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Abreviaturas 
 

Β-TrCP: Proteína con repeticiones de transducina-β. 

cbp: Cuanto baste para. 

CHOP: Proteína de unión al potenciador CCAT. 

CIP: Fosfatasa alcalina de cabra. 

DLP: Partícula de doble capa. 

DMP: Dimetilpimelidato. 

dsRNA: RNA de doble cadena.  

EDTA: Ácido Etilendiaminotetraacético. 

eIF: Factor de inicio de la traducción eucariotico.  

FRET: Transferencia de energía resonante de Förster. 

Ig: Inmunoglobulina. 

IP: Inmunoprecipitación. 

IRF: Factor regulador de interferón.   

hpi: Horas post infección.       

LB: Luria Bertani. 

MOI: Multiplicidad de infección. 

mRNA: RNA mensajero. 

NSP: Proteína no estructural. 

OAS: Oligoadenilato sintetasa. 

PABP: Proteína de unión a la cola poli A. 

PBS: Amortiguador de fosfatos salino. 

PERK: Cinasa del retículo endoplasmático parecida a PKR. 

PI3K: Fosfoinositol 3 cinasa. 

RE: Retículo endoplasmático. 

RRV: Rotavirus del mono Rhesus. 
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SDS: Dodecil sulfato de sodio. 

SFB: Suero fetal bovino. 

siRNA: RNA pequeño de interferencia. 

ssRNA: RNA de cadena sencilla. 

STAT: Transductor de señal y activador de la transcripción. 

TA: Temperatura ambiente. 

TLP: Partícula de triple capa. 

TRAF: Factor asociado al receptor TNF. 

UPR: Respuesta a proteínas mal plegadas. 

VLS: Estructuras parecidas a viroplasmas. 

VP: Proteína viral. 
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RESUMEN 

 

Los rotavirus son el principal agente viral causante de gastroenteritis en niños 

menores de 5 años. En estudios en cultivo celular se demostró que la inhibición 

del sistema ubiquitina-proteasoma, utilizando el inhibidor MG132, provoca una 

disminución en la producción de progenie viral, sin que afecte la producción de 

proteína viral. También hay una disminución en el tamaño y un incremento en 

el número de los viroplasmas, los cuales funcionan como centros replicativos 

del rotavirus. Bajo esta condición hay una pérdida de la localización de la 

polimerasa viral VP1, la cual cambia su patrón de distribución de viroplasmas a 

citoplasma.  

Este cambio de distribución puede ser debido a que en condiciones en las que 

se inhibe el proteasoma, hay un cambio en las interacciones entre VP1 y 

proteínas celulares o virales que están involucradas en la localización de VP1 a 

los viroplasmas. 

En el presente trabajo se realizaron ensayos de inmunoprecipitación contra 

VP1 para analizar las posibles interacciones de esta proteína con proteínas 

celulares o virales, las cuales fueran dependientes de la actividad del 

proteasoma. Aunque, bajo nuestras condiciones experimentales no 

encontramos que VP1 interactúa con proteínas celulares, encontramos que la 

inhibición del proteasoma provoca una pérdida de la interacción entre VP1 y 

NSP2 no así con NSP5, lo cual podría explicar la pérdida de asociación de VP1 

a los viroplasmas. 
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Introducción 

 

Generalidades 

 

Los rotavirus son un género de la familia Reoviridae, una de las siete familias 

de virus de RNA de doble cadena (dsRNA). La familia Reoviridae es la más 

grande y diversa ya que tiene un amplio rango de hospederos. Su genoma 

puede tener de 10-12 segmentos de dsRNA; cada uno codifica de una a tres 

proteínas. Forman viriones que miden de 75 a 100 nm, no tienen envoltura 

lipídica y sus proteínas están arregladas en forma concéntrica con una simetría 

icosaédrica1. Durante la replicación, el genoma viral es transcrito a RNA 

mensajero (mRNA), el cual es utilizado para la síntesis de proteínas 

estructurales y no estructurales. Estos virus transcriben los segmentos de 

dsRNA de manera simultánea y repetida dentro de la cápside intacta, en un 

proceso conocido como transcripción endógena2. 

Los rotavirus son el principal agente causal de diarrea severa en niños 

menores de 5 años. Se estima que causa cada año alrededor de 400,000 a 

600,000 muertes, 2 millones de hospitalizaciones, 25 millones de visitas 

médicas y 111 millones de casos de gastroenteritis en el mundo. La mayoría de 

las muertes ocurren en países en vías de desarrollo, al parecer la buena 

higiene y sanitización no parecen reducir la prevalencia o prevenir las 

infecciones causadas por rotavirus 3.  

La población más susceptible a ser infectada por rotavirus son niños de entre 9 

y 23 meses de edad. Los síntomas de la infección se manifiestan 1 ó 2 días 



7 
 

después de la infección y llegan a durar hasta una semana. Entre los síntomas 

se encuentran vómito, fiebre y diarrea crónica la cual provoca deshidratación4. 

El tropismo de rotavirus in vivo está restringido a los enterocitos presentes en la 

punta de las microvellosidades del intestino delgado, aunque también puede 

infectar tejidos extraintestinales5. En diversos modelos animales se ha 

reportado que la infección provoca lesiones débiles, tales como la formación de 

vacuolas en los enterocitos, la descamación de los villi e hiperplasia de las 

células de la cripta6,1,7. Los rotavirus son transmitidos comúnmente por la ruta 

fecal-oral, aunque hay evidencia que sugiere que puede ser trasmitida 

mediante fluidos respiratorios, contacto persona-persona y mediante el 

contacto con superficies contaminadas4. 

La diarrea causada por rotavirus es multifactorial. Algunos reportes sugieren 

que la diarrea es causada por una combinación de daños en los mecanismos 

osmóticos y secretores. Estos daños están relacionados directamente con la 

presencia de la proteína no estructural NSP4, la cual induce un incremento en 

la concentración de calcio en las células de la cripta, provocando la liberación 

de cloro. Además NSP4 está asociada a la pérdida de las uniones estrechas 

entre los enterocitos y a la pérdida de la barrera de permeabilidad paracelular, 

teniendo como resultado un desequilibrio en el balance iónico, lo que provoca 

la salida de agua. También la estimulación del sistema nervioso entérico está 

relacionada con el desarrollo de diarrea aunque el mecanismo no se conoce 

con detalle6,8,1. El conocimiento de las vías por las cuales se induce la diarrea, 

podría ayudar a la generación de nuevas estrategias para controlar con mayor 

eficiencia este efecto y la consecuente deshidratación.  



8 
 

Clasificación 

 

El género rotavirus está clasificado serológicamente en 7 grupos (A-G), de los 

cuales solamente los grupos A, B y C infectan a humanos y animales, mientras 

que los otros grupos solo se han detectado en animales. Los rotavirus del 

grupo A son los más estudiados, ya que son de mayor importancia tanto 

médica como veterinaria. La serotipificación de rotavirus es binaria y está 

basada en las diferencias antigénicas de las proteínas VP4 y VP7, las cuales 

proveen la base para la clasificación de cepas en serotipos G (Glicoproteína, 

VP7) y P (Sensible a proteasa, VP4), aunque recientemente se ha reportado un 

nuevo sistema de clasificación basado en sus 11 segmentos de dsRNA9. La 

designación del  serotipo G es la misma que la clasificación del genotipo G, sin 

embargo la clasificación del serotipo VP4 y genotipo VP4, muestran una 

nomenclatura dual1. A la fecha hay 16 genotipos G y 27 genotipos P, de los 

cuales 11 genotipos G y 12 P han sido aislados de humanos3. 

Estudios epidemiológicos muestran que cinco genotipos de rotavirus (G1P [8], 

G3P [8], G4P [8], G2P [4] y G9P [8]) han sido los más comunes durante los 

últimos 20 años en el mundo, siendo el genotipo G1P [8] el más predominante, 

en países desarrollados como Estados Unidos, Reino Unido y Australia, así 

como en países en vías de desarrollo de América Latina10. 

Genoma 

 

El genoma de rotavirus esta formado por 11 segmentos dsRNA, los cuales 

pueden tener de 650 a 3,300 pares de bases. El genoma viral codifica para 12 

proteínas, 6 proteínas estructurales (VP1, VP2, VP3, VP4, VP6, VP7) y 6 
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proteínas no estructurales (NSP1-NSP6) (Figura 1A). Los 11 segmentos 

presentan secuencias conservadas, cada segmento de RNA de sentido positivo 

presenta las mismas características que un RNA mensajero celular, con 

excepción de la cola poli A en el extremo 3´. Dentro de la región no traducida 3´ 

se encuentra una secuencia a la cual se une la proteína no estructural NSP3. 

Dentro de la secuencia de los mensajeros existen señales las cuales son 

importantes para su expresión, así como para la replicación del genoma. La 

mayoría de los genes codifican para una proteína, solamente el segmento 11 

codifica para dos proteínas las cuales son NSP5 y NSP6. El RNA viral puede 

ser utilizado para la expresión de proteínas y para  la  síntesis de dsRNA, el 

cual es utilizado en la formación de nuevas partículas virales1. El poseer un 

genoma segmentado, le permite al rotavirus generar cepas rearreglantes 

cuando una célula es infectada por dos cepas diferentes, aunque estos 

rearreglantes solo se pueden generar entre virus que pertenecen al mismo 

grupo. Esta propiedad tiene el potencial de generar muchas combinaciones 

entre las proteínas VP7 y VP4, y por consiguiente crear una mayor diversidad 

de serotipos 3,4  . 

 

Estructura de rotavirus  

 

El virión maduro de rotavirus tiene un diámetro aproximado de 70 a 100 nm. 

Estructuralmente está conformado por tres capas concéntricas de proteínas, 

las cuales son: nucleocápside, capa intermedia y capa externa, que juntas 

forman una estructura icosaédrica que carece de envoltura lipídica (Figura 

1B)1. 
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Existen tres intermediarios de replicación con diferentes características 

estructurales y funcionales. El core o núcleo viral, que encierra al genoma, está 

formada por VP2 y pequeñas cantidades de VP1 y VP3. Estas tres proteínas 

forman el complejo enzimático de transcripción.  

La partícula que contiene dos capas de proteínas (DLP), está formada por las 

proteínas que conforman el core más una capa de la proteína VP6, esta 

partícula tiene la capacidad de ser transcripcionalmente activa 2. La proteína 

VP6 es la más abundante dentro del virión y es el inmunógeno dominante 11. 

La partícula de tres capas o TLP (Figura 1C), es la partícula madura e 

infecciosa de rotavirus ya que en su capa externa tiene a las proteínas VP7 y 

VP4, las cuales tienen funciones durante la unión al receptor y la penetración a 

la célula huésped, por lo que es importante para la determinación del tropismo 

y virulencia 12,5. 

 Debido a que el calcio es importante para la estabilidad de VP7, el tratamiento 

con agentes quelantes de Ca2+ como el EGTA, hacen que la TLP pierda su 

integridad, provocando la pérdida de la capa externa obteniendo así una DLP13. 

Esta forma inmadura no puede ingresar a la célula, pero cuando es 

transfectada produce un ciclo de replicación normal 13,1. 
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Función de las proteínas estructurales y no estructurales 

 

El genoma de rotavirus codifica seis proteínas estructurales (VP1, VP2, VP3, 

VP4, VP6 y VP7) y seis proteínas no estructurales (NSP1, NSP2, NSP3, NSP4, 

NSP5 y NSP6). Como su nombre lo indica, las proteínas estructurales forman 

parte del virión, mientras que las proteínas no estructurales son sintetizadas en 

el transcurso de la infección y tienen diversas funciones durante el ciclo de 

replicación como son: síntesis de proteínas, morfogénesis y evasión de la 

respuesta inmune del hospedero14.1.  

