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f. Introducción 

Generalidades 

Los rotavirus fueron inicialmente caracterizados como agentes causantes de 

gastroenteritis en animales; sin embargo, numerosos estudios epidemiológicos también han 

demostrado que sOn'}a~saijsa más importante de gastroenteritis severa en niños menores de 

dos años. Aunq!fa·:·¡b~adultos también pueden infectarse, la infección en ellos es menos 
·., ·.~,~:'-.r:- :·,·,..c-

severa (32).>'{>' ). 

Lo{~gta~ihis componen un género dentro de la familia Reoviridae. Entre sus 

caracterís~.icas más sobresalientes están: 1) el genoma se conforma por 11 segmentos de 

RNA d~d~ble cadena (RNAdc) que codifican para seis proteínas no estructurales (NSPl, 2, 

3, 4, 5 y 6) y seis proteínas estructurales (VPI, 2, 3, 4, 6 y 7); 2) las partículas virales 

maduras tienen una simetría icosaédrica, miden aproximadamente 100 nm de diámetro y 

están formadas por tres capas concéntricas de proteínas; 3) las partículas virales contienen 

una RNA polimerasa dependiente de RNA, responsable de transcribir y replicar el genoma; 

4) el genoma segmentado de estos virus es capaz de rearreglarse genéticamente; 5) la 

replicación del virus ocurre en el citoplasma de las células infectadas; 6) el tratamiento con 

enzimas proteolíticas facilita el cultivo del virus in vitro; 7) estos virus tienen una ruta 
', ,· 

morfogénic~,triu~ paJ1icular: las partículas virales inmaduras geman hacia el interior del 
-~~r ·~.'; ~--:'fr,~ .. ·· 

retículo en~oplÁ~rrÍico (RE) donde llevan a cabo su maduración; 8) los rotavirus maduros no 
-. ·,- e•,-,,_: \',;:,~~ .. •;;.," 

tienen ~nv9ltu.r~'(ipídica y se liberan de las células infectadas por la lisis celular o por el 

transport~ vesiBli1a'~.bo clásico en células epiteliales polarizadas (17). 
:,- ,_,,~. 

l,os,rofiÍyi¿~s se clasifican serológicamente en varios grupos (serogrupos) que 
-~:-.:_ 

constan. cleJÍnÚtiples serotipos. Cada serogrupo está conformado por rotavirus que 

comparten antígenos detectados por pruebas serológicas. Hasta ahora los rotavirus se han 



clasificado en siete grupos (Aa G).' LOS grupos A, By e son más comúnmente encontrados 

en humano~y ariim~l~~;•rriieritr~~~qüe.Jcis grupos D, E, F y G han sido hallados sólo en 
' - " :,·>:_·· / .. -·>:··. -· - . 

animales. El ?~riom~-délos'.virtÍs'~e pued~rearreglar entre los miembros de cada grupo; sin 

embarg~ •. ;e~t:''.~?j'~tc~·~i~~-n~~¡'.:~¡~f Jljdif~;~n~es grupos (17, 71). Los determinantes 

:~:;:rt~~~f ~·~:1~~~~~:::::::::::º·:~'.::::::::·,:;:,:::::~º:.~'. 
Los rot~vfrus' d~tT~rÚ:p()';B:~e ·han asociado a epidemias anuales de diarreas severas 

princip:J~~f Í~:;~~-~~~!\i~.~~Í ~po C se ha detectado esporádicamente en heces fecales de 

niñosconctifrre~~Y~~~hi6'.tes~'severos, principalmente en China (17, 62) . 

. LJ::~;J~'.~~r~B~~.-~tims se clasifican en diferentes serotipos y genótipos. Los 

primeros.:s~i~~;:~~·~~~-{~~l~~do por ensayos de neutralización con anticuerpos policlonales; 
.. -.. ~:/~',::·.~.-,'.:./~: ,: :/::.:·:· 

mientras-qu~/1~~· s'tlg~lldos, están determinados por análisis de hibridación, o por la 
): : ' 

secuenci~'·cle'Íós,:cliferentes genes. La clasificación de Jos rotavirus se basa en un sistema 
.- . ,.. -~';~ ;· ·- - . -- .,,. 

binari~;En'é~te,"Jos diferentes serotipos de VP4 y de VP7 se reconocen por los epítopes de 
·h·<-f'::::.-·'-> ·:·· 

neútraH~~~ié>hqlle presentan estas dos proteínas de la capa externa. Se han clasificado 14 

serotip~s Gy 13 serotipos P (incluyendo 3 subtipos) con base en la glicoproteína VP7 y en 

la proteína VP4, respectivamente. Al clasificar un rotavirus se debe incluir ambos serotipos, 

por ejemplo: la clasificación de la cepa humana Wa es: Wa (hu) G 1/PIA (13, 17, 27, 37). 

Características de la partícula viral 

Estudios realizados por microscopía electrónica (ver Figura 1) han permitido 

observar tres tipos de partículas: las partículas que presentan una sola capa denominada 

nucleocápside o core, las partículas formadas por dos capas proteicas o DLP's (double­

layered particles) y l.as partÍculas maduras formadas por las tres capas de proteínas o TLP's 

(triple~layered particles). Las nucleocápisdes están conformadas por 120 moléculas de la 

? 



. -- ' . 

·. , ·:. ' . - . 

proteína VP2 arregla~~'corilc'> 6o:dí'iiieros que en\íuelven al genoma y a pequeñas cantidades 

de las prot~ínasVPl ~ \fp3:''Caclan¿C:Iecicápside posee una simetría T=l y no es infecciosa. 

Las DLP's ~d~st~~ d~ Un~ ~~é:Jeo~~~~lde~ubierta por una capa formada por 780 moléculas 

de la ~,~[1,~j~~¡1~~~t~~~J~W~,i;~•trla foo.aéddoa T~ 13. fara pa.tleula no ., 

infec~iosápefo~es~'Ciixi:~e'rí''tráns~ripciÓn!fE.ipioteína VP6 puede disociarse de las DLP's si 
--; ::: i ~ : .:;·::.{)~--·i¿U:S:~:-~~!~1~:~~~1:~r.t~~~i~~;i~}T:~I~~~~5z¡:.~:ót~~~~\~-~~tt<:·:~:~~-:, ·.: · , 

éstas sontrat~das;con'.ag~ntes'caotrópicos como el CaCh y el NaSCN. Las part1culas 

infeccio~J~Jc;~T1~,~~ii~/~~~f~;'.#~~~~tan tres capas concéntricas de proteínas. La tercera 
,<',-~::. :~-.~ .. :-.}·~~:::·-~::~!:--~~:\;:)~:~ ', ··'-:· .. · -

capa de es.t~~,):>a.~Hcii,las)'e~~á ,'conformada por 60 espículas de la proteína VP4 que se 

proyectanaio largo de una superficie lisa formada por trímeros de la glicoproteína VP7, que 

envuelven a las DLP's. Esta capa externa puede ser removida por agentes quelantes como el 

EDTA o EGTA, perdiendo así Ja infectividad (17, 19, 58, 59). 

\IP8 
VP ... YP7 

--L l .. ... Agentes Agentes 
quelantes caotrópicos 

(10 mM EDTA) (1.SMC.Cl2 ) 

TLP's DLP's cor e 

Figura l. Microscopía Electrónica de las partículas virales. La barra representa IOOnm. 
en gr (tomada del libro de Virology de Fields et al ( 17). ·s y 

valores de sedimentación. Las TLP's tienen una densidad de 1.36 g/cm3 en gradientes de 

CsCI y un coeficiente de sedimentación de 520S a 530S en gradientes de sacaros; mientras 

que las I)LP's tiene.o una densidad de 1.38 g/cm3 y un coeficiente de sedimentación de 380S 

a 400S. Las pucle()qápsides tienen una densidad de 1.44 g/cm3 en CsCI y un coeficiente de 

sedimentación de 280S en sacarosa (8, 17). 

iESlS CON 1 
FALLA DE O\UGEN .-l 
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Genoma 

El genoma viral está constituido por 11 segmentos de RNAdc contenidos dentro de 

la nucleocápside. Los tamaños de cada segmento varían desde 660 pb del gen más pequeño 

hasta 3300 pb par~·~) genTuás' grande (ver tabla 1 y figura 2). Cada segmento codifica para 
'.• ,.' ... 

una proteína a'excepcióndel segmento 11 que presenta dos marcos abiertos de lectura que 
,·'· ·,· . 

codifican para do~ ~roteínas no estructurales (NSP5 y NSP6). De las doce proteínas: seis son 

proteínas estruC:tuiáles que forman a las partículas virales y seis son proteínas no 

estructurales que se sintetizan en las células infectadas y que no están presentes en la 

partícula madura. Estas proteínas no estructurales participan en la replicación del virus y en 

la morfogénesis de la partícula viral (3). 

Tabla l. Asignamiento génico y funcional de Rotavirus 

Gen Tamaño Proteina Peso 
(bp) Molecular 

(kDa) 

1 3,302 VPI 125 
2 2,690 VP2 94 
3 2,591 VP3 88 
4 2,362 VP4 88 
5 1581 NSPl 53 
6 1356 VP6 41 
7 1104 NSP3 34 
8 1059 NSP2 35 
9 1062 VP7 38 
10 751 NSP4 28 
JI 667 NSP5 26 

NSP6 JO 
NC nuclcocápsidc 
TLP Partícula con tres cnpns 
DLP Panícula con dos capas 
NS Proteína no estructural 

Localización No.De FUNCIÓN 
en copl11 

Partlculas por 
particula 

• 
NC 12 RNA nolimernsa dencndiente de RNA 
NC 120 Unión a RNA, fonnación de nucleocáoside 
NC 12 Guanilil-transfcrasa 
TLP 120 Proteína de unión a la célula 
NS o Unión a RNA. proteína más variable del (?:éncro 

DLP 780 Contiene determinantes anti(!énicos de un1nn v subn:runo 
NS o Unión a e1F-4G, unión al extremo 3 'de los l!enes virales 
NS o Unión RNA, orobablc actividad de NTPasa 

TLP 780 Gliconrotcína con detcnninnntes antil!énicos de serolino 
NS o Entcrotoxina. rcccotor en RE 
NS o Posible cinasa autocatalitica 
NS o Producto del ORF2 del gen 1, proteina hioerfosforilada 

TESl~ ~CN 
FAW.11 Ji. OiüGEN 



Figura 2. J\signamicnto genético y representación u·idimcnsional de la csUuctura de las partículas de 
rotavims. En el panel ¡\ se mucsu·a un gel de polincrilurnida donde se observan Jos 1 1 segmentos de 
RNJ\dc del genoma de SJ\ 11 y las proteínas codificadas por cada segmento. En el panel B, se muestra 
Ja cstrnctura u·idimcnsional de Ja pm1ícula viral en donde se observan las capas: externa ( confonnada 
por YP4 y VP7), intcnncdia (Vl'G) e intcma (Vl'2); así como los tres tipos de canales que se obsc1va11 
en las DLP's (1, 11 y 111). Tumbién se ilustra In estructura de una c'11ícula de VP4, donde se obscivu la 
naturnlcza diméricn de Ju espículn. En el pune) C, arriba se observa In csUucturu tridimensional de la 
nuclcocúpsidc. Abajo se ilustra el compl"jo enzimático confonnudo por YPI y VPJ, y el RNJ\m viral 
naciente el cual sale u través de un cuna! de tipo 1 fonnudo por YP2 y VPG (tomada del libro de 
Yirolol!v de Ficlds et al ( 171. 

Proteínas no estructurales 

TESIS CON 
FALLA DE ORiGEN 

El genoma de los rotavirus codifica para seis proteínas no estructurales (NSPI, 

NSJ>2, NSP3, NSP4, NSP5 y NSP6),.las cuáles están involucradas en la replicación (NSPI a 
,_ .. _ .-;":;;.;:~.:/?:-,- >'~ ;:' :~·, 

3, 5, 6) 'y en morfogénesis (N,SP4).iJ'iS.~I ho 86:11~ identificado el papel de esta proteína 
• '• •• ' • • /: ·. • ·, •;-' <:jo,.·· '~ .¿ ,. " /¡ • ·, '·~ ;;•.'' • :• .. :,'.;' • J "' ·, 
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se une al factor dé la illi~iaci6n de la tra'ducdóri eIF4G e inhibe la síntesis de proteínas 

celulares, y de' esta'1fonná'~e: fa~6rec~ la tracl,ucción de los RNAm virales. NSPS es una 

fosfoprot~ína' O;gli~osf ~a,~lA~e '.fü8:1'~h11er~s, presenta una actividad de autocinasa y 

diferentes ~;i~~;Ó~ ~~,,Í~sfbi-ú~,C,idÜ ~ti. ~¡!Jias,:iÍnfectadas, pero hasta la fecha no se ha 

establecik~~-~~,;~~H¿¡'$'.2t~Y~1~f~~"el:ci¿ló re~li6~tiv6 del virus. NSP6 es codificada por un 

marc~ iibÍ~rtri~d'ciS1~~íÜrii,\1f t~rnativo del gen ÍI; se sabe que interactúa con NSP5 y que se 
:":>.<¿;·'}.~.\-~\·>;·;-';" ···-, ':, 

· acum~lá ~~ !~~ .~lropi"asri'ias; NSP4 es la única p~oteína no estructural que no se une al RNA 
. ·'· ,:._{;,;._: --~,_:;:y),>;,'.:/...'.:i .. --~---

., ... ). -;:,--;~:.::~ ·-';·'.~E<i>. 1·.::>"·.>:. . 
viral. Es tina N;i~licoproteína que reside en el RE funcionando como un receptor intracelular 

" - •J.::~· ;-_'.~_.'·~:::;-:·--.. ~:./::~'<· ', 

y pres~rif!i>~kclri'iTíinio carboxílico terminal que se une a las DLP's interaccionando 
- '->--..· _!~·;.;',:_·_::·::~··· ---·-- -' -

diréctárnenf~.''con'\fp6. Al parecer, la interacción con VP6 media la gemación de las DLP's 

hacia éf'.irit~.rtór:1el RE, donde las partículas adquieren una cubierta lipídica. Se ha 

propue~t6;;~~~'.A~P,(¡mede estar involucrada en la remoción de la envoltura de membrana 

durant~fa~{);;~k;~~~:~is viral por algún mecanismo que aún no se ha descrito. Esta proteína 

también actúa como virotoxina, ya que incrementa la concentración de Ca2
+ intracelular 

como parte del mecanismo de muerte celular inducido por la infección con rotavirus (3, 64, 

65). 

Proteínas estructurales 

1) Proteínas de la nucleocápside 

La nucleocápside está formada por las proteínas VPI, VP2 y VP3, estas proteínas 

estructurales tienen una alta afinidad por RNA de cadena sencilla, aunque sólo se ha 

demostrado que VP 1 presenta un sitio de reconocimiento secuencia específica al RNA viral 

(41). 

VPl es, además, la RNA polimerasa viral y funciona como transcriptasa, 

sintetizando los RNA 's mensajeros, y como de replicasa, sintetizando las hebras 



- . -: . ,· 

compleméntarias del R.NAm. La secuencia de Ja proteína VPI presenta cuatro motivos 

co~servados entre las·iApolimerasas-dependientes de RNA. VPI no funciona por si sola 

sino. qué r~C¡Úi<:~~jqu~ ;P2ésté p~~sente pa~a Jle\far. ¡¡ cabo su actividad de replicasa (50). 

VP2 es u~~ ~'.~~ibcín:~ ~J~ ~·e;uAe ~:~) iNÁde ~aneia inespecífica. Es la proteína que da 
.-; '.' l ., .. . :,~. '· ',: 

estructura··~f~~r~~-Ci%fo,fr:íóll'.'Y"elt'ifi'1Jfcfrfaiit¿~i.ira~te la replicación debido a que se puede 
~.L._·.~ <.:~~,(.:,,. ··,-··f:~.- .. ::;':,;v·;i;:':-. ~ ::.:~:-;:~,-; ~ <f· .. :' 

unir al RNArri (9). VPJ sé iirie' al extrehJo· amino terminal de la proteína VP2 y también se 
' . . . . . - . ' .,_._ .·- : .. ,··'· "· ~ ~~: ·-·--'. .·,' . . . . 

'. l' .-- -~':;._' :':::· ·-. "·.- -

une prefereric.ia!mente al extre~~ 5; de los RNA 's mensajeros. Esta proteína tiene actividad 

de guanilil~transferasa siendo la responsable de añadir el CAP a Jos RNA 's mensajeros 

virales (3, 36). 

2) Proteína de Ja capa intermedia 

VP6, de 397 aminoácidos, es la proteína estructural más abundante de Jos viriones. 

Es una proteína hidrofóbica altamente antigénica e inmunogénica; juega además un papel 

clave en la estructura de los viriones dado que forma Ja capa intermedia de las partículas 

virales, presentando interacciones tanto con las proteínas de la capa externa, VP4 y VP7, 

como con la proteína VP2 de la nucleocápside. VP6 forma trímeros espontáneamente y es 

extremadamente estable en esta conformación (17, 18). 

3) Proteínas de la capa externa 

VP4 es una proteína de 776 aminoácidos con un peso molecular de 88 kDa. Esta 

proteína se corta con tripsina generando dos polipéptidos: VP8 que abarca de los 

aminoácidos 1 al 231, que presenta un peso molecular de 28 kDa; y VPS que abarca los 

aminoácidos;24?a:i16; ¿6n u'n peso molecular de 60 kDa. Estos polipéptidos representan 
-~· .-,•. ' <<. ::· ·_.f_;··:.·:; "-;· : ~,. ·:/.!.;~-:,·,· ...• ;~'.'.} ·~ '~~~:¡':· _ _.: :·:.,:.-.~ :· 

lo~ extr~ll1o:scarrii~~ ~/~~rb9xilo terminal respectivamente. El corte con tripsina de VP4 
-. - -- '-, - -,--,..,. .. - .-:~· ., .-· -. ,·;:.. · .. - . -," ·. ' 

aumen,ta ·la penetracióri·:cl~lvirus a la célula pero no la unión a su receptor celular. Los cortes 

7 



con tripsina se dan en las argininas 231, 241, y 24 7. Estas argininas se encuentran 

conservadas eri todas las secuencias de VP4 de los rota virus hasta ahora reportadas. Se ha 

relacionado el corte de la Arg 247 con el incremento de la infectividad (6, 22, 38). 

corte con trlpslna 

VP8 

S•S ! VPS 

s-s 

~J, n coll•d-coll 776 

NH2 t;j -amT COOH 
1 1 

OCE HR IOA 
!o21l1) (OL4jll) 

~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ 
( I " 1 1 1 111 f 1 1 1 1 1111 1 f 1 11 1 11 111 ( ll "f I 1 .. , • 1 "f I 11 1 1 "11 f I 11 'I' 11 1 fl 1 "I "111 11 

Figura 3. Esquema de las propiedades de la proteína estructural VP4. La región donde se encuentran 
los sitios de corte con tripsina se muestra (0, la cual define el límite entre VP8 y VP5. El dominio de 
hemaglutinación (HA) (aa 93 a 208), los asteriscos marcados por debajo del dominio HA indican los aa 
150 y 188 al 190, los cuales son importantes para la unión a ácido sialico (AS) de esta proteína. Los 
puentes disulfuro entre las Cys 203 y Cys 216, y entre las Cys 318 y Cys 330, se indican como s-s. En 
VP5, se muestra la posición de las secuencias DGE e IDA, que son motivos de unión, y podrían ser 
reconocidos por las integrinas a2f31 y a4j31, respectivamente. Se muestra Je región hidrofóbica (HR), la 
cual ha sido propuesta como un posible dominio de fusión, y un dominio de "coiled coil". 

