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RV: Rotavirus 

SDS: dodecil sulfato sódico 

SDS-PAGE: electroforesis en geles 
desnaturalizantes de poliacrilamida en 
presencia de SDS 

SLP: core o partículas de una capa SLP 
(single-layered particle) 

SPA: análisis de partículas individuales 
(single particle analysis) 

T: número de triangulación 

TLP: partícula de triple capa TLP (triple-
layered particle) 

Tris: tri-(hidroximetil)-aminometano 

TR-TLP: TLP tripsinizada 

ufp: unidad formadora de placa 

UTR: región no traducida 

VLP: pseudo-partícula viral 

vDLP: pseudo-DLP 

VP: proteína estructural 

vSLP: pseudo-SLP 

vTLP: pseudo-TLP 
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ABSTRACT  

ABSTRACT  

Rotavirus (RV) is the leading cause of severe gastroenteritis with dehydration in children under 5 years 

of age and causes ~ 590 million infections per year in all age groups. RV is classified into 10 different 

species (A-J) of which RV A (RVA), B, C and H infect humans and animals. The rest of the species 

have only been found in animals. Due to the difficulty in adapting other species to in vitro growth, only 

structural information is available for the RVA particle. 

The RV infective particle has three concentric protein layers from which the spikes are projected. 

Rotavirus infectivity depends on the activation of viral particles by spike proteolysis through trypsin-

like proteases. Although it has been described how the entry into the cell is mediated by a 

conformational change in the spike, the molecular mechanisms underlying this proteolytic activation 

process are unknown. Using three-dimensional cryoelectron microscopy (cryoEM) we have resolved 

the structure of the RV infective particle of group A before and after proteolytic activation at 3.4 and 

3.5 Å resolution, respectively. Despite the low occupancy and high flexibility of the spike, we have 

built an atomic model of the non-activated and activated spikes by combining various computational 

methods. The resolved structures show that the conformation of the non-proteolyzed spike is 

conditioned and limited by the position of the loops that surround its structure and that join the lectin 

domains that form the head of the spike with its body. The proteolysis of these loops breaks this 

structural limitation allowing the transformation of the spike to a competent state to make the necessary 

conformational changes to penetrate the cell membrane. 

As an alternative, to characterize structurally non-cultivable species of RV, the heterologous expression 

system with recombinant baculoviruses has been used for the production and purification of virus-like 

particles (VLP) of the different groups of RV. The structural comparison between native double-layer 

RVA particles (DLP) and their corresponding VLP (vDLP) shows great structural similarity. However, 

the absence of the genome and the polymerase complexes slightly alters the size and stability of the 

particle. The high yield obtained in the VLP production and the high structural preservation in purified 

vDLP of RVD and RVI have allowed their analysis by cryoEM and the construction of their atomic 

models. RVA and RVD belong to the same phylogenetic clade and the structural comparison of their 

VP2 and VP6 proteins shows that there is a high degree of similarity between them, except for the 

contact loops between the monomers of the inner layer of the vDLP and the apical loops of the outer 

layer. RVI belongs to another clade, which is reflected in differences throughout the structure in both 

proteins. 

The characterization of the structural variation within the RV genus provides us a solid base to approach 

the study of different essential aspects in the fight against RV, such as viral tropism or the design of 

antiviral strategies 
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RESUMEN  

RESUMEN 

Rotavirus (RV) es la principal causa de gastroenteritis grave con deshidratación en niños menores de 5 

años y causa alrededor de 590 millones de infecciones al año en todos los grupos de edad. RV se 

clasifica en 10 especies diferentes (A-J) de las cuales RV A (RVA), B, C y H infectan humanos y 

animales. El resto de las especies sólo se han encontrado en animales. Únicamente se cuenta con 

información estructural a nivel atómico de la partícula de RVA, debido a la dificultad para la adaptación 

al crecimiento in vitro de las otras especies. 

La partícula infectiva de RV presenta tres capas de proteína concéntricas de las que se proyectan 

espículas. La infectividad de RV depende de la activación de las partículas virales mediante la 

proteólisis de la espícula llevada a cabo por proteasas similares a la tripsina. Aunque se ha descrito 

cómo la entrada en la célula está mediada por una serie de cambios conformacionales llevados a cabo 

por la espícula, se desconoce el mecanismo molecular subyacente al proceso de activación proteolítica. 

Mediante criomicroscopia electrónica tridimensional (crioME) hemos resuelto la estructura de la 

partícula infectiva de RV del grupo A pre y post activación proteolítica a 3.4 y 3.5 Å de resolución, 

respectivamente. A pesar de la baja ocupancia y la elevada flexibilidad de la espícula, hemos conseguido 

construir un modelo atómico de las partículas no activada y activada mediante la combinación de 

diversos métodos computacionales. Las estructuras resueltas muestran que la conformación de la 

espícula no proteolizada está condicionada y limitada por la posición de los bucles que rodean su 

estructura y que unen los dominios lectina que forman la cabeza de la espícula con el cuerpo de ésta. 

La proteólisis de estos bucles rompería esta limitación estructural permitiendo la transformando de la 

espícula a un estado competente para realizar los cambios conformacionales necesarios para penetrar la 

membrana celular.Como alternativa para poder caracterizar estructuralmente especies no cultivables de 

RV se ha empleado el sistema de expresión con baculovirus recombinantes para la producción y 

purificación de pseudopartículas virales (VLP) de los diferentes grupos de RV. La comparación 

estructural entre partículas de RVA de doble capa (DLP) nativas y sus correspondientes VLP (vDLP) 

muestra su similitud estructural. Sin embargo, la ausencia del genoma y de los complejos polimerasa 

altera ligeramente el tamaño y estabilidad de la partícula. El alto rendimiento obtenido en la producción 

de VLP y la elevada preservación estructural en las vDLP purificadas de RVD y RVI han permitido su 

análisis mediante crioME y la construcción de sus modelos atómicos. RVA y RVD pertenecen a un 

mismo clado filogenético y la comparación estructural de sus proteínas VP2 y VP6 muestra que existe 

una gran similitud entre ellas, a excepción de los bucles de contacto entre monómeros de la capa interna 

de la vDLP y los bucles apicales de la capa externa. RVI pertenece a otro clado, lo que se refleja en 

diferencias a lo largo de toda la estructura en ambas proteínas. 

La caracterización de la variación estructural dentro del género RV nos proporciona una sólida base 

con la que abordar el estudio de aspectos tan esenciales en la lucha contra RV como el tropismo viral o 

el diseño de estrategias antivirales. 
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Introducción 

1. Introducción 

Los rotavirus (RV) se descubrieron en 1973 y fueron identificados como los principales agentes 

causantes de gastroenteritis aguda en niños menores de 5 años (Bishop et al., 1973; Flewett et al., 1974). 

RV pertenece a la familia Reoviridae (King A. et al., 2011) y, junto con el virus de la Lengua Azul 

(Bluetongue virus) y el ortoreovirus de mamíferos, es uno de los principales modelos de esta familia. 

Su transmisión se produce por vía fecal-oral y, globalmente, se estiman alrededor de 591 millones de 

infecciones anuales. El desarrollo de vacunas frente a RV ha permitido su introducción en diferentes 

programas nacionales de inmunización en 79 países, pero RV todavía es responsable de 230,000 

muertes anuales, la mayoría en países en vías de desarrollo. RV tiene un fuerte impacto económico en 

los sistemas de salud de los países desarrollados causando 5.5 millones de infecciones y 1.6 millones 

de hospitalizaciones entre niños menores de 5 años en 2016 (Troeger et al., 2017). 

Muchas de las infecciones por RV desarrolladas en niños pequeños cursan de forma asintomática 

haciendo que estos puedan diseminar el virus dentro de su comunidad (Ramani S., et al., 2010). 

Igualmente, las infecciones en niños mayores y adultos también contribuyen a la rápida propagación a 

nivel global (Anderson & Weber, 2004). Por ello, la vacunación es un paso esencial en la prevención 

de la patología grave derivada de la infección y en la limitación de la diseminación del virus. 

En 2009, la Organización Mundial de la Salud (OMS) recomendó la inclusión de vacunas contra RV 

en los programas nacionales de inmunización de todos los países, especialmente en aquellos donde las 

muertes por diarrea son responsables de más del 10% de la mortalidad en niños menores de 5 años 

(Troeger et al., 2017). La reciente introducción de dos vacunas con virus vivos atenuados (RotaReq y 

Rotarix) en programas de vacunación infantil ha sido muy eficaz para reducir la incidencia y mortalidad 

por RV (Burnett E. et al., 2017). Además de estas, existen otras vacunas, utilizadas en ciertos países en 

vías de desarrollo, cuyo uso podría contribuir a la disminución de la mortalidad en niños (Bergman et 

al., 2021; Burke et al., 2019; Burnett et al., 2018; Jonesteller et al., 2017; Sadiq et al., 2018). 

Las vacunas son una útil y poderosa herramienta en la lucha contra los efectos adversos más graves de 

la infección por RV, pero la presencia y aparición de nuevas cepas que escapan a la protección ofrecida 

por estas vacunas (Kirkwood, 2010; John T Patton, 2012), así como la variabilidad y fluctuación en la 

distribución de genotipos a nivel mundial (Santos & Hoshino, 2005) hacen necesaria una continua 

vigilancia de este patógeno y un constante desarrollo de nuevas vacunas. Por otro lado, la deficiente 

respuesta a las vacunas en personas inmunocomprometidas (Chiu et al., 2019) requiere el desarrollo de 

otras terapias alternativas como compuestos antivirales. Por estas razones, y por su papel como modelo 

de la familia Reoviridae, el estudio de RV continúa siendo de gran relevancia. 
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Introducción 

1.1 Organización genómica de rotavirus 

La mayoría de los datos acerca de RV proviene de los estudios realizados con la especie A, entre los 

que el RV de simio SA11 (Simian Agent-11) representa un paradigma para otros virus dentro del género 

(Attoui et al., 2012). Los datos a los que nos referimos en sucesivos apartados hacen referencia a la 

estirpe SA11 y RRV (Rhesus monkey rotavirus). 

RV tiene un genoma segmentado de ~18,500 pb formado por 11 moléculas de ácido ribonucleico 

bicatenario (dsRNA) (M. K. Estes & Greenberg, 2013). Cada segmento de RNA de polaridad positiva 

((+)ssRNA) contiene una fase lectura abierta (open reading frame, ORF) flanqueada por dos regiones 

no codificantes (untranslated region, UTR) en los extremos 5' y 3’. Estos (+)ssRNA actúan como RNA 

mensajeros (mRNA) y como precursores de los segmentos de doble cadena para formar el genoma viral 

y, además, presentan una estructura cap de tipo 1 en el extremo 5’ (Fig. 1A), características compartidas 

con los genomas segmentados de otros miembros de la familia Reoviridae (p. ej., reovirus, virus de la 

poliedrosis citoplasmática, orbivirus) así como de otras familias de virus (Orthomyxoviridae, 

Arenaviridae y Bunyaviridae). 

Todos los segmentos que forman el genoma (Fig. 1B) son monocistrónicos excepto el segmento 11 que 

contiene dos ORF solapantes a partir de las cuales se expresan dos proteínas diferentes. RV codifica 12 

Figura 1. Organización genómica de RV y estructura de su partícula viral. (A) Representación esquemática de un 
segmento del genoma de RV. Se indican las regiones no codificantes (UTR), la fase lectura que codifica la proteína viral y la 
estructura cap de tipo 1 en el extremo 5’ (círculo azul). (B) Estructura del genoma segmentado del RV de simio SA11. Se 
indican (en nucleótidos) el tamaño de los segmentos y las posiciones de inicio y fin de las fases de lectura abierta. Las líneas 
en los extremos 5 'y 3' representan las UTR. Figura adaptada de (M. K. Estes & Greenberg, 2013). (C) Representación de la 
partícula viral del RVA. El código de color indica cada una de las proteínas estructurales. Figura adaptada de (Rodríguez & 
Luque, 2019). 
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proteínas, 6 de ellas estructurales (VP), VP1-VP6, y las otras 6 no estructurales (NSP), NSP1-NSP6 

(Fig.1B, 1C). La secuencia de la ORF que codifica NSP6 se encuentra conservada en la mayoría de las 

cepas, aunque su expresión se ha demostrado sólo para unas pocas y su función no está claramente 

definida (Hu et al., 2012). La relación de todas las proteínas virales y sus funciones principales viene 

indicada en el Anexo 1. 

1.2 Estructura de la partícula de rotavirus 

La partícula viral madura e infectiva de RV tiene una estructura icosaédrica de aproximadamente 100 

nm de diámetro (Fig. 1C, Fig. 2) que se asemeja a una rueda cuando se observa por microscopía 

electrónica (ME) (Crawford et al., 2017; Settembre et al., 2011). El nombre dado a estas partículas fue 

acuñado en base a su morfología (Flewett et al., 1974): ‘rotavirus’, del latín rota que significa “rueda”. 

La partícula viral se organiza en tres capas de proteína concéntricas que encierran el genoma. La capa 

más interna del virión está formada por 120 moléculas de VP2 que forman dímeros organizados en una 

arquitectura T=1. Dentro se encuentra el genoma viral y la maquinaria transcripcional, formada por 12 

copias de la proteína VP1 y un número no definido de copias de la proteína VP3 (Estrozi et al., 2013). 

La capa interna junto con la maquinaria transcripcional y el genoma forman la SLP (single-layered 

particle) o core, de 25-30 nm de diámetro (Fig. 2, panel derecho). Sobre ella se ensambla una capa de 

unos 15 nm de espesor formada por 260 trímeros de VP6 organizados con simetría icosaédrica T=13l, 

dando lugar a la partícula de doble capa o DLP (double-layered particle), de 70 nm de diámetro. Estas 

partículas también se denominan como ‘rugosas’ porque en su superficie se pueden observar las 

subunidades triméricas que se proyectan hacia afuera de la partícula (Fig. 2, panel central). Las DLP 

son transcripcionalmente activas, e infectivas si se transfectan en cultivos celulares (Bass et al., 1992). 

Sobre esta DLP se dispone, en fase con VP6, una capa de ~3 nm de grosor formada por 260 trímeros 

de VP7, desde la que se proyectan trímeros de VP4 (~15 nm hacia el exterior) que forman las espículas 

alrededor de toda la partícula. La adición de estas dos proteínas genera la partícula de triple capa o TLP 

(triple-layered particle) que es la partícula infectiva (Fig. 2, panel izquierdo) (Desselberger, 2014). 

La organización de las subunidades que componen las diferentes capas da lugar a la formación 

depresiones en la estructura de la partícula denominadas canales. RV presenta 132 canales de distinto 

tamaño alrededor de la partícula que se clasifican según su posición con respecto a los ejes de simetría 

icosaédrica (Desselberger, 2014; Mathieu et al., 2001; B. V.Venkataram Prasad et al., 1988). Los 

viriones contienen 12 canales de clase I, localizados en los ejes de simetría 5, 60 canales de clase II en 

cada una de las posiciones pentavalentes que rodean los ejes de simetría 5, y 60 canales de clase III en 

las seis posiciones coordinadas que rodean los ejes de simetría 3 (Jayaram et al., 2004). Estos canales 

participan en diferentes funciones del ciclo viral. Los canales de tipo I constituyen los lugares por los 

que las cadenas (+)ssRNA salen de la partícula y donde se encuentran los complejos enzimáticos 
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compuestos por VP1 y VP3 (Jayaram et al., 2004). Los canales de tipo II constituyen los sitios de anclaje 

de las espículas de la partícula de RV infectiva (Desselberger, 2014). 

Figura 2. Composición y estructura de la TLP y de las subpartículas virales de RV. Se muestran geles SDS-PAGE teñidos 
con azul de Coomassie y ME por tinción negativa de TLP (panel izquierdo), DLP (panel central) y SLP (panel derecho). Se 
indican las posiciones de las bandas asociadas a cada proteína (VP). La barra representa 100 nm. Figura adaptada de (Jiménez-
Zaragoza et al., 2018). 

La proteína VP2 (102 kDa) forma la cápsida proteica de la partícula SLP y se organiza en una 

arquitectura T=1 que una vez ensamblada nunca se desensamblará durante el ciclo de infección (Attoui 

et al., 2012; Mertens, 2004). Cada unidad asimétrica en la SLP está formada por un dímero de VP2 

(VP2A, VP2B) (Fig. 3A.1). Cinco monómeros de VP2A convergen alrededor del eje de simetría 5 

formando un complejo en forma de estrella, y cinco monómeros VP2B adicionales se ensamblan entre 

sus puntas formando una estructura decamérica (Figura 3A.2). De forma global, la estructura de cada 

monómero ha sido descrita en tres dominios (Desselberger, 2014; McClain et al., 2010): el dominio 

apical que comprende la región próxima al eje de simetría 5 (residuos 309-596), el dominio dimérico 

(residuos 698-831) que se encuentra en el extremo opuesto del monómero y contacta con el dominio 

dimérico del monómero adyacente y, por último, el dominio central (residuos 1-308, 597-697, 832-882) 

que se localiza entre los dos anteriores. VP2 ejerce un papel en el reclutamiento de VP1 y la activación 

de la replicación, en el que cada decámero de VP2 se asocia a una molécula de VP1 (Estrozi et al., 

2013; J T Patton et al., 1997; Trask et al., 2012). Además, VP2 tiene afinidad por el ssRNA y dsRNA 

(Boyle & Holmes, 1986) (Labbe et al., 1994) e interacciona con las proteínas no estructurales NSP2 y 

NSP5 (Berois et al., 2003; Buttafuoco et al., 2020; Vende et al., 2003). 

La proteína estructural VP1 (125 kDa) es la RNA polimerasa viral dependiente de RNA (RNA 

dependent RNA polymerase, RdRp) que cataliza la síntesis de RNA en el interior de las subpartículas 

virales (J. Lawton et al., 2000). VP1 es una proteína globular compacta de ∼70 Å de diámetro que 

exhibe una arquitectura de ‘mano derecha’ (dedos-palma-pulgar), comúnmente encontrada en otros 

reovirus y otras RdRp (Tao et al., 2002; Te Velthuis, 2014). Está formada por tres dominios: un dominio 

N-terminal, un dominio de polimerasa y un dominio C-terminal (Lu et al., 2008). Los dominios N- y 

C-terminal forman una cavidad interior donde se encuentra el centro catalítico (Fig. 3B.1). 
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Figura 3. Estructura de la partícula de RV. Representación del modelo atómico de la partícula TLP de RVA (imagen 
central). El código de color indica cada una de las proteínas estructurales. (A) A1. Modelo atómico del dímero de VP2 
(PDB 3KZ4) donde se indican las cadenas A y B que lo forman. A2. Vista de la superficie interna de un decámero de VP2. 
Los confórmeros de VP2, VP2A y VP2B, están representados en azul oscuro y claro, respectivamente. Figura adaptada de 
(Trask et al., 2012). (B) Localización de VP1. B1. Estructura de VP1 con (+)ssRNA (PDB-2R7R). Se identifican las 
funciones de los cuatro túneles que se extienden hasta el gran centro catalítico de VP1. Figura adaptada de (Trask et al., 
2012). B2. Localización de la polimerasa VP1 en la cara interna del core. (C) Reconstrucción y modelo atómico de VP3. 
C1. Organización del dominio modular de la estructura del monómero VP3. C2. Estructura crioME del tetrámero VP3 
(EMD-0632) a lo largo de los ejes de simetría de orden 2. Figura adaptada de (Kumar et al., 2020). (D) Estructura de las 
proteínas estructurales VP6 y VP7. D1. modelo atómico de VP6 (PDB: 3KZ4). D2. modelo atómico del trímero VP7 (PDB 
3GZT), vistas superior (arriba) y lateral (abajo). Dos iones de calcio (magenta) están unidos en la interfaz entre las 
subunidades de VP7. D3. Interacción entre trímeros VP6 y VP7. El trímero VP7 se encuentra sobre VP6 y el contacto entre 
ellos está mediado por los tres brazos N-terminales de VP7 que sujetan el trímero VP6 formando una cadena β adicional en 
VP6 (recuadro). Figura adaptada de (Rodríguez & Luque, 2019). 
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VP1 se localiza en la cara interna de la capa formada por VP2 (Ding et al., 2019; Jenni et al., 2019) en 

una posición ligeramente descentrada del eje de simetría de orden 5 (en uno de los cinco sitios de unión 

equivalentes en cada vértice) (Ding et al., 2019; Estrozi et al., 2013; Estrozi & Navaza, 2010; Jenni et 

al., 2019; Zhang et al., 2003) (Fig. 3B.2). 

VP3 (88 kDa) forma parte del complejo polimerasa junto con VP1 y participa en la generación de 

cadenas (+)ssRNA maduras. Un grupo de 4 monómeros de VP3 (Fig. 3C.1) se unen para formar un 

complejo tetramérico estable con una simetría D2 constituido por dos dímeros antiparalelos (Fig. 3C.2). 

Además de las actividades guanilil y metiltransferasa (Dayue Chen et al., 1999; M. Liu et al., 1992), 

VP3 presenta diferentes funciones, como actividad RNA trifosfatasa y RNA helicasa, requeridas para 

separar las cadenas de dsRNA (Kumar et al., 2020). 

VP6 (45 kDa) es la proteína más abundante del virión, representando alrededor del 51% de la masa 

proteica total (Mattion NM et al., 1994). 260 trímeros de VP6 se ensamblan sobre VP2 formando la 

capa intermedia del virión con una estructura T=13l. Las tres subunidades que forman el trímero se 

organizan alrededor de un eje de simetría 3 dextro giro (Fig. 3D.1). Los trímeros de VP6 se disponen 

en cinco posiciones cuasi-equivalentes, nombradas en función de los ejes de simetría icosaédricos a los 

que se encuentran asociados (dimérico, D; trimérico, T; próximo a trimérico, T’; pentamérico, P; 

próximo a pentamérico, P’). Los monómeros que forman el trímero interaccionan entre sí y con un ion 

zinc (Zn+) que proporciona una mayor estabilidad a la estructura (Jayaram et al., 2004; Mathieu et al., 

2001). VP6 interactúa con otras proteínas estructurales de la partícula. Las interacciones entre VP6 y 

VP2 son predominantemente hidrófobas (Jayaram et al., 2004). VP6 también interacciona con los 

extremos amino terminales de los monómeros de VP7 y, posiblemente, con algunos iones que pueden 

estabilizar la estructura (Jiménez-Zaragoza et al., 2018). Por último, las espículas de VP4 interaccionan 

con VP6 al encontrarse insertadas en los canales de tipo II en cada una de las posiciones pentavalentes 

que rodean los ejes de simetría 5. 