La numeración presentada aquí en cuanto al gen y su producto, está realizada 

tomando como referencia a la cepa RRV, ya que dependiendo de la cepa esta 

numeración cambia. 

Figura 1. Representación esquemática de Rotavirus. A) Se muestra el patrón electroforético de los 11 segmentos de 

dsRNA del genoma viral, así como las proteínas para las que codifican. B) Representación del núcleo o core conformado 

por las proteínas VP1, VP2, VP3, la capa intermedia formada por VP6 y la capa externa formada por VP7 y VP4.  C) 

Representación de la estructura de un virión maduro, en donde se muestra la capa externa formada por VP7 (amarillo) 

y VP4 (rojo), así como los tipos de canales presentes en la estructura. Modificada de Jarayam et al 2004. 
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VP1,  codificada por el gen 1, es la polimerasa viral ya que presenta actividad 

de RNA polimerasa dependiente de RNA, sin embargo para que VP1 tenga 

esta actividad es necesario que interaccione con VP215.  

VP2, es codificada por el gen 2, forma la capa interna del virión en el cual hay 

60 dímeros, tiene la capacidad de estimular a la RNA polimerasa viral, en la 

partícula viral interacciona con VP1, VP3 y VP6 1. Además esta proteína tiene 

la capacidad de inducir la formación de estructuras parecidas a viroplasmas 

(VLS) cuando se expresa con NSP516. 

VP3, codificada por el gen 3, presenta actividad de guanilil-metil-transferasa 

adicionando el CAP en el extremo 5´ de los mensajeros17. Además de esta 

función Rong Zhang y colaboradores reportaron que VP3 posee actividad de 

2´-5´ fosfodiesterasa, importante para que rotavirus evada la respuesta inmune 

innata al inhibir el sistema 2´-5´ oligoadenilato sintetasa (2´-5´ OAS)  

ribonucleasa (RNasa) L18. 

VP4, es codificada por el gen 4. De esta proteína se encuentran 60 espículas 

presentes en la capa externa del virión. Es importante durante el proceso de 

entrada ya que reconoce a los receptores presentes en la membrana celular. 

Para que la partícula sea infecciosa, VP4 tiene que ser cortada 

proteolíticamente por tripsina, esto permite la generación de dos segmentos 

conocidos como VP5 y VP8*1. 

VP6, codificada por el gen 6, es el componente de la capa intermedia del virión. 

De esta proteína hay 260 trímeros, siendo la proteína más abundante del virión. 

VP6 interacciona dentro del virión con VP2, VP7 y VP4 1, funcionando como un 

adaptador para las proteínas de capa externa del virión19 
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VP7, codificada por el gen 9, es una glicoproteína que se encuentra en el 

lumen del RE. Esta glicoproteína une calcio y forma la parte lisa de la superficie 

del virión en la cual hay 260 trímeros. Es importante durante el proceso de 

entrada del virus a la célula ya que reconoce a una serie de integrinas 

presentes en la membrana de la célula hospedera1. 

 NSP1, codificada por el gen 5, es la proteína menos conservada entre los 

rotavirus, tiene una secuencia conservada rica en cisteínas, presenta actividad 

de unión a RNA y citoesqueleto20. Estudios recientes han reportado que esta 

proteína puede regular la apoptosis, ya que durante las primeras horas de 

infección activa vías de sobrevivencia (PI3K/Akt, NF-κB), al inhibir la apoptosis 

prematura de la célula hospedera se incrementa la producción de virus21. 

Además NSP1 está implicada en la evasión de la respuesta inmune innata del 

hospedero ya que envía a degradación mediada por proteasoma a IRF3, IRF7, 

IRF5, β-TrCP y TRAF2 22,23,24. También puede interaccionar con la proteína 

celular RIGI provocando su disminución a través de un mecanismo 

independiente del proteasoma25. Adicionalmente puede inhibir la translocación 

al núcleo de STAT1, STAT2 y NFκB regulando de esta manera la inducción de 

interferón tipo I y II 26,27,. 

La proteína NSP2, codificada por el gen 8, es una proteína altamente 

conservada. Esta proteína forma octámeros con forma de dona, los cuales 

unen RNA de cadena sencilla (ssRNA). Presenta actividad de helicasa 

dependiente de Mg2+ y ATP, así como actividad de NTPasa. La actividad de 

NTPasa es necesaria para la síntesis de dsRNA pero no es necesaria para la 

formación de los viroplasmas28. Existen dos poblaciones de NSP2, una 
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localizada en los viroplasmas y otra difusa en el citoplasma, de esta última no 

se conoce aún su función29. 

NSP3 es codificada por el gen 9. Esta proteína interacciona con el factor de 

inicio de la traducción eucariótico eIF-4GI desplazando a las proteínas de unión 

a la cola poli-A (PABP) de la maquinaria de traducción. El dominio amino 

terminal de esta proteína interacciona con la secuencia consenso 5´-UGACC-3´ 

presente en los mRNAs virales30. Se creía que la interacción entre NSP3 y eIF-

4GI incrementaba la síntesis de proteínas virales, sin embargo estudios 

recientes (en los cuales se inhibió la expresión de NSP3 con RNA de 

interferencia (siRNA)), demuestran que esta interacción no es importante para 

que la traducción de los mensajeros virales se lleve a cabo, ya que cuando no 

se expresa NSP3, contrario a lo esperado, no disminuye la síntesis de proteína 

viral31. Los rotavirus inducen en el retículo endoplasmático la respuesta a 

proteínas mal plegadas (UPR), esta respuesta es regulada por la proteína 

NSP3 ya que inhibe la traducción de las proteínas efectoras implicadas en esta 

vía 32.    

NSP4, proteína codificada por el gen 10, es una glicoproteína transmembranal 

del RE, la cual tiene el amino terminal orientado hacia el lumen del retículo y el 

extremo carboxilo terminal hacia el lado citoplasmático33. Fue la primera 

enterotoxina viral descrita, presenta funciones en la patogenicidad y en la 

morfogénesis de rotavirus. NSP4 incrementa los niveles intracelulares de calcio 

a través de una vía independiente de la fosfolipasa C8. Presenta un dominio de 

43 aminoácidos el cual se inserta en la membrana del retículo endoplasmático 

funcionando como una viroporina la cual provoca la liberación de calcio al 

medio extracelular provocando un desbalance iónico34. Esta proteína regula el 



15 
 

ensamblado de partículas infecciosas, modulando el tráfico de membranas a 

través de la activación del proceso de autofagia, las proteínas NSP4, VP7 y 

LC3 (marcador de autofagosomas) se encuentran en membranas que rodean a 

los viroplasmas. Se ha propuesto que durante la morfogénesis, NSP4 

interacciona con las partículas inmaduras (DLPs) en la interface entre los 

viroplasmas y las membranas con LC3 y NSP4, NSP4 se une a las DLPs 

provocando la gemación a través de estas membranas para facilitar el proceso 

de ensamblado de las proteínas de capa externa generando viriones maduros 

35,36,37. Además de interaccionar con VP4 y VP7 puede interaccionar con VP6, 

esta interacción podría ser importante para que la gemación se lleve acabo38. 

NSP5, codificada por el gen 11, es una fosfoproteína ácida que es O-

glicosilada y tiene un gran número de residuos de serina en su extremo 

carboxilo terminal. Esta proteína forma dímeros y puede estar hiper o hipo 

fosforilada 14, también puede unir dsRNA o ssRNA. Tanto NSP2 como VP2 

pueden inducir la fosforilación de NSP5 en ausencia de otras proteínas virales, 

aunque el mecanismo no está del todo claro 39. NSP5 tiene un papel 

preponderante durante la formación de los viroplasmas el cual será detallado 

en secciones posteriores. 

La proteína NSP6 al igual que NSP5, es codificada por el gen 11. Es la 

proteína de la cual menos información se tiene. Su función es desconocida, se 

localiza en los viroplasmas y puede interaccionar con el carboxilo terminal de 

NSP5. Dado que esta región es la necesaria para que NSP5 pueda formar 

dímeros, NSP6 podría estar involucrada en este proceso16,14. 
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La función de las proteínas NSP2 y NSP5 será abordada con mayor detalle en 

secciones posteriores. 

Ciclo replicativo 

 

Los rotavirus infectan a los enterocitos presentes en las puntas de las 

microvellosidades del intestino delgado. Sin embargo, nuestro conocimiento 

acerca del modo de infección es derivado de estudios principalmente in vitro en 

la línea celular de riñón de mono verde MA104, aunque también se han 

realizado estudios en líneas celulares derivadas de colon. Este modelo de 

estudio ha sido de gran ayuda para elucidar el ciclo replicativo de los rotavirus. 

La replicación en cultivos celulares continuos de MA104 es muy rápida, con 

una producción máxima de virus entre las 10 y 12 horas post infección (hpi) a 

37ºC1. 

Para que los rotavirus ingresen eficientemente a su célula hospedera, la 

proteína de capa externa VP4 tiene que ser cortada proteolíticamente por 

tripsina, para generar los fragmentos VP5* y VP8*. Estos fragmentos 

interaccionan con receptores específicos en la membrana celular, permitiendo 

la entrada del virus a la célula. VP8* interacciona con ácido siálico. Existen 

cepas, como RRV, en las que el tratamiento con neuraminidasa afecta el 

proceso de entrada del virus a la célula (conocidas como sensibles a 

neuraminidasa). Por otra parte en cepas como UK, el tratamiento con 

neuraminidasa no afecta la entrada (conocidas como insensibles a 

neuraminidasa). Las cepas insensibles a neuraminidasa se unen a ácidos 

siálicos internos, como los presentes en algunos gangliósidos, los cuales son 

resistentes a neuraminidasa40. Estudios recientes indican que además de los 
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ácidos siálicos la mayoría de las cepas de rotavirus humanos reconocen 

glicanos del grupo sanguíneo41. 

 Las proteína VP5* y VP7 interaccionan con una serie de integrinas y hsc70. 

Todos los receptores se encuentran en balsas lipídicas (lipid rafts) sobre la 

superficie de la membrana celular5. 

Los rotavirus ingresan a la célula (Figura 2)  mediante endocitosis mediada por 

clatrina 42, a excepción de RRV el cual ingresa a través de una ruta endocítica 

independiente de clatrina y de caveolina pero dependiente de la GTPasa 

dinamina43. Durante la entrada, el virión pierde las proteínas externas VP7 y 

VP4, dando lugar a la formación de una DLP la cual es transcripcionalmente 

activa. La replicación del genoma del rotavirus ocurre en el citoplasma 

mediante la acción de las propias enzimas virales, ya que la célula huésped 

carece de enzimas capaces de realizar esta función 1.  

El RNA (+) viral funciona para la síntesis de proteínas y para la producción de 

dsRNA. La replicación del genoma viral, la formación del núcleo viral (core) y la 

formación de las DLPs, se realizan dentro de inclusiones citoplasmáticas 

llamadas viroplasmas. La caracterización de intermediarios de replicación ha 

sido de gran importancia para la comprensión de cómo se forman estos 

núcleos virales. Se han identificado tres intermediarios de replicación. El 

primero de ellos está formado por las proteínas VP3 y VP1, y no posee la 

capacidad de replicar RNA viral; el segundo está formado por las proteínas 

VP1, VP2 y VP3, el cual posee la capacidad de llevar a cabo la replicación de 

RNA; por último se encuentra el intermediario formado por VP1, VP2, VP3 y 

VP6 44. 
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Una vez que se ha formado la DLP, ésta gema hacia membranas 

autofagosómicas provenientes del retículo endoplasmático, durante este paso 

adquiere una membrana transitoria de lípidos, la cual posteriormente es 

eliminada, para así obtener una partícula viral madura e infecciosa (TLP). Una 

vez formados los nuevos viriones pueden ser liberados mediante lisis celular1 

(Figura 2), aunque en células polarizadas la salida es mediante un transporte 

vesicular no convencional, el cual va del retículo endoplasmático a la 

membrana plasmática apical evitando el aparato de Golgi y los lisosomas. 