Diferentes estudios indican que la proteína VP4 de los rotavirus animales tiene dos 

enlaces disulfuro intracadena: imo en VP8 y otro en VP5, mientras que la proteína VP4 de 

los rotavi~ush~manós p~~~C:en)eri~r un solo enlace disulfuro presente en la proteína (49). La 

proteína .\r'p¡i,~~:Lo'¡j'~'~,h'(~'~i~'~Ffrdne la capacidad de aglutinar eritrocitos in vitro. A esta 
-: __ :: <<~:;:~ ~.~~~ :: .:s/; :~\\~~-};:~;~~~-~ú~)~-~.:-~~~~*:;!:~·~·J;~;\;~c~~~ii: ._:: 

actividadsele'lláiúá.hemágIUfüúiCión y está directamente relacionada con la capacidad de ,. . . . -~->~'->.:-'- ; . .' ;. \:-.::;· .. :::·;::,:;:'.~::· ''-:;.o:,:--;'t: :,_, 

ui'Íión del,virus;~i0Xcid~~~i;Ii6ti·"cAS) presente en las membranas de los eritrocitos. Esta 
,,..__ , .. ·., .;- ,- .. , ,',' '.~:'·'·'~ · :< e,,"•, ·l.;'. 

actividad no. ~e. en~~~~f~f~h las proteínas VP4 de origen humano. 
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Como se ob~eniá ~n:lafiguia3, el dominio de hemaglutinación (HA) en VP4 

comprende los aminoácldos 93'a ic>'J~20fde}a~roteína VP8 siendo los aminoácidos 155 y 
~ ·-······ .. •·· . . . '· 

l 88-l 901osmásiDl~or1kntes e~ I~:acÚvid~dde tinión a ácido siálico (AS) (28). Los puentes 

de disulf~~o ~~tt~ ¡~;~;:~ 1~91f~,!:;;%~~·At~.;~~)~~~~·~la ,.r~s 318 Y la Cys 3 80 se encuentran 

indicados.2por·S=S;' Eñ~el:dg;i~i~~~de~VP5 .~se~·'.enc~entran las secuencias consenso 

:::t:!~~lll~l!il~l!!f ~'.:~I::::;~::.::::~:::::: 
: ~. ·-,;.., ·', ·.· -· ··, ... /'.'; ·.; __ -:}:~'.'. ~· :.:,. ',·' 

VP7 esuna proteína estructural de 326 aminoácidos, tiene un peso molecular de 37 

kDayes c6clificada por el segmento de RNA 7, 8 o 9 dependiendo de la cepa del rotavirus. 

Análisis bibq1Jímicos han determinado que VP7 es una glicoproteína que contiene sólo N-
, : ~ - . 

oligosácáridos de alta manosa (5, 30). Durante las reacciones de N-glicosilación, una 

glué:()sa3~mllnosa9-N-acetilglucosamina2 (Glc3Man9GlcNAc2) es transferida del dolicol-

fosfatci a Ú·ri.residuo de asparagina de la cadena polipeptídica naciente. Para la VP7 
; . ·,:,.:;.··. ·.· 

intr~ceY~1~f.' lü~ residuos de oligosacáridos que se en.cuentran predominantemente son 
>.; - .-:'.¡\:" .. -~,-: .... _.·':_ .· . _: 

MansGlcNAc2·y rvtª~6~1cN~c2 ;. mientras que el oligosacárido Man5GlcNAc2 se encuentra 

:::::~~;f ti~,f~if,llt~E:~~~,:~:~~::~::: ~::~:::::~:~~:::::::: 
::~:~:~:,~~t!~f f t ¡i~rrf~~t~:p:~::,.:~d:º~:'~,d~:::::.~·::·~:· ,:d~:::·:: 
rotavirus de simio SAi I, la: p~6'teí11á \,P7 posee un solo sitio de glicosilación que se 

Q 



encuentra eri el aminoácido 69: Otras cepas virales contienen tres sitios potenciales de 

glicosilación de los cuales aparentemente sólo dos son usados ( 17). 

VP7 TESIS CON 1 

AQ 
FALLA VE ORiGE.!J 

B 

~ _ ~' ~ ~ 86 .. -A.,.10 .. 1 __ ....,.142-152 

Nll, a'!.o:~&'J. ~- , 
lI 

e 
326 

208-221 l _________ .,.coo11 

LDV 
GPR 

100 200 300 
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

Figura 4. Esquema de las propiedades estructurales de VP7. Se muestran los dos dominios 
hidrofóbicos 1y11. Las regiones marcadas como A (aa 86-101), B (142-152) y C (208-221) son 
epitopes de neutralización. El sitio de procesamiento en el RE (¡}. Se muestra la posición de las 
secuencias LDV y GRP, que son motivos de sitios de unión, a las integrinas a4f3 l y axf32, 

En base al análisis de secuencias de aminoácidos de la proteína VP7 de distintas 

cepas de rotavirus animales y· humanos, se han identificado ciertas características con 

posible relevancia biológicá(vir flgura 4). El marco abierto de lectura de 326 aminoácidos 
-.~/Y~-:· :/!~/:, 

0

\2:'.~.._:'..·:-~~/.o -" 

comié~z~·~órirü~\¿6<ló~'<li.infoloque presenta una secuencia consenso Kozak. Existe 
;:_::>::·: -.. ;}-~::;; ;~~:$~/~:-~r~~~-~--;~t::.;:;;-~:;:.~r~ ::~-:~:-, ~~::,.-: '.:;:. :: : 

también uniegl1ndo-.codón•cle-inicio en fase que se encuentra 30 codones río abajo del 

=~~e~:~j~~~~~fii¡~i~t:·,:::::.:0,::::::~:;:;;::' ::~~~::;:;~l::b;~: '.~~:. 
c~dó~ d~ ¡~f~f~:~~'.f~~Q~l 1·bcaliza río abajo del segundo dominio hidrofóbico y se encuentra 

>:·:x ,~~;\ ,,_;:¿-~,:;·~}/~·:_: :: . 

presente_s6Io··e:~~l~~nas.cepas (54). 
- - --.. ;· ·~;: . "' ';- . ; " i .. 

La )J~6~éíd~ VP7 es procesada por la señalasa en la secuencia del péptido señal entre 

la Ala-50 y la Gln-51, perdiéndose así los dominios HI (aa 1 a 29) y H2 (aa 30 a 50) de Ja 
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proteína madura (3, 57fD~ est~ ~ddoel re'sici~~ que se encuentra en el amino terminal de 

Ja proteínamadura~s laglutafuina.51.. 

Muchas'prot~ín~~ iesi~entes del lumen del RE tienen la secuencia de aminoácidos 

KDEL (Lys/Asbfo1ZL~~;:~n el extremo carboxilo, lo que determina su retención en el RE. 

La proteíÜa~y~7~n~· contiene la secuencia KDEL y hasta ahora no ha sido muy clara la 

identificación de las regiones de la proteína que le permiten la retención en el lumen del RE. 

Se. han encontrado dos secuencias altamente conservadas que podrían servir para este fin: la 

secuencia LPXTGS (donde X puede ser cualquier aminoácido) localizada entre los 

aminoácidos 57 y 63 en el extremo amino terminal (17); y la secuencia MSKRSRS entre los 

aminoácidos 292 a 311 en el extremo carboxilo terminal (12). Se ha propuesto que VP7 

presenta una ori.entacióri lumÜial,' ya que la proteína es protegida cuando microsomas 

·intactos s~n lncub~ciris ~bn.tiipsiriaÓO). La maduración de la proteína VP7 depende de la 

fonnaci~~·~~;;;t1·~~i~r
1

,~}¡~r~~~'intramoleculares. Se requiere de ATP para los puentes se 
~ .. ;:.· ·.;~ ·.;>.:~;: .. ·~_,_,r~t;~~ ;-.~11.·:'.~:1 .; ..,--.~..:¡ ·· }·~~:-:·. . -

formen y para: qllelá proteína se pliegue correctamente ( 46). La estabilidad de la proteína 
-< -. -~~-;-:; _. -~-~t~::.·:t~~~}/··)~:/:;,,'._/·.·-;~_:.. '-;_-_;_. 

dependé delión C:::á2\aunque el sitio de unión a éste aún no se ha localizado directamente. 
:-·_,t -'JJ:':< 'L~:::: .. ;:.---

Mediaflt6~riáÜ~i~·~~ secuencia se ha propuesto que se podría ubicar entre los aminoácidos 

•124a
1

l5~ •. ~¿'.f_~~f~~~'.~~.dos residuos de prolina (aminoácidos 75 y 279) que se encuentran 
::-:_; . 

~.-- ' 

también ihvóIÜcrados en la actividad de unión a calcio (21). VP7, NSP4 y VP4 forman 

heteroligómeros, que podrían tener importancia durante la gemación de las DLP's hacia el 

lumen del RE, donde posteriormente ocurre la maduración hacia TLP's (39, 54, 55). 

Modelo de las primeras interacciones de los rotavirus con sus receptores celulares 

Los rotavirus requieren interactuar con más de una molécula de la superficie celular 

para entrar a la célula. Durante este proceso usan diferentes dominios de la proteína VP4. La 
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cepa de roía virus de ~imió R.R. V se une a una molé~i.ila ~eIÜi~i que contiene ácido siálico 
. . . .. ~- ',- . . • --.:-.e:··, - -~ >· 

(AS) a través del a6~i~io'HÁde'VP8.:A'.un"ii~~e ha'aétefriii~~a~: cuál es la molécula celular 
,. . -- .. . . , .. - ... , .. - . ~. : ·"' ' 

p.ortadora. de ·A.~; Sehapropue.sto .a ·.lbs·g~ngHos.foos···ÓNI'.c)GMJ. como posibles candidatos, 

cambio én fa conformaéié>n .dé:VN; iridúcido)por·, Iá.'prirriera' interacción con AS ( 43 ). El 
· -· ~-:->/:·-~-~-~:;;_<3~{~:?~~~f )~tit:;f~iJ;;:~ti15~~~-~s:;~_~!i:·'-~~1~~~~(~i;:; .. t~~~:-~:~1:~-Y~~;~~~/~~\J.i::\~~:-~:·~:!.;~J'.·~~~t,:fH:~_l3i~~:>i~;:~{ . , . . . . 

rotavirus Nar3 es una vanante provenierite de RRVéque.n() reqinere umrse m1c1almente a AS 
__ . _: ... _ ·: -~--·; ·::;:·~;; ;:_~t'.~,~i ~\:A5e. _.;~:~,:_: ;_~·~-.:~-~/..~-' .·'. "~-.·:.'· ,~~ ,~~i:~K~~-\:'.,~¿_~;:~~~t·:'.:f ~;~;~~;~:ji~'.;{~;~ '.{:~~i6 W_Aj~\:.;;;5~;:;_ ;--~ ".; .. ~: ,_ -... 

y cuya ·infe~tivldaCí·'no'.~se~febtá ctia~do'se:'tf~ta1a:l~sc61úl~s ~~n·.neuraminidasa (NA), una 
: :. ~ -~::::~~. ·:; .·t~:: __ ~; :\~\~}~~?;Jf b~~}:-1(~~tY(~1r~'.tf :~~:f ;;if :~-::¡-~~:t-~;;~·g~~{\~j'.:~~'.j''.;:),;~:~·fr·'.·¡. ~; ~;~2::~.{j!~'}~·:~:; ~·;~;~;~,¡_ ~i:f ;{;. -.-_ 

sialidasa qu~'remu'ev~·~~s'.'AS~xpue'st.cten)á~mernbranad~'Jás células (42). Nar3 se une a la 

;ntegrini ª~~im·ii~liJ,JJ~11~~~f,f,~ p~~~;~ ;~,~;~cdón con la •upecfide cetulac. 

Por Jo que se;ha;~ropúesto,·que:'stayariante ya presenta un cambio conformacional en la 

prntelna ~p~,~~~¡,~iii~~i~+~~~;;~~á; ;n;dalmente con la ;ntegrina a2~ 1, prn•dnd;endo 

del primer confacto'.;co;;:ASi(4, 75). La proteína de choque térmico hsc70 también está 

;nvolucrad~l/~~im~i~;~~gn~d.;;ento de lo• rntavfru• con'" célula hufaped ya que 

· anticuerpos·monock>nales"'éontra esta proteína bloquean la infectividad del virus RRV y 
-' _.: _;,: '_.::. \?' ·- ·.· .'~)\_;-~·:-i~~~~<~-~!~á~\?i:::+·_~ .... 

nar3, sin bl~qU~¿(Ji'fÜ'iiióW';d~{virus a la célula huésped; por lo que se propone que esta 
".· ':_-.;~·.;\ :I_ .. :·:}~~:~,:~·~;~;J;:~:'.3!;&l;·~~~:¡:~f~r:·].'~/~~ •;~- ·• ~- >~- .· ' ~. 

interacción·es}en!u11;fü1sq;pósfoiioria la unión de la célula huésped. La interacción del 
. : ~ ·~- ·, :~ ;, '.Y;5./-t;t:t{: :'.:~t}if :·-~.,~~i.\~~f ~~;~( .. ~ ~:.: ·: 6'.C~ :.}~}~~~/~~~::~). ~~ ~: :~~ /· · .. : · ·. 

rotavirus conilis'C70}es'!'á'~trávesde Üna: región localizada en el extremo carboxilo de la 
· , :· ... ::'.:fi:.'::;f~I;~~~.·-,:~;:~P:~A~~~~~~/~;?'.:·:~>~:':\~,;~~::~~.-·~ .,_::: ·~: .. _· ::~\·;. . . . . 

proteína vrs:<c~;nirí~á~iftis.:6~2-659)·(74) .• '.¡>or'otra;parte Ja integrina aví33, también 

participa·du;~~t:e.;:~'.11~,~~i)~~r~~,~~\~:~~fof¡~i~s.;": ~~~~so post-unión; la unión de los virus a 
- ·.; .. \;• ",; ' . . . ' -,.,..~,::· -- " 

esta intcgrina. está rnediadá. por\iJ'la,;'región 'diferente a la que presentan sus Jigandos 
··,'·. 
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naturales. Estos ultimos contienen en su secuencia un motivo RGD que es el responsable de 

la interacción con la integrina nvfB. Experimentos realizados en el laboratorio han 

demostrado que una región que se encuentra en VP7 (aa 161-169) es la responsable de esta 

unión específica a nVfB. 

RRV 

VP8 

Receptor con AS 

:¡¡~~~~~~~ "Ralls" lipidicos 
en la membrana 
celular 

nar3 
Wa 

• , , 
/VP7 

TfSJS CON l 
FALLA DE ORiGEN 

Fi~ura 5. Modelo de las primeras interacciones de Jos virus RRV, nar3 y Wa con sus receptores celulares. 

La cepa de origen humano Wa es una cepa que no requiere de AS para unirse a la 

célula (11, 42). Se ha propuesto que inicialmente se une a una molécula de la superficie 

celular que es usada por RR V y nar3 en un paso subsecuente a la interacción de estos virus 

con la integrina u2~ 1. Wa no utiliza este receptor celular, sin embargo se sabe que este virus 

interacciona con la integrina nvfB y con la proteína Hsc70 en un paso posterior a su unión 

inicial (73). 
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Para est~dfar.eÍ meC'arÚ~mo de Ül'liÓ~ inicÍalde esta C:t!pa, en nuestro laboratorio se 

realizaron ensaxos'de''coÍripeténciii-de lá'úriló~''delviiu's Wa con las proteínas de fusión 

GST-VP5 y GST-VP8°(d~l~iru~\W~),~ai~,d~t~ifu¡~~r cual de estas dos proteínas era 

re•pon,.b1e de 1~'.P,i~~;i w~i:ct16X¡~J~,d,~i,~~~6if. •upemcie ceiw.,, 'º' '"'""°"º' 

obtenido• aer:~¡:;i;~~~~~¡1m0,~~~ii~l~~~i1,f ~"°'º de e''º' polipeptido• Pª'" '" 
unión inicial''ª' fa; c'élúlíi;?á' diferencia :ae-.los~'virüside origen animal, que como ya se 

, , .' ,'.~ -;--· .. ---.:'..:/~?~:;~~' :.~~:::~ .. : _,:.'~\:.:.: ~<:
1

/~~: ,,:~J/~·~:\'. f,·,:\~:~~;~~.\~·j~~~~?i~:·~:t1 '.::'.{~. ;· :t'-· 
mencionó útilizifri'a>VP8jí'a'VPS:pára su'.uflión'iriiciat: A partir de este resultado y para 

estudiar a,·tii:~¿~Jgf5Jtr~:~f~rot~iJi· inte~~céioná este virus con la superficie celular se 
.'·~··:-,; ~ .-.;~;/~· ..... ;-~~}:'.-)').~i,'.::;'~::,(d(1)~{:j~-i~f~::~?hi~;\;.<:~.: .' ·. ,·:, ' 

realizaron ensayos de ~foqueo;'incubando al virus Wa con un anticuerpo policlonal dirigido 

co~tra ~~~h~&~w~~j~ ci~ anticue<pa• monoclonal e• dirigido• contta 1., pro reinos vrs, 

VP5 yVP,7 (159;'(KlJ_-4; SES anticuerpos para VP7), se encontró que a diferencia de los 
- '.. ; .. :~'.~::.:".t':~\::::.:.~1~~~,:·/l~::l/·}i~.{;_':. ::>~. 
rotavirl1s'c1c;.·orfg~n;~-nimal,·1a unión del virus a la célula fue inhibida con los anticuerpos 

·~., · :>;·_;.:· .;·: .... ~~{::'1).~~r\~ft~:~/~~~~~~~--_::~:' .. .. . . · . 
a VJ>7. 9sts,res~Itadossugi,eren que• la primera interacción del virus Wa con los receptores 

celul_ares es;;r_1f~~t~,,~~,i.~~;~li5?vrq,t~~l1~~'7,)6'9), por lo que en este trabajo nos propusimos 
,..,,,.¡· . ' 

sobreexprti~~/~st~'.p~Clt~iÜa:"~h;~l si~t~'m~'<le expresión de baculovirus recombinate-células 
:.· . ·:~~- '.-";'..:--~',~- ;:~-~-:~ .:, ';iy~_: ::.·:::~:--::;:?~~~~~-:~)~'.}]~:'·:.-.;;;_:~~:<~-.. ~·:.. - ',:, . 

de insecto/·ya qué{conside'ramos que contar con esta proteína recombinante será una 

herramie~t~ i~~~~f~~~J~~it~ poder estudiar a la proteína VP7 de Wa y nos permitirá 

analizarla in vití·o, para poder determinar las regiones necesarias para su unión a los 

receptores celulares, que hasta la fecha no han sido caracterizados. 

El sistema de expresión BAC to BAC 

Los baculovirus recombinantes se usan como vectores de expresión de genes 

heterólogos en células de insecto. Los genes heterólogos son clonados bajo el control del 

Id 
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promofor de polihedrina, que es un promot~r fuerte del virus de la polihedrosis nuclear de 
--·-·_,o·c.,.,,,., , 

Autographa ca/ifori1ica (AéNPV}.";EIAcNPV pertenece a la familia Baculoviridae, y tiene 

un genoma de" DNA circUiar d~,;d<?ble .cadena de 130 kb. Estos virus presentan envoltura 

lipídica e infectan' l~pidÓptef~k (i7).'5 ·. 

Las ventaj·~~ cJ~~J~~;~~{:~1kl*t'.~1~~favfrus-recombinante-células de insecto como sistema 

de expresi6
1

n d~ J,iiii;~:·~~,~~e~~~~l~~~s son las siguientes: 
- ' ··_-;·;··:>·: ·':··,-:::->t\(~:i¡:i:-~:.)'>~-, '~:j. _, ·-

1. .·Las pro·~eí~~s'!cicóriibihantes obtenidas en este sistema generalmente son solubles y 

fádiesdé f~b'~berar, a diferencia de las proteínas insolubles que frecuentemente son 
_,. ··;·-.· --- -.. ;- >:•: :- . -

obtehicd~ e'~ s~stel1ms de expr~sión bacterianos. 

2. La exbr~sl¿n ~n este sistema permite obtener proteínas con modificaciones 
' : . . ,, -

postraduccionales como la glicosiladón, en contraste con los sistemas bacterianos en 

los que l~s~r~teínas héter¿JC>gasno son modificadas. . . "' . . ._ ' _, . -. ' ,_ ; . - - - ·~ .. , 

3. Acl'i~v'úsJ~iJlici~:te e~ ~r~pagado en líneas celulares de la especie Spodoptera 

frugipel·da/"quifcrece· muy bien en cultivos en suspensión, lo cual permite que la 

prodüccl~~f;~:~ las proteínas recombinantes se realice a gran escala utilizando 

bioreactores .. · . 

4. AcNPV tiene un tropismo celular muy amplio lo que le permite propagarse en una 

gran variedad de líneas celulares de diferentes insectos. 

