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Resumen 

Los Rotavirus pertenecen a la familia Reoviridae y son la causa principal de gastroenteritis 

en niños menores de 3 años. Están formados de tres capas concéntricas de proteínas. El 

núcleo del virión encierra un genoma de 11 segmentos de RNA de doble cadena (RNAdc), 

que codifican para 6 proteínas estructurales y 6 no estructurales. La replicación, 

empaquetamiento del RNAdc y ensamble de partículas de dos capas (DLPs) ocurre en el 

citoplasma en estructuras llamadas viroplasmas. Una proteína importante en la formación 

de estas estructuras es NSPS una fosfoproteína codificada por el gen 11. Para estudiar la 

función de NSPS la cual no se conoce, silenciamos el gen 11 utilizando el sistema de 

interferencia por RNA (RNAi). Para ello se diseñó el siNSPS a partir de la secuencia del gen 

11 del rotavirus RRV (rotavirus de simio). El siNSPS se transfectó en monocapas de la 

línea celular MA104 derivadas de riñón de mono Rhesus, antes de la infección con RRV. 

En el análisis de estas células por western-blot se observó reducción en la síntesis de 

NSPS, lo cual indica la inhibición de la expresión del gen 11, este efecto sólo se observó 

en células infectadas con RRV y no en células infectadas con la cepa Wa (rotavirus 

humano), lo cual indica una inhibición específica. La síntesis de otras proteínas virales 

también se redujo, el rendimiento viral fue 70% inferior a las células tratadas con un 

siRNA control. Por geles de poliacrilamida observamos disminución en la síntesis de 

RNAdc. Ensayos de inmunofluorescencia mostraron reducción en el número y tamaño de 

viroplasmas y cambios en la distribución normal de las proteinas VP4, VP6 y NSP4, las 

cuales formaron estructuras filamentosas que no colocalizan con actina, tubulina o 

vimentina. La producción de partículas virales purificadas por gradientes de CsCI 

disminuye; sin embargo, la cantidad de cápsides sin RNAdc aumenta. Concluimos que el 

siNSPS inhibe específicamente la expresión del gen 11 de RRV, lo que conduce a la 

1 



inhibición de la síntesis de NSP5, que a su vez provoca reducción en el tamaño y número 

de viroplasmas, evento que puede explicar la reducción en la producción de genoma viral 

y la reducción en la formación de partículas virales infecciosas, ya que en los viroplasmas 

se lleva a cabo la replicación del genoma e inicio de la morfogénesis viral. Se ha 

propuesto que en los viroplasmas se lleva a cabo la transcripción secundaria de los RNAm, 

lo cual explicaría la reducción en la síntesis de todas las proteínas virales. 

Alternativamente NSP5 podría tener un papel regulador en la síntesis de proteínas y 

RNAdc o bien la ausencia de NSP5 ó NSP6 podría afectar de forma directa o indirecta 

modulando la función de alguna(s) proteína(s) encargada(s) de dicho proceso. 
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Introducción 

Patogénesis viral. 

Los rotavirus representan el principal agente etiológico que causa gastroenteritis viral en 

niños menores de 2 años y en las en las crías de muchas especies animales, incluyendo 

algunas de importancia económica para el hombre (44). 

La infección por rotavirus es muy común, se ha observado que a la edad de 5 años, el 

95% de los niños ya han sido infectados. En países en desarrollo los rotavirus son 

causantes de 37-70% de las hospitalizaciones por diarrea severa, lo cual resulta en 

aproximadamente 800,000 muertes anuales por deshidratación en niños menores de 2 

años. El pico de incidencia de la infección por rotavirus ocurre entre los 6 y 24 meses de 

edad. La infección en adultos es por lo regular asintomática, aunque ocasionalmente se 

presentan los síntomas en los padres de niños infectados, en pacientes 

inmunocomprometidos y en adultos de la tercera edad. Estas datos apoyan la necesidad 

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

Una vez que este virus infecta a los infantes, el periodo de incubación oscila entre 24 y 48 

h. Los rotavirus causan una enfermedad que se caracteriza por diarreas crónicas, fiebre, 

vómito y deshidratación, con una duración aproximada de una semana. La severidad de la 

enfermedad varía desde una infección asintomática hasta una gastroenteritis 

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

producción de virus por alcanza las 1011 partículas/mL. La necrosis de los 
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enterocitos reduce la digestión, causando diarrea. La infección aguda por rotavirus es 

seguida por una respuesta humoral que comprende a las inmunoglobulinas IgM, IgG, IgA 

ya células T en el intestino delgado (13). 

Los anticuerpos maternos de clase IgGtransmitidos a través de la placenta, no protegen 

al recién nacido contra la enfermedad, pero los recién nacidos alimentados con leche 

materna presentan una protección parcial contra las infecciones de rotavirus, 

posiblemente mediante los anticuerpos específicos tipo IgA trasmitidos por la madre. Sin 

embargo, estos anticuerpos tienen una vida media muy corta. La lactancia materna 

parece posponer la infección por rotavirus hasta después de los seis meses de edad, pero 

la epidemiología de la enfermedad sugiere que la inmunidad natural proviene de las 

reinfecciones por estos virus (13). 

Dado que niños con inmunodeficiencias en células T y B pueden desarrollar infecciones 

crónicas por rotavirus, además de síntomas prolongados e infecciones extraintestinales, 

es claro que tanto las células T como B son importantes para la inmunidad contra 

rotavirus. No obstante las células T y B inducidas por una infección natural son 

insuficientes en muchos casos para prevenir infecciones sintomáticas o asintomáticas en 

niños o adultos. La severidad y numero de infecciones disminuye con la edad, lo que 

sugiere que existe inmunidad protectiva contra rotavirus, que se va desarrollando 

gradualmente (13). 

El tropismo de los rotavirus esta limitado a los enterocitos maduros localizados en las . 
puntas de las vellosidades del intestino delgado, causando descamación y muerte celular. 
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Se ha propuesto que la diarrea causada por estos virus es consecuencia de la destrucción 

de éstos (13). Sin embargo, recientemente se ha propuesto que, al menos en parte la 

diarrea es causada por la proteína no estructural NSP4 que estimula la secreción 

transepitelial de cloro, por una vía dependiente de calcio, lo que desequilibra el balance 

iónico de la célula y provoca la salida de agua. Aparentemente, todo esto sucede previo a 

la destrucción del epitelio intestinal por la replicación viral (44). 

La principal ruta de transmisión de los rotavirus es fecal-oral, aunque también se han 

especulado otras vías de contagio, como el contacto persona-persona, el contacto con 

secreciones respiratorias, y/o el contacto con superficies contaminadas, ya que la 

frecuencia de infección por estos virus es independiente de las condiciones higiénicas y 

sanitarias. En general, la transmisión de la enfermedad es especie-específica ya que no 

existen indicios de que ocurra transmisión entre el hombre y otros animales; sin embargo 

estudios de hibridación ARN-ARN han mostrado que algunas cepas aisladas en humano 

son recombinaciones entre cepas de origen humano y cepas de origen animal, lo que 

sugiere que puede haber transmisión interespecies (44). 

Varios modelos animales han sido utilizados para investigar la patogénesis e inmunidad 

de la enfermedad por rotavirus. Ratones y conejos han servido como modelos, sin 

embargo es difícil trabajar con estos animales, ya que después de algunas semanas de 

nacidos, tanto ratones como conejos son inmunes a la infección por rotavirus. Esfuerzos 

por erradicar la enfermedad por rotavirus, han llevado a la creación de algunas vacunas 

que desafortunadamente no previenen la infección ~e forma satisfactoria. El desarrollo de 

una vacuna resulta complicado, debido a los numerosos factores relacionados a la 
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epidemiología de las infecciones por rotavirus. Actualmente no existe una vacuna que 

proteja eficientemente de la infección por rotavirus; de aquí la importancia del 

conocimiento de la biología de estos virus y de los mecanismos inmunológicos del 

huésped, que eventualmente permitan el desarrollo de medidas de prevención efectivas 

(44). 

Generalidades de los rotavirus. 

Los rotavirus son reconocidos corno el principal causante de gastroenteritis severa en 

niños menores de 3 años y en otras especies animales. Los rotavirus fueron descubiertos 

en 1973 por Ruth Bishop y colaboradores al encontrar la presencia de partículas virales en 

células del intestino delgado de niños que tenían diarrea severa, no bacteriana. 

Posteriormente se propuso el nombre de rotavirus (del latín rota = rueda) con base en su 

morfología (43). 