La capa externa de la partícula madura o TLP de RV está formada por 260 trímeros de la glicoproteína 

VP7 (37 kDa). Esta se ensambla en trímeros estabilizados por dos iones de calcio (Ca2+) ubicados entre 

cada dos subunidades, por lo que cada trímero contiene seis iones (Aoki et al., 2009) (Fig. 3D.2). La 

interacción entre las moléculas de VP7 es sensible a los niveles de calcio del medio (Cohen et al., 1979; 

Gajardo et al., 1997; M C Ruiz et al., 1996) y la presencia de calcio es un requisito para la formación 

de trímeros de VP7 (P. R. Dormitzer et al., 2000). Concentraciones bajas de calcio, similares a las del 

citoplasma celular, desencadenan la disociación de los trímeros de VP7 y conducen al desensamblaje 

de la capa de VP7. El uso de agentes quelantes, empleados para la purificación y obtención de DLP, 

permite el desensamblaje de la capa de VP7 de partículas maduras (Cohen et al., 1979; P. R. Dormitzer 

et al., 2000). Como se indicó previamente, los extremos N-terminales de VP7, con forma de ‘brazo’ o 

‘gancho’, interaccionan con los trímeros de VP6 subyacentes y entran en contacto con la zona basal de 

VP4 (J. Z. Chen et al., 2009; Settembre et al., 2011). Cada uno de los tres brazos del trímero de VP7 
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forma una cadena β (residuos 58-62) que se extiende bajo la β-lámina del dominio jelly roll de VP6 

(Figura 3D.3). 

La proteína VP4 forma las espículas de la partícula infectiva. Cada espícula está formada por tres 

monómeros de la proteína (A, B y C), que se organizan en una estructura trimérica (Fig.4) con una 

longitud total de 200 Å, que se proyecta unos 120 Å desde la superficie del virus (Sue E. Crawford et 

al., 2001; Z. Li et al., 2009; Settembre et al., 2011). La espícula es una estructura compleja y polimórfica 

con elementos triméricos, diméricos y asimétricos. La secuencia de VP4 presenta tres residuos 

específicos (R231, R241 y R247) cuyos enlaces son susceptibles de ser escindidos por proteasas 

similares a tripsina (Fig. 4, diagrama estructura primaria). Esta proteólisis permite la escisión de cada 

cadena de VP4 en dos subproductos, VP8* (28 kDa, aa 1–247) y VP5* (60 kDa, aa 248–776) 

constituyendo el primer paso del ciclo de infección, ya que los viriones no procesados no son infectivos 

(Rodríguez et al., 2014). 

En la base del trímero de VP4 se encuentran los extremos C-terminales de cada una de los tres 

monómeros, así como los tres dominios α N-terminal (residuos 1-28), quienes interactúan entre sí 

formando un pie trimérico anclado en los canales de tipo II que rodean las posiciones pentaméricas de 

la partícula (Fig. 5A) (Rodríguez et al., 2014; Trask & Dormitzer, 2006). Así, las espículas se 

encuentran rodeadas por dos trímeros P, un trímero P′ y un trímero T′ de las capas de VP6 y VP7 (Fig. 

5A). Los contactos entre el pie de la espícula y VP7 son escasos, principalmente mediados por los 

brazos del extremo N-terminal de VP7. El ensamblaje de la capa de VP7 sobre VP6 restringe el diámetro 

de la cavidad por encima de la base de la espícula anclándola en la partícula (Settembre et al., 2011; 

Trask & Dormitzer, 2006). La región de la espícula que sobresale, denominada tallo (Fig. 4), no 

mantiene la simetría trimérica local observada en el pie, y está formada por la región barril-β de VP5* 

de la subunidad C que se inserta en una región entre los trímeros D y P’ de VP7, interactuando con sus 

subunidades adyacentes. Las regiones barril-β de las subunidades A y B forman el cuerpo de la 

espícula, con simetría dimérica, sobre el que se asientan los dominios lectina VP8* de las subunidades 

A y B, que forman la cabeza dimérica (Fig. 4). 

El dominio lectina VP8* de la subunidad C no se ha encontrado en ninguna reconstrucción de TLP 

tratadas con tripsina y se presume que se disocia de la partícula después de su procesamiento proteolítico 

(Herrmann et al., 2021; Z. Li et al., 2009; B. V.Venkataram Prasad et al., 1988; Settembre et al., 2011). 

Los dominios lectina son responsables de la unión a glicanos de la superficie celular y se disponen de 

tal forma que cubren tres bucles hidrofóbicos (residuos 283-289, 330-337 y 387-395) localizados en el 

extremo más distal de los dominios barril- que forman el cuerpo de la espícula (subunidades A y B) 

(Fig. 4). Los bucles hidrofóbicos del barril- del tallo (subunidad C) están escondidos en el extremo 

proximal del cuerpo (I. S. Kim et al., 2010). 
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Figura 4. Estructura atómica de la espícula de rotavirus. (Panel superior) Representación del modelo atómico (PDB 4VZQ) 
de VP4 tripsinizada. Cada dominio se representa siguiendo el mismo patrón de color: pie (verde), tallo (rojo), cuerpo (rojo) y 
cabeza (violeta). Se indican de forma resaltada cada una de las subunidades de VP4 (A, B, C). El dominio de lectina de VP4-
C no está presente en la estructura. Figura adaptada de (Rodríguez & Luque, 2019). (Panel inferior) Diagrama de la estructura 
primaria y organización de dominios de VP4: dominios α (amarillo), lectina (magenta), barril-β (rojo) y C-terminal (verde). 
Se indican los residuos que delimitan los dominios y los sitios de escisión de tripsina. 

1.3 Activación de la espícula de RV y cambios estructurales asociados 

Para que la partícula de RV sea infectiva, la proteína VP4 debe ser procesada a través de una cascada 

de reacciones ordenadas, llevadas a cabo por proteasas similares a tripsina en el lumen intestinal del 

huésped, en las que VP4 se escinde por tres residuos específicos (R231, R241, R247) generando dos 

subproductos VP8* y VP5* (S. M. Clark et al., 1981; M. K. Estes & Greenberg, 2013; D. Y. Graham 

& Estes, 1980; Ludert et al., 1996). Los viriones no activados pueden interaccionar con las células e 

incluso entrar en ellas dando lugar a infecciones no productivas (Sue E. Crawford et al., 2001; Komoto 

et al., 2011; Lopez & Arias, 2006; Rodríguez et al., 2014), pero es necesario que VP4 sea proteolizada 

en sus fragmentos VP5* y VP8* para que la infección sea productiva, tanto in vivo como in vitro (Arias 

et al., 1996; Gilbert & Greenberg, 1998; D. Y. Graham & Estes, 1980; Rodríguez et al., 2014). 

Inicialmente se hipotetizó que la escisión por tripsina aseguraba una correcta conformación y 

ensamblaje de las espículas (Sue E. Crawford et al., 2001), pero el estudio (Rodríguez et al., 2014) de 

reconstrucciones tridimensionales (3DR) generadas a partir de datos de crioME en viriones tratados 

(TR-TLP) y no tratados (NTR-TLP) con tripsina muestra que el procesamiento proteolítico no implica 

grandes cambios conformacionales sobre la estructura global de partícula. El análisis por criotomografía 

electrónica (crioTE) de espículas tripsinizadas (espículas TR) y no tripsinizadas (espículas NTR), 
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permitió caracterizar estructuralmente los diferentes dominios presentes, incluyendo el dominio lectina 

de la subunidad C, no observado mediante crioME (Fig. 5B). En base a estos datos, se ha hipotetizado 

que el hecho de encontrar mínimas variaciones en la estructura de espículas inactivadas y activadas, 

sugiere que la espícula se procesa proteolíticamente, no para lograr una mayor estabilidad estructural, 

sino para alcanzar la competencia necesaria para realizar los cambios conformacionales necesarios para 

la entrada en la célula diana (Herrmann et al., 2021; Rodríguez et al., 2014). 

Sin embargo, se desconocen las diferencias estructurales a nivel atómico provocadas por este 

mecanismo. La estructura de la espícula presenta una conformación asimétrica, tanto antes como 

después de su proteólisis. Tras la escisión en los residuos mencionados, la subunidad C libera todo el 

dominio VP8* excepto su región N-terminal (Fig. 4, VP4-C), mientras que las subunidades A y B 

mantienen sus fragmentos VP8* intactos asociados a los dominios barril-β de los fragmentos VP5* por 

interacciones no covalentes (Fig. 4, VP4-A y B). 

Figura 5. Representación de la espícula y su entorno. Estructura de las espículas en TR- y NTR-TLP. (A) Vista superior 
(derecha) y lateral (izquierda) de la espícula anclada en uno de los canales de tipo II de la partícula. Se muestra su interacción 
con los trímeros adyacentes de VP7 (panel derecho) y VP6 (panel izquierdo). VP2 está representado en diferentes niveles de 
verde, VP6 en azul, VP7 en amarillo y VP4 en rojo. Se indican los confórmeros de VP4 (A, B, C) y los capsómeros triméricos 
VP6/VP7 (P, P’, D, T’). (B) Modelos atómicos VP4 y VP7 (PDB 4V7Q) representados en los subvolúmenes obtenidos por 
crioTE de NTR-TLP (EMD-2579) y TR-TLP (EMD-2580). La punta de flecha señala la densidad en la base del tallo de la 
espícula NTR compatible con el dominio lectina de la subunidad C. Figura adaptada de (Settembre et al., 2011) y (Rodríguez 
& Luque, 2019). 

1.4 Morfogénesis. Ciclo viral 

Una vez se lleva a cabo la activación de las partículas virales mediante la digestión de la proteína VP4 

por proteasas en el lumen intestinal del huésped, la infección de RV continúa con la unión de los viriones 

a receptores celulares glicanos en la superficie celular mediante VP8* (Rodríguez & Luque, 2019). 

Después de la unión inicial, VP7 y el dominio VP5* de VP4 interaccionan con diferentes moléculas 

presentes en la superficie celular que actúan como correceptores (Baker & Prasad, 2010; Desselberger, 

2014; M. K. Estes & Greenberg, 2013; Lopez & Arias, 2006; S. López & Arias, 2004). VP5* es capaz 

de interaccionar con la proteína Hsc70 y la integrina α2β1, mientras VP7 reconoce las integrinas αvβ3 

y αxβ2 (K. L. Graham et al., 2003; Guerrero et al., 2000, 2002; Zárate et al., 2000). Después de la unión 
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inicial a la célula se da su internalización celular. Diferentes autores han propuesto distintos 

mecanismos para el proceso de entrada viral. El primer mecanismo propuesto sugería que la entrada 

ocurría. mediante penetración directa a través de la membrana celular (Desselberger, 2014; M. K. Estes 

& Greenberg, 2013; Kaljot et al., 1988; H. Suzuki et al., 1985, 1986; H Suzuki et al., 1984). Hallazgos 

más recientes sugieren que el virus puede entrar en las células por endocitosis mediada por receptores 

de membrana (Fig. 6) y seguir diferentes rutas endocíticas de entrada que convergen en el sistema de 

endosomas: endocitosis mediada por clatrina, independiente de clatrina y caveolina, o dependiente de 

colesterol y dinamina, entre otras (Diaz-Salinas et al., 2014; Silva-Ayala et al., 2013; Wolf et al., 2012). 

Una vez formados los endosomas tempranos, la disminución de la concentración de calcio dentro de la 

vesícula endocítica, junto con una serie de cambios conformacionales producidos en la espícula 

(Herrmann et al., 2021) llevarían al desensamblaje de la capa de VP7 y VP4 de la partícula (Marie 

Christine Ruiz et al., 1997) y a la liberación de las DLP al citoplasma celular. 

Figura 6. El ciclo de replicación de RV. Figura adaptada de (Sue E Crawford et al., 2017). 

Recientemente, se ha propuesto un modelo para el proceso de penetración de la membrana del 

endosoma en el que las proteínas que componen la espícula jugarían un papel fundamental (Fig. 7) 

(Abdelhakim et al., 2014; Herrmann et al., 2021; I. S. Kim et al., 2010; Tihova et al., 2001; Trask et al., 
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2010). Este mecanismo se asemejaría al proceso realizado por las proteínas de fusión de virus envueltos 

cuyos cambios conformacionales aportan la energía necesaria para ruptura de la membrana y entrada 

celular (Battles & McLellan, 2019; Benton et al., 2020; P. Dormitzer et al., 2004; Stephen C. Harrison, 

2008; Herrmann et al., 2021; Jackson et al., 2022). En este modelo (Abdelhakim et al., 2014; Herrmann 

et al., 2021), la unión inicial a la célula huésped se produce a través de la interacción de los dominios 

de lectina VP8* con glicanos de superficie (Fig. 7A). Esta interacción es necesaria para un primer 

cambio conformacional en el que los dominios de lectina se separan del cuerpo de la espícula en un 

desplazamiento lateral y exponen los bucles hidrofóbicos de VP5* de los dominios barril- del cuerpo 

y del tallo que interactúan con la membrana (Fig. 7B). Los dominios lectina permanecerán unidos a la 

partícula durante todo el proceso por el segmento N-terminal de VP8* a través del bucle −1 

(residuos 28-64). 

La liberación de VP5* permite su plegamiento desde una conformación vertical a una invertida 

mediante el giro hacia afuera del barril-β de VP5* del tallo y la formación de un cuerpo trimérico (Fig. 

7B). Posteriormente, tendría lugar un cambio conformacional en el que el segmento η3-α7 (residuos 

491-525), que forma dos -hélices cortas en el pie de la espícula, se replegaría a través del nuevo cuerpo 

trimérico y se proyectaría como 3 largas -hélices superenrolladas (coiled-coil). 

Esto promovería el despliegue del pie de la espícula y su inserción en la membrana celular (Fig. 7C), la 

cual desestabilizaría la membrana y promovería la liberación de la partícula en el citoplasma. En su 

conformación inversa, VP5* permanece unida al virión a través de contactos con tres de las seis 

subunidades de VP7 que lo rodean. 

Figura 7. Representación esquemática de los reordenamientos estructurales de la espícula durante la entrada de RV. 
VP6 está representado en color verde y VP7 en amarillo. Las subunidades en los modelos atómicos de VP4 se muestran en 
representación de cinta y coloreadas: VP5* en rojo, naranja, salmón y VP8* en magenta. (A) La activación con tripsina escinde 
VP4 en los péptidos VP5* y VP8* que preparan la espícula para cambios conformacionales posteriores (B) y (C). Figura 
adaptada de (Herrmann et al., 2021). 
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Después de la entrada en las células, las DLP liberadas en el citoplasma (Salgado et al., 2017) y 

transcripcionalmente activas, inician la transcripción primaria (J. A. Lawton et al., 1997) y la 

consiguiente expresión de las proteínas virales. Los (+)ssRNA sintetizados actúan como mRNA en la 

generación de las distintas proteínas virales y como moldes para la síntesis del (-)ssRNA durante la 

replicación del genoma. Las proteínas estructurales VP1, VP2, VP3 y VP6, junto con las proteínas no 

estructurales NSP2 y NSP5 son reclutadas junto con los ssRNA virales a unas regiones citoplasmáticas 

electrodensas no membranosas, conocidas como viroplasmas, donde se produce la replicación y 

formación de las nuevas subpartículas virales, SLP y DLP (L. Hu, Crawford, Czako, et al., 2012; John 

T. Patton et al., 2006; Silvestri et al., 2004). Las proteínas NSP2 y NSP5 son claves en este proceso ya 

que la expresión de estas dos proteínas por sí sola es suficiente para inducir la formación de estructuras 

similares a viroplasmas en el citoplasma celular, capaces de iniciar el reclutamiento de las proteínas 

virales (Fabbretti et al., 1999). Diferentes estudios sugieren que el ensamblaje de las SLP se inicia 

mediante la interacción de VP1 y VP3 con los (+)ssRNA presentes en los viroplasmas, formando un 

pre-core (Gallegos & Patton, 1989; B. V.V. Prasad et al., 1996) al que se uniría VP2 e iniciaría la 

síntesis de cadenas (-)ssRNA (J. T. Patton & Gallegos, 1990; Silvestri et al., 2004). Tras la formación 

de las SLP, se presupone que las DLP se ensamblan en la periferia del viroplasma, donde existe una 

alta concentración de VP6 (González et al., 2000). Estas DLP pueden permanecer en los viroplasmas 

produciendo (+)ssRNA o pasar a la siguiente etapa de maduración de la partícula. 

Las últimas etapas del ensamblaje viral tienen lugar en el retículo endoplásmico (RE), en contraste con 

el resto de los miembros de la familia Reoviridae, cuya morfogénesis es puramente citoplasmática. Una 

vez ensambladas las DLP, aunque no se conoce el mecanismo específico de formación y salida de estas 

del viroplasma (Trask et al., 2012), las partículas se dirigen a la membrana del RE donde se encuentra 

la proteína NSP4 que actúa como un receptor intracelular para VP6 (T. López et al., 2005; O’Brien et 

al., 2000). El extremo C-terminal de NSP4 se une a VP6 permitiendo el proceso de gemación de la DLP 

al RE y la generación de un intermedio de maduración con una envuelta lipídica transitoria, denominado 

MEP (Membrane Enveloped Particle). La función que desempeña la formación de estas MEP así como 

los mecanismos que median la pérdida posterior de esta membrana lipídica durante el proceso de 

maduración de las partículas no se conocen con exactitud. NSP4 interacciona también con VP4 (Maass 

& Atkinson, 1990) favoreciendo las interacciones DLP-VP4, previas al ensamblaje de la proteína VP7 

sobre las MEP (Au et al., 1993; M. K. Estes & Greenberg, 2013; L. Hu, Crawford, Hyser, et al., 2012; 

O’Brien et al., 2000; J. Taylor et al., 1993; J. A. Taylor et al., 1996; Trask & Dormitzer, 2006). El 

ambiente rico en calcio del lumen del RE promueve la interacción de las moléculas de VP7, ubicadas 

en la membrana de la MEP, con la capa de VP6 de la DLP contenida dentro de la envuelta lipídica 

transitoria (T. López et al., 2005). A su vez, NSP4 actúa como viroporina (Hyser et al., 2010) 

promoviendo el aumento del nivel de Ca2+ en el citoplasma celular procedente del interior del RE 

necesario para estabilizar la capa externa de la TLP. Por mecanismos no del todo conocidos, la 
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membrana que recubre la DLP en las MEP se pierde y las proteínas de la cápsida externa VP4 y VP7 

se ensamblan a la DLP, formando partículas maduras, TLP. 

El ciclo infeccioso termina cuando los viriones se liberan de las células infectadas. Los estudios 

realizados en cultivos celulares indican que los viriones de RV son capaces de salir de las células 

infectadas a través de diferentes mecanismos: tanto por lisis celular en células no polarizadas (Musalem 

& Espejo, 1985) como por un transporte vesicular no clásico, independiente de Golgi, en células 

epiteliales polarizadas (M. K. Estes & Greenberg, 2013; Jourdan et al., 1997). No se conoce con certeza 

si durante este proceso RV se apropia de la maquinaria celular haciendo uso de los filamentos de actina 

para salir de la célula (Cudmore et al., 1995), o si el virus simplemente accede a una vía secretora 

preexistente. Se conoce que VP4 interactúa con filamentos de actina y lípidos, de modo que VP4 puede 

participar en el proceso de desestabilización de la membrana celular y salida de las células al interactuar 

con dichos filamentos (Gardet et al., 2006, 2007). 

1.5 Clasificación y epidemiología 

Actualmente, RV se clasifica en función de la secuencia de VP6 (Matthijnssens et al., 2012) en 10 

especies/grupos (denominados alfabéticamente, A-D F-J). En 2019, el Comité Internacional de 

Taxonomía de Virus (ICTV) eliminó el rotavirus E como especie debido a la falta de aislamientos de 

estos virus desde los realizados cuando se estableció dicha especie en 1999 (Pedley et al., 1986). 

Cuatro de los grupos (A, B, C y H) infectan a humanos y animales, mientras que el resto de los grupos 

únicamente se han encontrado en animales. Dentro de cada grupo, a su vez, se diferencian diferentes 

serotipos G y P basados en la variabilidad de secuencia encontrada en los epítopos neutralizantes de las 

proteínas de la cápsida externa. VP4 determina el tipo P (proteína sensible a Proteasas) y VP7 determina 

el tipo G (Glicoproteína). Se conocen 32 genotipos G y 47 genotipos P del grupo A, pero sólo unas 

pocas combinaciones de estos producen la mayoría de los casos en humanos (Matthijnssens et al., 2008). 

Recientemente, se describió un nuevo método de clasificación en función del grado de similitud entre 

las secuencias de cada uno de los 11 segmentos de RNA de RV (Matthijnssens et al., 2008). Esta 

clasificación ha permitido evaluar el posible origen animal de las cepas de RV humanos más comunes, 

y su uso se está ampliando al estudio de la epidemiología a nivel molecular, al impacto de los programas 

de vacunación, así como al análisis de la evolución de los diferentes grupos de RV ya conocidos y de 

la aparición de nuevos RV por transmisión entre especies. 

En relación a las infecciones causadas en humanos, RVA es la especie más relevante y más estudiada 

debido a su mayor morbilidad y mortalidad en niños menores de 5 años (John T Patton, 2012; Troeger 

et al., 2017), por lo que ha monopolizado la investigación sobre este patógeno y es el objetivo de los 

programas de vacunación (Patton J, T., 2012). RVB y RVH se han asociado con epidemias de diarrea 

severa fundamentalmente en adultos en Asia, mientras que los RVC se encuentran asociados con brotes 
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epidémicos familiares e infecciones en niños un poco mayores que los afectados por el grupo A (Caul 

et al., 1990; Fang et al., 1989; Kimura et al., 1989). 

La prevalencia de las especies distintas a RVA se desconoce y, además, la dimensión de su morbilidad 

y mortalidad podría estar infraestimada debido a que no son detectados por los reactivos empleados 

rutinariamente para el diagnóstico (Glass et al., 2001). A este respecto, es importante recordar que se 

desconoce la etiología de un 28% de las muertes causadas por diarrea (Troeger et al., 2017) y que datos 

recientes indican que incluso en países con una elevada tasa de vacunación (mayor a un 93%) con 

vacunas de alta eficiencia, RV persiste en la población, donde parece afectar fundamentalmente a niños 

mayores, no vacunados, y a la población anciana (Sue E Crawford et al., 2017; John T Patton, 2012). 

