción de 

IFN. Al degradar a MAVS se bloquea la producción de IFN-l, teniendo como 

consecuencia un incremento en la replicación y en la patogenesis viral de rotavirus 

(47). Por otra parte, VP3 tiene en el carboxilo terminal un dominio de fosfodiesterasa 

(PDE) que degrada a los 2´-5´oligoadenilatos que son producidos en respuesta a la 

detección del dsRNA por OAS, de esta manera se inhibe la activación de RNasa L. 
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La función y actividad del dominio PDE de VP3 durante la infección de rotavirus ha 

sido evaluada en diversos estudios y se ha demostrado que la actividad antagonista 

de VP3 hacia OAS/RNasa L es importante para que los rotavirus puedan replicarse 

de manera eficiente tanto en modelos de infección in vivo e in vitro (45)(71). Como 

demostramos en este trabajo, durante el ciclo replicativo de rotavirus se producen 

RNAs sin cap, los cuales pueden inducir la activación de la expresión de IFN, sin 

embargo, VP3 es una proteína multifuncional que puede contrarrestar esta 

activación a través de diferentes mecanismos aunados a las funciones de la 

proteína viral NSP1 (46).  

Previamente en nuestro laboratorio se reportó el efecto de silenciar la 

expresión de VP3 sobre la síntesis de proteínas virales y en la producción de 

partículas virales; sin embargo, no se ha estudiado cómo la ausencia de esta 

proteína afecta la adición del cap a los RNAs virales (13). En este trabajo 

encontramos que, de acuerdo a lo reportado, el silenciamiento de VP3 tiene como 

consecuencia una disminución significativa en la abundancia del RNA y en la 

formación de partículas virales, aunque paradójicamente la síntesis de las proteínas 

virales no se afecta. Al caracterizar la presencia de cap en las partículas virales 

producidas en esta condición encontramos que contenían una proporción 1:1 de 

+RNAs con y sin cap (1:1), similar a la obtenida cuando caracterizamos las 

partículas virales obtenidas de células control que fueron tratadas con un siRNA 

irrelevante. Una posible explicación es que el RNA con 7meGpppGcap detectado en 

las partículas obtenidas en el silenciamiento de VP3 puede provenir de las partículas 

virales utilizadas durante la infección, y que este RNA con cap pueda ser suficiente 

para que se lleve a cabo la síntesis de proteínas virales durante el ciclo replicativo, 
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y sea encapsidado en las nuevas partículas virales, aunque esta posibilidad es poco 

probable. Inesperadamente, las partículas virales obtenidas de células en las que 

VP3 fue silenciada mostraron una infectividad especifica mayor que las obtenidas 

de las células control. Adicionalmente, las nuevas partículas virales ensambladas 

en estas condiciones poseen muy poca cantidad de VP3, no solo evidente por la 

señal en los western blots sino que además encontramos que los transcritos virales 

sintetizados in vitro por las DLPs tienen una cantidad significativamente menor de 

7meGpppGcap (Figura 14). El mecanismo por el cual el RNA y las proteínas virales 

interaccionan para ensamblar las nuevas partículas virales no ha sido caracterizado 

en detalle. Sin embargo, se ha propuesto un modelo en el que inicialmente 

monómeros de VP1, que quizá se encuentra formando un complejo con VP3, se 

unen al extremo 3´de los +RNAs virales, creando complejos de RNA-proteína(25). 

Posteriormente, a este complejo se une la proteína VP2, la unión de esta proteína 

es indispensable para la activación de la RdRp de VP1 y la síntesis del dsRNA 

genómico (52). Aunque la función de VP3 en el ensamblado del “core” viral no ha 

sido evaluada, nuestros resultados sugieren que, en cultivo celular, VP3 puede ser 

no esencial en la formación del “core” viral y en la transcripción del RNA viral; sin 

embargo, la relevancia de VP3 debe de ser evaluada a un segundo ciclo de 

infección empleando partículas deficientes en VP3 y en un modelo de replicación in 

vivo.  