Los rotavirus se clasifican corno un género de la familia Reoviridae. La partícula infecciosa 

(virión) se compone de tres capas concéntricas de proteínas (VPs por "Viral Protein''), las 

capas son: nucleocápside, capa intermedia y capa externa, juntas forman una estructura 

icosahédrica de aproximadamente 65-75 nm de diámetro y carecen de envoltura lipídica 

(18, 28). Su genoma se constituye de 11 segmentos de RNA de doble cadena (RNAdc). La 

replicación, empaquetamiento del genoma e inicio de la morfogénesis se lleva a cabo en 

el citoplasma celular, dentro de estructuras llamadas viroplasmas, que son acumulaciones 

de las proteín'as VP1, VP2, VP3, VP6, y las proteínas no estructurales del virus (NSPs por 

"Non Structural Protein''), NSP2, NSP5 y NSP6, así corno de RNA viral(18). 
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La nucleocápside está compuesta por 60 dímeros de la proteína VP2 (94 KDa), por 

pequeñas cantidades de VP1 (125 KDa) que funciona como RNA polimerasa dependiente 

de RNA, así como por la guanilil-transferasa VP3 (88 KDa). La nucleocápside está rodeada 

por la capa intermedia compuesta de 780 moléculas de la proteína VP6 (41 KDa) 

agrupadas en 260 trímeros (14, 24, 28). Las partículas que contienen VP6 se conocen 

como partículas de dos capas (DLPs) de simetría T=l, a las que se les asocia la actividad 

de transcriptasa, ya que son la fuente del RNAm viral en la célula (47, 48, 50). La capa 

externa está compuesta por 780 moléculas de la glicoproteína VP7 (38 KDa) y por 60 

espículas formadas por dímeros de la hemaglutinina viral VP4 (88 KDa). Las partículas de 

tres capas (TLPs) constituyen un virión maduro cuya simetría es T=13 (28, 47). 

Figura 1. Representación esquemática de los Rotamus. a) Se muestra 
el patrón electroforético de los once segmentos de RNAdc del genoma 
viral, así como las proteínas para las que codifican. b) Representación 
esquemática de la estructura tridimensional de un virión maduro (TLP) y 
de una espícula de VP4; además, se indican los tres tipos de canales 
presentes en la estructura de rotavirus (1, n, III). c) núcleo compuesto de 
las proteínas VPl, VP2 y VP3. d) Representación de un núcleo rodeado 
por VP6 (DLP), además, se indica la organi'zación del RNAdc. f) Este 
esquema ilustra la hipótesis de que los RNAm salen de las TLPs por 
medio de canales. 
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Genoma viral 

El genoma viral está constituido por 11 segmentos de RNAdc que se transcriben dentro de 

las DLPs. Los RNA mensajeros (RNAm) salen de esta estructura hacia el citoplasma celular 

por medio de poros formados por VP2 y localizados en los 5 ejes icosahédricos de la 

cápside (Fig. 1) (39). El marco de lectura abierto de cada gen es flanqueado por regiones 

S' y 3' que no se traducen (UTRs) y que varían en longitud y secuencia entre cada 

segmento, aunque pequeñas secuencias consenso en los extremos S' y 3' están 

conservadas. Los RNAm de rotavirus contienen la estructura 5' - CAP, pero carecen de la 

cola de Poli A en el extremo 3' (1, 2, 16, 39). Durante la replicación viral el RNAm tiene 

dos funciones: puede ser traducido a proteínas o puede ser transportado a viroplasmas y 

ser utilizado como templado para la síntesis del RNAdc (Fig. 4) (39, 49). Se han localizado 

3 señales en los RNAm importantes para la síntesis de RNAdc, dos de ellas incrementan la 

síntesis y una es esencial para las síntesis de la cadena negativa. Se ha observado que las 

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

Proteínas estructurales. 

El segmento de RNAdc 1 (Gen 1) codifica para la proteína VPl (125 KDa), que es 

considerada una RNA polimerasa dependiente de RNA por tener motivos de RNA 

polimerasa en su secuencia, por su afinidad a nucleótidos, por ser un componente de los 

complejos intermediarios de replicación (RIs) y por reconocer específicamente el 3' 

terminal de los RNAm¡ sin embargo, VPl carece de actividad polimerasa en ausencia de 

VP2 (24, 48, 50). 
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El producto del gen 2, VP2 (94 KDa), es la proteína más abundante de la nucleocápside y 

constituye la capa más interna del virus (18). Cuando esta proteína se expresa por sí sola 

con el sistema de baculovirus, se ensambla en partículas similares a las nucleocápsides. 

VP2 tiene actividad inespecífica de unión a RNA e interactúa directamente con RNAdc. En 

experimentos de reconstitución utilizando proteínas purificadas, se ha encontrado que VP2 

es esencial en la actividad de replicación. La distribución de esta proteí~a en células 

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

La proteína VP3 (88 KDa) es codificada por el segmento de RNAdc 3. A esta proteína se le 

ha atribuido la actividad de guanilil-transferasa del RNA viral ya que tiene afinidad por 

RNA de cadena sencilla, además su secuencia contiene motivos estructurales que se han 

encontrado en otras guanilil transferasas y une GTP de modo covalente en una reacción 

reversible, esta actividad es necesaria para la síntesis de RNAm maduros, por lo que VP3 

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

El segmento de RNAdc 4 codifica para VP4 (88 KDa), la cual forma espículas que se 

proyectan de la tercer capa del virión y tiene funciones esenciales en el ciclo replicativo 

del virus, incluyendo la unión al receptor y la penetración a la célula. El tratamiento de 

esta proteína con tripsina origina dos polipéptidos de menor peso molecular, llamados VP5 

(60 KDa) y VP8 (28 KDa). Este corte se requiere para la entrada eficiente del virus a la 

célula, pero no es requerido para la unión del virus a la célula (13). La proteína VP4 no es 

necesaria para el ensamble de VP7 durante la morfogénesis, ya que en su ausencia se 

forman partículas de tres capas, pero sin espículas ("spikeless" TLPs); sin embargo, esta , 

proteína es esencial para la infectividad del virus (18). Durante la infección VP4 se ha 
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observado en asociación a viroplasmas aunque también se han visto formas filamentosas, 

posiblemente por asociación con citoesqueleto (13, 27). 

El gen 6 codifica para la proteína VP6 (41 KDa). Esta proteína interacciona con VP2 hacia 

el interior de la partícula y con VP4 y VP7 en la capa externa del virión (13). VP6 es 

esencial para la actividad de transcriptasa, pero no para la replicación (50). Durante una 

infección VP6 se observa en asociación a viroplasmas (27), aunque se han observado 

formas filamentosas de VP6 en células BHK transfectadas con un replicón que contiene el 

gen 6 de rotavirus (41), e in vitro se ha observado que VP6 puede formar estructuras 

tubulares (22, 42). 

VP7 es codificada por el gen 7, 8, ó 9 dependiendo de la cepa de rotavirus que se analice. 

Junto con VP4 es responsable de los primeros contactos con la célula huésped. VP7 se 

modifica post-traduccionalmente por la adición de azúcares, es una N-glicoproteína que 

contiene únicamente oligosacáridos del tipo de alta manosa. Se sabe que VP7 es 

glicosilada cotraduccionalmente a medida que se inserta en el lumen del RE; la señal para 

esta inserción se encuentra contenida en el péptido señal presente en el extremo amino 

de VP7. La secuencia nucleotídica del gen para VP7 predice dos marcos abiertos. Ambos 

codones de inicio preceden regiones hidrofóbicas (llamadas Hl y H2), que tienen el 

potencial de funcionar como péptidos señal para dirigir la síntesis de VP7 al RE. La 

proteína VP7 es retenida en la membrana del RE; sin embargo, no contiene la secuencia 

típica de retención en RE (KDEL), aunque la retención se asocia con los aminoácidos ITG, 

en las posiciones 9-11 de VP7. La distribución de esta proteína durante la infección es en . 
formas semicirculares que rodean a los viroplasmas y coloca liza con VP4 y NSP4 (44). 
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Proteínas no estructurales. 

Las proteínas no estructurales de rotavirus, NSPl a NSP6, son codificadas por los 

segmentos 5, 7, 8, 10 Y 11, respectivamente. Estas proteínas no forman parte de la 

estructura del virión. Son sintetizadas en el citoplasma de la célula durante la infección y 

tienen funciones relacionadas con el control de la síntesis de proteínas celulares y virales, 

con la replicación del genoma, con el empaquetamiento de los genes virales y con la 

maduración de la partícula viral en el interior de la célula, aunque aún no se define 

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

Los genes 5 y 7 codifican para las proteínas no estructurales NSPl (53 KDa) y NSP3 (34 

KDa), respectivamente. Estas proteínas se distribuyen en el citoplasma e interaccionan 

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

NSP3 se une a los mensajeros virales, reconociendo específicamente las cuatro últimas 

bases ( .... GACC3') las cuales forman parte de señales esenciales para la replicación del 

genoma y se encuentran en la región conservada del extremo 3' de los RNAm (39, 49, 

50). Por otro lado, esta proteína interacciona específicamente con el factor celular eIF4GI 

que cumple un papel de iniciación de la traducción. En células eucariontes, este factor es 

responsable de la interacción de los ribosomas con el "CAP" de los RNAm e interacciona; a 

su vez con la proteína que une la región poli-(A) (PABP, poly-(A) binding protein) del 

extremo 3' de los RNAm celulares. Se ha demostrado que NSP3 puede desplazar 

selectivamente la unión de la PABP con el factor ·eIF4GI in vitro e in vivo y que esto 

favorece la unión del extremo 3' de los RNAm virales al factor eIF4GI, favoreciendo la 
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síntesis de las proteínas virales e interfiriendo con la traducción de los RNAm celulares. 

Además, se ha propuesto que NSP3 le confiere estabilidad al RNAm viral, y participa junto 

con NSPl en el proceso de traslocación del RNAm hacia el viroplasma, primer paso 

necesario para la morfogénesis del virus (52). 