Existe muy poca información sobre la biología molecular de los RV que no pertenecen al grupo A. Su 

caracterización sería de enorme utilidad para entender las causas subyacentes a su habilidad para 

infectar niños mayores y adultos y es un paso necesario para diagnosticar nuevos brotes, prevenirlos y 

combatirlos. 

RV es una de las principales causas de diarrea animal en todo el mundo, dando lugar a infecciones 

asintomáticas y sintomáticas (Martella et al., 2010) en animales de granja (vacas, cerdos, ovejas), 

animales exóticos (llamas, jirafas), primates (macacos), mascotas domésticas (perros, gatos), roedores 

y aves (Maclachlan & Dubovi, 2011; Marthaler et al., 2013; Ng et al., 2014; Papp et al., 2013). Esto es 

de especial importancia en determinados sectores como el ganadero, donde terneros y lechones 

afectados por RV causan grandes pérdidas económicas por los gastos asociados a su tratamiento y las 

altas tasas de morbilidad y mortalidad asociadas a estas infecciones (Martella et al., 2010). Además, los 

RV animales pueden infectar a humanos por transmisión directa del virus o mediante la generación de 

nuevas cepas surgidas de reordenamientos genéticos con cepas humanas (Komoto et al., 2011; 

Mukherjee et al., 2011). Ambos procesos ocurren más comúnmente en países en vías de desarrollo 

(Bwogi et al., 2017), donde los niños a menudo se infectan con múltiples cepas de RV al mismo tiempo 

y están en estrecho contacto con animales. Por ello, la vigilancia conjunta de las cepas de RV animales 

y humanos así como su caracterización genética es vital para comprender las relaciones entre los virus 

que circulan conjuntamente (Vlasova et al., 2017), diagnosticar nuevos brotes, prevenirlos y 

combatirlos, así como evaluar los programas de vacunación (Kirkwood, 2010), especialmente en 

regiones con altas tasas de incidencia y mortalidad. 

1.6 Producción de pseudopartículas similares a virus de rotavirus 

Debido a la importancia para la salud humana y animal de los rotavirus pertenecientes al grupo A, y a 

la dificultad para la adaptación al crecimiento in vitro de los RV, la mayoría de los estudios sobre la 

estructura de RV se han realizado sobre las pocas estirpes de RVA adaptadas con éxito al crecimiento 

en el laboratorio (Urasawa et al., 1981; Ward et al., 1984). Esta dificultad para cultivar RV ha llevado 
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Introducción 

a la aplicación de otras metodologías para el estudio y la caracterización estructural de los diferentes 

grupos que componen este género. Una de esas metodologías es la aplicación de sistemas de expresión 

heterólogos para la generación de pseudo-partículas (virus-like particles, VLP) similares a las 

producidas durante una infección natural por RV, fundamentalmente aplicada al estudio de RVA. Con 

este objetivo, se han empleado con éxito sistemas de expresión basados en levaduras (Saccharomyces 

cerevisiae) (Rodríguez-Limas et al., 2011), células procariotas (E. coli BL21 (DE3)) (T. Li et al., 2014), 

plantas transgénicas (Nicotiana tabacum, Nicotiana benthamiana, Lycopersicon esculentum) (Pêra et 

al., 2015; Saldaña et al., 2006; Yang et al., 2011), células transformadas de Drosophila melanogaster 

(Lee et al., 2011) o células de mamífero (células Vero 2‐2) (Laimbacher et al., 2012). Sin embargo, en 

la mayoría de los estudios se ha utilizado el sistema de expresión con baculovirus recombinantes (rBV) 

en células de insecto (Baculovirus expression vector system, BEVS). 

Desde 1983, cuando esta técnica se introdujo para la expresión de IL-2, el BEVS ha evolucionado hasta 

convertirse en uno de los sistemas eucarióticos más potentes y versátiles para la expresión de proteínas 

recombinantes (Felberbaum, 2015; Irons et al., 2018; Jarvis, 2009; Smith et al., 1983). El sistema más 

común está basado en el virus de la poliedrosis nuclear múltiple de Autographa califórnica (AcMNPV 

o AcNPV), empleando como huéspedes para su propagación líneas celulares derivadas de miembros de 

la familia Noctuidae como Spodoptera frugiperda o Trichoplusia ni. Este sistema presenta una serie de 

características que lo hacen conveniente para la expresión de VLPs de RV (Beljelarskaya, 2011). Es un 

sistema eficaz que permite la identificación y generación de rBV para la expresión heteróloga de 

proteínas de forma segura, ya que los baculovirus tienen un estricto rango de huésped y no infectan 

mamíferos ni plantas. El empleo de promotores muy tardíos de baculovirus hace que la expresión de 

las proteínas recombinantes se inicie después de la generación de virus infectivos, lo que garantiza el 

aislamiento de virus que expresan proteínas incluso letales para la célula. Estos promotores son, además, 

capaces de promover elevados niveles de expresión de las proteínas heterólogas. Por otro lado, los 

modernos sistemas BEVS han sido diseñados para simplificar la construcción de baculovirus que 

expresan simultáneamente varias proteínas, lo cual, unido a la posibilidad de coinfectar con varios 

baculovirus, simplifica la expresión de complejos multiproteícos (Y. C. Hu, 2005; Kost et al., 2005). 

Finalmente, las células de insecto empleadas para la para la expresión de las proteínas heterólogas 

permiten la realización de modificaciones postraduccionales como glicosilación, fosforilación, 

acetilación y acilación similares a las realizadas en células de mamífero (Summers, 2006). 

La expresión de combinaciones de proteínas estructurales de RV mediante BEVS ha permitido el 

aislamiento de diferentes partículas y subpartículas virales de estirpes de RVA y RVC, incluyendo 

pseudo-SLPs (virus-like particle SLP, vSLP), pseudo-DLP (vDLP) y pseudo-TLP (vTLP). En el caso 

de RVA, la expresión de la proteína VP2 de forma individual permite purificar partículas similares a 

SLP (Fig. 8A, panel 3) (Labbé et al., 1991), formadas únicamente por VP2, junto con la maquinaria de 

transcripción, mediante la coexpresión de VP2 con VP3 y/o VP1. La coexpresión de las proteínas VP2 
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Introducción 

y VP6 permite el ensamblaje de vDLP (Fig. 8A, panel 4), siendo VP2 la proteína de andamiaje sobre la 

que VP6 se ensambla (Jayaram et al., 2004). Según la combinación de proteínas estructurales 

expresadas de forma conjunta, se han llegado a generar partículas vDLP formadas por VP2/6, VP1/2/6, 

VP2/3/6, VP1/2/3/6, VP2/4/6 (Fig. 8A, panel 5), así como partículas vTLP formadas por VP2/6/7 (Fig. 

8A, panel 6) y VP2/4/6/7 (Fig. 8A, panel 7) (S E Crawford et al., 1994; Zeng et al., 1996a, 1996b) (Fig. 

8A). Es importante destacar que, teniendo en cuenta al nivel de resolución alcanzado en estos estudios 

indicados, se ha observado que las VLP generadas por el autoensamblaje de las diferentes proteínas 

expresadas mantienen las características estructurales, y también antigénicas, de las partículas naturales 

producidas durante la infección. La expresión aislada de VP6 mediante el sistema BEVS da lugar a la 

formación de partículas esféricas (Fig.8A), matrices cristalinas 2D y tubos helicoidales (Fig. 8B) en 

función del pH (Mary K Estes et al., 1987; Lepault et al., 2001; Ready & Sabara, 1987). Estos 

ensamblados mantienen sus determinantes antigénicos. Los tubos de VP6 muestran una matriz 

hexagonal de subunidades que se asemejan a las observadas en muestras de heces de niños y animales 

infectados con RV (Mary K Estes et al., 1987). 

Figura 8. ME por tinción negativa de diferentes VLP de RV producidas por coexpresión de los rBV indicados. (A) 1. 
Partículas TLP nativas de SA11; 2. Partículas DLP nativas de SA11; 3. Partículas vSLP (VP2) de SA11; 4. Partículas vDLP 
(VP2/6) de SA11; 5. Partículas vDLP (VP2/6/4) de SA11; 6. Partículas vTLP (VP2/6/7) de SA11; 7. Partículas vTLP 
(VP2/6/4/7) de SA11; 8. Partículas vTLP (VP2/6/7) de RVC. (B) Estructuras tubulares de VP6. Tubos de 45 nm de diámetro 
(arriba) y tubos de 75 nm de diámetro (abajo). La barra de escala representa 100 nm. Figura adaptada de (S E Crawford et al., 
1994) y (Lepault et al., 2001). 

Además de estudios con estirpes de RVA, el BEVS se ha empleado con éxito para la generación de 

VLPs de RVC formadas por VP2/6/7 (Fig. 8A, panel 8) o VP6/7 (Clark K. B. et al., 2009) así como 

para la expresión de vTLP híbridas compuestas por proteínas estructurales de RVA y RVC (A-VP2/C-

VP6/C-VP7, A-VP2/C-VP6/A-VP7 y A-VP2/A-VP6/C-VP7) (Y. Kim et al., 2002); sin embargo, no se 

ha conseguido generar VLP para el resto de especies de RV ni estudiar la estructura a nivel atómico o 

cuasi atómico de las mismas. 
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Introducción 

El uso de VLP en RV también ha permitido el estudio a nivel estructural y la caracterización de epítopos 

neutralizantes y no neutralizantes en VP4 y VP7 mediante ensayos ELISA y de hemaglutinación (S E 

Crawford et al., 1994; Fiore et al., 1991). Asimismo, la versatilidad de este sistema de expresión ha 

permitido estudiar en mayor profundidad el sistema de síntesis de (-)ssRNA llevado a cabo por VP1 a 

partir de moldes de (+)ssRNA de RV empleando VLP generadas por la expresión de diferentes 

combinaciones de proteínas estructurales (D Chen et al., 1994; Zeng et al., 1996b). Estas VLP también 

son de interés en ámbitos sanitarios y científico-tecnológicos, bien como agentes de administración 

(nanocarriers) de fármacos (Zhao et al., 2011) o cómo vehículos para la generación de vacunas 

(Heinimäki et al., 2019; Kushnir et al., 2012). 
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Objetivos 

El presente trabajo pretende profundizar en el conocimiento sobre la estructura de la partícula viral de 

los miembros del grupo rotavirus. 

La importancia socio sanitaria de los rotavirus de la especie A ha estimulado una intensa labor de 

investigación sobre estos virus. Como resultado, existe una abundante información sobre la estructura 

de la partícula viral de las estirpes modelo de esta especie, habiéndose determinado la estructura atómica 

de la TLP activada proteolíticamente (Settembre et al., 2011) y de la DLP (McClain et al., 2010), así 

como de las diferentes proteínas estructurales (Estrozi et al., 2013; Jenni et al., 2019; Kumar et al., 

2020). Esto ha permitido proponer un mecanismo para el proceso de penetración de la TLP en la célula 

diana cuyo funcionamiento depende esencialmente de las proteínas de la capa externa de la TLP (Baker 

& Prasad, 2010; Rodríguez et al., 2014; Zárate et al., 2004). Dicho mecanismo de entrada se inicia a 

partir de una TLP inactiva que es competente para la interacción con la membrana celular (S. M. Clark 

et al., 1981), pero que no es capaz de generar una infección productiva (Arias et al., 1996; Gilbert & 

Greenberg, 1998; D. Y. Graham & Estes, 1980; Rodríguez et al., 2014). El paso de activación, que 

transforma a la TLP en infectiva, consiste el procesamiento proteolítico de los trímeros de VP4 que 

constituyen la espícula (Arias et al., 1996; S. M. Clark et al., 1981; D. Y. Graham & Estes, 1980; Ludert 

et al., 1996). Este proceso está poco caracterizado, desconociéndose, por ejemplo, la estructura atómica 

de la espícula no digerida (Sue E. Crawford et al., 2001; Rodríguez et al., 2014), incluyendo los bucles 

en los que se encuentran los sitios de procesamiento para su activación (Herrmann et al., 2021; 

Settembre et al., 2011). Uno de los objetivos generales de este trabajo es aportar información sobre este 

paso clave en la infección viral mediante la determinación de la estructura atómica de la TLP antes y 

después de su procesamiento por tripsina. 

El estudio sobre el resto de las especies (no-A) que forman el género rotavirus se ha centrado en la 

epidemiologia de estos virus, por lo que nuestro conocimiento sobre su estructura es prácticamente nulo. 

En buena parte, esto se debe a los problemas encontrados para crecer estos virus en el laboratorio, que 

hacen muy difícil la obtención de cantidad suficiente de material como para abordar su caracterización 

estructural. Esto hace necesarias aproximaciones alternativas para el estudio estructural de las especies 

no cultivables. La expresión de las proteínas estructurales de rotavirus en sistemas heterólogos parece 

ser una aproximación viable, ya que, a pesar de la compleja morfogénesis de la TLP durante la infección 

natural, se ha demostrado para varias estirpes de las especies A y C que la expresión simultánea de sus 

componentes en diversos sistemas heterólogos permite el aislamiento de partículas similares a virus 

esencialmente idénticas a las DLP y TLP generadas durante la infección natural. Es posible, además, 

generar TLP in vitro empleando como material de partida sus componentes: DLP, VP7 y VP4 

purificados, y emulando in vitro el proceso de recubrimiento de la DLP que ocurre en el retículo 

endoplásmico. Sorprendentemente, este proceso es más eficaz in vitro que en los sistemas heterólogos 

(J. Z. Chen et al., 2009; Herrmann et al., 2021; Trask & Dormitzer, 2006). Además, la estructura de la 

capa de VP7 y de las espículas producidas de esta forma ha sido determinada en la especie A, y refleja 

27 



 

 
 

  

                  

                

                 

                

               

                

                

                 

                 

  

                   

                   

                

                  

                   

                  

              

             

 

       

                  

             

                    

           

                    

      

                

    

 

 

 

 

 

Objetivos 

fielmente la estructura de la capa externa de la TLP natural (Herrmann et al., 2021). Por lo tanto, la 

posibilidad de obtener DLP en un sistema heterólogo es clave para poder abordar la determinación de 

la estructura de las especies no cultivables de rotavirus, ya que nos permite emplear la coexpresión de 

diferentes proteínas estructurales para la obtención de estas DLP, o el recubrimiento in vitro de las 

mismas para obtener TLP. El segundo objetivo general de este trabajo pretende abordar el estudio 

sistemático de la estructura de los miembros del género rotavirus. Para ello se estudiará la generación 

de DLP de las estirpes de referencia de las diferentes especies empleando como sistema heterólogo de 

expresión el sistema de baculovirus. Además, se determinará la estructura atómica de la DLP y de la 

pseudo DLP de la especie A para determinar la fidelidad del ensamblaje de la pseudo DLP mediante 

este sistema. 

Por otro lado, uno de los problemas asociados con la reconstrucción de la estructura de la TLP es el 

hecho de que no se encuentran espículas en todas las posiciones en las que de forma ideal se deberían 

encontrar dando lugar a una menor resolución, algo que ocurre en la purificación de TLP naturales 

(Dayue Chen & Ramig, 1992) y, más aún, en las generadas durante el proceso de expresión en sistemas 

heterólogos (S E Crawford et al., 1994) o durante el recubrimiento in vitro (J. Z. Chen et al., 2009; 

Trask & Dormitzer, 2006). Por ello, uno de los objetivos de este proyecto es la generación de una 

metodología robusta para el estudio de estructuras con baja resolución asociadas a una elevada 

flexibilidad, que pretendemos poner a punto con la espícula de las TLP naturales. 

Los objetivos específicos de este trabajo son: 

1.- Determinación y análisis de la estructura atómica de la TLP de RVA preparada en presencia y en 

ausencia de tripsina. Desarrollo de una metodología para la reconstrucción de la espícula. 

2.- Determinación y análisis de la estructura atómica de la DLP natural de la especie A, y de la pseudo 

DLP correspondiente obtenida mediante el sistema de expresión basado en baculovirus 

3.- Estudio de la formación de pseudo DLP de las estirpes modelo de las distintas especies de RV en el 

sistema de expresión basado en baculovirus. 

4.- Determinación y análisis comparativo de la estructura atómica obtenida para las pseudo DLP de las 

distintas especies de rotavirus. 

28 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.  Materiales y métodos 
 

 

 

   
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Materiales y métodos  



 

 
 

    

   
 

   

              

                 

                   

                  

         

                

             

                    

                

        

 

   

               

            

            

                

               

                

                 

               

                 

                 

     

             

                

               

                   

             

 

  

              

              

                  

 

Materiales y métodos 

3.1 Material biológico 

3.1.1 Células procariotas 

La cepa bacteriana Escherichia coli XL10-Gold (Stratagene) fue utilizada para la propagación de los 

plásmidos recombinantes. Esta cepa se creció a 37ºC en el medio líquido Luria Broth (LB) (peptona de 

caseína 10 g/L, extracto de levadura 5 g/L, cloruro de sodio 10 g/L) o en placa utilizando el mismo 

medio con agar al 1,5%. El medio LB se suplementó con 150 μg/ml ampicilina y 50 μg/ml carbenicilina 

para la selección de las bacterias portadoras de plásmidos. 

Las cepas de Escherichia coli DH10-Bac (Luckow et al., 1993) y DH10-MultiBac (Berger et al., 2004) 

se utilizaron para la generación de bácmidos recombinantes mediante transposición. Las cepas se 

crecieron a 37ºC en medio líquido LB o en placa utilizando el mismo medio con agar al 1,5%. El medio 

LB se suplementó con 50 µg/ml kanamicinina, 10 µg/ml tetraciclina y 7 µg/ml gentamicina para la 

amplificación de las bacterias portadoras de bácmidos recombinantes. 

3.1.2 Células eucariotas 

Para la generación y la amplificación de baculovirus recombinantes, así como para la expresión de 

proteínas mediante infecciones con baculovirus se utilizaron las líneas celulares Sf-9 (ECACC 

89070101, Sigma-Aldrich) y Sf-21 (ECACC 05022801, Sigma-Aldrich) derivadas del tejido de ovario 

de la pupa de Spodoptera frugiperda (Vaughn et al., 1977). Para la realización de infecciones destinadas 

a la producción de proteínas se empleó también la línea celular BTI-Tn-5B1-4 (High Five, H5, 

Invitrogen), derivada de células ováricas de Trichoplusia ni (Wickham et al., 1992). Las líneas celulares 

de insecto se crecieron en monocapa a 27ºC en medio TC-100 (Gibco) suplementado con un 10% de 

suero fetal bovino, penicilina (100 U/ml) y estreptomicina (100 µg/ml). Para los ensayos de formación 

de placas de lisis se emplearon células Sf9 adaptadas al crecimiento en medio Sf-900 III mantenidas en 

suspensión en reactores GLS 80 (Duran) a 75 rpm en medio suplementado con penicilina (25 U/ml) y 

estreptomicina (25 µg/ml) a 27ºC. 

Para la amplificación de rotavirus se empleó la línea celular MA104 (ECACC 85102918, Sigma-

Aldrich), una línea celular adherente derivada de epitelio de riñón de mono verde africano. Las células 

se crecieron en medio MEM suplementado con 2 mM glutamina, 50 µg/ml de gentamicina y 10% de 

suero fetal. Las células se mantuvieron a 37ºC con un 5% de C02 y 95% de humedad en crecimiento 

constante mediante pases 1:10 y se emplearon entre los pases 7 y 24. 

3.1.3 Virus 

Se empleó el clon C4111 de la cepa de rotavirus A de simio SA11 (RVA/Simian-tc/ESP/SA11-

C411/2009/G3P[2]) (Rodríguez et al., 2014). Se utilizaron virus amplificados 3 veces desde el último 

paso de purificación de placa de lisis. Los virus fueron cedidos por el laboratorio donde se realizó este 

trabajo. 
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Materiales y métodos 

Los baculovirus empleados se generaron a partir de los bácmidos obtenidos mediante los sistemas de 

expresión en baculovirus Bac-to-Bac (Invitrogen, (Luckow et al., 1993)) y MultiBac (Geneva Biotech, 

(Berger et al., 2004)). Los baculovirus empleados para la expresión de las proteínas VP2 y VP6 del 

rotavirus SA11 fueron obtenidos del laboratorio donde se desarrolló esta tesis. Estos baculovirus se 

construyeron empleando el plásmido pFastBacDual como vector en el sistema Bac-to-Bac, y contienen 

las fases de lectura abierta de VP2 (GenBank KJ450832) y VP6 (GenBank KJ450836) bajo el control 

de los promotores p10 y polh respectivamente. 

Figura 9. Dibujo esquemático del plásmido pFastBacDual empleado para la generación de los rBV. Se indican los 
promotores, origen de replicación del plásmido (ori), secuencias de resistencia frente a los antibióticos ampicilina (AmpR) y 
gentamicina (GmR) y las regiones donde se clonan las proteínas a expresar (MCS, multicloning sites). 

3.1.4 Plásmidos 

Para la construcción de los rBV de los diferentes rotavirus no-A se empleó también el plásmido 

pFastBacDual (Invitrogen) (Figura 9). La secuencia codificante correspondiente a la proteína VP2 se 

situó bajo el control del promotor p10 (insertada en el plásmido sustituyendo a los nucleótidos 4304-

4310) y la correspondiente a la proteína VP6 bajo el control del promotor polh (insertada en el plásmido 

sustituyendo a los nucleótidos 4304-4310). Los plásmidos fueron sintetizados por la empresa Synbio 

Technologies (https://www.synbio-tech.com). 

Se indica la información sobre las secuencias codificantes empleadas en la tabla 1. Los ácidos 

desoxirribonucleicos (DNA) sintetizados se emplearon directamente para la producción de bácmidos 

recombinantes. En el presente trabajó se utilizaron secuencias de referencia para los grupos de rotavirus 

(B-D, F-I) pero no el grupo J (Bányai et al., 2017) el cual surgió durante la elaboración de esta tesis. 
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Materiales y métodos 

Especie RV Estirpe Huésped Genoma ID GenBank VP2 GenBank VP6 

B Bang373 Humano 18303 NC_021545 NC_021544 

C Bristol Humano 5661 NC_007546 NC_007570 

D 05V0049 Pollo 4049 NC_014512 NC_014516 

F 03V0568 Pollo 18363 NC_021626 NC_021635 

G 03V0567 Pollo 18316 NC_021580 NC_021588 

H J19 Humano 5665 NC_007549 NC_007553 

I KE135 Perro 36964 NC_026826 NC_026829 

Tabla 1. Secuencias empleadas para la construcción de los rBV. Se indican en la tabla el numero identificativo del genoma 
empleado en la base de datos Genome del NCBI (Genoma ID), y los números de acceso de los segmentos en los que se 
encuentran codificadas las proteínas VP2 (GenBank VP2) y VP6 (GenBank VP6) en la base de datos GenBank. 