Mediante este último mecanismo no hay lisis celular45. 
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Figura 2. Ciclo replicativo de rotavirus. El primer paso es la unión del  virión de rotavirus a la célula 

hospedera; muchas cepas se unen a los ácidos siálicos presentes en la superficie de la célula. El virión 

entra a la célula mediante endocitosis y se libera en los endosomas, donde las proteínas de capa 

externa VP4 y VP7 son eliminadas. Posteriormente la partícula de doble capa (DLP) es liberada en el 

citoplasma, donde lleva se lleva a cabo la transcripción del genoma viral para generar el RNA (+), el cual 

sirve como mRNA para la síntesis de proteínas virales y como templado para generar dsRNA. La 

traducción de las proteínas virales se lleva a cabo en el citoplasma. El ensamblado de las DLPs se lleva a 

cabo en los viroplasmas. Para que la DLP maduré tiene que gemar hacia el retículo endoplasmático 

rugoso, durante este paso la DLP adquiere una membrana transitoria de lípidos la cual es eliminada por 

VP7. El proceso de maduración termina con la incorporación de VP4 y VP7. Finalmente el virión sale 

mediante lisis celular. Modificada de Trask D. Shane et al 2012. 
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Antecedentes 

Viroplasmas 

 

Los centros replicativos de los rotavirus son los viroplasmas, los cuales están 

formados por las proteínas estructurales VP1, VP2, VP3 y VP6 y por las 

proteínas no estructurales NSP5 y NSP246. Existen diversos estudios en los 

cuales se ha caracterizado la formación de viroplasmas. Estas estructuras 

comienzan a aparecer entre las 2-3 hpi y su tamaño y número se incrementa 

durante la infección47. Se ha reportado que NSP5 es la proteína formadora de 

viroplasmas y que su actividad, así como su estado de fosforilación es 

modulado por las proteínas NSP2 y VP2, ya que la expresión de NSP5-VP2 o 

NSP5-NSP2 induce a la formación de VLS48,16. La región de interacción entre 

NSP2 y NSP5 se encuentran en el amino terminal de NSP549.  

La proteína NSP5 está involucrada en el proceso de reclutamiento de las 

proteínas presentes en los viroplasmas. NSP5 se hiperfosforila cuando 

interacciona con la proteína NSP2 o VP2, sin embargo este evento no es 

necesario para que se formen los viroplasmas. También se ha reportado que la 

proteína VP1 inhibe de alguna manera no caracterizada el proceso de 

hiperfosforilación de NSP550. 

La proteína NSP2 no es solo importante para la generación de viroplasmas, 

también coordinar el empacado del genoma, la replicación y el ensamblado de 

partículas virales28,14. 
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Interacciones con factores celulares 

 

Además de las proteínas virales, se ha reportado la existencia de factores 

celulares que ayudan a la formación de los viroplasmas. Tal es el caso de los 

organelos celulares conocidos como gotas lipídicas, los cuales además de 

estar asociados al metabolismo de lípidos y carbohidratos, son importantes 

durante las etapas tardías de la formación de viroplasmas. La génesis de los 

viroplasmas se lleva a cabo de manera independiente a las gotas lipídicas. No 

es sino hasta las 4 hpi cuando se comienza a observar la presencia de 

perilipina A en los viroplasmas, ya que hay una colocalización entre ésta y las 

proteínas virales presentes en los viroplasmas. Mediante ensayos de FRET se 

demostró la interacción entre NSP5 y perilipina A. La inhibición de la formación 

de las gotas lipídicas afecta la formación de  viroplasmas y la producción de 

progenie viral 51. 

Los lípidos tienen una función relevante durante el ciclo de replicación de 

rotavirus, Yunjeong y colaboradores demostraron la importancia de la 

homeostasis de los lípidos en la replicación de rotavirus. La infección de 

rotavirus causa un incremento en la cantidad de triglicéridos, los cuales son 

componentes de gotas lipídicas, mientras que la reducción de la cantidad de 

lípidos celulares disminuye la producción de progenie viral 52,53.  

Además de perilipina A, Zambrano y colaboradores et al 2011, reportaron que 

tras la infección de rotavirus se induce un cambio en el patrón de distribución 

de  una serie de factores involucrados en la respuesta a proteínas mal 

plegadas (PERK, CHOP y GADD34), las cuales tras la infección co-localizan 

con los viroplasmas54. También se ha reportado que NFkB, un factor 
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involucrado en la activación de genes relacionados a la respuesta inmune 

innata, es encontrado en los viroplasmas55. Esto sugiere que los viroplasmas, 

además de funcionar como centros replicativos, se encargan de regular la 

localización de proteínas celulares que pueden encender vías que afectan su 

ciclo replicativo.  

Tras la infección con rotavirus la red de microtúbulos, los cuales son 

componentes del citoesqueleto, es remodelada. Rotavirus induce la formación 

de gránulos de tubulina, estos gránulos colocalizan con los viroplasmas. 

Mediante ensayos de inmunoprecipitación se demostró que la tubulina 

interaciona con NSP2, esta interacción induce la despolimerización de los 

microtúbulos permitiendo la formación de los gránulos. Este mecanismo podría 

ayudar al virus a afectar el tráfico celular, inhibiendo funciones involucradas en 

la defensa contra infecciones virales 56. 

Si bien se conocen algunos factores celulares que tras la infección de rotavirus 

son relocalizados, en la mayoría de los casos se desconoce el mecanismo o 

las proteínas encargadas de reclutarlos. Además, no se sabe si adicionalmente 

a éstos hay otros factores, los cuales no han sido identificados y que podrían 

ser importantes para la formación de estas estructuras, así como para el 

proceso de generación de partículas virales infecciosas. 
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 La polimerasa viral VP1 

 

La proteína estructural VP1 cumple la función de RNA polimerasa dependiente 

de RNA. Está codificada por un mRNA de 3302 pares de bases que produce 

una proteína de 125 kDa.  

Se conoce la estructura cristalográfica de esta proteína. La información que 

proporciona permitió la caracterización de los dominios presentes en la 

proteína así como la identificación de regiones importantes para la interacción 

entre ésta y el RNA (+). La unión permite la síntesis de la cadena RNA (-) y la 

consecuente formación del dsRNA. El tetranucleótido UGUG presente en la 

secuencia consenso  (3’ CS+: 5’-UGUGACC-3’) del RNA (+) sirve para que sea 

reconocido por VP1, mientras que el segmento terminal ACC es importante 

para iniciar la síntesis de la cadena RNA 57. 

Entre las interacciones más importantes que presenta la VP1 se encuentra la 

que tiene con VP2. Se ha reportado que la interacción entre VP1 y el amino 

terminal de VP2 es importante para que VP1 sea encapsidada en las partículas 

virales en formación58. Esta interacción también es importante para encender la 

actividad de RNA polimerasa dependiente de RNA, lo cual permite la 

generación de dsRNA a partir de los templados de RNA (+)59. Además de esta 

interacción, se sabe que la proteína VP1 también interacciona en los 

viroplasmas con NSP5, NSP2 y VP350. 

Recientemente López y colaboradores et al 2011 reportaron que la inhibición 

del sistema ubiquitina-proteasoma tiene como efecto, entre otras cosas, un 

incremento del número de viroplasmas y una disminución en su tamaño, 

además de la pérdida de asociación de la proteína VP1 a estas estructuras60  
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(Figura 3). Una posible explicación podría ser que la proteína VP1 está 

interactuando con alguna(s) proteína(s) celular(es), y que estas interacciones 

fueran necesarias para la localización de VP1 a los viroplasmas, 

probablemente estas interacciones podrían estar modificándose en condiciones 

en las que se inhibe el proteasoma. También queda la posibilidad de que la 

inhibición del proteasoma genere nuevas interacciones, teniendo como 

consecuencia el mismo resultado. Dado que VP1 interactúa con proteínas 

virales en los viroplasmas cabe la posibilidad de que la pérdida de asociación 

de VP1 a los viroplasmas sea dada debido a un cambio en las interacciónes 

con estas proteínas. La actividad proteasomal es importante para el recambio 

de proteínas presentes en las gotas lipídicas durante su proceso de 

maduración61, y dado que los viroplasmas están asociados a gotas lipídicas, el 

proteasoma podría estar teniendo un papel relevante sobre la regulación de 

factores celulares o virales que se asocian a los viroplasmas.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. La inhibición del proteasoma causa la pérdida de asociación de la 

proteína VP1 a viroplasmas. Células MA104 infectadas con RRV a una MOI 

de 1 cosechadas a 8 hpi. Panel superior control, panel inferior células 

MA104 tratadas con 10µM de MG132. Se muestra a VP1 (verde) y NSP5 

(rojo). Tomado de López et al 2011. 
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Justificación 

 

 Los viroplasmas son los centros replicativos de rotavirus, en ellos se lleva 

acabo la replicación del RNA viral y la formación de las DLPs. Estas estructuras 

comienzan a aparecer después de las 2-3 hpi, están formadas por las proteínas 

estructurales VP1, VP2, VP3, VP6 y por las proteínas no estructurales NSP2 y 

NSP5. Esta última regula la formación y la incorporación de las proteínas 

virales a los viroplasmas. Actualmente no se ha caracterizado cómo se lleva a 

cabo la incorporación de las proteínas virales, ni los factores celulares que se 

encuentran en los viroplasmas.  

Se ha reportado que la inhibición del proteasoma bloquea la incorporación de 

VP1 a los viroplasmas, por lo que es posible que bajo estas condiciones, VP1 

interactúe o deje de interactuar con factores celulares o virales que la dirigen a 

dichas estructuras. La identificación de dichos factores nos permitirá 

caracterizar con mayor detalle la formación de los viroplasmas y conocer las 

proteínas del hospedero involucradas en el proceso de replicación de los 

rotavirus.  
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Hipótesis 

 

Existen proteínas (celulares o virales) que interactúan con VP1, las cuales 

regulan la incorporación de esta proteína a los viroplasmas y estas 

interacciones son reguladas por el proteasoma. 
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Objetivo General 

 

Identificar factores celulares o virales que interactúen con la proteína 

estructural VP1. 

 

 

Objetivos particulares 

 

1. Aislar factores celulares o virales que se unan a VP1. 

2. Corroborar la interacción con VP1. 

3. Analizar si el proteasoma regula estas interacciones. 
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Materiales y Métodos 

 

Cultivo Celular y Virus 

Se utilizaron células epiteliales de riñón de mono verde (MA104), las cuales 

fueron crecidas en medio D-MEM RS (High Clone) suplementado con 4% de 

suero fetal bovino (SFB), en una atmósfera al 5% de CO2. Para la realización 

de los experimentos las células fueron crecidas hasta llegar a confluencia. Se 

utilizó la cepa de rotavirus de mono Rhesus (RRV) la cual fue obtenida de una 

clona proporcionada por H. B. Greenberg (Universidad de Stanford, Stanford, 

CA). 

Generación de VP1 unido a una etiqueta de histidinas 

Se obtuvo a VP1 a partir del plásmido pGEM3Z-VP1 utilizando los primers 

VP1-5´ y YM3´. El primero tiene un sitio de corte para la enzima SalI, y el 

segundo para la enzima SmaI. Una vez obtenido el producto de PCR, fue 

purificado mediante el kit High pure PCR product purification (Roche) y se 

cuantificó en el Nanodrop. Posteriormente se digirió durante 2 horas 1 µg del 

producto de PCR purificado, utilizando las enzimas SmaI y SalI (New England, 

Biolabs). El producto de la digestión fue nuevamente purificado con el kit 

mencionado anteriormente, para ser utilizado en la reacción de  ligación. 