La proteína NSPl tiene un motivo tipo dedos de zinc, similar a los factores de 

transcripción eucarióticos TFIIIA, el cual es requerido para su unión específica con los 11 

RNAm (39, 47). Se ha pensado que la función de NSPl puede ser bloquear la traducción 

de una fracción de los RNAm virales, conduciéndolos al viroplasma y secuestrándolos para 

servir como templados para la síntesis de RNAdc o que puede inhibir la respuesta 

antiviral; sin embargo, ensayos con rearreglantes y utilizando el sistema de RNAi 

muestran que al parecer NSPl no es esencial para la replicación de rotavirus en células 

MA104 (55). 

Se ha observado que los complejos NSP1-RNAm-NSP3 se asocian con las proteínas 

estructurales VPl y VP3. Dado que VPlreconoce el extremo 3' (UGUGACC-3') del RNAm, 

región que se sobrepone con la reconocida por NSP3, y que VP3 reconoce el extremo S', 

se ha sugerido que NSPl y NSP3 son desplazadas competitivamente por VPl y VP3, y que 

con este proceso quizá se concluye la traslocación de los RNAm al viroplasma, donde 

continua la morfogénesis de las partículas virales (44). 

NSP2 (35 KDa) es codificada por el gen 8. En una infección se acumula en viroplasmas, 

forma multímeros, se asocia con la polimerasa viral (VP1) y se autoensambla en 

octámeros (54, 60). Dichos octámeros tienen activipad de NTPasa dependiente de Mg+2
, 

actividad helicasa independiente de Mg+2 y actividad in específica de unión a RNA (28, 47). 

12 



Células infectadas con una cepa de rotavirus termosensible en el gen de NSP2 contienen 

pocos viroplasmas y producen partículas virales que carecen de RNAdc (53). Junto con el 

hecho de que NSP2 es un componente de los intermediarios de replicación, se ha 

propuesto que NSP2 puede funcionar como un motor molecular que se une a RNAm viral 

y cataliza su empaquetamiento a través de energía generada por su actividad NTPasa 

(56). 

NSP4 es una glicoproteína no estructural (28 KDa) que tiene un dominio citoplásmico de 

retención en la membrana del retículo endoplásmico (38). Durante la morfogénesis viral, 

el dominio citoplásmico de NSP4 funciona como un receptor intracelular que une las 

nuevas partículas de doble capa y permite su gemación del viroplasma hacia el lumen del 

RE, donde luego maduran y salen de la célula ya con la capa proteica más externa. 

Recientemente se ha reportado que en células infectadas NSP4 sufre un corte proteolítico, 

lo cual origina un péptido que es secretado (64). Por otra parte se ha observado que NSP4 

puede unirse a microtubulds y bloquear el tráfico de vesículas entre el retículo 

endoplásmico y el aparato de Golgi (61). 

El segmento 11 del genoma contiene dos marcos abiertos de lectura que codifican para 

dos proteínas: NSPS y NSP6 (Fig. 2) (37, 40). NSP5 es una proteína de 197-200 aa, cuya 

secuencia primaria se caracteriza por un alto contenido de serina (20% aprOXimadamente) 

y treonina, además es una proteína O-glicosilada (25, 29, 47). Se ha sugerido que NSPS 

tiene un peso de 21 a 22 KDa (47, 51); sin embargo, en geles de poliacrilamida se han 

observado diferentes movilidades electroforéticas q~e oscilan en un rango de 26, 28 Y de 

30 a 34 KDa, esto se atribuye a los diferentes grados de fosforilación que tiene la proteína 
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en residuos de serina de los cuales se han identificado 4 especialmente importantes para 

la fosforilación (2, 51). Éstos se localizan en el dominio C-Terminal de NSP5, dominio que 

además es importante en la formación de homoligómeros (21). El dominio C-terminal yel 

N-terminal son importantes para interaccionar con NSP2, asociación que regula la 

hiperfosforilación de NSP5 y permite la formación de viroplasmas en células infectadas, o 

de estructuras parecidas a viroplasmas ("Viroplasm-like") en células transfectadas con 

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

NSPS 

22 . 80 618 
1 

I • 667 ---i 

OP-ORF (Na P6) 

80 358 

Figura 2. Representación esquemática del gen 11 de Rotavirus. La secuencia 
que codifica para NSP5 se localiza entre los nucle6tidos 22-618. NSP6 está 
codificada por un marco de lectura abierto fuera de fase localizado entre los 
nucle6tidos 80-358. 

A NSP5 se le atribuye actividad autocinasa ya que al producirla en sistemas bacterianos se 

observan formas fosforiladas en geles de poliacrilamida, pero no formas hiperfosforiladas 

(6, 51). Sin embargo, no se descarta la participación de cinasas celulares, debido a que 

cuando la proteína es producida en células eucarióticas previamente tratadas con 

inhibidores de cinasas, la hiperfosforilación de NSP5 disminuye (7). Se ha propuesto que 

NSP5 puede ser el sustrato de cinasas y fosfa,tasas celulares que la fosforilan y 

defosforilan, y que la actividad de estas cinasas y fosfatasas puede ser regulada por la 
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misma NSPS (21). Esta proteína cuenta, además, con actividad de unión a RNA de cadena 

sencilla y RNAdc independiente de secuencia (59). Se ha demostrado que NSPS interactúa 

con NSP6 (por medio de su dominio e-Terminal), con NSP3, NSP2 y con la polimerasa 

viral VPl (1, 28). Se ha demostrado que la distribución de NSPS en células infectadas con 

rotavirus es principalmente asociada a viroplasmas, esto y su asociación con 

intermediarios de replicación sugieren un papel regulador para NSPS (27, 51). 

Experimentos en donde se han utilizado virus rearreglantes sugieren que el grado de 

fosforilación de NSPS puede contribuir a decidir el destino de los RNAm. Se ha propuesto 

que a bajos grados de fosforilación de NSPS hay baja replicación y el RNAm está más 

disponible para traducción. Por otro lado, una alta fosforilación de NSPS regulada por 

NSP2, podría dirigir el RNAm hasta el viroplasma donde se lleva a cabo la replicación 

(Figura 3) (30). 

Por otro lado, se ha demostrado que NSPS interactúa con VLPs, pero no con DLPs; 

además, se ha observado que la unión de NSPS a VP2 afecta la estabilidad de unión de 

VP6 a VP2, por lo que NSPS podría interactuar con los intermediarios de replicación para 

impedir la unión de VP6 evitando la formación de viriones incompletos, o bien NSPS puede 

impedir la unión de VP6 evitando así el inicio de una transcripción prematura (5). 

NSP6' (12 KDa), codificada del nucleótido 80 a 389 del gen 11, interactúa con NSPS y se 

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

Traducción 

b) En presencia de proteínas virales no estructurales 

r 
º~~ 
~ Replicación 

•
. f Fosforilación 

NSP5 

Figura 3. Modelo propuesto para el papel regulador de 
NSPS. El destino del RNAm depende de la presencia de un 
complejo entre NSP2 y NSP5 fosforilada. Se ha propuesto 
que cuando NSP5 es hipofosforilada, el RNAm está más 
disponible para la síntesis de proteínas, pero cuando NSP5 
es hiperfosforilada el RNAm es dirigido al viroplasma para 
su replicación. 

Ciclo Replicativo de Rotavirus. 

Los rotavirus tienen tropismo por las microvellosidades intestinales; sin embargo, el 

conocimiento que se tiene de su ciclo de replicación se ha derivado de estudios realizados 

en células epiteliales de riñón de mono (MA104). La infección por rotavirus comienza con 

la unión de las partículas TLPs a receptores de la superficie celular. Una vez unidas 
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penetran en las células perdiendo la capa más externa formada por VP7 y VP4 lo cual 

activa la transcripción viral. Los transcritos salen a través de canales formados por VP2 y 

son utilizados para la síntesis de proteínas virales y RNAdc que formará el genoma de la 

progenie viral. Los RNAm pueden traducirse a su respectiva proteína en ribosomas libres 

en el citoplasma (para la mayoría de las proteínas) o asociadas al retículo endoplásmico 

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

En el interior de la célula las proteínas virales sintetizadas y el RNAm viral interactúan para 

formar intermediarios de replicación (RI), llamados así por contar con la actividad 

replicasa (RNA polimerasa dependiente de RNA). Los Rls llevan a cabo la síntesis del 

RNAdc tomando como molde los RNAm virales, la formación de los RIs y la síntesis de 

RNAdc genómico tienen lugar en los viroplasmas (59). Los intermediarios de replicación se 

forman a partir de un complejo inicial denominado precoreRI que carece de actividad de 

replicación e incluye a las proteínas VP1, VP3 y NSP3 (28). A partir de éste se ensambla 

otro complejo que ya incluye las proteínas del núcleo viral llamado coreRI, con actividad 

de replicación, el cual está constituido de VP1, VP2 y VP3 y puede tener asociadas las 

proteínas NSP2 y NSP5 (28, 59). La adición de VP6 da lugar al complejo llamado VP6RI 

que posee actividad de replicación y transcripción, esta partícula da lugar a las DLPs 

formadas con las proteínas VP1, VP2, VP3 Y VP6 (28). Las DLPs maduran a TLPs gemando 

de los viroplasmas al RE adyacente, cuya membrana está modificada con las 

glicoproteínas virales NSP4 (que funciona como receptor de las DLPs) y VP7. Como 

resultado de la gemación, las partículas se envuelven en la membrana del RE (que incluye 

las proteínas virales) formando partículas intermediarias. Luego por un mecanismo 

desconocido las DLPs pierden la envoltura transitoria de lípidos junto con la proteína NSP4 
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Figura 4. Ciclo replicativo de Rotavirus. Se muestran las principales etapas del ciclo: la 
penetración a través de la membrana celular, la transcripción, la traducción, la replicación en 
los viroplasmas, la morfogénesis viral en viroplasmas y retículo endoplásmico y la salida de 
Rotavirus por medio de lisis celular. 

y selectivamente retienen a las proteínas VP4 y VP7 que se ensamblan formando la tercer 

capa proteica, dando lugar a los virus maduros compuestos de tres capas (TLPs). 