Interferencia de RNA 

Por otro lado, con el objetivo de estudiar el papel de la proteína VP7 de RRV durante la 

morfogénesis viral, se empleo co1110 herramienta la interferencia de RNA (RNAi), la cual 
; ;·- ,_., 

involucra una serie de pro~esos ceI~I~te~ 'qUe inhiben de manera específica la expresión de 
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un gen CJebidÓ a Iii d~grad~ciÓn defRNAiltd~ ~si~: evitando así la síntesis de la proteína. A 

este m~canis~o '~e 'l~--c6noce como sil~f1~iaffiier1to post-transcripcional de genes o 

interferencia. de)RNA. El mecanismode interferencia de RNA, se ha conservado 
:c.~·- o - :,, -. ~ :,-.---- - . - . ' 

.·-;·,.·::_,·',\ 

evolutivaménté en hongos, algas, plantas, insectos y en animales (25, 67). 
< • • , •, E;',' .': .> ;:•;, • • 

Est~7Íe~ó~é~ó se describió recientemente y aún no se conoce en detalle todo el 

mecanis!TlJ·i1tf~~és del cual se da este proceso, sin embargo se sabe que como parte del 

procesog;~~r:{cleinterferencia de RNA (ver figura 6), el RNA de doble cadena blanco es 

cortádo pc;r;ufli enzima denominada Dicer, generando RNAs pequeños (siRNAs) de doble 

cádena ·de 21.a '26 pb _con dos nucleótidos sobresalientes en los extremos 3' terminal de 

ari1bas c~d~~~~ {72). Estos siRNAdc se convierten a siRNAs de cadena sencilla (siRNAcs) 

por la acé:ióll de Una helicasa que forma parte de un complejo multienzimático denominado 

RISC (RNALfoduced Silencing Complex). Si estos siRNAcs no reconocen a un RNAm 
:_,- \_:):;.""·"' ,.:: . : : 

blanc~ s~~·Ji{~~t¡bJ'~s y se degradan rápidamente (61), en cambio si reconocen a su RNAm 
. . . - '"·""i.'< '>:,: 

blanéo (cod;.~! CÍ¿~ ~()n 100% complementarios) pueden suceder dos eventos. En el primero, 
-,_ :·'c- <,.·s_:f::·~<~,:-~- _._... 

estos sÜ~1'J·A:~s p~i_ti{íú-ios sirven como "primers" o polinucleótidos iniciadores en la síntesis 
, __ ·: ;·.:.-: :,."-~:-: >'::d:3iii~-~:> 'º -··. 

·-~~ 

de RNA,de clC>bi~·:~ii'cief1a dirigida por una RNA polimerasa dependiente de RNA (RdRP). El 

nuevC> R~ÁIQ~i'i6ifae~adá~~sirve ahora como substrato para Dicer produciendo siRNAs 
-~- ;,· ,;: . . ;,; :: '.':.----,,~~';::.)",' ~ ... _ 

secunda~i6s,:~J~·~¡¡·~k1iÍÚi~n;'Ja:\interferencia, fenómeno que se conoce como "efecto 
·:. - -__ . .:::>_·f: '.-, h~~;:~<·:_: :~~;;:~/J~h§~_~,~~~{~D;'?~/~~~~if~·\~::}'.>:i~~;::~t: -.·-' · ~ ·., 

transitivo':;· es .¡decir;\ahci'i!1, los'/siRNAcs antisentido secundarios pueden hibridar en 

d;'ecen.t~t~~J.~~~~~;~i~~'.~~l~nco {53). En C. elegans 'º ha ob•ecvado que la 

distribución secünd~ria'deest<)s siRNAs parece derivar de la acción de una RdRP celular 
. : .. --':.\ '·:.:·. -":-;::::>; ;·:¡;.r<;.~-~~X:}:t;~.~<{~·:· J,;h,;A :<,~·>/, ~--~:/~:·: < -: 

utiliza~~~oJcof119.~:prfo1ers'~IÓssiRNAcs antisentido primarios para sintetizar RNAdc sólo 

hacia Ü dir~é:~iÓ~ 5;, C!~r RNAm blanco ( 1, 61 ). En contraste, en plantas se ha encontrado 

que el RNA de doble cadena es degradado por Dicer generando siRNAcs primarios que 

1 ¡; 



sirven como "primers" para la RdRP, tanto hacia el extremo 5' como al extremo 3' del 

RNAm blanco generando siRNAs secundarios antisentidos de ambos extremos del RNAm 

(68). En el segundo evento posible, el RNAm blanco es cortado por una endonucleasa, la 

cual depende de reconocimiento de una secuencia específica y que forma parte del complejo 

RISC, aproximadamente a la mitad de la secuencia reconocida, el proceso de degradación 

completa del RNAm se da por una exonucleasa no específica celular que no forma parte del 

complejo RISC (24). 

RNAdc 

cx6gcno 
1 • 

RNAdc Tnmsposon 
,·iml RNAdc? 

RNAcs "uhcrmntc"" 

/ 
Síntesis de RNA 

/ porRdRp 

""lj'l"j l"lj \"'!'!"'i l"l.,.1 "'11"'1.,.l "ll"'!'! "'l j"'!'1.,.¡¡,..,.,., ""· 1---,.1 "'! ·~ RNAdc 

~ DICER 

~siRNA duplex 

( 
complejo activo siRNA 

cndonudcasa 

p r;"M"- p ,....._ p n-n- . . .. 
.:....:...w.Jp --p --U..Up .u~lj~1:\ ::~~~c·1111,/e1r1t1\ ¡ir1r IJJC.f..R dt!gradación dt!lRNApor~xonucka.a. 

Figura 6. Modelo que ~sc¡~~rriutizn los pasos moleculares en In interferencia del RNA. Modificado de 
J\h!quisl. ( 1) ·. '' · · · · 

En células de mamífero el RNAdc puede ser procesado a siRNAs, sin embargo la 

interferencia de RNA con los RNAdc mayores a 30 nt no ha sido exitosa en muchos tipos 