3.1.5 Preparación de bácmidos recombinantes 
Los bácmidos recombinantes se generaron empleando los sistemas de expresión en células de insecto 

Bac-to-Bac (Invitrogen) y MultiBac (Geneva Biotech) y siguiendo las instrucciones de los fabricantes. 

Brevemente, 100 ng del plásmido intermedio pFastBacDual correspondiente se utilizaron para 

transfectar 100 µl de bacterias competentes de la cepa de E. coli DH10-Bac (Bac-to-Bac) o DH10-

MultiBac (MultiBac). Finalizada la transfección, las bacterias se crecieron durante 5 horas a 37ºC con 

agitación para permitir la transposición de las secuencias de interés desde el plásmido al genoma del 

bácmido. Los bácmidos recombinantes se seleccionaron en medio sólido LB-agar que contenía 50 

µg/ml kanamicinina, 10 µg/ml tetraciclina, 7 µg/ml gentamicina, 200 µg/ml de X-Gal (5-bromo-4-

cloro-3-indolil-β-D-galactopiranósido) y 40 µg/ml de IPTG (isopropil-β-D-1-tiogalactopiranósido). 

Las colonias que contenían bácmidos en los que había ocurrido la transposición, es decir, colonias 

blancas de gran tamaño sobre un fondo de colonias azules, se seleccionaron y se volvieron a crecer en 

medio sólido en las mismas condiciones para verificar su fenotipo. Posteriormente se preparó el DNA 

del bácmido presente en tres colonias para cada uno de los recombinantes siguiendo el protocolo 

recomendado por Invitrogen (Bac-to-Bac Baculovirus Expression System Manual, versión D, abril 

2004). 

3.2 Infecciones, transfecciones y expresión de proteínas 

3.2.1 Transformación de células de insecto 

Para la generación de los rBV a partir de los bácmidos se sembraron células Sf9 crecidas en medio 

TC100 con 10% suero fetal y sin antibióticos en placas de 12 pocillos a una concentración de ~100,000 

células/cm2. Una vez adheridas, las células se transfectaron, siguiendo las recomendaciones del 

fabricante, con 5 µl de la preparación de bácmido empleando 1 µl del reactivo TransIT-Insect 

Transfection Reagent (Mirus Bio). Las células junto con el medio de cultivo se recogieron cuando más 

del 90% mostraban efecto citopático, y se centrifugaron a 2500g durante 10 minutos a 4ºC. El 
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sobrenadante, que contiene los baculovirus, se recogió y se almacenó a 4ºC protegido de la luz. Esta 

preparación de baculovirus se denominó pase cero (P0), y se empleó para realizar dos rondas sucesivas 

de amplificación (P1 y P2) con el objetivo de aumentar y estabilizar la infectividad específica. Las 

infecciones para la producción de proteínas se realizaron en todos los casos con baculovirus 

correspondientes a un P2. 

3.2.2 Infecciones de células de insecto con baculovirus 

Para las infecciones destinadas a la amplificación de los baculovirus se sembraron monocapas de células 

Sf9 en medio TC100 suplementado a una densidad de ~170,000 células/cm2. Una vez adheridas se retiró 

el medio de cultivo y se añadió la cantidad de virus correspondiente a una multiplicidad de infección 

de 0.1 unidades formadoras de placa (ufp)/célula en un volumen de inóculo aproximadamente igual a 

1/10 del volumen del medio de cultivo recomendado para cada tipo de placa. La adsorción se realizó 

durante 1 h a 27ºC con agitación periódica y posteriormente el inóculo se retiró y se añadió medio de 

cultivo. Los cultivos se recogieron cuando y como se ha indicado para la preparación del P0, se filtraron 

a través de un filtro de 0.2 µm y se almacenaron a 4ºC en oscuridad. Para la preparación del P1 se 

asumió que el P0 correspondiente tenía una concentración de 1x107 ufp/ml. Para la preparación del P2 

de cada virus, previamente se determinó la concentración de virus infectivos del P1 correspondiente. 

Las infecciones destinadas a la producción de proteína se realizaron de forma similar empleando la 

densidad celular indicada anteriormente para las células Sf9 y Sf21, y una densidad de ~114,000 

células/cm2 para las células H5. Las células se infectaron con una multiplicidad de infección de 0.3, 

salvo que se indique lo contrario. El sobrenadante de infección se suplementó con inhibidores de 

proteasas (Complete Mini, Roche) cada 24 horas a partir de las 48 hpi hasta su tiempo de recolección 

determinado en cada caso. 

3.2.3 Determinación de la concentración de rBV infectivos 

La concentración de virus infectivos de las diferentes preparaciones se determinó mediante ensayos de 

formación de placas de lisis. Para ello, se sembraron células Sf9 crecidas en suspensión en medio Sf-

900 III (Invitrogen) en placas de 6 pocillos a una concentración de 170,000 células/cm2 y, una vez 

adheridas, se infectaron con diluciones seriadas de la preparación en medio Sf-900 III. Tras 1 h de 

absorción, se retiró el inóculo y se añadieron en cada pocillo 2 ml de una mezcla de 100 ml de medio 

Sf-900 1.3x (Invitrogen) suplementado con 50 µg/ml de DEAE/Dextrano (SIGMA), 25 U/ml de 

penicilina, 25 µg/ml de estreptomicina y 6.25 µg/ml de anfotericina (SIGMA), y mantenido a 37ºC, con 

30 ml de 2.2% agarosa SeaKem ME (Lonza) mantenida a 48ºC. Una vez gelificada la mezcla, las placas 

se incubaron en una cámara húmeda a 27ºC en la oscuridad durante 5-7 días hasta que se detectó la 

aparición de placas de lisis. Las placas fueron teñidas añadiendo a cada pocillo 0.5 ml de MTT (bromuro 

de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol; ThermoFisher Scientific) a 2 mg/ml en PBS e 

incubando durante 12 h a temperatura ambiente en oscuridad. 
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3.3 Purificación de proteínas y ensamblados virales 

3.3.1 Purificación de partículas virales de rotavirus 

Para la purificación de rotavirus se infectaron monocapas de células MA104 tres días después de haber 

alcanzado la confluencia. Las monocapas se lavaron dos veces con medio sin suero y se infectaron con 

una multiplicidad de infección de 0.1 en el caso de las preparaciones de virus realizadas en presencia 

de tripsina, y con una multiplicidad de infección de 10 para las realizadas en ausencia de tripsina. 

Previamente los virus fueron activados durante 30 minutos a 37ºC con 100 BAEE U/ml de tripsina 

tratada con TPCK (ThermoFisher Scientific). La adsorción se llevó a cabo en medio sin suero, en un 

volumen de inóculo aproximadamente igual a 1/10 del volumen del medio de cultivo recomendado para 

cada tipo de placa, durante 90 minutos con agitación periódica. Una vez finalizada la adsorción el 

inóculo se retiró y, en el caso de las preparaciones realizadas en presencia de tripsina, se añadió medio 

de cultivo sin suero suplementado con gentamicina (50 µg/ml) y tripsina (10 BAEE U/ml). En el caso 

de las preparaciones realizadas en ausencia de tripsina, las monocapas se lavaron dos veces con medio 

sin suero y, finalmente, se añadió medio sin suero suplementado con gentamicina (50 µg/ml) y 

leupeptina (0.5 µg/ml). Los cultivos se mantuvieron hasta la aparición de efecto citopático total en el 

caso de los virus preparados en presencia de tripsina, o durante 24 h en el caso de las preparaciones 

realizadas en su ausencia. 

Los cultivos se recogieron y las muestras se mantuvieron a una temperatura de 4ºC a partir de este 

punto. En el caso de las preparaciones realizadas en ausencia de tripsina, se mantuvo una concentración 

de 0.5 µg/ml de leupeptina a lo largo de todo el proceso. Las muestras, células infectadas y sobrenadante 

de cultivo, se separaron por centrifugación a 12,500g durante 20 minutos. El sobrenadante y el 

sedimento de la centrifugación se procesaron de forma independiente. El sobrenadante se ajustó a un 

10% peso/volumen (p/v) de polietilenglicol 8000 (PEG 8000) y un 2.3% p/v de NaCl y se incubo 

durante 18 h a 4ºC con agitación suave. Posteriormente, la mezcla se centrifugó durante 30 minutos a 

10,000g y el sedimento, que contiene los virus, se resuspendió en un 1/100 del volumen inicial de 

tampón TBS (25 mM Tris base, 0.7 mM Na2PO4, 5.6 mM glucosa, 136.9 mM NaCl, 5.1 mM KCl, 1 

mM MgCl2, 1 mM CaCl2) (McClain et al., 2010). El sedimento de células infectadas se resuspendió en 

1/50 del volumen inicial de medio de cultivo, se congeló y descongeló 3 veces, y se clarificó mediante 

centrifugación a 12,500g durante 20 minutos. El sobrenadante de esta centrifugación se añadió al virus 

obtenido del sobrenadante del cultivo, y la mezcla se sedimentó a través de un colchón de sacarosa 

(40% p/v) en TBS mediante ultracentrifugación durante 150 minutos a 70,000g. El pellet, que contiene 

virus semi purificado, se resuspendió en 1/100 del volumen inicial de cultivo de TBS y se extrajo dos 

veces con 1,1,1,2,3,4,4,5,5,5-decafluoropentano (Vertrel XF, Sigma-Aldrich). La muestra extraída se 

ajustó con CsCl a una densidad de 1.37 g/ml (𝜂 = 1.3690) y se centrifugo en un rotor casi vertical 

durante 180 minutos a 300,000g. Normalmente, al final de esta centrifugación se distinguen dos bandas, 
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una más alta que corresponde a las TLP y otra más baja que contiene las DLP. Las bandas se recogieron 

y se sometieron, por separado, a una segunda centrifugación en las mismas condiciones para obtener 

TLP y DLP altamente purificadas. Las muestras finales se dializaron frente a TBS y se concentraron 

mediante centrifugación a 100,000g durante 90 minutos. Los sedimentos se resuspendieron en un 

volumen de TBS ≤ 1/5000 del volumen inicial de medio de cultivo y se conservaron a 4ºC. 

3.3.2 Preparación de DLP 

Muestras de TLP purificadas se ajustaron a 20 mM EDTA y se incubaron durante 60 minutos a 30ºC. 

Posteriormente, las DLP formadas se purificaron mediante centrifugación en un gradiente de CsCl en 

presencia de 10 mM EDTA siguiendo el procedimiento indicado en el apartado 3.3.1. 

3.3.3 Purificación de ensamblados del sobrenadante de infecciones con rBV 

En análisis preliminares se evaluaron y ajustaron diferentes parámetros con el fin de conseguir una 

expresión máxima para cada una las proteínas de interés. Para ello, cultivos preconfluentes de células 

de insecto H5, Sf9 y Sf21 fueron infectados con el rBV correspondiente, mantenidos a 18, 22 ó 27ºC y 

recogidos a diferentes tiempos post-infección (hpi): 48, 72, 96, 120, 168 y 240 hpi. Con el fin de 

eliminar restos celulares el sobrenadante de infección fue centrifugado a 12,500xg durante 30 minutos. 

El sobrenadante clarificado fue cargado sobre un colchón de sacarosa al 25% en TNE (10 mM Tris pH 

7.5, 0.7 M NaCl, 1 mM EDTA) y ultracentrifugado a 100,000xg durante 1h. El sedimento resultante 

fue resuspendido en 50 µl tampón TNE y analizado por SDS-PAGE y microscopía electrónica por 

tinción negativa. 

De forma general, en infecciones a gran escala en las que se utilizó un volumen de medio de cultivo 

mayor de 25 ml, el sobrenadante de infección clarificado se ajustó a 10% (p/v) de PEG 8000 y 2.3 % 

(p/v) de NaCl, suplementado con inhibidores de proteasas (Complete Mini, Roche) y se incubó con 

agitación suave toda la noche a 4ºC. Al día siguiente fue centrifugado a 12,500xg durante 30 minutos. 

El precipitado resultante fue resuspendido en TNE y disgregado con un sonicador de punta (Branson 

Ultrasonics 101-063-275) a intervalos de 10 segundos durante 30 segundos aplicando una amplitud de 

10% (200W). Una vez disuelto el precipitado, este fue cargado sobre un colchón de sacarosa al 25% en 

TNE y ultracentrifugado a 100,000xg durante 1h a 4ºC. El sedimento resultante del colchón de sacarosa 

fue resuspendido en 500 µl de tampón TNE. A continuación, y en función de la naturaleza de las 

proteínas expresadas, se realizaron diferentes pasos de purificación. 

En infecciones con rBV para la expresión de proteínas VP2 y VP6 de RVA, el precipitado del colchón 

de sacarosa fue resuspendido en 500 µl de TNE y extraído con el mismo volumen de Vertrel XF. Se 

centrifugó a 12,500xg durante 5 minutos en un rotor de ángulo fijo y la fase soluble resultante se cargó 

en un gradiente de CsCl. Para ello, la fase soluble se llevó a un volumen final de 5 ml, se añadieron 2 

gr de CsCl y se mezcló con una solución de CsCl en tampón TNE a una densidad de 1.3620 g/ml. La 

muestra fue ultracentrifugada a 75,000xg en un rotor NVT65 (Beckman-Coulter Inc.) durante 17.5h. 
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Tras la ultracentrifugación se detectó una banda visible por refracción que fue recuperada por punción 

lateral con agujas hipodérmicas 23G y dializada 16 h frente a tampón TNE. A continuación, la muestra 

se concentró mediante ultracentrifugación a 100,000xg durante 1h. El precipitado se resuspendió en 50 

µl de tampón TNE. Todas las etapas de purificación fueron realizadas a 4ºC. 

En infecciones con rBV para la expresión de proteínas VP2 y VP6 de RVD, el sedimento obtenido de 

la precipitación con PEG 8000 se resuspendió en tampón TNE y se procedió a realizar 4 

centrifugaciones/resuspensiones sucesivas con el objetivo de solubilizar el mayor número de 

ensamblados presentes en la muestra. Los sobrenadantes obtenidos en cada una de estas 

centrifugaciones se juntaron y sonicaron a intervalos de 10 segundos durante 30 segundos con una sonda 

de punta (amplitud de 10%, 200W) (Branson Ultrasonics™ 101-063-275). El sobrenadante fue 

ultracentrifugado en un colchón de sacarosa al 25% durante 1 hora a 100,000xg. El sedimento 

precipitado se resuspendió en 500 µl de TNE y fue sometido a una ultracentrifugación en un gradiente 

lineal de sacarosa del 25 al 55% en TNE durante 1h a 100,000xg. El gradiente se recogió en 12 

fracciones que se concentraron 20 veces mediante ultracentrifugación (1h a 100,000xg). Tras 

determinar bioquímicamente las fracciones enriquecidas en VP2 (~102 kDa) y VP6 (~45 kDa), esas 

fracciones fueron sometidas a un segundo gradiente lineal de sacarosa 25-55%, centrifugado en las 

mismas condiciones. A continuación, se recogieron 12 fracciones de 1 ml que se concentraron mediante 

ultracentrifugación (100,000xg, 1h). Los precipitados se resuspendieron en 50 µl de tampón TNE. 

Todas las etapas de purificación fueron realizadas a 4ºC. 

En infecciones con rBV para la expresión de proteínas VP2 y VP6 de RVI, el sedimento del PEG 8000 

se purificó mediante un colchón de sacarosa al 35% centrifugando 1 hora a 100,000xg, y el sedimento 

se resuspendió en 500 µl de TNE. Este fue extraído con un mismo volumen de Vertrel XF y centrifugado 

durante 5 minutos a 20,000xg en una microfuga. La fracción acuosa se concentró mediante 

ultracentrifugación (100,000xg, 1h). El precipitado se resuspendió en 50 µl de tampón TNE. Todas las 

etapas de purificación fueron realizadas a 4ºC. 

3.3.4 Purificación de ensamblados del interior celular derivados de la expresión con rBV 

Cultivos preconfluentes de células de insecto H5, Sf9 y Sf21 (de ~9 millones para las células Sf9 y Sf21 

y de ~6 millones para las células H5) infectadas con los rBV correspondientes se mantuvieron a 27ºC 

y se recogieron a las 144 hpi. Las células junto con el sobrenadante de infección fueron centrifugadas a 

12,500xg durante 30 minutos. A continuación, el sobrenadante se separó y fue cargado sobre un colchón 

de sacarosa al 35% en TNE y ultracentrifugado a 100,000xg durante 1h. El sedimento resultante fue 

resuspendido en 100 µl de tampón TNE y guardado a 4ºC. 

A continuación, las células fueron lavadas con PBS, resuspendidas en 300 µl de PBS y sonicadas a 

intervalos de 10 segundos durante 30 segundos. El extracto celular se dividió en tres fracciones y cada 

una de ellas fue sometida a diferentes tratamientos. Por un lado, una fracción fue mezclada con un 
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mismo volumen de Vertrel XF y se centrifugó 20,000xg durante 5 minutos a 4ºC. Otro tercio del 

extracto celular fue mezclado con 10 µl de 10% Tritón X-100 en TNE 1X, incubado durante 30 minutos 

a 4ºC con agitando intermitente cada 10 minutos y centrifugado a 20,000xg durante 5 minutos a 4ºC. 

La última fracción de extracto celular se incubó con 10 µl de 10% IGEPAL en TNE 1X 10 minutos a 

temperatura ambiente y fue centrifugado a 20,000xg durante 5 minutos a 4ºC. En todos los casos, las 

fases solubles fueron recuperadas y guardadas a 4ºC para su posterior análisis. Los precipitados 

correspondientes a las fases insolubles se resuspendieron en 100 µl de tampón TNE y se guardaron a 

4ºC para su posterior análisis. 

3.4 Análisis bioquímico 

3.4.1 Análisis electroforético en geles desnaturalizantes de poliacrilamida 

Para la resolución electroforética de proteínas se siguió el método de Laemmli (Laemmli, 1970) de 

electroforesis en geles poliacrilamida en presencia de SDS (SDS-PAGE). En el caso de muestras de 

células, estas se resuspendieron en el medio de cultivo, se concentraron mediante centrifugación durante 

un minuto a 20,000xg y se lavaron dos veces con PBS (137mM NaCl, 2,7mM KCl, 10mM Na2HPO4, 

1,8mM KH2PO4), centrifugando en las mismas condiciones. Finalmente, las muestras se resuspendieron 

en PBS a 4ºC, se ajustaron a una concentración 1X de tampón de desnaturalización (4X: 240 mM Tris-

HCl pH 6.8, 8% SDS, 0.04% azul de bromofenol, 40% glicerol y 400 mM DTT) y se incubaron durante 

5 minutos a 100ºC. En el caso de muestras purificadas estas fueron directamente ajustadas a una 

concentración 1X de tampón de desnaturalización e incubadas durante 5 minutos a 100ºC. 

Las muestras desnaturalizadas se cargaron en geles de poliacrilamida (acrilamida:bisacrilamida 37.5:1) 

al 12%. Finalizada la electroforesis, los geles fueron fijados con una solución de 10% ácido acético-

50% etanol y teñidos con azul de Coomassie preparado al 0,005% (p/v) en una solución de 7.5% ácido 

acético, 5% etanol. El patrón de pesos moleculares de proteínas utilizado fue EZ-Run Protein Ladder 

(Fisher Scientific). 

3.5 Microscopía electrónica 

3.5.1 Adsorción de muestras y tinción negativa 

Sobre una gota (5 μl) de la muestra bajo estudio se depositó una rejilla de microscopía electrónica con 

carbón-colodión previamente ionizada mediante descarga iónica (Q150T, Quorum). Las rejillas se 

incubaron 3-5 minutos, posteriormente se lavaron 2 veces en el tampón donde se encuentran 

resuspendidas las muestras y el exceso de líquido fue eliminado mediante contacto del borde de la rejilla 

con papel de filtro grado 1 (Whatman). Las rejillas fueron posteriormente incubadas sobre una gota de 

acetato de uranilo al 2% (p/v) durante 1 minuto y el exceso de agente de tinción se eliminó por contacto 

de la rejilla con papel de filtro grado 1 (Whatman). La concentración óptima para microscopía 

electrónica de transmisión de los diferentes ensamblados analizados fue determinada empíricamente 
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mediante la dilución seriada de los mismos en su tampón correspondiente. Para la visualización de las 

muestras se empleó un microscopio electrónico Tecnai 12 (FEI) equipado con filamento de LaB6 y 

estabilizado a 120 kV. Las imágenes se registraron a una magnificación nominal de 26,000X (1.60 

Å/píxel) en una cámara CCD (Charged Coupled Device) FEI Ceta. 

3.5.2 Análisis ultraestructural mediante microscopía electrónica de transmisión 

Al tiempo postinfección deseado, las células crecidas sobre cubreobjetos se fijaron químicamente en 

tampón compuesto por fosfato disódico (Na2HPO4) 0.1M pH 7.4, 2.5% glutaraldehído y 2% 

paraformaldehído durante una hora a 4ºC. Se realizaron 2 lavados con tampón de fosfato disódico (0.1M 

Na2HPO4 pH 7.4) y 2 lavados con agua destilada. A continuación, las muestras se incubaron con 

tetróxido de Osmio (OsO4) 1% y ferricianuro potásico (K3[Fe(CN)6]) 1% durante 1h a temperatura 

ambiente. Se realizaron 6 lavados con agua destilada y se incubaron las muestras con 0.15% ácido 

tánico en tampón fosfato disódico (0.1M Na2HPO4 pH 7.4) durante 1 minuto. Se realizaron 2 lavados 

con agua destilada y a continuación se tiñeron las muestras con acetato de uranilo 1% durante 1h a 

temperatura ambiente. Tras la postfijación, las muestras fueron lavadas con agua destilada y 

deshidratadas durante 10 minutos a 4ºC con concentraciones crecientes de etanol (50, 75, 95 y 100%). 