Finalmente los viriones se acumulan en el lumen del RE hasta ser liberados por la lisis 

celular (38, 54). 
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La interferencia por siRNAs 

En los rotavirus actualmente no se dispone de un sistema de genética reversa que permita 

mutagenizar y evaluar la función de cada una de las proteínas virales y de sus dominios 

en el contexto de una infección. Una alternativa es el uso de un mecanismo propio de los 

organismos eucariontes, denominado "interferencia por RNA" o "RNAi". Este mecanismo 

se basa en el silenciamiento de genes a nivel postranscripcional y se activa por RNAdc 

dirigiendo la degradación del RNAm blanco, el cual es idéntico en secuencia al RNAdc que 

la activó (8, 10). 

Esta tecnología tiene la ventaja de ser un mecanismo biológico conservado presente en 

plantas, insectos y mamíferos (3, 4). Al parecer el mecanismo de RNAi media la 

resistencia a los ácidos nucleicos paráSitos tanto endógenos como exógenos y regula la 

expresión de genes que codifican para proteínas, particularmente durante el desarrollo y 

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

El proceso de RNAi inducido por RNAdc se lleva a cabo en tres pasos: en el primero los 

RNAdc son procesados por una RNasa de tipo III llamada Dicer (4, 32). Esta enzima corta 

el RNAdc en muchas piezas de aproximadamente 21-23 pb con 2 nucleótidos 

sobresalientes en el extremo 3', llamados RNAs pequeños interferentes (siRNA) (4, 8, 10). 

En la segunda etapa se ha propuesto que los siRNAs se unen a un complejo enzimático 

identificado en Drosophila y llamado RISC (por sus siglas en inglés: RNA Induced Silencing 

Complex). En este complejo los siRNAs son convertidos a RNA de cadena sencilla por 

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

cadena sencilla, mediante la cadena negativa de los siRNAs que sirve como guía por 
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acoplamiento de bases. El RNAm blanco apareada con el siRNA puede seguir dos 

destinos: uno de amplificación de la señal interferente, en el cual el RNAm blanco es 

convertido a RNAdc mediante una RNApol, que usa la cadena negativa del siRNA como 

iniciador para sintetizar la cadena complementaria. Este RNAdc es cortado nuevamente 

por Dicer para generar siRNAs secundarios; sin embargo, esta etapa no parece ocurrir en 

mamíferos. La otra opción que ocurre en células somáticas de insectos y vertebrados, es 

que el RNA blanco en el duplex siRNA-RNAmse degrade por acción de otras RNAasas del 

complejo RISC diferente a Dicer. De esta forma se evita la traducción a proteína (Figura 

5) (3, 12, 19). 

La respuesta por RNAi representa una herramienta potencial en el entendimiento de los 

mecanismos moleculares de cada etapa de la infección viral como son: la entrada, la 

transcripción, la replicación y la morfogénesis, lo cual puede ayudar al desarrollo de 

estrategias antivirales profilácticas y terapéuticas. Sin embargo, no se pueden introducir 

RNAdc directamente en las células de mamífero, ya que se desencadenan respuestas 

inespecíficas que dañan la traducción celLllar y eventualmente la célula llega a apoptosis. 

Se sabe que un RNAdc mayor de 30 pb desencadena tales respuestas y apoptosis por dos 

vías: en la primera, el RNAdc activa una proteína cinasa llamada PKR que a su vez 

fosforila e inactiva el factor de inicio de la traducción eIF2a, dando como resultado la 

represión total de la síntesis de proteínas. En la segunda vía, el RNAdc activa 

indirectamente a la ribonucleasa RNasa L, la cual degrada todos los RNAm celulares de 

manera inespecífica. Afortunadamente, se ha observado que el mecanismo de RNAi puede 

ser inducido por fragmentos de RNAdc de 21-26 pb denominados RNAs interferentes . 
pequeños (siRNAs, por small interfering RNAs). 
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Figura S. Modelo propuesto para la vía de interferencia mediada por siRNAs .. La respuesta de RNAi inicia 
cuando el RNAdc es reconocido en el citoplasma celular por Dicer. Esta enzima corta el RNAdc en fragmentos 
denominados siRNAs, los cuales se incorporan al complejo enzimático RISC, el cual separa las cadenas con su 
actividad helicasa. RISC forma un complejo con la cadena antisentido del siRNAs y por medio de este puede 
reconocer al RNAm blanco. Después de este evento el RNAm puede seguir dos caminos: uno de amplificación 
de la respuesta, donde se sintetiza la cadena negativa del RNAm formando nuevamente RNAdc que vuelve a ser 
reconocida por Dicer y así sucesivamente; esta vía sólo se ha observado en C. elegans y Drosophila 
melanogaster. La otra vía que puede ocurrir y que se ha observado en células de mamífero, es que el RNAm se 
degrade por la actividad exonucleasa del complejo RISC, evitándose su traducción a proteína. 
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Los siRNAs pueden sintetizarse químicamente e introducirse en células de mamífero, 

evitando los efectos inespecíficos disparados por RNAdc. Se propone que el tamaño 

pequeño de los siRNAs evita la inducción de respuesta inespecífica. La forma de silenciar 

genes por medio de siRNAs parece ser un mecanismo común en varios organismos, por lo 

que se ha podido silenciar genes en plantas, hongos, protozoarios, nemátodos, insectos e 

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

Los siRNAs han sido introducidos en diferentes organismos por microinyección, por 

transfección, o por alimentación de organismos con Escherichia coli que expresan siRNAs 

y por liposomas catiónicos. Aunque también se pueden producir dentro de la célula 

usando siRNAs procesados a partir de un precursor de RNAs expresado en el núcleo 

celular (5, 12, 62). Estos métodos han sido utilizados para el silenciamiento de genes 

propios del organismo y recientemente se han realizado experimentos donde se reporta 

que secuencias específicas de siRNAs, administradas en células MA104, han permitido 

silenciar el gen que codifica para la proteína VP4 de rotavirus, lo cual permitió conocer 

más acerca de su función (18). También se ha reportado el uso de siRNAs en el estudio 

de VIH-1 y poliovirus (12). Estos resultados sugieren que los siRNAs pueden ser usados 

como una herramienta genética, para analizar la función de un gen mediante la inhibición 

de su expresión a nivel de traducción y observar el resultado de esta manipulación. 
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Justificación 

La infección por rotavirus representa un gran problema de salud pública, ya que es la 

causa principal en el mundo de gastroenteritis en niños menores de tres años, sobre todo 

en países en vías de desarrollo donde se presentan elevadas tasas de mortalidad. Por lo 

que se requiere ampliar el estudio sobre ellos; sin embargo, en los rotavirus no se dispone 

de un sistema de genética reversa que permita mutagenizar y evaluar la función de cada 

una de las proteínas virales. Una alternativa es el uso de un mecanismo propio de los 

organismos eucariontes, denominado "interferencia por RNA" o "RNAi". Este sistema 

puede proveer información acerca de los mecanismos moleculares de cada etapa de la 

infección viral como son: la entrada, la transcripción, la replicación y la morfogénesis, lo 

cual puede ayudar al desarrollo de estrategias antivirales. Por otro lado, el estudio de los 

virus también puede ayudar a comprender mejor el funcionamiento de procesos celulares 

relacionados con el flujo de la expresión genética, ya que los virus explotan 

eficientemente estos sistemas. 
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Objetivo: 

• Inhibir la expresión del gen 11 que codifica para la proteína NSPS de la 

cepa RRV de rotavirus en la línea celular MA104 derivada de riñón de 

mono. 

Objetivos particulares. 

Hipótesis 

• Analizar el efecto que tiene la inhibición de la expresión del gen 11 en la 

producción de la progenie viral. 

• Analizar la expresión de NSPS en células infectadas. 

• Analizar el efecto que tiene la inhibición de la expresión del gen 11 sobre 

la síntesis y distribución de proteínas virales en el citoplasma celular. 

Dado que NSPS, codificada por el gen 11 de rotavirus, ha sido implicada en la 

regulación de la síntesis de proteínas y RNAdc, así como en la formación de 

viroplasmas, la inhibición de la expresión del gen 11 modificará la síntesis de 

proteínas y del genoma viral, así como la distribución de las proteínas asociadas a 

viroplasma. 
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Materiales y Métodos. 

Células y Virus. 

La línea celular empleada en todos los experimentos de este trabajo fue MA104 derivada 

de células epiteliales de riñón del mono Rhesus, crecidas en medio mínimo esencial de 

Eagle suplementado con 10% de suero fetal bovino. La cepa de rotavirus del mono 

Rhesus RRV, fue suministrada por H.B. Greenberg, Universidad de Stanford, Palo Alto CA, 

la cepa RF fue suministrada por J. Cohen, laboratorio de virología e inmunología 

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

siRNAs. 