La importancia del dominio PDE de VP3 ha sido evaluada durante el ciclo 

replicativo de rotavirus, en reportes previos encontraron que el co-silenciamiento de 

VP3 y RNasa L tiene como efecto, contrario al silenciamiento de VP3, la 

recuperación de la producción de partículas virales infecciosas; este resultado 
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sugiere que la actividad de adición de cap de VP3 no es esencial para la producción 

de progenie viral (45). En este estudio evaluamos la abundancia de 7meGpppGcap 

en +RNAs purificados a diferentes hpi de células infectadas que fueron co-

silenciadas con interferentes dirigidos contra VP3 y RNasa L. Encontramos que 

después de las 6 hpi hubo un incremento significativo de RNA con cap con respecto 

al RNA sin cap, con una abundancia mayor al 80% a las 12 hpi. Este resultado fue 

inesperado, ya que esperábamos detectar una mayor cantidad de RNAs sin cap, 

debido a la ausencia de la proteína viral involucrada en su adición y la proteína 

celular encargada de degradar a los RNAs. Como mencionamos VP3 es una 

proteína multifuncional, el incremento en la abundancia de RNAs con cap a tiempos 

tardíos nos sugiere que VP3 puede estar modulando (directa o indirectamente) la 

actividad de otras endonucleasas, además de RNasa L, que degradan a los RNAs 

sin cap. Por otra parte, cuando analizamos la abundancia de cap en el +RNA 

contenido en las partículas virales purificadas en estas condiciones encontramos la 

misma proporción de +RNAs con y sin cap (1:1), este resultado, junto con el 

obtenido al cuantificar el cap en las partículas virales semi-purificadas de células en 

las que se silenció VP3, sugieren que existe un mecanismo por el cuál rotavirus 

controla la proporción de los +RNAs con y sin cap que son encapsidados; además, 

que el RNA que se encapsida en la partícula viral, no depende de los niveles de 

RNA con 7meGpppGcap presente en las células infectadas por rotavirus.  

El efecto que tiene la abundancia del cap en los transcritos virales en la 

patogénesis viral ha sido evaluada mediante diferentes enfoques. Los reportes 

disponibles principalmente se basan en la producción de virus mutantes en los que 

se incrementa o disminuye la actividad de alguna de las enzimas involucradas en la 
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adición de cap. De manera interesante, la función del cap durante el ciclo replicativo 

parece ser dependiente del virus en la que se esté estudiando, ya que mientras para 

SARS-CoV-2 la presencia del cap con la modificación de N7-metilguanosina es 

importante para incrementar su virulencia (72), la patogénesis de SINV se ve 

afectada de manera negativa al incrementarse la proporción de RNAs con cap. En 

reovirus, otro miembro de la familia Reoviridae, recientemente se reportó que el 

incremento de la presencia de cap en el sistema de genética reversa mediante la 

incorporación de la proteína fusión C3P3, que contiene a la T7 polimerasa y la 

proteína viral NP868R encargada de la adición del cap en el virus de la fiebre porcina 

africana, tuvo como efecto un incremento en la síntesis de proteínas virales de al 

menos 2 veces, mientras que la producción de viriones infecciosos se vio 

incrementada al menos 60 veces. Estos resultados sugieren que el cap  presente 

en el RNA viral además de ser importante para incrementar la síntesis de proteínas 

virales, tiene una función no tradicional que consiste en promover el ensamblado de 

partículas virales y la incorporación del RNA viral genómico en los nuevos viriones 

(54).  

Otro virus del que se ha caracterizado la importancia del cap durante su ciclo 

replicativo es el SINV, que a diferencia de rotavirus tiene un genoma de RNA de 

cadena sencilla de polaridad positiva. Durante la infección de SINV se producen dos 

subpoblaciones de partículas virales (“SINV light” y “SINV heavy”) que pueden ser 

separadas por las diferencias en su densidad. La proporción de partículas físicas: 

infecciosas es 100:1 y 10:1, para “SINV light” y “SINV heavy”, respectivamente (73). 