Las muestras fueron infiltradas con resina epoxi y etanol 100% en una proporción 1:1 una hora a 

temperatura ambiente. A continuación, se infiltraron sólo con resina epoxi durante 12 horas tras las 

cuales se realizó un cambio de resina y se incubó a temperatura ambiente 2 horas. A continuación, las 

muestras fueron polimerizadas sobre la parte superior de cápsulas de gelatina del número 3 (Snap-fit 

Gelatin capsules) a 60ºC durante 72h. Las células incluidas se tallaron con cuchillas de vidrio y se 

cortaron secciones ultrafinas (50-70 nm) con una cuchilla de filo de diamante con 5º de inclinación en 

un ultramicrotomo Leica EM UC6 (Leica). Los cortes se depositaron en rejillas de cobre (100 mesh) 

recubiertas de Formvar. Los cortes se tiñeron con acetato de uranilo saturado en condiciones de 

humedad y, posteriormente, con citrato de plomo 2%. Para la visualización de las muestras se empleó 

un microscopio electrónico FEI Tecnai 12 FEI estabilizado a 120 kV o en un microscopio Thermofisher 

Scientific Talos F200G estabilizado a 200 kV. En ambos casos, las imágenes se registraron en una 

cámara CCD FEI Ceta a una magnificación nominal de 11,000x (3.83 Å/píxel) o 13,500x (2.26 Å/píxel), 

respectivamente. 

3.5.3 Criomicroscopía electrónica 

Para el análisis por crioME, 5 μl de la muestra fueron incubados sobre una cara de rejillas de cobre-

rodio u oro cubiertas con una película de carbón con agujeros (Quantifoil R2/2) previamente ionizadas 

mediante descarga iónica (Q150T, Quorum). Las muestras fueron vitrificadas en etano líquido a alta 

velocidad en un equipo de criofijación automática Leica EM GP2 quedando incluidas en una capa de 

hielo vítreo y conservando su estado nativo. Las muestras fueron analizadas bajo condiciones de mínima 

dosis electrónica en diferentes criomicroscopios Thermofisher Scientific Titan Krios operados a 300 

kV empleando diferentes detectores directos en modo lineal. 
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En todos los casos, la recogida de datos se realizó con el programa de adquisición automática EPU 

(Thermofisher Scientific) para el análisis de partículas. Las condiciones de adquisición para cada una 

de las muestras se indican en la tabla 2. 

3.5.3.1 Procesamiento digital de las imágenes de partículas de rotavirus 

Las operaciones generales de procesamiento de imagen fueron realizadas con los algoritmos de Xmipp 

(de la Rosa-Trevín et al., 2016) y RELION (Scheres, 2012) (Zivanov et al., 2018) integrados en la 

plataforma de Scipion (de la Rosa-Trevín et al., 2016). Las representaciones gráficas fueron generadas 

con el programa Chimera [http://www.cgl.ucsf.edu/chimera, (Pettersen et al., 2004)]. 

La figura 10 representa un resumen gráfico del esquema de procesamiento general seguido para todas 

las muestras bajo estudio. Los fotogramas de las películas adquiridas fueron alineados, corregidos por 

dosis y promediados con el programa MotionCor2 (Zheng SQ, Palovcak E, Armache JP, Verba KA, 

Cheng Y, 2017). Las micrografías promedio corregidas fueron posteriormente empleadas para estimar 

la función de transferencia de contraste (CTF) con CTFFIND4 (Rohou & Grigorieff, 2015). El rango 

de desenfoque estimado para las distintas muestras se indica en la tabla 2. Las partículas fueron 

seleccionadas automáticamente con la correspondiente rutina de Xmipp. Posteriormente, estas 

partículas seleccionadas fueron extraídas y normalizadas. Las partículas fueron clasificadas 

bidimensionalmente mediante la correspondiente rutina de RELION y las partículas seleccionadas 

fueron analizadas mediante la rutina de clasificación 3D del mismo programa. Dado el tamaño de las 

partículas, y con el objetivo de obtener una mayor eficiencia computacional, durante los pasos de 

clasificación 2D y 3D, las partículas fueron submuestreadas 3 veces respecto a la frecuencia de muestreo 

original. Las partículas seleccionadas fueron refinadas a la frecuencia de muestreo original con la rutina 

autorefine de RELION. La resolución de los mapas se calculó por la función FSC (Fourier Shell 

Correlation) (van Heel, 1984) entre dos mapas independientes, generados según la metodología gold-

standard, que contienen cada uno la mitad de las partículas totales empleadas en cada reconstrucción 

final. 

La resolución de cada reconstrucción fue determinada como el recíproco de la frecuencia espacial donde 

el coeficiente de correlación es 0.143 (criterio FSC=0.143) (Rosenthal & Henderson, 2003). Las 

resoluciones calculadas para cada reconstrucción vienen indicadas en la tabla 2. A continuación, se 

realizó una corrección de las amplitudes en las altas frecuencias mediante la rutina Postprocessing de 

RELION que determina de forma automática un B-factor que aplicar al mapa de crioME, ponderado 

por la curva de la FSC. Los valores obtenidos de B-factor para cada mapa se encuentran en la tabla 2. 
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Tabla 2. Condiciones de adquisición y procesamiento digital para cada una de las muestras estudiadas 

De forma adicional, se determinó la resolución local de cada mapa con la rutina MonoRes de Xmipp 

(Vilas et al., 2018) (De la Rosa-Trevín et al., 2013) y este resultado se utilizó para corregir las 

amplitudes en el mapa original en función de la resolución local calculada mediante el programa 

LocalDeblur de Xmipp (Ramírez-Aportela et al., 2020). Este método de compensación local es 
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especialmente conveniente para mapas que presentan un amplio rango de resolución, como en el caso 

de algunas de las reconstrucciones estudiadas. Por último, y con el fin de conseguir un mapa corregido 

que permita una mejor visualización de las densidades para el posterior modelado estructural de la 

estructura atómica, se implementó el método LocSpiral (Kaur et al., 2020). LocSpiral permite mejorar 

la resolución y la interpretación de los mapas mediante la generación de un mapa 3D corregido a partir 

de la obtención de un nuevo mapa de amplitudes filtrado y normalizado en función del umbral de ruido 

encontrado alrededor en el entorno de nuestro mapa inicial y dentro de un rango de resolución 

proporcionado. En cada caso, se seleccionó el mapa con la corrección de amplitudes que mejor nos 

permitía realizar procesos sucesivos de modelado atómico. En algunos casos se trabajó con una 

combinación de ellos para conseguir un trazado de la cadena atómica adecuado (Fig. 10). 

Figura 10. Metodología del procesamiento digital de las imágenes de partículas de rotavirus. 

Los perfiles de densidad radial promedio de las cápsidas se calcularon con el paquete Xmipp, y fueron 

normalizados y escalados adecuadamente. Las subunidades asimétricas de las partículas de rotavirus, 

tanto nativas como VLP, fueron segmentadas mediante el programa UCSF Chimera (Pettersen et al., 

2004) o el programa Xmipp (ExtractUnitCell) (De la Rosa-Trevín et al., 2013; Sorzano et al., 2013). 
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Materiales y métodos 

3.5.3.2 Determinación de la estructura de la espícula de VP4 

En el caso de virus icosaédricos, se han propuesto diferentes métodos computacionales para abordar 

estos desajustes de simetría (Morais MC, Tao Y, Olson NH, Grimes S, Jardine PJ, Anderson DL, Baker 

TS, 2001; Briggs et al., 2005; Huiskonen et al., 2007). En el caso de la espícula de RV, como primer 

paso se utilizó el método de reconstrucción localizada (localized reconstruction) (Ilca et al., 2015) para 

las espículas en ambos mapas. Este método permite la generación de mapas 3D de regiones específicas 

que presentan problemas de flexibilidad, simetría u ocupancia y se encuentran englobadas en complejos 

macromoleculares mayores. Estas regiones, denominadas a partir de ahora subpartículas, son tratadas 

como partículas aisladas, facilitando así su clasificación y posteriores pasos de refinamiento y 3DR. De 

forma resumida, se substrajo de las partículas originales de las TLP la contribución de las capas de VP2, 

VP6 y VP7 utilizando el mapa de densidades de la correspondiente TLP y una máscara que engloba 

estas tres capas. Posteriormente, considerando la posición de las espículas de cada TLP en la 

reconstrucción 3D final, así como la simetría icosaédrica de la misma, se calculó la posición de cada 

espícula en la proyección 2D y dichas posiciones fueron extraídas de las imágenes de diferencia 

calculadas (Fig. 11). A partir de este punto, todas las subpartículas se trataron como partículas 

individuales en la clasificación 3D, refinamiento y reconstrucción. 

La posterior clasificación 3D de las subpartículas de las espículas de TLP generadas en ausencia 

(espículas NTR) y presencia de tripsina (espículas TR) reveló en ambos casos una clase con una clara 

densidad correspondiente a VP4 y otra clase en la que la densidad de VP4 estaba ausente (Fig. 11), 

siendo la densidad circundante correspondiente a la capa de VP7 y VP6 similar en ambas clases. A 

continuación, el mapa 3DR de la clase en la que la densidad de VP4 estaba ausente y que contenía los 

componentes que no forman parte de la espícula se utilizó para generar una máscara y restar la densidad 

que no forma parte de la espícula del mapa con la densidad de la VP4 (Fig. 11). En el caso de espículas 

NTR, se realizó una segunda clasificación 3D para separar subpartículas con una densidad asociada al 

dominio lectina de VP4-C. A continuación, se reconstruyeron los mapas 3D de ambas espículas NTR 

y TR. Aunque la reconstrucción 3D localizada de las espículas permitió una mejora en la resolución en 

comparación con el mapa VP4 original calculado antes de la clasificación, dicha mejora no fue 

suficiente para poder realizar su trazado atómico. 

Por ello, se implementó un segundo paso de mejora de la densidad de la espícula mediante el método 

computacional EnRICH (Resolution Improvement in Conformational Heterogeneity maps) (Kazemi et 

al., 2021). Este método transforma las partículas desde su conformación inicial a una conformación 

establecida de referencia. Para ello, se realizaron los siguientes pasos sucesivos: 1) clasificación 3D en 

6 clases para obtener diferentes conformaciones del mapa y partículas asociadas a ellas; 2) refinamiento 

3D de cada clase para obtener las asignaciones angulares precisas de cada partícula; 3) traslocación de 

las partículas con diferentes conformaciones a una de referencia mediante un proceso de flujo óptico y 
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4) alineamiento y reconstrucción 3D del conjunto de todas las partículas con la nueva conformación 

con una mejor resolución, contraste y relación señal-ruido (Fig. 11). 

Como paso final, se aplicó el algoritmo LocSpiral (Kaur et al., 2020) para mejorar la interpretabilidad 

de estos mapas de alta resolución, mientras se previenen las distorsiones del mapa ocasionadas por la 

aplicación de un B-factor global a todo el conjunto del mapa. 

Figura 11. Metodología del procesamiento digital para la obtención de las estructuras a resolución atómica de las 
espículas de TLP de rotavirus. 

44 



 

 

45 

https://espript.ibcp.fr/
http://www.cgl.ucsf.edu/chimera


 

 
 

    

           

   

    

            

           

           

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Materiales y métodos 

hidrofóbicas fueron analizadas mediante la herramienta Find Clashes/Contact implementada en el 

programa USCF Chimera. 

3.6 Procesamiento de imágenes 

La edición fotográfica digital se realizó empleando los siguientes paquetes informáticos: Adobe 

Photoshop CS (Adobe Systems Inc.) e Image J (http://rsb.info.nih.gov/ij/). Las representaciones 

gráficas fueron generadas con el programa Chimera [http://www.cgl.ucsf.edu/chimera, (Pettersen et al., 

2004)]. 

46 

http://www.cgl.ucsf.edu/chimera
http://rsb.info.nih.gov/ij


 

 

 

 

 

 

 

 

 

4. Resultados 
 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Resultados  



 

 
 

  

           

                  

              

                   

                    

                 

               

                 

          

 

         

                

                

             

           

            

               

               

               

                 

             

                 

             

                 

                 

              

            

             

                 

      

              

                

                  

               

                   

               

Resultados 

4.1. Determinación de la estructura atómica del virión de RV 

La simetría icosaédrica intrínseca a las capas formadas por VP2, VP6 y VP7 ha facilitado su estudio a 

alta resolución mediante crioME, sin embargo, la caracterización estructural de la espícula viral está 

limitada por su flexibilidad y por el hecho de que en TLP purificadas (Dayue Chen & Ramig, 1992; Ilca 

et al., 2015; Rodríguez et al., 2014; Settembre et al., 2011) o DLP recubiertas con VP4 y VP7 (Trask & 

Dormitzer, 2006) no se encuentran espículas en todas las posiciones en las que de forma ideal se 

deberían encontrar. El estudio y comparación de la estructura de espículas no procesadas y procesadas 

nos puede ayudar a comprender el papel del procesamiento proteolítico en el paso de un estado no 

infectivo a su estado competente para la entrada celular. 

4.1.1. Purificación y análisis por criomicroscopía electrónica de TLP 

Con el fin de producir TLP en las cuales las proteínas que conforman las espículas estuvieran 

procesadas, o no procesadas, se infectaron células MA104 con la estirpe SA11 del RVA en presencia 

(TR-TLP) y en ausencia (NTR-TLP) de tripsina, respectivamente (Rodríguez et al., 2014). Las 

partículas generadas durante la infección fueron purificadas mediante ultracentrifugación en gradientes 

de densidad y analizadas bioquímicamente mediante SDS-PAGE. Este análisis mostró en ambas 

purificaciones un alto grado de pureza sin observarse otras bandas que aquellas correspondientes a las 

proteínas estructurales que conforman la TLP (Fig. 12A, B). Cabe destacar que, mientras que en NTR-

TLP sólo observamos una única banda correspondiente a la proteína de la espícula, VP4, en TR-TLP 

se observan las dos bandas correspondientes a sus formas procesadas VP5* y VP8*. 

Tras verificar la pureza, homogeneidad e integridad estructural de las partículas purificadas mediante 

tinción negativa y ME, éstas fueron vitrificadas y analizadas mediante crioME (Fig. 12C, D y tabla 2). 

Las imágenes de crioME muestran una población homogénea de partículas isométricas con la 

característica morfología en forma de rueda (Settembre et al., 2011), en las que en algunos casos es 

posible detectar espículas protruyendo hacia el exterior (puntas de flecha, Fig. 12C, D). A partir de las 

imágenes de crioME se seleccionaron 11,221 y 28,350 partículas de NTR- y TR-TLP, respectivamente. 

Estas imágenes fueron analizadas mediante clasificación 2D y posterior clasificación 3D, con 

imposición de simetría icosaédrica. Como resultado se seleccionaron 11,221 y 24,660 partículas cuyas 

3DR fueron refinadas hasta una resolución final de 3.40 Å y 3.48 Å para NTR-TLP y TR-TLP, 

respectivamente (Fig. 12E, F). 

La arquitectura observada en ambas partículas corresponde a la descrita anteriormente para la partícula 

infectiva de RVA (Settembre et al., 2011a; Rodríguez et al., 2014): tres capas proteicas icosaédricas de 

las que protruyen espículas y en cuyo interior se observa la polimerasa VP1, así como el genoma viral 

como una densidad ordenada en capas concéntricas en cortes transversales del mapa 3D obtenido (Fig. 

12E, F, G, I). La estructura 3D de las espículas de TLP de RVA generadas en ausencia (espículas NTR) 

y presencia de tripsina (espículas TR) muestra una densidad promediada similar en ambos casos. Sin 
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embargo, las espículas NTR son ligeramente más cortas y engrosadas que las espículas TR (Fig. 12E, 

F) y presentan, además, una tenue densidad adicional en la base del tallo (Fig. 12G-J) compatible con 

el dominio de lectina de la subunidad C previamente descrito en estas partículas (Rodríguez et al., 

2014). 

La densidad electrónica media en las espículas en el mapa de las NTR- y TR-TLP fue un 65% menor a 

la encontrada el resto de la cápsida, es decir, en las capas de VP2, VP6 y VP7 (Fig. 12 G-J). La 

resolución alcanzada en la base de las espículas es mayor y al alejarse radialmente va disminuyendo 

(Fig. 12H, J; Fig. 13A-B). Esta disminución en la resolución podría atribuirse al movimiento cimbreante 

de las espículas (Rodríguez et al., 2014) cuya movilidad también aumentaría radialmente según nos 

alejamos de la partícula. 

Figura 12. Análisis de RV SA11 NTR- y TR-TLP por SDS-PAGE y criomicroscopía electrónica. (A, B) SDS-PAGE 
teñido con azul de Coomassie de TLP purificadas, cultivadas en ausencia (A) o presencia (B) de tripsina. Se indican las 
posiciones de las proteínas estructurales (VP) de RV. (C, D) Micrografías crioelectrónicas de NTR- (C) y TR-TLP (D). Se 
indica con puntas de flecha blancas la posición de algunas espículas proyectadas desde la superficie de las partículas. La barra 
representa 100 nm. (E, F) Representación de la estructura tridimensional de las partículas NTR- (E) y TR-TLP (F) vistas a lo 
largo del eje icosaédrico de simetría 2. La barra representa 100 Å. Las superficies están representadas radialmente mediante el 
código de colores: espículas VP4 o VP8*/VP5* (rojo), VP7 (amarillo), VP6 (azul) y VP2 (verde). La densidad se contornea a 
2σ por encima de la media. (G, I) Secciones transversales de los mapas de NTR- (G) y TR-TLP (I), paralelas a la sección 
central, vistas a lo largo del eje icosaédrico de simetría 2. Se indica con un cuadrado discontinuo las densidades 
correspondientes a las espículas proyectadas desde la superficie de las partículas. (H, J) Vista cercana de las espículas NTR (H) 
y TR (J) indicadas en D e I. Se indica con una punta de flecha el dominio lectina de la cadena C en espículas NTR (H). 
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4.1.2. Análisis estructural de la espícula de NTR- y TR-TLP 

Los avances tecnológicos y computacionales de los últimos años han permitido la obtención de 

estructuras a resolución atómica o cuasi atómica de complejos macromoleculares altamente ordenados 

mediante la aplicación de técnicas de crioME (Cheng, 2015). Sin embargo, algunas subunidades de 

estos complejos macromoleculares pueden presentar una mayor flexibilidad, poseer una simetría 

diferente al resto del complejo o estar presentes en cantidades subestequiométricas, lo que limita el 

estudio a alta resolución de estas regiones y empeora la resolución global del mapa. 

El estudio estructural por crioME de las capas de VP2, VP6 y VP7 de TLP permite llegar a resolver 

mapas a una alta resolución debido a la simetría icosaédrica en dichas capas (Settembre et al., 2011). 

La resolución local (Fig. 13A-B) encontrada en nuestros mapas de densidad para las capas de VP2, VP6 

y VP7 de NTR- y TR-TLP fue de 3.0-4.2 Å y 3.0-4.4 Å, respectivamente, lo que permitió realizar el 

trazado directo de sus estructuras atómicas. Sin embargo, la caracterización estructural de la espícula 

viral está limitada por su flexibilidad y por el hecho de que en TLP purificadas no se encuentran 

espículas en todas las posiciones en las que de forma ideal se deberían encontrar, lo que hace que la 

resolución local en las espículas, especialmente baja en las regiones del cuerpo y la cabeza (Fig. 13C-D), 

sea insuficiente para construir un modelo atómico de estas. Partiendo de estos datos, encontramos 

necesario la generación de una metodología computacional que permita caracterizar a alta resolución la 

espícula de RV en su estado inactivo y activada por proteasas. Dicha metodología se desarrolló en 

colaboración con los Drs. Javier Vargas Balbuena y Josué Gómez Blanco (Universidad Complutense 

de Madrid) aplicando diferentes métodos computacionales a las densidades obtenidas por crioME. 

Como primer paso, tras el refinamiento de las TLP, se utilizó el método de reconstrucción localizada 

(localized reconstruction) descrito por Ilca y colaboradores (Ilca et al., 2015) según el protocolo 

indicado en el apartado 2.6.3.2. Este método permite extraer de cada partícula original las proyecciones 

correspondientes a las 60 posiciones equivalentes de las que protruyen las espículas que rodean la 

partícula. La extracción de estas proyecciones permite trabajar con subpartículas de VP4 de forma 

independiente, sin contar con el resto de la cápsida. La 3DR de las subpartículas extraídas mostró una 

menor señal y resolución en comparación con la reconstrucción de VP4 del original de las TLP (Fig. 

14A-B, localized reconstruction; Fig. 12H, J). Mediante una clasificación 3D se separaron las 

subpartículas correspondientes a posiciones ocupadas y no ocupadas por espículas (Fig. 14A-B, 

posiciones ocupadas y vacías, respectivamente). Esta clasificación permitió determinar que un 59% de 

las posiciones se encuentran ocupadas por espículas en el caso de las NTR-TLP y un 37% en el caso de 

las TR-TLP. A continuación, se utilizó la 3DR de las posiciones no ocupadas con el fin de sustraer el 

entorno formado por VP6 y VP7 de las subpartículas ocupadas por espículas (Fig. 14A-B, entorno 

sustraído). 
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Figura 13. Análisis de la resolución local de los mapas 3D obtenidos de la NTR- y TR-TLP. (A-B) Representación de 
los mapas 3D de la partícula NTR- (A) y TR-TLP (B) vistos a lo largo del eje icosaédrico de simetría 2. Se indican con un 
cuadrado discontinuo las densidades observadas en los paneles C y D. (C-D) Vista cercana de secciones transversales NTR-
(C) y TR-TLP (D) de cada mapa 3D. Las secciones son paralelas, pero desplazadas 14.7Å desde la sección central de los 
mapas. Las superficies están coloreadas de acuerdo con la resolución local calculada para cada 3DR. Se muestra el código 
de color con las correspondientes resoluciones en Å. Las densidades se contornean a 2σ por encima de la media. La barra 
de escala representa 100 Å. 

Sin embargo, aunque este proceso mejoró significativamente la calidad de la densidad de ambos tipos 

de espículas, su resolución no fue suficiente para poder realizar su trazado atómico. 

Con el fin de obtener mapas a una mayor resolución se aplicó el método EnRICH (Fig. 14A-B, EnRICH) 

(Kazemi et al., 2021). Este método consta de una serie de pasos sucesivos: 1) clasificación 3D de las 

subpartículas correspondientes a posiciones ocupadas para obtener diferentes clases 3D y las partículas 

asociadas a ellas, 2) refinamiento de cada clase 3D para obtener las asignaciones angulares precisas de 

cada subpartícula, 3) selección de una de las clases como mapa de referencia y aplicación de la técnica 

optical flow para cada una de las subpartículas del resto de clases 3D. Esta técnica permite el cálculo 

de la distancia y movimiento de cada pixel de cada subpartícula con respecto al mapa de referencia 
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seleccionado para, posteriormente, realizar la traslocación de las subpartículas con diferentes 

conformaciones a la conformación de referencia, 4) alineamiento y reconstrucción 3D del conjunto de 

todas las subpartículas con la nueva conformación. 

El análisis de la resolución local de los mapas obtenidos tras aplicar el método EnRICH mostró un 

aumento significativo de la resolución, contraste y relación señal-ruido en las regiones del tallo, cuerpo 

y cabeza para ambas espículas, siendo algo mayor en el caso de las espículas TR (Fig. 14A-B, EnRICH). 