Los siRNAs (Fig. 6 ), se diseñaron de acuerdo con las recomendaciones de la compañía 

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

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

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

Figura 6. Diseño de los siNSP5. Se muestra el duplex de 
siRNAs. Las tintinas sobresalientes del extremo 3' de la hebra 
antisentido del siRNA, son deoxinucle6tidos de timidina y 
complementarios al RNAm blanco. 
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La síntesis de los siRNAs se ordenó a la compañía Dharmacon Research Inc (Lafayette, 

Co., EUA) a la escala de 0.2 mM, purificados y apareados (duplex), listos para la 

transfección. Se reciben liofilizados en amortiguador de hibridación y se reconstituyen con 

agua libre de RNAsas. 

Lipofección de los siRNAs. 

La lipofección se realizó en monocapas de células MA104 confluentes, ésto fue importante, 

pues impide que la mezcla de lipofección sea más agresiva con las células. 

Los siRNAs se prepararon como sigue: 

1. En un tubo de poliestireno se colocaron 4 J.LI de Iipofectamina y 21 J.LI de medio 

mínimo esencial (MEM) sin suero (s/s), mezclando con pipeta. 

2. En un tubo de poliestireno se mezclaron 6 J.LI del siRNA con una concentración de 

20 mM con 19 J.LI de MEM sIso 

3. Los siRNAs del paso 2 se mezclaron con la Iipofectamina del paso 1. La mezcla 

obtenida se incubó 30 minutos a temperatura ambiente. 

4. Después de la incubación se agregaron 150 J.LI de MEM s/s mezclando 

suavemente. De esta mezcla se escalaron los volúmenes según el formato de 

cultivo para usar: 50 J.LI para el formato de placa de cultivo C-96, 350 J.LI para un 

pozo C-12 con cubreobjetos, 600 J.LI para un pozo C-6 y 3 mi para un frasco F75. 
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5. La mezcla se dejó actuar sobre las células · MA104 (previamente lavadas dos 

veces con MEM s/s) por 8 h al cabo de las cuales las células se lavaron dos veces 

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

Determinación del rendimiento viral. 

Para determinar el efecto sobre la progenie viral, debido a la presencia de los siNSP5, se 

produjeron lisados a partir de monocapas de células MA104, previamente lipofectadas con 

los siRNAs como se describió antes. Las células se infectaron con una multiplicidad de 

infección (moi) (# de partículas virales por célula) de 3, 12 hrs p.i., las células se 

cosecharon por congelación, este tiempo corresponde aproximadamente a un ciclo de 

replicación de rotavirus, ésto constituyó el lisado que se tituló de la siguiente forma: 

1. Los lisados se congelaron una vez más a-20° C y después de descongelarlos se 

activaron con tripsina (20 mg/ml) durante 20 minutos. 

2. Se hicieron diluciones seriadas de cada lisado y con ellos se infectaron 

monocapas de células MA104 en placas de 96 pozos por 1 h a 37° C. Los pozos 

se lavaron 2 veces con 100 ~I de MEM s/s y se dejaron 14-16 h a 37° C en 

incubadora con 5% de CO2• 

3. Se retiró el medio de cultivo a las células y se fijaron con 100 ~I de acetona al 

80% durante 15 minutos, transcurrido este tiempo las monocapas celulares se 

lavaron dos veces con 200 ~I de PBS lX. 
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4. Las células fijadas se incubaron con el suero policlonal anti-YM (C75) generado 

en el laboratorio en una dilución de 1:750 (v/v) en PBS 1X por una hora a 37° C. 

5. Después se lavaron las células dos veces con 100 , .. ti de PBS 1X, y se dejaron 

incubando 1 h con proteína A-peroxidasa (Amersham-Pharmacia Biotech) en una 

dilución de 1:3000 (v/v) en PBS 1X. 

6. Para revelar las células infectadas se usó 3-amino-9-etil-carbazole (SIGMA 

CHEMICALS) como sustrato para la peroxidasa, lo cual produce un precipitado en 

color café. 

7. La determinación del título viral se llevó a cabo contando las células teñidas 

(focos infecciosos) en cada dilución. 

8. La fórmula para determinar el título viral a partir de los focos contados con el 

objetivo de 10X contando 9 campos fue: 

No. De Focos X dilución X 4.5 X 20 (Factor de volumen de 50 ¡..t) = unidades 

formadoras de focos infecciosos por mililitro (uff/ml) 

Western Blot. 

1. Células MA104 previamente transfectadas con siRNAs se infectaron con RRV por 

1 h, después de este tiempo las células se lavaron con MEM s/s y se dejaron 

incubando por 12 h. 

2. Al cabo del tiempo de incubación, se retiró el MEM de las monocapas y se lisó 

con 100 ¡..tI de amortiguador de carga 1X ('50 mM Tris-CI pH 6.8, 2% SDS, 0.1% 

azul de bromofenol, 10% glicerol, 1% b -mercaptoetanol) para el formato C-96. 

28 



3. Los lisados se hirvieron por 5 minutos. 

4. Se tomaron 10 ~I de lisado para electroforesis en gel de SDS-poliacrilamida 14%. 

5. Las proteínas se transfirieron a una membrana inmobilon-NC (Millipore), durante 

1 haBa mA, en amortiguador CAPS 1X (10 mM) empleando el módulo de 

transferencia Mini Trans-Blot, dentro del sistema MiniPROTEAN 3. 

6. La membrana se bloqueo con 5% de leche descremada (Carnation) en PBS 1X-

0.1 % tween 20, durante 1 h en agitación. 

7. La membrana se incubó con los anticuerpos primarios diluidos en PBS-0.1 % 

tween 20. Para detectar NSP5 se utilizó un suero policlonal en dilución 1:1000 

(v/v), además se usaron los sueros anti-TLPs o anti-YM para detectar proteínas 

estructurales del virus y el anticuerpo anti-vimentina. Estos anticuerpos se 

utilizaron en una dilución 1: 1000 (v!v), la incubación fue por toda la noche a 4° 

Col h a temperatura ambiente. Al finalizar la incubación se hicieron 3 lavados 

con PSB 1X-0.1 % tween 20 por 10 minutos y 3 tres lavados de 10 minutos con 

PBS 1X. 

8. El segundo anticuerpo usado fue anti-conejo conjugado A-peroxidasa (NEN) 

diluido 1: 10,000 (v/v) en PBS 1X-0.1 % tween 20. Al finalizar la incubación se 

hicieron 3 lavados con PSB 1X-0.1% tween 20 por 10 minutos y 3 tres lavados de 

10 minutos con PBS 1X. 

9. La detección de las proteínas se realizó con el sustrato para peroxidasa western 

ligthning, según las instrucciones del proveedor (Perkin-Elmer) exponiendo la 

película hipersensible X-Omat (Kodak) a diferentes tiempos para no saturar las 

señales. 
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Extracción de RNA viral. 

1. Para este ensayo se utilizaron 200 ~I de un lisado de células, lipofectadas con 

siRNAs y e infectadas con RRV, estos se mezclaron con 40 ~I del amortiguador 

disruptor SX (Tris Base 2.6 M, EDTA 750 mM, SDS 450 mM, NaCI 6.8 M, 13-

mercaptoetanol 1.8 M). 

2. Se agregaron 200 ~I de fenol saturado y se agitó con un vortex durante 2 

minutos. 

3. Se adicionaron 200 ~I de cloroformo, y se agitó con un vortex durante 2 

minutos, esta mezcla se centrifugó durante 5 minutos a 12,000 rpm. 

4. Se recuperó el sobrenadante y se agregaron 2.5 volúmenes de etanol 

absoluto y 50 ~I de acetato de sodio, esto se dejó precipitar toda la noche. 

5. Después de precipitar, se agitó con un vortex y se centrifugó 15 minutos a 

12,000 rpm, se decantó el sobrenadante y el pelet fue resuspendido en 30 ~I 

del amortiguador de carga (Tris-CI 50 mM pH 6.8, Azul de bromofenol 0.1%, 

glicerol 10%). 

6. Las muestras se analizaron en geles de acrilamida sin SDS, la electroforesis se 

realizó durante 4 h a 150 V. 

7. Terminada la electroforesis, el gel se colocó 1 h en una solución fijadora (28.7% 

etanol, 0.3% ácido acético). Después el gel se colocó 30 minutos en una solución 

de nitrato de plata 11 mM. 

8. Después de enjuagar dos veces el gel con' agua destilada, se agregó la solución 

reveladora (NaOH 700 mM, 0.8 % formaldehído). 
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9. Al aparecer el patrón de bandas de RNAdc se retiró la solución reveladora y se 

detuvo la reacción con ácido acético al 10%. 

Inmunoflourescencia. 

Para este análisis, las células MA104 se crecieron sobre un cubreobjetos en cajas C-48, 

una vez que las células alcanzaron la confluencia necesaria, se lipofectaron con los siRNAs 

por 8 h Y 48 h postlipofección (p.IJ) las células fueron infectadas con RRV a una 

multiplicidad de infección (moi) de 3, al cabo de 8 h postinfección (p.i) se procedió la 

inmunofluorescencia como sigue: 

1. La monocapa celular se lavó una vez con PBS lX y se fijó durante 20 minutos 

con 300 ¡.tI de una solución 2% de para-formaldehído (SIGMA CHEMICALS) en 

PSB lX. Al finalizar la incubación se hicieron 4 lavados de 5 m-inutos cada uno 

con 300 ¡.tI de PBS lX-NH4C1 50 mM. 