celulares debido a que se pueden activar el sistema de PKR que involucra cinasas 

dependientes de RNAdc y la 2'-5'-oligoadenilato sintetasa que normalmente es inducida por 

~~~¡~ CON . - ... · 17 
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. . ' :. - ·.' 

IFN. La actividad déPKR illhlbe la traducción en'general por la fosforilación del factor 2a, 

de traduccióneu~'ifri(l~tes, rrii~ritras que la 2•.:.s•-oJigoadenilato sintetasa causa degradación 
' ' ' 

no específica d~ ,RNÁm ~! activar la vía dela Rnasa L (70). Recientemente se ha observado 
' - --·/:.- - --~ . '·;~;' '· . - . - . ' " .... ~., 

que la transfe'c;dó~ de siRNAs dúplexi sintéticos de 21 nt dentro de células de mamífero 
' . 1.'·'>·~1,-'; .. . . ... , l .. "'•/ .· 

inhibe efi~i~nte~entcn~eÍl~s ericlÓgen<'>sdeffian~ra específica, estos siRNAs dúplex son tan 
~ _, ' ".- .. ·- . ,··. .,. ' . - . ' .. -. " 

cortos que 11b ~i~p~ran respuestas ine~pe~íflda~ debido a RNA 's de doble cadena mayores de 

30 nt (29). 

IR 



OBJETIVOS 

-Expresar la glicoproteína VP7 de la cepa de rotavirus humano Wa, utilizando el sistema, 

baculovirus-recoÍnbinante-células de insecto. 

-Inhibir la éxpresión .de la glicoproteína VP7 de .la cepa de rotavirus de simio RRV, 

utilizando como herramienta la interferencia de RNA. 

IQ 

---·-~·.:~.-. 



MATERIALES Y MÉTODOS 

Líneas celulares y virus 

Se utilizó la línea celular MAI04 derivada de cél~Ias epiteliales de riñón del mono 

Rhesus. Las células se crecieron en medJ~,IIlírii~ó·es6nc~al 'de Eagle (MEM) (Sigma), 
-·~ .... ·',, ·'\}~ ,'j·~>~.:.,,~ -~:·~S:; . .::.::o·:;..: ::L~~~-_L:~' 

suplementado con··.10%·d~··súer6ir~t~i.·h~v1ilo.~GÍb~cf),1ii';}7,~C~yén un ambiente húmedo, 

con s% d•:·SiJi:Ifm~lfü;¡·~f *k~l~l~f~li~~f~j~~~Pede spodoptmf~g;perda, 
la cual.crece en med10 SF90011(Invitrogeri);ca:21 .. ~C.y,con5% de C02. 

. L~ c·6~i;·'d~:i~:;foifus,·g~,~iifu·a~b\\.fa~~Na··~epa de rotavirus de mono Rhesus RR V 

fueron originalmente donados por ~:B. ~reenberg de la Universidad de Stanford, 

California. 

Vectores de clonación 

En este trabajo se utilizó el plásmido de transferencia pFastBacl (lnvitrogen) como 

intermediario para clonar genes heterólogos en baculovirus (ver figura 7) y el plásmido 

pGEM-3Z (Promega) para clonar los genes de VP7 de los rotavirus de RRV y Wa (ver 

figura 8). 

Fig. 7. Esquema del vector pFastBacl 

'T'"': - ~ 
l: .. _., . ..,QN 
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Origen fJ: 2 - 457 pb 
Gene de resistencia a ampicilina: 589-1449 pb 
Origen pUC: 1594-2267 pb 
Tn7R: 2511-2735 
Gene de resistencia a Gentamicina: 2802-3335 pb 
(hebra complementaria) 
Promotor de Polihedrina (PrH): 3904-4032 pb 
Sitios múltiples de clonación: 4037-4142 pb 
Señal de poliadenilación de SV40: 4160-4400 pb 
Tn7L: 4429-4594 pb 



pGEM'-3Z 
Vector 

(2743bp) 

Sitio de inicio de transcripción de la T7 RNA polimerasa 
Sitio de inicio de transcripción de la SP6 RNA polimerasa 
Promotor de la T7 RNA polimerasa (-17 a +3) 
Promotor de la SP6 RNA polimerasa (-17 a +3) 
Sitio múltiple de clonación 
Codón de inicio /acZ 
Secuencias del operón de /acZ 
Operador lacZ 
¡3-lactamasa (Amp') región codificante 

Fig 8. Esquema del vector pGEM-3Z 

1 
69 

2727-3 
67-86 
5-61 

. 108 
2561-2724;94-323 

128-144 
1265-2125 

Obtención de DNA complementario (DNAc) de VP7 de Wa y de RRV por RT-PCR 

Las células MA 104 se crecieron en monocapas a confluencia en cajas de 6 pozos. 

Las células se infectaron con rotavirus de la cepa Wa o de RRV, a una multiplicidad de 

infección de 1 O virus/célula; 7 horas post-infección las células se lavaron con MEM sin 

suero, y se lisaron utilizando l mi deJrizoL(Gibco BRL) por pozo, el RNA se extrajo con 
,' '', ~ ::.-·.,; : _~.'.·:~'<·· <~~':j_-~.'~:;,,,~.;. :~ ; . .' :,~,;,1'·.~1\:.~~~:;_~~éf~::_~-1-~~,;~l ~:';;,;:;.<::;:~_;:.; ' 

clorofonri() y~seprecipitó:ccin isopi:op'ánoCEl,RNA se lavó dos veces con etanol absoluto y 
· ..• _ _:~;:·1 ~/- ·;"~;?~{;:).:'ii?~::. }~:t,~~~\~~~~~/)~·~~~!~,_:~:r?:.r:·_~~; .. :.~'.-·J·,':t ~--_- : . 

se resuspe~dÍÓ e'n~:1:5tµ1'!d6 ~;O·Úbre de RNasas. Para realizar la reacción de transcripción 

reversa .s~to~~r~;~,;:fJ1~~:1;:~~: t~tal más I µ! del oligonucleótido 3' ( 1 pM/µl) y 1 µ! de 

H20, esta fe~.b¡~·s~Ííir~ió por tres minutos y se le adicionó 15 µ!de la mezcla de reacción 

TESIS CON 
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para transcriptasa reversa (4 µÍ de ~~ortiguador 5X para transcriptasa reversa, 2 µl de 

dNTP'sS il1M,2 ,lJ~dciI>TT-0.l ·K-t'6.2 µt:-ii;O:o:~ ir~Asiny0.3 µJ Superscript 11), y se 
"¡·. :: .. ''".' ' ,·!--. • ,;;-:·::·.· l>:':.~·, :·,<". ! • 

incubó por.•.l• .. hra·.37_~c.·'E1.•.DN~~.se'~xtr~jo~oñ.·fenÓVclorofornioy.se·precipitó con etanol 

:~:;l~;~~1~1itÍt}t~~li~ii~i~~:f f~~~r~¡r~::;:::;: 
ut1!1zando .. 0 .. 2'µlde•J•.•··DJAc.rnas;,1:;•8¡µJ •• de·H20 .• y,:1¡µJ •• ·.de,•Jospl.1gonucleot1dos 5' y 3' (ver 

::':,'~f ~~~!~~!f~~~~~~~~l~f!J¡~~::::::~:~I dNTP'• 5 mM, 

Las condicion~s;d~'Ja PCR"fu~ron:··.'. 
2"·"·/·': <·,::·:·'~.'.;~;, ,, .. .:,·:·-~'.•'/" .. /'· 

.·l x' .2;~-.5)4°(;,>· 

... r·· 0;,}~4 ºC . 

30 X 30" -55 ºC 

2' -72 ºC 

lx 3' -72 ºC. 

Vi\19-3' CAGACCCGGGCCGCGGTCACATCATACAATTC 

Vl\19-5' CAGACCCGGGTACCTTT AAAAGAGAGAA TTTCC 

Los oligos YM9-3' y YM9-5' dejan sitios Smal (CCCGGG) en Jos extremos del gen 

Transformación del pFastBacl-VP7Wa en células DHlOBac 

Se descongelaron células competentes DH l OBac en hielo y se pasaron 50 µJ de 

células a tres tubos de polipropileno (Falcon) de 15 mi, se le añadió a cada tubo 5 ng, 10 ng 

o 30 ng de pFastBac-VP7 Wa, Ja mezcla se incubó en hielo por 30 minutos, y 

posterionnente se les dio un choque térmico a 42 ºC por 45 minutos, y finalmente las células 

----.._ 
, "?;'·;": - :;º 
·Ul.i!,) L ~ 
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se incubaron en hielo por 2 minutos. A cada tubo se Je agregó 900 µl de medio SOC (medio 
>-.,i; 

Luria; glucosa 2om'~fy'MgCb) precalentado a 37 ºC y se incubó a 37 ºC en agitación por 4 

hrs. Se estriaro~}OO~!lI de células a una dilución 1; 10 y 1; 100 en cajas petri preparadas con 

medio Terrific: s~plementado con antibióticos [kanamicina .(50 µg/ml), gentamicina (7 

µg/ml), tetraciclina (10 µg/ml)], con IPTG 0.1 mM y X-Gal (133 µg/ml). 

Preparación del Bácmido 

Las colonias blancas obtenidas en el paso anterior se inocularon en 5 mi de Terrífic 

con antibióticos, y se incubaron a 37 ºC por 12 hrs. El cultivo en suspensión se centrifugó a 

14000 rpm por 30 segundos y se decantó el sobrenadante, la pastilla se resuspendió por 

vortex en 300 µl de la SoltiCióri](IS mM Tris pH 8.0, 10 mM EDTA, RNasa A 100 mg/ml) . 
... - -i·· , (--.::._· 

A Ja mezcla se le .acÍi~i?naron '300 µl de la solución II (0,2 N NaOH; 1 % de SDS), y se 
,__,· .·.'.//T-:\~~;;::::._-.::·~ :.:i-· 

incubó;> a:t~fup6f~tdra'·a~biénte (TA) por 5 minutos. Al término de este tiempo se 
' "' ~ ~-~ 

.~.:::·-' .. ,, 'f ,.,..-::· ·. > 

adicionaron300 µI de la solución III (3 M KAc pH 5.5), y se incubó en hielo por 5 minutos . 
• •• ·- ... ··/· - > 

·, . -~- .,:· 

La mezcla se. centrifügóa 14000 rpm por 10 minutos y el sobrenadan te se transfirió a un 

nuevo .tubo c~n 800 µI de isopropanol y se incubó en hielo por 5 minutos. La mezcla 

nuevamente se centrifugó a 14000 rpm por 15 minutos, se decantó el sobrenadante y la 

pastiHa se lavó c'on etanol al 70 %. La pastilla se dejó secar por 10 minutos a TA y se 

resusperidió. en .40 µl de TE. 



Transfección del Bácmido a células Sf9 

Preparación del complejo celfectina:DNA 

Se mezclarán 9 µ!de celfectina (GIBCO, 1 mg/ml) en 150 µ!de medio Sf90011, se 

incubaron en un tubo de polietileno por 30 minutosa 'f~; en otro tubo, se mezclaron 6 µ! 

del bácmido en 150 µI de rrÍedl~ Sf 900IL Se l11ez~l~rori~~-bos tubos, incubando la mezcla a 
.. . . - : . '• 

TA por 20 mi~utos; 'sel~ adi~Íonaron 1.2 mi de medio Sf 90011, y finalmente se le añadió a 
. ·.·' C:(·.;·? :;_: '•"-"' ,_:,: ·-.: ::~!_-;'_._. 

las célulasp;:~lf,wf R~j~\~:~!~á~.:·••. 
Se sembrarol12 x'cfo6 ééfolas Sf9 en un F25 con 3 mi de Sf900, después de dejarlas 

adh~n,,ea1I,~i~~~,·:~;{~nodo de ;ncuhadón de¡ih' a 21 °c •e ,etfró el moo;o y l"' 

cólula• '°;~t~~í~i~~~i~~[f;.d;or•;!1;.G;;,'~f!nnenre, •e le• adk;onó e1 complejo 
celfeetina:DNA )":se ii:tcúbarori a 27 ºC por ,5 hrs/artérinino de este tiempo se les retiró la 
' · :.- ' ' ·'_'.).. :'";~.:-;)~'.~~~?\(:~.;~;;~;~-~'.~~;~~~:;0~~'~:~\~~:~)?}tt·;~-:-.:~~:<~.:·::.-~.:-:;:;_'.- ' >'/ . .:·;_/·--.-: :·:~. : , : .·· .. -

mezcla de celfeétiiía;y se fos ái'Íádió 5'ml de medio Sf900II. Las células se incubaron por 4 
. .··· ·~~(-~r:::~g\;·:-.~~;~if ~:,: ;:·i~:jú {~:~:~~~}~Yz;;,;::_t:~~~-~t.:rh;:·~~:>- ! ;>:-~::_ -·;:·::,, .: 

días a 27 ºC; pÜsteriorrrlentese,reéÜperó el medio, se centrifugó por 3 minutos a 1000 rpm 

para retir¡/'ª'~ttii~i'~~'¡!~i:rlL:;,el sobrenadante se guardó a 4 ºC. Con el objetivo de 
,-,,' ,'--:;:." ,:~·/>:-.~;;.¡_.:·)< (.\'-··::.·._ .. ·,:;-;-~ 

au~entar·~I;títli16~~iiii1~),~(;:~~mbraron 2 x 106 células Sf9 en un F25 como se describió 
. - , ~.-,:~;·.--··;·'««":~<·'.·,:/';/~/-~U~·.:::;''._\,';,;·,·>'.;'. ; 

ant~rionh¿~f.6~¡~,"~~~if~'··~;{i~·¡~s se les agregó 1 mi del sobrenadante producto de la primera 
: -' '•' ':··.~- .-.;'.". -, ,·_ <•:::.:( ,', .: ~"' ;,. • -~,A' •''' 

tran~fecci6:Í,;~~i~b~b~ib'~~fa'i7ºC por 1 hr, se le añadió 4 mi de medio Sf90011 y se dejaron 

en un p~ri~do~·adi~io~alde 4 días de incubación a 27 ºC. Finalmente este primer "pase" de 

virus se guardó a 4 ºC. 

Ensayo de expresión de la glicoproteína VP7 de Wa 

Se sembraron 4 x 105 células por pozo en cajas de 24 po~os, las células se dejaron 

adherir a 27 ºC por 1 hr, se retiró el medio y se infectaron 8 pozos con 100 µ! del 

?.d. 

--'---·--""---"-· 



baculovirús obtenido del primer pase; El baculovirus se adsorbió por 4 hrs a 27 ºC y 
- ·. - . ' . ' : - -~,, . ,' - : . : ,.·_ ._' ~ 

posterioñnente:str'retfró'é::11isadovdaJ'yse~'agregÓ4óo µ1 de medio Sf90011. 
- ,. " - .. ::'.; ·'·/t - ·.'. !: ; -·· 

El sobrenadant¿ y:)a~ cél~las ~~''cÓse6'hai611 '~:las:24, 48, 72 y 96 hrs post-infección. Las 
'-. -· · -~ --·'.. -.-· -·: :-":: --E<?-·:· -.,;._,;_::, -.,:.-::·:,--_ _.:··'-<' .-. ,'~1 '.~-> ·::~;...._:::-: :'.·:;:t·\¡Y'··' r-..;_.'.::::. -

células se li~aron C:ori so'¡.l1 ci~'dri16rtlg~~ci6i'cÍ~,~~rga''b~ra geles (50 mM tris-Cl pH 6.8 %, 2 
::'.~_::~'. ... ; -.~---.>.:•·' ,.:.-::i">_(.:·:· 

% sos, o: 1 % de azul de br6m6f~~1:ito:%-~J'i¿¿~~1: 1 % (3-mercaptoetanol), se hirvieron 
.-;·~-~~~;:~_:·-.--,,,,-;_·-~:/,.J.,_. -

por 5 minutos y se analizaron las pro~6í~,~~>~br W~~tern Blot. 

Western Blot 

A) Electroforesis 

Se analizaron 1 O µl de cada·. lisado en un gel de SOS-poliacrilamida al 1 O % en 

amortiguador Tris-Glicina. L~s muestras se corrieron a 100 Volts en el gel concentrador (2 

mi de H20 destilada, 108 J1 T~i~2 M pH 6.8, 330 µI de acrilamida-bis (30-0.8 %), 25 µI de 
. - ,' '•',-:~e, .• · ' . ·, ' ., . .-. ' 

SOS 10 %, 25 µl de ~~;s~uliaiode amonio JO%, 3 µI de Temed) y a 150 Volts en el gel 

separador (1.9 ml de H20 destilada, 720 µl de Tris 2M pH 8.8, 1.33 mi de acrilamida-bis 

(30-0.8 %), 36.5 µl de SOS 1 O %, 25 µI de Persulfato de amonio 1 O %, 4 µl de Temed). 

B) Electrotransfcrencia, e inmunotinción 

El gel de proteínas (ver arriba) se transfirió a una membrana de nitrocelulosa, a 50 

Volts durante 1 hr en amortiguador CAPS (10 mM -ciclohexilamino-1-ácido 

propanesulfónico- pH 11, 1 O % metano!). Para verificar la transferencia, la membrana de 

nitrocelulosa se tiñocon.rbjo de Ponc:~au S (O. 1 % Ponceau, en 5 % de ácido acético), se 

:;: ;:~·,s~~~jf {iTu~f~~~~~~~f~!:: ::~":::: ::';º::·.:~:::: :'; :::: 
el primer aniicúerp~ 0Ó.YM:(~nt·Í~~~~~cn)bliclonal de conejo contra el rotavirus porcino de la 

'" ·' "<', ,::·.i«,, ,· ,• 

"---------------------------·-··- . 



cepa YM); diluido 1: 1000 en i % d~ leche en PBS. La membrana se lavó tres veces por 10 

minutos con PBS:.:'Twee'i:i-o:1t%cy.séi~~ubó con él segundo anticuerpo, anti-IgG de conejo 

1 :3000 en (%dé leche é';¡ PBS po~l hr a 37 ºC. Finalmente, la membrana se lavó tres veces 

por JO. minutos con PBS-Tween 0.1 % y la detección de las proteínas se realizó con el 

sustrato luminol (Perkin Elmer), siguiendo las instrucciones del fabricante. 

Ensayos de transcripción y traducción in vitro 

Para estos ensayos, el gen que codifica para VP7 de RRV, clonado en el vector 

pGEM-3Z, se utilizó como templado para la síntesis de RNAm utilizando el MEGAscript 

T7 High Yield Transcription Kit (Ambion). El plásmido pGEM-3Z-VP7RRV se linearizó 

con la enzima BamH 1 (50U/µI, Biolabs), lo cual permite que sólo se transcriba el gen a 

partir del sitio dé inicio de transcripción para la T7 RNA polimerasa (ver figura 8). Después 

de la digestión el plásmido se tra,técon Ó.25 µg de proteinasa K, 0.0125M de EDTA y SDS 

0.5%, a 37,ºC por:302'para'.~Jirií.ina~. toda la proteína contaminante. Al término de este 

periodo se extrajo Ú~;Í~shffü~{i~~~f~~ol/clorofonno y se precipitó con AcONa 3M y etanol. 

El p1á,mido line>ri~~;~~~~:r~Odió en 10µ1 de H,o y " calculó la con"ntmción po< gel 

de aga~~a ~\í;í~i~i~*:fr~to a coneent<acion" conocida. del ma<eado• de pe•o 

molecular A.ffi11d;UJ.~(Pr6meg!1)· Se utilizaron 3µ1 de este DNA más la mezcla de (0.5 µI de 

la T7 ;~~.~\1i~~.ti6.,7¡~1 de DTT O. IM, 0,5 µI de RNa.in, 1 µI de análogo de CAP 10 

mM, 2 µfde,NT~{s:.~'~[\.1·y I,µI ele amortiguador JO x de transcripción). La reacción de la 
.... '. _;:::·::·· ··i·'.'..~'.'.;:>~·:,?r~·:·;~}_:~;·:;.;~'~.·->;'-:::· ;.:'.·.;'·_: .. ··.<"·. :.· . ·; 

T7 RNA ~6IÍ~~;~s~~1é,·i~~~bó.'por 1 hr a 37.ºC y los RNAm resultantes se observaron en 
' . ":- · ... :-::.·,··::-;:;--:;:'!:'>:.,~3i!·;.:_;.:;;,:"~<--~·.;., :;/ ·:-:: !; . ..,~ :' ' ,' 

geles de ag~r6i~,~~~~··~¿~ifi6~; ~~·· t~inai'io e integridad y además fueron traducidos utilizando 



. . . . 

lisados de reti6~10C:i1:as:cÍ~ cÓn~J~ (Óibco), en presencia de [35S] metionina (Gibco). La 

reacción de tiadúcción se iricubó por I hr a 30 ºC y la proteína resultante se analizó en un 

gel de SDS-poliacrilamida al 1 O % como se describió anteriormente. 

Diseño de los siRNAs de VP7 de RRV 

Se diseñaron tres siRNAs siguiendo las recomendaciones de Elbashir et. al. (16) y de 

la compañía Dharmacon Research Inc (Lafayette, Co., EUA). 

Los siRNAs se diseñan como 21-meros de RNAdc, de I 9 nucleótidos (nt) y un 

dímero de timidina o uridina sobresalientes en el extremos 3' terminal. Los dos nucleótidos 

son desoxitimidinas (dTs) o desoxiuridinas (dUs), los cuales aumentan la estabilidad a la 

degradaci6·;[~·6i. RNasas. 
. . ·- .. . . 

l.· La ·r~~ión blanco del. gen de/dc)nde se diseñan los siRNAs debe estar, 
' 'f '.;.:-~. ,- . ,i : 

prefer~nCialrilente,1 ele 50 a I 00 nt río abajo del codón de inicio. 

2. En ·.es~~. ;~·~ióE s~·~~~g~~·;:dímeros de As para obtener secuencias 
,.:·< ~i-~:-·· · '.:>,_.\._i:-/ ;./ . .}~_>r-,-.:_·.: .:·::.-.. · .. -.:.,: · 

del tipo 5'-

AA(NI9)J·do~d~;H;:~s c~alquier nucleótido y donde esta secuencia representa el 
. ; ;_, ; . - :-.. ;..-:.- ;.~ ·. . ''.>'' -~-- ~ 

3. Se cuellta·6i'¡:JÓi6~ht~J6 de GC de las secuencias y se escogen las que sean mayores 
··,.·::~~:, :_ .. :r;}~·,,;· ' 

que 30 y menores de 70 %. 

4. A estas ~e~uenda~ se les realiza un BLAST contra el GENE BANK y se escogen 

aquellas que presenten 100 % de homología con el gen de interés, eliminando 

tambiéll las que tengan homología con otros genes ya sea celulares o virales. 

Los siRNAs que se diseñaron fueron los siguientes: 

?7 



':· '·.. :; - ·.~;·,·;::·_ ,<"·':'' 

siRNAVP7~5 
· •·· 5 .: : UCCTGTGUCGTUTGCGUTTUU-3' sentido 

<;; 1111111111111111111 
3 '-UUTGGUCUCTGCUTUCGCTUU -5 ' antisentido 

La secuencia antisentido se encuentra en el sitio 186 a partir del primer codón de inicio 

Antes de mandar a sintetizar químicamente los siRNA's, se sintetizaron in vitro. Esto 

permite producir pocas cantidades de los siRNA's. para realizar ensayos de interferencia, los 

cuales permiten escoger cuales de los siRNAs que se diseñaron inhiben Ja expresión de la 

proteína, para entonces sintetizarlos en masa y utilizarlos en Jos experimentos que se 