Con el fin de mejorar la interpretabilidad de los mapas, evitando la aplicación de un B-factor global que 

pueda distorsionar los mapas haciendo que las densidades conectadas parezcan rotas y desconectadas, 

se aplicó el algoritmo LocSpiral (Kaur et al., 2020). Las densidades finales obtenidas presentaron una 

calidad y resolución suficiente para la construcción de un modelo completo de la espícula. 

Figura 14. Análisis de la resolución local de las espículas en las diferentes etapas del refinamiento de las subpartículas 

de NTR-TLP y TR-TLP. Secciones transversales de 1.34 Å de espesor de los mapas obtenidos en las diferentes etapas de 

refinamiento de las subpartículas VP4 NTR (A) y TR (B). Los paneles muestran secciones de cada mapa 3D paralelas a la 

sección central de los mapas y desplazadas 14.7Å (paneles superiores) y 6.7Å (paneles inferiores). 
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4.1.3. Construcción y análisis de un modelo atómico de TR-TLP y NTR-TLP 

Como punto de partida para el trazado del modelo atómico de NTR- y TR-TLP se utilizó la estructura 

de la TR-TLP de la cepa RRV de RVA (PDB 4V7Q, 6WXE) (Settembre et al., 2011b). Este modelo 

fue inicialmente ajustado de forma manual en nuestros mapas de densidad con el programa Chimera 

(Pettersen et al., 2004). El ajuste fue muy preciso, lo que indica una gran homología estructural entre el 

modelo atómico de referencia y nuestros mapas, lo que era de esperar dado el elevado grado de identidad 

observado entre las secuencias de ambas cepas (anexo 2 y 3, alineamientos de las secuencias 

aminoacídicas de VP2, VP6, VP7 y VP4 de RRV y SA11) 

A partir de la estructura atómica de referencia se generaron modelos atómicos por homología para cada 

una de las cadenas polipeptídicas de VP2, VP4, VP6 y VP7 que forman parte de la subunidad asimétrica. 

Las cadenas generadas se ajustaron inicialmente como un cuerpo rígido y posteriormente de manera 

local. A continuación, se llevó a cabo un refinamiento de forma iterativa en espacio real de la subunidad 

asimétrica del mapa. La calidad del modelo y la correcta geometría de la estructura atómica fue validada 

mostrando unos datos que indican la correcta conformación adoptada tanto por la cadena polipeptídica 

como por las cadenas laterales de la mayor parte de los residuos de la proteína (tabla 2). Parámetros 

como el bajo porcentaje de rotámeros no permitidos, el bajo número de choques no deseados entre 

átomos, el gráfico de Ramachandran, así como la elevada correlación entre el modelo y el mapa de crio-

ME apoyan la validez de dichos modelos (tabla 2). La observación de las estructuras atómicas obtenidas 

de TLP sin tratar o tratadas con tripsina sólo mostró diferencias significativas en la estructura de la 

espícula (Fig. 15A). Como esperábamos, las estructuras atómicas de la cápsida (VP2, VP6 y VP7) para 

la NTR- y TR-TLP (Fig. 15A) son semejantes entre ellas y similares a la descrita anteriormente para la 

TR-TLP de RRV (Settembre et al., 2011b), con la que muestra una identidad del 90% y de la que sólo 

se conoce su forma tripsinizada. El alineamiento de las cadenas VP2, VP6 y VP7 entre la TR-TLP y la 

estructura de RRV, respectivamente, mostró unos valores rmsd de 1.1, 0.6 y 0.9, lo que denota un gran 

solapamiento a nivel estructural así como un alto grado de similitud entre ambas estructuras atómicas. 

La capa de VP2 se organiza con una arquitectura T=1 en la que cada subunidad asimétrica está formada 

por un dímero de VP2 (VP2A, VP2B). Ambas subunidades se ensamblan de forma que sus extremos 

amino terminales se localizan hacia el interior de la partícula. VP2A se dispone formando un complejo 

en forma de estrella alrededor del eje de simetría 5, en torno al cual se ensamblan cinco monómeros 

VP2B adicionales formando una estructura decamérica. Sobre esta capa de VP2, se disponen trímeros 

de VP6 formando una segunda cápsida con simetría T=13. Finalmente, encontramos trímeros de VP7 

ensamblados en fase sobre los trímeros de VP6 subyacentes. Los residuos amino terminales de VP7 

forman un brazo N-terminal (residuos 58-62) que interacciona con una cadena β4 del dominio jelly-roll 

de VP6. A pesar de que cada trímero VP7 delimita con un trímero de VP6, los contactos en esa interfaz 
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Figura 15. Análisis de las estructuras atómicas de SA11 NTR- y TR-TLP. (A) Estructura atómica de la subunidad 
asimétrica de NTR-TLP (panel izquierdo) y TR-TLP (panel derecho). Las cadenas VP2 se representan de verde oscuro, 
VP6 de azul y VP7 de amarillo. Las cadenas A, B y C de las espículas VP4 o VP8*/VP5* están representadas con distintas 
tonalidades y colores en función de los dominios que la forman: pie (verde claro para la cadena A, verde para la cadena B 
y verde oscuro para la C), cuerpo (rojo (A, B), naranja (C)), cabeza o dominios lectina (morado (A, B), rosa (C)). Los bucles 
de unión entre los diferentes dominios se representan en gris. (B) Secciones del mapa de densidad de NTR-TLP (semejante 
al de TR-TLP) con su estructura atómica ajustada. El panel izquierdo muestra un corte transversal del trímero de VP6 en el 
que se observa una densidad central coincidente con el ion Zn+ coordinado por cada una de las histidinas (153H) que forman 
el trímero. Los paneles central y derecho muestran detalles ampliados de las regiones de VP7 donde se encuentran 
densidades coincidentes con las posiciones de átomos Ca2+ que estabilizan la estructura. En todos los paneles se representan 
algunas cadenas laterales como indicadores de la resolución alcanzada en los mapas. 

son mínimos. La interacción entre VP7 y VP6 está casi exclusivamente mediada por el brazo N-

terminal, pero esta región no sólo interacciona con la cadena de VP6 subyacente, sino que los residuos 

N-terminales podrían interactuar con la cadena VP7 vecina formando una red de interacciones que 

contribuiría a la estabilidad la capa exterior del RV. Además de las interacciones antes descritas, el 

trímero de VP6 se encuentra estabilizado por un ion Zn+ (Jayaram et al., 2004; Mathieu et al., 2001) 
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coordinado entre los monómeros que lo forman (Fig. 15B, panel izquierdo), mientras que dos iones 

Ca2+ estabilizan cada una de las superficies de interacción entre subunidades de VP7 (Fig. 12B, panel 

central y derecho) (Aoki et al., 2009; Dormitzer et al., 2000). La presencia de iones de calcio, más allá 

de estabilizar los trímeros VP7, al encontrarse intercalados entre ambas las capas de VP6 y VP7, podría 

intervenir en el ensamblaje de la cápsida y mantener las interacciones electrostáticas entre la superficie 

interna de la capa de VP7 y la superficie externa de VP6 (Jiménez-Zaragoza et al., 2018). 

El modelo atómico obtenido para la espícula TR (Fig. 16B, panel inferior) presenta un plegamiento 

muy similar al descrito para la espícula procesada de RRV (apartado 1.2, VP4) (Fig. 4 y 16B, panel 

inferior) (Herrmann et al., 2020). Además de caracterizar la estructura atómica de la espícula tratada 

con tripsina de SA11, el presente trabajo permitió resolver la estructura de esta espícula no activada por 

tripsina (Fig. 16B, panel superior). 

Las espículas, NTR y TR, sólo se diferencian en el procesamiento, por tripsina, de las cadenas VP4 que 

las forman, y, únicamente se encontraron diferencias estructurales entre ambas relacionadas con este 

procesamiento proteolítico. Mientras que la 3DR de la espícula TR no presenta ninguna densidad para 

el dominio lectina de la subunidad C, en la 3DR de la espícula NTR pudimos observar este dominio 

resuelto junto al tallo de la espícula (VP8*C, rosa) (Fig. 16B). Además, en el caso de las espículas TR, 

la incubación con tripsina produce el procesamiento proteolítico del bucle α3-β13 en tres residuos 

específicos: R231, R241 y R247 (Fig. 16A) (Arias et al., 1996) con la consecuente escisión de cada 

cadena VP4 en dos subproductos, VP8* (28 kDa, aa 1–247) y VP5* (60 kDa, aa 248–776) durante la 

etapa de activación en el ciclo de infección. 

La superposición de las estructuras atómicas de ambas espículas, NTR y TR, permite observar una 

ligera expansión de la espícula tras su activación con tripsina, que se traduce en un desplazamiento de 

los diferentes dominios de la espícula TR con respecto a la posición relativa de los mismos dominios 

en la espícula NTR. Este movimiento aumenta a medida que nos alejamos de la base de la espícula (Fig. 

17A). La desviación cuadrática media entre las cadenas de carbono α de los dominios del pie es de 1.2 

Å, mientras que para los dominios del cuerpo y la cabeza de las espículas la desviación es de 2.1 Å y 

3.8 Å, respectivamente. Esto muestra un mayor movimiento en el dominio de la cabeza, seguido por el 

cuerpo de la espícula (Fig. 17B) y una mínima variación en la posición del pie entre ambas estructuras. 

La conservación estructural observada en los dominios lectina de las cadenas A y B de las espículas 

NTR y TR (Fig. 16) (Herrmann et al., 2021; Settembre et al., 2011), en los que se mantienen expuestos 

los sitios de unión a glicanos, explicaría por qué la capacidad de unión a la célula es independiente del 

estado de procesamiento proteolítico de la espícula (S. M. Clark et al., 1981). 

La 3DR de la espícula NTR permitió el trazado de toda la cadena polipeptídica de las subunidades A y 

B incluyendo los dos largos bucles que conectan los dominios lectina de la cabeza con el resto de la 

56 



 

 
 

  

                 

                

 

 

          
              

           
              

       
          

Resultados 

molécula: el bucle interno α2-β1 que conecta la región α con los dominios lectina y el bucle externo α3-

β13, que los une al cuerpo de la espícula (Fig. 18A, panel superior izquierdo y central). 

Figura 16. Estructura atómica de la espícula de RV. (A) Esquema de la estructura primaria y organización de dominios de 
VP4: dominios α (amarillo), lectina (magenta), β barril (rojo) y C-terminal (verde). Se indican los residuos que delimitan los 
dominios y los sitios de escisión de tripsina (R231, R241, R247). (B). Estructura atómica de la espícula NTR (panel superior) 
y TR (panel inferior). Cada dominio se nombra y representa siguiendo un mismo patrón de color: pie (verde), tallo (naranja), 
cuerpo (rojo), cabeza (violeta) y dominio lectina VP4-C (rosa, espícula NTR). (C) Se muestra de forma resaltada cada una de 
las subunidades de VP4 (A, B, C), de NTR-TLP (panel superior) y TR-TLP (panel inferior). 
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Figura 17. Representación de la expansión de la estructura de la espícula tras su activación. (A) Se representan las 
estructuras atómicas coloreadas por dominios de la espícula NTR y TR, indicando con flechas, en la espícula TR, el 
movimiento de la espícula producido tras su activación. (B) Vista ampliada de las estructuras atómicas del dominio del cuerpo 
(izquierda) y de la cabeza (derecha) de la espícula NTR (transparente) y TR (coloreadas por dominios) solapadas. Los dominios 
de la espícula se representan en diferentes colores: pie (verde), tallo (naranja), cuerpo (rojo), cabeza (violeta). 

Los extremos amino de los bucles externos α3-β13 mantienen contactos con la cadena contraria que 

forma el cuerpo de la espícula, probablemente favoreciendo la estabilidad de estos bucles expuestos. 

Por otro lado, las regiones carboxilo terminales de cada bucle α3-β13 median un intercambio molecular 

con el dominio barril-β del cuerpo de la cadena contraria (Fig. 18A, panel derecho). 

En el caso de las espículas TR, la incubación con tripsina se traduce en el procesamiento proteolítico 

de los bucles α3-β1. Ambos bucles presentan dos cortes abruptos en la densidad del mapa en los residuos 

R231 y A248, (Fig. 18A, panel inferior izquierdo y central) así como una retracción de los extremos 

amino de los bucles escindidos, que continúan manteniendo los contactos con la cadena contraria, pero 

con una región precedente a la anterior zona de contacto (Fig. 18A, panel inferior izquierdo y central). 

De forma específica, la interacción del extremo amino terminal del bucle está mediada por los residuos 

225-231 con los residuos 443-448 del dominio barril-β del cuerpo de la cadena contraria. En la espícula 

TR se mantiene el intercambio molecular entre las regiones carboxilo terminales de los bucles α3-β13 

de cada cadena, A y B, y el dominio barril-β del cuerpo de la cadena contraria. La interacción de este 

bucle con la β-lámina (β14) de la región del cuerpo de la cadena contraria forma la β-lámina β13 (Fig. 

18A, asterisco, panel superior derecho). Este intercambio molecular, por lo tanto, se conserva en ambas 

espículas, no activada y activada, y podría contribuir a la estabilidad de la estructura de la espícula. 

El mapa de la espícula NTR mostró una densidad adicional en la base de la espícula que permitió el 

trazado del dominio lectina de la cadena C desde la T73 (Fig. 18B, panel superior, esfera verde) hasta 

la N221 (esfera azul). Sin embargo, no se observó ninguna densidad en los bucles que unen ambos 

extremos del dominio lectina con el resto de la cadena: el bucle amino desde la K29 (Fig. 18B, panel 

superior, esfera roja) de la región α amino-terminal hasta la T73 (esfera verde) y el bucle carboxilo 

desde la N221 (esfera azul) a la D253 (esfera morada) en el domino barril-β del tallo. Dado que el 
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análisis bioquímico de las NTR-TLP (Fig. 12A) indica que la proteína VP4 no está procesada, la 

ausencia de densidad para ambos bucles está probablemente relacionada con un alto grado de 

flexibilidad en estas regiones. 

Figura 18. Análisis de la estructura atómica de diferentes dominios de las espículas NTR y TR. Detalles las cadenas 
atómicas, ajustadas a su mapa de densidad, ampliados de los recuadros indicados en los paneles izquierdos. Dentro de cada 
panel, A y B, la fila superior hace referencia a la espícula NTR-VP4 y la inferior a la espícula TR-VP4. (A) Se representa de 
forma ampliada el cuerpo de la espícula y los bucles tripsinizados (TR-VP4) o sin tripsinizar (NTR-VP4). Se indican los 
residuos R231, R241, R247 en esferas rosas y los residuos adyacentes, N232, D242, A248, en azul. Asimismo, se indica el 
bucle α2-β1, el bucle α3-β13 y el intercambio molecular observado en el dominio β-barril del cuerpo con un asterisco (⁕). (B) 
Se representa de forma ampliada la región del tallo, dominio lectina de la cadena VP4C y pie de la espícula. Se indican 
diferentes residuos como esferas: K29 (rojo), T73 (verde), N221 (azul), K258 (marrón), D253 (morado), T259 (amarillo). 
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El mapa de densidad obtenido de la espícula TR permitió el trazado de la cadena C desde el extremo 

amino terminal hasta la K29 del bucle α2-β1 (Fig. 18B, panel inferior, esfera roja). No se observó 

ninguna densidad electrónica entre la K29 (Fig. 18B, panel inferior, esfera roja) y la T259 (esfera 

amarilla) del domino barril-β del tallo. Esta región abarcaría la región del dominio lectina y los bucles 

que lo unen al dominio α y al dominio barril-β del tallo. El análisis bioquímico de las TR-TLP (Fig. 

12B) indica una completa digestión proteolítica de la espícula, por lo que es posible que la incubación 

con tripsina haya producido un corte en un bucle expuesto en el aminoácido K258 (Fig. 18B, panel 

superior izquierdo, esfera marrón) en el domino barril-β del tallo, pudiéndose realizar el trazado de la 

cadena C sólo hasta la T259 (Fig. 18B, panel inferior izquierdo, esfera amarilla). 

El análisis conjunto de los mapas de las espículas NTR y TR mostró que el tratamiento de las espículas 

con tripsina se traduce en la proteólisis de los bucles externos de las cadenas A y B que unen los 

dominios lectina al cuerpo de la espícula y en el desprendimiento del dominio lectina en la cadena C. 

4.2. Caracterización estructural de vDLP de RVA 

Una de las principales hipótesis de este trabajo es que las vDLP producidas en sistemas heterólogos 

reproducen fielmente la estructura de la DLP producida durante la infección. Aunque hay estudios 

mediante microscopía electrónica que apoyan esta hipótesis (S E Crawford et al., 1994; Labbé et al., 

1991; Zeng et al., 1996b), para verificarla decidimos determinar la estructura atómica de la vDLP de la 

estirpe de SA11 de RVA producida en el sistema de baculovirus, uno de los sistemas de expresión más 

empleados para la producción de vDLP y vTLP de rotavirus (S E Crawford et al., 1994; Zeng et al., 

1996b), y compararla con la estructura de la DLP natural. 

4.2.1. Expresión y purificación de vDLP de RVA 

En el BEVS la coexpresión de VP2 y VP6 de RVA permite el ensamblaje de vDLP que son liberadas 

al sobrenadante del cultivo de forma eficiente (S E Crawford et al., 1994; Peixoto et al., 2007). Aunque 

es posible la obtención de vDLP mediante la coinfección con rBV monocistrónicos (Palomares et al., 

2012), el uso de rBVs policistrónicos permite superar las limitaciones inherentes a la coinfección, 

permitiendo obtener una mayor producción de vDLP (Vieira et al., 2005). Para la producción de vDLP 

de RVA se empleó un baculovirus policistrónico (rBV-VP2/VP6) basado en el plásmido pFastBacDual 

(Invitrogen) en el cual el gen de la VP6 se expresa bajo el control del promotor de la polihedrina, y el 

gen VP2 bajo el control del promotor de la proteína p10 (Harris & Polayes, 1997). Como controles se 

emplearon rBV monocistrónicos que expresan independiente las proteínas VP2 (rBV-VP2) y VP6 

(rBV-VP6) basados en el mismo plásmido, bajo el control de los mismos promotores que en la 

construcción dual. Además, se generó un rBV como control de infección que contiene el plásmido 

vector vacío (rBV-vector). 
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Para la generación y propagación de los rBV se utilizó la línea celular Sf9. Con el fin de analizar la 

expresión de las proteínas VP2 y VP6 así como la capacidad de estos rBV para la formación de vDLP 

se utilizó la línea celular H5, que ha sido previamente empleada en la producción de estas vDLP (Davis 

et al., 1993; Fernandes et al., 2013; Rhiel et al., 1997; Wickham et al., 1992). Para ello, se infectaron 

células H5 que fueron recogidas, junto con el sobrenadante de infección, a las 120 hpi. Los extractos 

celulares analizados bioquímicamente mediante SDS-PAGE presentaban una banda mayoritaria de 

~120 kDa en células infectadas con rBV-VP2, una banda de ~45 kDa en células infectadas con rBV-

VP6 y ambas bandas en células infectadas con rBV-VP2/VP6 (Fig. 19A), lo que coincide con los 

tamaños esperados para estas proteínas. El carril correspondiente a células infectadas con el rBV-vector 

mostró el mismo perfil electroforético a excepción de la presencia de las bandas correspondientes a las 

proteínas VP2 y VP6. 

Figura 19. Análisis de la expresión de proteínas VP2 y VP6 y formación de vDLP de RVA. (A) SDS-PAGE teñido con 
azul de Coomassie de extractos de células H5 infectadas con rBV (rBV-vector, rBV-VP2, rBV-VP6 y rBV-VP2/VP6). (B) 
SDS-PAGE teñido con azul de Coomassie de los sedimentos tras la ultracentrifugación de los sobrenadantes de infección a 
través de un colchón de sacarosa al 25% (rBV-vector, rBV-VP2, rBV-VP6 y rBV-VP2/VP6). La cantidad de muestra cargada 
es 3 veces superior a la cargada en el panel A. Se indican en cada caso las posiciones de las proteínas estructurales (VP) de RV. 
En el caso de rBV-VP2, se observa la banda de VP2 así como una banda mayoritaria que podría corresponder a agregados de 
BSA bovina presente en el suero fetal bovino utilizado en el medio de cultivo. (C) Micrografías electrónicas de tinción negativa 
de los sedimentos obtenidos en (B). Las imágenes muestran campos representativos de cada tipo de muestra. En cada caso, se 
muestra de forma ampliada: una vSLP (panel VP2), una sección del paracristal 2D (panel VP6) y una partícula vDLP (panel 
VP2-VP6). La barra de escala representa 100 nm. 
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Los sobrenadantes de infección fueron ultracentrifugados a través de un colchón de sacarosa al 25% y 

el sedimento obtenido fue analizado mediante SDS-PAGE y tinción con azul de Coomassie (Fig. 19B). 

En cada caso se observó la presencia de las bandas correspondientes a las proteínas VP2, VP6 y 

VP2/VP6. En el caso de rBV-VP2 se aprecia una contaminación probablemente derivada de agregados 

de BSA bovina, una proteína que es muy abundante en el sobrenadante debido al 10% de suero fetal 

bovino que forma parte del medio de cultivo. 

El análisis por tinción negativa mediante microscopía electrónica mostró la presencia de agregados 

similares a vSLP en el sobrenadante de células infectadas con rBV-VP2 (Fig. 19C, VP2). En el caso de 

células infectadas con rBV-VP6, se observó la presencia de paracristales 2D que podrían corresponderse 

al ensamblaje de VP6 en paracristales (Fig. 19C, VP6) (Mary K Estes et al., 1987; Reddy et al., 1992), 

ya que la proteína mayoritaria encontrada en el análisis por SDS-PAGE fue VP6 (Fig. 19B). Por último, 

la expresión conjunta de ambas proteínas dio lugar a la formación de vDLP estructuralmente íntegras 

en su mayoría. Las imágenes por ME con tinción negativa reflejaron la pureza y gran homogeneidad 

estructural de las vDLP purificadas, con un tamaño y morfología circular rugosa de ~70 nm de diámetro 

(Fig. 19C, VP2-VP6). 

Una vez determinada la eficacia de este sistema para la generación de vDLP, se realizaron ensayos con 

el fin de determinar las condiciones más adecuadas para la obtención de estas, evaluando diferentes 

temperaturas de incubación, tiempos post-infección, líneas celulares y multiplicidades de infección. 

