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RESUMEN 

 

El crecimiento y desarrollo de la camaronicultura se ha visto frenado por diversas afecciones de 

causa viral, disminuyendo la producción de manera significativa en la última década. 

Actualmente se conocen más de 30 especies de virus que tienen la capacidad de provocar 

enfermedades en crustáceos marinos, de los cuales el virus del síndrome de la mancha blanca 

(WSSV) y el Penstyldensovirus de decápodos 1 (PstDV1) representan dos de las mayores 

amenazas para el cultivo y pesquería de camarón. De estos patógenos, el WSSV es considerado 

como uno de los patógenos que más pérdidas económicas ha generado a la industria acuícola, 

pudiendo llegar a provocar la muerte del 100% de los organismos cultivados en un período de 

3 a 10 días posteriores a los primeros signos clínicos. El PstDV1, por su lado, no provoca eventos 

de mortalidades masivas, sin embargo, su infección causa una serie de deformaciones en 

especimenes del camarón blanco Penaeus vannamei, que conlleva finalmente a una pérdida 

importante de su valor comercial. Debido a las características estructurales de la cápside del 

PstDV1, se ha sugerido que las partículas pseudovirales (VLPs) derivadas del mismo, pudieran 

ser utilizadas como vehículo acarreador de biomoléculas, como ARN bicatenario (ARNds), para 

inmunostimular a camarones peneidos ante la infección de agentes patógenos. Mediante la 

administración de ARNds se puede abolir la expresión de prácticamente cualquier gen, sea este 

del hospedero o del patógeno, con el fin de evitar la síntesis de proteínas clave para evitar así el 

establecimiento de una infección fructífera. La proteína estructural VP28 es considerada como 

un factor clave durante el proceso infeccioso del WSSV, al contar con distintas funciones que 

se consideran fundamentales para que el WSSV pueda infectar una célula. Por tal motivo, el 

objetivo de este trabajo es desarrollar una nanoplataforma de administración de ARNds contra 

el gen vp28 (ARNds-vp28) encapsulado en VLPs recombinantes del PstDV1. Para lo cual, se 

transformaron bacterias E. coli para sobreexpresar la proteína de la cápside del PstDV1. Se 

ensamblaron VLPs del PstDV1 in-vitro y se purificaron por medio de ultracentrifugación con 

gradiente de sacarosa. Se sintetizó ARNdh-vp28 y se encapsuló en las VLPs del PstDV1, 

obteniendo como resultado la encapsulación de 75 ng de ARNdh-vp28. Finalmente, se 

comprobó que dichas partículas son capaces de proteger el ARNds encapsulado contra la acción 

de nucleasas  
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ABSTRACT 

 

The growth and development of shrimp farming has been slowed by various viral diseases, 

significantly reducing production in the last decade. To date, more than 30 species of viruses 

with the capacity to cause diseases in marine crustaceans have been described, of which the 

white spot syndrome virus (WSSV) and the decapod Penstyldensovirus 1 (PstDV1) represent 

two of the greatest threats to the crop and shrimp fishery. Of these pathogens, the WSSV is 

considered one of the pathogens that has generated the most significant economic losses to the 

aquaculture industry, being able to cause the death of 100% of the cultivated organisms in a 

period of 3 to 10 days, after the onset of the first clinical signs. The PstDV1 does not cause 

events of massive mortalities, however, it provokes, in the white shrimp Penaeus vannamei, a 

series of deformations in infected specimens, which finally leads to a great loss of commercial 

value. Due to the structural characteristics of the capsid of PstDV1, it has been suggested that 

pseudoviral particles (VLPs) derived from it could be used as a carrier vehicle for biomolecules, 

such as double-stranded RNA (dsRNA), to immunostimulate penaeid shrimp before the 

infection of pathogens. Through the administration of dsRNA, the expression of practically any 

gene, be it from the host or the pathogen, can be abolished in order to avoid the synthesis of key 

proteins to avoid the establishment of a fruitful infection. The structural protein VP28 is 

considered as a key factor during the WSSV infectious process, having different functions that 

are considered fundamental for the WSSV to infect a cell. For this reason, the objective of this 

work is to develop a nanoplataform of administration of dsRNA against the vp28 gene (dsRNA-

vp28) encapsulated in recombinant VLPs of PstDV1. For which, Escherichia coli bacteria were 

transformed to overexpress the capsid protein of PstDV1. PstDV1 VLPs were assembled in vitro 

and purified by ultracentrifugation with sucrose gradient. dsRNA-vp28 was synthesized and 

encapsulated in the VLPs of PstDV1, resulting in the encapsulation of 75 ng of dsRNA-vp28. 

Finally, it was proved that the VLPs were capable to protect the encapsulated dsRNA from 

nucleases activity.  
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I. INTRODUCCIÓN 

En el 2008, la actividad acuícola alcanzó su máximo histórico en México, produciendo 

130,201 toneladas (TM) de camarón (FAO, 2012). Sin embargo, el crecimiento y desarrollo de 

la camaronicultura se ha visto frenado por diversas afecciones de causa viral (Mañón-Ríos, 

2010), teniendo como resultado eventos de mortalidades masivas (Martínez-Córdova et al., 

2009). Es así que, en los últimos años la producción ha ido en detrimento, de tal manera que 

para el año 2012 tan sólo se produjeron 100,320 TM (FAO, 2012). 

Hoy en día, se conocen más de 30 especies de virus que tienen la capacidad de provocar 

enfermedades en crustáceos marinos (Citarasu, 2012), de los cuales el virus del síndrome de la 

mancha blanca (WSSV, por sus siglas en inglés) y el Penstyldensovirus de decápodos 1 

(PstDV1) representan dos de las mayores amenazas para el cultivo y pesquería de camarón. De 

estos patógenos, el WSSV es considerado como uno de los patógenos que más pérdidas 

económicas ha generado a la industria acuícola, pudiendo llegar a provocar la muerte del 100% 

de los organismos cultivados en un período de 3 a 10 días, posteriores a los primeros signos 

clínicos. Este virus puede infectar una gran variedad de especies de interés acuícola, incluyendo 

camarones, cangrejos y langostas, entre otros (Sánchez-Paz, 2010; Rai et al., 2012; Li et al., 

2018). 

Taxonómicamente, el WSSV es considerado como el único miembro del género 

Whispovirus, familia Nimaviridae. Es un virus envuelto, no-ocluido, de forma baciliforme y que 

posee un apéndice filamentoso. Al día de hoy, las proteínas que conforman al virión se han 

estudiado ampliamente y se reconocen tres capas que recubren al genoma viral, una envoltura 

exterior, un tegumento y una nucleocápside (Liu et al., 2014). La envoltura viral del WSSV 

consiste en al menos 35 proteínas diferentes, de las cuales la VP26 y la VP28 son las más 

abundantes (Tang et al., 2007). Las proteínas de la envoltura de muchas especies de virus, 

juegan un rol muy importante durante la infección, y de las dos proteínas mencionadas, se ha 

relacionado a la VP28 con un mayor número de interacciones con proteínas de las células 

hospederas, incluidas varios tipos de lectinas, las proteínas gC1qR y fortilina, así como la
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 interacción con el receptor de membrana Rab7, siendo considerada como de importancia vital 

durante el proceso infeccioso (Shekhar y Ponniah, 2014; Verbruggen et al., 2016). No obstante, 

no existe a la fecha un tratamiento que pudiera llegar a evitar infección y diseminación 

descontrolada del WSSV (Sánchez-Paz, 2010). Se han reportado distintas estrategias 

profilácticas que han demostrado su eficacia para combatir los efectos del WSSV, sin embargo, 

las vías de administración no son las más adecuadas.  

En cuanto al patógeno PstDV1, del grupo de los parvovirus, se le ha asociado a eventos 

de mortalidades masivas (>90%) en juveniles y pre-adultos de camarón azul Penaeus 

stylirostris, además de ser el agente causal del síndrome del enanismo y deformidad (RDS, por 

sus siglas en inglés) en camarón blanco P. vannamei (Vega-Heredia et al., 2012; Grijalva-Chon 

y Castro-Longoria, 2015; Sellars et al., 2019). 

Las partículas virales del PstDV1 carecen de envoltura, tienen un diámetro de 22 nm y 

forma icosaédrica (Vega-Heredia et al., 2012; Dhar et al., 2013), y la cápside está compuesta 

por sesenta subunidades estructuralmente equivalentes de una proteína de 37.5 kDa, 

denominada proteína de cápside (PstDV1-CP), que posee un motivo barril-b tipo remolino 

(“jelly roll” en inglés) similar al que se encuentra en varios virus icosaédricos, incluyendo otros 

parvovirus (Kaufmann et al., 2010). La cápside, como en otros parvovirus, tiene como objetivo 

principal el empaquetar el genoma viral, así como interaccionar con los receptores virales 

específicos (Cotmore y Tattersall, 2014). Se ha sugerido que, debido a las características de la 

cápside del PstDV1, las partículas pseudovirales (VLPs, por sus siglas en inglés) del mismo 

podrían ser utilizadas como nanoplataformas para la entrega de distintas moléculas de carácter 

inmunoestimulante, o bien ARN bicatenario (ARNds), a manera de tratamiento profiláctico 

contra distintos patógenos de camarones peneidos (Hou et al., 2009; Kaufmann et al., 2010; 

Sánchez-Paz et al., 2014). 

En respuesta a la presencia de ARNds, exógeno o endógeno, en el interior de una 

determinada célula, se da inicio a un mecanismo celular conocido como interferencia por ARN 

(ARNi) (Cottrell y Doering, 2003; Kemp et al., 2013). Se ha sugerido que el ARNi es un 

mecanismo de respuesta inmune antiviral, altamente conservado en distintas de especies 

estudiadas al día de hoy, incluyendo artrópodos, nemátodos y plantas, entre otros. Además de 

contribuir en la regulación de la expresión génica (Kemp et al., 2013; Watson et al., 2014; 
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Berkhout, 2018; Ding et al., 2018; Green y Speck, 2018; Tome et al., 2018; Yang y Li, 2018). 

En años recientes se ha explotado este mecanismo para tratar distintos tipos de enfermedades, 

en diferentes especies, con resultados positivos, entre estas se encuentran distintos tipos de 

cáncer, hipercolesterolemia, hemofilia y afecciones virales, mediante el silenciamiento de genes 

específicos (Huvenne y Smagghe, 2010; Wittrup y Lieberman, 2015; Dana et al., 2017). 

Una vez que se activa el ARNi, el ARNds es segmentado en fragmentos de 21-30 

nucleótidos (nt), llamados ARN interferente de cadena corta (ARNic), mediante la acción de 

una enzima de tipo RNasa III denominada Dicer (Huvenne y Smagghe, 2010; Ding et al., 2018; 

Tome et al., 2018). Los ARNic resultantes interactúan con el complejo multienzimático 

silenciador inducido por ARN (RISC, por sus siglas en inglés), que tiene la capacidad de escindir 

la doble hebra del ácido nucleico, dando como resultado dos moléculas de ARN monocatenario, 

denominadas guía (antisentido) y pasajero (sentido positivo). La hebra guía es posteriormente 

incorporada al conglomerado (Kalantari et al., 2016; Dana et al., 2017), seguido de lo cual, el 

complejo cargado con la cadena sencilla de ARNic, adquiere la capacidad de reconocer e 

interactuar con los ARN mensajeros (ARNm) que presenten complementariedad de bases con 

la cadena guía acoplada. Una vez que el ARNm se alinea con la cadena en RISC, es catabolizado 

y degradado por una proteína conocida como Argonauta (Ago), teniendo como resultado el 

silenciamiento (supresión) de la expresión de un determinado gen (Siomi y Siomi, 2009; Wilson 

y Doudna, 2013; Dana et al., 2017; Berkhout, 2018). 

El ARNds desnudo, por lo general, puede ingresar a las células mediante la vía 

endocítica (Saleh et al., 2006), sin embargo el tratamiento basado en la entrega sistémica de 

ARNds desnudo carece de especificidad, en cuanto a tipos de células se refiere. Además, por lo 

general, este tipo de metodología requiere de la manipulación individual de cada espécimen a 

tratar, ya sea por inyección intramuscular u otros (Sánchez-Paz et al., 2014), lo que la vuelve 

impráctica al aplicarla a gran escala. Por lo tanto, el uso de métodos que faciliten la entrega de 

ARNds a tejidos y células específicas, es de gran importancia para generar tratamientos con alta 

especificidad (Dana et al., 2017). En este sentido, el uso de VLPs para encapsular ARNds 

pudiera resultar ampliamente ventajoso, ya que estas conservan las características estructurales 

de los virus incluyendo aquellas que confieren el tropismo viral, al poder interactuar con 

receptores celulares específicos (Hou et al., 2009; Lua et al., 2013). Debido a lo anterior, VLPs 

cargadas con ARNds específico contra genes de importancia, para el proceso infeccioso de un 
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determinado agente etiológico, pueden ingresar a células diana y liberar el ARN bicatenario, 

activando el sistema ARNi. Por ende, lo anterior podría fungir como un tratamiento profiláctico, 

al preparar a dichas células confiriéndoles la capacidad de silenciar genes vitales del agente 

biológico patógeno, dificultando el establecimiento de una infección fructífera. 

Tomando en cuenta el grave impacto que tiene el WSSV sobre la industria camaronícola, 

es indudable el hecho de que se requiere del desarrollo estrategias antivirales que puedan evitar 

la aparición y diseminación del agente etiológico. En relación a lo anterior, como se mencionó 

previamente, el tratamiento basado en ARNds para tratar patologías de origen viral ha tenido 

resultados positivos, en las distintas especies estudiadas al día de hoy. No obstante, las 

metodologías comúnmente utilizadas para la entrega del ARNds, debido al gran número de 

organismos cultivados, resultan poco prácticas al aplicarlas en granjas camaronícolas. En este 

sentido, la utilización de VLPs derivadas del PstDV1 para la encapsulación y entrega de ARNds, 

específico contra genes de vital importancia para el proceso infeccioso del WSSV, podrían 

resultar en la generación de un tratamiento profiláctico contra dicho patógeno. No obstante, 

hasta donde se sabe, no existen a la fecha métodos reportados que permitan la entrega de ARN 

bicatenario de la manera antes mencionada. Por lo tanto, el presente estudio está enfocado en el 

desarrollo de una metodología para encapsular ARNds específico contra el gen vp28 del WSSV 

(ARNds-vp28), en partículas pseudovirales derivadas del PstDV1. 
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II. ANTECEDENTES 

II.1 Principales Enfermedades que Afectan el Cultivo de Camarones Peneidos 

 Como se mencionó anteriormente, la producción acuícola es una actividad en auge 

alrededor del mundo, de tal manera que, mientras que en el año 1996 se cultivaban alrededor de 

291 especies, para el año 2016 se incrementó la cantidad de especies cultivadas a 

aproximadamente 426. De manera similar, ha habido un gran aumento en cuanto a producción, 

mientras que en el año 2006 se tuvo una producción global de 61,592,158 t, para el año 2016 la 

producción se elevó a alrededor de 110,208,218 t, lo que significó un incremento en la 

producción de divisas de alrededor de $161,881,000,000 USD (FAO, 2018). Sin embargo, las 

enfermedades provocadas por distintos patógenos afectan de manera significativa a esta 

industria. Lo anterior, debido que las enfermedades provocadas por los dichos patógenos 

generan pérdidas monetarias asociadas al efecto que estas puedan tener en el hospedero y, en 

muchos casos, aumentan en gran medida los costos de producción (Lafferty et al., 2015). En 

cuanto a la camaronicultura, en la lista de enfermedades notificables ante la OIE se incluyen dos 

enfermedades de origen bacteriano: la Enfermedad de la Necrosis Hepatopancreática Aguda 

(AHPND, por sus siglas en inglés) y la Hepatopancreatitis Necrotizante (NHP); y varias 

enfermedades virales, entre las que destacan la Enfermedad de la Cabeza Amarilla (YHD), la 

Necrosis Hipodérmica y Hematopoyética Infecciosa (IHHN), la Mionecrosis Infecciosa (IMN), 

la Enfermedad del Síndrome de Taura (TS), la Enfermedad del Síndrome de la Mancha Blanca 

(WSS) y la Enfermedad de la Cola Blanca (WTD). Estas últimas, son consideradas como una 

seria amenaza para la actividad camaronícola. A continuación, se detallan algunas 

características de estas enfermedades y sus agentes causales. 

 

II.1.1 Enfermedades de Origen Bacteriano 

II.1.1.1 Enfermedad de la Necrosis Hepatopancreática Aguda 

 El primer reporte de la Enfermedad de la Necrosis Hepatopancreática Aguda (AHPND, 

por sus siglas en inglés), anteriormente conocida como Síndrome de la Mortalidad Temprana 
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(EMS, por sus siglas en inglés), se llevó a cabo en China en el 2009, desde donde se distribuyó 

rápidamente por Asia, en países como Vietnam, Malasia y Tailandia, en el período 2010-2012. 

Posteriormente, durante el 2013, se reportaron los primeros casos en México (Lai et al., 2015; 

Soto-Rodriguez et al., 2015; Hong et al., 2016). El agente etiológico es una cepa de la bacteria 

Vibrio parahaemolyticus que posee un plásmido que codifica para la síntesis de dos toxinas de 

naturaleza protéica, PirAVP y PirBVP (Lai et al., 2015). Distintas especies de camarón son 

afectadas por esta cepa, incluidas P. vannamei y P. monodon. Los signos clínicos de esta 

patología son, letargo, disminución en la ingesta de alimentos, estómago e intestino vacíos, así 

como encogimiento y decoloración del hepatopáncreas (Hong et al., 2015; Soto-Rodriguez et 

al., 2015). La AHPND puede provocar mortalidades del 100% en estanques afectados, en un 

tiempo de 20-30 días posteriores a la siembra de post-larva, poco tiempo después de que 

aparecen los primeros signos clínicos (Lai et al., 2015). 

 

II.1.1.2 Hepatopancreatitis Necrotizante 

La NHP se reportó por primera vez en Texas, Estados Unidos de América, en 1985, y 

posteriormente se distribuyó por el continente Americano, en países como Perú, Ecuador, 

Colombia, Venezuela, Brasil, Nicaragua, Panamá, Costa Rica y México (Bradley-Dunlop et al., 

2004; Vincent y Lotz, 2005), donde, por lo general, se presentan eventos epizoóticos de manera 

estacional, durante los cuales, la mortalidad acumulada puede variar entre el 20 - 95%, en cada 

uno de los estanques afectados, pudiendo llegar a provocar pérdidas monetarias significativas 

(Loy et al., 1996; Bradley-Dunlop et al., 2004). Esta enfermedad es provocada por la Bacteria 

de la Hepatopancreatitis Necrotizante (NHP-B, por sus siglas en inglés), cuya transmisión 

ocurre de manera horizontal (Vincent et al., 2004; Vincent y Lotz, 2005). Entre las especies de 

camarón afectadas por este patógeno se encuentran P. vannamei, P. setiferus, P. stylirostris, P. 

aztecus y P. californiensis (Bradley-Dunlop et al., 2004).  

Entre los signos clínicos de la NHP, se observa una disminución del consumo de 

alimento en camarones infectados, así como el intestino vacío, letargo y disminución en el 

crecimiento. Así mismo, presentan flacidez en el cuerpo y un caparazón blando. Por otra parte, 

el órgano diana de la NHP-B es el hepatopáncreas, el cual se atrofia progresivamente durante el 

desarrollo de la enfermedad (Bradley-Dunlop et al., 2004). 
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II.1.2 Enfermedades de Origen Viral 

 

II.1.2.1 Enfermedad de la Cabeza Amarilla 

 Los primeros reportes acerca de la Enfermedad de la Cabeza Amarilla (YHD, por sus 

siglas en inglés) ocurrieron en especímenes de camarones de la especie P. monodon al inicio de 

la década de los 90, en Tailandia. Posteriormente, la presencia de este patógeno se extendió a 

través de Asia, afectando fuertemente los cultivos existentes (Dhar et al., 2004; Mohr et al., 

2015). No obstante, los brotes de la enfermedad disminuyeron, tanto en severidad, como en 

frecuencia. La YHD es provocada por el Virus de la Cabeza Amarilla (YHV, por sus siglas en 

inglés). Además de P. monodon, el YHV es capaz de infectar otras especies de crustáceos, como 

P. vannamei, P. stylirostris, P. aztecus, Metapenaeus ensis, Paleomon styliferus, Acetes spp., y 

P. merguiensis, entre otros (Assavalapsakul et al., 2006). Por otra parte, se sabe que algunas 

especies de plancton, como Euphausia superba, pueden servir como vectores de la enfermedad 

(Dhar et al., 2004). 

Entre los signos clínicos característicos de la YHD, se encuentran el incremento en la 

ingesta de alimento, seguido de un abrupto cese de la misma. El cuerpo de los camarones 

adquiere un color pálido, mientras que las branquias pueden tener coloraciones amarillentas, 

blanquecinas o cafés. Así mismo, el hepatopáncreas se torna de color amarillento (Dhar et al., 

2004; Stentiford et al., 2009). Por lo general, las mortalidades masivas se presentan 2-3 días 

después de la aparición de los signos clínicos descritos (Anantasomboon et al., 2008). 

 La infección por YHV puede permanecer latente, a la vez que los organismos infectados 

no presentan ningún signo clínico en específico, por lo que se vuelven portadores, así como 

vectores para la transmisión de esta enfermedad. Este patógeno es capaz de transmitirse tanto 

de manera horizontal, como vertical (Dhar et al., 2004). Por otra parte, el YHV puede 

permanecer en estado viable fuera del hospedero, en agua salada, hasta por 72 h (Stentiford et 

al., 2009), por lo que es de considerar ampliamente el determinar protocolos de bioseguridad y 

desinfección de las facilidades de cultivo, de tal manera que se puedan evitar este tipo de 

eventos. 