2. Las células MA104 fijadas se permeabilizaron durante 15 minutos con 200 ¡.tI del 

amortiguador de permeabilización ( PBS lX, 1% BSA, 0.5% tritón X-lOO, NH4C1 

50 mM). 

3. Las células se incubaron con el o los anticuerpos primarios por una hora a 

temperatura ambiente en 100 ¡.tI de amortiguador (PBS lX, 1% BSA, NH4CI 50 

mM). Para detectar la proteína NSP5 se utilizó el suero policlonal aNSP5 en 

dilución 1:400 (v/v), además, se usaron los anticuerpos monoclonales HS2 

(donado por H.B Greenberg) en dilución 1 :200 (v/v) para detectar la proteína 
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VP4, los anticuerpos monoclonales 3A8 para VP2 en dilución 1:200 (v/v), 255/6 

para VP6 en dilución 1:200 (v/V), 60 para VP7 en dilución 1:200 (v/v) y B4 para 

NSP4 en dilución 1:200 (v/v), además, se usó un suero policlonal aNSP2 en 

dilución 1:200 (v/v); al finalizar la incubación se hicieron 4 lavados de 5 minutos 

cada uno con 500 ¡..tI de PBS 1X-NH4C1 5 mM. 

4. Como anticuerpos secundarios se utilizó anti-conejo acoplado a Alexa 488 y anti

ratón acoplado a Alexa 568 (Molecular Probes). Al finalizar la incubación se 

hicieron 4 lavados de 5 minutos cada uno con 500 ¡..tI de PBS 1X-NH4C 5 mM. 

5. El cubre objetos con las células hacia abajo se montó sobre un porta objetos con 

3 ¡..tI de glicerol 70%, fijando sus bordes con barniz de uñas. 

6. Las preparaciones se visualizaron en un microscopio confocal MRC-600 (Bio-Rad) 

con ayuda del programa CoMOS MPL-1000; se utilizaron las líneas de excitación 

amarilla (A. 568 nm) y azul (A. 488 nm) y los filtros K1 o K2. 

Gradientes 

1. Se lipofectaron frascos de cultivo F75 con células MA104 con 3 mi de la 

mezcla del siNSP5-1 o siLamA/C. 

2. 48 h.p.1 las células MA104 se infectaron por 1 h a una moi de 3, después las 

células se lavaron 2 veces con 5 mi MEM s/s y se dejaron incubando en 5 mi 

de MEM, hasta llegar a efecto citopático total (24-26 h.p.i.). 

3. El cultivo se lisó congelando y descongelanao dos veces a -200 C. 

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

7.5 10 mM, NaCl140 mM, caCI 10 mM) y se mezcló con un vortex. 

6. Se adicionó 750 ~I de Freón (cloro, difluoro metano) y se mezcló con un 

vortex, después se centrifugó a 6,000 rpm durante 5 minutos, se recuperó la 

fase acuosa (virus). Se adicionó nuevamente 750 ~I de TNC a la fase orgánica 

y se repitió la extracción tres veces más. 

7. Al total extraído se adicionó 2.2 g de CsCI y se aforó a 5 mi con TNC, esta 

mezcla se ultracentrifugó a 36, 000 rpm durante 18 hrs. 

8. Las bandas opalescentes se visualizaron bajo la luz de una lámpara y se 

tomaron fotograñas con una cámara digital. 

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

con ayuda de una jeringa de 1 mI. 

Análisis de proteínas a partir de gradientes de CsCI 

1. Se tomaron 50 ~I de cada banda yse mezclaron con 50 ~I de cloroformo. 

2. Se adicionó 150 ~I de água destilada y se mezcló con ayuda de un vortex. 

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

4. Se retiró la parte superior y a la fase inferior se añadieron 200 ~I de metanol. 

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

decantó el sobrenadante. 
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6. El pelet se resuspendió en 50 , .. ti de amortiguador de carga lX (50 mM Tris-CI 

pH 6.8, 2% SDS, 0.1% azul de bromofenol, 10% glicerol, 1% 13-

mercaptoetanol), y se hirvieron durante 5 minutos. 

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

11%. 

8. El gel se fijó 1 h en metanol al 50% y ácido acético al 12%. 

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

10. El gel se colocó en una solución de tiosulfato de sodio (0.2 gIL) durante 1 

minuto. 

11. Pasado este tiempo, el gel se incubó por 20 minutos en nitrato de plata (6 

gIL) y 74 ~I de formaldehído al 37%. 

12. El gel se lavó dos veces con agua destilada y se agregó la solución 

reveladora (Carbonato de sodio 560 mM, 50 III de formaldehído 37% IL, y 

600 ~I de tiosulfato de sodio (del paso 10)). 

13. Una vez que se hizo visible el patrón de bandas, el gel se lavó dos veces con 

agua, y la reacción de revelado se detuvo con metanol al 50% y ácido 

acético al 12%. 
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Análisis de RNAdc a partir de gradientes de CsCI. 

1. Las alicuotas de cada fracción o banda se desalaron con la resina sephadex G-

25 coarse (Sigma chemicals) estéril lavadas con PBS lX y se empacaron en 

una jeringa de 1 m!. La resina se seco y se le pasaron 20 ¡..tI de PBS, ambas 

mediante una centrifugación de 20 segundos a 1000 rpm. Entonces se 

colocaron 20 ¡..tI de las fracciones en la columna y se centrifugó de la misma 

manera para obtener una solución de virus libre de esel. 

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

protocolo para la obtención de RNAdc. 
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RESULTADOS 

EL siNSPS-l inhibe la producción de progenie viral 

Con el objetivo de analizar el efecto que tiene la ausencia de la proteína NSPS 

sobre la progenie viral de rotavirus, se diseñó un par de siRNAs, dirigido contra el gen 11 

de la cepa de rotavirus RRV, que codifica para las proteínas NSPS y NSP6. El efecto que 

tuvo el interferente fue analizado primero por rendimiento viral, mediante la lipofección de 

células MA104 con las secuencias correspondientes a los genes NSPS (siNSPS-l y siNSPS-

2) Y al gen VP4 (siVP4) de rotavirus. Además se usaron los siLamAjC y siHSC como 

controles. El siVP4 se usó como un control positivo, ya que se ha demostrado que causa 

una reducción considerable de la progenie viral, así como de la síntesis de la proteína VP4 

(18). El número de focos infecciosos producidos en células tratadas con el siNSPS-l y el 

siNSPS-2 es aproximadamente 70 y 60% menor al que se produce en las células control, 

respectivamente (Fig. 7). Por su parte el interferente de VP4 muestra una disminución del 
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Figura 7. Progenie viral de RRV producida en células transfectadas con 
düerentes siRNAs. El porcentaje de focos intec.ciosos se obtuvo a partir de 
lisados de células MA104 infectadas con RRV y transfectadas con siRNAs. Los 
valores fueron normalizados a 100% de acuerdo al experimento control. 
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80% con respecto al control, de acuerdo a lo reportado por Déctor et al (18) (Fig. 7). Con 

base en estos resultados en los experimentos posteriores se decidió reportar únicamente 

aquellos obtenidos con el siNSP5-1. 

Para descartar un efecto inespecífico, se probó el efecto del interferente sobre la 

producción de progenie viral de las de las cepas RF (rotavirus bovino) y Wa (rotavirus de 

humano). RF fue utilizado como un control positivo, ya que tiene la misma secuencia 

nucleotídica en la región homóloga al siNSP5-1 (Tabla 1). Wa fue utilizado como un 

control negativo ya que presenta dos nucleótidos diferentes en la región homóloga al 

siNSP5-1 (Tabla 1). Estos controles fueron utilizados ya que se sabe que la respuesta por 

RNAi es altamente específica y basta que un nucleótido en el RNAm sea diferente al siRNA 

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

Secuencia 

siNSPS-l UCUAUUGGUAGGAGUGAAC.dTdT 

(Duplex) dTdT.AGAUAACCAUCCUCACUUG 

RRV 5' AATCTATTGGTAGGAGTGAAC 3' 

RF 5' --------------------- 3' 

Wa 5 ' -----------------AC-- 3 ' 

Tabla 1. Comparación de la región siNSPS-l en cepas de rotavirus. 

37 



Como se esperaba, los títulos virales de RRV y RF obtenidos para las células tratadas con 

el siNSPS-l fueron similares. En ambos casos hay reducción de la progenie viral; sin 

embargo, el título viral de la cepa Wa es similar a los que se encontraron en las células 

lipofectadas con el siLamAjC (Fig. 8 ). 
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Figura 8. El siNSPS-l es específico para las cepas RRV y RF. 
Títulos virales obtenidos a partir de células infectadas con 
diferentes cepas de rotavirus y transfectadas con el siLamA/C o el 
siNSP5-1, según se indica. Los resultados estan normalizados de 
acuerdo al experimento control. 

El siNSPS-l inhibe la síntesis de la proteína viral NSPS. 