realizaron en este trabajo. 

Síntesis de siRNA's por Transcripción;,, vitro. 

La síntesis se realizó usando el Silencer siRNA Construction Kit (Ambion), para lo cual a 

los oligonucleótidos se les incorporó la secuencia 5' -CCTGTCTc-3' de 8nt en los extremos 3' 

terminales: ejemplo para el siRNA VP
7
-
3 

5'-AAGTITITCAGCTGTAGCGACCCTGTCTc-3' sentido y 
·;. 

5 '-AAGTCGCTAc~ÓcniAAÁAACCCTGTCTC-3' antisentido, (las U se cambian por A). Estos 
' - . •'· ··: ... - .· .-,.,·.::· .. ,•.,_.,,, .. _ ··' . ' 

. · "·:- ,'~)> .>{;:;~:,~::~:Wf~;::.~~\~;,F~ú};.-.-~}'-:,._.- .-._,:_· 
oligon~cl~ótido~"de))~;\ de 2? nt (templados para la producción de siRNA) contienen 21 nt 

que codi,fic~h;g¡~¡;~~¿(k.ik~X ~· 8 nt que son complementarios al iniciador del promotor de Ja 
;. ::<:;--:; \" ·.·:·'~- ··;:~.;.< 

T7 RNA'p~ÍimeriÍsa.J:.:_os;clos templados (ver figura 9), por reacciones separadas, hibridan 

con el iniciaJor ~el promotor T7 (oligonucleótido que viene con el estuche y que contiene la 

secuencia del promotor T7 más el oligonucleótido de 8 nt líder que es complementario a Jos 



- - . ' . . . 
' ' ,_ 

8 nt deltempl~docdeÓNA). Desp~ésdeql!d1C>seX.tremos 3' terminales del iniciador y del 

templáoo de DNAh~nhÍl:iiidai:lotse reile-ná~ !Os extremos con el fragmento Klenow de la 
"" ·, .. ' .' :"· 

enzima DN,Apolimerasa, para crear los templados para la transcripción de los siRNA's de 
:·; .·: ,:_- :.···"':<. . - ' 

doble cad~na? P~~teriormente estos templados se transcriben por la T7 RNA polimerasa y 
:·_-;,.·:~,--:~;~"~ ~ 

losfrariscritos de RNA resultantes se hibridan para generar RNA 's de doble cadena, éstos 

contieHen'~'ensu sescuencia; 8 nt líder en'Ios extremos 5' terminales seguido de 19 

nucleótidós (blanco específico) y dos Us en IOs·exiremos 3' terminales. Las secuencias líder 
:." .:·.:'.··'.·~··.-:-·: · ........ ~ : . . . ·: . _ .... /.·,~· . .-·:·:-'::_'.~ .. :t~:·'..-::_-'.·;':'._;_··-~··.::_·:~~ -.-·:\-"" 

se remue~~n por digestión déLRNXcid{:6JA'J~~,~~dori~onucleasa que sólo digiere RNA de 
. <~- . :- . , . : : _>-"::<:~··;~:::::': ... _-~~:~:~;!:::i::?.Y~~~~~<-~i(;:~.;'.:·:~-~ri~.I.\;:;.~:'.."; -:-· · 

cadena sencilla. Los extremos;3; .• sOb~~saliefltes:permanecen ya que esta RNasa no digiere 

~:~d~:u::~:x~;;i·~~~~t~I~fl~,"::::ñ::::~::,::,: :¡:~de::,::~: 
final es un siRNA·di:: dolJl(,caqeriá.de 21 :,pb con dímeros sobresalientes de uridina en los 

' .. \ -~ ;.-,./··· ·~; , .... ,~··: ~~-"".::;'' !. ·.' ';.;~'· .' 

extremos 3~ t~~iii~i~s:\\ ::/~ /.f : .. · '> . / i 
-•"",·.:-,(" (;'.~·:'.:)" ., .. ,·., 

formación del dúplex de RNA se realizó 

:·:::·,-

-antisentido) .si! Üsó ~tiri,() c~~trol y lo denominamos en este trabajo como siRNA°ºntroI. El 
.--· . ' :; -< . . . ··. . 

siRNA fue obtenido como RNA de doble cadena, sintetizados por la compañía Dharmacon 

Research (Lafayette, CO). 

?Q 
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GGG~UUHibridación GGG~UU 
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~~~~~~~~,.--~ 

uu~~~~-··-_:·~-,~-··~~~~ siRNA 

Figura 9. Construcción de siRNAs utilizando el Silencer siRNA Construction Kit 
(Ambion). 

Obtención de siRNA's mediante digestión con la RNAsa 111 o Dicer. 

Con el objetivo de generar d-siRNAs y esiRNAs por medio de Dicer y de la RNAsa 

tipo Ill de E. co/i, primero se realizó la síntesis de RNAdc, siguiendo el siguiente protocolo. 

a) Preparación de los templados para síntesis de RNA. -- ... ---; 1'•:'r(:.-··-.-._,,,. ' fiºAr . . .. .... ·. ~... iv 

~OFJGEN 



Se linearizaron 2µg del pGEM::-3Z~644VP7 {este vector presenta el gen de VP7 de 
-----é,:---

RR V con aproximadamente 500 pb eliminados del extremo 3' terminal) por separado con 

Hind · II1 ( l OU/µl, Fermentas). yi cori ·~cik..J ¡(/ó~a1/;ermentas), ambas enzimas dejan 
'. • t ' • -.;;::· : • ._' '.;'<,,,"('.·. r~;.:!:·"; :.-'.;":1·~~. '• • ;;• -~. ·: -~:;.~:· ~' ·:·/:,'=,:','.:·-:~:: • 

extremos5'sobresalientes, els.itiC> de ¿b~e:pa,ra ~st~seri~imas se encuentra río abajo y río 

'V :;~, ~~?3: • 

por 30·~.~~;~:~iJi;:ii#~~:ib'd~~j~~'.~~~~~iJ~;,c()~taminante, al término de este periodo se extrajo el 
"·:·-~ :~.:.~ ;.'.:~S:-~::1:~;1..~~:,~~:'."f:~~-~~¡~;;tvt~:i~.:;;~·.;~,~Jif~~:?~<·,: ,:-·;,~· · _".'.. . . 

DNA de plásmido con fonol/cloroformo y se precipitó con AcONa 3M y etanol. Los 
',, -;·;1'•',;' -,"'''·":';:;~:;~~ ·:·-1:-~)-~ 

plásrilid&s Iiri'~~ri~~~6~ s~·'.r~suspendieron en 1 Oµl de H20 y se calculó la concentración por 

gel de agarosa al 0.8% (TAE), junto a concentraciones conocidas del marcador de peso 

molecular /.J-!ind III (Promega). 

b) Síntesis i11 vitro de RNAcs y generación de RNAdc 

La síntesis in vitro de las RNAcs a partir de los dos plásmidos linearizados se realizó 

utilizando las RNA polimerasas T7 o SP6 del MEGAscript High Yield Transcription Kit 

(Ambion), siguiendo las instrucciones del estuche. La reacción de transcripción se incubó 

por 4 hrs. a 37ºC,;:~'¡t~~in,.<>~~~ este periodo se trató con 1 µl de DNasa por 15' a 37ºC para 
, ·. ~~_:_¡~; :.:}· .. :tt:~\~f l\~:~~~~\\::~~::i_:~·;>1m:<:~~/;:< · ~ · 

eliminar eltempl,~d:~~;1áscreaccior¡es se mezclaron y se hirvió la mezcla por 3' a 90 ºC, se 

man tuyo ~n '1(1i\~~f ;l;;'f '\t~"jO Pº' 1 _Zhcs en Un. baOo a 65 °C. El RNAdc 'º ob,eNó en 

un gel de ~garnsi(al 2o/c, (TAE).)( RNAdc s'e· pr.edpitó con LiCl y resuspendió en 40 µl de 
·-· ··, ' ' ., ,. _. .. - ' 

~' 



H 20 libre de RNasas, se cuantificó en el espectro a una absorbancia de 260 (1 OD=40 

µg/ml) y se guardó a - 70 ºC. 

c) Digestión del RNAdc con Dicer 

El RNAdc obtenido en el paso anterior, se. digirió con la enzima Dicer siguiendo las 

instrucciones del manual de DicersiRNAGefl~ratid~' . ..Jt(CJene T~erapySystems GTS), la 
'·~;~> :>·>:_-:··!;;' ~"'. 

reacción de digestión·se incubóporí2hr~'k'.fi~c'. i~~sÍRNAsasíobtenidos (g-siRNAs) de 
' '. ·. :, :.,·_ :·-~,·:'. :~'-·•i.'.>-.~:} ... '~-"';<:::<.:, :::,:~-· ·:_'_:.).~,·-;:::';;,:> __ ;/_ .. ;. -

-22pb se. observaréméwun'. gerclci:~~Uiá~;á.:~Nj·~;:('.fÁ'.~/i~Cls d-siRNAs se purificaron en 
· < -.... _ .~:,~:-' ·r.-i:t;~/< --?.~:~,1~; ~:}t:;~Js~-~i~? ;ª_ ~~~:~ ~~:;i:~~t: ;r:l~á~t.{1~~~:: \~~;ii!\~'.'.~~~~~·-;'.~:~;~i:~}ii~~\;~~~w;;:·:p:_ ·::. '. , 

minicoluJ11nas·~ara\re~;\fér.·•.Ias •• ·.s.ales:
1

y,!lo's.:;núcleótidos··rio incorporados, siguiendo las 

instrucci~J~i~~~F~jg;i·~~~f~~,;~¡·~i~~i~Í~';'.j~;~,bl~~~;;r~~i~n de los d-siRNAs purificados se 

cuantificó en el espectro a una ábsorbancia de 260 (1 OD=40 µg/ml), se observaron en un 

gel de agarosa al 3% (T AE ) y se guardaron a -20ºC. 

Digestión del RNAdc con RNasa tipo 111 de E. coli 

20 µg de RNAdc se digirieron con la de enzima RNasa tipo III (1 U/µg de RNAdc, 

Ambion), la reacción se incubó por 15' a 37ºC, al término de este periodo la enzima se 

inactivó con EDTA 100 mM en hielo: Los siRNAs así obtenidos (~siRNAs) se observaron 

en un gel de agarosa ~I j~ cf AE).'i1Lri~zcl~ de esiRNAs se les agregaron 5 volúmenes de 
· - .J~,·:, :-'.:;: >~ r ~r~~L(L y~:;:;~;~q~:;,:~ .~·~:·t}.:; ~~·:¡t~~-~~/:~it~./1}\('.-~~;;~t:; :,/-~ .: 

solución PN <9I¡\qui_c~';Nucleotide:.R,e1novaL Kit, Quiagen). La mezcla se agregó a la 

colu~nf ~:,~¡r~~¡~\f i~;1~1~ti~!~~i'6ooo cpm Pº' 1 ·, °''ª columna deja P"'"' 

oligonucle~tiaos entr~_{I 5;y,~~: pb,;y,reti_erie oligonucleótidos mayores a 25 pb. El eluído de 

la columna :s~ ~febi~lii' ¿~ii ~1~~d(~,~itÜAc 5M, los esiRNAs fueron resuspendidos en 1 O 
_-" ,:~-~ -~-•• ~ •. ·." -~·,;.:_ ce--. - - •• • •• •> • 

~ti de H;Olibrci d~. R°N<ls.as.Fin,~h!lente la concentración de los esiRNAs purificados se 



cuantificó en el espectro a una absorbancia de 260 (1 00=40 µg/ml), se observaron en un 

gel de ágarosa al 3% (T AE ) y se guardaron a -20ºC. 

Lipofección de los siRNAs 

Las células MA104 se crecieron en monocapas a confluencia en MEM suplementado 

con 10% de suero fetal bovino. Las células fueron transfectadas usando una mezcla que 

contiene: 4 µl de Iipofectamina (Invitrogen) por cada 6 µ1 de siRNAs 20 µM en 50 µ1 de 

MEM, esta mezcla se im:ubc{a:TA por 25 minutos, tiempo requerido para la formación del 

complejo:• Al témiino;de ~steti~h1po se le añadió a la mezcla 150 µl de MEM, y la mezcla se 
?·· ··: :· ,·: .. :~\~ {::·::.t-.~;:~i~.~,·~\~55:;}8l/.'.:;~i!'.::i~:~~~:~,~f ~.:~(~)·;: ·· -·'. 

agregó a las células previamente• lavadas con MEM. Las células se incubaron por 8 hrs a 3 7 
.- · · ·: · · e:·::/.-~ --::;'_~~~F}/~~f".:~~:;:0;-.:,/t.~·-~fr:{~~f Xb:~J~~f:~~\:-:<, -~: 

ºC, y posterió~énteJ~s,células se lavaron dos veces con MEM, y se mantuvieron en este 

medio a q7 ~i~~~i~:~~~¡i~p{., Cual fuemn infectad" Para 'º' º"'ªYº' de inteñe<endft 

con Jos esiRNA:~•y'·tÓn los d-siRNAs, las células fueron infectadas, antes de ser 

transfectacÍas (cC>rii6'se describe más abajo), la mezcla de transfección se dejó durante 10 hrs 

post-infección a 37 ºC, tiempo al que las células y el sobrenadante fueron cosechados. 

Ensayo de titulación para medir el rendimiento viral. 

Monocapas de células MAI04 confluentes sembradas en placas de 24 pozos se 

infectaron a una multiplicidad de 3 virus/célula, el virus se dejó adsorber por una hora a 37 

ºC, se retiró el inóculo viral, se le añadió MEM sin suero y se incubó a 37 ºC por 12 hrs, 

tiempo al cual las células fueron congeladas y descongeladas dos veces. Parte del lisado 

viral se am1lizó po(western blC>t,-:i;.Ia otra parte del lisado se incubó con tripsina 10 µg/ml 

por 30 min a:37'~c.:·~~ia~~ifo~/~1',j1'~~~f~~·Jiilizaron diluciones seriales de este lisado para 

infectar monocapas de células MA 104 sembradas en placas de cultivo de 96 pozos, como se 



.. 

describió ant~riorniellte. Las células infectadas se incubaron por 14 hrs a 37 ºC, se retiró el 

medio y sefl.Íar6n ~on 'acetona al 80 % en PBS por 30 min a TA; posteriormente se lavaron 

dos vece(coll P~S yse les añadió 50 µI por pozo de anticuerpo policlonal anti rotavirus 

(a YM); ~un."~ifa',[o;, ¡ , 1500, y 'º ;noub~'~º Pº' lh' ~ 3 7 "C; •e retfró .º' antfoueq>0 y •e 

lavó d-;s ~;~~:~~~~¡:~s:La;r~élul~ss~ i~~~h~i~~;~¿¡~c5~:~1 p~r p~;()á~ U~a ~ilución 1 :2000 

de pro~lf~·~:¡~f~~%t~·~~~iJ;#~: (Ki.meC~.;:i;~~&~ po~ 1 hi a '7 "C, 'º lavaron do' 
veces .y s'é[agreg<l'50>JÍf póí-' pozo del 3-amino-9-etil- carbazole (Sigma) (substrato para la 

-~ t~ ;:.~ :": <./;·i:.\·,\~:::~¡y; ~-·:!::fN:~\!gy/,~:-:~~?=( ; ~~ .. ~~-~----· ;_ -
peroxidasa. que produce· un precipitado de color café que se deposita sobre las células 

"' . . •. .. .• ."; "' ' ~- •. ,·,;" ~ . ' ·< •• 

positivas ;~ri~~~\1¿;icue'.rpo viral). La determinación del título viral se obtuvo contando las 
. ;- -:.:. ';-:· ;·.-~>- . -:;·'.· " 

células te,Íi.lcl~s ell c~cla dilución por medio de la unidad Visiolab 1000 station (Biocom) 

como se describe en Guerrero, et al (23). 

Inmunofluorcsccncia 

Monocapas de células MAi 04, crecidas sobre cubreobjetos de 1 O mm de diámetro, 

se infectaron como se describió anteriormente; 8 hrs post infección, las células fueron 

fijadas con paraformaldehído (Sigma) al 2 % en PBS por 20 min y permeabilizadas con 0.5 

% de Tritón X-100 (Sigma), 1 % de BSA (Sigma) en PBS por 15 mina TA; se lavaron 4 

veces po~ 5 min con 50 mM NH4CI en PBS y se incubaron por 1 hr a TA con una mezcla de 
' . ·. ,.-.<.> ,- .-- . 

los a:nticu6;:posmAb 60 dirigido contra VP7 y suero de conejo anti-NSP5 (C6), al término 

de estai~¿G:~¡~¡~~~l~~-C:élulas se lavaron 4 veces por 5 min con 50 mM N~Cl en PBS, 

posterio~~hi'~¡l~'.JJ,I[c~~aron con una mezcla de los anticuerpos anti-conejo IgG acoplado a 

Alexa 56_S ;.·~¡~;~~·~füt~l;n lgG acoplado con Alexa 488 (Molecular Probes) por 1 hr a TA, se 
~\" -_.. ~ ,;.·-, ·' 

lavaron 4v~~~;J~i's''min con N~CI 50 mM en PBS, y se montaron en portaobjetos de 76 · .. , . - -· -. 

por 26 mm. Fin~;mente, las células se observaron en un microscopio de epifluorescencia 



--· - -- i- -

(Eclipse E600, Nikon), y las imágenes se procesaron utilizando el programa ACT-1 versión 

2.11. 

Gradientes de CsCI 

Se crecieron células MA104 a confluencia en frascos de 75 cm2
, las cuales fueron 

transfectadas con los siRNAs descritos anteriormente, 48 hrs después fueron infectadas con 

la cepa de rotavirus RRV a una multiplicidad de 3 virus/célula, el virus se dejo absorber por 

una hora a 37 ºC; se re~iró el iÓóc1.llo vfr~l, se le añadió MEM sin suero y se incubó a 37 ºC 
'.,:: .. ·· '-;"'; 

hasta observar.efectil'cit6pátic';:f~~riipl~to,·tiempo al cual las células fueron congeladas. 
. _, . >-.~ }~/ ~:~~~~;;;¿:~:~f;1~~:-::~;J~~;~~:~!~~i~:·~~j~<~-~~\~LttJJf Y./·;; <: ·.¡ ·, :.'- - ·• 

Ellisado'.yirál()bt~nido a:partir de esta infección fue congelado y descongelado dos 

:::,:f ¡~~Jl~1~1~i!t:~lh:::::n:~:: ::.::: ::~:~~p::~~::\:: ;: 
mMTris pH),5;\140 mM NaCl, 10 mM CaCh), la mezcla se extrajo varias veces con freón ., " ' .. ·. ·: .. -,;-" > ~ '_:,::,!_!:; ;_-;./~~.; :::·".. '.· :::. ~. '·, ~-_, ~ 

hasta que.iii~iWJ~!~elsol\Tente quedó transparente. A la fase acuosa resultante se le añadió 2.2 
: ' ,.=\;~;)· .. ~':~·X·~~\:'!~i.-?:·:> · .. 

grde CsÓl p~ra:~ mi de TNC (aproximadamente a una o= 1.362) y se centrifugó durante 18 
, .. '« .. _,,',·,,,, .... 

hrs a 3~.:0e~'.fuS'~ll el SWSO. l a 4 ºC, finalmente se colectaron las bandas opalescentes por 

punciÓl1 y;~~;g~lirdaron en CsCl a 4 ºC. El virus se desaló pasándolo a través de resina 

Séph~clex"9~25 en PBS estéril. El contenido de proteínas de cada banda se analizó por 

electroforesis en gel de SDS-poliacrilamida al 1 O % . 



RESULTADOS y DISCUSIÓN 

Con el objetivo de sobreexpresar la glicoproteína VP7 de rotavirus de la cepa de humano 

Wa, para estudiar de manera in vitro las regiones de la proteína que están involucradas en la 

interacción con receptores celulares, se siguió la siguiente estratégia experimental para 

construir un baculovirus recombinante que expresará esta proteína glicosilada en células de 

insecto. 

Construcción del vector de transferencia pFastBact-VP7Wa 

Para construir el vector pFastBacl-VP7Wa, el cDNA de VP7 de Wa obtenido a 

partir del RT-PCR se digirió con la enzima de restricción Sma 1 debido a que los 

oligonucleótidos utilizados, YM9-3' y YM9-5' (ver materiales y métodos), dejan sitios Sma 

len los extremos 5' y 3' del producto amplificado. Por otro lado el pFastBacl se digirió con 

Stul. 
11) 

b) 

S•cl 
Stul 

S..I 

---c....~-
,..¡:::-·- ~ .. °"' 

/::··- Tn7L fi ori ~ •. 
. SV40pA 

"' Pph 

Amplclllna 

Genlamlclna 
pUCori 

Tn7R 
....... 

<:.::·.=,__ __ _ 

e) 

d) 

4--==:tc:::i---c-=:::::i---------<::::>------
SV-10 pA Tn7L fi ori Tn7R 

pUCori G•nlamk:irm Pph 

Sal 
1 

iJ/ind 111 

pb 
23130 
9416 
6557 
4371 
2323 
2027 

564 

S11¡al 

2 3 

Figura. 10. CorL~truccitin del vector de transfon..,1cia pFasUl;acJ .. VP7\\'a. a) Vector pFastBac1. se mucstr.m los sitios de 
Stu 1 (sitio 4071) y Sac r (sitio 4081).; h) Esquema <JUC rcpn.~cnta el pFastBacl dcspu~s de ser digerido con la enzima de 
rc~1ricciún Stu I. C) füu1ucma que n.1>rcscntu el cDNA de .VP7 de \Va con los sitios .\ .. ma l. lus cuales fueron digeridos 
para su clonacit'm en pFastBacl- .\)u l.~ d} Compamci('ln de las digc~tinncs. Gel de agarusa 1.2 ~ó. 1) )J/m d 111~ 2) 
pl'IL,1Bacl-Shtl; 3) RT-PCR de Vl'71Smu l. 
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En la figura 10 se muestran el vector pFastBacl linel.'rizado con Stul y el fragmento 

del PCR digerido con Smal. A partir de este gel se calculó la concentración de DNA tanto del 

vector como del inserto para la reacción de ligación. 

El plásmido resultante se electroporó en células DH5u y se analizó el DNA de 15 

colonias resistentes a ampicilina. De éstas, se seleccionaron dos clonas cuyos plásmidos 

eran de mayor tamaño con respecto al del plásmido pFastBac 1. Los plásmidos se analizaron 

por diges'tió~Yécín Sac 1 para verificar la orientación del gen. El producto esperado de la . ,r, .. ,-.,, __ 

ligación d~ pFasIBacl con el gen de VP7 tiene dos sitios para Sacl (sitio 4081 en pFastBacl 
'.- ·-- -•,. - . -, '~. ·' 

y sitio 194 p~ra VP7). Como se muestra en la figura 11, la digestión del plásmido (de la 

clona 2) con esta enzima generó los dos fragmentos esperados (de 868 pb y de 4949 pb), por 