La prevalencia de este virus oscila entre el 50-100%, tanto en organismos cultivados 

como silvestres, en distintos países de África, Asia y Australia (Dhar et al., 2004; 

Assavalapsakul et al., 2006; Anantasomboon et al., 2008; Stentiford et al., 2009). Aunque ha 
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habido reportes en México (De la Rosa-Vélez et al., 2006; Castro-Longoria et al., 2008; 

Sánchez-Barajas et al., 2009), este virus no ha causado problemas graves. Aranguren et al.  

(2013) mencionan que la ausencia de epizootias causadas por este virus se debe a la posible 

interacción con el virus del Taura.  

El YHV es integrante de la familia Roniviridae y género Okavirus. Sus partículas virales 

tienen envoltura y son de forma alargada, en su interior se encuentra una nucleocápside 

helicoidal, albergando un genoma lineal de (+) ARNcs de aproximadamente 32 kb. Los viriones 

están constituidos por tres proteínas estructurales: gp116, gp64 y p22. De las anteriores, las dos 

primeras conforman la envoltura viral, mientras que la última constituye la nucleocápside 

(Stentiford et al., 2009) 

 

II.1.2.2 Enfermedad de la Cola Blanca 

 Se reportó por primera vez en India, a mediados de la década de los 90, en donde se 

registraron índices de mortalidad cercanos al 100%, en post-larva de M. rosenbergii 

(Sudhakaran et al., 2006; Ravi et al., 2009). Si bien este padecimiento se relaciona comúnmente 

con la especie de langostino antes mencionada, se sabe que también puede afectar distintas 

especies de camarones en estadios larvales, provocando mortalidades masivas en post-larva 

(Ravi et al., 2009; Senapin et al., 2013). Las especies que, hasta donde se sabe, pueden verse 

afectadas por la WTD son P. vannamei, P. monodon y P. indicus (Senapin et al., 2013). 

Esta enfermedad es causada por el nodavirus de Macrobrachium rosenbergii (MrNV). 

En camarones, el signo clínico más notable es el desarrollo de una coloración blanquecina a 

nivel del tejido muscular (Senapin et al., 2012, 2013), mientras que en M. rosenbergii provoca 

letargo, opacidad del músculo abdominal y la degeneración del telson (Sudhakaran et al., 2007). 

La transmisión del MrNV se da de manera horizontal, ya sea por organismos de la misma 

especie infectados, o bien por medio de vectores, así como por viriones libres (Sudhakaran et 

al., 2008) 

El MrNV es integrante de la familia Nodaviridae, carece de envoltura y cuenta con una 

cápside icosahédrica. La última, está compuesta por una proteína de 43 kDa dentro de la cual se 

alberga el genoma viral, compuesto por (+) ARNcs segmentado. Por lo general, se le encuentra 

asociado con el Virus Extra Pequeño (XSV) (Senapin et al., 2012).  
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II.1.2.3 Síndrome de Taura 

 A inicios de la década de los 90, se registraron los primeros casos de TS, en camarones 

provenientes de granjas ubicadas en la Provincia de Guayas en Ecuador, cerca de la 

desembocadura del río Taura. Posteriormente, se diseminó rápidamente por el continente 

americano, así como a Asia, en países como Taiwán y Tailandia, a través de la movilización de 

organismos vivos infectados, lo que provocó grandes pérdidas económicas a la industria 

camaronícola (se estima que tan sólo en los años 90, el TSV produjo pérdidas económicas en 

América Latina cercanas a los 1.3 mil millones de dólares) (Lightner et al., 1995; Tu et al., 

1999; Mari et al., 2002). A partir de entonces, los surgimientos de esta enfermedad han resultado 

en eventos epizoóticos con mortalidades masivas (>85%), provocando grandes pérdidas 

económicas (Hasson et al., 1995; Dhar et al., 2004). 

  En 1995, el agente etiológico responsable de la TS, fue identificado como el Virus del 

Síndrome de Taura (TSV, por sus siglas en inglés). Este patógeno, tiene la capacidad de infectar 

distintas especies de camarones peneidos, como P. vannamei, P. stylirostris, P. schmitti y P. 

chinensis, entre otros (Overstreet et al., 1997). En cuanto al proceso de transmisión viral, se sabe 

que el excremento de algunas aves marinas, puede contribuir a dicho fenómeno, ya que las 

partículas virales contenidas en él permanecen activas y son infectivas. Así mismo, se puede 

transmitir de manera horizontal (Dhar et al., 2004).  

El TSV es altamente patogénico cuando infecta a especímenes en estadios larvales o 

juveniles, los camarones son especialmente susceptibles a este patógeno durante los procesos 

de premuda. Entre los signos clínicos se encuentran la apreciación de un color rojizo en la cola, 

así como distintas lesiones melanizadas y manchas en la cutícula. Por lo general, los camarones 

mueren debido a una falla sistemática generalizada, a los pocos días de aparecer los primeros 

signos clínicos. No obstante, si el camarón infectado sobrevive a la enfermedad, el virus sigue 

latente, por lo que se convertirá en un portador crónico, que a su vez sirve como vector para 

diseminar la enfermedad, lo cual es altamente importante para fines de cultivo (Hasson et al., 

1995; Lightner et al., 1995; Tu et al., 1999; Dhar et al., 2004). 

Debido a su morfología (icosahedro no envuelto de 31-32 nm), replicación citoplásmica, 

densidad de flotación (1.338 g/mL), genoma lineal de RNA monocatenario (+) de unas 9 kb, y 

la composición de su cápside (tres proteínas principales de 55, 40 y 24 kDa), el TSV ha sido 
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clasificado dentro de la familia Picornaviridae (Robles-Sikisaka et al., 2001), siendo el único 

miembro de esta familia capaz de infectar decápodos.  

 

II.1.2.4 Enfermedad de la Necrosis Hipodérmica y Hematopoyética Infecciosa  

Como se mencionó anteriormente, el agente etiológico responsable de la IHHN es el 

PstDV1. El primer reporte sobre su existencia ocurrió en 1981, en Hawái, en donde causó altos 

índices de mortalidad en cultivos de organismos juveniles del camarón azul P. stylirostris. Los 

primeros signos clínicos observables son nado letárgico en la superficie, nado invertido en el 

fondo, coloración opaca en el tejido muscular, falta de movimiento y muerte (Vega-Heredia et 

al., 2012).  

En la década de 1990, dicho virus provocó mortalidades masivas superiores al 90% en 

cultivos del camarón azul Penaeus stylirostris en México (Robles-Sikisaka et al., 2010), lo cual 

obligó a los productores a optar por utilizar una especie de cultivo que se consideraba más 

resistente a enfermedades: P. vannamei (Martínez-Córdova et al., 2009). No obstante, tiempo 

después el PstDV1 fue detectado en P. vannamei, y a pesar de que en dicha especie este virus 

no provoca mortalidades, su infección resulta en la disminución significativa del tamaño de los 

especímenes infectados, deformación de la cutícula y de las antenas, así como anormalidades 

en la región abdominal y la desviación del rostro (Kalagayan et al., 1991; Vega-Heredia et al., 

2012), y como consecuencia la pérdida de hasta el 50% del valor comercial (Motte et al., 2003; 

Martorelli et al., 2010). Por otra parte, P. monodon no presenta signos clínicos distinguibles 

(Vega-Heredia et al., 2012). Entre las especies de peneidos susceptibles a esta enfermedad, se 

encuentran P. stylirostris, P. vannamei, P. monodon, P. occidentalis, P. californiensis, P. 

semisulcatus y P. japonicus (Bonami, 2010).  

Al día de hoy, se sabe que el PstDV1 se transmite a través de los individuos infectados 

que sobreviven a la enfermedad, tanto de manera vertical y horizontal, así como por agua 

contaminada con el virus (Motte et al., 2003; Lightner, 2011), y que sus tejidos diana son de 

origen ectodérmico (epidermis, epitelio hipodérmico del intestino anterior y posterior, cordón 

nervioso y ganglios nerviosos) y mesodérmico (órgano hematopoyético, glándula antenal, 

gónadas, órgano linfoide y tejido conectivo) (Dhar et al., 2014). Por otra parte, es probable que 

gran parte de los huevos de hembras fuertemente infectadas no se desarrollen, aunado a que los 

nauplios producidos tendrán una alta prevalencia viral (Dhar et al., 2014). 
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Debido a sus características morfológicas y genómicas, el PstDV1 se clasificó como 

virus de la familia Parvoviridae (Bonami et al., 1990), además de ser miembro de la subfamilia 

Densovirinae (Tattersall, 2006; Mañón-Ríos, 2010; Martorelli et al., 2010). Gracias a la 

secuenciación casi total de su genoma, se le clasificó dentro del género Brevidensovirus (Shike 

et al., 2000). Recientemente, debido a ciertas características que lo diferencian, se ha propuesto 

su asignación al género Penstyldensovirus (Cotmore et al., 2014). 

Dentro la cápside del PstDV1 se encuentra un genoma lineal de ADN de una sola hebra 

de 4.1 kb, en el que se encuentran 3 marcos abiertos de lectura (ORFs) que codifican tres 

proteínas (dos no estructurales, NS-1 y NS-2, y la PstDV1-CP) (Vega-Heredia et al., 2012; Dhar 

et al., 2014), además de un ORF conocido como “small ORF” que codifica un péptido de 

función desconocida (Dhar et al., 2014). Yang et al. (2012) han sugerido que la NS-2 interactúa 

con los filamentos de actina de hemocitos de camarones de la especie Marsupenaeus japonicus, 

durante el proceso de internalización viral. En cuanto a la NS-1, distintos autores señalan que, 

de acuerdo a su secuencia de aminoácidos, esta cuenta con un dominio ligador de nucleósido-

trifosfato, así como con una región con función helicasa, altamente homóloga a la NS1 de otros 

parvovirus (Shike et al., 2000; Vega-Heredia et al., 2012; Yang et al., 2012; Dhar et al., 2014). 

Además, la PstDV1-CP, como en otros parvovirus, tiene como rol principal el de empaquetar el 

genoma viral, así como interaccionar con los receptores virales específicos (Cotmore y 

Tattersall, 2014). 

La familia Parvoviridae incluye a todos aquellos virus de tamaño pequeño (22-26 nm), 

icosaédricos, carentes de envoltura, conteniendo ADN lineal monocatenario de 

aproximadamente 4 - 6 Kb (Cotmore y Tattersall, 2007; Cotmore et al., 2014; Huang et al., 

2014; Johnson y Dudleenamjil, 2012). Esta familia se divide en las subfamilias Parvovirinae y 

Densovirinae, dependiendo de su gama de hospederos. Mientras que los miembros de la familia 

Parvovirinae son capaces de infectar vertebrados, los segundos infectan insectos y otros 

artrópodos, como camarones y langostas (Tattersall, 2006; Wang et al., 2013; Huang et al., 

2014). Los signos clínicos que estos provocan, así como la severidad de los mismos, varían 

desde subclínicos hasta infecciones letales, dependiendo tanto del virus como de la edad y 

susceptibilidad del hospedero (Harbison et al., 2008). 

Los virus pertenecientes a la familia Parvoviridae comparten diversas características, 

sin embargo, se han encontrado diferencias entre estos patógenos, dentro de las cuales destacan 
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la superficie de la cápside, y las proteínas que la conforman. Al día de hoy se sabe que estos 

patógenos pueden utilizar diferentes estructuras membranales como receptores que permitan la 

entrada al interior de la célula hospedera, como glucoproteínas, glucolípidos y glucanos 

(Cotmore y Tattersall, 2007; Harbison et al., 2008; Huang et al., 2014). 

 Los parvovirus poseen una cápside con estructura icosaédrica T=1, y carecen de 

envoltura viral (Cotmore y Tattersall, 2007). Además, ésta se encuentra conformada por 60 

subunidades proteicas estructuralmente equivalentes, conformadas por una proteína mayoritaria 

(CP1) y un determinado porcentaje de copias de otras dos proteínas (CP2 y CP3), que se 

diferencian de la primera por tener un extremo N-terminal extendido, en cuanto a cantidad de 

aminoácidos. Por lo general, de las proteínas de la cápside (CP) de los parvovirus la CP1 posee 

en su extremo N-terminal un dominio con actividad fosfolipasa (FLA2), esencial para el escape 

del endosoma (Cotmore y Tattersall, 2007), y uno de señal de localización nuclear (SLN), que 

hace posible la importación viral al interior del núcleo de la célula hospedera (Pöhlmann y 

Simmons, 2013), ambos rasgos son considerados cruciales durante el proceso infeccioso 

(Boisvert et al., 2010; Kaufmann et al., 2010, 2011). 

 Una de las características principales de las proteínas de la cápside de estos patógenos 

es su conformación estructural como barriles β antiparalelos de 8 hebras, alrededor de los cuales 

se forman distintas estructuras que rigen la antigenicidad del virus, así como la unión a 

receptores y los contactos entre subunidades (Tijssen, 1999; Kaufmann et al., 2010, 2011). La 

superficie de la cápside de los parvovirus, por lo general, está conformada por protrusiones en, 

o alrededor de los ejes de simetría triple, depresiones en los ejes de simetría doble, y cañones en 

los ejes de simetría quíntuple (Huang et al., 2002; Kaufmann et al., 2011; Murgia, 2012; 

Modrow et al., 2013). De acuerdo con Rossmann (1989), en las depresiones denominadas 

“cañones” es en donde se encuentran las regiones de la cápside responsables del reconocimiento 

de los receptores celulares, también llamados receptores virales. 

 Según Kaufmann et al. (2010) a pesar de que la PstDV1-CP tiene similitud, en cuanto a 

su conformación, con las CP de otros virus de la misma familia, en especial con la del densovirus 

de la polilla de la cera Galleria melonella (GmDNV), la superficie de la cápside del PstDV1 es 

diferente a todos los parvovirus conocidos a la fecha. Como se mencionó anteriormente, estos 

mismos autores han sugerido que debido a sus pequeñas dimensiones, la cápside de PstDV1 

tiene un alto potencial como vector para entregar moléculas de carácter inmunoestimulante, o 
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bien ARNds. El tratamiento con ARN de doble hebra ha sido utilizado con éxito para inhibir la 

replicación de distintos virus en camarón (La Fauce y Owens, 2009; Ho et al., 2011; Posiri et 

al., 2013). Por otra parte, Hou et al. (2009) demostraron que las VLPs derivadas del virus antes 

mencionado puede ingresar a las células de P. vannamei. Por lo que la cápside de este patógeno 

podría ser utilizada como un agente de control para otros agentes patogénicos. 

 

II.1.2.5 Síndrome de la Mancha Blanca 

El virus del síndrome de la mancha blanca (WSSV), probablemente el virus más letal 

que infecta a los camarones peneidos, es un virus de replicación rápida y extremadamente 

virulento, que tiene una distribución muy amplia y con una prevalencia muy elevada. El WSSV 

apareció por vez primera en Taiwán en 1992, desde donde se dispersó hacia otros países 

asiáticos (Sánchez-Martínez et al., 2007; Oidtmann y Stentiford, 2011). El primer caso 

diagnosticado de WSSV en América ocurrió en 1995 en una granja de cultivo de camarón al 

sur de Texas, Estados Unidos, y se ha especulado que su introducción fue a través de camarón 

congelado proveniente de Asia (Hasson et al., 2006). Actualmente, existen reportes de WSSV 

en una gran cantidad de países alrededor del mundo (Escobedo-Bonilla et al., 2008). 

Los camarones infectados con WSSV pueden desarrollar rápidamente manchas blancas 

(de ahí su nombre) en el exoesqueleto con un diámetro que oscila entre los 0.5-3.0 mm. Sin 

embargo, dado que dichas manchas no siempre se desarrollan y que algunas enfermedades de 

origen bacteriano provocan la aparición de manchas similares, no se consideran un signo clínico 

confiable para el diagnóstico preliminar de la enfermedad. Otros signos clínicos de la 

enfermedad por WSSV incluyen letargia, una reducción repentina en el consumo de alimento, 

coloración rojiza del cuerpo y apéndices del organismo, y la pérdida de la cutícula, y finalmente 

la muerte (Escobedo-Bonilla et al., 2008; Sánchez-Paz, 2010). Este patógeno, puede llegar a 

causar mortalidades de 100% en los primeros 3-10 días, después de la aparición de los primeros 

signos clínicos (Oidtmann y Stentiford, 2011). 

Los viriones del WSSV poseen morfología bacilar con una extensión en uno de sus 

extremos que semeja un flagelo, sin embargo, su función y estructura permanecen sin definir 

(Durand et al., 1997). Las dimensiones del virus oscilan entre los 210-420 nm de longitud y 70-

167 nm de diámetro (Guoxing et al., 1997; Lu et al., 1997) (Figura 1). Los viriones están 

cubiertos por una envoltura con una estructura aparentemente similar a la de la membrana 
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lipídica que protege la nucleocápside, la cual está compuesta por 15 hélices verticales (Durand 

et al., 1997). A su vez, cada hélice está conformada por 13-15 capsómeros (Huang et al., 2001). 

La envoltura viral del WSSV está constituida por cerca de 30 diferentes proteínas (Zhang 

et al., 2004; Xie et al., 2006; Li et al., 2007; Tsai et al., 2006), de las cuales la VP26 y la VP28 

son las más abundantes, y constituyen juntas aproximadamente el 60% de la envoltura (Tang et 

al., 2007). La VP26, producto del marco de lectura abierta (ORF, por sus siglas en inglés) 

wsv311, se identificó por vez primera como asociada a la nucleocápside (Van Hulten et al., 

2000), sin embargo un estudio posterior demostró que esta proteína se localiza en el espacio 

entre la envoltura viral y la nucleocápside y funciona como una proteína que une ambas 

estructuras (Zhang et al., 2002). La estructura de la VP26 consiste de nueve barriles beta (bb) 

con hojas beta anti-paralelas (β1↓β2↑β3↓β4↓β5↑β6↓β7↑β8↓β9↑). Además, una hoja beta de 

doble hebra (β1↓β9↑) se proyecta fuera del barril beta de forma casi paralela al eje de la proteína. 

Esta estructura genera la formación de un poro de naturaleza altamente hidrofóbico con cadenas 

laterales de tres residuos de fenilalanina, siete de isoleucina, cinco de metionina, y cuatro de 

valina, para un total de cadenas laterales hidrofóbicas alineadas en el interior de la superficie de 

dicho poro. Las dimensiones aproximadas de los bb son de 38.3 Å de alto por 15.5 Å de diámetro 

(Figura 2) (Tang et al., 2007). Algunos estudios han sugerido que esta proteína puede intervenir 

en la transportación del WSSV hacia el núcleo celular al interactuar con la actina o con otras 

proteínas de unión a la actina (Xie et al., 2005).  

Por otro lado, la proteína VP28 es codificada por el ORF wsv421, y es la principal 

proteína de envoltura del WSSV y varios estudios sugieren que podría desempeñar un papel 

esencial en los procesos iniciales de la infección por el WSSV (Van Hulten et al., 2001). En 

cuanto a su estructura, se ha determinado, mediante difracción de rayos x, que la VP28 exhibe 

un bb y una hélice alfa que se proyecta fuera de la arquitectura del bb. Un total de nueve hebras 

beta (β1↓β2↑β3↓β4↓β5↑β6↓β7↑β8↓β9↑), en su mayoría antiparalelas, forman el bb. Las 

dimensiones de bb son aproximadamente de 35 Å de altura por 15 Å de diámetro. Como en el 

caso de la VP26, la VP28 posee un poro formado en su forma trimérica, altamente hidrofóbico, 

y que contiene 25 residuos que se alinean en su interior, formado por siete fenilalaninas, ocho 

isoleucinas, una leucina, cuatro metioninas, y cinco valinas (Figura 3) (Tang et al., 2007). 
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Figura 1. Representación esquemática del virus del síndrome de la mancha blanca. Tomado de 
Sánchez-Paz (2010). 
 

 

 

 

 

 

Figura 2. Estructura de la VP26 de WSSV. (a) Diagrama de listones del monómero de la VP26. 
Los extremos amino (N) y carboxilo (C) son señalados. (b) Diagrama de listones del trímero de 
la VP26. (c) Vista superior del trímero de la VP26. Tomado de Tang et al. (2007). 
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Figura 3. Diagrama de listones de la VP28 del WSSV. (a) Monómero de la VP28. Los extremos 
amino (N) y carboxilo (C) son señalados. (b) Una unidad asimétrica de la VP28 consiste de 12 
moléculas de 4 trímeros. Esta figura muestra un trímero de la unidad asimétrica. Cada 
monómero del trímero es mostrado con un color diferente. (c) Vista superior del trímero de la 
VP28. Tomado de Tang et al. (2007). 

 

 

 

Los resultados de estudios como el de Yi et al. (2004) han demostrado que la VP28 

participa en el proceso infeccioso como una proteína de anclaje que se liga a las células del 

camarón en un ambiente de bajo pH, interviniendo en la entrada al citoplasma. Otro estudio 

sugiere que esta proteína contribuye al proceso infeccioso en el reconocimiento de receptores 

celulares de la superficie celular del hospedero debido a la presencia de algunos sitios 

potenciales de glicosilación (Tsai et al., 2004). Recientemente se demostró que tanto la VP26 

como la VP28 forman trímeros que se proyectan de la envoltura viral y que podrían interactuar 

con los receptores celulares del hospedero (Xie et al., 2005). Así, se ha reportado que la proteína 

PmRab7 del camarón tigre Penaeus monodon interactúa directamente con la VP28 

(Sritunyalucksana et al., 2006). 

El genoma del WSSV está formado por una molécula circular de doble hebra con una 

tamaño que oscila entre los 292,967 y 307,287 pares de bases (pb), y contiene aproximadamente 

184 ORFs, de los cuales solamente el 6% tiene homólogos putativos con genes que codifican 

proteínas conocidas en otros organismos (Sánchez-Paz, 2010), y de los cuales la mayoría 

codifican enzimas involucradas en el metabolismo de nucleótidos, replicación del ADN y 

modificaciones de proteínas (Van Hulten et al., 2001). 
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Debido a sus características morfológicas y genómicas, desde 2002, el Comité 

Internacional de Nomenclatura de Virus (ICTV, por sus siglas en inglés), incluyó al WSSV 

como la especie tipo del género Whispovirus, familia Nimaviridae. El nombre de la familia 

refleja la característica morfológica más notable del virus: la proyección polar de un filamento 

similar a un flagelo (el término nima en latín significa filamento). Así, el WSSV es la única 

especie de una familia monotípica llamada Nimaviridae (género Whispovirus) (Marks et al., 

2004).  