Para verificar que el siNSPS-l reduce la expresión de la proteína NSPS se realizaron 

ensayos de western-blot, lo cual brinda una forma de estimar la cantidad relativa de 

proteína viral expresada en las células infectadas en presencia y ausencia de los 

interferentes. El análisis de las bandas indicó que en células MA104 transfectadas con el 

siNSPS-l la expresión de NSPS se reduce considerablemente en comparación a las células 
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control; además, se observa que las proteínas estructurales VP2, VP4, VP6 y VP7 también 

disminuyen (Fig. 9, carriles 1 y 2). Como control de carga utilizamos la proteína vimentina, 

la cual permanece en cantidades similares en células transfectadas con el siNSPS-1 o con 

el siLamA/C Desafortunadamente no se logró detectar la proteína NSP6. 

RRV RF Wa 
siLamAJC + + + 
siNSP5-1 - + + + KDa 

VP4 ~ .. . ~, .~- ....... ... 88 

Vimentim ~, ~. 41 

VP6 37 

VP7 

NSP5 { . 
28 
26 

1 2 3 4 5 6 

Figura 9. Síntesis de proteínas virales. Células MAI04 fueron 
transfectadas con el siLamA/C o con el siNSP5-1, e infectadas con diferentes 
cepas de rotavirus, según se indica. 12 h.p.i las células fueron lisadas y la 
cantidad de proteína total se analizó por electroforesis en gel de 
poliacrilamida al 15%. Las proteínas se detectaron por inmunoblot, 
utilizando el suero policlonal aNSP5, el suero policlonal aTLPs yel suero 
polic1onal avimentina para detectar: NSP5, proteínas estructurales y 
vimentina respectivamente. 

Los resultados obtenidos muestran que la síntesis de NSPS y proteínas estructurales de la 

cepa RF disminuyen cuando las células son tratadas con el siNSPS (Fig. 9 carril 4 ), a 

diferencia de la cepá Wa,en la cual la síntesis de proteínas es muy parecida a los 

. 
controles (Fig. 9 carril 6). Con estos resultados se muestra que el siNSPS-1 tiene 

especificidad por el RNAm del gen 11 de RRV y RF afectando la síntesis de NSPS, pero no 
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afecta la síntesis de NSP5 de la cepa Wa (Fig. 9). En conjunto estos datos demuestran 

que la reducción de otras proteínas virales no se debe a un · efecto generalizado sobre los 

RNAm de rotavirus, o a la inhibición de la traducción general de las proteínas celulares, 

sino que es consecuencia de la reducción en la síntesis de la proteína NSP5. 

Síntesis de RNAdc en células tratadas con siNSPS-l 

El análisis de RNAdc en células infectadas con RRV y transfectadas con siRNAs muestra 

que la síntesis de éste disminuye considerablemente para los 11 genes de rotavirus en 

células tratadas con el siNSP5-1, a diferencia de las células tratadas con el siLamA/C, o 

con el siVP4 donde no se observa reducción en la síntesis del genoma (Fig. 10). Lo 

anterior apoya la idea de que este efecto está dado por la reducción en la síntesis de la 

proteína NSP5. En este experimento, el gen 11 se ve disminuido; sin embargo, como se 

esperaría esta reducción no es mayor a la que se observa con otros genes. Esto coincide 

con la hipótesis de que existe una fracción de RNAm que se utiliza para la replicación y 

que esta fracción es protegida de la degradación por RNAi (18). 

La inhibición de NSPS produce reducción en el número y tamaño de 

viroplasmas y cambios en la distribución de otras proteínas virales. 

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

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

cabo la replicación del RNAdc e inicio de la morfogénesis de rotavirus. Por lo que se 

decidió analizar el efecto que tiene el siNSP5-1 sobre la formación de viroplasmas y la 

distribución en citoplasma de las proteínas asociadas a ellos. En células transfectadas 

con siLamA/C, NSP5 y las proteínas estructurales se detectaron en cantidades normales y 

con una distribución en citoplasma similar a la que se ha reportado (27). La Fig. 11 

muestra que las proteínas VP2, VP6, NSP2 y NSP5 tienen una distribución muy similar 

asociadas a viroplasmas; que VP7 y NSP4 (proteínas que se sintetizan en asociación al RE) . 
se encuentran en regiones perinucleares del RE formando pequeñas estructuras en forma 
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de media luna que rodean a los viroplasmas; que VP4 aunque no es una proteína 

sintetizada en asociación con RE; tiene una localización similar a VP7 y NSP4. En las 

células transfectadas con el siNSPS-1 se observa reducción en el número y tamaño de 

viroplasmas por célula, así como de la cantidad de VP2, VP7, NSP2 y NSPS, pero, su 

distribución en citoplasma, es similar a la que se observa en los controles (Fig. 11). Sin 

embargo, las proteínas VP4, VP6 y NSP4 se observan en formas filamentosas distribuidas 

en el citoplasma celular (Fig. 11). Para saber si estas fibras colocalizan entre sí, se 

realizaron experimentos de cotinción de estas proteínas en células transfectadas con el 

siNSPS-1. Los resultados encontrados muestran que las fibras formadas por VP4, VP6 y 

NSP4 en células interferidas para el gen 11 sí colocalizan (Fig. 12). Las formas 

filamentosas observadas, sugieren que probablemente VP4, VP6 y NSP4 pueden estarse 

asociando con algunos componentes del citoesqueleto, por lo que se realizaron 

experimentos de cotinción de estas proteínas con actina, tubulina y vimentina. Sin 

embargo, los resultados obtenidos muestran que estas fibras no colocalizan con el patrón 

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

Figura 12. Colocalización de proteínas virales en células lipofectadas con siNSPS. Células 
MAI04 fueron transfectadas con el siNSP5-1 e infectadas con RRV. 8 h.p.i . las células se procesaron 
para inmunofluorescencia. Los anticuerpos primarios se indican en la figura. Los anticuerpos 
secundarios fueron anti-conejo Alexa 488 y anti-ratón ,568 . Las imágenes fueron sobrelapadas con el 
programa Adobe Photoshop 7. 
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Producción de partículas virales en células interferidas para el gen 11. 

Los experimentos anteriores muestran que la síntesis de RNAdc y la progenie de rotavirus 

disminuye considerablemente cuando las células son tratadas con el siNSPS-l, además de 

conducir a una reducción de viroplasmas. Estos resultados indicaban que en presencia de 

este interferente se producen menos partículas virales y para corroborarlo se aislaron en 

un gradiente de densidad de CsCI las partículas que se generaron en las células 

lipofectadas con el siNSPS-l o siLamAjC e infectadas con el rotavirus RRV. En el gradiente 

correspondiente al experimento control de células lipofectadas con el siLamAjC; se 

observó que las bandas que corresponden a TLPs y DLPs son más intensas que las 

observadas en gradientes obtenidos a partir de células transfectadas con siNSPS-l (Fig. 

13). 

Cápsides 
sin RNAdc 

siRNAs 

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

Figura 13. Partículas virales producidas en células tratadas con siRNAs. Células 
MA 1 04 fueron transfectadas con siRN As e infectadas con RR V. 24 h. p.i. las células fueron 
lisadas por congelación. Las partículas virales se purificaron por gradientes c se !. 
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Por el contrario, las bandas que se observan en la parte superior del gradiente, que 

corresponden a cápsides vacías son más intensas en el gradiente obtenido a partir de 

células tratadas con siNSP5-1, además de que se presentan bandas adicionales que no se 

encuentran en los controles (Fig. 13). 

Para un análisis más detallado, cada banda observada en los gradientes de CsCI se aisló y 

la composición proteica de cada una se analizó por SDS-PAGE (Fig. 14). Como era de 

esperarse las bandas de DLPs, contienen las proteínas VP1, VP2 y VP6, las bandas de 

TLPs contienen las proteínas VP1, VP2, VP4, VP6 y VP7; sin embargo, la cantidad de 

proteínas virales es mayor en los gradientes controles (Fig. 14). Las bandas superiores de 

los gradientes contienen todas las proteínas de TLPs; además de una serie de proteínas 

(A-F) no caracterizadas que no se observan en TLPs, ni en DLPs. Es probable que las 

proteínas marcadas como B, C y G correspondan al corte proteolítico que sufre VP2 (Fig. 

14 ) (9). Como se esperaba, el contenido de proteínas presente en las bandas que 

corresponden a cápsides es mayor en los gradientes obtenidos a partir de células tratadas 

con el siNSP5-1 (Fig. 14). Para confirmar que las bandas superiores carecen de genoma 

viral, se analizó el contenido de RNAdc de cada banda y como esperábamos, las bandas 

superiores del gradiente carecen de RNAdc (Fig. 15). Consistente con los datos mostrados 

en la Fig. 10, la cantidad de RNAdc es menor en las bandas que corresponden a TLPs y 

DLPs provenientes de células tratadas con el siNSP5-1. Estos datos sugieren que en 

células interferidas para el gen 11 se producen menos TLPs y menos DLPs, pero se 

producen más cápsides sin RNAdc. 
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Figura 14. Proteínas presentes en las partículas virales. Cada banda obtenida en el gradiente de CsCl, fue 
separada con una jeringa de 1 mI. El volumen obtenido se desaló, y las proteínas fueron separadas por 
electroforesis 
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Figura 15. RNAdc presente en las bandas aisladas a partir 
de gradientes de Csel. El RNAdc de cada banda fue 
precipitado como se indica en materiales y métodos, los 
segmentos de RNAdc fueron seRarados por electroforesis en 
gel de poliacrilamida al 11 %. Las bandas fueron observadas 
por tinción con nitrato de plata. 
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DISCUSIÓN 

En rotavirus no se han logrado realizar experimentos de genética reversa, por lo que la 

función de NSPS y otras proteínas de rotavirus se han estudiado por métodos indirectos 

como: ensayos in vitro, selección y caracterización de variantes naturales, mutantes 

termosensibles y por rotavirus rearreglantes. Como alternativa la presente tesis tuvo 

como objetivo el estudio del gen 11 de rotavirus utilizando el sistema de RNAi. Se ha 

demostrado que este sistema funciona en células MA104 derivadas del epitelio de riñón 

del mono Rhesus, en las cuales se ha establecido el modelo de replicación de rotavirus. 