Como vector de clonación se utilizó el plásmido pET28b, el cual fue tratado de 

la siguiente manera. Primero se digirió con la enzima Not I (New England, 

Biolabs) por 2 horas a 37ºC, después se realizó la reacción de “fillin in”, con la 

enzima Klenow (New England, Biolabs) durante 10 minutos a temperatura 

ambiente (TA), posteriormente se digirió al plásmido con la enzima SalI durante 



29 
 

2 horas a 37ºC. Finalmente se trató con la enzima CIP (New England, Biolabs) 

durante 30 minutos a 37ºC. Después de cada paso la enzima era inactivada 

colocando la mezcla de reacción a 70ºC durante 10 minutos. 

El producto de la digestión se corrió durante 3 horas en un gel de agarosa de 

bajo punto de fusión al 1.5%. Se cortó la banda que correspondía al peso 

molecular del plásmido (5.3 kb) y se purificó utilizando el kit High pure PCR 

product purification (Roche), finalmente se cuantificó con el Nanodrop. 

Para realizar las ligaciones se colocó en la reacción tres veces el número de 

moles del inserto con respecto al del plásmido. En la ligación se utilizó la ligasa 

T4 (New England, Biolabs), la reacción se incubó 14 horas a 14ºC. 

Posteriormente se purificó el producto de ligación mediante el método de fenol-

cloroformo, resuspendiendo en un volumen final de 5 µl en agua. 

El producto de la ligación se electroporó en células competentes JM101, XL-1 

Blue y DH5α, y se plaqueó en medio LB sólido suplementado con Kanamicina 

(30µg/mL). Las colonias obtenidas fueron analizadas por PCR. Las condiciones 

en las que se realizó esta reacción se describen en el anexo II. El producto de 

PCR se corrió en un gel de agarosa al 1% a 106 V durante 1 hora y se tiñó con 

bromuro de etidio. El gel se analizó en el equipo Thyphoon Trio (General 

Electrics). 

La secuencia de los oligos, condiciones del PCR y el protocolo de clonación se 

encuentran detallados en los anexos I, II y III respectivamente. 
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Obtención de lisado  

Las células MA104 sembradas en cajas de 150 mm fueron infectadas con RRV 

a una multiplicidad de infección (MOI) de 3, utilizando una caja por cada 

condición. Se dejó absorbiendo el virus durante una hora a 37ºC, en una 

atmósfera al 5% de CO2 y posteriormente se realizaron 3 lavados con 5 mL  

medio MEM. Las células se incubaron con 8 mL de medio MEM adicionado con 

aminoácidos no esenciales (NEAA) (1X) y 3 µM de MG132 (en los casos en los 

que se menciona) durante 9 horas.  

 Pasado el tiempo, se eliminó el suero MEM mediante decantación. Las placas 

fueron colocadas sobre hielo y se lavaron 2 veces con 10 mL de PBS 1X frío. 

Las células se recuperaron raspando las cajas con un gendarme y se 

colectaron en un volumen final de 10 mL de PBS 1X, después se centrifugarón 

durante 10 minutos a 7,500 revoluciones por minuto (rpm) en una centrifuga 

Hettich utilizando el rotor 1620-A, se decantó el sobrenadante y la pastilla 

celular se resuspendió en 3 mL de RIPA (Tris-HCl pH 7.5 50 mM, NaCl 150 

mM, tritón 1%, SDS 0.1%, desoxicolato de sodio 1%, EDTA 10 mM, inhibidor 

de proteasas cOmplet 1X (Roche)). El inhibidor de proteasas cOmplete se 

utilizó de acuerdo a las indicaciones del productor.  

Para eliminar los núcleos del lisado una vez que se centrifugó la pastilla celular, 

se le agregaron 3 mL de amortiguador NET (Tris-HCL pH7.5 50 mM, NaCl 150 

mM, Tritón 1%, cOmplet 1X). Se resuspendieron las muestras y se pasaron por 

una jeringa de 3 mL 10 veces, posteriormente se colocaron en hielo durante 10 

minutos. Después la muestra fue centrifugada durante 10 minutos a 7,500 
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(rpm) en una centrifuga Hettich utilizando el rotor 1620-A. El sobrenadante fue 

pasado a un tubo Falcón de 15 mL y el precipitado se resuspendió en 500 µl de 

RIPA y se almacenó a -20°C. Al sobrenadante se le adicionaron 3 mL de RIPA 

(Tris-HCl pH 7.5 50 mM, NaCl 150 mM, tritón 1%, SDS 0.1%, desoxiclolato de 

sodio 1%, EDTA 10 mM, inhibidor de proteasas cOmplete 1X). 

Finalmente después de incubar durante 10 minutos a 4ºC, se centrifugó por 10 

minutos a 9,000 rpm en una centrifuga Hettich utilizando el rotor 1620-A, 

posteriormente se hicieron alícuotas de 500 µl y se almacenaron a -20 °C. 

Inmunoprecipitaciones 

 Se ajustó la proteína (240, 480 y 960 µg) a 500 µl de RIPA, a la cual se 

adicionó el suero policlonal αVP1, el cual fue producido en el laboratorio, en 

diferentes cantidades (5, 7.5, 10 y 12 µl) dejando que las interacciones ocurran 

durante 12 horas a 4ºC en agitación. Pasadas las 12 horas, se centrifugó 

durante 10 minutos a 12,000 rpm en una centrifuga Hettich utilizando el rotor 

1689-L. El sobrenadante se transfirió a un tubo eppendorf de 500 µl. Se 

adicionaron 25 µl de proteína A-sefarosa (SIGMA) (o proteína A-sefarosa con 

suero policlonal αVP1 o el irrelevante, unido covalentemente) y se incubó 

durante una hora a temperatura ambiente (TA) en agitación. Después se 

realizaron 3 lavados colocando 1 mL de amortiguador RIPA y centrifugando a 

12,500 rpm durante 5 minutos en una centrifuga Hettich utilizando el rotor 

1689-L, se eliminó el amortiguador RIPA y al precipitado se le adicionaron 50 µl 

de amortiguador Laemli 1X (50 mM Tris-Cl pH 6.8, 1.7% SDS, 0.025% de azul 

de bromofenol,  10 % glicerol, 1.7% β-mercaptoetanol). Las muestras se 
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hirvieron durante 5 minutos y se almacenaron a -20ºC, para posteriormente ser 

analizadas. 

Unión covalente del anticuerpo αVP1 a la proteína A-sefarosa. 

Se colocó a interaccionar durante 12 horas a 4°C, 60 µl del suero policlonal 

αVP1 con 100 µl de proteína A-sefarosa, ajustando a un volumen final de 500 

µl en PBS 1X. Posteriormente se realizaron 5 lavados con 1ml de PBS 1X, 

centrifugando durante 1 minuto a 13,000 rpm a TA en una centrifuga Hettich 

utilizando el rotor 1689-L, seguidos de 2 lavados con 1 ml de borato de sodio 

0.1 M, pH 9, centrifugando durante 1 minuto a 13,000 rpm a TA. Se 

resuspendió la proteína A-sefarosa en 1 mL de buffer de boratos, el cual 

contenía 20 mM de dimethyl pimelimidate (DMP). Se colocó en agitación 

durante media hora a temperatura ambiente, pasado el tiempo se centrifugó 

durante 1 minutos a 13,000 rpm a TA, se eliminó el sobrenadante y se 

resuspendió nuevamente en 1mL de buffer de boratos que contenía 20 mM de 

DMP. Se dejó en agitación durante media hora a TA, pasado el tiempo 

nuevamente se centrifugó durante 1 minuto a 13,000 rpm a TA, se eliminó el 

sobrenadante y posteriormente se lavo la pastilla 2 veces, adicionando 1 mL de 

glicina 50 mM pH 2.5, después de cada lavado se centrifugó a 13,000 rpm 

durante 1 minuto a TA. Finalmente se lavó 5 veces con 1 mL de PBS 1X, 

después de cada lavado se centrifugó a 13,000 rpm durante 1 minuto a TA. La 

sefarosa fue resuspendida en 100 µl de PBS 1X y se almacenó a 4ºC. Todas 

las centrifugaciones de este apartado se llevaron a cabo en una centrifuga 

Hettich utilizando el rotor 1689-L. Los anticuerpos policlonales αvimentina y 

αNSP3 fueron utilizados como irrelevantes. Estos anticuerpos se unieron a la 

proteína A-sefarosa siguiendo el mismo protocolo que cuando se unió el αVP1. 
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Western Blot 

Las muestras obtenidas en las inmunoprecipitaciones fueron separadas 

mediante electroforesis desnaturalizante en geles SDS-PAGE al 10%, los 

cuales se corrieron a 150 V. Con el objetivo de cargar la misma cantidad de 

proteína y poder realizar comparaciones, el lisado de las 

inmunoprecipitaciones, así como el lisado total fueron diluidos 1:10, cargando 

un volumen final de 10 µl.  

Las proteínas fueron transferidas a una membrana de nitrocelulosa (Millipore, 

Bedford, Mass), durante 1 hora a 130 mA utilizando el amortiguador de 

transferencia (CAPS 10 mM, pH 11 con 10% metanol). La membrana fue 

bloqueada con leche libre de grasa al 5% en PBS 1X- tween 0.2% durante 1 

hora. Se eliminó el exceso de leche realizando dos lavados con PBS 1X-tween 

0.2%. La membrana se incubó durante 1 hora a TA o durante toda la noche a 

4°C con el suero αVP1 (1:2000), αNSP5 (1:500), αNSP2 (1:2000) o αTLPs 

(1:3000) según se indique, diluido en PBS 1X-tween 0.2%. Todos los 

anticuerpos fueron producidos en el laboratorio. 

Después de incubar con los anticuerpos primarios, se realizaron 3 lavados de 

10 minutos con PBS 1X-tween 0.2% y se incubó con proteína A acoplada a 

peroxidasa (GE Healthcare) (1:3000) durante 1 hora a TA. Posteriormente se 

realizaron 3 lavados de 10 minutos con PBS-tween 0.2%. Finalmente las 

proteínas se detectaron con el sustrato para peroxidasa Western Lightning®-

ECL, Enhanced Chemiluminescence Substrate (Perkin-Elmer, Massachusetts, 
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USA) siguiendo las instrucciones del proveedor, empleando la película 

hipersensible Kodak® X-Omat. 

 

Tinción con nitrato de plata  

La tinción con nitrato de plata se realizó como se describe a continuación. Las 

proteínas fueron separadas mediante electroforesis desnaturalizante en geles 

SDS-PAGE al 10%, los cuales se corrieron a 150 V. En este caso se cargaron 

20 µl del lisado obtenido en las inmunoprecipitaciones. Posteriormente el gel se 

incubó durante 1 hora con la solución fijadora, y se lavó tres veces durante 20 

minutos con 20 mL de etanol al 30%. Posteriormente se incubó por 1 minuto en 

la solución de pretratamiento y se realizaron 3 lavados de 20 segundos con 

agua. 

Se incubó durante 20 minutos en la solución de plata. Después realizaron dos 

lavados de 20 segundos con agua.  