De manera interesante, cuando se caracterizó la presencia de cap en el RNA 

genómico de estas partículas, se encontró que las partículas SINV heavy tienen una 
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proporción mayor de cap (79%) contrario a SINV light en donde se encontró una 

mayor cantidad de RNAs sin cap (70%); sin embargo, aún no es claro si el 

7meGpppGcap tiene una función durante la encapsidación del RNA genómico (55). 

Recientemente se reportó la importancia de la adición de cap al 5´de los transcritos 

virales de SINV, tanto en modelos in vitro e in vivo. En estos estudios, realizaron 

mutaciones puntuales en la proteína viral involucrada en la adición de cap (nsP1), 

con el objetivo de disminuir o incrementar su eficiencia de adición de cap a los 

transcritos virales. En aquellos ratones que fueron infectados con el virus mutante 

con actividad de adición de cap disminuida, se encontró una ligera disminución en 

la mortalidad; por el contrario, cuando se incrementó la eficiencia de adición de cap 

la mortalidad y morbilidad causada por estos mutantes fue nula (69)(57). También 

encontraron que la expresión de las citosinas proinflamatorias disminuye 

significativamente cuando se incrementa la capacidad de adición del cap, sugiriendo 

que la eficiencia de adición de cap y la producción de RNAs sin cap son importantes 

para alcanzar niveles patogénicos de inflamación. Estos datos sugieren que la 

presencia de RNAs sin cap tiene un rol crítico en la patogénesis y virulencia en este 

virus.  

Recientemente, se reportó un método sensible que permite detectar 

diferentes tipos de cap presentes en el extremo 5´ del RNA, dicha metodología 

combina la cromatografía liquida de alta resolución (HPLC) con la dilución isotópica 

acoplada a espectrometría de masas (LC-MS/MS) (74). Con esta técnica se 

caracterizaron los diferentes tipos de cap presentes en el RNA obtenido de 

diferentes líneas celulares y microorganismos incluido el virus del dengue (DENV). 

El DENV tiene un genoma de RNA de cadena sencilla de polaridad positiva que 
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codifica la maquinaria necesaria para adicionar cap tipo 1 a sus transcritos virales. 

Al analizar el RNA genómico extraído de viriones purificados se encontró, como era 

esperado, que el 70% del RNA tenía cap tipo 1, mientras que solo el 14% tenía cap 

tipo 0. De manera inesperada, también se detectaron estructuras cap no canónicas 

como UDP-GlcNAc, NAD y FAD (74). La presencia de cap no canónicos en el RNA 

genómico de DENV resulta interesante; sin embargo, es necesario determinar si 

estas estructuras tienen alguna relevancia biológica durante el ciclo replicativo de 

DENV. Está técnica también podría ser utilizada en el estudio de los RNAs de 

rotavirus con el objetivo de determinar si el genoma encapsidado en las partículas 

virales o el RNA viral presente en las células infectadas posee en el extremo 5´ 

algún tipo de cap no canónico. 

Con la caracterización de los dominios de VP3 involucrados en la adición de 

cap (42)(48), y el reciente desarrollo del sistema de genética reversa para rotavirus 

(11) es posible producir virus con mutaciones puntuales en los diferentes dominios 

de VP3, particularmente en los involucrados en la actividad RNA guanililtransferasa, 

con el objetivo de establecer cuál es función de la estructura cap durante la infección 

de rotavirus y poder determinar si la actividad de adición de cap de VP3 es 

importante para el ensamble de nuevas partículas virales en modelos de infección 

in vitro e in vivo. También esta metodología (genética reversa) nos permitirá superar 

las limitaciones intrínsecas de los ensayos de silenciamiento usando siRNAs. 

Actualmente se han desarrollo fármacos que tienen como blanco a las proteínas no 

estructurales NS5 y NsP1 de los flavivirus y alfavirus, respectivamente(75)(76). 