Además, la interferencia por siRNAs ha mostrado una alta especificidad por el RNAm 

blanco. El fenotipo dado por ausencia de las proteínas codificadas por el gen 11 se 

caracterizó en células MA104 transfectadas con el siNSPS-1 e infectadas con el rotavirus 

RRV. 

Después de la entrada y pérdida de la capa externa de rotavirus, se inicia la transcripción del 

RNAm en las DLPs. La traducción de los RNAm produce proteínas virales que pueden formar 

viroplasmas y DLPs. Es probable que estas nuevas partículas, acumuladas en los viroplasmas, 

sinteticen más RNAm, lo que constituiría una transcripción secundaria (55). En células 

transfectadas con el siNSP5-1, el sistema de RNAi detecta y degrada el mensajero del gen 11, 

evitándose la síntesis de NSP5 y NSP6. Bajo la hipótesis de que existe una transcripción secundaria 

de RNAm, la reducción en número y tamaño de viroplasmas debido a la inhibición de NSPS, 

conduciría a una reducción de la transcripción secundaria, lo cual explicaría la reducción en la 

síntesis de todas las proteínas virales, cuando se interfiere la expresión del gen 11. Por otro lado, 

se ha propuesto que NSP5 regula si el RNAm se traduc~ o se replica, por lo que otra explicación 

para la disminución de proteínas virales es que la traducción de los mensajeros, sea ineficiente, ya 

sea por que el RNAm no llegue a la maquinaria traduccional o porque NSP5 se requiere para la 
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traducción de las proteínas de rotavirus. El efecto sobre la síntesis de proteínas también podría ser 

indirecto, la ausencia de NSP5 pOdría alterar la función de alguna(s) proteína(s) importante(s)en la 

síntesis de proteínas, por ejemplo la de NSP3, una proteína que se ha propuesto favorece la 

síntesis de proteínas virales al secuestrar la maquinaria de traducción celular. 

Se ha propuesto que NSP5 y NSP2 forman una especie de andamio donde otras proteínas y RNA 

viral se acumulan para formar los viroplasmas (25). En células interferidas para NSP5 los 

viroplasmas disminuyen yes probable que esto origine los cambios en la distribución de VP6 (Fig. 

11). En sistemas in vitro se ha descrito que VP6 puede formar estructuras tubulares (42), debido a 

esto es probable que en células tratadas con el siNSP5-1 exista cierta cantidad de VP6 que no llega 

a asociarse con viroplasmas y que está más disponible para acumularse en las formas filamentosas 

que observamos por inmunofluorescencia. Se ha descrito que durante una infección NSP4 se asocia 

a RE, Y VP4 aunque no se asocia a RE, muestra una distribución similar a NSP4; sin embargo, estas 

proteínas también se han observado en menor cantidad en estructuras filamentosas asociadas a 

tubulina. NSP4 funciona como receptor de VP6 durante la gemación de las DLPs de los viroplasmas 

al RE, e interacciona con VP4 (61), de modo que no es extraño que las fibras de NSP4 colocalicen 

con las de VP4 y VP6. Las fibras formadas por estas proteínas se observan en toda la célula, lo cual 

puede sugerir que estas estructuras son citoplásmicas; sin embargo, no colocalizan con tubulina, 

vimentina ni actina, además, de que NSP4 tiene una señal de retención en RE, lo cual nos permite 

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

En células transfectadas con el siNSP5-1 observamos una reducción en la formación de 

viroplasmas, DLPs, TLPs, síntesis de RNAdc y un aumento en la formación de cápsides sin RNAdc, 

lo cual sugiere que NSP5, además de ser importante en la formación de viroplasmas, puede estar 

implicada en la replicación y empaquetamiento del genoma viral. Se ha propuesto que durante el 

ensamblaje de la partícula con actividad de replicasa, la polimerasa viral VP1 y la guanilil 

transferasa VP3 interactúan con el RNAm viral para formar un complejo pre-núcleo que carece de 



actividad replicasa, y que en los viroplasmas estos complejos interactúan con dímeros de VP2, 

octámeros de NSP2 y multímeros de NSPS formando una estructura que representa uno de los 

vértices del núcleo y que cuenta con actividad replicasa. En este modelo se ha sugerido que NSP2 

funciona como un motor molecular que genera energía y que junto con NSPS facilita el 

empaquetamiento del RNAm viral en la nucleocápside donde se replica (46). Basados en esto, es 

posible que en ausencia de NSPS el RNAm no llegue a la maquinaria de replicación o que su 

ausencia genere una replicación ineficiente, eventos que explicarían la disminución en la síntesis 

del RNAdc, ya que al no estar NSP2 y NSPS el RNAm no podría introducirse en los intermediarios 

de replicación que es en donde se replica el genoma, esto también explicaría el aumento en la 

formación de cápsides sin RNAdc. Alternativamente, otra causa que no excluye a la anterior es la 

disminución de las proteínas VPl y VP3 que son importantes en la replicación del genoma. Otra 

opción para la formación de cápsides sin RNAdc es que la proteína, que no puede integrarse en 

viroplasmas debido a la falta de NSPS, forme estructuras parecidas a cápsides sin RNAdc, la cual se 

apoya en los trabajos en los que se ha reportado que proteínas estructurales de rotavirus en 

células de insecto (Sf9) son cápaces de interaccionar y formar estructuras similares a cápsides, 

esto en ausencia de proteínas no estructurales; sin embargo no se ha demostrado que esto ocurra 

en el contexto de una infección. 

Nuestros resultados indican que el sistema de RNAi fue altamente específico para inhibir la 

expresión del gen 11 del rotavirus RRV, ya que observamos una disminución considerable en la 

síntesis de la proteína NSPS; sin embargo no logramos detectar la proteína NSP6, que también es 

codificada por el gen 11. A pesar de esto los resultados obtenidos los atribuimos a la ausencia de 

NSPS, ya que existen algunas cepas de rotavirus que no codifican para la proteína NSP6, pero que 

se replican de forma eficiente, lo cual sugiere que NSP6 no se requiere para la replicación de 

rotavirus o que otra proteína viral o celular puede sustituirla (49). 
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El análisis de la producción de genoma viral muestra que los 11 genes de rotavirus disminuyen 

cuando se interfiere la expresión del gen 11; sin embargo, uno de los resultados esperados era que 

la reducción en la síntesis del gen 11 fuera mayor a la observada con otros genes, debido a que el 

RNAm utilizado para la traducción o para la replicación estaría siendo degradado por el sistema 

RNAi. Los resultados obtenidos apoyan la hipótesis de que existe una clasificación de los RNAm que 

se dirigen a hacia la ruta de replicación y los que se dirigen a la traducción. Es probable que 

existan proteínas virales y/o celulares, que protegen los RNAm destinados a la replicación y esto 

podría ser una de las estrategias virales para impedir que los RNAm de rotavirus sean reconocidos 

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

• El siNSPS-l inhibe específicamente la expresión del gen 11 del rotavirus RRV. 

• NSPS es una proteína esencial en el ciclo de replicación de rotavirus. 

• NSPS es una proteína importante para la formación de viroplasmas. 

• La inhibición de la síntesis de NSPS conduce a una reducción en la producción de 

progenie viral, así como en la síntesis de las proteínas VP2, VP4, VP6, VP7, NSP2 y 

NSP4, síntesis de RNAdc, la formación de TLPs y DLPs, así como un aumento en la 

producción de cápsides sin RNAdc. 

• La disminución en la síntesis de proteínas, RNAdc, formación de TLPs y DLPs, 

puede ser explicada por la disminución de viroplasmas, lugar que en el que se lleva 

a cabo la replicación viral, inicio de la morfogénesis y donde se ha propuesto que 

se lleva a cabo la transcripción secundaria. 

• Alternativamente, NSPS podría tener un papel regulador en la traducción y/o 

replicación del RNAm, evento que también explicaría la disminución en la síntesis 

de proteínas y RNAdc. 

• El cambio en la distribución de proteínas virales, sugiere que los viroplasmas son 

importantes para mantener una organización adecuada de las proteínas asociadas 

a ellos. 

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

inhibición de la síntesis NSP6, otra proteína codificada por el gen 11 de rotavirus. 
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PERSPECTIVAS 

• Análisis de las partículas formadas en ausencia de la proteína NSPS 

• Realizar el rescate fenotípico del rotavirus RRV, expresando la proteína NSPS de 

una cepa de rotavirus que no sea sensible a la inhibición por siNSPS-l, como por 

ejemplo Wa, en células MA104. Este sistema permitiría realizar experimentos de 

genética reversa. 

• Si el recate fenotípico funciona como se espera, se podrían alterar por 

mutagénesis dirigida algunos dominios de la proteína que han sido implicados en 

funciones importantes. 

• Generar una línea celular que exprese los siNSPS-l, con el objetivo de aumentar el 

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

con RRV. 
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