Se adicionó la solución de revelado. Una vez que las bandas eran visibles se 

realizó un lavado de 2 minutos con agua. Finalmente se detuvo la reacción 

incubando por diez minutos con la solución de paro. El gel se guardó en 20 mL 

de metanol al 50% y se secó en el gel dryer (Bio-Rad). Las especificaciónes del 

contenido de las soluciones se encuentran en el Anexo IV. 
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Resultados 

 

Generación de la clona HIS-VP1 

 

El uso de marcadores o etiquetas para poder purificar eficientemente proteínas 

es un método ampliamente utilizado. En este trabajo decidimos realizar una 

construcción para expresar a la proteína viral VP1 con una etiqueta de 

histidinas unida al extremo amino, esto con el objetivo de purificarla y 

posteriormente utilizarla en otros ensayos para identificar proteínas celulares 

que interaccionan con ella en diferentes condiciones. En el laboratorio se 

cuenta con una construcción que tiene la secuencia completa de VP1 (pGEMZ-

VP1), por lo que decidimos amplificar a VP1 de esa construcción. Debido a que 

el vector en el que se encuentra es un vector de clonación, decidimos diseñar 

una serie de oligos para amplificarla mediante PCR y posteriormente clonarla 

en un vector de expresión. El oligo 5´ tiene en su secuencia el triplete 

reconocido para el inicio de la traducción y un sitio de corte para la enzima SalI, 

mientras que el oligo 3´ tiene un sitio de corte para la enzima SmaI. Los oligos 

fueron diseñados de tal manera que al ligar con el nuevo vector no se afectara 

la fase de lectura del mRNA correspondiente.  

Con el fin de verificar la presencia de VP1 en el plásmido pGEM3Z-VP1, el 

plásmido fue analizado mediante ensayo de restricción con las enzimas BamHI 

y EcoRI, de las cuales hay sitios de corte en la secuencia de VP1 (Figura 4). Se 

encontró que los fragmentos de digestión correspondían a los esperados por lo 

que se continuó con el proceso de clonación utilizando como templado para el 

PCR a dicho plásmido. 
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Para estandarizar la reacción de PCR, inicialmente se probó un gradiente de 

temperatura con un rango de 50ºC a 60ºC. Tomando como puntos 50ºC, 

52.7ºC, 56.8ºC y 60ºC. En esta reacción se colocó como control una reacción 

en la que se utilizaron los oligos YM-3´y YM5´. Dichos oligos ya habían sido 

probados previamente y se sabía que funcionaban correctamente. Como se 

muestra en la figura 5, en todas las condiciones obtenemos un producto de 3.3 

kb, el cual corresponde a VP1. La condición que elegimos para continuar 

realizando las reacciones fue a una temperatura de alineación de 56.8ºC, 

aunque cualquier otra que estuviera en el rango de las que probamos tendría 

que funcionar. 

 

 

Figura 4. El plásmido pGEM3Z-VP1 contiene la secuencia que codifica para la proteína VP1. 
A) Plásmido pGEM3Z-VP1 digerido con las enzimas BamH1 y EcoRI. 1: Plásmido sin digerir, 2: 
Plásmido digerido con BamH1, 3: Plásmido digerido con EcoRI, PM: Marcador de peso 
molecular. B) Representación esquemática de los sitio de corte de BamHI y EcoRI presentes 

en el plásmido pGEM3Z-VP1.  

A B 



37 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Una vez obtenido, el producto de PCR fue purificado para posteriormente ser 

tratado con las enzimas SmaI y SalI. Después de la reacción de digestión el 

producto de PCR fue nuevamente purificado y cuantificado para después ser 

utilizado en las reacciones de ligación como inserto. 

Como vector de expresión utilizamos el plásmido pET28b, con este vector se 

puede adicionar una etiqueta de histidinas a la proteína de interés. Para esto el 

plásmido fue tratado como se describe en la sección de materiales y métodos. 

Posteriormente se purificó y se colocó en una reacción de ligación, con el 

inserto. El producto de la ligación fue purificado y electroporado en bacterias 

E.coli electrocompetentes, inicialmente se utilizaron  bacterias JM101 aunque 

posteriormente también se realizó con cepas XL-1BLUE y DH5α.  

Las colonias obtenidas se probaron mediante PCR, utilizando los oligos 5´y 

YM3´. Aunque en la mayoría de los ensayos obtuvimos colonias, cuando se 

utilizaba E.coli JM101 ninguna de las colonias probadas tenía el inserto (Figura 

Figura 5. Estandarización de las condiciones de la reacción de PCR. La reacción de PCR se 

llevó a cabo como se indica en el anexo II. Los oligos YM 5´y YM3´fueron utilizados como 

control positivo. La secuencia de los oligos se encuentra en el anexo I. Los números 

indican las siguientes temperaturas 1: 50°C, 2: 52.7°C, 3: 56.8°C y 4: 60°C. PB: Pares de 

bases, PM: Marcador de peso molecular. Se indica la presencia de VP1. 
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6). Sin embargo cuando se utilizaban bacterias DH5α o XL1-Blue al igual que 

JM101 se obtenían colonias, aunque en este caso al probarlas mediante PCR 

se observaba en algunas colonias una banda que correspondía al tamaño de 

VP1 3.3 kb (Figura 7A y 8A).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Las colonias positivas al inserto por PCR fueron crecidas en medio LB líquido 

para después purificar el plásmido. Una vez que se tenía el plásmido purificado 

se realizó un análisis de restricción, en el cual se esperaba encontrar dos 

bandas, una correspondiente al inserto (3.3 kb) y al vector (5.4 kb). Sin 

embargo los patrones de restricción no correspondían a los esperados (Figura 

8 B y 8 C). Además del ensayo de restricción, también se utilizó el plásmido 

para probarlo nuevamente por PCR utilizando el mismo set de oligos, pero al 

analizar el producto de PCR en todos los casos fueron negativos (Figura 7B).  

Figura 6.  La clonación de VP1 no se logró realizar utilizando la cepa de E. coli JM101. PCR de las 

colonias obtenidas después de haber electroporado el producto de ligación entre el plásmido 

pET28b y el inserto (VP1), en células E. coli JM101, como se indica en materiales y métodos. Se 

probaron 9 colonias, las cuales se enumeran (1-9). C: Control positivo (pGEM3Z-VP1), PM: 

Marcador de peso molecular, PB: Pares de bases. Las condiciones utilizadas para realizar el PCR se 

mencionan en el anexo III. Se indica la presencia de una banda la cual corresponde a VP1. 
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Adicionalmente también se intentó realizar la clonación en los plásmidos 

pET28c y pFastBac HTA, aunque el resultado fue el mismo, por lo que no se 

pudo obtener dicha clona. 

 

 

   

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

A B 

Figura 7. La clonación de VP1 en la cepa de E.coli XL1-BLUE generó falsos positivos. A) PCR de 

colonia de obtenidas después de haber electroporado el producto de ligación entre el plásmido 

pET28b y el inserto (VP1), en la cepa de E. coli XL1-BLUE. B) PCR utilizando el plásmido obtenido 

después de crecer las colonias positivas mostradas en A. Se probaron 4 colonias, las cuales se 

enumeran (1-4). C: Control positivo (pGEM3Z-VP1), PM: Marcador de peso molecular, PB: Pares de 

bases. Las condiciones utilizadas para realizar el PCR se mencionan en el anexo III. Se indica la 

presencia de una banda la cual corresponde a VP1. 
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Inmunoprecipitaciones 

Una manera de analizar interacciones proteína-proteína es realizando ensayos 

de inmunoprecipitación. Debido a que no pudimos obtener la clona de VP1 

decidimos realizar inmunoprecipitaciones ya que contamos con un suero 

policlonal dirigido contra VP1. Para llevar a cabo estos experimentos se 

infectaron células MA104 con la cepa de rotavirus RRV a una multiplicidad de 

infección (MOI) de 3,  cosechando a las 9 hpi. Posteriormente las células se 

trataron como se describe en materiales y métodos. En estos ensayos 

utilizamos como control células sin infectar. 

Inicialmente decidimos analizar si con este suero se podía llevar  a cabo dicho 

ensayo, para esto se colocó a inmunoprecipitar el lisado equivalente a 3.6 X 

106 células con 5 µl de suero policlonal αVP1, en un volumen final de 500 µl. 

Figura 8. La clonación de VP1 en la cepa de E.coli DH5α generó falsos positivos. A) PCR de colonia 

de obtenidas después de haber electroporado el producto de ligación entre el plásmido pET28b y el 

inserto (VP1), en la cepa de E. coli DH5α. B) Digestión del plásmido aislado después de crecer las 

colonias marcadas con el número 2 y 3 de la A (marcadas en esta figura como 1 y 2 

respectivamente). Después el plásmido se digirió con las enzimas SmaI y Sall. C) Representación 

esquemática de los sitios de corte de las enzimas SalI y SmaI, se muestra el patrón de bandeo 

esperado. Se probaron 6 colonias, las cuales se enumeran (1-6). C: Control positivo (pGEM3Z-VP1), 

PM: Marcador de peso molecular, PB: Pares de bases. Las condiciones utilizadas para realizar el 

PCR se mencionan en el anexo III. Se indica la presencia de una banda la cual corresponde a VP1. 

A B C 
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Se incluyeron controles en los cuales se incubaron los lisados solamente con el 

amortiguador RIPA sin adicionar el suero, los cuales posteriormente se trataron 

como se indica en materiales y métodos.  

 Las muestras se analizaron en un gel SDS-PAGE al 10%, el cual fue teñido 

con plata. Como podemos observar en la figura 9, cuando se inmunoprecipitó  

el lisado  de células infectadas encontramos varias bandas, una de ellas por el 

peso molecular podemos decir que corresponde a VP1, mientras que la otra 

pueden ser VP6. Estas bandas no se encuentran en el lisado de células no 

infectadas. También podemos ver que las bandas más abundantes 

corresponden a las inmunoglobulinas.  

Este resultado nos sugiere que el suero αVP1 puede ser utilizado para 

inmunoprecipitar a VP1 y que puede ser usado para encontrar proteínas que se 

encuentren interaccionando con esta proteína en los lisados de células 

infectadas. 

 

  

 

 

 

 

 
Figura 9. El suero policlonal αVP1 puede ser utilizado para realizar los ensayos de inmunoprecipitación. Células 

MA104 fueron infectadas durante 9 horas con RRV e inmunoprecipitadas con el suero αVP1 como se describe en 

materiales y métodos. Posteriormente las muestras se analizaron mediante tinción con nitrato de plata como se 

describe en el anexo IV, se cargaron volúmenes iguales de muestra (15 µl). IP-αVP1: Lisados inmunoprecipitados 

con el suero αVP1. Se indica VP1 con un asterisco, VP6 con una flecha y las inmunoglobulinas (Ig). 
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Con el objetivo de encontrar la cantidad de suero (αVP1) necesario para 

inmunoprecipitar eficientemente a VP1, colocamos las muestras a interaccionar 

con diferentes cantidades del suero (7.5, 10 y 12µl) durante 12 horas. 

Posteriormente se adicionó 25 µl de proteína A-sefarosa durante 1 hora a 4°C, 

se trataron las muestras como se describe en materiales y métodos, finalmente 

las muestras fueron analizadas mediante western blot (Figura 10).  

En aquellas inmunoprecipitaciones en las que se colocó una cantidad de suero 

menor a 5 µl (1.5 y 3 µl) no logramos detectar a VP1 (Imagen no mostrada), 

mientras que con 7.5 µl de suero αVP1 observamos una eficiente 

inmunoprecipitación. En este experimento colocamos como control lisados, los 

cuales no se incubaron con el suero tanto en la condición control como de 

células infectadas. En estas condiciones pudimos ver que no se detectaba a  

VP1. En resumen, VP1 sólo puede ser detectada en la condición en la que las 

células están infectadas y se inmunoprecipita con el suero αVP1.  