lo que se concluyó que el gen de VP7 está en la dirección correcta 5' -3' con respecto al 

promotor de polihedrina (Pph). 

A) B) 

A. lli11 d 111 

868 pb ¡•el :·· 

( ( VP7·W• 

pb 2 3 4 5 

AmplcHlna 

Sacl 
lj>xl 741/lae 111 

310 

Fig. 11. Esquema del veelor de transferencia pF11sU311cl-VP7Wa. A) En esté esquema se muestra los sitios 
donde digiere la en;rjmu Sac 1 que se utilizó para seleccionur el vector de transferencia. El pFastBacl 
presenta el sitio para Sac 1 en el nucleótido 4081 v VP7 en el nucleótido 194. También se muestran 
los fragmentos esperados (lineas negras) que so~: 868 pb y 4949 pb 8) Gel de agarosa 1.2 %. 1), 
iJ!ind III; 2) elonu 1 digerida con Sac I,; 3) <t>xl74/flae 111; 4) clona 2 digerida con Sacl; 5) DNA de la 
clona 2 sin digerir. 
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El inserto contenido en este plásmido (llamado pFastBacl-VP7Wa) se secuenció. 

Dichasecuencia~ecomparó-éon otras dos secuencias obtenidas del Gene Bank (números de 

acceso K02
1

(>33 Y, M'2{s43)para verificar la identidad del gen. El análisis de las secuencias 

mostró que eri~ri. <l~Lv1•1'~o<lifica para un marco abierto de 1ectura de 326 aminoácidos, y 
,., <'' . , ... ·. ,_ :·~ \•'.", ·". ·,-. -·. 

prese~irtr~;-2~§f~t:~~:i'tt,ec~~~~~la de aíninoácid~sco~ re~~-cto a las otras dos secuencias 

reporta-das: d~ áC:';-~~tá~Í~~:~ ~~ji~it"eÜ lapo~féiÓri 97 (D97V), de glutámico a glutamina en 
. -- .; · ~-~ :. ': ... ::~>f;/ {~:'.~~;;·:_ 'S,'i~:~:.'.~,{'.~~~t;:~;~r:~~~~/~~,~~~;-f~~'.~:'..'l.:{:~7:{i~~~{·:·~;~~-:~~: ~ ". ~ 

la posición 220 (E220Q)·1~.'Cle sefina-~prolin~en, la posición 266 (S266P). Cada uno de estos 

eamb;o, en la 'eeuefr¡~;d~~~~~~;~~f:j~ ~C~Uzan denrro de zon3' no eonmvoda. y no 

en las zonas conser\radás;Jas cUales füéron encontradas a partir de una comparación entre 
•t.: '''.'.\·:~·:". ¿.;,-~</~·'\:::'. :- __ ;~::. 

las secuencias de aminoácidos de Ía proteína VP7 de cepas de rotavirus de los 14 serotipos 

G diferentes (33). 

Obtención del Baculovirus recombinante. 

Para construir baculovirus recombinates existen varios sistemas. El que se empleó en 

este trabajo se denomina Bac to Bac (ver figura 12) -desarrollado por la compañía 

Invitrogen-, el cual se basa en la transposición sitio específica de un cassette de expresión 

dentro de_ un bácmido propagado en E. coli. El bácmido (bMON14272) es un plásmido de 

bajo núme_ro .. de:.copias del replicón mini-F que contiene un marcador de resistencia a 
~:r:;._ ·>.t<< 

kanami~i~a\,llfs~gpl~~1.C> 1~-°-~Aque codifica para el péptido /acZa de pUC. En el amino 

tenn;nJ{d~tJ~f '~~'.~~(~~'.;f~R~~~r~tra in,,rtado un pequeño "gmento que eontiene el ,;tio 

de unión P,ªfª,~ltr.~nsp~~ém9,¡íct§fiario Tn7 (mini-attTn7) que no cambia el marco de lectura 
' .··:. ': - . " . ' ' .,~, . ",\': ... 

del péptido lácZá ; E~te' plásmido contiene, además, todo el genoma del baculovirus. 



El bácmido se propagó en E. co/i en la cepa DHlOBac como un gran plásmido que 

confiere resistencia a kanamicina. Este bácmido complementa además una deleción en /acZ, 

presente en el cromosoma bacteriano, permitiendo la formación de colonias azules (Lac+) en 

presencia del substrato X-gal y el inductor IPTG (47, 76). 

pfaldac' Sistema BAC to BAC 

~ VP7 

··9T·oo•·~"""" 
Plásmido donador 

Transposición 

• • Resistencia a 
antibióticos 

,¡\" / 01 " . ..,ON 
··.::: ÓRlGEN 

recombinante Células competentes 1 E. coli (Lac· conteniendo el 

~ ________ :~:::·~& .d; --------L~~::~r;~ón .. 
~ ~lovirus recombinantes ¡ 

Determinación del titulo viral ~ ~ (U] fj! {f) 1 . ~ 

Infección de células Sf9 con \ \ ' f /'f oé ! 

rccombmantes de insecto Sf9 7 
~ '@ T @ (§1/ Trksfccc1ón 

los Bac?lovirus . loO"O"-;;-o'Oo~o~ del DNA en células ;' 

DNA dél bácmido \ . . . · f rccombinante 

)OffioOCi"~-; 

~ 
Expresión de genes rccombinantes o 
amplicficacón viral 

Figura 12. Generación de baculovirus recombinantes y expresión del gen con el sistema de 
expresión BAC-TO-BAC. 

Los bácmidos recombinantes se construyeron al transformar el plásmido de 

transferencia pFastBacl-VP7Wa a las células DHlOBac. Dentro de estas células se da una 

transposición del elemento mini-Tn7 del plásmido pFastBacl-VP7Wa al sitio de unión del 
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mini-aÚTn7'dentio del bádmid~. El plásmido helper (pMON7124), que se encuentra en la 

cepa DH 1 OBác;prov~ee~ ir~~~ lasfunCiones de transposición del Tn7 y confiere resistencia 

a tetraciclina.: El milii~Tn7en pFastBacl presenta un cassette de expresión que consta de un 
~ - ·,-:,<~!"fe'·;'';.:-;.,::,-:. ' · ,,~-~· ... ·;,·< ·• ·• ': .. ·,,''.·~- '. 

gen. Ú re~i~ten'~i~ ~i~~~tarrii6i~ii. (orii~); ~·~ promotor de polihedrina de AcNPV seguido de 
· · -·:·:\ ··L·; ·-·.t;,1_1'/~·,-::~' < :~·,·;. ;, . . ,.·.:: • '"' .1" · 

,':°.~·--~/;·:.·;:;:~;'\-~·-1'.·.~~;·::·::.;_::;c·-;:·.-· '·, :.:-: :;' . 

s011blands'(47;, 76).2;···· · •. \; .. ;• 
·?:of, .-~!'·'' ,·;:.::.< -

.1\J tr~n~fürm~i'.eivedor de transferencia pFastBac 1-VP7Wa en las células DH I Obac, 

se obtuviei~h;~~IX~;i~~~~~d~s~~riifJnde se dio la transposición sitio específica. El DNA de 
·";_,::_;.-·-<·>:-;;,A_"_¡_··-~ . - . 

- :¿.:..~' - '-· 

Jos bácn1idós refcomb}nantes de estas colonias blancas se aisló de pequeños cultivos. En Ja 
'·'. ·:,_:_<':." ;:.?·"· .·--~.'<._·:/ ... -,_*:,..:·,·.;·._· ::.: ·-:;·_:. __ ;_' '. 

figura 4 s~'riiiiestra el DNA de 5 bácmidos recombinantes donde se puede observar el 

bácmido, el pFastBacl y el plásmido helper. Los bácmidos de estas colonias se usaron para 

'Aflind 111 

pb 

23130 
9416 

6557 

4371 

Bácmido 

Helper dímero 

Helper 
monómero 

pFastBacl 

Fig. 13. Gel de agarosa al 0.5 %. 1) /,Hi11d 111, 2 -5) bácmidos 1-4 
respectivamente; 6) bácmido control. 
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transfectar células de insecto Sf9, donde se pueden replicar como baculovirus. Con Jos 

baculovirus recombinantes, obtenidos de la transfección, se infectaron más células de 

insecto para expresar Ja proteína recombinante y para aumentar el título viral. 

Para determinar si los baculovirus recombinantes son capaces de dirigir la expresión 

de VP7~:se hicieron,erisayos de inmunotinción con peroxidasa utilizando anticuerpos 

espeCíftcos (Cl 1 o aYM) contra dicha proteína. En estos ensayos, sin embargo, se encontró 

una alta reactividad inespecíftca que impidió distinguir entre las células que expresaban o no 

VP7. En base a estos resultados se decidió trabajar con el baculovirus: que presentó el 

mayor título viral; es decir, aquel que dio el mayor número de células con efecto citopático. 

Para identificar el tiempo de mayor expresión de Ja proteína recombinante se realizó 

el siguienté ~~perimento: células Sf9 en cajas de 48 pozos se infectaron con el baculovirus y 

se cosech~rciha distintos tiempos post-infección (p.i.): 24, 48, 72, y 96 hrs p.i; se recuperó el 

medici de cJJÜvb y se obtuvieron las células lisadas con solución de lisis. 

Para•. det~l'IÍ1inai- Ja· presencia de 

la proteÍ~~·{i:YP7 .· en ambas 

fraccio~es (Jfadio y células) se 
'• :. ' .. ~j;_;~: ··. 

real izó .J.11 f~~~·~yo .·de western 

blot. • Utiliz~~ci.ci. ~n anticuerpo 

policlorial tjÜ~.}~conoce a VP7. 
·t:.,'-' •. · .. 

séñaliida. ~¿;~~·~ !Jiinda 3, se 

observa a las '7i·h~~ ~. i; Después 

37 
kDa 

12 34567 
• Banda ------...._ 1 

-- ,_ - .. 

_,..," .... llil -
...--- 2 

3 

Fig. 14. Ensayo de expresión de la proteína VP7 
(anticuerpo policlonal, aYM). Gel de SDS­
poliacrilamida 10 %. 1) RRV; 2) 24 hrs p.i.; 3) 
48 hrs p.i.; 4), 72 hrs p.i.; 5-6) 96 hrs p.i.; 7) 
Lisado celular sin infectar. 
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de este tiemp~·la prot~ína empi~za a desaparecer muy probablemente por degradación. Estas 

obsen'aCiones·s~iéáiiia~tnconYcí;Ífsado~de las células infectadas, pero también se colectó 

el sobrenadante de;·J~dnfeccl~n)iJ¿~ mismos tiempos con el objetivo de identificar si la 
·: :·:-·.~.í ".-: .. :(: .~"'2\. :;,;'''.'''•'" - /' . 

proteína de~si~í;·~~~~'ci·;gt~~d6\~Iirieai·o~de c¿!Íivo. No se encontró la proteína en el medio a 
- .- ··''>:;·-'- .. ·-.~.\~-r.· ;¡,;:',_~.,,~>::¿:,···-.. ;.;· ;.:.·'· '..;;·· ;~ -~, .. '. 

/.~~-;-, 

kDa); Sin embargoj:para prider confinna'r;que.Ja;profoína'de fa .banda 3 es la proteína VP7 de 
: ,.- -. :· .: '. .'. .:: ,·_ .-.~-, -_,: :-:~·:z~ .. '.. ~-3·~~~:.{ ::·~{;:{}~~K{f ~:~-~~·~i~f i~::ff !~~~:~~~: '.;t~Y~).:~_.:_;:;I~~:.; .. ~~:;~~~\. ,ir~~::::~ .. ;~~?~~~-,'.~ 1A}~~'.;'~/~~,·~~;~.~:~~~;~/: .. ¡ : . ·' -

Wa, es nécesario:repétfr'este'.éxperimentOutilizandéí'úi:(control de células Sf9 infectadas con 
;· · ~~ ~:·.·:: .. : ;~~~: '. -~;t:~~?;-~_¿_':~~~ ~!.~\~:~x:~=~jt~·~: ?r-~:_,~;~~t~~:;/'t~!?:?~~~~>~ :~g;f :~~::~(~\':;~ ;:;::~;~:\ .: t;\ ;: :::'~;.·;{~.:::· ·.::·-::~'.· ~ 

. un baculovirus SiJ\'.eSfre; estO con''eJ objetivo'de:,désc1Í°rtar Ja posibilidad de que esta proteína 
.'. ·:: .:_, _, · ·. ,~;\:·~;· ;~-~_:;~~·;·;:»~ :~;;~'.{,::~i~~:~:!~~.:-\F;~;,;:,· :::~~~;~~Y:~~~~}:.:J1*~:~~:r~~;f ;~~~~:-~:~~~~~i:;:'.~~~¿~;~::'.j~~:;f . :· . 

sea una· protéínádel.baculovifli~/cíue ,!"t!a6-~iol1ó(:on el _anticuerpo qu·e usamos, además, 

=:~:~,:'J{J[rtl~f J!i~~iii![~J::~::::,::~~:~: :: :::;.:d:;,~: 
pesosmolecula~es·de)la¡proteína\;\fR7{cie las cepas Wa, SAi 1, y BDV (de bovino), por 

m;gradón e~~,¡~,"~~~~~~i~~jJ~.~~l~ q: " ha v;"º es que 'º' P"°' no varian mucho, 

por Jo é¡llees d~~~p~ra~seqbel~migr~ción de Wa y de RRV sea de manera similar. También 
·. · · ·-.~-/:.. _··::.~_.:,:) ~·:tf;:::·~~~-(,r::- \~!,~.:-.~<~;j~~r;-{:·\,~-. .-:-~ -~: ·· 

en_est~.tral:>~}o;s~''.tr~l~''á,Já>~foteín'a de las diferentes cepas con la enzima endoglicosidasa H 
. .-; " :>_~-~:-~; .<::~:~/, -_~;;;_~-<~-:·::·i:Y. >: -.. / ~ ". . 

(usada p~ra·~val~a:>J~Spresellcia de azúcares de alta manosa en la proteínas) y lo que se 

obm"ó eO q~~,l~i!'~¡~~ tF de sA 11 tuvo una reducdón en el pe'° molecular de 2.5 kDa. 

Dicha prot~írl~:pr~~~füa uri solo sitfo potencial de glicosilación en el aminoácido 69 (31 ), en 
HC :' '.-';'-·<'".;};-:~., ;:~',~-.:'. '.; 

cambiólapfgfel~a \Jr7'd~,W~ct~vb ub~;educción en el peso molecular de 5 kDa, Jo que 
. . : !, . -, . ::<' '. :!~'~' "/~,~:.~ -~· ··':.'..'..~ ; . . ?:'/ .>l~~~·::/<~:- --:, .... :-~- i<~>~<"- ,_,_'.~.:~:J.;:::,~~--~:.::, _:--.· ;., ... ·· .... · 

, -.·.:.'.-";_,:-

indicaque la prófeíiia'.está gli~osilada e~ dos}{de.)Ü~ tres sitios potenciales de glicosilación 

(10, 35). Tomando en cuenta estos antecedentes'~odeÍnos decir que la proteína de Ja banda 3 

á? 



probablemente sea .1~ .vi>7 de w~}q\le ~)p~~~cer no está sie;;do glicosilada en la línea 

célular Sf9. · .. - ·,.', 

"<·_,\. .·',,, 
Esta línea celüla~.Prés~ntá'Ja ·cará.cterística de. glicosilar proteínas con oligosacáridos 

':··: :-.-'. '·'<' ·. ·:'. ,.;:· ·.<~.~;;~:<:~-~-:; ::;::-~:~:-t¡,~~'·./::-:'.~~ e:~':·}<;,.·;.-}\:~-~~--~~:~\·\'."·.;,:':.\.<. ; ? ¡ ··, 

del tipo de altaTanosa<{N;·gü6:osÜ~cIÓr)"(47).•Laproteína VP7 de Wa como ya se mencionó 

::.::~1~!l[l;f 1111~;:~~=:::::::::·::~:::::7:::::~~ 
se seétierié:ió;;Lóstóligosacáridos que presenta Ja proteína VP7, en las partículas virales 

· -~ :.·.'.-'.:_:·.:_· ~~/~·-<:·:~;t~-/->1Yf ~~:::~_;;B~~\:i:~::;:_:~<~FX~~~--,:~·:.<~:-:, :-, :·;: · 
maduras;:son'oligosacáfidós,,dé alta manosa. Por ejemplo, el oligosacárido MansGicNAc2 se 

~y:'..; '._,_,.,>-' '.:. .. _ .. , '· - .... ' . -~---~y \. ' 

encu~ri.tr~.~~J:~H<é~~t~Í:~[·{~r;7. de las •partículas virales maduras de Ja cepa de rotavirus de 

simio sl{i;ú~ri·la~fr~Ü~rif.14'.s.e ob~erva una proteína (banda l) que reacciona contra el 

anticue~~f ~J;j~t~1ti¿H1';• po' lo que " p;en•a que " una pmteina celula<; ,;n 
embargo, tarnbién'se.obséiva una tercera proteína (banda 2) que reacciona con el mismo 

anticuel"pi;~g~j(·~¿l~;;6~ la~ muestras del baculovirus de VP7 y no en Ja muestra de células 

sininfé'ct~~:·i~-;~~~tna·de la banda 2 presenta un peso molecular mayor a 46 kDa, y como 

los oli~os~~iiid~~~~:el. tipo de alta manosa incrementan en, a Jo mucho, 5 kDa el peso 

molecJlar.-~/f~'~,;~·l6ína VP7 (35), se descarta la posibilidad de que sea Ja VP7 glicosilada. 
,.:_ · /;:;-:,··; '::t~:.,:·;: :'Kf·:Y<·~-r: 

Se piensa ~of:t~nfC>''.q~e el anticuerpo a YM presenta una reactividad inespecífica contra la 
' . ··~·:,~_:'/,:.~;~'?;:~·-;e,~;~.::_;??·:·;·; -· 

proteím1 (banda.~)'.ycí'lle posiblemente forma parte de las proteínas del baculovirus. 

;mpoit4i~~í¡:~~.tf l~~Rlo::, e:~::·:::.,v~:,:: ::u:~:::·~:•:u::,".:::~:~:: ::: 
;_·;-,:(-::'.'. -- . ,_ .. 

soobreexprésar1a;'p~rifi~1frla y entonces poder analizar de manera in vitro cuáles son las 
~·J_;_ -.- .. .:U_''.·:'')-·;c:''' ·-"~'..·>,_e·· ·· '··.;: · ·· . - :·:• ;-~-·, ;· ,~-

region~~ · iiJipgfi~WtJ~ ~n' (a ·~r~teí~a que. ill~~~;~b'6ionan con receptores celulares que le 
·,·;", ,• ,' 



permiten finalme'nte al virus e~trar á.la célula e infectar. También el poder expresar la 

proieíilaéri' sü forma glicosilada.podfía s(fr importante en la generación de anticuerpos, 

debido a que es la principal induótc;>r~ de'a~ticu~rpos neutralizantes en rotavirus detectada 

por suero hiperinmurie. Adelllá~ ele la glicosilaciém, la expresión de la proteína VP7 en este 

sistema (Baculovirus:re~~:;,/i.inat;<cé/ulas de insecto) permite también la coinfección con 

otros baculovirus reéorilbin~ntes que expresen las proteínas VP2, VP4, VP6 y VP7 de cepas 

de rotavirush~rnahis¿ de otras cepas de rotavirus. Las coinfecciones con estos baculovirus 
_,. , : ' . : , -- .. ;'¡~e·- ·•' -: .. -

:-r.r:1,:·:.:··-· 
recombin'álltesperíñité: Ja formación de seudopartículas oVLP's (virus like particles), que se 

•• ··-,¡.·' '- ··, .. ·,:_ .. · .. -·•,"\:• •· 

'1· '· .. :.':' '~1"1>'·•··' 

fonnan gej)n~Hc.fr~'.::~~'pontánea y pueden servir c;on1~~y¡¡.cunas potenciales ( 14 ). Sería 

interes~,~:e~;l~hltilf~~der estudiar cómo se. da; l~.(~~t~-fl"~e estas VLP's a receptores 
·>.' .. -.-:>:~: ;:·.::~_.,_;/~-~~:{,~~-;(\:::.jj·1·~</<. <->· t - -- ~-- ·, _-;\ •• :;:~.<~~:~:;:}~::_::J(-~~~t\<:·.:~,~{~_:·:·\" 

celulares. la primera interacción del virus Wá cori'fos·receptores celulares -aun no descritos-, 
_"'· ~ ::.·;i;_,;~.-~:_>~;:'.~~~~~~\~;-~f'.~\'.'.}U~::·:;J: __ ; .. :\;:~:-._-,. ~ '-.)-: -~ :: ;~ .. -:~':-~ .. ;('.·.-~ ~;:_-'.:\-~g~;(:~~~;{:;>;\~·;~.:-.'.~,~1;i::·. ~, 

parecer seí::atrá\fés dela:gli~ópróteína\\TP7;;eii~cambio/en las cepas de rotavirus de origen 

animal no ~t·¡~~o;di~~é~!f'k1~;;tb~i¿~::e~'.~(jJ~~~"'i~~¡¡~:·la se da con receptores celulares 

-tampo~o ~1~~~i~~if<l~~~~~h~ ~r6~e~ta~ ácidos siálicos, a los cuales se une Ja proteína VP4 

a través de sU: domi~io lfA (hemaglutinación). 

Construcción del vector pGEM-3Z-VP7RRV 

Para construir este vector, el producto del RT-PCR del gen VP7 se digirió con la 

enzima Sma I que corta en Jos extremos 5' y 3'. Los sitios Sma I se insertaron durante el 
' . 

RT-PCR porJos oligonucleótidos YM9-5' y YM9-3~.,S,e usó el vector pGEM-3Z que 
.. <·: :·.. ':, :;.,-: ... :·:-;·-·,_· .. 

: j.•.•:': ,,, • 

presenta dos prp,motores: ,para la T7RNA poliirief~~i,y;·,para la SP6 RNA polimerasa . 
. :::.::.:::·: .. ~;f<_._~))~.!.-. '."<.<· ,. . _._ , ..... <;.?, :.::x··.:-'.?1:?1Jt:.:;~1~:t;s~t}i,0*7r:·.·::;;:·· 

Ambos promoto{es;tJán,quean lln·siti~ ~lúltipkde,clónadém (ver figura 8). El gen de VP7 

de la cepa d~ r~ta~irJ~;~,~/;i~lo' ~kC 1~;,iiXs¡;;ri~~~if~'~Ji;vector para sintetizar RNA de 



cadena sencilla a partir de ambos promotores y así obtener RNA de doble cadena por la 

hibridación del producto de ambas transcripciones. 

El plásmido pGEM-JZ se digirió con Sma 1 y se trató con la enzima Fosfatasa 

Alcalina Intestinal Bovina (CIP) que cataliza la hidrólisis de los residuos 5'fosfato del DNA 

permitiendo que el plásmido no se religue y se circularice de nuevo. 

A) C) 

Ndel 

SP6 T7 

B) 

lhcl 

Smal s .. 1 

VPJ.RRV 

A.l/i11d lll 

pb 

23130 
9416 
6557 

2323 
2027 

1 ·-___...,,, ___._ 

--+---+-

2 3 

Fig. 15. Construcción del vector pGEM-3Z VP7RRV. A) Se muestra el pGEM-3Z digerido con la 
enzima Sma 1, y el sitio Nde 1 (nucleótido 2508). 13) Esquema que representa el cDNA de VP7 de 