El patógeno causal del WSS, es el WSSV. Tras su infección, los organismos manifiestan 

diversos signos clínicos, entre los que se encuentra el desarrollo de coloración rojiza en el 

cefalotórax y apéndices, letargo, disminución en la ingesta de alimento, nado lento cerca de la 

superficie, Por otra parte, el WSSV puede transmitirse tanto de manera horizontal (Durand y 

Lightner, 2002; Lotz y Soto, 2002), como vertical (Lo et al., 1997), y posee una amplia 

distribución geográfica, ya que se ha reportado tanto en Asia, África, Europa, América y 

Australia. Por otro lado, este virus es capaz de infectar cerca de 100 especies de crustáceos 

(incluyendo cangrejos, camarones, y langostas), así como rotíferos e insectos, y además se ha 

demostrado que algunas especies de poliquetos y moluscos pueden ser portadoras del virus 

(Sánchez-Paz, 2010). Así mismo, las partículas virales se mantienen viables, una vez expuestas 

al agua salada, pudiendo infectar camarones sanos sin la necesidad de un vector intermediario 

(Sánchez-Martínez et al., 2007; Sánchez-Paz, 2010; Oidtmann y Stentiford, 2011). 

 Finalmente, vale la pena resaltar que hasta la fecha no existe una estrategia terapéutica 

comercial disponible y efectiva que puede contrarrestar los efectos negativos de este virus 

(Sánchez-Paz et al., 2012). 

 

II.2 Sistema de Respuesta Inmune en Camarones Peneidos 

El sistema de respuesta en camarones peneidos, como en otros crustáceos, cuenta con 

dos tipos de elementos, los celulares y los humorales (Cárcamo-Aréchiga et al., 2016). De los 

anteriores, los elementos celulares están compuestos por células denominadas hemocitos, 

mismas que son responsables de mediar en gran medida la respuesta inmune en camarones 

peneidos, mientras que los componentes humorales son sustancias sintetizadas por los 

hemocitos, los cuales cuentan con propiedades antimicrobianas y/o de reconocimiento de 

patógenos (Chiu et al., 2007; Cerenius et al., 2010b). 
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Por lo general, los crustáceos cuentan con tres tipos de hemocitos, morfológicamente 

distintos, siendo estos los hialinos (HH), semigranulares (HSG) y granulares (HG). Estas 

células, cuentan con distintas funciones. Las primeras, tienen la capacidad de fagocitar 

patógenos invasores. Mientras que los dos restantes, cuentan con funciones de almacenamiento 

y liberación de factores humorales, así como de citotoxicidad. No obstante, sólo los HSG 

cuentan con capacidad de encapsulamiento de agentes patogénicos, además de fagocitar 

patógenos (Johansson et al., 2000; Vazquez et al., 2009; Xu et al., 2014). 

La activación del sistema de respuesta de peneidos, se lleva a cabo debido a la existencia 

de moléculas con patrones moleculares asociadas a patógenos (PAMP), como lipopolisacáridos, 

b-1-3-glucanos, distintos carbohidratos y ácidos nucleicos. Los PAMP interaccionan con 

receptores celulares específicos, denominados proteínas de reconocimiento de patrones (PRP), 

como la proteína ligadora de lipopolisacáridos, proteína de reconocimiento de patrón b -1-3-

glucano y las lectinas, que tienen un dominio de reconocimiento de carbohidratos (CDC), entre 

otros (Chiu et al., 2007; Wang et al., 2007; Li y Xiang, 2013). Una vez que se lleva a cabo dicha 

interacción, el PRP se activa, cambiando su conformación estructural, a la vez que genera una 

respuesta a nivel intracelular (Li y Xiang, 2013).  

Seguido de la activación del PRP, se promueve la degranulación de los HSG y HG 

(Vargas-Albores y Yepiz-Plascencia, 2000; Wang et al., 2007; Liu et al., 2009). De estos 

gránulos, se liberan distintas moléculas efectoras del sistema inmune, como los péptidos con 

capacidad antimicrobiana (AMPs) y diversos factores asociados. Entre los AMPs, se encuentran 

las peneidinas (PEN; 4 clases: 2-5), crustinas (CRUST; 3 tipos: I-III) y el factor 

antilipopolisacárido (FAL), entre otros (Cerenius et al., 2010a; Hauton, 2012). Las PEN cuentan 

con actividad de opsonina, antibacteriana y antifúngica (Vazquez et al., 2009), así mismo se ha 

sugerido que pudieran llevar a cabo funciones de protección durante procesos de infección viral 

(Hauton, 2012).  

Las CRUST, son AMPs que se han detectado en diversas especies de crustáceos y son 

de gran importancia en la respuesta inmune de este grupo de especies, en general (Hauton, 2012; 

Sudheer et al., 2015). Las anteriores, son secretadas al plasma, donde ejercen su actividad 

antimicrobiana en contra de bacterias gram-positivas y gram-negativas, así como antifúngica, 

antiprotozoarios y, posiblemente, actividad antiviral (Cerenius et al., 2010b; Prapavorarat et al., 
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2010; Hauton, 2012). De manera similar el FAL, es una AMP con amplio espectro de actividad 

antimicrobiana, en respuesta a la misma gama de patógenos que las CRUST, sin embargo, 

contrario a estas últimas, la actividad antiviral de FAL ha sido corroborada (Liu et al., 2006a)  

Aunado a lo anterior, se libera la profenoloxidasa (proPO), la cual es el precursor clave 

de la melanina, esta se encuentra como precursor inactivo dentro de los hemocitos, una vez es 

liberada es activada por iones calcio. De tal forma, cataliza la conversión de fenoles a quinonas, 

la cuales son los precursores directos de la melanina. La última, así como sus intermediarios, es 

considerada como un antifúngico y antibacteriano, además de que tiene la capacidad de reparar 

viejas heridas y de melanizar el exoesqueleto del camarón (Johansson et al., 2000; Cerenius et 

al., 2008, 2010b). Por otra parte, la activación del sistema proPO, ayuda a expandir esta 

respuesta en el sistema, ya que propicia la degranulación de hemocitos que se encuentren 

aledaños al sitio de activación del PRP, y tiene como fin la erradicación de agentes patogénicos 

(Zhang et al., 2007; Cerenius et al., 2010; Wang et al., 2011). 

 En conjunto con proPO, se liberan factores asociados, como la transglutaminasa 

(TGasa), la cual está involucrada en la coagulación. Esta ruta, se activa cuando la integridad de 

la piel es comprometida, liberando hemolinfa. Una vez que la TGasa es liberada por los 

hemocitos, forma homopolímeros que tienen la capacidad de sellar la herida, impidiendo la 

pérdida de hemolinfa (Theopold et al., 2004; Jiravanichpaisal et al., 2006). 

Producto de la degranulación de HSG y HG, se libera una molécula denominada 

peroxinectina (PE), que provoca que las bacterias se adhieran a superficies inespecíficas, a la 

vez que promueve la encapsulación y, al actuar como opsonina, fagocitosis de las bacterias 

adheridas (Jiravanichpaisal et al., 2006). Por otra parte, la PE cuenta con funciones de 

peroxidasa, así como de propagación de la activación del sistema proPO, ya que promueve la 

degranulación de las células granulares (Cerenius et al., 2008). 

 Las lectinas son proteínas multifuncionales que pueden encontrarse en membrana y 

hemolinfa. Son consideradas como un tipo de receptor membranal, denominados proteínas de 

reconocimiento de patrones. y se les asocia con distintos roles biológicos, así como con el 

reconocimiento de agentes exógenos (non-self). Estas proteínas cuentan con un dominio de 

reconocimiento de patrones de carbohidratos (CRD) específicos, por lo que existen lectinas que 

pueden reconocer solamente carbohidratos N-acetilados, o bien O-acetilados (Marques y 

Barracco, 2000; Vazquez et al., 2009; Cerenius et al., 2010b; Freire et al., 2012). 
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 La mayor parte de las lectinas, son consideradas como “tipo C” (LectC), sin embargo, 

existen lectinas que tienen la capacidad de reconocer sustancias diferentes a los carbohidratos, 

las cuales se denominan lectinas parecidas a tipo C. Cuando las lectinas se encuentran libres en 

hemolinfa, se considera que actúan con actividad de tipo opsonina. De tal forma, tienen el rol 

de marcar a determinadas estructuras como agentes exógenos, lo cual a su vez activa o potencia 

la fagocitosis por parte de los hemocitos hialinos (Cerenius et al., 2010b). Así mismo, están 

relacionadas con procesos de aglutinación alrededor de los patógenos, una vez que son 

reconocidos (Marques y Barracco, 2000; Cerenius et al., 2010b). Las LectC, pueden inducir el 

proceso de encapsulación por parte de los hemocitos semigranulados alrededor de patógenos de 

gran tamaño, como esporas y parásitos presentes en la hemolinfa. Por otra parte, las lectinas 

pudieran estar involucradas en la activación del sistema proPO, ya que la proPO puede ser 

activada, entre otros factores, por ciertas proteasas, mientras que las lectinas tienen la capacidad 

de potenciar el efecto de las proteasas bajo determinadas condiciones (Chen et al., 1995; 

Cerenius et al., 2010b; Wang y Wang, 2013). Además de coadyuvar a activar y potenciar el 

sistema de respuesta de crustáceos, se les atribuyen distintos tipos de actividad en contra de 

patógenos como bacterias y hongos, mediante la disrupción de la membrana celular, así como 

en algunos virus como opsonina interaccionando con proteínas estructurales (Cerenius et al., 

2010b; Wang y Wang, 2013).  

 Entre los eventos celulares, involucrados en la respuesta a patógenos, la apoptosis, o 

muerte celular programada, es de gran importancia al mantener un control entre las células con 

funciones normales de un organismo, que se encuentran dañadas, a la vez que podría estar 

relacionada con la respuesta inmune ante infecciones virales (Cerenius et al., 2010b; Xu et al., 

2014).. Los cambios celulares morfológicos de las células apoptóticas, son la deformación de la 

membrana celular, encogimiento celular, y cambios en el núcleo, debido a la condensación de 

la cromatina y fragmentación del ADN (Jin y El-Deiry, 2005). 

 La encapsulación es una respuesta multicelular que tiene como fin el eliminar partículas 

exógenas o patógenos invasores (>10 μm), las cuales no pueden ser destruidas por mecanismos 

humorales. Este proceso se inicia una vez que el patógeno interacciona con una opsonina, o bien 

con factores de adhesión, dándose una movilización de HSG al sitio, cubriendo al agente invasor 

con varias capas de hemocitos (5-30), aunado a mucopolisacáridos y glicoproteínas. Dentro de 
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la partícula formada, el patógeno muere por falta de oxígeno y por acción de hidrolasas o 

quinonas (Vazquez et al., 2009). 

 Un proceso de gran importancia, tanto para el mantenimiento de la homeostasis, como 

para la respuesta inmune, es la fagocitosis. En gran parte, mediante este proceso se elimina y se 

dispone de agentes invasores. Una vez que un patógeno es reconocido, ya sea por contacto 

directo con un receptor, o mediante una opsonina, se inicia el proceso de fagocitosis, durante el 

cual se llevan a cabo modificaciones a nivel de la membrana celular y del citoesqueleto. El 

agente patogénico es introducido a los HH, donde es degradado mediante enzimas que se 

encuentran en el interior de organelos especializados, denominados fagosomas (Jiravanichpaisal 

et al., 2006; Li y Xiang, 2012). 

 La respuesta inmune antiviral es mediada en gran parte por el mecanismo ARNi, como 

se mencionó anteriormente, este se activa ante la presencia de ARNds exógeno o endógeno en 

el interior de una célula (Chen et al., 2012; Itsathitphaisarn et al., 2017). En el caso del ARN 

exógeno, el ARNi puede reconocer el genoma constituido por ARN bicatenario de los virus de 

ARNds, o bien el ARNds viral generado durante el proceso infeccioso de algunos virus de DNA 

o ARN lineal de sentido positivo (Weber et al., 2006; Itsathitphaisarn et al., 2017). Una vez que 

las proteínas que conforman dicho mecanismo detectan el ARNds, este es degradado a través 

de distintos mecanismos moleculares, que incluyen la separación de la doble hebra y el corte 

del mismo en fragmentos de menor tamaño, entre otros (Nguyen et al., 2016). Lo anterior tiene 

como resultado la inmunoestimulación del hospedero, que adquiere la capacidad de silenciar o 

inhibir los genes virales codificados en la secuencia de ARNds catalizada (Underwood et al., 

2013; Nguyen et al., 2016). Este mecanismo de describe con mayor detalle en la siguiente 

sección. 

 

II.2.1 Mecanismo de Interferencia por ARN 

 En mamíferos la respuesta antiviral depende directamente de la activación de la cascada 

de señalización de interferón, mediada por el reconocimiento de epítopes virales por parte de la 

familia de receptores celulares Toll y RIG (Kemp et al., 2013). Es comúnmente aceptado que el 

sistema de respuesta antiviral es mediado por ARN de cadena corta (ARNcc) en plantas, 

nemátodos, plantas y artrópodos, incluyendo camarones peneidos, está conformado por 

componentes proteicos específicos que generan e interaccionan con fragmentos de ARNds, con 
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una extensión aproximada entre 19 y 30 pb, los cuales se subdividen en ARNic, micro ARN 

(ARNmi) y ARN interferente asociado a PIWI (ARNpi) (Kemp et al., 2013; Xu et al., 2014; 

Berkhout, 2018; Ding et al., 2018). De los anteriores, el ARNic, por lo general, es generado en 

respuesta a ARNds exógeno de cadena larga, mientras que los ARNmi y ARNpi, generalmente 

son generados de manera endógena, y, además, tienen roles importantes en cuanto a la 

regulación de la expresión génica, por lo que se consideran esenciales para el desarrollo de 

organismos multicelulares (He et al., 2004; Johnson, 2011; Xu et al., 2014; Iwasaki et al., 2015). 

Por otra parte, los ARNpi están involucrados en la regulación de transposones (Zamore, 2007; 

Marraffini y Sontheimer, 2010; Iwasaki et al., 2015), lo cual sugiere que una de sus principales 

funciones es el cuidado de la integridad del genoma.  

Como se mencionó anteriormente, el primer paso del ARNi (Figura 4) es el 

reconocimiento del ARNds de cadena larga por Dicer y la segmentación del mismo en pequeños 

fragmentos de ARN bicatenario (19-25 pb). Sin embargo, en distintos organismos los de cadena 

corta (ARNcc) son procesados por elementos diferentes de la maquinaria del ARNi (Xu et al., 

2014). En la mayoría de los vertebrados y los gusanos, que sólo cuentan con un subtipo de la 

enzima Dicer, tanto ARNic como ARNmi son producidos por la misma enzima. No obstante, 

en artrópodos, como algunas especies de camarones, incluyendo a P. vannamei y la mosca 

Drosophila melanogaster, existen cuando menos 2 variantes de esta enzima, Dicer-1 y Dicer-2, 

estando el primer subtipo encargado de procesar ARNmi y el segundo ARNic (Hammond, 2005;  

Sabin et al., 2013; Xu et al., 2014). Se ha sugerido que Dicer-2 tiene un mayor rol en la respuesta 

antiviral, pudiendo funcionar de manera análoga a los receptores RIG en mamíferos, al detectar 

ARN exógeno e iniciar la cascada de señalización ARNi (Sabin et al., 2013; Tome et al., 2018). 

La familia de proteínas Dicer se caracteriza por contener en su estructura los dominios DExD/H 

ATPasa (actividad ARN helicasa), DUF283 (posiblemente tiene actividad de ligación de 

ARNds o ARNm), un dominio Piwi – Argonauta – Zwille (PAZ), dos dominios en tándem 

RNasa III y un dominio de ligación de ARNds (Figura 5) (Dlakic, 2006; Mierlo et al., 2011; 

Kurzynska-Kokorniak et al., 2016). El dominio PAZ tiene la capacidad de interactuar con los 

extremos del ARNds de cadena larga, posicionándolo desde la superficie de la proteína hacia el 

sitio activo (Mierlo et al., 2011), no obstante Dicer-2, por sí sólo, interacciona débilmente con 

el ARN bicatenario (Sigova y Zamore, 2008). Hoy en día, es sabido que, en algunos artrópodos, 

al inicio del mecanismo ARNi Dicer-2 interactúa con distintas proteínas accesorias, que a su  
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Figura 1. Mecanismo de interferencia por ARN en camarones peneidos. Ante la presencia de 
ARNds exógeno en el interior da la célula se lleva a cabo la activación del mecansimo ARNi. 
1) La doble hélice es reconocida por Dicer-2, en conjunto con proteínas accesorias que aumentan 
su afinidad por la misma. 2) Dicer-2 corta el ARNds en fragmentos de ARNic de ~21 pb, 
pudiendo generar un pool o cargarlos a RISC. 3) Se lleva a cabo el acoplamiento del ARNic a 
Ago-2, teniendo como resultado la formación del complejo Pre-RISC. 4) Ago-2 desenrolla la 
doble hélice y degrada la hebra pasajera, quedando la hebra guía acoplada al complejo RISC-
maduro, que cuenta con capacidad de degradar a ARNm que tengan complementariedad de 
bases con la hebra guía. 5) RISC interactúa con el ARNm diana por medio de la hebra guía, 
acoplándose a esta a través de distintos cambios conformacionales. 6) Se lleva a cabo el corte 
endonucleolítico del ARNm, la separación del mismo del complejo y finalmente se lleva a cabo 
su degradación. Modificado de Nguyen et al. (2016). 
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Figura 5. Esquema de la estructura de Dicer-2. En la figura se muestran los distintos dominios 
que conforman una enzima Dicer-2 canónica, compuesta por dos dominios ARNasa III, PAZ 
DUF238, DExD/H ATPasa (subdominios HEL1, HEL2 y HEL2i) y el dominio de ligación de 
ARNds. El número y disposición de los dominios puede variar dependiendo de la especie. 
Modificado de Lau et al. (2012). 
 

 

 

vez promueven la afinidad que dicha enzima tiene por el ARNds, como la proteína codificada 

por el gen de resistencia a arsénico (Ars-2) y la proteína de bajo peso molecular R2D2 (Sabin 

et al., 2009; Mierlo et al., 2011; Gaur et al., 2014; Trettin et al., 2017). 

El sitio activo de Dicer-2 está conformado por los dos dominios ARNasa III, a manera 

de dímero intramolecular, cada uno de los cuales corta una de las dos cadenas de ARN. Lo 

anterior da paso a la generación de ARNic, primordialmente de ~21 pb con 2 nt sin aparear en 

los extremos 3’, debido a la distancia existente entre los dominios ARNasa III (Mierlo et al., 

2011; Prabha et al., 2015). El dominio DExD/H ATPasa coadyuva en el corte de la doble cadena, 

pudiéndose potenciar por medio del aprovechamiento de ATP, aunque no es del todo 

determinante, además de monofosfatar e hidroxilar los extremos 5’ y 3’, respectivamente (Siomi 

y Siomi, 2009; Mierlo et al., 2011). Se ha propuesto que la acción del dominio DExD/H ATPasa, 

pudiera causar cambios conformacionales que expongan dominios que puedan ser reconocidos 

por proteínas accesorias (Tome et al., 2018). 

Se ha sugerido que R2D2 tiene una importancia fundamental en el mecanismo ARNi, ya 

que, además de fungir como potenciador de la ligación del ARNds al inicio de dicha cascada de 
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señalización, promueve la formación del complejo cargador de RISC (RLC, por sus siglas en 

inglés) (Liu, 2003), activando el núcleo catalítico del ARNi, RISC (Gaur et al., 2014) . El RLC  

se genera una vez que los ARNic generados por Dicer-2 son cargados en R2D2, que cuenta con 

2 dominios de ligación de ARNds, Hoy en día, es sabido que Dicer-2 se une al extremo de ARNi 

con mayor inestabilidad termodinámica (pasajero), mientras que R2D2 interacciona con el de 

mayor estabilidad (guía) (Liu et al., 2006b ; Kobayashi y Tomari, 2015), y se ha sugerido que 

la conformación del RLC pudiera exponer los 2 nucleótidos sin aparear en los extremos 3’, para 

posteriormente acoplarlos a la proteína argonauta, miembro de RISC (Meister y Tuschl, 2004). 

La familia de proteínas Argonauta está conformada por distintas enzimas especializadas 

en procesar diferentes clases de ARN bicatenario de cadena corta. En algunas especies de 

camarones, como P. vannamei, al igual que en otros artrópodos, existen cuando menos dos 

subtipos de dicha enzima, Ago-1 y Ago-2 (Bartholomay et al., 2012; Nguyen et al., 2016). De 

las anteriores, la primera procesa ARNmi y la segunda está encargada de ARNic (Nguyen et al., 

2019). Algunas proteínas Ago tienen una estructura globular formada por dos lóbulos. El 

dominio N y PAZ conforman el lóbulo N-terminal, mientras que el C- terminal está constituido 

por los dominios MID y PIWI. Ambos lóbulos se encuentran unidos por dos regiones 

enlazadoras (L1 y L2). El sitio activo, también denominado rebanador (por su traducción del 

inglés, slicer), está constituido por una región del dominio PIWI con actividad ARNasa H y está 

localizado en la región central de la proteína (Figura 6) (Sheu-gruttadauria y Macrae, 2017). 

Cabe señalar que en algunos artrópodos e incluso mamíferos sólo el subtipo Ago-2 (Figura 6) 

cuenta con el sitio activo, de tal forma, sólo Ago-2 tiene capacidad de catalizar la degradación 

de ARNm por medio de corte endonucleolítico (Jinek y Doudna, 2009; Green y Weinberg, 

2011). 