De estas muestras realizamos tinción con plata. Pudimos observar dos bandas 

prominentes las cuales corresponden a las inmunoglobulinas, mientras que en 

el western blot se observó un barrido que podría corresponder de igual manera 

a las inmunoglobulinas o a proteínas que se unen inespecíficamente a la 

proteína A-sefarosa, ya que sólo se observa en condiciones en las que se 

inmunoprecipitó con el suero αVP1. La presencia de estas proteínas las cuales 

por tinción en plata se ven poco abundantes pero que cuando se analiza 

mediante western blot son muy inmunoreactivas, podría afectar nuestra 

capacidad para detectar posibles proteínas que estén interaccionando con 

VP1. Sin embargo como estas proteínas no se detectan mediante tinción de 
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plata, puede ser que no interfieran en la detección mediante espectrometría de 

masas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Unión covalente del suero αVP1 a la proteína A-sefarosa. 

 

Con el objetivo de eliminar la presencia de las Ig´s de las 

inmunoprecipitaciones, realizamos la unión covalente del suero αVP1 y la 

proteína A-sefarosa, utilizando como agente entrecruzante DMP como se 

describe en materiales y métodos. 

Una vez que teníamos el complejo proteína A-sefarosa–αVP1, lo colocamos a 

interaccionar con lisados de células infectadas y no infectadas durante 12 

horas (Ver materiales y métodos), y analizamos los lisados mediante tinción de 

plata.   

Como podemos observar en la Figura 11, la unión del anticuerpo 

covalentemente a la proteína A-sefarosa tiene como efecto la disminución en la 

Figura 10. Determinación de la cantidad optima del suero αVP1 para realizar los ensayos de 

inmunoprecipitación. Células MA104 fueron infectadas durante 9 horas con RRV, se recuperó el lisado y 

se realizaron ensayos de inmunoprecipitación con diferentes cantidades del suero αVP1 (7.5, 10 y 12 µl), 

como se describe en materiales y métodos. Posteriormente las muestras fueron analizadas mediante 

western blot utilizando como anticuerpo primario el suero αVP1 cargando volúmenes iguales de 

muestra (10 µl). IP-αVP1: Lisados inmunoprecipitados con el suero αVP1. Los carriles 1 y 3 muestran 

lisados totales de células infectadas y no infectadas respectivamente. Se indica la presencia de VP1. 
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detección tanto de las cadenas ligeras como pesadas de inmunoglobulinas. 

Esto nos permitirá reconocer proteínas las cuales migran en el mismo peso 

molecular que estas proteínas. 

 

 

 

 

 

 

 

El suero αVP1 no inmunoprecipita DLPs y TLPs 

 

Debido a que en las inmunoprecipitaciones podíamos observar la presencia de 

bandas las cuales por su peso molecular probablemente corresponden a 

alguna proteína viral estructural, decidimos analizar si el suero podía 

inmunoprecipitar DLPs o TLPs. Para esto incubamos en el amortiguador RIPA 

5 µl de TLPs y DLPs purificadas y las colocamos a interaccionar con el suero 

αVP1 durante 12 horas, posteriormente adicionamos proteína A-sefarosa, 

dejamos interaccionar durante 1 hora, eluimos y analizamos las muestras 

mediante western blot utilizando como anticuerpo primario αTLPs. 

Figura 11. La unión covalente del suero αVP1 a la proteína A-sefarosa reduce la detección de las 

inmunoglobulinas. Células MA104 fueron infectadas durante 9 horas con RRV, se recuperó el lisado y 

se realizaron ensayos de inmunoprecipitación con el suero αVP1 unido o no de manera covalente a la 

proteína A-sefarosa. Posteriormente las muestras fueron analizadas mediante tinción con nitrato de 

plata cargando volúmenes iguales de muestra (15 µl). IP-αVP1 no cov: Lisados inmunoprecipiciones 

realizadas con el suero αVP1 no unido covalentemente, IP-αVP1 cov: Lisados de inmuprecipitaciones 

realizadas con el suero αVP1 unido covalentemente. La unión de anticuerpo a la proteína A-sefarosa se 

realizó como se indica en materiales y métodos. Los carriles 2 y 3 muestran lisados totales de células 

infectadas y no infectadas respectivamente. VP1 se indica con un asterisco, también se indica las Igs. 
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Como control corrimos en el gel DLPs y TLPs que no fueron 

inmunoprecipitados. Como podemos ver en la figura 12, no se 

inmunoprecipitaron DLPs ni TLPs, ya que no observamos la presencia de las 

proteínas estructurales en los carriles conteniendo los inmunoprecipitados con 

el suero, sin embargo podemos observar una banda la cual corresponde a la 

cadena pesada de la inmunoglobulina. Por lo que podemos concluir que 

nuestro suero no inmunoprecipita partículas virales. 

 

 

 

 

 

 

 

 

La inmunoprecipitación de VP1 es específica del suero utilizado. 

 

Con el objetivo de analizar si la inmunoprecipitación del suero αVP1 era 

específica, decidimos realizar las inmunoprecipitaciones utilizando un 

anticuerpo irrelevante, en este caso usamos el αIgG de ratón. Para esto, 

lisados de células infectadas y no infectadas fueron incubadas con 30 µl de 

αIgG de ratón durante 12 horas, posteriormente se colocó a interaccionar con 

proteína A-sefarosa durante una hora, se lavaron los lisados y se eluyeron en 

Figura 12. El suero αVP1 no inmunoprecipita TLPs ni DLPs. TLPs y DLPs purificadas fueron 

inmunoprecipitadas utilizando el suero αVP1 como se indica en materiales y métodos. 

Posteriormente el inmunoprecipitadó fue analizado mediante western blot utilizando como 

anticuerpo primario el suero αTLPs. TLP: Partícula de tres capas, DLP: Partícula de dos capas, 

IP-αVP1: Lisados inmunoprecipiciones realizadas con el suero αVP1. Se indica la presencia de 

las proteínas virales VP1, VP6, VP7, VP5* con un asterisco y la cadena pesada de 

Inmunoglobulina (Ig). 
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amortiguador de Laemli. Finalmente se analizaron las muestras mediante 

western blot utilizando como anticuerpo primario el suero αVP1. 

Como podemos observar en la figura 13 B, cuando se colocó a 

inmunoprecipitar el lisado de células infectadas con αIgG no se observa la 

presencia de VP1. Adicionalmente realizamos inmunoprecipitaciones utilizando 

el suero policlonal dirigido contra la proteína NSP3, αNSP3 (Figura 13 A). Este 

resultado nos indica que la inmunoprecipitación de VP1 es específica del suero 

que utilizamos. Ya que cuando utilizamos anticuerpos irrelevantes (αIgG de 

ratón, αNSP3) no se inmunoprecipita a VP1. 

 

                                                                                        

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13. La inmunoprecipitación de VP1 es específica del suero utilizado. Células MA104 

fueron infectadas durante 9 horas con RRV, posteriormente se recuperó el lisado y se 

realizaron ensayos de inmunoprecipitación con el suero αVP1, αNSP3 o αIgG de ratón, 

unidos de manera covalente a la proteína A-sefarosa como se indica en materiales y 

métodos. Posteriormente los inmunoprecipitados fueron analizados por tinción con 

nitrato de plata (A), o western blot (B). A) Inmunoprecipitaciones utilizando el suero 

αNSP3 como irrelevante,  B) Inmunoprecipitaciones utilizando el anticuerpo αIgG de 

ratón, se utilizó como anticuerpo primario el suero αVP1. IP-αVP1: Inmunprecipitaciones 

realizadas con el suero αVP1 unido covalentemente a la proteína A-sefarosa, IP-αNSP3: 

Inmunoprecipitaciones realizadas con el suero αNSP3, IP-αIgG: Inmunoprecipitaciones 

realizadas con el anticuerpo αIgG de ratón. VP1 se indica con un asterisco. 

A B 
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Clarificación de lisados celulares 

 

Con el objetivo de eliminar proteínas que se pudieran estar uniendo 

inespecíficamente a la proteína A-sefarosa, decidimos pre-incubar los lisados 

solamente con la proteína A-sefarosa antes de que estos fueran utilizados para 

realizar las inmunoprecipitaciones. Utilizamos dos condiciones, la primera fue 

incubándola durante 12 horas, mientras que en la segunda se incubó durante 1 

hora. Posteriormente analizamos los lisados mediante western blot, utilizando 

como anticuerpo primario el suero αVP1, también se realizó tinción de plata. 

En la figura 14 observamos que cuando incubamos durante 12 horas se unía 

VP1 a la proteína A-sefarosa, mientras que cuando se colocó solo una hora 

esta unión no se detectaba. Debido a esto decidimos clarificar durante 1 hora. 

Posteriormente el lisado fue utilizado para realizar los ensayos de 

inmunoprecipitación. 
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Figura 14. Estandarización del tiempo de clarificado de los lisados. Células MA104 fueron 

infectadas durante 9 horas con RRV, posteriormente se recuperó el lisado como se indica 

en materiales y métodos. El lisado que se utilizó para realizar los ensayos de 

inmunoprecipitación se colocó a interaccionar con proteína A-sefarosa durante 1 hora (A) 

o 12 horas (B). Después, las proteínas unidas a la proteína A-sefarosa se eluyeron y se 

analizarón mediante western blot (A y B) utilizando como anticuerpo primario el suero 

αVP1, y mediante tinción con nitrato de plata (C). VP1 se indica con un asterisco.  

 

 

 

C 
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Inmunoprecipitaciones realizadas con diferentes cantidades de lisado 

 

 Con el objetivo de encontrar la cantidad óptima de proteína con la que se 

pudiera realizar estos ensayos decidimos colocar diferentes cantidades de 

proteína (lisado) a inmunoprecipitar con αVP1 unido covalentemente a proteína 

A-sefarosa. Las cantidades que colocamos fueron 240 µg, 480 µg y 960 µg, 

igual que en los ensayos anteriores colocamos 25 µl de proteína A-sefarosa la 

cual tiene unido covalentemente a αVP1, dejamos interaccionar durante 1 hora 

a 4ºC. Los lisados fueron tratados como se menciona en materiales y métodos, 

finalmente se analizaron mediante western blot. En la figura 15 podemos 

observar que colocando 960 µg de lisado de células infectadas es suficiente 

para detectar la inmunoprecipitación de VP1. Debido a esto, los ensayos 

subsecuentes se realizaron colocando 960 µg de proteína.  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15. Estandarización de la cantidad optima de lisado para realizar las inmunoprecipitaciones. Células 

MA104 fueron infectadas durante 9 horas con RRV, posteriormente se recuperó el lisado y se colocaron a 

inmunoprecipitar diferentes cantidades de lisado (240, 480 y 960 µg) con el suero αVP1 unido de manera 

covalente a la proteína A-sefarosa, como se indica en materiales y métodos. Después las proteínas eluidas 

fueron analizadas mediante western blot, utilizando como anticuerpo primario el suero αVP1. El carril 1 y 2 

muestra los lisados totales de células no infectadas e infectadas respectivamente. IP-αVP1: 

Inmunoprecipitaciones realizadas con el suero αVP1 unido covalentemente a la proteína A-sefarosa. Se indica 

la presencia de VP1 con un asterisco. 
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Inmunoprecipitaciones de lisados de células infectadas y tratadas con 

MG132. 