Debido a la importancia que tiene la maquinaria de adición del cap para algunos 

virus, las enzimas involucradas en la biosíntesis del 5´cap pueden ser blanco para 
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el tratamiento de las infecciones virales. Estos fármacos han demostrado inhibir de 

manera eficiente la replicación viral en ensayos in vitro; sin embargo, aún es 

necesario evaluar su actividad in vivo. Es importante estudiar las modificaciones a 

las que el RNA viral de rotavirus es sometido, para así poder comprender la función 

y el impacto que puedan tener durante el ciclo replicativo con el objetivo de poder 

desarrollar terapias específicas que permitan contender contra la infección viral. 
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CONCLUSIONES 
 

• Las partículas virales infecciosas de rotavirus contienen una proporción 

similar de +RNAs con/sin 7meGpppGcap. 

• En las células infectadas con rotavirus la abundancia de RNAs virales con y 

sin 7meGpppGcap cambia durante el ciclo replicativo. 

•  La eficiencia de adición de cap en los +RNAs en ensayos in vitro es muy 

similar a la encontrada en las partículas virales 

• El co-silenciamiento de las proteínas VP3 y RNasa L incrementa 

significativamente la proporción de +RNAs con cap en tiempos tardíos de la 

infección. 

• La proporción de +RNAs con 7meGpppGcap que se encapsida en las 

partículas virales maduras no depende de la abundancia de las poblaciones 

de +RNAs con y sin cap presentes en las células infectadas. 
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PERSPECTIVAS 
 

v Generar mutantes de VP3 con cambios en los dominios involucrados en la 

adición de cap, mediante el sistema de genética reversa. 

v Determinar si la presencia de cap es importante para la incorporación de +RNA 

a las partículas virales. 

v Determinar si los RNAs sin cap juegan algún papel durante el ciclo replicativo de 

rotavirus. 

v Evaluar la proporción de RNAs con/sin cap en otras cepas de rotavirus. 

v Determinar qué factores influyen en el incremento de la infectividad específica 

de las partículas producidas en células en las que VP3 fue silenciada.  
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Los resultado de este trabajo fueron publicado en la revista Journal of Virology: 
 
 
Mature Rotavirus Particles Contain Equivalent Amounts of 7-meGpppG-Capped and 

Noncapped Viral Positive-Sense RNAs. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 87 

 
 

 



 88 

 
 



 89 

 
 



 90 

 
 



 91 

 



 92 

 
 



 93 

 



 94 

 
 



 95 

 
 



 96 

 
 



 97 

 



 98 

 
 



 99 

 
 



 100 

 
 
 



 101 
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medicina en el departamento de microbiología e inmunología en la Universidad de 
Louisville, Kentucky, USA, bajo la supervisión del Dr. Kevin J Sokoloski. El propósito 
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desarrollada por el Dr. Sokoloski. Como producto de mi estancia se publico el 
siguiente articulo en la revista mBio: 
 

Increasing the Capping Efficiency of the Sindbis Virus nsP1 Protein Negatively 
Affects Viral Infection. 
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ESTRATEGIAS DE ROTAVIRUS CONTRA EL SISTEMA ANTIVIRAL INNATO. 
 
 

En este artículo se describen las diferentes estrategias que el virus ha 

desarrollado para evadir la respuesta del sistema inmune innato del hospedero 

permitiéndole replicarse de manera eficiente. Además, se presenta un resumen de 

lo que se conoce acerca de las proteínas que conforman el sistema inmune innato 

del hospedero, el cual es empleado por la célula hospedera para contender contra 

la infección de rotavirus. Los rotavirus han desarrollado diferentes estrategias que 

le permiten evadir estas defensas antivirales. De manera breve, se sabe que los 

rotavirus emplean al menos dos proteínas virales que le permiten interactuar 

directamente o indirectamente con el sistema de interferón, con el fin de prevenir su 

activación, además emplean al menos otra proteína viral que le permite modular la 

actividad de la maquinaria de síntesis de proteínas celulares de esta manera 

previene la expresión de la mayor parte del programa antiviral de la célula. Los 

diferentes mecanismos empleados por rotavirus para evadir la respuesta inmune 

del hospedero se detallan en la siguiente revisión “Rotavirus Strategies Against the 