Se infectaron células H5 con rRV-VP2/VP6 y se analizó la expresión de las proteínas a diferentes 

temperaturas de incubación (27°C, 22°C y 18°C) a lo largo del tiempo (48, 72, 96, 120, 168 y 240 hpi) 

en los extractos celulares mediante SDS-PAGE. El análisis densitométrico de las bandas de dichos geles 

muestra que los tiempos post-infección con una mayor señal de VP2 y VP6 corresponden a 120-168 

hpi a 27°C (Fig. 20A), 120-168 hpi a 22°C (Fig. 20B) y 144-168 hpi a 18°C (Fig. 20C). Entre ellos, se 

observó una mayor expresión de VP2 y VP6 en células incubadas a 27ºC y recogidas a 144 hpi (Fig. 

20A). 

Con el fin de analizar la formación de vDLP en cada una de estas condiciones, los sobrenadantes de 

infección fueron sedimentados a través de un colchón de sacarosa al 25%. El análisis bioquímico 

muestra que la concentración de proteínas VP2 y VP6 en los sedimentos se corresponde con la 

encontrada en el análisis de los extractos celulares, siendo mayor a las 144-168 hpi cuando la infección 

se realiza a 27 °C (Fig. 20D), a las 144 hpi para 22°C (Fig. 20E) y a las 144-168 hpi cuando esa se 

realiza a 18°C (Fig. 20F). 

El análisis por microscopía electrónica (Fig. 21, tabla 3) de estos sedimentos muestra la presencia de 

vDLP en una cantidad proporcional a la cantidad de VP2 y VP6 detectada en los geles. En todos los 

casos, las vDLP muestran una integridad estructural similar. 
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Figura 20. Análisis de la expresión de las proteínas VP2 y VP6 de RVA en células H5. (A, B, C) Análisis mediante 

SDS-PAGE de extractos celulares a diferentes tiempos post-infección mantenidas a 27ºC (A), 22ºC (B) y 18ºC (C). (D, E, F). 

Análisis mediante SDS-PAGE de sedimentos obtenidos tras la ultracentrifugación de sobrenadantes de infección a diferentes 

tiempos post-infección en células mantenidas a 27ºC (D), 22ºC (E) y 18ºC (F). Se indican las posiciones de las proteínas 

estructurales (VP) de RV. 

Figura 21. Análisis mediante microscopía electrónica de partículas purificadas de vDLP de RVA. Micrografías 

electrónicas de tinción negativa de los sedimentos obtenidos tras ultracentrifugación de los sobrenadantes de infección de 

células infectadas a diferentes tiempos post-infección (48, 72, 96, 120, 144, 168 hpi) e incubadas a diferentes temperaturas 

(27ºC, 22ºC, 18ºC). La barra de escala representa 100 nm. 
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Tabla 3. Cantidad de vDLP de RVA evidenciadas mediante microscopía electrónica a diferentes temperaturas de 
incubación a lo largo de diferentes tiempos post-infección. 

Con el propósito de identificar la línea celular con mayor potencial para la expresión de VP2 y VP6, y 

para la producción de vDLP a 27ºC, se realizaron infecciones con rBV VP2/VP6 en las líneas celulares 

Sf9 y H5. Se analizaron los extractos y los sobrenadantes de infección recogidos a diferentes tiempos 

post-infección. 

El análisis de los perfiles electroforéticos de los extractos celulares (Fig. 22A, C) y de los sobrenadantes 

de infección sedimentados a través de un colchón de sacarosa (Fig. 22B, D) muestra una mayor 

expresión de las proteínas recombinantes en la línea celular H5. 

El análisis mediante tinción negativa de los sedimentos también permitió observar una mayor cantidad 

de partículas ensambladas en la línea celular H5 (Fig. 22F, G), con un máximo de partículas purificadas 

a partir de las 144-168 hpi. Estas partículas presentaban una alta pureza, así como una gran integridad 

estructural (Fig. 22F). Puesto que la incubación hasta las 168 hpi no aumenta significativamente la 

cantidad de vDLP producidas con respecto a 144 hpi, se eligió esta última como el tiempo post-infección 

óptimo para la expresión y preparación de vDLP. 

Por último, empleando las condiciones de infección previamente determinadas se evaluó el efecto de la 

multiplicidad de infección en la expresión de las proteínas recombinantes. Se analizaron valores desde 

0.3 hasta 4.0. 

El análisis de los perfiles electroforéticos de los extractos celulares de dichas infecciones no mostró 

diferencias significativas en la expresión de las proteínas recombinantes entre ninguna de las 

condiciones empleadas (Fig. 23), por lo que se eligió la mínima multiplicidad de infección (0.3 

ufp/célula) para la generación de vDLP. 

A continuación, tras establecer las condiciones óptimas de infección para la expresión de vDLP (línea 

celular H5, temperatura de incubación de 27ºC, tiempo de recogida de 144 hpi y multiplicidad de 

infección de 0.3), se llevó a cabo una infección a gran escala para la purificación y estudio por crioME 

de estas vDLP. Tras 144 hpi se recogieron los cultivos de células H5 infectadas junto con los 

sobrenadantes de infección. El material particulado del sobrenadante se precipitó con PEG 8000 y se 

ultracentrifugó a través de un colchón de sacarosa al 25%. 
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Figura 22. Comparación de la expresión y purificación de vDLP ensambladas en las líneas celulares H5 y SF9. (A, B) 
Análisis bioquímico mediante SDS-PAGE y tinción con azul de Coomassie de los extractos de células H5 (A) y SF9 (B) 
infectadas con rBV-VP2/VP6 y recogidas a los diferentes tiempos post-infección indicados. Se indican las posiciones de las 
proteínas estructurales (VP) de RV. (C, D) Análisis bioquímico mediante SDS-PAGE y tinción con azul de Coomassie de los 
sedimentos obtenidos por ultracentrifugación del sobrenadante de infección de células H5 (C) y SF9 (D) infectadas con rBV-
VP2/VP6 y recogidas a los tiempos post-infección indicados. (F, G) Micrografías electrónicas de tinción negativa de los 
sedimentos obtenidos tras ultracentrifugación de los sobrenadantes de infección de células H5 (F) y SF9 (G) y recogidos a los 
tiempos de infección indicados. La barra de escala representa 100 nm. 

Finalmente, las vDLP obtenidas en el precipitado del colchón de sacarosa, fueron purificadas en un 

gradiente de densidad de CsCl2. El análisis mediante SDS-PAGE y tinción con azul de Coomassie de 

las vDLP obtenidas muestra únicamente dos bandas de proteína correspondientes a VP2 y VP6 (Fig. 

24B). Las partículas se analizaron mediante microscopía electrónica con tinción negativa, y 

posteriormente crioME (Fig. 24B), observándose vDLP homogéneas y con una buena integridad 

estructural. 
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Figura 23. Comparación de la expresión de VP2 y VP6 en células H5 utilizando diferentes multiplicidades de 
infección. Análisis bioquímico mediante SDS-PAGE y tinción con azul de Coomassie de los extractos celulares de células 
H5 infectadas con rBV-VP2/VP6 y recogidas a 144 hpi. Cada carril muestra la diferente multiplicidad de infección utilizada 
en cada caso: 0.3, 0.5, 0.6 (A), 0.6, 1, 2.5, 4 (B). Se indican las posiciones de las proteínas estructurales (VP) de RV. 

4.2.2. Preparación y análisis de la DLP de SA11 

Una vez preparadas las vDLP pasamos a la preparación de DLP para poder comparar la estructura 

atómica de ambas y determinar si las vDLP obtenidas mediante el BEVS son un fiel modelo de la DLP 

natural. 

Las DLP, obtenidas a partir de cultivos de células MA104 infectadas en presencia de tripsina con el 

RVA de la estirpe SA11 (Rodríguez et al., 2014), se prepararon como se detalla en el protocolo del 

apartado 2.3.2, a partir de partículas TLP tratadas con EDTA. Este agente quelante promueve el 

desensamblaje de los trímeros de VP7 estabilizados por Ca2+ (Cohen et al., 1979; P. R. Dormitzer et al., 

2000). Las DLP se aislaron en un gradiente de CsCl2 realizado en presencia de EDTA y se analizaron 

bioquímicamente (Fig. 24A). La visualización directa de estas partículas tanto por tinción negativa 

como en imágenes de crioME muestra una gran homogeneidad e integridad estructural (Fig. 24A). 

En paralelo se analizaron las muestras correspondientes a las vDLP que fueron vitrificadas y analizadas 

mediante crioME (Fig. 24B). La visualización directa de las vDLP de RVA en imágenes de crioME 

muestra poblaciones homogéneas de partículas isométricas de aproximadamente 70 nm de diámetro y 

morfología circular, similares las DLP generadas durante una infección natural (Fig. 24B) pero sin la 

presencia del material electrodenso en su interior (Fig. 24A). Se registraron 6.329 y 4480 películas de 

crioME correspondientes a DLP y vDLP, respectivamente, de las que se seleccionaron 91727 y 84926 

partículas, en cada caso, para su procesamiento digital mediante análisis de partículas individuales 

(SPA). Las partículas fueron analizadas mediante clasificación 2D, 3D y posterior refinamiento angular 

iterativo para la obtención de su 3DR. Se generaron mapas de densidad con una resolución final de 3,04 

Å y 3.42 Å para DLP y vDLP de RVA, respectivamente, en base a los criterios de FSC 0.143 (Fig. 24C-

D, anexo 4). 
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Figura 24. Reconstrucción tridimensional de la vDLP y comparación con la DLP. (A-B) Análisis bioquímico mediante 
SDS-PAGE y tinción con azul de Coomassie de DLP (A) y vDLP de RVA (B). Se indican las posiciones de las proteínas 
estructurales (VP) de RV. Se muestran criomicrografías electrónicas para ambas. La barra de escala corresponde a 100 nm. 
(C) Sección central del mapa de densidad de DLP (panel izquierdo) y vDLP (panel derecho) vista a lo largo del eje de simetría 
de orden dos. (D) Sección central de la estructura tridimensional de la DLP (panel izquierdo) y vDLP (panel derecho), vista a 
lo largo del eje de simetría de orden dos, representadas radialmente mediante el siguiente código de colores: VP6 en azul, VP2 
en verde y VP1 en morado. Las densidades se contornean a 2σ por encima de la media. La barra de escala corresponde a 100 
nm. (E) Representación de los perfiles radiales de las partículas DLP (azul) y vDLP (rojo). 
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Ambas 3DR muestran una estructura similar a la previamente descrita para la partícula DLP de la estirpe 

RRV de RVA (McClain et al., 2010) (J. Z. Chen et al., 2009), con dos capas definidas de VP6 y VP2 

que presentan numerosas conexiones entre ellas. La capa externa de VP6 con simetría T=13 se localiza 

sobre la capa de VP2 subyacente que presenta una arquitectura T=1. 

En el caso de la DLP, se observa la presencia del complejo de replicación en las posiciones pentaméricas 

de la cara interna de la cápsida de VP2 y hasta 7 capas concéntricas de dsRNA con una separación 

promedio de 42 Å (Fig. 24C-D). De forma previsible, no encontramos presencia del genoma viral ni de 

la polimerasa en el interior de las vDLP (Fig. 24D). Además, la comparación de los mapas de densidad 

de ambas partículas y de sus promediados radiales (Fig. 24E) muestra una expansión de 45 Å en el 

diámetro de las DLP (37 nm de diámetro) con respecto a las vDLP. Este incremento podría estar 

relacionado con la presencia del genoma y el complejo de replicación/transcripción en el interior de las 

DLP. 

El análisis de la resolución local del mapa de densidad de la DLP y vDLP muestra una resolución global 

isotrópica de unos 3-4 Å (Fig. 25A, C). Sin embargo, encontramos en la vDLP una resolución local 

significativamente menor en los trímeros VP6 pentaméricos (P) y peripentaméricos (P’) (Fig. 25B, D). 

Esta menor resolución se asocia a la menor densidad electrónica encontrada en el mapa en los trímeros 

P y P’, siendo un 37.5% menor respecto al resto de trímeros VP6 y a la capa de VP2 subyacente. La 

resolución local es menor en las posiciones pentaméricas de la superficie interna de la cápsida de la 

vDLP que en sus equivalentes en la DLP (Fig. 25E, F). Esta pérdida de densidad podría estar asociada 

a la ausencia de la proteína VP1, situada en la regiones peripentaméricas en la DLP (Estrozi et al., 2013; 

S. C. Harrison & Dormitzer, 2016; Jenni et al., 2019). 

Dado que la resolución obtenida para la DLP fue mayor y más homogénea, se realizó en primer lugar 

el trazado de la estructura atómica de las capas de VP6 y VP2 de la DLP utilizando como coordenadas 

de referencia las obtenidas a partir el mapa de crioME de la NTR-TLP (apartado 4.1.3) (Fig. 26A). Tras 

un primer ajuste inicial de cuerpo rígido de la estructura atómica de la TLP sobre el mapa de densidad 

de la DLP, las coordenadas fueron revisadas manualmente, refinadas y validadas (tabla 2). Se 

observaron ligeras diferencias en el grado de interacción entre los diferentes trímeros de VP6 y la capa 

subyacente de VP2 (McClain et al., 2010). El trímero T de VP6 es el que mantiene una interacción más 

estrecha con VP2 a través de tres contactos idénticos mediados por el bucle β2-α3 (residuos 64-72) de 

VP6. Los trímeros T’, D y P’ interaccionan con VP2 con un menor número de contactos y el trímero P 

sólo se encuentra unido a la estructura de la cápsida por contactos intertriméticos VP6-VP6. La baja 

interacción de los trímeros P con la capa subyacente de VP2 podría estar relacionada con la pérdida de 

estos trímeros durante la purificación de las partículas y la consecuente menor resolución alcanzada en 

estas regiones en el mapa de la vDLP. 
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Figura 25. Análisis de la resolución local de los mapas 3D obtenidos de la DLP y la vDLP. (A) Representación de los 
mapas 3D de la partícula vDLP (panel derecho) y DLP (panel izquierdo) vistas a lo largo del eje icosaédrico de simetría 2. Las 
superficies están coloreadas de acuerdo con la resolución local calculada para cada 3DR. Se muestra el código de color con 
las correspondientes resoluciones en Å. La densidad se contornea a 2σ por encima de la media. La barra de escala representa 
100 Å. (B) Sección central de los mapas de densidad representados en el panel A para la DLP (panel izquierdo) y la vDLP 
(panel derecho) vista a lo largo del eje de simetría de orden dos. (C) Detalles de las regiones pentaméricas de la cara externa e 
interna de ambos mapas, vDLP (paneles izquierdos) y DLP (paneles derechos). 
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Además del trazado de las cadenas VP2 y VP6, se observaron densidades correspondientes a las 

posiciones donde coordina un ion zinc (Zn+) con la H153 de cada monómero que forma el trímero de 

VP6 (Fig. 26C, panel izquierdo) (Mathieu et al., 2001; Saugar et al., 2005). El modelo generado fue 

utilizado como modelo inicial para el trazado de las coordenadas de la vDLP mediante la misma 

estrategia: ajuste considerando cada cadena como un cuerpo rígido, ajuste manual sobre el mapa de 

densidad y refinamiento de las coordenadas en espacio real (Fig. 26B, tabla 2). La menor resolución de 

los trímeros P y P’ en la vDLP sólo permitió modelar la cadena de carbonos α a partir del modelo 

atómico de referencia sin poder llevar a cabo el ajuste de las cadenas laterales. En este caso, se pudieron 

visualizar densidades ubicadas entre los monómeros que forman el trímero de VP6 correspondientes a 

posiciones que se encuentran coordinando un ion Zn+ sólo en los trímeros T, T’ y D (Fig. 26C, panel 

derecho). 

Figura 26. Análisis de las estructuras atómicas de la DLP y vDLP de RVA. (A-B) Estructura atómica de la subunidad 
asimétrica de DLP (A) y vDLP (B) de RVA. Las cadenas de VP2 están representadas en verde oscuro y las de VP6 en azul. 
(C). Secciones del mapa de densidad de la DLP (panel izquierdo) y vDLP (panel derecho) con su estructura atómica ajustada. 
Se muestra un corte transversal del trímero T de VP6 en el que se observa una densidad central coincidente con el ion Zn+ 
coordinado por histidinas (153H) de cada una de las cadenas que forman el trímero. En todos los paneles se representan algunas 
cadenas laterales como indicadores de la resolución alcanzada en los mapas. 
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La estructura atómica observada de las subunidades asimétricas de la DLP y la vDLP es similar. Ambas 

están formadas por 2 subunidades de VP2 y 13 subunidades de VP6, sin embargo, se puede observar 

una expansión ortogonal de ~15 Å en la DLP (Fig. 27) con respecto a la vDLP. Esta expansión se 

corresponde con la previamente observada en el análisis de los perfiles radiales de las 3DRs de ambas 

partículas (Fig. 24E). 

Al solapar los monómeros de VP2 por el dominio central se puede ver cómo esta expansión se produce 

hacia ambos extremos del monómero, es decir, hacia los dominios apical y dimérico (Fig. 27A). Al 

solapar los monómeros de VP6 por su región central, se observa, al igual que en VP2, una expansión 

hacia el dominio α-hélice basal y el dominio barril-β apical (Fig. 27B). Probablemente, tanto la ausencia 

de genoma como del complejo de replicación en el interior de las vDLP sean las causantes de las 

diferencias observadas en el plegamiento de los diferentes dominios y variaciones en el tamaño de la 

cápsida con respecto a la estructura encontrada en la DLP resultante de una infección natural. 

Ambos monómeros, VP2 y VP6, fueron alineados estructuralmente y analizados mediante el servidor 

Dali (Holm et al., 2006; Holm & Rosenström, 2010). Los parámetros de los alineamientos se resumen 

en la tabla 4. El análisis de la desviación cuadrática media (rmsd), entre los residuos de los monómeros 

completos, VP2 (A-B) y VP6 (C-O), es considerablemente mayor en comparación a los valores 

obtenidos cuando se realiza el análisis por dominios (tabla 4). 

Esto refleja una mayor similitud estructural a nivel de dominios de forma separada y cómo los cambios 

estructurales observados están asociados a diferencias en los bucles que conectan los distintos dominios 

de VP2 y VP6 y que se traducen en la expansión de la DLP con respecto a la vDLP. 

Figura 27. Representación de la expansión producida entre la estructura de la DLP y vDLP. Representación de las 
estructuras atómicas de los monómeros de VP2 (A) y VP6 (B) de la DLP y vDLP de RVA alineados entre sí. Se observa el 
dominio central de VP2 de DLP (naranja) solapado al mismo dominio de la vDLP (azul) y la expansión, indicada con flechas, 
de los dominios apical (naranja claro) y dimérico (naranja oscuro) de VP2 de la DLP. Las cadenas VP6 de ambas estructuras 
se alinean en su región central y se observa la expansión hacia el dominio basal α-hélice (naranja) y el dominio barril-β de 
VP6 (naranja oscuro), indicado con flechas. 
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Tabla 4. Alineamiento estructural de las estructuras de la DLP y vDLP con Dali 

4.3. Expresión y caracterización de partículas vDLP de los distintos grupos de RV 

Una vez comprobada la validez del sistema BEVS para generar vDLP de RVA estructuralmente 

semejantes a la DLP natural, se procedió a la generación de vDLP del resto de grupos de RV (B-D F-I) 

utilizando la misma estrategia. 

4.3.1. Generación, caracterización bioquímica y análisis por microscopía electrónica 

Para ello se generaron rBV duales que expresan de forma simultánea las proteínas VP2 y VP6 de las 

estirpes modelo de los diferentes grupos de RV (B-D y F-I) y se realizaron infecciones en células H5 

utilizando los parámetros establecidos para RVA. Las células se infectaron e incubaron a 27ºC hasta 

alcanzar 144 hpi. Posteriormente, se recogieron los extractos celulares y los sobrenadantes de infección; 

estos sobrenadantes se purificaron mediante un colchón de sacarosa al 25%. 

El análisis mediante SDS-PAGE de las células infectadas permitió detectar una clara expresión de las 

proteínas estructurales VP2 y VP6 para todos los grupos (Fig. 28A, tabla 5), aunque en el caso de RVB 

se detectaron niveles más bajos de expresión de VP6, en RVC de VP2 y en el caso de RVD una baja 

expresión de ambas proteínas, en comparación a los demás grupos. 

Tabla 5. Pesos moleculares de las diferentes proteínas VP2 y VP6 expresadas de los diferentes grupos de RV. 

Con el objetivo de aislar posibles ensamblados macromoleculares de los sobrenadantes de las 

infecciones, estos fueron ultracentrifugados a través de un colchón de sacarosa al 25%. El análisis 

bioquímico de los precipitados obtenidos muestra la presencia de material particulado formado por VP2 
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y VP6 en los grupos A, D, G, e I (Fig. 28B). La abundancia relativa de material particulado en RVD, 

RVG y RVI, podría indicar un mejor ensamblaje de las vDLPs bajo estas condiciones de expresión, 

óptimas para RVA, o bien una mayor estabilidad de los ensamblados formados. Para los grupos B, C y 

F, no se observa la presencia de las bandas correspondientes a las proteínas, mientras que en el caso del 

RVH únicamente se detecta la presencia de VP2, lo que sería compatible con la formación de SLP o 

agregados de VP2 (Fig. 28B). Además, se observaron dos bandas con pesos moleculares similares a 

dos proteínas estructurales mayoritarias de baculovirus (gp64 y VP39). La naturaleza de los posibles 

ensamblados se caracterizó mediante microscopía electrónica por tinción negativa (Fig. 28C). Se 

observaron vDLP íntegramente ensambladas en los grupos A, D, F, G e I. La abundancia relativa de 

vDLP en las muestras se encuentra reflejada en la Tabla 6. Aunque en los grupos F y G se observan 

vDLP obtenidas del sobrenadante de infección, su número es mucho menor que en las muestras 

correspondientes a los grupos A, D e I. 