 

Posteriormente se realizaron los ensayos de inmunoprecipitación eliminando  

núcleos para solo quedarnos con las proteínas citosólicas y también para 

eliminar el DNA el cual dificultaba la manipulación de las muestras. Además 

debido a que bajo las condiciones anteriores no se lograba ver una diferencia 

en las proteínas que se inmunoprecipitan al comparar las condiciones control e 

infectadas, decidimos ver si en la condición en la que se inhibe el proteasoma 

podíamos observar alguna diferencia. Para ésto células MA104 fueron 

infectadas con RRV a una MOI de 3, se tuvieron tres condiciones, células sin 

infectar (Control), células infectadas y células infectadas tratadas con 3 µM de 

MG132. Se cosechó a las 9 hpi y se trataron las muestras como se indica en 

materiales y métodos. Inicialmente analizamos mediante western blot la 

cantidad de VP1 presente en las células infectadas y las células infectadas 

tratadas con MG132. Como se puede observar en ambas condiciones se 

obtuvieron cantidades similares de dicha proteína (Figura 16).  

Con este lisado se procedió a realizar los ensayos de inmunoprecipitación 

colocando 25 µl de proteína A-sefarosa la cual tenía unido covalentemente 

αVP1, utilizamos como anticuerpo irrelevante α-vimentina. Las muestras fueron 

analizadas mediante western blot (Figura 17 A). Como podemos observar, 

aunque este inhibido el proteasoma se sigue inmunoprecipitando a VP1, 

aunque en una menor cantidad, pero también se observa una menor cantidad 

en el lisado total. También se puede observar en la tinción de plata que 

básicamente se inmunoprecipitan las mismas proteínas que en la condición en 

la que no se coloca MG13 (Figura 17 B). 
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Figura 16. La inhibición del proteasoma no afecta la síntesis de VP1. Células MA104 fueron 

infectadas con RRV y tratadas o no con 3µM de MG132, incubando durante 9 horas, 

posteriormente se recuperó el lisado y se analizó la presencia de VP1 mediante western blot, 

utilizando como anticuerpo primario el suero αVP1. VP1 se indica con un asterisco.  

 

 

Figura 17. La inhibición del proteasoma no afecta la inmunoprecipitación de VP1. Células 

MA104 fueron infectadas con RRV, y tratadas o no con 3µM de MG132, se dejó incubando 

durante 9 horas. Posteriormente se recuperó el lisado y se realizaron los ensayos de 

inmunoprecipitación utilizando el suero αVP1 o un suero irrelevante como se describe en 

materiales y métodos. Las proteínas eluidas fueron analizadas mediante western blot (A), 

utilizando como anticuerpo primario el suero αVP1, o tinción de plata (B). Los primeros 

tres carriles muestran los lisados completos. IP-αVP1: Inmunprecipitaciones realizadas con 

el suero αVP1 unido covalentemente a la proteína A-sefarosa. IP-αirre: 

Inmunoprecipitaciones realizadas con el suero αvimentina unido covalentemente a la 

proteína A-sefarosa.  VP1 se señala con un asterisco. Imagen representativa de 3 

experimentos independientes. 

 

A B 
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Se ha reportado previamente que VP1 puede interaccionar con NSP2 y NSP5, 

por lo que analizamos mediante western blot la interacción con estas proteínas. 

Para esto los lisados fueron tratados como se menciona anteriormente y fueron 

analizados mediante western blot utilizando los anticuerpos dirigidos contra 

dichas proteínas. Como podemos observar en la figura 18 se inmunoprecipita 

la misma cantidad de NSP5 en las células infectadas y en las células 

infectadas y tratadas con MG132. Sin embargo cuando analizamos a NSP2 

observamos que hay una disminución en la condición tratada con MG132 

(Figura 19). Estos datos nos permiten sugerir que la interacción entre VP1 y 

NSP5 no se afecta bajo la condición en la que se inhibe el proteasoma, pero la 

interacción entre NSP2 y VP1 si se afecta. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 18. La interacción entre NSP5 y VP1 no se afecta cuando se inhibe el proteasoma. Células 

MA104 fueron infectadas con RRV, y tratadas o no con 3µM de MG132, se dejó incubando 

durante 9 horas. Posteriormente se recuperó el lisado y se realizaron los ensayos de 

inmunoprecipitación utilizando el suero αVP1 o un anticuerpo irrelevante como se describe en 

materiales y métodos. Las proteínas eluidas fueron analizadas mediante western blot utilizando 

como anticuerpo primario el suero αNSP5. Los primeros tres carriles muestran los lisados 

completos. IP-αVP1: Inmunoprecipitaciones realizadas con el suero αVP1 unido covalentemente 

a la proteína A-sefarosa. IP-αirre: Inmunoprecipitaciones realizadas con el suero αvimentina 

unido covalentemente a la proteína A-sefarosa. Imagen representativa de 3 experimentos 

independientes. 
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Figura 19. La interacción entre NSP2 y VP1 se afecta cuando se inhibe el proteasoma. Células 

MA104 fueron infectadas con RRV, y tratadas o no con 3 µM de MG132, se dejó incubando 

durante 9 horas. Posteriormente se recuperó el lisado y se realizaron los ensayos de 

inmunoprecipitación utilizando el suero αVP1 o un suero irrelevante, como se describe en 

materiales y métodos. Las proteínas eluidas fueron analizadas mediante western blot, utilizando 

como anticuerpo primario el suero αNSP2. Los primeros tres carriles muestran los lisados 

completos. IP-αVP1: Inmunoprecipitaciones realizadas con el suero αVP1 unido covalentemente 

a la proteína A-sefarosa. IP-αirre: Inmunoprecipitaciones realizadas con el suero αvimentina 

unido covalentemente a la proteína A-sefarosa. Imagen representativa de 3 experimentos 

independientes. 
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Discusión 

El genoma de rotavirus está formado por once segmentos de dsRNA, los 

cuales codifican para proteínas estructurales y no estructurales. Para que el 

genoma pueda replicarse es necesaria la presencia de una RNA polimerasa 

dependiente de RNA, en el caso de los rotavirus esta función la lleva a cabo la 

proteína estructural VP11. Esta proteína tiene la capacidad de generar tanto 

mRNAs, los cuales sirven como templados para la síntesis de proteínas virales, 

como dsRNA que sirve como genoma para los nuevos viriones 

respectivamente57. 

Los virus poseen una información genética limitada, esto los hace depender de 

la maquinaria celular para poder llevar a cabo eficientemente su ciclo de 

replicación, muchas veces utilizan los factores celulares presentes en la célula 

y otras tantas modifican los factores existentes. Para que se lleve a cabo la 

replicación y transcripción del RNA viral no solo se requiere de la presencia de 

las RNA polimerasas dependientes de RNA, en diferentes virus que tienen 

genoma de RNA se ha reportado que hay proteínas asociadas tanto a las RNA 

polimerasas como al RNA62. Sin embargo en el caso de rotavirus, aún no se ha 

reportado que la proteína VP1 interaccione con proteínas celulares.  

López y colaboradores60 observaron que tras la inhibición del sistema 

ubiquitina-proteasoma, utilizando el inhibidor MG132, había una disminución en 

la producción de progenie viral, también reportaron que bajo estas condiciones 

la cantidad de proteína viral no cambia. Sin embargo observaron que había una 

disminución en el tamaño y un incremento en el número de los viroplasmas, los 

cuales funcionan como centros replicativos del virus. Adicionalmente se 

observó que había una pérdida de la localización de la polimerasa viral VP1, la 

cual pasó de tener un patrón de localización en viroplasmas a encontrarse 

distribuida en el citoplasma (Figura 3).  

La pérdida de localización de VP1 podría ser debido a las siguientes razones: 

1.- VP1 está interaccionando con alguna(s) proteína(s) celular(es), y esta 

interacción le permite localizarse en los viroplasmas y bajo la condición en la 

que se inhibe el proteasoma esta interacción(es) se pierde. 2.- la inhibición del 

proteasoma provoca la asociación de VP1 con alguna(s) proteína(s) celular(es) 
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y esta(s) interacción(es) no le permiten asociarse a los viroplasmas. 3.- La 

inhibición del proteasoma modifica la interacción de VP1 con alguna proteína 

viral. 

Para poder analizar las diferentes posibilidades decidimos realizar una 

construcción que expresara a VP1 unida a una etiqueta de histidinas en el 

amino terminal, ya que previamente se había reportado que la presencia de 

esta etiqueta no afecta la localización de VP1 ni la incorporación a los 

viriones63. Una vez obtenida la construcción sería expresada y utilizada para 

realizar ensayos de cromatografía de afinidad, con el fin de estudiar las 

interacciones in-vitro de VP1 con proteínas celulares. 

Sin embargo no pudimos obtener dicha construcción. Para realizar la clonación 

de VP1 utilizamos diferentes cepas de E.coli, inicialmente JM101, la cual se 

utiliza habitualmente en el laboratorio. También utilizamos DH5α (electro y 

quimio competentes) y XL1-Blue debido a que son cepas defectivas en el 

sistema de recombinación RecA. De los resultados obtenidos con estas cepas 

creemos que probablemente en el momento en el que ponemos a crecer las 

colonias que salieron positivas por PCR, el vector está liberando del inserto por 

algún mecanismo o que al purificar la ligación se estén quedando restos del 

inserto, los cuales no se integraron al vector pero sí se electroporaron en las 

bacterias, y puede ser que estos restos sean detectados por el PCR dando los 

falsos positivos. 

Además del vector pET28 (b,c) también intentamos clonar a VP1 utilizando el 

vector pFastBacHT. También se decidió intentar clonar a VP1 a partir de RNA 

viral sin embargo el resultado fue el mismo. Para realizar la clona utilizamos 

una estrategia similar a una reportada63 sin embargo no hemos podido obtener 

dicha clona, por lo que seguiremos intentando clonar a VP1. Una posible 

estrategia es utilizar el sistema de vectores TOPO, ya que probablemente los 

extremos del producto de PCR no se estén cortando, por lo que para asegurar 

que el corte se realice podríamos clonar utilizando el sistema de vectores 

TOPO, una vez clonado en TOPO podríamos tratarlo con enzimas de 

restricción lo que nos aseguraría que el corte se está realizando para 
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posteriormente clonarlo en un vector de expresión que nos permita unir la 

etiqueta de histidinas.  

Otra forma en la que se pueden analizar las interacciones proteína-proteína es 

mediante ensayos de inmunoprecipitación, en los cuales se hace uso de un 

anticuerpo dirigido contra la proteína de interés. Debido a que en el laboratorio 

contamos con un suero policlonal αVP1 decidimos estandarizar ensayos de 

inmunoprecipitación. Determinamos que la cantidad óptima de suero era de 7.5 

µl ya que con esta cantidad podíamos inmunoprecipitar eficientemente a VP1 

(Figura 10). También determinamos la cantidad óptima de lisado celular para 

inmunoprecipitar a VP1 (960µg). La interacción de nuestro anticuerpo era 

específica ya que cuando lo colocábamos a interaccionar con un lisado de 

células no infectadas no detectábamos alguna proteína la cual estuviera en el 

mismo peso molecular de VP1 (125 kDa).  

Además la especificidad del suero para inmunoprecipitar a VP1 se demostró ya 

que cuando se utilizó un anticuerpo irrelevante (αIgG de ratón, αNSP3 o α 

vimentina) no se inmunoprecipitaba a VP1, este control también nos permitió 

analizar proteínas que se unen inespecíficamente ya que las podemos ver 

cuando se inmunoprecipita con el αVP1 o con el irrelevante. 

Debido a que puede haber interacciones inespecíficas entre la resina (proteína 

A-sefarosa) y las proteínas celulares presentes en el lisado, decidimos realizar 

un paso de clarificado en el cual colocábamos a interaccionar la resina con el 

lisado y éste posteriormente se utilizaba para realizar las 

inmunoprecipitaciones. Determinamos que el tiempo óptimo de clarificación era 

de 1 hora. 