Previo a la catálisis del ARNic, se lleva a cabo la entrega del mismo, desde R2D2, 

coaduyado por chaperonas Hsc70 y Hsp90, al dominio PAZ de Ago-2, conformándose el 

complejo conocido como pre-RISC (Meister y Tuschl, 2004; Kwak y Tomari, 2012; Macrae et 

al., 2012). El dominio MID cuenta con una región que tiene la capacidad de interactuar con el 

5’-Cap, acoplando de manera no trascendental al ARNic entre los dominios PAZ y MID (Kwak 

y Tomari, 2012; Green y Speck, 2018). Posteriormente, la separación de la doble hélice es 

mediada por el dominio N y el sitio rebanador, la hebra guía es retenida en Ago-2 y la cadena 

pasajero degradada debido a la actividad ARNasa H del dominio PIWI (Kwak y Tomari, 2012).  
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Figura 6. Esquema de la enzima Ago-2. Las proteínas Ago-2 canónicas se encuentran 
constituidas por los dominios PAZ, N-terminal o dominio N, MID y PIWI. El sitio activo, 
dependiente de iones Mg2+, cuenta con actividad ARNasa H. Tomado de Jinek y Doudna (2009). 
 

 

 

Lo anterior, da como resultado la conformación de un estado del complejo denominado RISC-

maduro, que cuenta con una alta estabilidad termodinámica y con capacidad de elegir como 

blanco a transcritos de ARNm que tengan complementariedad de bases exacta con la hebra guía 

(ARNm diana), acoplada en RISC (Kobayashi y Tomari, 2015). 

Recientemente, se ha propuesto que la detección y degradación del ARNm diana, por 

parte de RISC-maduro, se pudiera llevar a cabo por medio de la interacción de los nucleótidos 

de la hebra guía (g) 2 – 8 con los nt del ARNm diana (d) 2 – 8 (Cenik y Zamore, 2011; Sheu-

gruttadauria y Macrae, 2017). Como se mencionó previamente, el 5-Cap se encuentra acoplado 

al dominio MID, g2 – g8 adquieren una conformación de hélice de cadena sencilla, mientras 

que el resto de la cadena se extiende por el canal central de los dos lóbulos, sin una conformación 

definida, hacia el dominio PAZ, que interactúa con el extremo 3’. La porción g2 – g8 es también 

conocida como región guía y, de esta, sólo se g2 y g4 se encuentran expuestas al solvente. De 

tal forma, la primera interacción entre este par de nucleótidos con d2 y d4, posterior a lo cual se 

da una serie de cambios conformacionales, tanto a nivel proteico como en la hebra guía, que 

conllevan a la adopción del resto de los nucleótidos de la misma, a una conformación tal que 

facilita la interacción entre ambas cadenas (Sheu-gruttadauria y Macrae, 2017). Finalmente, una 
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vez conformada la doble hélice, el ARNm diana es degradado mediante el corte 

endonucleolítico, facilitado por el sitio rebanador, del enlace fosfodiéster entre d10 y d11; 

desestabilizando la doble hélice (Cenik y Zamore, 2011). 

 

II.3 Usos del Mecanismo ARNi para el Estudio y Control de Enfermedades 

 El ARNi fue descrito por primera vez por Fire et al. (1998) quienes determinaron que la 

inyección de ARNds en el nemátodo Caenorhabditis elegans resultaba en una potente inhibición 

de la expresión de genes endógenos, lo cual se podía extender hasta la progenie de los 

organismos tratados. A partir de ese momento, esta metodología se ha utilizado en una gran 

cantidad de investigaciones, para describir la función de distintos genes (Zhou y Rossi, 2011). 

En estudios posteriores, Zamore et al. (2000) demostraron que la inhibición de la expresión de 

un determinado gen se daba de manera dependiente y específica a la secuencia del ARNds, así 

como de los ARNic producto de su catálisis, ya que el corte del ARNm se da, de manera 

exclusiva, dentro de la secuencia de los ~21 nt del ARNic. De tal forma, se constató que 

mediante el uso de ARNi se puede silenciar la expresión de prácticamente cualquier gen, ya 

sean de un agente patogénico o célula del organismo a tratar. Dicha investigación contribuyó al 

desarrollo de tratamientos terapéuticos contra diferentes enfermedades como, cáncer, síndromes 

autoinmunes y degenerativos, así como de origen bacteriano y viral, entre otros. (Zhou y Rossi, 

2011).  

Las estrategias basadas en ARNi proveen de una herramienta muy prometedora para el 

estudio de enfermedades de origen viral, así como la relación huésped-hospedero de un 

determinado agente etiológico (Johnson et al., 2011; Kole et al., 2012; Li et al., 2018). Además, 

el uso de ARNds para el desarrollo de vacunas, pudiera resultar en la obtención de métodos más 

seguros para tratar una determinada enfermedad de origen viral, en comparación con las vacunas 

vivas modificadas usadas comúnmente en la actualidad. Lo anterior, debido a que estas tienen 

un alto potencial de mutar en una forma virulenta, lo cual pudiera comprometer aún más la 

condición del hospedero inmunodeprimido. Mientras que, las vacunas desarrolladas a partir de 

ARNds sintético son más estables, y no mutan de la misma forma que las vacunas modificadas 

(Loy, 2014).  

Una de las pocas desventajas que esta tecnología puede presentar, es el resultado 

potencialmente deletéreo producto del mal diseño de la sonda de ARNds, ya que, si la secuencia 
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no es única y específica del gen a silenciar, pudiera darse el caso del silenciamiento conjunto de 

genes fundamentales para la homeostasis del organismo. Resultando esto último en la obtención 

de fenotipos no aptos, o bien la muerte del sujeto tratado (Umbach y Cullen, 2009; Huvenne y 

Smagghe, 2010; Wilson y Doudna, 2013; Kalantari et al., 2016).. 

 La existencia de una respuesta de tipo ARNi en camarones peneidos fue descrito por 

primera vez por Robalino et al. (2004) quienes determinaron que los camarones de la especie 

P. vannamei pueden ser inmunoestimulados ante la infección de WSSV y TSV, por medio de 

la administración de ARNds. De tal forma que, al ser tratados con ARNds no específico para 

cada patógeno, los camarones presentaron una mejoría en cuanto a la respuesta a la infección 

viral, aumentando significativamente el índice de supervivencia (50-70%) de individuos sujetos 

a un ensayo de reto viral. Lo anterior, pudiera sugerir que existe una relación directa entre la 

activación del ARNi y el sistema de respuesta inmune innato en peneidos. No obstante, Robalino 

et al. (2005) corroboraron que la administración de ARNds específico para distintos genes de 

cada uno de los virus mencionados previamente, promueve una respuesta mucho más efectiva 

ante estos patógenos, en comparación con el ARNds no específico. De manera que, mientras la 

administración de ARNds específico confería una protección tal que aumentaba el índice de 

supervivencia de a ~90% a los 11 días post inoculación (dpi), el ARNds no específico sólo 

retrasaba la muerte masiva de los organismos de estudios; alcanzando el 90-95% de mortalidad 

en el mismo período de tiempo. A partir de los dos estudios anteriormente mencionados, se ha 

dado un gran desarrollo en cuanto al estudio del ARNi en camarones peneidos, aplicado a la 

generación de estrategias antivirales, proveyendo al sector acuícola de una nueva y eficaz 

herramienta para responder a un brote infeccioso (Loy, 2014; Nguyen et al., 2016). 

 Al día de hoy, en camarones peneidos, la mayor parte de las investigaciones se ha 

centrado en el estudio de agentes etiológicos virales como el WSSV, TSV, PstDV1 y YHV, 

entre otros. Para hacer frente a estos patógenos, principalmente, se han adoptado como 

estrategias el silenciar genes que codifican para proteínas estructurales y genes no estructurales, 

así como genes de las células hospederas (Krishnan et al., 2009; Nguyen et al., 2016). Así 

mismo, se han desarrollado distintos sistemas de entrega de ARNds al interior de las células, 

además de la entrega sistémica por medio de inyección individual, con el fin de mejorar la 

practicidad de la administración y efectividad del ARNds (Loy, 2014)  
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II.4 Métodos de entrega de ARNds 

 La entrega de ARNds desnudo pudiera no ser una forma efectiva de transferirlo al 

interior de las células diana, por lo que la actividad de éste perdura durante poco tiempo. Por lo 

tanto, para reducir la exposición del mismo a factores propios del organismo que pudieran 

degradarlo (Peng et al., 2018), para mejorar la eficacia, aumentar la especificidad celular para 

la generación de vacunas o estrategias antivirales basadas en esta tecnología, es necesario el 

desarrollo de un sistema de entrega seguro y efectivo (Haq et al., 2012; Haussecker, 2014; 

Prabha et al., 2015; Sanitt et al., 2016; Dana et al., 2017). 

Los sistemas, o vectores, de entrega de ARNds se pueden clasificar de dos formas, 

virales y no virales. Entre los primeros, se encuentran aquellos donde se utilizan virus 

modificados. En esta categoría también se pueden considerar las VLPs derivadas de proteínas 

de diferentes virus para encapsular ARN bicatenario (Kolliopoulou et al., 2017). Por otra parte, 

entre los sistemas de entrega no virales se incluyen péptidos, polímeros y microorganismos que 

sintetizan ARNds, entre otros (Davidson y McCray, 2011; Dana et al., 2017). Los métodos de 

entrega mencionados previamente se describen a continuación, con enfoque en aquellos que han 

sido utilizados en camarones peneidos. 

II.4.1 Administración de ARNds Desnudo por Inyección Intramuscular 

 La inyección o punción subcutánea fue la primera técnica utilizada para administrar 

ARNds a un organismo vivo, con lo cual el ácido nucleico es captado de manera masiva por una 

gran cantidad de células (Fire et al., 1998). Desde entonces, se ha vuelto uno de los métodos 

más ampliamente utilizados. Si bien este método es usado de manera convencional para probar 

el efecto de ARNds, a pequeña escala en sujetos de estudio, su implementación en la industria 

camaronícola es poco viable e impráctica. Lo anterior, debido a la necesidad de puncionar a 

cada uno de los camarones cultivados, de manera individual. No obstante, y a pesar de sus 

limitantes, se ha usado para probar la efectividad de una gran cantidad de estrategias antivirales 

(Loy, 2014). 

En cuanto al uso de ARNds desnudo para el silenciamiento de genes propios del 

hospedero, un blanco comúnmente utilizado para inhibir la infección viral son los receptores 

celulares, utilizados por los patógenos para ingresar a la célula. No obstante, este tipo de 

metodologías puede tener efectos deletéreos en el sujeto de estudio, teniendo como resultado la 

muerte del mismo. Los receptores celulares tienen un rol fundamental en el inicio del proceso 
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infeccioso, ya que estos determinan el tropismo viral (Schneider-Schaulies, 2000). Sin embargo, 

muchos de ellos están implicados en procesos de importancia vital para las células, por ejemplo 

el mantenimiento de la homeostasis, por lo que su silenciamiento pudiera provocar fallos a nivel 

sistémico (Charoensapsri et al., 2015).  

 Con relación a lo anterior, Senapin y Phongdara (2006) al estudiar el interactoma del 

TSV con las proteínas de P. monodon, lograron identificar al receptor laminina como una de las 

proteínas capaces de mediar el inicio del proceso infeccioso de dicho patógeno. En estudios 

posteriores, en un intento por desarrollar un método de control para el TSV, Senapin et al. (2010) 

silenciaron la expresión del receptor laminina. No obstante, lo anterior tuvo como resultado la 

muerte de los camarones tratados con ARNds. Por otra parte, el mismo enfoque fue utilizado 

por Assavalapsakul et al. (2014) en el caso del YHV, obteniendo resultados positivos. Para lo 

cual, sintetizaron ARNds específico para el receptor PmYPR65, que interactúa con proteínas 

estructurales del YHV al ingresar a las células hospederas. De esta forma, al silenciar la 

expresión de dicho receptor y someter, posteriormente, a camarones de la especie P. monodon 

a un ensayo de reto viral, obtuvieron un porcentaje de supervivencia de 95%.  

Con respecto al silenciamiento de genes virales, una gran cantidad de investigaciones se 

han llevado a cabo al respecto. Como se mencionó previamente, lo anterior se ha abordado de 

dos maneras, principalmente; silenciamiento de genes estructurales y no estructurales. Los 

últimos han tenido un mayor uso, bajo la premisa de que los productos expresados de manera 

temprana son los encargados de orquestar los primeros estadíos del establecimiento de una 

infección fructífera. No obstante, la efectividad del ARNds pudiera estar relacionada, además 

de la función del gen a silenciar, con la abundancia de transcritos del mismo, y esto a su vez 

puede depender de distintos factores, por ejemplo, la fuerza de la región promotora de dicho gen 

(Ho et al., 2011). Lo cual, sugiere que cada caso tiene que ser evaluado de manera individual. 

Tirasophon et al. (2005) evaluaron la efectividad del silenciamiento mediante ARNds, 

de distintos genes de YHV, incluidos dos estructurales (gp116 y gp64) y tres no estructurales 

(polimerasa, helicasa y proteasa). De esta manera, determinaron que la utilización ARNds 

específico para genes no estructurales, tuvo como resultado una respuesta mucho más efectiva 

en células Oka de P. monodon, particularmente con el silenciamiento de la proteasa viral. Así 

mismo, Yodmuang et al. (2006) establecieron que sólo con usar ARNds anti-proteasa YHV (25 
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µg), era suficiente para inhibir la replicación de este patógeno en P. monodon, por un tiempo 

mínimo de 10 dpi. 

 El Virus de Laem-Singh (LSNV) es un virus de ARN que se ha correlacionado con el 

síndrome de crecimiento lento en P. monodon, el cual afecta severamente a la industria 

camaronícola, pudiéndose dar la transmisión de manera vertical y horizontal (Flegel, 2009). De 

acuerdo con Saksmerprome et al. (2013) el genoma de dicho patógeno codifica una ARN 

polimerasa dependiente de ARN (ARNpol-LSNV), que pudiera ser de gran importancia para el 

proceso infeccioso. En este sentido, mediante la síntesis in vitro de ARNds específico para 

ARNpol-LSNV (6 ug), y su posterior administración por medio de inyección intramuscular, 

pudieron observar una protección contra la infección de LSNV en P. monodon. Este efecto tuvo 

una duración de al menos 10 dpi, de tal forma que, para mantener el silenciamiento de la enzima 

en cuestión fue necesario la administración repetitiva del ARNds. De manera similar, 

Saksmerprome et al. (2017) mediante la administración de ARNds - ARNpol-LSNV lograron 

disminuir significativamente la cantidad de postlarvas positivas para LSNV, producidas por 

hembras infectadas con el mismo virus. Lo anterior se puede deber a una abolición temporal de 

la transcripción del gen viral, al momento de producir cigotos, teniendo como resultado que las 

proteínas virales necesarias para ensamblar nuevas partículas virales no se encontraran 

presentes, y, por ende, no existe presencia alguna de virus en las células haploides. 

 El densovirus de Penaeus monodon (PmDNV), es un protoparvovirus que también se ha 

asociado al síndrome del lento crecimiento en P. monodon, además de generar deformaciones 

en individuos infectados, afectando severamente el valor comercial. De forma similar a los 

parvovirus, en su genoma se codifican dos proteínas no estructurales (ns1 y ns2) y una de 

cápside (VP). Attasart et al. (2010) evaluaron el efecto de la aplicación de ARNds contra las 

proteínas ns-1 y VP, en camarones de la especie P. monodon infectados experimentalmente con 

PmDNV. En dicho estudio, se determinó que existe una inhibición de la replicación viral, por 

un tiempo aproximado de 14 días. Por otra parte, Attasart et al. (2011) desarrollaron una 

estrategia antiviral en contra del PmDNV, en P. monodon preinfectados de manera natural. 

Mediante el uso de una combinación de ARNds anti ns-1 y VP, lograron disminuir el número 

de partículas virales a niveles casi imperceptibles, reduciendo, además, distintos efectos 

adversos asociados a la enfermedad, como la hipertrofia nuclear de células infectadas. 



38 
 

 Como se mencionó anteriormente, uno de los patógenos que más seriamente afecta a la 

industria camaronícola es el PstDV1, causando grandes pérdidas económicas, principalmente, 

en el cultivo de P. vannamei. Ho et al. (2011) hicieron uso de ARNds contra la PstDV1-CP y 

contra una secuencia del genoma donde se traslapan el gen codificante de NS-1 y NS-2, con el 

fin de determinar su eficacia para prevenir la infección por parte del PstDV1 en camarones de 

la especie P. vannamei. Así, mediante la administración repetitiva (cada 3 días) de ARNds, en 

sujetos sometidos a un ensayo de reto viral, pudieron observar una cantidad significativamente 

menor en la cantidad de copias virales (P<0.05), en los camarones tratados con ARNds contra 

PstDV1 en comparación con los del grupo control. La protección contra este patógeno tuvo una 

duración mínima de 10 días. Aunado a lo anterior, demostraron que este tipo de estrategias 

pueden fungir como un tratamiento para tratar camarones previamente infectados, al aplicarse 

hasta 24 h post inoculación, inhibiendo la replicación viral a lo largo del estudio. 

 El WSSV tiene un amplio rango de hospederos, a la fecha se han contabilizado alrededor 

de 98 especies, incluidas todas las especies de camarones peneidos estudiados al día de hoy 

(Verbruggen et al., 2016). Como se mencionó anteriormente, este virus cuenta con un genoma 

de ADN bicatenario, con una longitud de aproximadamente 300 Kpb, en el cual se encuentran 

alrededor de 185 marcos de lectura abiertos (ORFs, por sus siglas en inglés), que codifican 

péptidos de más de 50 aminoácidos (Khadijah et al., 2003; Xu et al., 2007). Debido a lo anterior, 

este virus es uno de los patógenos de crustáceos más ampliamente estudiado mediante 

estrategias basadas en ARNi, en cuanto a la función de sus genes, las interacciones que distintos 

componentes virales establecen con el hospedero, así como métodos de control. De acuerdo a 

Musthaq y Kwang (2014), uno de los principales métodos utilizados, a manera de tratamiento 

terapéutico o vacuna, para el control del WSSV es el ARNds en contra de proteínas estructurales 

como la proteína de envoltura viral VP28, ya que éstas tienen un rol muy importante en el 

desarrollo del proceso infeccioso de este patógeno. 

 Kim et al. (2007) al evaluar la viabilidad del uso de ARNds como agente antiviral contra 

WSSV en el camarón blanco chino P. chinensis, estimaron la efectividad de silenciar distintos 

genes de dicho virus, incluidos dos estructurales (vp28 y vp281) y uno codificante de una 

proteína-quinasa (pk). De tal forma, determinaron que el silenciamiento del gen vp28 confería 

una protección contra la infección del WSSV que podía durar mínimamente 7 días. Los 

organismos inyectados con ARNds-vp28 tuvieron un índice de supervivencia del 100%, en 
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contraste con aquellos que fueron tratados con ARNds-vp281 o ARNds-pk, 93.3 y 53.3% 

respectivamente. Además, comprobaron que este tipo de tratamiento puede ser utilizado como 

agente profiláctico, al aplicarlo hasta 3 días antes de inocular camarones con este patógeno. De 

manera similar, Sarathi et al. (2008) obtuvieron un índice de supervivencia de 100% al inyectar 

intramuscularmente a camarones de la especie P. monodon, con ARNds-vp28 expresado en 

bacterias Escherichia coli y someterlos a un ensayo de reto viral con el WSSV. En estudios 

recientes, Escobedo-Bonilla et al. (2015) utilizaron ARNds específico para los genes 

codificantes de las proteínas VP28 y VP26, así como dos genes no estructurales orf89 y 

wssv191. Al comparar su efectividad para inmunoestimular a camarones blancos P. vannamei, 

en contra del WSSV, demostraron que los ARNds-vp28, -orf89 y -vp26 brindaban una mayor 

protección contra este patógeno, obteniendo índices de mortalidad de 10, 10 y 26%, 

respectivamente, en comparación con un 86% del grupo control. 

 Los tratamientos con base en la administración intramuscular de ARNds, por lo general, 

tienen una duración aproximada de 14 días, por lo que en la actualidad se están desarrollando 

nuevas tecnologías más eficientes para la entrega de ARNds (Musthaq y Kwang, 2014). 

Independientemente del resultado particular de cada investigación, de estas se desprende, la 

necesidad de un vehículo de transporte que proteja al ARNds desnudo de las condiciones propias 

de la hemolinfa (Shukla et al., 2016), 

 

II.4.2 Sistemas No Virales de Entrega de ARNds 

 La administración oral de agentes terapéuticos basados en ARNi es considerado como 

uno de los más favorables en cuanto a términos de costo-efectividad se refiere, aunado a que 

tienen una fácil forma de administración. Esta ruta provee, de manera potencial, una rápida 

distribución sistémica, debido a su adsorción en el intestino (González-Ballarín et al., 2013). 

Además, esta metodología es apta para su aplicación en la industria camaronícola, ya que el 

tratamiento se administra en conjunto con el alimento, a su vez este es ingerido y el ARNds 

adsorbido a través del lumen (Loy, 2014). 

 Una de las estrategias más ampliamente usadas para administrar ARNds por la ruta oral 

en camarones peneidos, es la modificación genética de microorganismos para que puedan 

sobreexpresar ARNds en contra de un determinado gen. Una vez hecho lo anterior, estos 

microorganismos se mezclan con el alimento, mismo que se administra de manera regular a los 
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camarones. Así, los organismos alimentados de esta manera, adsorben el ARNds y este se 

disemina de manera sistémica, llegando al interior de las células, a la vez que confiere la 

capacidad de silenciar un determinado gen. En sí, los microorganismos fungen como protección 

parcial del ARNds al medio del agua marina y otros factores (Loy, 2014). Sarathi et al. (2008) 

transformaron bacterias E. coli HT115(DE3) para sobreexpresar ARNds-vp28, posteriormente 

recubrieron alimento peletizado comercial con dichas bacterias y alimentaron especímenes de 

P. monodon. Después de someter a los organismos tratados a un ensayo de reto viral con WSSV, 

obtuvieron un índice de supervivencia de 68%, en comparación con un 100% del grupo control. 