Innate Antiviral System”.  
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Artículo publicado en la revista Annual Review of Virology: 

Rotavirus Strategies Against the Innate Antiviral System 
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IMPLEMENTACIÓN DEL DIAGNÓSTICO DE SARS-COV-2 EN MUESTRAS DE 
SALIVA 

 
Debido a la emergencia de salud mundial causada por la COVID-19, surgió 

la necesidad de generar e implementar métodos diagnósticos rápidos y confiables 

para poder detectar la presencia del virus del síndrome respiratorio agudo severo 2 

(SARS-CoV-2). Durante la elaboración del proyecto, nuestro laboratorio participó en 

la implementación del diagnóstico para la detección de SARS-CoV-2 mediante la 

capacitación de diferentes laboratorios de la academia, esta actividad la realizamos 

en coordinación con el Instituto de Diagnóstico y Referencia Epidemiológicos 

(InDRE). Por otra parte, en colaboración con los Servicios de Salud del Estado de 

Morelos llevamos a cabo, mediante RT-qPCR, la detección de SARS-CoV-2 en 

muestras de pacientes provenientes de diferentes centros de salud del Estado y en 

muestras de miembros de la comunidad de la UNAM campus Morelos. El tener 

acceso a estos especímenes nos permitió explorar diferentes metodologías que nos 

permitieron optimizar el diagnóstico de SARS-CoV-2, logrando disminuir el tiempo 

y el costo del procesamiento. 

El método diagnóstico considerado estándar de oro para la detección de 

SARS-CoV-2 es la amplificación de regiones específicas del genoma viral mediante 

PCR cuantitativo de transcripción reversa (RT-qPCR) a partir de muestras 

provenientes de hisopados nasofaríngeos y orofaríngeos (NPS y OPS, 

respectivamente)(77)(78). Sin embargo, durante la pandemia hubo un incremento 

en la demanda de los reactivos que se emplean para colectar muestras biológicas 

y para purificar el RNA viral, provocando escases de los reactivos necesarios para 

realizar el diagnóstico. Los hisopos, el medio de transporte viral y los kits de 
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extracción de RNA viral fueron los reactivos que más escasearon, comprometiendo 

el número de pruebas diagnosticas que se podían realizar.  

La saliva es un espécimen clínico que ha sido aprobado por la FDA para el 

diagnóstico de SARS-CoV-2. La toma de muestra empleando saliva tiene múltiples 

beneficios, ya que al ser colectada por el propio paciente se disminuye el riesgo de 

contagio del personal de salud encargado de tomar el hisopado; además, no se 

requiere el uso de equipo de protección personal el cual también escaseo durante 

este periodo(79)(80). Debido a que los kits de extracción de RNA también 

escasearon, evaluamos la lisis directa de las salivas como método de obtención de 

RNA viral empleando el reactivo Quick Extract DNA solution (QE, Lucigen). En este 

trabajo comparamos los resultados obtenidos por RT-qPCR de 253 muestras de 

saliva e hisopado obtenidas del mismo paciente. Para realizar la comparación, las 

muestras de hisopado fueron procesadas utilizando un kit de extracción, mientras 

que las salivas se trataron directamente con el buffer de lisis QE; posteriormente, 

se analizó la presencia o ausencia de SARS-CoV-2 mediante RT-qPCR en ambos 

grupos. En estos ensayos encontramos una buena correlación al comparar ambos 

tipos de muestras, esto nos permitió proponer a la saliva y su lisis directa como una 

alternativa para el diagnóstico de SARS-CoV-2. Además, al no requerir hisopos, kits 

de extracción y medio de transporte viral, el tiempo de procesamiento y su costo se 

reducen en más del 60%. Esto permite incrementar la capacidad de diagnóstico de 

los laboratorios y reduce el tiempo de espera de los resultados. Los resultados de 

este trabajo fueron publicados en el artículo “Saliva sampling and Its Direct Lysis, 

an Excellent Option To Increase the Number of SARS-CoV-2 Diagnostic Test in 

Settings with Supply Shortages”. Además, también se publicó el artículo de 
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divulgación “Un método sensible, rápido y económico para detectar el SARS-CoV-