RRV con los sitios Sma 1 en los extremos del gen, los cuales fueron digeridos para clonar el 
gen en pGEM-JZ-Sma l. También se muestra el sitio Msc 1 (nucleótido 404) C) Comparación 
de las digestiones. Gel de agarosa 1.2 %. Línea 1), /Jlind 111; 2) RT-PCR de VP7/Sma 1 3) 
·aGEM~JZ Sma l. 

En la figura 15 se muestra la comparación de estas dos digestiones a partir de la cual 

se calculó la concentración de DNA del plásmido y del inserto para la reacción de ligación. 

El producto de la ligación se electroporó en células JMIOI que se platearon en cajas petri 

con agar y medio luria en presencia de ampicilina. Se analizaron doce clonas que crecieron 

en presencia de ampicilina y de éstas se seleccionaron siete en base al patrón de la 

migración de sus plásmidos con respecto a la migración del pGEM-JZ. Estos siete 

plásmidos se anali7..aron por digestión con las enzimas de restricción Nde 1 y Msc 1 para 

determinar cu~I de las clonas presentaba el inserto y la orientación del mismo. El producto 

esperado de la ligación de pGEM-3Z con el gen de VP7 tiene un sitio Ndel en pGEM-3Z 

'fr"~· ., t~ON 
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(nucleótidC> 2508) y un sitio M.\'cl en VP7 (nucleótido 404). Como se muestra en la figura 

16, la digestión de los plásmidos de las clonas 5 y 6 con estas enzimas (líneas 7 y 8 

respectivamente) genera los dos fragmentos esperados (660 pb y 3155 pb), por lo que se 

concluyó que el gen de VP7 está en la dirección 5'-3' (con respecto al promotor T7) en 

ambos en plásmidos. 

A) 660ph 

Nde~ 

3155 ph 

B) 

iJ lin<l III 

ph 

23130+ 
2 4 .!.. 6 

9416 .... :- : .. · . . :~':\t' 
6557 + .... '-~ .• 
4371 ~ .••. ,..,,..... ... 
2323 ... . . . .. " .. '·· 
2027 ... ... ., 

llSJ .... 

. 10'78·--
172 .. 

7 I! !I IU 11 

Fig. 16. Esquema del vector pGEM-3Z VP7RRV. A) En esté esquema se muestra los sitios donde 
digiere la enzima Nde 1 (nuclcótido 2508 en pGEM-3Z) y el sitio Msc 1 (nucleótido 404 en VP7 
RRV) los cuales se utilizaron para seleccionar el vector. También se muestran los fragmentos 
esperados (líneas negras) que son: 660 pb y 3155 pb. B) Comparación <le las <lig'--stioncs de Jos 
ph\smidos con las enzimas <le restricción Nde 1 y Msc l. Gel de ngnmsa ni 0.8 %. Línea 1 iJ/in<l 111; 2-5) 
digestión de los plásmidos de las clonas 1 a 4 respectivamente; 6) f9xl74/Hae III; 7-9) digestión de los 
plásmidos de las clonas 5 a 7, respectivamente, 10) digestión de pGEM-3Z; 11) AJ/ind 111. 

Para corroborar la integridad del gen, se realizó un ensayo de transcripción-

traducción in vitro. Para ello, el plásmido (pGEM-3Z-VP7RRV) se digirió con Bam HI, en 

el núcle_otido.26 del sitio múltiple de clonación de pGEM-3Z (ver figura 8). Esta enzima, al 

linearizár e_l plásmido, sólo se transcribe el gen a partir del promotor de T7 y provoca que la 

T7 RNA polimerasa ya no tenga substrato para seguir sintetizando más RNA y se 

desensamble el complejo de transcripción, transcribiéndose sólo el gen de interés. En la 

figura 17 panel A se muestran los RNA 's productos de la transcripción que sirvieron de 

'l"F~· :;-~N 
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- "'" -· - -"'--··· '- ~·- _-_ 

substrato_para realizar Jos ensayos de traducción invitro, Estos ensayos se realizaron 
··-' 'J.j.~~~~>~~ 

-utilizando reticui6cit~s de con~jo. En el ¡Ja'nel B a~. la misma figura se muestra el producto 
,:•·;: 

.,. ·:· • • ·.' -'. • • ~- ': • .' ·., - ,> : • ' - .:·_ • • , 

de esta tradu'c.6ión. E~él.~epuede observa~ qJe ia·proteína migra más arriba de 30 kDa, lo 

que es compara~l~'.~~n ~l p~so molec~Íar rep~~~~o -~-~.Ja proteína VP7 sin glicosilar que es 

de 33 kDa. 

A 
Alli11d 111 

pb 
23130 
9416 
6557 

B 
? 

PMC 14 

2 kDa 

~20 

~~ 
~6 

.__JO 

Fig. 17. Ensayo de transcripción- traducción in virro. Panel A. Gel de Agarosa al 1.5 %. Linea 1 'A.Hind 

III; 2) producto de la transcripción Di y pGEM-3Z VP7RRV digerido con BamH 1 ~ 
Fluorografia de un gel de SDS-poliacrilamida al 10 %, línea 1 producto de la traducción(--+), 2) 
marcador de peso molecular (PM) C 14

• 

Generación de RNAdc del gen VP7 de RRV 

Como se mencionó en Ja introducción, Ja interferencia de RNA, resulta en el 

silenciamiento de Ja expresión de un gen específico. f!:n células de mamífero este 

silenciamiento se puede obtener al introducir inoiécÚlas de siRNA con secuencias 
, .. -/ /Y,}.t'--

complementarias al gen que se• d•esee interfe~ir.'En ~st~,trabajo exploramos distintas maneras 

de obtened?~ ~)~~¡1t.~~.e¡i{~~[~~.~!.{(;B.)~~~j'~[1~t¡:~ien~ de la prnteina VP7 •obre el 
ciclo 'viral.'.: /\ \~\:~'.,:):ff· ,;~, · .. _';/ >···-·. · 

Existen 'variás'.\.;1a~er~s d~ obtener Jos siRNA 's in vitro entre las que se pueden 
:·.:~. -. ; ; > ,·,::' -·· 

mencionar la síntesis química de los 21-meros o Ja síntesis enzimática de los mismos 
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utilizando, como t~mplados, oli~onucleÓtidos de DNA. Recientemente se describió que es 
.. 

posible obtener siRNÁ ~s a partir .de la digestión .del RNAdc utilizando ya sea, la RNAsa tipo 

I11 de E. co/i o)a énziÜia recombinante de Órigen humano Dicer. La RNAsa tipo 111 de E.coli 

es una endg;i·8~nJcfoasa dependiente de M'g2+ (2) qué tiene como substrato al RNAdc. Éste 

pued~ s6r4i~~i~6\~;·'fra~grn~nt~s 6~~cJ~'"~~'Fiiii;d2 á 15 pb de RNA dúplex (esiRNAs, 
'.'!-· "·, ~-:' 

endorihonu6Jea~~~p~e~ar~~'.siRNAsf~~~·~·so~ incapaces de activar la maquinaria de 

interfere~ci;f~~:~·~,µ~;~~~~g¡~j~~f~f1'/~fa ~J11bargo, para generar esiRNAs más grandes se 

puede utili~~f.;u~:~~~~~·!:~iJtiJi en digestiones parciales de los RNAdc, generando 

esiRNÁs d~72oiá.2'5"~f:~~~tó~ eslRNAs presentan la misma estructura que los siRNAs: 5' 
· .·\._-·. ~~:.·:-. ··;.(~:.~:.:,.;:: '::>::.~.r~-~-'.r,.; -

fosfato/3' hidró'~Íló", te'i;ffiinal con dos o tres nucleótidos sobresalientes en sus extremos 3' 
,;.,_·'.j;:i:':,-·' 

terminal. t'b~ e~ÍRNA~ pueden ser transfectados en células de mamífero y son capaces de 
~ _, .. -'· ·;· " , .. _. ~·.::- '" 

-...• '.":;·--,·;>:-

activar 1~~~4tii~aria de interferencia inhibiendo específicamente la expresión de genes (70). 
' ; .:~te~'-.~--<-;,:_··'.'-'-· 

Del misrÍto Üio~Ó, se puede generar d-siRNAs in vitro, mediante la degradación del RNAdc 

con laenzima·Dicer de Humano, que también activan eficientemente el mecanismo de 

interferencia (34, 48). En este trabajo probamos varias de estas estrategias para evaluar cuál 

de ellas era la más efectiva para silenciar el gen de VP7. 

La obten.ción de esiRNAs y d~siRNAs,.necesitó, en primer lugar, generar RNAdc del 

gen de VP7 deRRY que sirvieraco%o~Übstrato de las enzimas RNAsa tipo III y Dicer. 
,.:. · · . _-'; ~;:~:~ ·-~--/:.:·:ü'.:;.:~~;'._~;~~~;/_:·::·~·~:,??~'.~i/~D:;~~>--~;·:- __ ,~-! '/_·,:.: .. '. . . 

Dichas enziinas~igiere~imejor:'coii s'ubsfratos de RNAdc de tamaños iguales o menores de 
,.,:.. ···(, )¡·f;~-~.:.-,~~'.(\:...\S¿\~·: .. .;'-'"'~··; _\· 

500pb,'pqr)o,;q~~'.ini~ial~~~rii'ise le eliminarron aproximadamente 500 pb del extremo 3' 
-_: \ ... ;_,·. -~<··· .. ::~;_:/-~::~~~~?:'._·:t~-~~);31_~:~:~·· / .. >::·. . ' 

termi~al ¿, fJ~ri CI~ Ykz?ln~Crtado en el plásmido pGEM3Z (figura 18 panel A). El pGEM-
. ·•' \•}"·'.o·'_;;/\-~?;·:·"·' . .'~·;;,: 

3Z-VP7RRvirue''dig'erido con la enzima Hinc 11 que corta en los sitios 38 del pGEM-3Z y 

994 en VP7 y con la enzima BsrG 1 que corta en el sitio 644 del gen VP7. Esta digestión 



permitió eliminar del nucleótido 644 al I068. El producto digerido se religó y se electroporó 

en células JMIOI (fig. 18 panel B). Se analizaron cinco clonas resistentes a ampicilina. 

(B) 
(A) 

T7 
-~-... 

( ____ ~-~) :,, 
\ SP6 '• Hincll 

(C) '}.J/ind 111 2 3 4 5 6 7 8 
pb 

23130 .... •""•·· 
9416....... ' 
6557 .... 

4371 .... --.. . .. , .. . 
r-·~·i'? ~.;~ílN 
1., .. ¡ ,·' v,' 

·r 1 •'' ,-..,. • "ji'~ . . ''"" , ., . 
·.:.:...::~ ····~ ... 1 .. ~ ... o.J6.4J --···········---..;...J 

2323.... • ..J. '-· 
2027 +: ••••• 

• 
Fig, 18. (A) Esquema del pGEM-3Z VP7RR V, se muestran los sitios llinc 11 (nuclcótido 38 en 
pGEM-3Z y nuclcótido 994 en VP7) y el sitio Bsr G I (nuclcótido 644 del gen VP7). B) 
Construcción de pGEM-3Z VP7644. (C) Comparación de los plásmidos obtenidos por la 
eliminación de -SOOpb del extremo 3' terminal del gen VP7 insertado en el plásmido pGEM-3Z. 
Linea 1 /Jlind III, 2) pGEM-3Z-VP7RRV; 3 a 7) plásmidos 1 a 5, respcctivwncntc; 8)pGEM-
3Z. 

En el panel C se observa que los plásmidos de estas cinco clonas migran más abajo 

que el pGEM-3Z-VP7RRV, por lo que se concluye que en estos plásmidos se eliminaron 

aproximadamente 500 pb (a excepción del plásmido de la clona 3 que migra un poco más 

arriba que los otros plasmidos). 

Se trabajó con uno de los plásmidos -al que se designó pGEM-3ZVP7644- para la 

síntesis de RNA de cadena sencilla (RNAcs) a partir de los promotores SP6 y T7 que 

flanquean al gen (ver figura 19 panel A). 
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El RNA de doble cadena se generó por la hibridación de los RNAcs. En la figura 19 

panel B se observa que el RNAdc migra de manera similar al fragmento de DNA del 

marcador cj>xl 14/Hae 111, de 603 pb. Este RNAdc presenta un tamaño aproximado a 600 pb, 

que le permite ser usado como substrato para generar los esiRNAs y los d-siRNAs, por 

medio de la degradación con la RNAsa tipo 111 de E. co/i y con la enzima Dicer de origen 

humano, respectivamente. 

(A) 

pGEM-3Z-VP7RRV 

Hit1d III 

VP7-644 1 SP6 

~¡ (B) 

EcoRI 

Transcripción 2 3 4 5 6 7 

T7RNA poi 

VP7-6<14 

SP6RNA poi 

VP7-644 1 SP6 -.: -· -f. 
li 

.J.! 
Hibridación i 

RNAdc-644 

Figura 19. Generación de RNAdc. A) Representación esquemática de la generación de RNAdc (para 
mayor detalle ver materiales y métodos). (B) Generación de RNAdc (linea 5) por la hibridación de los 
RNAcs sintetizados a partir de las RNA polimeras T7 (linea 3) y SP6 (línea 4), también se observa el 
RNAdc precipitado con LiCI (linea 7) el cual fue usado para las digestiones con las enzimas RNAsa 
tipo 111 y Diccr, para obtener de esiRNAs y d-siRNAs respectivamente; línea 1 y 6 mareador de peso 
molccularcj>xl74//lae 111. 
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Generación de los esiRNAs por medio de digestiones parciales de RNAdc con la RNAsa 

tipo 111 de E. coli. 

El RNA de doble cadena fue digerido durante distintos tiempos con Ja RNAsa tipo 

III para obtener la mayor cantidad de esiRNAs aproximados a 21 pb. Como se muestra en Ja 

figura 20 (A), a partir de los 15 min de incubación a 37 ºC con la RNAsa tipo 111, el RNAdc 

se digirió en>s~:~~i~1tii'~:~~~A's de~d~bÍe~C:~<i~na'de aproximadamente 2lpb, tamaño 
·:··/ ·.· · .. ~ ';::.:'; .: ·?~~:~··;/:~~~?-~-)~;~;·~iJ~~::·)~~\~·:{ ... ::\f.:::.,::}/~'. .::~;y~:-··.·-;,'; :~:··.;·;:;:.:_,:·;\:~··;:;f ;~~~~,~:r:·.:.· 

inferido por'la/éompá:raCiÓn1'con\1n;sÚlNA'.sÍrÍté'tico control de 2lpb. Sin embargo, al 
~, ,~: ···: :,: . ::::'.· ;:: ·,.;:·.;r;~:~··,:· ~~}~~~·.:¡ :.}~~·'.~~:-:?~~;{~· :: .:!:~:~~~,~1:, :'. ~ · •. :;~~~~::{.;~i~t·:~ ·:Sf Fii>;~~~:~ .... ~?.JD:{:: :"~, ·. 

incrementar el ·¡:)eriodo'de incubación "éon';Já eni:irria, los pequeños RNA dúplex, se empiezan 
., : · .::·:;.; .¡'.:~:: :: '..}~:~;~);~~-;~:;_~:+~; ~{it~D~\~:I~z{:~:~;~\~~~~;:~:~~t~~):;;~t,~~~~:~~~/}t)t~-~~~2}~ ~}~~-~\f :"~;:~ ::.·~· . . 

a degradar afamaños.nuís chicos que;·CºITlº:.ya:se inenc1onó, no activan los mecanismos de 

interferenci~.:~2~~~··:~~~~~'.'.'~~·~,~~;;:~·~~;¡;l:~;ectados a células de mamíferos. Por esto 

último, s~-~~~·ldi:;~~~lt''i~~~~:ci:ne: ;~~::¡5 mina 37 ºC con la enzima. Dicho tiempo se 
::-·~·::=(~~:::· ::,_:~:lú~!-f:.:; .. :~~;:'.·':' -

utliZó .par~';i~ g~~~~a:dlór(éle esiRNAs de. aproximadamente 21 pb obtenidos por la 

degra~aCiÓn%~1'.JiNÁdc. En la figura20 (B), se muestran estos esiRNAs purificados que 
·;_·{~·: .. '::;~~:'._ ~'./-·-<'~·-. 

utilizamos 'prirá k>s ensayos de int~rferencia; 

.Para verificar.sí~stos esiRNÁs son cápaces de activar la maquinaria de interferencia 

e inhibir· esbecí¿d¡~i~~t~'l'!;:(~f~f~~~;.¡(l~~~la: proteína VP7, se infectaron células MA 104 
. <:} :· .. <':.:~:::.<;:·-~~:{~~:)>.'.~~\if~·:·;;:;~:·:·:<t:~'.~!~}~1{{';~~/[:!.=~g\:·.::_j~; ·._:~?--~~: ·:·":-~ :.~ ... 

sembradas en dJas'1de'.~8 po~os;(~on la ~epa:de rotavirus RRV a una multiplicidad de l 
, . ,. · --~,. . -~·::f{;:,3;4~·'.: l?t~S\J~%,i\\~{;:~~::..:·~ti}Y:;~k:~?'.:i::iH~·'.~~·:.~1~,~~'.!.;¡:.~:-~\· :~~ i~-~ ·:· _ 

virus/célulá;tf>o~tefionnente·,~~e'lipófeétar()11 lás~ células con los esiRNAs a distintas 
-·_ ._. _ ·:~;:-{·;~\,~.~.~-~:~~~,~:~~1-~~J5~~~~~i~:_y,·~t~\;:f.'!~~?r~ .~1 ;~f~=;-~~;~f,Jt,~R~~, :~ \~~t~~::·:s{>~:'.:~:;_. ~: 

concentrácio.nes ;(20,0~g;?:?OQng!y1'.l µ:g)'.·A¡diez horas post lipofección, las células fueron 
. _ .. :-" , :\J~y,.;_~·:~;_;;:~~;·/}\~~'.·:,-'.;~_;~~f//;1~t~::_~~-~x·~t,t~~r::~,',:._:;~~~;-~:?L.~.~;·~;'.',~.·: ;·:.'·- ;:-.;. 

lisa.das con sólución>d,e·;·usiS,:)/1~1as pr(¡teíhás vfrales se analizaron por western blot. Se 

::;:~:·(::1h~~l1;~~¡i~~iiii~·~·i:Ji:;i::;fi:::~:o:;,::::,6 d:~.p:::::;:n :: ::: 
csiRNAs purificados. 
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Fig. 20. Generación de esiRNAs y d-siRNAs por digestión del RNAdc de VP7 con la RNAsa tipo 111 y 
Dicer, respectivamente. (A) Tiempos de digestión del RNAdc con la RNAsa tipo III. El RNAdc fue 
incubado con la RNAsa tipo Ill por el tiempo indicado a 37 ºC, y después fue separado por 
electroforesis en gel de agarosa al 4%. Línea 1) cjixl 74/Hae III; 2) RNAdc de VP7; 3-6) producción de 
esiRNAs a los periodos de incubación marcados; 7) siRNA de 21 pb, usado como marcador de tamaño. 
(8) esiRNAs purificados que se usaron para los ensayos de interferencia. Gel de agarosa al 3%, 1) 
cjixl 74/Hae III, 2) esiRNAs purificados, 3) siRNA de 21 pb. (C) Gel de agarosa al 3% donde se observa 
que los esiRNAs purificados presentan tamaños mayores a 50 pb, 1) Marcador de DNA lider de 50 pb; 
2) esiRNAs; 3) siRNAs. (D) Producción de d-siRNAs por digestión del RNAdc con la enzima Dicer de 
origen humano, por un tiempo de incubación de 12 hrs a 37 ºC. Gel de agarosa al 3%. 1) cjixl74/Hae III, 
2) RNAdc de VP7; 3) d-siRNAs de 2lpb; 4) siRNAs de 21 pb. 

Como se muestra en la figura 20 (C), los tamaños de la población de los esiRNAs 

utilizados, varían desde menores de 21 pb hasta mayores a 50pb. De éstos, los esiRNAs 

mayores a 30 pb muy probablemente estén activando el sistema de PKR, el cual inhibe la 

('º '•' . -·-1 

lc,_;:}:..;;.;"'1~;:..;...LL-_,._1 _u_~ _0~9EN l 



traducción a ~~i~~I general debido a la fosforilació~d~I factor 2a. de la':tradÚccióri en las 

célul~~ · e~~a;ici;t~~: E~;ci~-·esi"1{N¡~-iriay~;e~ a. 30 ~~ a~ti~t~~ti~~¡~f· ~-la- 2'-5'-
_,: , , :~, . •.i 1,,, - • , ., ,.. ''" ,.'.F; 

ollgO•~enll~'.º;,'.;~,l:~~;,~~~(~f t:::~~~'~.~·¡:~Üci~f .~~r::~¡:~il~;,6;:~ '\~ degmdación 
no específica;de;RNAin al ·activar;lahdil ·de ;fa ·RNasa1'L;Jo. cual;genera _una. respuesta no 

:~~::tiillllif 11 ;i~f~;¡¡;~~~~f ;~:::~·::;:::::.·: 
traducción'<l~'Üri;if~igf;jf{a.'En est~s trabajos, sin embargo, se han utilizado esiRNAs de 21 a 

25pb purificados por elución de geles de poliacrilamida (70). 

Generación de d-siRNAs por la digestión del RNAdc por la Dicer de origen humano. 

Con el objetivo de generar d-siRNAs de VP7, el RNA de doble cadena fue digerido 

con la enzima Dicer como se describe en materiales y métodos. La figura 20 (D) muestra 

que los d-siRNAs generados a partir de esta digestión migran a la misma altura que los 

siRNAs sintéticos. Estos 'd~siRNA.s se utilizaron para ensayos de interferencia. Para verificar 

si estos,J,I~j~0-~1~{'.¡~l}l~:~~~~~~%e silenciar el gen de VP7, se realizó el siguiente 
; 2'::';~: ·;:;' " .,.'-·¡~ ,·~.(,_j' , 

experime~'tó:::·~e«,.~~f~f~~~.~~Jc~Íúlas MA104, en cajas de 48 pozos, con RRV a una 

multipli;ciª·~CÍ,ici~};;'.Ür(yJ~ll~/~é1~1a. Posteriormente se lipofectaron con diferentes 

conceritrac~gi;;;s•cf¿'\Í2siR~Í~ (250ng, 500ng, y .lµg), utilizando como control un siRNA 
< ;·~·<;--;:,<·:•:« .'}.'./'-',,, M;'·:~~:-:/;:\:/ ••' ' ; 

sintéticcrirrelevariie.(8,IO~g);iEn.lafigura2l'se.muestra que los d-siRNAs fueron capaces de 