Además, al comparar el alimento mencionado anteriormente, con alimento recubierto con 

ARNds-vp28 complejado con nanopartículas de quitosano, el grupo tratado con el último sólo 

logró un índice de 37% de supervivencia. Por el contrario, Sellars et al. (2011) al alimentar a 

camarones P. monodon con ARNds contra el Virus asociado a las Branquias (GAV, por sus 

siglas en inglés), así como contra el gen endógeno actina, no lograron silenciar los genes antes 

mencionados. No obstante, la administración de estos ARNs bicatenarios mediante inyección 

intramuscular, fue suficiente para silenciar la expresión de los mismos. Lo que pudiera sugerir 

que no todas las especies son aptas para ser inmunoestimuladas por este método. 

 Estudios similares fueron llevados a cabo por Attasart et al. (2013) quienes reportaron 

que al alimentar camarones P. vannamei y P. monodon con bacterias modificadas para expresar 

ARNds específico para los genes Rab7 y STAT, por un tiempo de 6 días, tenía como resultado 

la abolición de la expresión de ambos genes. Cabe señalar que, dicho efecto se presentó de 

manera sistémica, no sólo en un órgano determinado. De la misma manera, Sanitt et al. (2014) 

silenciaron la expresión del gen Rab7 en P. vannamei, mediante la alimentación de los mismos 

con bacterias E. coli productoras de ARNds-Rab7. Al someter a los especímenes a un ensayo 

de reto viral observaron una protección contra la infección por parte del YHV, con un 80% de 

supervivencia. 

 Los lípidos catiónicos son moléculas anfipáticas que se han desarrollado para fungir 

como sistemas de entrega de ácidos nucleicos. Estas moléculas consisten de una cabeza 

hidrofílica acopladas a cadenas hidrocarbonadas, o bien a derivados de colesterol. Las mismas, 

pueden adoptar distintas conformaciones una vez que son resuspendidas en un medio acuoso, 

formando un liposoma. Debido a la composición lipídica de la superficie del liposoma, pueden 
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interaccionar de manera electrostática con los ácidos nucleicos, por lo que pueden funcionar 

como vehículo de transporte de éstos al interior de las células (Shim et al., 2013).  

Este tipo de partículas han sido utilizadas de distintas formas, tanto inyectadas como 

entregadas por vía oral, entre otras (Kim et al., 2008; Shim et al., 2013; Sanitt et al., 2016). 

Apiratikul et al. (2013) reportaron que al administrar liposomas catiónicos ligados a ARNds 

contra el receptor PmYPR65 a camarones P. vannamei, mediante inyección intramuscular, 

obtuvieron un índice de supervivencia de 100%, una vez que se retaron los organismos con el 

YHV, dicha protección tuvo una duración de 14 días. Por otra parte, Sanitt et al. (2016) hicieron 

uso de ARNds-Rab7 encapsulado en un liposoma catiónico derivado del colesterol. Por medio 

de una mezcla de dicho liposoma con alimento comercial, alimentaron a camarones P. vannamei 

y posteriormente los sometieron a un ensayo de reto viral con el virus anteriormente 

mencionado, obteniendo un índice de supervivencia de 50% una vez transcurridos 60 dpi, en 

contraste con un 10% logrados mediante la inyección de ARNds-Rab7 desnudo. Lo cual sugiere, 

que mediante la encapsulación de ARNds se puede alargar la longevidad del mismo, 

protegiéndolo de la degradación enzimática. 

 No obstante, a pesar de que los resultados obtenidos por medio de estrategias de entrega 

oral de ARNds pudieran resultar prometedores, en algunos caso no se logra el efecto esperado, 

sugiriendo que no es un sistema apto para todas las especies (Gaur et al., 2014). El tracto 

digestivo es un epitelio especializado en la degradación de macromoléculas y asimilación de los 

productos obtenidos, a la vez que restringe el transporte de patógenos. Estos procesos, por lo 

general, dificultan la integridad y adsorción de agentes terapéuticos (González-Ballarín et al., 

2013). De tal forma que, la exposición del sistema de entrega de ARNds, a condiciones de pH 

no aptas, aunado a la existencia de una alta actividad enzimática, pudiera llegar a degradar al 

sistema mismo o parte del ARN bicatenario (Gaur et al., 2014; Nguyen et al., 2016; Álvarez-

Sánchez et al., 2017). Aunado a lo anterior, si bien este tipo de métodos pudieran generar 

mejores resultados que la utilización de ARNds desnudo, los sistemas desarrollados, por lo 

general, promueven una entrega sistémica del cargamento. Generalmente, los sistemas de 

entrega no virales son considerados menos eficientes que los sistemas virales (Kolliopoulou et 

al., 2017). 
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II.4.3 Métodos Virales de Entrega de ARNds 

El uso de virus modificados genéticamente para la entrega de distintas biomoléculas al 

interior de células, tanto in vitro como in vivo, se ha utilizado de manera extensa para el 

tratamiento de enfermedades y afecciones de distintas índoles en mamíferos, plantas, 

artrópodos, organismos de interés acuícola e incluso humanos (Roy y Noad, 2008; Merten y 

Gaillet, 2016; Ni et al., 2016). Entre los virus más ampliamente usados se encuentran los 

alfavirus, lentivius, retrovirus y virus adenoasociados, entre otros. No obstante, como se 

mencionó anteriormente, la utilización de virus conlleva una gran riesgo, ante la posibilidad que 

estos puedan mutar en una variante patogénica y comprometer la salud del sujeto tratado 

(Nayerossadat et al., 2012; Loy, 2014; Mohsen et al., 2017). Un ejemplo de lo anterior, fue el 

caso del virus de la enfermedad de pie y boca (FMDV, por sus siglas en inglés). El FMDV 

provoca una enfermedad contagiosa que afecta especies de interés pecuaria. Para este patógeno 

se formuló una vacuna a partir de virus atenuados, lo cual tuvo como resultado colateral el 

resurgimiento de brotes de FMDV en años posteriores a su utilización (Loy, 2014). Una opción 

a este tipo de tratamientos es la utilización de partículas pseudovirales, para encapsular una 

biomolécula de interés (Roy y Noad, 2008; Ni et al., 2016; Mohsen et al., 2017). 

 

II.4.3.1 Partículas Pseudovirales como Vehículos de Entrega 

Las VLPs son arreglos tridimensionales vacíos derivados de proteínas de cápside o 

envoltura de virus nativos (Figura 7), que pueden ser expresadas en células eucariotas o 

procariotas, y que, al encontrarse los elementos proteicos necesarios presentes en un medio 

acuoso, por lo general, se autoensamblan de manera tal que su estructura se asemeja de manera 

mimética a la del virus nativo; conservando el tropismo y su antigenicidad (Garcea y Gissmann, 

2004; Zdanowicz y Chroboczek, 2016; Forouhar-Kalkhoran, 2017). Además, al carecer de 

ácidos nucleicos virales, no son patogénicas y a la vez pueden inmunoestimular por si mismas 

a un determinado organismo al cual se le administren, provocando una fuerte respuesta inmune 

(Roy y Noad, 2008; Kushnir et al., 2012; Shirbaghaee y Bolhassani, 2016). 

Las VLPs, así como la cápside o envoltura de los patógenos de los que se derivan, 

conforman la cubierta proteica los virus. Dichas partículas están formadas por subunidades 

proteicas oligoméricas, también llamadas capsómeros (Xue et al., 2014; Shirbaghaee y 

Bolhassani, 2016; Zdanowicz y Chroboczek, 2016; Forouhar-Kalkhoran, 2017). Los últimos  
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Figura 7. Esquema de las cápsides de distintos parvovirus. PstDV1, Penstydensovirus de 
decápodos 1; CPV Protoparvovirus de carnívoros (parvovirus canino); GmDNV, Galleria 

mellonella Densovirus. Modificado de Kaufmann et al. (2010). 
 

 

 

interactúan entre sí para la formación de la cápside misma, mediante distintos tipos de 

interacciones proteína - proteína, como, fuerzas de Van der Waals, puentes disulfuro, 

interacciones iónicas, interacciones hidrofóbicas y enlaces covalentes, entre otras (Ni et al., 

2016; Zdanowicz y Chroboczek, 2016). Dependiendo del acomodo o arreglo espacial de los 

capsómeros, las cápsides pueden adoptar estructuras helicoidales icosaédricas o complejas (Xue 

et al., 2014; Forouhar-Kalkhoran, 2017). 

Las partículas pseudovirales tienen la capacidad de interactuar con otras biomoléculas. 

Por lo general, distintos residuos de naturaleza básica y carga positiva se encuentran orientados 

hacia el interior de la cápside misma, por lo que estas pueden fácilmente encapsular moléculas 

de carga apropiada, interactuando mediante fuerzas electrostáticas (Garcea y Gissmann, 2004; 

Xue et al., 2014). Además, como se mencionó anteriormente, debido a que las VLPs conservan 

la estructura propia del virus del cual se derivan, mantienen el tropismo del mismo, pudiendo 

interactuar con receptores celulares específicos e ingresar, de manera exclusiva, a aquellas 
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células que tengan expuestos en su membrana los receptores necesarios para interactuar con los 

antígenos virales que se encuentran la cápside recombinante. Las VLPs, al igual que los virus, 

tienen la capacidad de ingresar a las células diana mediante distintos mecanismos celulares, tales 

como la endocitosis (Erbacher et al., 1999; Georgens et al., 2005; Seow y Wood, 2009).  

Si bien las VLPs conservan el tropismo de los virus nativos, estas pueden ser 

modificadas, para presentar en su superficie diferentes tipos de moléculas, péptidos e incluso 

epítopes de distintos virus. Este tipo de arreglos o “decoraciones”, se llevan a cabo mediante 

uniones covalentes, modificación química y modificación de la secuencia del gen codificante 

de las proteínas estructurales que conforman la cápside. Lo anterior, puede conllevar al cambio 

del tropismo de la VLP, o bien se realiza con el fin de la presentación de antígenos, para 

inmunoestimular un determinado organismo. Este tipo de partículas, es denominado VLP 

quimérica (Schwarz y Douglas, 2015; Shirbaghaee y Bolhassani, 2016; Forouhar-Kalkhoran, 

2017). 

Debido a las características inherentes de estas partículas, han sido ampliamente 

utilizadas para la presentación de antígenos de distintas índoles, fungiendo como vacunas, 

principalmente en mamíferos y humanos, así como tratamientos experimentales en organismos 

de interés acuícola (Roy y Noad, 2008; Musthaq y Kwang, 2014; Merten y Gaillet, 2016; Xie y 

Xu, 2017). Así mismo, se ha hecho uso de las VLPs como agentes terapéuticos para tratar 

distintas enfermedades, a manera de vehículos acarreadores. Las VLPs recombinantes de 

distintos virus han servido como plataforma de entrega altamente eficientes, de medicamentos 

y biomoléculas, como otras proteínas, péptidos y ácidos nucleicos, entre otros, (Garcea y 

Gissmann, 2004; Oliveira et al., 2006; Ashley et al., 2011; Shirbaghaee y Bolhassani, 2016). 

Entre las VLPs recombinantes que han sido utilizadas para los fines antes mencionados 

se encuentran las derivadas de poliomavirus, parvovirus, picornavirus, el virus de la hepatitis B 

(HbV, por sus siglas en inglés), el virus de moteado clorótico (CCMV, por sus siglas en inglés) 

y virus del mosaico del caupí (CPMV, por sus siglas en inglés), así como los bacteriófagos MS2, 

Qβ y Salmonella typhimurium P22, entre otros (Singh et al., 2006; Teunissen et al., 2013; 

Shirbaghaee y Bolhassani, 2016; Rohovie et al., 2017). A su vez, el uso de estas partículas ha 

tenido un gran auge para tratar diversas condiciones en una amplia gama de organismos, 

incluyendo humanos, plantas y mamíferos de interés pecuario, así como organismos de interés 

acuícola, entre otros (Shirbaghaee y Bolhassani, 2016). Por ejemplo, se han desarrollado 
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tratamientos potenciales en humanos contra enfermedades virales, bacterianas, enfermedades 

degenerativas y cáncer (Seow y Wood, 2009; Forouhar-Kalkhoran, 2017). Así, uno de los usos 

que se les ha dado, es como vehículos acarreadores de genes (Ni et al., 2016). 

  Chen et al. (2010) mediante el uso de VLPs formadas por la proteína VP1 del Virus 

John Cunningham (JCV, por sus siglas en inglés) transfectaron células de carcinoma de colon 

(COLO-320 HSR) con ADN exógeno, codificante para la proteína verde fluorescente (GFP, por 

sus siglas en inglés) y la timidina cinasa del virus del herpes simple (TK). Primeramente, 

demostraron que la VLP del JCV cargada con GFP, al ser inyectada en ratones vivos, a los 

cuales se les implantaron células de carcinoma de colon, se encontraba localizada solamente en 

las células tumorales. Posteriormente, repitieron el experimento usando la VLP cargada con TK, 

para después administrar el fármaco ganciclovir. Después de aplicar este tratamiento en ratones 

modificados, pudieron observar que la replicación de las células tumorales se inhibió a niveles 

casi nulos, no resultando afectadas otro tipo de células. Los resultados de este estudio indican 

que las VLPs tienen una alta especificidad, debido a que estas partículas sólo penetraron en este 

tipo de células, consistente con el tropismo del virus nativo. Resultados similares fueron 

obtenidos por Chao et al. (2018) al utilizar el mismo sistema (VLPs-JCV, GFP, TK y 

ganciclovir) en ratones a los que se le implantaron células de glioblastoma. 

Se ha hecho uso de las VLPs para el silenciamiento de genes por medio del ARNi. 

Hoffmann et al. (2016) utilizaron una VLP derivada de la proteína VP1 del JCV, para encapsular 

ARNic contra el gen activador del receptor para el ligando NF-kB (RANKL, por sus siglas en 

inglés). Lo anterior, con el fin de reducir el número de transcritos RANKL, ya que se ha 

relacionado con el inicio de la osteoporosis, y de tal manera retardar la aparición de esta 

enfermedad. Como resultado de este estudio, se obtuvo un decremento significativo en el 

número de transcritos del gen RANKL en osteoblastos de ratas, lo cual sugiere que la VLP del 

JCV fue capaz de ingresar a estas células liberando el ARNic-RANKL. Con lo anterior se 

demostró que las VLPs cargadas con ARNic pueden liberar el cargamento en el interior de las 

células, lo que tuvo como consecuencia la activación del ARNi, teniendo como resultado el 

silenciamiento del gen de interés. Por ende, este tipo de sistema de entrega pudiera fungir como 

un agente terapéutico contra la osteoporosis. Así mismo, podría sugerir que pueden ser usadas 

para entregar ARNds para silenciar genes de interés en otros tipos de células y/o especies de 

organismos.  
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Como se mencionó anteriormente, en la última década se han desarrollado métodos 

experimentales para inmunoestimular especies de interés acuícola. Al día de hoy, se han 

desarrollado pocas VLPs derivadas de virus que infecten crustáceos, entre estas se encuentran 

las cápsides recombinantes del virus extra diminuto (XSV, por sus siglas en inglés) (Wang et 

al., 2008), PmDNV (Sinnuengnong et al., 2017), PstDV1 (Hou et al., 2009) y el nodavirus 

Macrobrachium rosenbergii (MrNV) (Goh et al., 2011). De las anteriores, solamente dos han 

sido estudiadas con enfoque a la utilización de las mismas como vehículo de entrega de 

biomoléculas, obteniéndose resultados prometedores. De manera posterior al desarrollo de la 

VLP del MrNV por Goh et al. (2011) se reportó que dichas partículas podían encapsular ADN 

plasmídico, además de tener la capacidad de interactuar con células diana, además de poder 

liberar el ácido nucleico en cuestión (Jariyapong et al., 2014). Posteriormente, Jariyapong et 

al. (2015a) reportaron el encapsulamiento de ARNds-vp28 de WSSV en VLPs de MrNV, y 

comprobaron que estas partículas ingresan a varios tejidos, en los cuales estimulan la activación 

del ARNi. Además, determinaron que la VLP funge como protección del ARNds encapsulado, 

resistiendo a la acción de enzimas digestivas. De manera similar, Jariyapong et al. (2015b) 

demostraron que la utilización de las VLPs de MrNV cargadas con ARNds-vp28, es una 

herramienta efectiva contra la infección del WSSV. Después de la administración de esta 

partícula en camarones infectados con dicho patógeno, observaron una disminución 

significativa de transcritos del gen vp28. Aunado a lo cual, obtuvieron un índice de 

supervivencia de 44.5% a los 7 dpi, en contraste con el grupo control, alcanzando una 

mortalidad del 100% en el mismo lapso de tiempo. 

Las VLPs del PstDV1 fueron desarrolladas por Hou et al. (2009) al sobreexpresar la 

PstDV1-CP en el sistema E. coli. Además, determinaron que estas partículas son capaces de 

ingresar a las células diana, por lo que sugirieron que podrían ser utilizadas como vehículos 

acarreadores de moléculas con actividad biológica. Lo anterior, fue corroborado por Kiatmetha 

et al. (2018) al transfectar el gen de la GFP, contenido en VLPs del PstDV1, en camarones de 

la especie P. vannamei, obteniendo como resultado, la localización de las cápsides 

recombinantes cargadas en células de branquias y de tejido muscular, lo cual detectaron por 

medio de emisión de fluorescencia. Además, determinaron que estas partículas resistían la 

acción de enzimas digestivas tales como, tripsina y quimiotripsina, y en menor medida a 

pepsinas. Aunado a lo anterior, al evaluar la estabilidad de las mismas en condiciones extremas, 
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comprobaron que pueden permanecer viables en un amplio rango de pH (4 - 9), además de 

presentar una degradación mínima a 4°C por un período de tiempo de 30 días. Así, 

comprobaron que las VLPs derivadas de este patógeno pueden fungir como vehículos 

acarreadores al interior de células diana, a la vez que pueden liberar las moléculas contenidas 

en su interior, protegiendo el ácido nucleico encapsulado de condiciones que, de otro modo, 

degradarían el ARNds (Álvarez-Sánchez et al., 2017). Adicionalmente, estos hallazgos 

pudieran sugerir que, al no ser necesarias temperaturas de congelación, y debido a su gran 

estabilidad en condiciones extremas, las VLPs derivadas del PstDV1 podrían ser utilizadas 

como una vía de administración de ARNds compatible con la camaronicultura. 

En estudios recientes, Sinnuengnong et al. (2018) reportaron la entrega de ARNds contra 

la proteasa de YHV, cargado en la VLP del PstDV1, como un método para el control del YHV. 

Para lo cual, coexpresaron las cápsides recombinantes del PstDV1 y el ARNds-proteasa en E. 

coli, teniendo como resultado la encapsulación del ARN bicatenario en las VLP, una vez que 

estas se autoensamblaron. Posteriormente, a especímenes del camarón blanco se les administró 

la VLP cargada vía inyección intramuscular con ARNds-proteasa 7 días previos a la infección 

de estos con YHV, obteniendo como resultado un índice de supervivencia de 70%, mientras 

que los que fueron inyectados con ARNds desnudo alcanzaron un 100% de mortalidad, al igual 

que los del grupo control. Así, se demostró que las VLPs del PstDV1, tienen un alto potencial 

para ser utilizadas como agentes terapéuticos contra agentes etiológicos de origen viral. A la 

vez que pueden proteger al ARNds encapsulado, alargando su longevidad y, por ende, la 

duración de la protección otorgada mediante el silenciamiento del gen de interés.  

No obstante, las cápsides recombinantes plegadas in vivo, dentro del sistema de 

expresión, suelen contener en su interior ARN bacteriano (Sánchez-Rodríguez et al., 2012), 

pudiendo comprometer al organismo a tratar; requiriendo por lo general pasos adicionales para 

su eliminación que pudieran comprometer la integridad del ARNds encapsulado. Además, la 

expresión de ARNds en un sistema que cuenta con actividad ARNasa III, como es el caso del 

último estudio mencionado, conlleva a la degradación del ácido nucleico, por lo que la cantidad 

del ARN bicatenario podría ir en detrimento. Aunado a lo anterior, este tipo de encapsulación 

promueve la interacción del ARNds tanto con el interior, como la superficie de la VLP, con lo 

cual, la fracción asociada con el exterior pudiera ser fácilmente degradada por acción de 

nucleasas (Sinnuengnong et al., 2018). De esta forma, a pesar de lo conveniente que pudiera 
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resultar esta estrategia para la entrega de ARNds, son necesarios más estudios para optimizar 

dicho sistema. 