2 en saliva”.  
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Artículo publicado en la revista Journal of Clinical Microbiology: 

Saliva Sampling and Its Direct Lysis, an Excellent Option To Increase the 
Number of SARS-CoV-2 Diagnostic Test in Settings with Supply Shortages 
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Artículo publicado en la revista de divulgación Biotecnología en Movimiento: 

 

Un método sensible, rápido y económico para detectar el SARS-CoV-2 en 
saliva 
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DETECCIÓN DE SARS-COV-2 EN POOLS DE MUESTRAS DE SALIVA 

 

Ante el desconfinamiento e incremento gradual de las actividades en 

espacios públicos, laborales y escolares, lograr aumentar la cantidad de pruebas 

diagnosticas realizables utilizando muestras de saliva para su detección es de vital 

importancia para detectar, rastrear y/o aislar a las personas infectadas, frenando la 

cadena de contagios para evitar la propagación de SARS-CoV-2. Después de 

demostrar que la lisis directa de saliva puede ser empleada para obtener RNA y 

detectar el genoma de SARS-CoV-2 y que es tan eficiente como los métodos en los 

que se emplean kits de extracción(81), decidimos evaluar la posibilidad de realizar 

la detección de SARS-CoV-2 en pools de muestras de saliva. Los pools de muestras 

clínicas han sido empleados en el diagnóstico de otros virus; si un pool es negativo, 

todas las muestras se consideran negativas mientras que, si un pool es positivo, las 

muestras son evaluadas individualmente(82)(83). Esta estrategia permite 

diagnosticar un gran número de muestras de manera eficiente a un costo reducido. 

En nuestro estudio, evaluamos 1,086 muestras de salivas de pacientes 

ambulatorios en pools de cinco o diez muestras. Lo primero que realizamos fue 

evaluar la detección de muestras positivas, con un valor de CT conocido, mezcladas 

con 4 o 9 muestras negativas. El RNA de estos pools fue obtenido empleando el 

método de lisis directa y posteriormente se utilizó en la reacción de RT-qPCR. 

Después, comparamos los valores de CT obtenidos en los pools con el valor de CT 

de la muestra individual. En este estudio encontramos que la sensibilidad del 

método es menor cuando se analizan pools de 10 muestras, mientras que en los 

pools de 5 muestras la sensibilidad no es afectada de manera significativa. Los 
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resultados de este estudio fueron publicados en el artículo “Pooling saliva samples 

as an excellent option to increase the surveillance for SARS-CoV-2 when re-opening 

community settings”. 
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Artículo publicado en la revista PLoS One: 
 

Pooling saliva samples as an excellent option to increase the surveillance for 
SARS-CoV-2 when re-opening community settings 
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Por otra parte, en colaboración con el grupo de la Dra. Laura Gómez-Romero 

investigadora del Instituto Nacional de Medicina Genómica, se desarrolló un 

software que permite a partir de los datos crudos obtenidos del ensayo de RT-qPCR, 

catalogar de manera automática las muestras como positivas, negativas o 

indeterminadas a SARS-CoV-2, estó mediante el análisis de las curvas de 

amplificación obtenidas. Además, evalúa la calidad del experimento y genera 

reportes de manera automática. Este trabajo fue publicado en la Revista de 

Investigación Clínica. 

 

Automated Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction Data Analysis 
for SARS-COV-2 Detection. 
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