En los clarificados de los lisados observamos una gran cantidad de proteínas 

que se unían inespecíficamente a la proteína A-sefarosa, sin embargo al 

comparar las diferentes imágenes observamos que cuando colocábamos a la 

proteína A-sefarosa que tenía unido covalentemente a VP1 este pegado 

inespecífico no se observaba, es decir hay un pegado diferente de proteínas a 

la proteína A-sefarosa cuando tiene unido un anticuerpo a cuando no lo tiene 

unido. Por lo que consideramos que podemos eliminar el proceso de clarificado 

de lisado.  
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Al realizar la tinción con nitrato de plata observamos la presencia de bandas las 

cuales por el peso molecular que presentan pueden ser las proteínas virales 

estructurales VP2 y VP6. Si bien el patrón de bandeo entre la condición de 

células infectadas y células no infectadas era diferente, por la presencia de 

proteínas virales, no descartamos que hubiera otras proteínas en baja 

abundancia, lo cual dificultaba su visualización ya que estas proteínas pueden 

estar en una concentración inferior al limite de detección de la tinción de plata. 

La interacción entre las proteína viral en partículas fue descartada ya que el 

suero αVP1 no inmunoprecipitó DLPs o TLPs. En las tinciones de plata 

tenemos una gran cantidad de Inmunoglobulinas, lo cual nos impide analizar 

con detalle si se están bajando otras proteínas las cuales migren en el mismo 

peso molecular. Sin embargo mediante la unión covalentemente el suero αVP1 

a la proteína A-sefarosa, la cantidad de inmunoglobulinas detectadas 

disminuyó y en estas condiciones seguíamos inmunoprecipitando a VP1, por lo 

que decidimos utilizar esta metodología para analizar las interacciones entre 

VP1 y proteínas celulares.    

Bajo las condiciones de inmunoprecipitación establecidas no pudimos observar 

diferencias en las proteínas celulares que inmunoprecipitan con VP1 

comparando la condición de células infectadas y no infectadas, por lo que 

decidimos no analizarlas mediante espectrometría.  

La presencia de núcleos en los lisados a inmunoprecipitar dificultaba la 

manipulación del lisado, además debido a que el ciclo replicativo de rotavirus 

se lleva a cabo en el citoplasma es muy poco probable que VP1 interaccione 

con proteínas nucleares, por lo que decidimos eliminar los núcleos 

solubilizando con tritón y posteriormente separándolos del lisado mediante 

centrifugación diferencial. El tratamiento con tritón no afectó los ensayos de 

inmunoprecipitación ya que se seguía inmunoprecipitando a VP1.    

En la condición en la cual se inhibe el proteasoma se observa que la proteína 

estructural VP1 no se localiza en los viroplasmas y presenta un patrón de 

tinción difuso en el citoplasma (Figura 3). Debido a que la pérdida de 

localización de la proteína viral se da en condiciones en las cuales se inhibe el 

proteasoma decidimos realizar los ensayos de inmunoprecipitación bajo dicha 
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condición, por lo que tratamos a las células infectadas con 3µM de MG132 el 

cual es un fármaco inhibidor del proteasoma. López y colaboradores60 

mostraron que en esta condición la viabilidad celular no se afecta.  

Al realizar los ensayos de inmunoprecipitación observamos que no podíamos 

detectar mediante tinción de plata alguna interacción diferente a la condición en 

que no se trataba con el inhibidor. Debido a esto, decidimos que no era viable 

analizar estas muestras mediante espectrometría ya que además muchas de 

las proteínas que se inmunoprecipitan también las observamos cuando 

inmunoprecipitamos con el anticuerpo irrelevante. 

La proteína VP1 interacciona en los viroplasmas con la proteína estructural 

VP2, VP3 y con las proteínas no estructurales NSP2 y NSP535. Cuando NSP2 y 

NSP5 son transfectadas en células, pueden formar VLS 48, lo que ha permitido 

el estudio in vitro de la dinámica de formación de estas estructuras. La proteína 

estructural NSP5 es la encargada de reclutar a las proteínas que se localizan 

en viroplasmas16 incluida VP1, si bien VP1 puede interaccionar con NSP5 y 

NSP2  la interacción entre NSP5 y VP1 es mayor que con NSP250. Debido a la 

importancia que tienen estas proteínas en la formación de los viroplamas 

decidimos analizar en los inmunoprecipitados la interacción entre NSP5 y 

NSP2 con VP1.  

La interacción entre NSP5 y VP1 no se ve afectada cuando se inhibe el 

proteasoma sin embargo al parecer la interacción con NSP2 sí, ya que se 

inmunoprecipita una menor cantidad de esta proteína. Esto sugiere que la 

inhibición del proteasoma afecta la interacción entre NSP2 y VP1 y que esta 

interacción es importante para que VP1 sea localizada en los viroplasmas. Si 

bien la interacción entre VP1 y NSP5 es más fuerte, estos ensayos fueron 

realizados in vitro, es decir expresando solamente a VP1 y NSP5 o NSP2, por 

lo que en un modelo de infección pudiera ser que la interacción entre NSP2 y 

VP1 sea de mayor importancia. 

La inhibición del proteasoma con MG132 tiende a provocar la generación de 

agresomas64 por lo que probablemente una de las proteínas NSP2 o VP1 se 

dirige a estos cuerpos lo que impide que interaccionen, sin embargo hace falta 

realizar ensayos para confirmarlo. Para poder confirmar esta hipótesis se 
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podrían realizar ensayos de colocalización utilizando un anticuerpo contra 

alguna proteína marcadora de agresomas y contra VP1 o NSP2. 

Otra posibilidad es que se induzcan cambios conformacionales en una o ambas 

proteínas lo que de igual manera impide su interacción. La proteína NSP2 

forma octámeros28, probablemente la inhibición del proteasoma afecte el 

ensamblaje de estos octámeros y esto le impida interaccionar con VP1, o que 

de alguna manera esta inhibición provoque un cambio en el plegamiento de 

VP1.   

Durante el transcurso de la infección los viroplasmas incrementan en tamaño y 

disminuyen en número, sin embargo cuando se inhibe el proteasoma los 

viroplasmas disminuyen en tamaño pero incrementan en número, este fenotipo 

se podría explicar debido a que VP1 no interacciona con NSP2 y 

probablemente esta interacción sea importante para que los viroplasmas se 

fusionen. Otra posibilidad es la pérdida adicional de la interacción con otra(s) 

proteína(s) celular(es) que sean importantes para que esta fusión se lleve a 

cabo.  

Si bien bajo nuestras condiciones experimentales no detectamos la presencia 

de interacciones entre VP1 y factores celulares no descartamos que estas 

interacciones se lleven a cabo. Probablemente las interacciones se lleven a 

cabo con proteínas que son poco abundantes lo que dificulta su detección, por 

lo que podríamos enriquecer las muestras con el fin de incrementar la cantidad 

de proteína y poder detectar dichas proteínas. Nuestros datos indican que la 

interacción entre las proteínas virales VP1 y NSP2 se ve afectada, esto pude 

ser la causa por la cual VP1 no se localiza en los viroplasmas en la condición 

en la cual el proteasoma está inhibido. 
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Conclusiones 

 

Se realizó la estandarización de los ensayos de inmunoprecipitación. 

En nuestros ensayos podemos detectar a VP1 pero no observamos cambios 

evidentes en las proteínas que inmunoprecipitan. 

Los datos sugieren que hay una perdida de interacción entre VP1 y NSP2. 
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Anexo I 

 

Secuencias de oligos. 

VP1-5´. AGTCGTCGACATGGGGAAGTATAATC. 

YM-3´. CAGACCCGGGCCGCGGTCACATCTAAGCG. 

YM-5´. CAGACCCGGGTACCTATTAAAGCTATACA. 

En rojo se muestra el sitio de corte para la enzima SalI (VP1-5´) y SmaI (YM-

3´). En azul se muestra el codón de inicio de la traducción en el oligo VP1-5´. 

 

 

Anexo II 

 

Condiciones para realizar PCR. 

Plásmido pGEM3Z-VP1: 50 ng 

Oligo YM-3´: 1µl a una concentración de 50 pMol/µl 

Oligo VP1-5´: 1µl a una concentración de 50 pMol/µl 

Klentaq Buffer 1X: 5µl 

dNTPs 5mM: 2µl 

Klentaq pol: 1µl 

H2O cbp 50µl 

Programa utilizado en el termociclador. 

1. 3 min a 94ºC 

2. 30 s a 94ºC 

3. 30 s a 56ºC 

4. 3.5 min a 72ºC 

5. 5 min a 72ºC 

30 ciclos de los pasos 2-4. 
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Anexo III 

 

Protocolo para clonación de VP1 en pET28. 

 

Digestión del producto de PCR 

Producto de PCR: 2µg 

SalI: 2µl 

NEB 4 10X: 2µl 

H2O cbp 20µl 

Incubar durante  2 horas  a 25ºC 

Inactivar la enzima colocando la reacción durante 10 minutos a 70ºC. 

Reacción anterior: 20 µl 

SmaI: 2µl 

NEB3 10X: 4µl 

BSA 1X: 4µl 

H2O cbp 40µl 

Incubar durante 2 horas a 37ºC 

Inactivar la enzima colocando la reacción durante 10 minutos a 70ºC. 

Purificar  con el Kit High pure PCR product purification (Roche) 

 

Digestión del plásmido pET28 (b) 

 

Plásmido pET28(b): 2µg 

Not I: 2µl 

NEB 3 10X: 4µl 

BSA 1X: 4µ 
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H2O cbp 40µl 

Incubar por 2 horas a 37ºC 

Inactivar la enzima colocando la reacción durante 10 minutos a 70ºC. 

 

Reacción de “rellenado” fillin in. 

 

Reacción anterior: 40µl 

dNTPs 1mM: 2µl 

Klenow pol: 1 µl (1U/µg) 

Incubar por 15 min a temperatura ambiente. 

Inactivar la enzima colocando la reacción durante 10 minutos a 70ºC. 

Reacción anterior: 42µl 

SalI: 2µl 

NEB 3 10X: 6µl 

BSA 1X: 6µl 

H2O cbp 60µl 

Incubar por 2 horas a 37ºC. 

Inactivar la enzima colocando la reacción durante 10 minutos a 70ºC. 

 

Reacción con fosfatasa alcalina intestinal de cabra (CIP). 

 

Reacción anterior: 60µl 

CIP: 1µl 

NEB 3 10X: 7µl 

H2O cbp 70µl 

Incubar durante 30 minutos a 37ºC. 

Inactivar la enzima durante 10 minutos a 70ºC. 
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El plásmido fue purificado utilizando el kit GeneJET Gel Extraction Kit (Thermo 

SCIENTIFIC). 

Reacción de ligación. 

 

Producto de PCR: 3fmol 

pET28b: 1fmol 

Buffer ligasa T4 10X: 1µl 

T4 DNA ligasa: 1µl 

H2O cbp 10µl 

Incubar 12 horas a 14 °C. 

 

Representación esquemática de la metodología utilizada para la generación de 

la clona. 
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Anexo IV 

 

Solución fijadora 

Metanol al 50%, 15 ml 

Ácido acético al 37%, 3.6 ml  

Formaldehido 15 µl 

Agua, 11.4 ml 

 

Solución de pretratamiento. 

Tiosulfato de sodio (0.01g/50ml H20) 

 

Solución de plata. 

Nitrato de plata 1X (0.18g/ml),  

Formaldehido, 22.5µl.  

Agua, 30 ml.  

 

Solución de revelado. 

Carbonato de sodio, 16gr. 

Formaldehido, 15µl. 

Tiosulfato de sodio (0.01gr/50ml H2O), 600µl.  

 Agua, 30ml. 

Solución de paro. 

Metanol al 50%, 15 ml 

Ácido acético al 37%, 3.6 ml  

Agua, 11.4 ml 
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