Como es sabido, la camaronicultura tiene una gran importancia en el panorama mundial, 

como fuente de trabajo, ingresos y alimentos. Probablemente, el principal factor por el cual la 

producción camaronícola ha ido en detrimento, es el grave impacto que tienen los brotes de 

enfermedades provocadas por virus, provocando eventos de mortalidades masivas, entre los 

cuales el WSSV representa la mayor amenaza para el cultivo de camarones peneidos. Como se 

ha mostrado hasta este punto, es evidente como el uso de ARNds para silenciar un determinado 

gen, puede fungir como tratamiento terapéutico contra distintas enfermedades, incluidas las de 

origen viral. De esta manera, el silenciamiento de un gen estructural blanco de gran 

importancia, mediante ARNds, pudiera resultar crítico para el control del WSSV. No obstante, 

los métodos convencionales para la administración del mismo, son ineficaces y poco aplicables 

a gran escala. En este sentido, las VLPs pudieran representar una alternativa viable para la 

administración efectiva y selectiva de ARNds en contra de agentes etiológicos de importancia, 

como lo es el WSSV. Así, debido a su gran estabilidad en condiciones extremas, aunado a que 

estas partículas pueden ingresar a las células diana del WSSV (hemocitos), las VLPs derivadas 

del PstDV1 resultan de especial interés para dicho fin. Por lo anteriormente expuesto, el 

propósito de esta investigación es el desarrollo de una nanoplataforma de encapsulación de 

ARNds contra VP28, basada en las VLPs del PstDV1, aplicable en el desarrollo tratamiento 

terapéutico potencial para el control del WSSV. 
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III.  PREGUNTA DE INVESTIGACIÓN 

¿Será posible encapsular ARNds en partículas pseudovirales del Penstyldensovirus de 

decápodos 1 ensambladas in-vitro?   
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IV. HIPÓTESIS 

Si las partículas pseudovirales (VLPs) de distintos virus poseen características químicas 

que les confieren la capacidad de albergar diversas moléculas en su interior, las VLPs del 

Penstyldensovirus de decápodos 1 ensambladas in-vitro tendrán la facultad de encapsular 

ARNds.  
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V. OBJETIVOS 

 

V.1 Objetivo General 

· Desarrollar una nanoplataforma de encapsulación de ARNds contra el virus del síndrome de 

la mancha blanca, a partir de VLPs recombinantes del Penstyldensovirus de decápodos 1. 

 

V.2 Objetivos Particulares 

· Sintetizar y purificar VLPs recombinantes a partir de la expresión heteróloga de la proteína 

de la cápside del Penstyldensovirus de decápodos 1. 

· Sintetizar ARNds específico para el gen vp28 del virus del síndrome de la mancha blanca 

· Desarrollar un método de encapsulación de ARNds en VLPs recombinantes del 

Penstyldensovirus de decápodos 1 
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VI. METODOLOGÍA 

 

VI.1 Sobrexpresión y Purificación de la Cápside del PstDV1 

El protocolo de sobreexpresión de la CP del PstDV1 se llevó a cabo conforme a lo 

establecido por Gómez-Yanes (2017). El gen sintético que codifica la CP del PstDV1 

(GenBank: AF273215), inserto en el vector pJexpress414, lo sintetizó la empresa DNA2.0 

(Menlo Park, CA). Este gen sintético incluyó una etiqueta 10 His-tag en el extremo N-terminal. 

El plásmido se utilizó para transformar bacterias Escherichia coli Rosseta 2 (DE3) (Novagen), 

mediante choque térmico. La inserción correcta del plásmido se corroboró por secuenciación. 

Se lisaron las bacterias por ultrasonicación y se purificó la proteína recombinante utilizando 

cromatografía de exclusión de peso molecular (SEC, por sus siglas en inglés). 

 

VI.1.1 Transformación bacteriana 

 Las células Rosseta 2 se resuspendieron por agitación. Posteriormente, en un vial se 

mezclaron 50 µL de bacterias y 20 ng de ADN plasmídico (ADNp). Después, se utilizaron tres 

condiciones de incubación. Primeramente, se incubó por 10 min en hielo, seguido de 30 s a 

42°C, y, finalmente, se colocó el vial en hielo por 2 min. A continuación, se adicionaron 250 

µL de medio SOC (0.5% extracto de levadura, 2% Triptona, 10 mM NaCl, 2.5 mM KCl, 

10 mM MgCl2, 10 mM MgSO4, 20 mM glucosa), y la muestra se incubó a 30°C por 60 min, con 

agitación orbital constante a 250 rpm. Se realizó un sembrado masivo en placas de Petri, 

conteniendo agar LB (1.5% agar, 1% triptona, 0.5% extracto de levadura, 0.171 M NaCl) con 

100 μg/mL de ampicilina, utilizando para ello 100 μL del inóculo antes obtenido, y se incubó, 

de forma invertida, a 37°C durante la noche. 

 

VI.1.2 Sobreexpresión de la PstDV1-CP 

Se realizó la selección de las colonias transformadas con éxito. A continuación, se 

inoculó una colonia seleccionada en 25 mL de medio LB líquido (1% triptona, 0.5% extracto 
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de levadura 0.171 M NaCl) con 100 μg/mL de ampicilina (LBAmp), y se incubó a 37°C con 

agitación a 225 rpm durante 19 h. Posteriormente, el total del volumen anterior se mezcló con 

1 L de LBAmp y se incubó a 37°C con agitación a 225 rpm, hasta llegar a una densidad óptica 

a 600 nm (DO600) de 0.6. Una vez hecho lo anterior, se añadió isopropil-β-D-1-

tiogalactopiranósido (IPTG, por sus siglas en inglés), a una concentración de 0.2 mM. Se incubó 

a 25°C con agitación a 225 rpm por 21 h. Finalmente, se centrifugó la suspensión bacteriana a 

13,000 × g por 30 min, se descartó el sobrenadante, y el precipitado se almacenó a -80°C. 

 

VI.1.3 Solubilización de cuerpos de inclusión 

El proceso de solubilización consistió en tres etapas secuenciales: dos de lavado (lavado 

1 y lavado 2) y una de extracción, en ese mismo orden. En cada etapa se utilizó una solución 

diferente, siendo estas: solución de lavado 1 (50 mM Tris-HCl, 2% Triton x-100, 5 mM EDTA, 

5 mM DTT, pH 7.9), solución de lavado 2 (50 mM Tris-HCl y 5 mM EDTA, 5 mM DTT, pH 

7.9) y solución de extracción (50 mM Tris-HCl, 5 mM EDTA, 8 M urea, pH 7.9), 

respectivamente. Primeramente, para el lavado 1, en un tubo Falcon de 50 mL se depositaron 3 

g de biomasa bacteriana, producto del proceso de sobreexpresión de la PstDV1-CP, y se 

agregaron 12 mL de solución de lavado 1. A continuación, la muestra se homogeneizó en hielo 

utilizando un ultrasonido Branson® S-450, mediante 4 pulsos de 10 s con pausas de 20 s 

(amplitud de 20 %). A continuación, la muestra se centrifugó a 22,000 × g por 30 min a 4°C, y 

el sobrenadante se descartó, repitiendo el procedimiento a partir del precipitado. Una vez hecho 

lo anterior, se procedió con las etapas subsecuentes, para las cuales se siguió el procedimiento 

antes mencionado. Después, se cuantificó la concentración proteica por espectrofotometría a 

260 nm, en un espectrofotómetro Nanodrop lite (Thermo Scientific). Finalmente, la muestra se 

almacenó a -80°C. 

 

VI.1.4 Replegamiento de la PstDV1-CP en cuerpos de inclusión 

Para dicho fin, se utilizó la solución TMNA (150 mM NaCl, 50 mM Tris-HCl, 5 mM 

MgCl2, 5 mM CaCl2, 0.5 M arginina, 2.71 M C3H5(OH)3, pH 7.9), la cual se ajustó a tres 

distintas concentraciones de urea (6, 4 y 2 M). El proceso de diálisis se realizó en cuatro etapas, 

primeramente, se colocó el producto de la solubilización de cuerpos de inclusión en una 

membrana de diálisis Spectra/Por 3 (Spectra) y se dializó contra la solución TMNA 6 M urea, 
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con agitación, por un tiempo de 2 h y a 4°C. Subsecuentemente, se cambió el buffer de diálisis 

por TMNA 4 M urea, seguido de dos recambios más con TMNA 2 M urea. Posteriormente, se 

diluyó el dializado por goteo, 1:1 con solución TMNA (libre de urea) en dos ocasiones, hasta 

llegar a un volumen de 32 mL de 0.5 M urea. Se concentró la muestra mediante un Amicon 

(Millipore) de 10 kDa, hasta un volumen de 6.5 mL, se determinó la concentración proteica, 

antes y después de concentrar, por espectrofotometría a 260 nm en un espectrofotómetro 

Nanodrop lite (Thermo Scientific). 

 

VI.1.5 Precipitación con sulfato de amonio 

 Para determinar la cantidad de sulfato de amonio a utilizar, se utilizaron las tablas 

propuestas por Wood (1976). El protocolo se llevó a cabo con agitación constante, en un baño 

de hielo, en cada caso el sulfato de amonio se agregó de manera paulatina, procurando la 

completa disolución del mismo. Una vez que la muestra se saturó a la concentración deseada, 

se mantuvo en agitación constante durante 30 min. Posteriormente, la muestra se centrifugó a 

22,000 × g por 30 min, y el precipitado se almacenó a -20°C y se procedió a aumentar la 

concentración de (NH4)2SO4 del sobrenadante. La muestra se fraccionó llevando la solución a 

una concentración de (NH4)2SO4 de 20, 40 y 60%. Las proteínas presentes en cada fracción se 

resuspendieron en 5 mL de buffer TMNA y se visualizaron mediante SDS-PAGE al 12%. 

 

VI.1.6 Cromatografía de exclusión por peso molecular 

 La purificación de llevó a cabo mediante SEC, lo cual se realizó en un sistema ÄKTA y 

una columna cromatográfica Hi Prep S-300HR (GE Healthcare). Se utilizaron 1.5 volúmenes 

de columna (510 mL) de agua MilliQ para desplazar etanol fuera de la columna, seguido de 1.5 

volúmenes de columna de solución TMNA para equilibrar la misma, en ambos casos se usó un 

flujo de 1.3 mL min-1. A continuación se utilizaron 1.5 volúmenes de columna de TMNA, con 

flujo de 0.4 mL min-1, para realizar la elución de las proteínas en solución; se colectaron 

fracciones de 7.5 mL. Se colectaron en pools las fracciones 13-17, 25–27, 32-35, y 36-38. Las 

fracciones recolectadas se concentraron utilizando filtros Amicon (Millipore) de 100, 50 o 10 

kDa, hasta un volumen de 5 mL, uno por cada pool. Finalmente, las muestras se analizaron 

mediante SDS-PAGE al 12%, el gel se tiñó con azul de Coomassie y se visualizaron por medio 
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del fotodocumentador Gel Doc EZ Imager (Bio-Rad). Se añadió glicerol estéril hasta una 

concentración de 40% y las muestras se almacenaron a -20°C 

 

VI.1.7 Ultracentrifugación con gradiente de sacarosa 

 Posterior a la SEC, se separaron 6.616 mg de las proteínas contenidas en el pico 1 

mediante un gradiente de sacarosa discontinuo. Para lo cual se utilizó buffer TMNAs (10-70 % 

(W/V) sacarosa, 150 mM NaCl, 50 mM Tris.HCl, 5 mM MgCl2, 5 mM CaCl2, 0.5 M arginina, 

pH 7.9). El gradiente se preparó en tubo Quick-Seal de 3.9 mL (Beckman Coulter) y consistió 

en siete fracciones de concentración ascendente de sacarosa (10-70%), con aumentos de 10% 

entre cada uno. Esta muestra se ultracentrifugó a 180,000 × g por 1.5 horas, cada fracción se 

recuperó mediante punción lateral. La muestra obtenida se analizó por medio de SDS-PAGE en 

un gel al 12% de poliacrilamida, se tiñó con azul de Coomassie, y se visualizó por medio del 

fotodocumentador Gel Doc EZ Imager (Bio-Rad). Una vez que se analizó el gel, distintas bandas 

de interés se escindieron del gel y se depositaron en tubos Eppendorf de 1.5 mL, conteniendo 

150 µL de agua Milli Q estéril y se almacenaron a -80°C. Las bandas encontradas en la fracción 

de 70% de sacarosa se esciendieron del gel y se almacenaron a -80°C para su posterior análisis. 

La identificación de proteínas por medio de espectroscopia se realizó en la Unidad de 

Proteómica del Instituto de Biotecnología de la UNAM, Cuernavaca. 

 

VI.1.8 Identificación de proteínas recombinantes 

 Para identificar las proteínas recombinantes purificadas se utilizó la metodología 

Western-blot. La muestra se analizó por medio de SDS-PAGE al 12%. El gel obtenido y una 

membrana de nitrocelulosa se incubaron en buffer de transferencia (25 mM Tris, 192 mM 

glicina, 10% metanol) por 15 min a temperatura ambiente. Posteriormente, el gel se 

electrotransfirió a la membrana de nitrocelulosa, por medio de un sistema Trans-Blot SD semi-

dry tranfer cell (Bio-Rad), a 15 volts constantes. Se incubó la membrana en buffer de bloqueo 

(137 mM NaCl, 20 mM Tris, 0.1% Tween 20, 5% w/v leche en polvo desgrasada) por 1 h, una 

vez bloqueada la membrana, el gel se lavó con buffer PBST (137 mM NaCl, 2.7 mM KCI, 8 mM 

Na2HPO4, 2 mM KH2PO4, pH 7.4). A continuación, la membrana de nitrocelulosa se incubó en 

una solución con el anticuerpo monoclonal Anti-His tag (Novagen) a una concentración de 

1:2,000, por 1 h. Después, se incubó en el anticuerpo anti-Igg peroxidado (Sigma-Aldrich) a 
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una concentración de 1:7,500, por 1 h. Se realizaron cinco lavados de 5 min con agua Milli Q. 

La membrana se escurrió cuidadosamente y se bañó en una solución 1:1 de peróxido:luminol, y 

posteriormente se incubó por 10 min a temperatura ambiente. El revelado se llevó a cabo en un 

cuarto oscuro, utilizando para ello papel de radiografía. Se sobrepuso la membrana tratada con 

el papel de radiografía y se expuso por 5 min, posteriormente la membrana se sumergió por 

solución reveladora Gbx por 10s, seguido de agua Milli Q por 10 s, después solución fijadora 

por 10 s y finalmente agua Milli Q por 10 s más. 

 

VI.1.9 Microscopía electrónica de transmisión 

 Una vez purificada la cápside del PstDV1, y para corroborar el correcto ensamble de la 

cápside, se procedió a visualizar la muestra mediante microscopía electrónica de transmisión 

(TEM, por sus siglas en inglés). Para esto, se utilizó un miroscopio de transmisión de electrones 

JEOL JEM-2010F, en el Laboratorio de Biofísica del Departamento de Física de la Universidad 

de Sonora. Así mismo, se analizó una alícuota del inóculo viral obtenido previamente, con el 

propósito de comparar la morfología de la cápside recombinante con la del virus nativo. Para 

esto, se agregaron 10 µL de muestra a una rejilla de cobre recubierta con una película de 

carbono, con un tamaño de malla de 200, y se incubó por 20 min. Posteriormente, se agregaron 

10 µL de H3PW12O40 (ácido fosfotúngstico) al 1% y se incubó por 2 min a temperatura ambiente. 

Después, se colocó la rejilla en un tubo de 1.5 mL y se selló con parafilm. Previo a su 

visualización, las muestras se colocaron al vacío por 24 h. En análisis de los datos se llevó a 

cabo utilizando el software Gatan Microscopy Suite. 

 

VI.1.10 Microscopía de fuerza atómica 

 Se depositaron 10 µL de muestra en el centro de una mica PELCO de 9.9 x 0.21 mm 

(Ted Pella). Con el fin de dispersar la muestra de manera uniforme sobre la superficie de la 

mica, esta se centrifugó a 3,500 rpm mediante un Spin Coater (ACE-200). Finalmente, se 

escaneó la muestra por medio de un microscopio de fuerza atómica Bruker-Veeco. el cual se 

encuentra ubicado en el laboratorio NICDET en las instalaciones de la empresa Rubio Pharma. 

Para lo cual se utilizaron las siguientes condiciones: 256 líneas de escaneo, 1.0000 Hz de 

velocidad de escaneo y un área de escaneo de 2 micrómetros. El procesamiento de las imágenes 

se realizó por medio del software NanoScope Analysis. 
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VI.2 Obtención de ARN Bicatenario del Gen vp28 

 El protocolo constó en dos partes, primeramente, se amplificó una sección del gen vp28 

del WSSV con la polimerasa Platinum Taq (ThermoFisher). Seguido de lo anterior, se sintetizó 

el ARNds específico del transcrito del gen antes mencionado, utilizando para este propósito el 

BLOCK-iT RNAi TOPO Transcription Kit (Thermofisher). 

 

VI.2.1 Amplificación del gen vp28 de WSSV 

 Se utilizaron los oligos vp28Fw: 5’-AAG-ACC-ATC-GAA-ACC-CAC-ACA-3’ y 

vp28Rv: 5’-GTG-CCA-GAG-TAG-GTG-ACG-TG-3’, para llevar a cabo la amplificación de 

un segmento del gen que codifica la proteína VP28 del WSSV, por medio de PCR de punto 

final, que generan un producto de amplificación de aproximadamente 500 pb. En un vial de 200 

µL se adicionaron 40.3 µL de agua estéril, 5 µL de 10x PCR Buffer, 1 µL de dNTPs (40 mM), 

1.5 µL de MgCl2, 0.5 µL de cada oligo (10 pM) y 85 ng de ADN stock proveniente de camarones 

infectados con WSSV. El volumen total de reacción fue de 50 µL. Las condiciones de reacción 

fueron, 1 ciclo inicial a 94°C por 5 min, seguido de 35 ciclos de 95°C por 30 s, 60°C por 30 s y 

72°C por 30 s, por último 1 ciclo de extensión final a 72°C por 7 min. Posteriormente, las 

muestras se analizaron mediante electroforesis en gel de agarosa al 2%, se tiñó utilizando 

GelRed (Biotium) y se visualizaron en un fotodocumentador Gel Doc EZ Imager (Bio-Rad). El 

protocolo de PCR se repitió en 10 ocasiones y la totalidad de los productos obtenidos se 

mezclaron en un tubo Eppendorf de 1.5 mL. 

 

VI.2.2 Purificación del amplicón del gen vp28 

Se purificó el producto de PCR mediante el Illustra GFX PCR DNA Gel and Purification 

Kit (GE Healtcare), para lo cual se depositaron 100 μL del producto PCR del gen vp28 en cinco 

tubos Eppendorf de 1.5 mL, donde se añadieron 500 μL de buffer de captura tipo 3 a cada uno, 

se mezcló y se centrifugó brevemente. Esta mezcla se depositó de manera secuencial en una sola 

columna GFX MicroSpin, a su vez la columna se colocó en un tubo colector, se centrifugó a 

16,000 × g por 30 s y se descartó el líquido colectado, una vez hecho lo anterior, se repitió el 

procedimiento hasta que se centrifugó la totalidad de la mezcla de los cinco tubos. Luego, se 

agregaron 500 μL de buffer de lavado tipo 1 en la columna, se colocó la misma de vuelta en el 
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tubo colector, se centrifugó a 16,000 × g por 30 s y se descartó el líquido eluido. Después, se 

añadieron 20 μL de buffer de elución tipo 6, se colocó la columna en un tubo de 1.5 mL estéril 

y se dejó incubar por 10 min a temperatura ambiente, seguido de una última centrifugación a 

16,000 ×g por 1 min, repitiéndose este último paso. Finalmente se determinó la concentración 

del producto de PCR purificado usando un NanoDrop lite a absorbancias de 260 y 280 nm, se 

etiquetó y se almacenó a -20°C. 

 

VI.2.3 Ligación 

 Posterior a la purificación del producto de PCR, se llevó a cabo una reacción de ligación, 

utilizando para ello 107 ng del amplicón del gen vp28, 1 μL de solución salina, 3 μL de agua 

estéril y 1 μL de BLOCK-iT T7-TOPO Linker (Thermofisher), en un volumen total de reacción 

de 6 μL. Se incubó a 37°C por 15 min y se colocó en hielo. 

 

VI.2.4 Amplificación secundaria 

 Se etiquetaron dos tubos Eppendorf de 200 μL de la siguiente manera, sentido positivo 

y antisentido. En cada uno de ellos se depositaron 5 μL de 10x PCR buffer, 1 μL de dNTPs 40 

mM, 1 μL de Block-iT T7 Primer, 40.5 μL de agua estéril, 1 μL de la reacción de ligación y 0.5 

μL de la polimerasa Platinum Taq (Thermofisher). Posteriormente, al tubo etiquetado como 

sentido positivo se le agregó 1 μL del oligo vp28Fw, mientras que al tubo antisentido se le 

agregó 1 del oligo vp28Rv. Ambos tubos se mezclaron brevemente por pipeteo y se usó el 

programa de PCR utilizado para obtener el amplicón de 500 pb del gen vp28, para realizar una 

amplificación secundaria. La concentración de los productos de PCR se cuantificó por medio 

de un NanoDrop lite a absorbancias de 260 y 280 nm. Se analizaron las muestras por medio de 

electroforesis en gel de agarosa al 2%, se tiñeron con GelRed (Biotium) y se visualizaron en un 

fotodocumentador Gel Doc EZ Imager (Bio-Rad). 

  

VI.2.5 Transcripción a ARNcs 

Para transcribir los amplicones generados en la amplificación secundaria, se etiquetaron 

dos tubos Eppendorf de 0.5 μL libres de RNasas como Trans (+) y Trans (-), así como en el 

antisentido, se usaron las siguientes condiciones de reacción: 20 μL de agua libre de RNasas, 8 

μL de NTPs 75 mM, 4 μL de 10x Transcription Buffer, 6 μL de Block-iT T7 Enzyme Mix. Al 
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tubo Trans (+) se le agregaron 2 μL del producto de amplificación secundaria del tubo sentido 

positivo y al tubo Trans (-) 2 μL del tubo antisentido, con un volumen total de 40 μL. Se 

incubaron a 37°C por 4.5 h. Se añadieron 2 μL de DNasa I (Thermofisher) y se incubó a 37°C 

por 15 min. Finalmente, se almacenaron las muestras a -20°C. 