,< . •:.~:-.:,.:.::::r~·:. ~~_?:::;~:;!~·\.·:··. ::::·\.·;:.;:,·· ·_.- .. - -~... e;·_ --';. :: 

inhibir la expr~~iÓ~ df! v'r7/La inhibición obs:eryada fue dosis-dependiente respecto a la 
> • '~ • • C.. '.v _' • '',.C~,. • • .~ '.~,,. -- -•, '' ; ," -. • ' • ' ' 

concentraci'~~ c.I{{Lsi~~As~EI análisis densitométrico de las proteínas demostró que la 

mayor inhibición de VP7 se obtuvo cuando se lipofectó con lµg de d-siRNAs. 
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Fig. 21. Inhibición de la expresión de la proteína VP7 por ensayos de interferencia utilizando diferentes 
concentraciones de d-siRNAs. Western blot utilizando anticuerpos policlonales contra rotavirus, donde la 
síntesis de la proteína VP7 es comparada en relación a síntesis de la proteína VP6. Linea 1) 200 ng; 2) 
500 ng; 3) 1 µg de d-siRNAs; 4) siRNA°º"1'°1 (810 ng) 

Esta estrategia resultó efectiva y específica para silenciar la expresión de VP7. Sin 

embargo la cantidad de d~siRNA's que se obtiene en cada reacción es muy pequeña y por lo 
' . - . . . . . -

tanto no se pÜeden~ealizar experimentos a gran escala. Por esta razón se decidió explorar la 
'· .. ~ !-: ¡ .·· - ; ' 

posibilid~d;de;:~tilizar siRNA's de 21 pb que son complementarios a diferentes regiones del 

gen de. VP.7.' ..... 
-~ .. : . 

Los'c~sillNAs1~'0cl-siRNAs para silenciar un gen específico, se utilizan cuando no se 
·e :···".'0)1•.:_.';;.é,»: 

tiene o nose~~·iJ6oüii~a6ur1siRNA que silencie efectivamente el gen de interés. Al tener 

una pobladi~~,:·cl~-~~~,Í~~ij-f ~:'i~;siRNAs que representan a todo el RNAm, aumenta Ja 

probabiÍida'á(~~/~~~f~~i,(;~··¡iibri~en con su RNAm blanco y así, sea digerido por la 
- . "- , ~' ' '"' ?.~: ~ ' --·; ¡:,• - - ,, 

endonucleasa'.éiüeiÓrn1a ~~;¡~·'.cleÍcomplejo RISC y por exonucleasas celulares, inhibiendo 

en consecu~~~j~~'¡i}~~~~~~}~g~~~f \'~p;oteína. 
',\'¡ :·;f}:~- •~'"-· ,· .. ·~:·.::,:«~:: .<' . 

,·.;.·.e:._,, ~;.t~2>~-·~:·~F~ "x,,-.·. h.~> __ .:._ .. 

. En este"t;ab·rü;:~l·a;s-~ri~ion tres siRNAs (ver materiales y métodos) y se verificó si 
: ':. ·:. ":" --~!'.'l<,.·:·;:·.<:-~,;_\ - ~--~-·-, :~,·;<· 

eran capace~ d~.'inhi1'fi'~~peC:Íficamente a la proteína VP7, por medio del siguiente diseño 

experimental:se lipofectaron células MA104 en cajas de 48 pozos, con cada uno de Jos tres 



siRNAs de VP7 que se siliteti~~ron in ~i~roycon dsiRNA00
"

1
'
01

, todos los siRNAs se usaron 
"-~c-';o_-=.- ·:'.~~-.e-~'·.:,::_~-·~':;'~ --~:....;r_• - -,•--~' ----·" -

a una concentracÍónde 81 o ng. A'i11s 36 hrs post lipofección, las células se infectaron con el 
"~ '.· .. 

rotavirus RRV a úna·mufüpHCidad de' infección de I virus/célula. A las 12 horas post-
.•"• •" ,,. • H","",~-·.:,,·.:·;'.,. ,:-:;:. -" 

infección las células. fu~~Ó~ Iisadas con solución de lisis y las proteínas analizadas por 
.,_,·:·· . 

western blot con a~ticilierpos policlonales contra rotavirus. En la figura 22 se observa que los 

tres RNA interferentes inhiben la expresión de la proteína VP7 de manera específica. 

El análisis densitométrico de las proteínas demostró que el interferente siRNA VP7-
3 

fue capaz de inhibir hasta 6 veces la expresión de la proteína VP7. Los siRNA VP
7

-
4 y 

siRNA VP
7
-
5 inhibieron una vez la expresión de VP7, en comparación a la expresión de la 

misma en células lipofectadas con el siRNAºº"1'°1• 

"' e ·a 
t ~ ;! ::;: :2 t .l9 

u ~ ~ ~ 
~ 

~ ~ ~ ~ o 
~ g .2!l o ·¡¡; ·¡¡; ·¡¡; 

"' 
·¡¡; 
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~~ VP7 -- -·-relación VP6NP7 1.02 1.01 7.15 2.6 7.7 2.27 2.15 

Fig. 22. Inhibición de la expresión de la proteína VP7, utilizando los siRNAs sintetizados in 
vitro de VP7 que diseñamos. Western blot utilizando anticuerpos policlonales contra 
rotavirus, donde se observa que los tres siRNAs de VP7 sintéticos, inhiben la expresión de la 
proteína VP7, siendo el interferente VP7-3 el que más disminuye la expresión. 

Se eligieron los siRNA VP
7
-
3 y siRNA VP

7
-
5 y se mandaron a sintetizar químicamente. 

Éstos se utiliza¡on para analizar el efecto de la inhibición de la expresión de la proteína VP7 
. .• ,. - ' '. ¡-

sobre la replic~~Íón\i;al. En este caso células MA 104 se Iipofectaron con los siRNA VP7-3, 

'RNAvr7-5 'RNAºº"1'°1 A 1 36 h 1· fi . ' 1 ') 1 . r. s1 . , y s1 . as rs post 1po ecc10n as ce u as se m1ectaron con el 



- - - -o --· • 

rota virus RR V a una multiplicidad de 3 virus/célula, y la progenie viral producto de esta 

infección fue cos~é:hada a las 12 hrs post-infección. 

El títulovfral recÓpeiádo se deterininó por un ensayo de infectividad.Enla figura 23 

se muestra~qd~·1.i:t~J<lüt~fg~,:clt:~;~mij~·~;~¿i~¡j~ .. ·~:u~'.·;J:~·~¿ua~J~ se utilizó el 
~ .,,_; ,~<·. r.'~'-,.¡,.'' ,,_., [;'··-·;·_.'>. ')/_-,>('._; 

inte~feren.t,e~~'.n~i~~~~;;~:tf ,~i'.(~'.~~é·':~.'.~.P~~~~;t~iJ.~tf~~~?,·~.I~~RNA vr
7
-
5

; una cuarta parte y 

una tercera parte· de )afectividad; respectivaménte, 'en comparación con la progenie viral 
. : . ::~.~~·/>/:·~::;::·.~ \\/~;~<'.·~>~ '.?~f~); r:2r}::)!~·/<' ~-:/;~:~~:.~!~-~:::2'.:~.;.:?~'~.~~<.;_?·;·~f \{f J{(!,'. ~ ·~~~:-f ;:: :_:·:·.~· . .- >:·_' 

obtenidac.~at1<l.d1~~·.cé1~.1i:s:s~'1ipo·f~~t~r8riY~on·'el·'~iRNNºº1'º1 • Estos resultados indican que 

::~bif'.;J.~!~~~~~~~~~~ii~1~i::::::~;::::l¡:,A VP7-3 o VP7-5, 

100 

75 

so 

25 

o 

_., .. ¡_;:,·• 

< .::· .:R.éhétimie.rito 
<'viral 

siRNA-VP7-3 siRNA-VP7-5 siRNA-control 

• % de infectividad 

Fig. 23. Gráfico del rendimiento viral, el cual representa el efecto que tienen los siRNAs 
correspondientes a VP7 en la producción de la progenie viral, respecto a la progenie viral 
producida en presencia de un siRNA irrelevante (siRNAcº"''°1). 

Para caracterizar.la síntesis de VP7 en células individuales, las células MAI04 se 

sembraron en cubreobjetos.y ~e lipofect~ron con;Ios siRNAs de VP7 y control. Las células 
'-.. ,_ • {. <• ·_, •• -.-.'·'~,~::.-: •• :.:-:.,~···.'';~~~,;·\_.,'"'i·/i'·,; ·., .. 

se infectaron con RRV;'.I\ Iá~'~8 hfs po~Í:iri'r~cción se realizó una inmunotinción con un 

TE·'ST'.~ -('.QN -
'- l.J " 
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anticuerpo ~onoclonal dirigido contra VP7 (mAb60) y· con:unanticuerpopoliclonal dirigido· 

contra.NSP5 .• (cci).E~taprot~rri~~Ü~?e~rrt7~t~~;I s~'~tffi~Ó~~orl1-~c'~~tr~ici~i~t~c¿¡ón.· 

~RN :, 

misma· celula.-':En"·camb10;: e.u.ando Jas 'células'fueron • 11 pofectadas ;con ·e_l_·:_s1RI>f A.,: ,·en la 
· '' --- -·~,-_:-~•ce.' : ... ···j'.'".>.=,~"'--~:-·',-.c-:.·~ .. ;-:-:---·-,-· '·.-~ ·- ·.·-,·---·-C. ;,.··-.·~--.', -,- · .. :<·i.·.-·--· .... -.-.. : .,,. ',· 

mayoria dela~ cé1Ü1ars610 se detectó ia proteína NSP5, lo que indica que ~n estas células, a 

pesar de estar infectadas, la expresión de la proteína VP7 fue inhibida a niveles casi no 

detectables. 

NSPS VP7 mcrgc 

siRNJ\ vi•H 

siH.NA"'"11º1 

Fi¡:. 2-1. I11hibiciú11 de la c~pn:siún de VJ>7. (A) I111111moddccciú11 d<: Vl'7 y NSl'5, <:n células lipofoctadas 
con siRNA ,.,,._,o siRNA º"'"'1. 

Para evaluar el efecto de la inhibición de la expresión de la proteína VP7 durante la 

rnorfogénesis viral, las células MA 104 se lipofoctaron con los siRNAs y se infectaron con 

RR V. !\ las 24 hrs post-infección el lisado yiraL se cosechó y de ahí el virus se purificó 
- . :;. ,'.:.:;.-~ -. - : ' , .· ' -~ -.. ·. >- . . -. 

mediante gradientes de CsCL. En la figura 25' (A)sc obser\la que l~s pariíClllas virales 
,,_ - . . -;, 

obtenidas a partir del gradiente ele CsCI dé la muestra lipofcctada con el siRNA"""1
"'1, 

G 
. -... --··--··· . -· . ·. l . . .. ·~ -· ' ~· 

~~if\J2[LQ1il9JN I 
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presentan dos bandas. Las. proteínas ~e.'.~st~~ ;~odas fueron analizadas por geles de 

poliacrifa~ida áJ10% teÍiidos cqn plata:' La banda 1 corresponde a las TLP's (partículas 

infecciosas) yúa''ti¡ncia'i crirrespb~<lé'aÚas··~LP's (partículas no infecciosas que no 

prese~tan·Y~? ;;~~)~'~i.~~Jl\ii ~~~~á~¿)~~ ;¡P's más intensa que la banda de las DLP's, 
_:~:,;~ .. -0:·:.;·=;;~3,_J-o::~~c:;.;,~~~-~-::;:z·~:"';_F~c:---:~ ·""''' ;fA-~~:~~;~~;f "--~"~::·=-,_-

se observa umi,é.:oricordariciá'coii IÓs datós de infectividad obtenidos, en donde hay mayor 

producCión J~ d~~l~ul~s irtfecciosas. 

(A) (B) 
siRN A conlrol siRNAvr7•3 

"' "' "' ::ll 

~ ~ ~ ~ 

~ 
.....¡ ....:¡ ....:¡ 
o E-< o 

- -VPI - -VP2 
-VP4 

t.q H~ . '-+~ .,., 

Banda 
J TLP's + 
2 

DLP's + 

?. 4 'i 

Fig. 25. (A)Producción de partículas virales en presencia del siRNA<º""º1 (1) o del siRNA VP
7
•3 (2), 

purificadas a partir de gradientes de CsCI. (B) Análisis de las proteínas de las partlculas virales de las 
bandas obtenidas por el gradiente de CsCI. Gel de poliacrilamida al 10 % teñido con plata. 1) 
marcador de proteína(Gibco); 2) TLP's; 3) DLP's purificadas en presencia del siRNNº"''º1

; 4) TLP's; 
5) DLP's purificadas en presencia de siRNA VP

7
•3 • 

En cambio, en el gradiente de CsCI de las muestras lipofectadas con el siRNA VP
7
-
3 

encontramos mayor producción de DLP's, mientras que la producción de TLP's es casi nula, 

lo que concuerda ~on los datos de infectividad donde la producción de las partículas 

infecciosasT{P'ss~:;edujo considerablemente al inhibir la expresión de la proteína VP7. 

Esta proteína junto con VP4 forman la capa externa del virión donde ambas funcionan como 



-· ·-e-·-- . -· -

ligandos para receptorescel~l~res, P~rn:titiendo la entrada del virus a la célula para entonces 

poder replicars~~ Est<:ls datos sugieren que en ausencia de VP7 no se ensambla la proteína 
',. - . . ' 

VP4 que es el otro constit~y~nte ele fa 6apa,ext~ma~ 
, e 

._.· '.~ __ _;:=·~,__:¿__' ~ '- _.o.:,.Ce:°"_. __ • ..: _ _:_.'._, ._· '·' , ,- -_-_.:~--- ~--.·. -

Lo que nos interes<I ~áber'ah6r<l:'es '~{estas DLP' s están o no gemando hacia el lúmen 
'.e --.'.,e-:.· ' · ·· · 

del RE 'Uft ndo ~ foh ibe 10'~~~~i6~ ~~ ~Pf Cmno ya 'e mencionó, •e ha propue"o que 
las proteí~as":~p;:··0~~··~",~~~~~#~~~f~n heteroligómero que podría jugar un papel 

... -. . .>·:~·~s_ ;~\'~::. '.·:_ .:: :::(.~;·::[I~:~;~:~'/--~~:'.~~~'J;~}~.:.<~:;~:!~·:-'.:.;:;}~>:: .:. '.~:-
importante durántelá'gemaCióri/de fas DLP's hacia el RE donde adquieren una envoltura de 

-. '.:: .:'."~' '?'.~-::f ·<·_\U'.'.:;i~~;~.;W::;~j}{.1t~-I~g/;~~:1~m~w ::Í~~J/::1~~~~;-~. '.:·:~ ;_., ' 
membrana, Dicha inembráná.tránsitoria· es removida cuando se lleva a cabo la maduración 

::::,:;:~tlii~~lf i~~~~:~: ,::::~: .::~: ::::~:aR~.·:a:::~~:'~a: 
que la próieína:y¡>,7/s~;~nsii'tnble o para que se remueva la envoltura lipídica formando 

partícul<ls -~Ja~~s;~~·,.;iSii¡~~\e,~~ TLP's", donde la capa externa sólo está formada por la 
· ·· . . .-;;: .... f:{::~:-··.:'.:;:·~_.;: L~,;., .. ·.Z·~~-: __ .:>-· -

proteínaiv~7 (f5)'.~rgi'.:~t;b lado, se sabe que el dominio carboxilo terminal de la proteína 
, '.:._ .:-):.:::.:---.:;{~ :>E:~-~;~~{z~~-:~.) j;:J;; .::.-:_-. : 

NSP4 esefq'ti~sl{t'fi~;:~;Ifis'DLP's interaccionando directamente con VP6 (7, 44). Al parecer 
' ..... '..·,-~ "-/:: ·-_~\,:··-:·_~-:~:~?.~::;-'.",'. ~· ;/~ : . 

esta interaéC:ió11:es;Jatq~e',1neclia la gemación de las DLP's hacia el lumen del RE. Se ha 

propuesto ~~e!~s~~WiJ;~~~ ~;Jiar involucrada en la remoción de la envoltura de membrana 

durante la 'io;f~~~Wi~i~;.€\'r~l,'.~~l"algúri mecanismo que aún no se ha descrito (64, 65). El 

tmt~"'i e~,~~~~~Jl~~lt!f~f (\1 (~nic:micina, que inhibe la N-glico•ilación, o con 
taps1gargma 1 que,'.}J1.~~~c;: la~¡\T,Ra,sa de Ca del RE, muestra que hay una gran acumulación 

de partícl.II!i~·,/~~;}fii¿~¡¡;¡;¡s':·~ri~ueltas con membrana (que presentan el heteroligómero) 
:\·.~.: ·<:.+:. :·:'!:{:~-~:<j _;;-~ .. ':''~.:'-;· -. ; ·-.-::: .·· .. .;·.·/:·.' •" .. 

dentro del?iu~~~!F<lb1\~f:.,·Esto se debe a la inhibición de la glicosilación de las 
"'·;, ,::'.:~-.~ -~:(_;;;:_: ·-.~;.:>.: 

glicoproteíria~ NSP4 y'vr:7 (45, 51, 56, 60, 63) donde sólo la glicosilación de NSP4 es 

importante para que la membrana se remueva (52). 

. --r .• /~ 



Tomando en cue~ta est~s ~J'ltec~dentes; su~<lnemos que;la~ DLP's p~drían gemar 

hada el iumen del R~ cu~ndo •e l;nMbe 1• •:r;;,;/,~ ~rvht6'~ui ~6 c~:~mo• es ,; esta' 

DLP's s~mantiéneri~~n•elt~-:~ekhiin~;;í;~ri:siÍ~~¡~~:-:l¡;Ji~~d;~ por la acción de la proteína 
-~ ' .,,- ,. _,. ·, ,.;-~ ·¡,, ·, ., ' - \'- '·"' ,\. - :·_ ... ;; 

,.'··. - .. : :.~, '·<<·; ·. <;:~->-:;:/.i~~?-:·::'.-'.::c·-~-~:t·)~·;:-~:~~'/· .. ::):~~~3:~~:_\\<1/·X/,_'.·,.·;~;:·1,;.-::;-:)<:.:..:'._-->;:<-::·,-::J-.--.~_: ·_>,.,:-·_. -
NSP4. Paraidentificar.sféstas'p'artícUlas están'enviieltás por una membrana lipídica hemos 

--
0 o· -o~;:~~~·:·;.-,~~;:,~ -~-~-~i~-~~~~~~~-~~:~~~#~~?}~~~~~~f~~~~i\~;~4~;~~:~{~~~~~~~f ;~fg+~f '.Jf{~~~:~~~--' < ' 

tratado· __ depurifiCá'r~partículás :envueltas 'de~rriemoraiiá.producidas por el tratamiento con 

estas,dr~~~~~;4~f~~Jf01~~1~i~~~j~~~'.f;~~-;0;1~i~s,'p~i~ no las hemos podido purificar por los 

métod~s de'purÍflc~iión'qlie'litili~ainos (gradientes de sacarosa y CsCl, datos no mostrados). 
:~:·.:···. ,,,, ' .. ," ·:·<'> ;··.·::-~·-·' ··~· . .:. 

Esta purÍ,~6~-~iih~i;''h;~'ir1iehtado·con el objetivo de tener un control, para demostrar si las 
•:·.:·':'.'.,e·;:;:;:·.,,.,;. 

partícul~:t ~~iiíri':eh~u~ltas de membrana o no, cuando se inhibe la expresión de VP7. 

Adem.ás, se -están realizando experimentos de microscopía electrónica de células infectadas 

con RRV y .lipofectadas con los siRNA de VP7 y control, p~~a cumplir con este mismo 

objetivo. 

"º 



Conclusiones 

• Se construyó un baculovirus recombinante expresa una proteína que probablemente 

es la VP7 de Wa,la c~al ap~renÚ:Í11ente no:se glicósila en la línea celular Sf9. 

• 

• 

• 

se· estandarizó,:üria ,técriica·para generar RNA de doble cadena, que pudo ser 

utilizado ccnn~~'_i~J~t;~{b'-~·oi''~a RNAsa tipo III o por Ja enzima Dicer para generar 
, .. ,;'. ;··;·-:,. ,.~-,,~.,.~_ .. _ ~-- : .. ,,~ 

< ,· ''".i· '.: ;_,:i./·~~-::(·~··.::, ··.'>":···!>./.':;·.~-~ .. .'1 ;,_;' .'·:· 

esiRNAS 6 d~siRNAs~ respectivamente. Estos siRNAs se pueden usar para interferir 
-~ ... :-: ·:. ~:-~:/:::_ -~ ~~-\W:_·;~~fT.f:~J:}>\-:A2i~J~-~----~:-\:.:·--.. __ -··- · 

la expresión' dé,üri•gen específico. 

Se dise~~:Í>i~¡~~~"1{~~A$ de VP7, siendo el siRNAvr7-
3 el que mayor efecto de 

\' •.·.' .: '.,'.::·,-,:'::.é';·;•·•'--·••Cl•,':·t 

inhibiciÓ~:iJB~·~;l1;I~~~presión de la proteína VP7; 

Lá foterfe~~n~i~~'ágfHiNA a través del siRNA vr7
,
3 tuvo como resultado la 

• Se, encontrÓ·q~~·~~:-~iiseriC:Íáde VP7 fa morfogénesis del virus se detiene y no se 

obtienen virusil1fecciósos, sólo se forman DLP's que no maduran hacia TLP's. 



Perspectivas 

l. Realizar microscopía electrónica para identificar silas DLP's están gemando o no 

hacia el RE. Si. se encuentra que las DLP's estángemando hacia el interior del RE, 

identificaisiéstis-a&ii~#;;-~¿~1~t~-~,,~~ •• ;~J6ffili.{cie membrana. Si las DLP's están 
··--yO\-":·~·~· ;'c;;y:; _-.,,;;;-·o:;:-"';;~,--,:-·~:.' ;· .. · ';:,~-(';· ::-.;, -:;·.;"·. 

enT''.~i.~~11tf E~f '\;i~l~f ·~~~~;~T:~~~iá~Pia elect,ónka para e"udia. si las 
proteínásyP4·•~:NS,P~t:e •. ~nc.uentran'presentes en estas. 

2. Obten~' u~a [~~~~~1~~~;+~~~~'.~~~a e.wble el RNA lnreñerenre de VP7 

constitutivrin1e5te':'>E~·10·~;~,;J-üede"J1e~~r:~?ªbº por dos métodos: primero, que la 

heb~ ?e~•1,~~[~~t~1*1l\,~~1·~t~~~~'.'.e~t:~"riban ~ Pª"" de prnmoto,es 
md1v1d~ales; o\se·gu?clo<qiie::Ia·:hebracanhsentldo y sentido se expresen bajo el 

mismoi~~~;~~::Jf~2F~t#~,~~,;;na s~cuencia que forme un asa o "loop" 
generando im:shR~;\(shorf;haii'pin RNA) que, al ser procesado, forma un siRNA 

duplex,•(~~5;,;~t~/ií~,~~:;~;~iKl~~<~os permitiría hacer ensayos para complementar 
-,, ~;;,- .·;-' -· . .\·:-~·{; ;,.~~\:_-:~ ~-º .~-~,:~;:.~:> ·_:: - o 

fenotípicanlehte~l~if~~pres"ió;. de VP7 con una proteína heteróloga de las cepas de 
,· . ><~:: ,':<-~~··:)~;:~ ':~.:~~~{~:::.'>.,~';::.:.·:.,.-.:· 

rotavil1.ls"yJ\1 ~~e W~. Mientras que para complementar con la misma proteína VP7 

de RRV;e~/~~C:esario mutagenizar silenciosamente el sitio de reconocimiento del 

RNÁÍn por el siRNA para que éste no pueda hibridar con el RNAm y así se pueda 

traducir. 
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