 

VI.2.6 Purificación de ARNcs 

 Con el fin de purificar los transcritos producidos en el paso previo, se realizó el siguiente 

protocolo: a cada tubo se le agregaron 160 μL de RNA Binding Buffer conteniendo 1% (V/V) 

β-mercaptoetanol, 100 μL de etanol al 100% y se mezcló por pipeteo, teniendo un volumen final 

de aproximadamente 300 μL. Se colocaron las muestras, por separado, en una columna RNA 

Spin Cartridge y se centrifugó a 14,000 × g por 15 s a temperatura ambiente, descartándose el 

eluato. Se añadieron 500 μL de 1x Wash Buffer a la columna y se centrifugó a 14,000 × g por 

15 s, se descartó el filtrado y se repitió este paso. Con el propósito de secar la membrana, se 

centrifugó nuevamente a 14,000 × g por 1 min. Después, la columna se colocó en un tubo de 

recuperación y se añadieron a la misma 40 μL de agua libre de RNasas, se incubó a temperatura 

ambiente por 1 min y se centrifugó a 14,000 × g por 2 min. Se repitió el paso anterior, 

obteniéndose un eluato final de aproximadamente 80 μL por muestra. Finalmente, se agregaron 

1.6 μL de 50x Annealing Buffer, se mezcló por pipeteo y se determinó la concentración 

utilizando un NanoDrop lite a absorbancias de 260 y 280 nm.  

 

VI.2.7 Alineación 

 En un vaso de precipitado de 300 mL se calentó agua hasta el punto de ebullición, una 

vez ocurrido lo anterior, se retiró el recipiente con agua del horno y se dejó a temperatura 

ambiente. A la par, se añadieron 3.4 µg de cada uno de los transcritos (Trans (+) y Trans (-)) a 

un vial Eppendorf de 1.5 mL libre de RNasas, en un volumen total de 137 μL y se colocaron en 

un flotador. Posteriormente el tubo conteniendo la mezcla de transcritos se colocó en el 

recipiente con agua y se incubó por 1.5 h, permitiendo que la temperatura del agua disminuyera 

de manera paulatina, hasta alcanzar la temperatura ambiente. Se determinó la concentración 

utilizando un NanoDrop lite a absorbancias de 260 y 280 nm. El resultado de la alineación de 

los transcritos se etiquetó como ARNds -vp28, se analizó mediante electroforesis en gel de 

agarosa al 1.2% y se contrastó con los transcritos de cadena sencilla, se tiñó utilizando GelRed 
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(Biotium). Las muestras se visualizaron por medio de un fotodocumentador Gel Doc EZ Imager 

(Bio-Rad). 

 

VI.3 Encapsulación de ARNds-vp28 en las VLPs del PstDV1 

 Para este fin, se siguió el protocolo propuesto por Combita et al. (2001) al cual se le 

hicieron modificaciones. Se depositaron 500 µg de VLP del PstDV1 en un vial Eppendorf de 

1.5 mL y se añadieron 250 ng de ARNds -vp28, a continuación, se agregaron 118 µL de solución 

de choque osmótico (150 mM NaCl, 10 mM Tris-HCl, 0.01 mM CaCl2, pH 7.9) y se incubó a 

37°C por 10 min, con un volumen total de 241 µL. La mezcla se diluyó 1:5 con agua Milli-Q y 

se incubó a 37°C por 20 min. Para determinar la cantidad de ARNds encapsulado, las partículas 

pseudovirales se trataron con una mezcla de nucleasas (0.2 mg/mL de la endonucleasa DNasa 

I, libre de RNasas (Amersham Bioscience) y 0.2 mg/mL de la ribonucleasa RNasa A, Concert 

(Life Technologies), y se incubó a 28°C por 1 h. Posteriormente, se agregó proteinasa K 

(Qiagen) en una concentración de 1 mg/mL, en presencia de 2% de SDS, y se incubó a 56°C 

por 2 h. Como control, se utilizó una muestra a la cual no se le aplicó el tratamiento con 

nucleasas. Para verificar la ausencia de ácidos nucleicos en el interior de las cápsides 

recombinantes, 500 µg de VLP del PstDV1 se trataron sólo con 1 mg/mL, en presencia de 2% 

de SDS, y se incubó a 56°C por 2 h. 

 Para aislar el ARNds presente en la mezcla de reacción, se realizó una extracción de 

ARN mediante el reactivo TRIzol (Life Techonologies). Las muestras se separaron en alícuotas 

de 407 µL, en viales Eppendorf de 2 mL, y se incubaron independientemente en 1 mL de TRIzol 

por 5 min a temperatura ambiente, posteriormente se les agregaron 200 µL de cloroformo. Se 

agitaron manualmente por 15 s y se incubaron por 15 min a temperatura ambiente. Se 

centrifugaron a 12,000 × g por 15 min a 4°C, y al concluir la fase acuosa superior se transfirió 

a un tubo limpio y se le agregó 1 mL de 2-propanol, y se mezcló suavemente, para dejar reposar 

por 10 min a temperatura ambiente. Posteriormente, se centrifugaron nuevamente a 12,000 × g 

por 10 min a 4°C. Se retiró el sobrenadante por decantación, y a cada muestra se le agregó 1 mL 

de etanol al 75%. Se centrifugó a 7,500 × g por 5 min a 4°C, y el alcohol se retiró invirtiendo el 

tubo. Se dejó secar por 10 min y se les agregaron 30 µL de agua DEPC. Finalmente. Las 

muestras se analizaron por medio de electroforesis en gel de agarosa al 2%, se tiñeron con 

GelRed (Biotium) y se visualizaron en un fotodocumentador Gel Doc EZ System (Bio Rad). 
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VII.  RESULTADOS 

 

VII.1 Sobreexpresión de la PstDV1-CP 

 Las proteínas recombinantes se obtuvieron en cuerpos de inclusión, donde se pudo 

observar la existencia de una banda de aproximadamente 37.5 kDa. La mayor concentración de 

dicha proteína se obtuvo a las 20 h después de inducir (ddi). En cuanto a la fracción soluble, una 

vez analizado el gel mediante electroforesis de agarosa en condiciones desnaturalizantes, no se 

observó la presencia de una proteína que tuviera el peso molecular esperado de la PstDV1-CP 

(Figura 8). 

 

VII.2 Replegamiento de proteínas en cuerpos de inclusión 

 A partir de 3 g de biomasa se obtuvo una concentración inicial de proteína de 16.5 

mg/mL en 12 mL. Una vez finalizado el protocolo de replegamiento, se obtuvo un rendimiento 

de 92.69% con respecto a la cantidad total de proteína inicial (Tabla 1). Las bandas más 

abundantes que se visualizaron corresponden a pesos moleculares de aproximadamente 37.5, 

36, 35, 25 y 15 kDa, las cuales se conservan en cada uno de los pasos de replegamiento, 

disminuyendo progresivamente su concentración relativa (Figura 9). 

 

VII.3 Fraccionamiento proteico con sulfato de amonio 

 Una vez separadas las proteínas en solución, se obtuvieron 4 fracciones (Figura 10). En 

la porción correspondiente a las proteínas que precipitaron con una concentración de 20% de 

(NH4)2SO4, no se visualizaron bandas. En la fracción de 40% se observaron distintas proteínas 

con un amplio rango de pesos moleculares, entre las cuales existen bandas de aproximadamente 

37.5, 36, 35 y 25 kDa. En la fracción de 60% de (NH4)2SO4, se apreció un patrón de bandeo 

difuso y sin bandas definidas. Mientras que en el sobrenadante se pudo observar una gran 

cantidad de proteínas con diversos pesos moleculares.
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Figura 8. Sobreexpresión de PstDV1. Carril M, marcador de peso molecular; carril 1, 
precipitado 0 h ddi; carril 2, sobrenadante 0 h ddi; carril 3, precipitado 4 h ddi; carril 4, 
sobrenadante 4 h ddi; carril 5, precipitado 6 h ddi; carril 6, sobrenadante 6 h ddi; carril 7, 
precipitado 20 h ddi; carril 8, sobrenadante 20 h ddi.  

. 

 

 

Tabla 1. Rendimiento del replegamiento de proteínas en cuerpos de inclusión. A partir de un 
total de 198 mg de proteína que se encontraban desnaturalizadas en cuerpos de inclusión, se 
obtuvo un total de 183.54 mg una vez se finalizó el protocolo de replegamiento. 
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Figura 9. SDS PAGE del replegamiento de proteínas en cuerpos de inclusión. Carril M, 
marcador de peso molecular; carril 2, proteína en 8M urea; carril 3, proteína en 4M urea; carril 
4, proteína en 2M urea; carril 5, proteína en 1M urea; carril 6, proteína en 0.5 M urea. 

 

 

Figura 10. Fraccionamiento con sulfato de amonio. Carril M, marcador de peso molecular; carril 
2, fracción 20% de (NH4)2SO4; carril 3, fracción 40% de (NH4)2SO4; carril 4, fracción 60% de 
(NH4)2SO4; carril 5, sobrenadante.
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VII.4 Identificación de proteínas recombinantes 

 Como resultado de la realización de la técnica Western-blot, se obtuvieron 4 señales, 

correspondientes a proteínas cuyos pesos moleculares son de alrededor de 37.5, 36, 35 y 25 kDa 

(Figura 11). 

 

VII.5 Cromatografía de la Cápside del Penstyldensovirus de Decápodos 1 

En la Figura 12 se aprecian cuatro picos de absorbancia definidos en el cromatograma 

obtenido. El primer pico, de aproximadamente 1250 mAU, corresponde a las fracciones 13-17, 

posterior a los 100 mL de elución. Los picos de absorbancia restantes tienen intensidades de 

alrededor de 200 mAU, las fracciones de elución correspondientes son 25-27, 33-37 y 44-48, 

respectivamente. Debido a lo anterior, las fracciones que conformaron cada pico se mezclaron 

en una sola, en ese mismo orden. Posteriormente, las muestras se analizaron por medio de SDS-

PAGE, y se obtuvo el patrón de bandeo mostrado en la Figura 13, en la que se observa que en 

el carril correspondiente a las fracciones 13-17 existen seis bandas con pesos aproximados de 

70, 65, 37.5, 36, 35 y 25 kDa. Estas mismas bandas son observables en el carril 2 (fracciones 

33-37) en conjunto con distintas proteínas de pesos moleculares variados. Por otra parte, en el 

carril 5 se distinguen diferentes bandas con una alta intensidad. Posterior a la concentración de 

la muestra correspondiente al pico 1, por medio de Amicon de 100 kDa se observaron distintas 

bandas, además de las visualizadas previamente, con pesos moleculares diversos (Figura 14). 

 

VII.6 Ultracentrifugación con Gradiente de Sacarosa 

 A excepción del carril 1, en todos los carriles se pueden observar la misma cantidad de 

bandas, las cuales cuentan con pesos moleculares iguales (Figura 15). No obstante, en el carril 

1, correspondiente a la fracción de 70% de sacarosa, se visualizaron sólo 4 bandas, con pesos 

aproximados de 37.5, 36, 35 y 25 kDa, respectivamente. Como se mencionó, estas bandas 

también están presentes en el resto de los carriles, sin embargo, su concentración es distinta.  

 

VII.7 Identificación de proteínas por Espectroscopía de Masas 

Como resultado de la identificación de proteínas, se obtuvo que con base en el espectro 

generado por la muestra secuenciada (25 kDa), se tiene una probabilidad superior al 95% de que 

se trate de la PstDV1-CP (UniProt: A0A0A1FZ23_IHHNV) 
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Figura 11. Western-blot. Carril M, marcador de peso molecular; carril 2 muestra. 

 

 

 

 

 

Figura 12. SEC de la cápside del Penstyldensovirus de decápodos 1. Cromatografía de exclusión 
de peso molecular a partir de las proteínas fracción 40% de (NH4)2SO4. 
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Figura 13. Fracciones de elusión obtenidas mediante cromatografía de exclusión de peso 
molecular. Carril M Marcador de peso molecular; carril 1 fracciones 13-17; carril 2 fracciones 
25-27; carril 3, fracciones 33-37; carril 4, fracciones 44-48; carril 5, cuerpos de inclusión 8M 
urea. 

 

 

 

Figura 14. SDS-PAGE de las fracciones 13-17 una vez concentradas. Carril M, marcador de 
peso molecular; carril 1, muestra concentrada. 
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Figura 15. SDS-PAGE de fraccionamiento proteico por gradiente de sacarosa. Las proteínas 
presentes en cada una de las fracciones del gradiente se analizaron mediante SDS-PAGE, 
encontrándose distintas similitudes entre estas. Carril M, marcador de peso molecular; carriles 
1-7 fracciones 70-10% de sacarosa, en orden descendente. 

 

 

 

VII.8 Visualización de las Partículas Virales y Pseudovirales Mediante TEM 

 Mediante el análisis de la muestra, por medio de microscopía electrónica de transmisión, 

así como el inóculo viral, se observaron partículas icosaédricas de alrededor de 20-25 nm 

(Figura 16), tanto en la muestra de la cápside recombinante, como en el inóculo viral. Por otra 

parte, el inóculo viral presentó un mayor número de copias virales por campo. 

 

VII.8 Visualización de Pseudopartículas Virales Mediante AFM 

 Al escanear la muestra utilizando microscopía de fuerza atómica, se encontraron 

partículas de alrededor de 22 nm de diámetro (Figura 17) con morfología similar a las 

observadas para PstDV1. 
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Figura 16. Microscopia electrónica de transmisión de A) partículas pseudovirales y B) partículas 
en el inóculo viral. En ambos casos las partículas medían alrededor de 22 nm. 

 

 

 

 

Figura 17. Microscopía de fuerza atómica. Las partículas pseudovirales contenidas en la 
muestra, presentaron un diámetro aproximado de 22 nm, una vez que se visualizaron utilizando 
una celda de 200 nm. 
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VII.9 Síntesis de ARNds 

 Como resultado de la amplificación por medio de PCR de la región de interés del gen 

vp28 del WSSV y el posterior análisis del producto de PCR por medio de electroforesis en gel 

de agarosa, se observó la existencia de una sola banda, con una extensión de aproximadamente 

500 pb (Figura 18). 

 Una vez que se purificó el amplicón del gen vp28, se ligó con BLOCK-iT T7-TOPO 

Linker. Posteriormente se llevaron a cabo dos PCR en tubos separados, en donde se incluyó el 

oligo forward o reverse, para después reamplificar y visualizar los productos por electroforesis 

en gel de agarosa. En ambos casos se obtuvo una sola banda de alrededor de 500 pb (Figura 19).  

 Finalmente, después de llevar a cabo la alineación de los transcritos en sentido positivo 

y negativo, mediante tratamiento térmico, se analizó el producto mediante electroforesis en gel 

de agarosa, en este caso se pudieron visualizar distintas bandas, con extensiones aproximadas 

de 500, 550, 800 y 1000 pb. De las cuales, la de mayor intensidad fue la de 550 pb, seguido por 

la 500 pb y finalmente las de 800 y 1000 pb con intensidades similares (Figura 20). 

 

VII.10 Encapsulación de ARNds-vp28 en las VLPs del PstDV1 

 Para determinar la concentración necesaria de nucleasas necesaria para digerir 500 ng 

de ARNds-vp28, se trató ARNds bicatenario desnudo con dos concentraciones de nucleasas y 

se determinó que para digerir completamente el ARNds son necesarios 0.2 mg mL-1 de cada una 

de las nucleasas. Por otra parte, al aplicar el tratamiento para disrumpir la estructura de la VLP 

y llevar a cabo la digestión de las proteínas que la conforman, se extrajo ARN y se analizó por 

electroforesis en gel de agarosa, en búsqueda de ARN bacteriano que pudiera haber quedado 

encapsulado en la VLP, no obstante, no se visualizó ninguna banda en el carril correspondiente 

a este tratamiento (Figura 21). 

 Después de realizar los extractos de ARN total de las VLPs cargadas con ARNds-

vp28 y evaluar los mismos mediante electroforesis en gel de agarosa, en todos los casos se 

pudieron visualizar bandas de aproximadamente 550 pb de distintas intensidades. Se determinó 

la cantidad de ARNds presente por medio de densitometría , obteniendo en el carril 

correspondiente a las VLPs sometidas a tratamiento de nucleasas un total de 75 ng. Por otra  
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Figura 18. Electroforesis en gel de agarosa de la amplificación del gen vp28. Carril M, marcador 

de peso molecular; Carril 1, amplicón vp28 

 

 

Figura 19. Electroforesis de los transcritos de sentido positivo y antisentido, en contraste con 

ARNds-vp28. Carril M, marcador de peso molecular; Carril 1, transcrito de sentido positivo; 

Carril 2, transcrito antisentido; Carril 3, ARNds-vp28 
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Figura 20. Controles de digestión de ARNds y ausencia de ARN en la VLP. Carril M, marcador 
de peso molecular; Carril 1, vacío; Carril 2, ARNds-vp28 tratado con 0.1 mg/ml de RNase A, 
Concert (Life Technologies); Carril 3, ARNds-vp28 tratado con 0.2 mg/ml de RNase A, 
Concert; Carril 4, cápside vacía. 
 

 

Figura 21. Electroforesis de la encapsulación de ARNds-vp28 en las VLPs derivadas del 
PstDV1. Carril M, marcador de peso molecular; Carril 1. VLPs cargadas con ARNds-vp28 sin 
tratamiento de nucleasas; Carril 2, VLPs cargadas con ARNds-vp28 sometidas al tratamiento 
con nucleasas; Carril 3, 500 ng de ARNds-vp28 como control. 
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parte, en el control de VLPs cargadas con ARNds-vp28 a las que no se les aplicó el tratamiento 

antes mencionado, se pudo observar que la banda de 550 pb tiene una intensidad mayor, 

conteniendo aproximadamente 213 ng de ARN bicatenario.
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VIII. DISCUSIÓN 

VIII.1 Purificación de la cápside del Penstyldensovirus de decápodos 1 

 Parte del protocolo de purificación de la VLP del PstDV1 se realizó mediante la técnica 

cromatográfica SEC, donde la matriz utilizada como fase estacionaria cuenta con poros de 

distintos tamaños, no obstante, cuentan con un tamaño máximo, de tal forma que una proteína 

de mayor radio molecular que el poro no entrará a los mismos, y se desplazará a través de la 

columna en conjunto con la fase móvil, creando un desfase entre los péptidos de menor tamaño 

y el resto. De tal forma, las proteínas de mayor tamaño son retenidas por menos tiempo en la 

resina que su contraparte (Bonner, 2007). En el cromatograma obtenido, se pudieron apreciar 

cuatro picos de absorbancia bien definidos, el primero de estos se identifica posterior a los 100 

mL de elución. Por lo tanto, de acuerdo al fundamento del método SEC antes descrito, el primer 

pico corresponde a las partículas de más alto peso molecular, por lo que, tomando en cuenta el 

peso de la cápside recombinante (~2300 kDa), podría suponerse que dicha señal corresponde a 

la cápside misma, en conjunto con proteínas que superaran el tamaño máximo de poro de la 

resina de la columna HiPrep S-300 HR (>1500 kDa). 

Las fracciones de elución recolectadas se analizaron por medio de SDS-PAGE, donde 

se determinó la existencia de cuatro bandas en el carril correspondiente a las fracciones 13-17. 

Al concentrar el volumen total de elución hasta un volumen final de 7.5 mL y volver a analizar 

la muestra mediante SDS-PAGE, se corroboró que las bandas con pesos aproximados de 37.5, 

36, 35 y 25 kDa siguen presentes en el dializado final. No obstante, también se observó la 

presencia de diferentes proteínas en menores concentraciones. Por lo anterior, la muestra 

concentrada se fraccionó mediante ultracentrifugación por gradiente de sacarosa, que separa las 

proteínas de acuerdo a su densidad relativa. En las diferentes fracciones se visualizaron, una 

gran cantidad de proteínas que, aparentemente, tienen el mismo peso molecular. Entre estas, las 

cuatro proteínas mencionadas anteriormente. Sin embargo, en la fracción de 70% de sacarosa 

solamente se observaron estas cuatro proteínas. Al realizar la metodología de Western-blot, para 

detectar proteínas con etiquetas His-tag, se corroboró que las bandas de 37.5, 36, 35 y 25 kDa
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 son inmuno-detectadas por el anticuerpo anti-histidinas. De dichas proteínas, la de 37.5 kDa, 

tiene un peso que corresponde al peso reportado de la PstDV1-CP (Bonami et al., 1990; Hou et 

al., 2009; Kaufmann et al., 2010b; Dhar et al., 2014). No obstante, existe una pérdida 

considerable de las proteínas antes mencionadas, ya que se distribuyen en las fracciones del 

gradiente. Como resultado de la identificación de proteínas, se obtuvo que la proteína de 25 kDa 

genera un espectro que cubre el 8.5% de la PstDV1-CP y una probabilidad mayor a 95% de que 

la proteína contenida en la muestra sea la proteína de la cápside del PstDV1. 

El hecho de que las bandas asociadas a las proteínas de 37.5, 36, 35 y 25 kDa se hayan 

observado en todas las fracciones del gradiente de sacarosa, podría deberse a la existencia de 

unidades de la PstDV1-CP que se encontraran formando capsómeros u oligocapsómeros 

independientes (Sánchez-Rodríguez et al., 2012), no obstante, la muestra sometida a 

ultracentrifugación fue primeramente purificada mediante SEC. Como se mencionó 

anteriormente, la columna HiPrep S-300 HR tiene un tamaño de poro máximo de 1500 kDa, por 

lo que todas aquellas proteínas o arreglos multiméricos de radio menor a dicho valor, se 

encontrarían ausentes en la muestra misma. Además, producto de la visualización de las VLPs 

del PstDV1 por TEM y AFM, no se observaron partículas de tamaño menor al esperado (22 

nm). Otro factores que pudieran afectar a la distribución de las moléculas en un gradiente es el 

tiempo de centrifugación, así como la distribución de las partículas en el medio líquido 

(Majekodunmi, 2015). Sánchez-Rodríguez et al. (2012), obtuvieron resultados similares al 

purificar la VLP del parvovirus B19 mediante ultracentrifugación con gradiente discontinuo de 

CsCl. Una vez aislada la VLP, determinaron que el 25% de las VLPs totales se encontraba 

distribuida a lo largo del gradiente. Un punto importante a señalar es que tanto los autores antes 

mencionado, como en la presente investigación, las VLPs no se concentraron de manera previa 

a realizar el fraccionamiento por medio de gradiente. Distintos métodos han sido descritos para 

concentrar las partículas, disminuyendo así la dispersión de las mismas en el medio, entre estos 

se encuentran la precipitación de las VLPs por medio de ultracentrifugación, formando un pellet 

en el fondo del tubo, o bien utilizando la metodología conocida como ultracentrifugación en 

gradiente de cojín (Gias et al., 2008; Negrete et al., 2014; Strobel et al., 2015; Merten y Gaillet, 

2016). Sin embargo, la precipitación directa promueve el desensamble de las VLPs (Møller-

Larsen y Christensen, 1998), por ende, es probable que mediante la ultracentrifugación en 
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gradiente de cojín se pudiera mejorar el rendimiento final del protocolo de purificación, 

aumentando así la eficiencia y rendimiento del mismo. 

Como se mencionó anteriormente, en la actualidad se acepta el hecho de que la cápside 

del PstDV1 está compuesta por 60 monómeros de una sola proteína (Hou et al., 2009; Kaufmann 

et al., 2010a). Lo anterior, debido a que Shike et al. (2000) aislaron partículas virales silvestres 

del PstDV1 mediante un gradiente de CsCl, amplificaron el genoma viral mediante PCR, y 

posteriormente lo secuenciaron. Así, mediante el análisis bioinformático de dicha secuencia, 

concluyeron que el genoma de este patógeno contiene tres ORFs, de los cuales el ORF derecho 

codifica para una proteína de la cápside, no encontrando evidencia de la existencia de otro gen 

codificante de otras proteínas estructurales. No obstante, Bonami et al. (1990) tras aislar y 

caracterizar partículas virales del patógeno antes mencionado, y mediante la disociación de los 

viriones, y el posterior análisis de las proteínas estructurales de los mismos por medio de SDS-

PAGE, determinaron la existencia de cuatro proteínas adicionales (74, 47, 39 y 37.5 kDa).  

Por otra parte, Hou et al. (2009) reportaron que al hacer uso del sistema de expresión de 

E. coli para sobreexpresar la PstDV1-CP, una vez que purificaron las partículas pseudovirales, 

observaron la presencia de cinco bandas (~70, 67, 39, 37 y 35 kDa), de las cuales las de 70 y 39 

kDa contaban con His-tag. De manera similar, Kaufmann et al. (2010) al sobreexpresar la 

PstDV1-CPr en células de insectos, mediante el sistema baculovirus, observaron que al aislar 

las partículas pseudovirales y analizar la composición proteica se apreciaban dos bandas (~37 y 

36 kDa), sin embargo, asociaron la de menor peso molecular a una posible degradación por 

proteasas de la primera. Además, los resultados encontrados en estas investigaciones podrían 

relacionarse con lo reportado por Dhar et al. (2010) quienes, a partir de ARN total aislado de 

camarones de la especie P. vannamei, analizaron los transcritos de PstDV1 mediante el uso de 

una sonda específica para dicho virus y la técnica de Northern Blot, encontrando cinco bandas 

(4.1, 2.6, 1.9, 1.3 y 0.9 kb), las cuales relacionaron con la transcripción del genoma viral 

completo, ORF izquierdo (NS1), ORF medio (NS2), ORF derecho (PstDV1-CP) y un ORF 

putativo que se encuentra codificado en el genoma en sentido negativo. En ese mismo orden, a 

partir del ORF izquierdo, los ARNm codifican péptidos de 666, 363 y 329 aa, mientras que el 

producto del ORF de menor tamaño no ha sido evaluado. Por lo anteriormente expuesto, se 

concluyó que las proteínas 37.5, 36, 35 y 25 kDa, pudieran formar parte de las partículas 

pseudovirales. Con relación a lo anterior, las proteínas encontradas por los autores antes 
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mencionados son de pesos muy similares a las encontradas en este estudio, pudiendo existir 

ligeras diferencias en la estimación del peso molecular. No obstante, en ninguno de los estudios 

antes mencionado se determinó la secuencia de aminoácidos de los péptidos encontrados. Por 

otra parte, en esta investigación se logró identificar la proteína de 25 kDa como la PstDV1, no 

obstante, solamente el espectro de la proteína fue utilizado para llevar a cabo dicha comparación, 

y no la secuencia misma, por lo que esta banda pudiera corresponder a un producto de 

degradación proteolítica, o bien a factores desconocidos a la fecha. Sin duda alguna, se requieren 

más estudios al respecto, siendo el PstDV1 uno de los virus que más alto impacto tiene en la 

industria camaronícola, es relativamente poco lo que se conoce respecto a este patógeno. Dicha 

investigación, podría generar conocimiento que conllevara al desarrollo de métodos de control, 

o bien, que ayude a entender de una mejor manera los mecanismos moleculares que intervienen 

en el proceso infeccioso. Por ejemplo, evaluar la existencia de estructuras secundarias en el 

ARNm del gen que codifica para la PstDV1-CP, lo cual, de encontrarse alguno, podría explicar 

de manera plausible la obtención de proteínas de distintos pesos moleculares, relacionadas tanto 

a la cápside de los virus nativos, como al producto de la sobreexpresión de la proteína de cápside 

conocida.  

 

VIII.2 Visualización de Partículas Pseudovirales por Microscopía 

 Como resultado de la visualización de las dos muestras utilizando TEM, se pudieron 

observar partículas de aproximadamente 22 nm, tanto en el inóculo viral como en la muestra de 

partículas pseudovirales del PstDV1. Dichas partículas estaban delimitadas por cinco y seis 

lados, propio de la observación de viriones con estructura icosaédrica (Bonami et al., 1990). De 

manera similar, al escanear la muestra mediante AFM, se encontró la presencia de partículas de 

alrededor de 22 nm, así como cúmulos de estas partículas. Lo anterior es consistente con lo 

reportado con anterioridad por distintos autores (Bonami et al., 1990; Hou et al., 2009; 

Kaufmann et al., 2010). Por otra parte, se pudo apreciar que las partículas de virus nativos 

presentan una coloración mucho más clara, mientras que las partículas virales se observan de 

un color obscuro. De acuerdo a Bonami et al. (1990) esto último es debido a que los viriones 

son más densos, al contar en su interior con el genoma viral, contrario a las VLPs que se 

encuentran vacías. Por otra parte, se apreció una concentración mucho mayor de viriones en el 

inóculo, lo cual podría estar relacionado con la baja concentración de proteína con la que contaba 
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la muestra utilizada para la visualización de las cápsides recombinantes, además de que este 

método se llevó a cabo a partir de una muestra no purificada y con condiciones de replegamiento 

distintas a las que se determinaron una vez que se optimizó el método.  

 

VIII.3 Síntesis de ARNds-vp28 

Para que ocurra el silenciamiento de la expresión génica mediado por ARNi, se requiere 

de ARNds que exceda la longitud promedio de los ARNic. No obstante, para que la eficiencia 

del silenciamiento sea óptima es necesario que el ARNds tenga una longitud en el rango de 500 

– 1000 pb (Tuschl et al., 1999). Por tal motivo, se diseñaron oligos que generaran un amplicón 

de tamaño adecuado (500 pb). Así mismo, la secuencia fue seleccionada tomando en cuenta que 

esta no tuviera homología con genes de P. vannamei.  

Producto de la síntesis de los transcritos en sentido positivo y antisentido, se obtuvo en 

ambos casos, la presencia de una sola banda de alrededor de 500 pb, consistentes con el tamaño 

del producto de PCR generado a partir del gen vp28, con lo cual, al no existir productos 

inespecíficos, se pudo confirmar la especificidad de los oligos diseñados. Una vez analizado el 

resultado de la alineación por medio de electroforesis, se pudo observar la existencia de cuatro 

bandas de distinta intensidad en el carril correspondiente a la muestra. Los pesos de dichas 

bandas fueron de aproximadamente 500, 550, 800 y 1000 pb. De las anteriores, las bandas de 

500 y 550 pb corresponden a los transcritos de cadena sencilla y al ARNds-vp28. Cabe señalar 

que, a pesar de que aún se puede apreciar la presencia de transcritos no apareados en la reacción 

final, éstos se encuentran en una concentración menor, lo que podría indicar que no se obtuvo 

un 100% de rendimiento en cuanto a la síntesis de ARNds se refiere. 

Las moléculas de ARNds son propensas a formar estructuras secundarias, lo que a su 

vez puede afectar su difusión y movimiento a través de una matriz cuando se analiza estos ácidos 

nucleicos por medio de electroforesis, moviéndose más lento que otros complejos menos 

voluminosos o de conformación lineal (Bhattacharyya et al., 1990; Lodhi et al., 2010). De esta 

manera, si se analizan mediante electroforesis con distintas moléculas de ARN bicatenario que 

tengan la misma extensión, pero que cuentan con estructuras secundarias con distintos niveles 

de complejidad, aquellas que posean una estructura más sencilla difundirán de manera más 

rápida a través del campo electromagnético. Lo anterior pudiera explicar de manera plausible la 

aparente diferencia de longitud entre los transcritos (en sentido positivo y antisentido) y el 
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ARNds-vp28. Así mismo, tomando en cuenta lo anteriormente expuesto, además del hecho de 

que en los patrones electroforéticos de los transcritos generados del gen vp28, utilizados como 

materia prima para la síntesis de ARNds-vp28, no se observaron bandas de distinto peso 

molecular al esperado, es muy probable que los fragmentos que tienen un peso aparente de 800 

y 1000 pb pudieran deberse a la existencia de estructuras secundarias del ARNds-vp28, o bien, 

a lo que se denomina como alineación ramificada de transcritos (Simiano-Tavares et al., 2012). 

 

VIII.4 Encapsulación de ARNds-vp28 en VLPs del PstDV1 

 Como se mencionó anteriormente, la producción de partículas pseudovirales mediante 

la expresión de proteínas estructurales en sistemas heterólogos, seguido del autoensamblamiento 

de las cápsides recombinantes, conlleva consigo el riesgo acarrear en el interior de las VLPs 

moléculas inherentes al microorganismo utilizado como sistema de expresión. Por ende, uno de 

los métodos más utilizados para encapsular biomoléculas dentro de VLPs es el 

desensamblamiento de las mismas, eliminación de contaminantes procedentes del sistema de 

expresión y el reensamblamiento de las partículas en presencia de la biomolécula de interés, sin 

embargo, esta serie de pasos no es necesaria cuando las VLPs son plegadas in-vitro (Sánchez-

Rodríguez et al., 2012). 

 La utilización de la metodología de choque osmótico para cargar VLPs con ácidos 

nucleicos y otras moléculas pequeñas, se basa en la estructura de las partículas mismas. Como 

se mencionó de manera previa, las cápsides del PstDV1 nativo y las pseudopartículas virales 

están conformadas por capsómeros que interaccionan entre sí para conformar una estructura 

icosaédrica. Dichas partículas, a pesar de ser sumamente compactas, cuentan en su topografía 

con estructuras denominadas canales de simetría quíntuple, que son la única vía desde el exterior 

al interior de la cápside (Cotmore y Tattersall, 2007). Una vez que se sometieron las VLPs del 

PstDV1, en presencia del ARNds-vp28, a condiciones de choque osmótico, se procedió a tratar 

la muestra con una combinación de nucleasas, con el fin de digerir todas aquellas moléculas de 

ARN bicatenario que se encontraran por fuera de la cápside recombinante. Por otra parte, como 

control se utilizaron VLPs cargadas a las que no se les aplicó el tratamiento de nucleasas. 

 Con el fin de verificar la capacidad de encapsulación de ARNds de las VLP del PstDV1, 

así como indagar sobre la protección contra la acción de nucleasas, se digirieron las partículas 

pseudovirales y se extrajo ARN. Por medio de electroforesis en gel de agarosa, se observó una 
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banda de alrededor de 550 pb consistente con el peso del ARNds-vp28. La intensidad de la 

banda observada es menor en comparación con la banda observada en el tratamiento control. 

Para estimar la cantidad de ARNds contenido en dichas bandas, se contrastaron contra la 

intensidad de una banda generada por 500 ng de ARNds-vp28 desnudo. De esta forma, se 

determinó la banda observada en el tratamiento control está formada por aproximadamente 213 

ng, mientras que en la muestra se estimaron aproximadamente 75 ng.  

Como se mencionó anteriormente las moléculas encapsuladas en el interior de las 

partículas pseudovirales se encuentran protegidas contra condiciones adversas, tales como la 

acción enzimática (Kolliopoulou et al., 2017). Lo cual sugiere que, en este caso, 138 ng de 

ARNds-vp28 que no se encapsuló dentro de las cápsides recombinantes, quedó expuesto a la 

acción de las nucleasas, siendo digerido en su totalidad. Estos resultados, aunado a la 

visualización de las VLPs por medio de TEM y AFM, indican que la PstDV1-CP se plegó de 

manera mimética a la proteína de la cápside del PstDV1 nativo, ya que se conserva la estructura 

icosaédrica de la cápside, además de conservar estructuras altamente complejas como lo son los 

canales del eje de simetría quíntuples. Tomando en cuenta lo anterior, los resultados obtenido 

indican que 500 µg de las VLPs del PstDV1 tienen capacidad de encapsular aproximadamente 

75 ng de ARNds-vp28, y que a su vez pueden fungir como protección del mismo contra la 

degradación enzimática. No obstante, cabe señalar que, por lo general se considera que las 

ARNasas de tipo A y las ARNasas de tipo III digieren específicamente ARN de cadena sencilla 

y ARNds, respectivamente (Yodmuang et al., 2006; Attasart et al., 2010; Ho et al., 2011), sin 

embargo, es sabido que para que las ARNasas A presenten dicha selectividad, es necesario llevar 

a cabo la reacción de digestión enzimática en condiciones de concentración de sal superiores a 

las utilizadas en la presente investigación (>0.3M) (Edy et al., 1976; Ma et al., 1996; Sorrentino 

et al., 2003; Kawashima y Tsuji, 2018). Resultados similares fueron obtenidos por Sánchez-

Rodríguez et al. (2015) quienes lograron al encapsular hasta 150 ng de ADNdh por cada mg de 

VLPs del parvovirus humano B19, mediante la técnica de reensamblamiento de la cápside 

recombinante. Considerando la alta similitud física de los viriones de los parvovirus, se puede 

adjudicar a la gran capacidad de las VLPs del PstDV1 para encapsular ARN reportado por Hou 

et al. (2009) la cual supera por mucho al encapsulamiento de ADNds. No obstante, 

Sinnuengnong et al. (2018) encapsularon ARNds en VLPs del PstDV1 mediante el 

autoensamblamiento de las mismas dentro del sistema de expresión E. coli, en el cual, además 
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co-expresaron ARN bicatenario. Dichos investigadores reportaron que estas partículas podían 

encapsular 20 ng de ARNds por cada 2 mg de VLPs del PstDV1. Como se mencionó 

anteriormente, este tipo de metodología puede provocar la digestión parcial del ARNds por 

ARNasas III inherentes al sistema de expresión, lo que pudo haber provocado que se perdiera 

parte del ARN bicatenario a encapsular, o bien, pudiera significar que el método de ósmosis 

inversa es más eficiente para este fin, logrando encapsular una cantidad 15 veces mayor a lo 

reportado por Sinnuengnong et al. (2018). No obstante, la utilización de metodologías más 

sensibles para la cuantificación del ARN bicatenario encapsulado, como RT-qPCR, podría 

ayudar a corroborar los datos obtenidos. 

 Los resultados obtenidos en el presente trabajo sugieren que las VLPs del PstDV1 

ensambladas in vitro pudieran ser consideradas como un potencial vehículo de entrega de 

ARNds-vp28 a las células diana, siendo capaces de encapsular el ARN bicatenario y protegerlo 

de la acción de nucleasas que, de otro modo, podrían digerirlo de manera parcial o en su 

totalidad, lo cual se ha asociado a la baja eficiencia de distintas metodologías de administración 

de ARNds (Kolliopoulou et al., 2017; Peng et al., 2018). Anteriormente se reportó que las VLPs, 

al igual que los viriones nativos, pueden ingresar a las células diana y entregar biomoléculas de 

interés (Hou et al., 2009; Kiatmetha et al., 2018). Generalmente, en los parvovirus, el proceso 

infeccioso consta de 4 estadíos: 1) unión a receptores de la superficie celular, 2) internalización 

vía endocitosis, 3) escape de las vesículas endocíticas, y 4) entrega nuclear del material genético 

mediante el desensamble completo de la cápside (Johnson y Dudleenamjil, 2012; Vega-Heredia 

et al., 2012). Lo anterior, pudiera resultar beneficioso para el silenciamiento del gen vp28 del 

WSSV, ya que recientemente se ha reportado la actividad del mecanismo de ARNi en el núcleo 

de distintas especies, que interactúa directamente con el sistema encontrado en el citoplasma 

(Castel y Martienssen, 2013; Gagnon et al., 2014; Kalantari et al., 2016b), y se ha asociado a la 

heredabilidad del silenciamiento de la expresión génica en al menos un invertebrado (Burton et 

al., 2011).  

En comparación con los métodos reportados previamente para la encapsulación de ácidos 

nucleicos en las VLPs del PstDV1, la metodología utilizada en la presente investigación 

presenta la ventaja de, al no contener ácidos nucleicos contaminantes inherentes al sistema de 

expresión, evitar pasos posteriores para eliminar contaminantes, así como reducción en los 

costos y el tiempo que pudiera implicar la realización de los mismos (Sánchez-Rodríguez et al., 
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2012). Aunado a lo anterior, la efectividad de la supresión de la expresión de genes mediada por 

el ARNi, depende en gran medida de la cantidad de ARNds que se administre, lo cual puede 

tener un efecto directo en distintos procesos (Feinberg et al., 2003; Novina y Sharp, 2004; Cheng 

et al., 2005; Shih y Hunter, 2011), incluyendo la resistencia a infecciones virales en distintas 

especies (Vanderschuren et al., 2009), como en camarones peneidos (Yodmuang et al., 2006; 

Saksmerprome et al., 2009). En este sentido, la cantidad de ARNds encapsulado en las VLPs 

del PstDV1 por medio de choque osmótico supera lo reportado por Sinnuengnong et al. (2018) 

lo que podría generar una respuesta más contundente y aumentar la duración del efecto del 

silenciamiento de expresión génica. Sin embargo, es necesaria la realización de otros estudios 

para evaluar el desempeño de este sistema de administración para corroborar dicho impacto.
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IX. CONCLUSIONES 

 

· Se determinó que la metodología propuesta por Hou et al. (2009) no es apta para su 

utilización en ensayos donde se requiere obtener la sobreexpresión de PstDV1-CP 

soluble, ya que se generan cantidades de proteína soluble casi indetectables. 

 

· La metodología propuesta por Gómez-Yanes (2017) para el replegamiento in-vitro de 

la PstDV1-CP a partir de cuerpos de inclusión, genera proteínas recombinantes de alta 

calidad que mimetizan la estructura de la proteína nativa, que resultan en el ensamblado 

de VLPs que mantienen las características estructurales propias del virión. 

 

· La utilización de la técnica de choque osmótico para la encapsulación de ARNds en las 

VLPs del PstDV1, es un método altamente eficiente, que permite recaptar una gran 

cantidad de ARNds en el interior de las cápsides recombinantes. 

 

· Las VLPs del PstDV1 ensambladas in vitro pueden encapsular ARNds y ante la acción 

de nucleasas, garantizando la entrega del mismo al interior de las células diana, exento 

de degradación enzimática previa que de otra manera pudiera reducir el efecto e 

impacto en el organismo. 

 

· La cantidad de ARNds encapsulado en las VLPs del PstDV1 ensambladas in-vitro es 

superior a lo reportada por Sinnuengnong et al. (2018), por lo que este sistema es más 

apto para la entrega eficiente de ARNds 

 

· Por medio de la metodología utilizada para ensamblar VLPs del PstDV1 in-vitro, se 

puede evitar la contaminación de las mismas con biomoléculas procedentes del sistema 
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de expresión, que pudieran afectar al espécimen tratado. Aunado a que reduce el tiempo 

y costos asociados a los procesos necesarios para la eliminación de dichas moléculas 

contaminantes.
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X.  RECOMENDACIONES 

 

· Es recomendable la evaluación de la efectividad del sistema de entrega de ARNds-vp28 

de manera in vitro, de forma que permita dar seguimiento al desarrollo del proceso 

infeccioso del WSSV en células previamente tratadas con las VLPs del PstDV1 cargadas 

con ARNds-vp28. De esta manera, se puede estimar el impacto en bruto, antes de 

exponer a las partículas pseudovirales a factores secundarios. 

 

· Se recomienda evaluar la vía óptima de administración del sistema de entrega de ARNds 

desarrollado, ya que las condiciones a las que se expone a las VLPs cargadas pueden 

determinar en gran medida el nivel efecto del silenciamiento de expresión génica. Una 

ruta que pudiera resultar prometedora es mediante la alimentación, ya que una de las 

vías por medio de la cual se produce la infección en camarones peneidos, es mediante el 

canibalismo de especímenes infectados. 

 

· Es altamente recomendable llevar a cabo la concentración de las VLPs de manera previa 

a realizar el fraccionamiento por medio de ultracentrifugación con gradiente de sacarosa. 

De esta forma, una vez realizado el fraccionamiento, se puede evitar la dispersión de las 

partículas pseudovirales a través del gradiente mismo, elevando el rendimiento de la 

purificación. 

 

· En caso de utilizarse las VLPs en estudios de interacción huésped-hospedero en 

organismos eucariotas, se recomienda ampliamente el uso de un sistema de expresión 

que promueva la glucosilación de las proteínas recombinantes de manera similar a los 

mismos, ya que la PstDV1 cuenta con un sitio de miristosilación en el extremo N-

terminal. De esta manera, se podría disectar y estudiar a mayor detalle el esquema de 

interacciones intermoleculares patógeno-hospedero. 
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· Se recomienda la utilización de un método más sensible para la cuantificación de el 

ARNds-vp28 encapsulado, por ejemplo: RT-qPCR. De tal forma, se puede constatar la 

cantidad de ARNds encapsulado.  
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