Figura 28. Caracterización de la expresión de VP2 y VP6 de los diferentes grupos de RV en la línea celular H5. (A-B) 
Análisis mediante SDS-PAGE y tinción con azul de Coomassie de extractos de células H5 infectadas (A) y del material 
particulado presente en los sobrenadantes de infecciones (B) con los rBVs que expresan las proteínas estructurales VP2 y VP6 
de los distintos grupos de RV. Se indican las posiciones de los marcadores de peso molecular, con asteriscos de color verde 
las posiciones de la proteína VP2 y de color azul las de la proteína VP6. Las flechas gp64 y VP39 indican la posición de las 
proteínas estructurales más abundantes de baculovirus. (C) Análisis por ME y tinción negativa del material particulado. Se 
indica el grupo de RV correspondiente a cada imagen. La barra de escala corresponde a 100 nm. 
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4.3.2. Efecto de la línea celular en la formación de vDLP 

La línea celular empleada es uno de los factores que tiene un efecto más importante en la expresión de 

proteínas en el sistema de BEVS (Drugmand et al., 2012), por lo que nos propusimos evaluar la 

producción de las proteínas recombinantes, su ensamblaje en vDLP y su liberación al medio extracelular 

empleando las líneas celulares de insecto Sf9 y Sf21, que junto con la línea H5, son las más empleadas 

en este sistema. Para ello, se realizaron los mismos análisis descritos en el apartado anterior. 

El análisis bioquímico mediante SDS-PAGE de las células infectadas (Fig. 29A-B, células) mostró para 

ambas líneas el mismo patrón de expresión de las proteínas VP2 y VP6 y la misma relación de 

intensidades observada en las infecciones de células H5, aunque con un menor nivel de expresión, sobre 

todo en el caso de Sf21 (Fig. 29B, células). El análisis del material particulado contenido en el 

sobrenadante de infección y separado mediante colchones de sacarosa muestra la presencia de bandas 

correspondientes a las proteínas VP2 y VP6 así como numerosas bandas adicionales (Fig. 29A-B, 

sobrenadantes). La mayoría de estas bandas probablemente corresponden a proteínas estructurales de 

baculovirus, ya que estas líneas celulares, Sf9 y Sf21, producen hasta 15 veces más partículas infectivas 

de baculovirus que la línea celular H5 (Drugmand et al., 2012; Irons et al., 2018). Las bandas 

correspondientes a gp64 y VP39, las dos proteínas estructurales mayoritarias de baculovirus, son 

claramente identificables en los perfiles electroforéticos, especialmente en los del material particulado 

Figura 29. Caracterización de la expresión de VP2 y VP6 de los diferentes grupos de RV en las líneas celulares Sf9 (A) 
y Sf21 (B). Análisis mediante SDS-PAGE y tinción con azul de Coomassie de extractos de células infectadas (Células) y del 
material particulado presente en los sobrenadantes de infecciones (Sobrenadantes) con los rBVs que expresan las proteínas 
estructurales VP2 y VP6 de los distintos grupos de RV. Se indican con asteriscos de color verde las posiciones de las bandas 
correspondientes a la proteína VP2 y de color azul en el caso de VP6. Las flechas gp64 y VP39 indican la posición de las 
proteínas estructurales más abundantes de baculovirus. 
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purificado de los sobrenadantes (Fig. 29A-B, sobrenadantes). La diferencia más importante observada 

con respecto a las expresiones en H5 es la presencia de una mayor cantidad de VP2 y VP6 en el material 

particulado correspondiente a RVD en la línea celular Sf9 (Fig. 29A, sobrenadantes RVD), lo que podría 

indicar una mayor eficiencia en el ensamblaje de vDLP en esta línea celular. 

El análisis por tinción negativa de los sedimentos confirmó la mayor presencia de partículas de 

baculovirus y restos de celulares junto con los ensamblados derivados de la expresión de VP2 y/o VP6 

en todas las muestras obtenidas de estas dos líneas celulares. En el caso de Sf9 la cantidad relativa de 

partículas obtenidas fue muy similar a la obtenida en H5, mientras que la integridad estructural de las 

mismas parece menor. Las vDLP de RVA, D, F, G, y I se encontraron en muchos casos parcialmente 

ensambladas y asociadas entre sí, a membranas o a impurezas presentes en la muestra (Fig. 30). De 

acuerdo con lo observado en los análisis bioquímicos, la cantidad de vDLP de RVD es mucho mayor 

que en las preparaciones obtenidas en la línea celular H5 (Fig. 30). 

A diferencia de lo observado en la línea H5, fue posible la visualización de vDLP de RVB y RVC, 

aunque parcialmente ensambladas, rotas y asociadas a membranas obtenidas en la línea celular Sf9 y 

Sf21. En el caso de RVH, se observaron estructuras tubulares, en ambas líneas celulares, semejantes a 

las descritas en la línea celular H5 (Fig. 30). Tras estos resultados, se descartó la línea celular Sf21 para 

la generación de vDLP ya que, aunque se observó la formación de partículas vDLP de RVA, D, G, F e 

I, la integridad estructural encontradas en las mismas fue bastante deficiente y la cantidad purificada 

fue menor a la encontrada en la línea celular Sf9. 

Los resultados mostrados en los apartados anteriores indican que la cantidad de vDLP aisladas de los 

sobrenadantes de las infecciones con los rBV de RVI en células H5 y de RVD en células Sf9 es igual o 

superior a la producida para RVA, suficiente, por tanto, como para abordar su purificación a mayor 

escala. También hemos determinado que los niveles de expresión de las proteínas VP2 y VP6 de las 

especies RVB, RVC, RVF, RVG y RVH, son superiores en la mayoría de los casos a los observados 

para RVD, y sin embargo apenas se pueden aislar vDLP de los sobrenadantes de estas infecciones. Para 

determinar si esto se debe a un problema en el ensamblaje de las vDLP, o en la liberación de estas al 

sobrenadante del medio de cultivo se realizó un análisis ultraestructural de células H5 y Sf9 infectadas 

con los diferentes rBV. 

4.3.3. Análisis ultraestructural de la formación de partículas vDLP 

Con el objetivo de analizar el posible ensamblaje las partículas en el interior de estas células se 

analizaron mediante microscopía electrónica de transmisión cortes ultrafinos de células H5 y Sf9 

infectadas con los distintos baculovirus e incluidas en resina epoxídica. En paralelo se analizaron 

inclusiones de células de insecto no infectadas o infectadas con el baculovirus control. Las inclusiones 
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Figura 30. Análisis por microscopía electrónica y tinción negativa del material particulado obtenido de los 
sobrenadantes de infección de los diferentes grupos de RV en las líneas celulares Sf9 y Sf21. Se indica el grupo de RV 
correspondiente a cada imagen. Se indica mediante recuadros discontinuos aquellas partículas vDLP no claramente visibles 
para RVB, RVC, RVF y RVH. Las flechas blancas indican estructuras tubulares semejantes a tubos de VP6. La barra de escala 
corresponde a 100 nm. 

se realizaron a las 72 hpi, un tiempo que nos proporciona un compromiso entre la progresión de la 

infección y la preservación ultraestructural. 

Durante una infección natural, VP2 y VP6 son reclutadas a los viroplasmas formados por NSP2 y NSP5 

(Fabbretti et al., 1999). En el modelo actual de morfogénesis del RVA (Desselberger et al., 2009; 

Hiroshi Suzuki, 2019), el ensamblaje de las DLPs se produce en la periferia de los viroplasmas donde 

hay una elevada concentración local de VP6 (Berois et al., 2003; Desselberger, 2014). Las DLP 

formadas permanecerían en el viroplasma desarrollando la transcripción secundaria (Ayala-Breton et 

al., 2009) o, mediante su interacción con NSP4 y VP4, se internarían en el retículo endoplásmico, que 

rodea los viroplasmas, para proseguir la ruta morfogenética y generar TLP (M. K. Estes & Greenberg, 
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2013; T. López et al., 2005; O’Brien et al., 2000). A pesar de la ausencia de las proteínas no estructurales 

y por lo tanto, de viroplasmas, la coexpresión de VP2 y VP6 da lugar al ensamblaje de DLP (Zeng et 

al., 1996b), y su coexpresión con VP7 y VP4 produce TLP aunque con una baja eficacia (S E Crawford 

et al., 1994). 

Los resultados obtenidos del análisis de los cortes ultrafinos de las infecciones de los rBV de RVA en 

células H5 y Sf9 son similares a los descritos para la localización y formación de vDLP de RVA 

ensambladas en células Sf9 (Berois et al., 2003; Mena et al., 2006). Se observa la presencia de 

estructuras esféricas que evocan vDLP ensambladas de unos 50-60 nm de diámetro en el citoplasma de 

las células infectadas tanto en H5 (Fig. 31, RVA) como en SF9 (Fig. 32, RVA). La ultraestructura de 

las células infectadas presentaba ciertas características no observadas en células sin infectar (Mock). En 

células infectadas es posible ver la presencia de baculovirus en el interior del núcleo celular, así como 

la aparición de grandes zonas electrodensas en el citoplasma, un aumento del número de vesículas y 

estructuras membranosas amorfas agrupadas en el citoplasma. En algunas células se observaron 

estructuras esféricas similares a vDLP sin una localización específica en el citoplasma. Las partículas 

se encuentran en regiones perinucleares, cerca de estructuras membranosas, electrodensas, o 

distribuidas en otras regiones del citoplasma sin una asociación aparente a ningún elemento celular. 

Los datos muestran que existe una buena correlación entre la presencia de las DLP en los sobrenadantes 

de infección y su observación en el interior celular. Esto indica que el problema referente a la ausencia 

de formación de vDLP en los grupos RVB, C, F, G y H radicaría en el ensamblaje de las partículas en 

estas condiciones de expresión y no en la incapacidad de purificarlas. Así, en el caso de RVA y RVI se 

observó un gran número de vDLP en ambas líneas celulares H5 (Fig. 31; RVA, RVI) y SF9 (Fig. 32; 

RVA, RVI), formando incluso paracristales no rodeados de membrana en RVI en ambas líneas 

celulares. En el caso de RVD se identifica con facilidad la presencia de vDLP, aunque en menor 

cantidad que en RVI o RVA, y además el ensamblaje parece ser más eficaz en Sf9 (Fig. 32; RVD) que 

en H5 (Fig. 31; RVD), en concordancia con los resultados obtenidos previamente. El ensamblaje de las 

vDLP ocurre con menor frecuencia en RVG y todavía menos en RVF, aunque es posible identificar 

zonas en las que aparecen grupos de vDLP que muestran una aparente integridad estructural (Fig. 31, 

32; RVF, RVG). En el caso de RVH destaca la presencia de grandes ensamblados de estructura 

aparentemente tubular adyacentes a alguna vDLP en el caso de H5 (Fig. 31; RVH), y de lo que parecen 

ser SLP cuando las infecciones se analizan en células Sf9 (Fig. 32; RVH). En células que expresan las 

proteínas de RVB y RVC se observaron estructuras filamentosas, agregados intracelulares y, muy 

ocasionalmente, material particulado que podría corresponder a vDLP pero sin la misma integridad 

estructural vista en los otros grupos (Fig. 31, 32; RVB, RVC). Ninguna de estas estructuras (vDLP, 

tubos o agregados intracelulares) fueron detectadas en las células sin infectar (Mock), ni en células 

infectadas con un rBV control. 
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Figura 31. Caracterización ultraestructural de células H5 infectadas con rBVs para la coexpresión de las proteínas VP2 
y VP6 de los diferentes grupos de RV. Microscopía electrónica de secciones ultrafinas de células H5 infectadas incluidas en 
resina epoxídica. Cada panel viene indicado con la letra correspondiente al grupo de RV estudiado. Los paneles de la izquierda 
muestran una visión global y representativa de lo observado en las secciones. Se recuadran las regiones de interés ampliadas 
a la derecha de cada panel. En cada caso se observó: (RVA) paracristales de partículas ensambladas, (RVB) partículas 
asociadas a inclusiones intracelulares y estructuras tubulares, (RVC) partículas asociadas a inclusiones intracelulares, (RVD) 
partículas ensambladas, estructuras tubulares e inclusiones intracelulares, (RVF) partículas ensambladas y partículas asociadas 
a inclusiones intracelulares, (RVG) partículas ensambladas y partículas asociadas a inclusiones intracelulares, (RVH) 
partículas ensambladas junto a estructuras tubulares y (RVI) paracristales de partículas ensambladas. La barra de escala 
corresponde a 500 nm. 

78 



 

 
 

  

 

           
           

              
              

           
           

            
          

    

Resultados 

Figura 32. Caracterización ultraestructural de células Sf9 infectadas con rBVs para la coexpresión de las proteínas 
VP2 y VP6 de los diferentes grupos de RV. Microscopía electrónica de secciones ultrafinas de células SF9 infectadas 
incluidas en resina epoxídica. Cada panel viene indicado con la letra correspondiente al grupo de RV estudiado. Los paneles 
de la izquierda muestran una visión global y representativa de lo observado en las secciones. Se recuadran las regiones de 
interés ampliadas a la derecha de cada panel. En cada caso se observó: (RVA) paracristales de partículas ensambladas, (RVB) 
inclusiones intracelulares y estructuras tubulares, (RVC) inclusiones intracelulares, (RVD) partículas ensambladas, (RVF) 
partículas asociadas a inclusiones intracelulares, (G) partículas ensambladas y partículas asociadas a inclusiones intracelulares, 
(RVH) partículas ensambladas junto a estructuras tubulares y (RVI) paracristales de partículas ensambladas. La barra de escala 
corresponde a 500 nm. 
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4.4. Purificación de vDLP de extractos de células infectadas 

Los resultados anteriores indican que únicamente se libera al medio extracelular una pequeña fracción 

de las vDLP producidas durante la infección y que en muchos casos estas aparecen asociadas a 

estructuras de membrana. Hipotetizamos que la solubilización de esas membranas permitiría la 

liberación de una mayor cantidad de vDLP. Con este objetivo, se decidió tratar células infectadas con 

rBVs para la coexpresión de las proteínas VP2 y VP6 de los diferentes grupos de RV con detergentes 

(IGEPAL CA-630 y Tritón X-100) y con el disolvente Vertrel XF (1,1,1,2,3,4,4,5,5,5-

decafluoropentano). 

Se infectaron células H5 y Sf9 con los diferentes rBV y a las 144 hpi se recogieron las células y los 

sobrenadantes de infección. A continuación, las células fueron lavadas con PBS, sonicadas e incubadas 

con los detergentes o con Vertrel XF según el protocolo descrito en el apartado 3.3.4. Tras el tratamiento 

con los diferentes agentes, las muestras se centrifugaron para separar las fracciones solubles y éstas se 

analizaron mediante SDS-PAGE (Fig. 33, anexo 5). 

El análisis bioquímico (Fig. 33) de estas fracciones mostró que el tratamiento con los diferentes agentes 

es eficaz en la solubilización de una fracción adicional de proteínas VP2 y VP6 del interior de las 

células. En los casos en los que la producción de vDLP es más abundante, como RVA, RVD y RVI, los 

métodos empleados mostraron una eficacia mayor en la solubilización de VP2 y VP6. Para las células 

infectadas con RVB y RVF estos métodos permiten la solubilización simultanea de VP2 y VP6, no 

observada en los sobrenadantes de infección. En otros casos, la solubilización depende de la línea 

celular y del agente empleado. Así, la VP6 de RVC se observa mejor en las extracciones realizadas a 

partir de células H5, mientras que en el caso de RVD o RVH se detecta una mayor cantidad de VP2 y 

VP6 en células Sf9. Es interesante destacar la solubilización de elevadas cantidades de la proteína VP6 

de RVH, sobre todo en células Sf9. Esta proteína no se detecta en los sobrenadantes de infección, ya 

probablemente debido a la formación de tubos, los cuales fueron observados en los cortes ultrafinos de 

estas células. Se observa también, una aparente degradación de la proteína VP2 en varios aislados 

durante este proceso de extracción. Esto puede estar debido a la rotura de los compartimentos 

subcelulares y la consiguiente liberación de enzimas proteolíticas. Esto es particularmente visible en el 

caso de la VP2 de RVB en células Sf9, y parece ser más acusado en las extracciones de células H5 

infectadas, con los rBV correspondientes a RVA, RVB, RVF y RVI (Fig. 33). 

Mientras que la extracción con Vertrel únicamente permite analizar la fracción solubilizada en la fase 

acuosa, en el caso de los tratamientos con los detergentes es posible analizar tanto la fracción soluble 

como la insoluble. El análisis comparativo de ambas fracciones de células tratadas con los detergentes 

Tritón X-100 e IGEPAL muestra que la mayoría de las proteínas VP2 y VP6 expresadas quedan 

retenidas en la fase insoluble (anexo 5). 
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Figura 33. Análisis bioquímico de la fase soluble de extractos celulares tratados con detergentes y Vertrel. Análisis 
mediante SDS-PAGE y tinción con azul de Coomassie de las fases solubles tras los tratamientos con detergentes o Vertrel XF 
de células H5 y SF9 infectadas con los rBVs que expresan las proteínas estructurales VP2 y VP6 de los distintos grupos de 
RV indicados. Se indican con asteriscos de color verde las posiciones de las bandas correspondientes a la proteína VP2 y de 
color azul en el caso de VP6. Las flechas gp64 y VP39 indican la posición de las proteínas estructurales más abundantes de 
baculovirus. 

Las fases solubles se analizaron mediante microscopía electrónica por tinción negativa para la línea 

celular H5 (anexo 6) y SF9 (anexo 7), y sus imágenes representativas se presentan junto con un análisis 

similar de los sedimentos procedentes de sus sobrenadantes de infección ultracentrifugados a través un 

colchón de sacarosa al 25%, con el fin de comparar la cantidad e integridad de las partículas obtenidas 

por ambos métodos. La tabla 6 resume toda la información referente a la expresión de las proteínas VP2 

y VP6 analizadas mediante SDS-PAGE, así como la presencia o ausencia de vDLP y tubos observados 

en las imágenes de tinción negativa por microscopía electrónica, que resumimos brevemente a 

continuación. 

En el caso de RVA se obtiene una producción abundante de vDLP tanto intracelulares como en el 

sobrenadante de las infecciones. Se observaron vDLP purificadas del sobrenadante de infección en 

todas las líneas celulares, obteniéndose en mayor número y con una mayor integridad en la línea celular 

H5 (Fig. 34, RVA). Igualmente, se extrajeron partículas intracelulares de las líneas H5 y SF9, pero en 

ningún caso con la misma integridad estructural observada en las partículas purificadas del medio 

extracelular. 
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Tabla 6. Expresión de las proteínas VP2-VP6 y formación de vDLP a nivel intracelular y extracelular. Se indica el grado 
de expresión intracelular de las proteínas VP2 y VP6 en las líneas celulares H5 y SF9 analizadas mediante SDS-PAGE 
(Expresión celular). Se utiliza una escala donde +++ es la máxima expresión y +/- es la mínima observada respecto a todo el 
conjunto de datos. Se indica el grado de vDLP o tubos purificados del medio extracelular del sobrenadante del infección así 
como intracelulares tras la incubación de las células con Tritón X-100, IGPal o Vertrel. Se utiliza una escala donde ++++ es 
la máxima cantidad de ensamblados observados y – es la nula presencia de ensamblados observados respecto a todo el conjunto 
de datos. 

La coexpresión de VP2 y VP6 de RVB no produce el ensamblaje de vDLP en cantidades significativas. 

Los sobrenadantes de infección ultracentrifugados de RVB contenían estructurales tubulares 

observadas en las líneas celulares H5, pero no se observaron vDLP en ninguna línea celular. El 

tratamiento con detergentes o Vertrel permitió visualizar las mismas estructuras tubulares en las 

fracciones solubles obtenidas en las dos líneas celulares (anexo 6 y 7). Únicamente en el caso de células 

H5 incubadas con Tritón X-100 e IGEPAL fue posible la observación de vDLP agregadas junto con 

restos de vesículas o tubos (Fig. 34, RVB). 

En el caso de RVC tampoco se produce un ensamblaje eficiente de vDLP. Sólo se observaron partículas 

aisladas de RVC o fragmentos de ellas en los sobrenadantes de infección ultracentrifugados. La 

observación de las fases solubles en este caso permitió la visualización de algunas partículas agregadas 

y con baja integridad estructural. El mayor número de partículas se encontró en la fase soluble de células 

SF9 incubadas con Tritón X-100 (Fig. 34, RVC). 

82 



 

 
 

  

                  

                

            

               

                

                

         

                  

                

               

                 

                    

              

               

                

                

                

        

                    

                

                

              

            

  

                   

              

                  

                

                   

               

                

        

 

Resultados 

La coexpresión de VP2 y VP6 de RVD permite el ensamblaje, más eficiente en la línea celular Sf9, de 

vDLP que son liberadas al medio de cultivo. El análisis de los sobrenadantes de infección permitió 

además observar la presencia de estructuras tubulares, probablemente formadas por VP6 (Fig. 34, 

RVD). En ningún caso, el tratamiento con detergentes de las células infectadas permitió la extracción 

y observación de un mayor número de partículas que las purificadas del medio extracelular. La mayoría 

se observaron agregadas entre sí o unidas a vesículas. Igualmente, se pudieron observar tubos de VP6 

extraídos del interior de células H5 y SF9. 

No se observa un ensamblaje eficiente de vDLP por la coexpresión de VP2 y VP6 de RVF, únicamente 

se detectaron vDLP aisladas en las purificaciones realizadas a partir de células SF9 infectadas, y del 

medio de cultivo y células infectadas en el caso de H5 (Fig. 34, RVF). 

La coexpresión de VP2 y VP6 de RVG permite el ensamblaje eficiente de vDLP, aunque en menor 

medida que el observado para RVA, o RVD, y únicamente en la línea celular H5. En el caso de los 

sobrenadantes de infección, sólo se observaron vDLP de RVG aisladas, integras y sin agregar 

procedentes del sobrenadante de infección de la línea celular H5. El tratamiento con detergentes o 

Vertrel permitió la extracción de alguna partícula aislada en SF9. Las partículas extraídas de células H5 

fueron mucho más abundantes e integras estructuralmente (Fig. 34, RVG). Por este motivo se eligió la 

extracción con Vertrel XF de células H5 infectadas como el mejor protocolo para la purificación de 

vDLP en cantidades adecuadas para su estudio estructural. 

En el caso de RVH, la coexpresión de VP2 y VP6 no produce el ensamblaje eficiente de vDLP. En los 

sobrenadantes de infección únicamente se observa la presencia de tubos de VP6 o vSLP. La observación 

de las fracciones intracelulares solubles mostró en su mayoría la presencia de fragmentos de vDLP no 

ensambladas por completo y formando agregados con otras partículas o restos celulares. Sin embargo, 

se observó alguna partícula correctamente ensamblada, aunque de manera muy minoritaria (Fig. 34, 

RVH). 

Por último, en el caso de RVI la coexpresión de VP2 y VP6 permite un ensamblaje muy eficiente de 

vDLP, incluso mayor que el observado para RVA. Así, se observaron partículas purificadas del 

sobrenadante de infección en células H5 y Sf9, siendo H5 la línea en la que se observaron un mayor 

número de ellas (Fig. 34, RVI). Apenas se consiguió extraer alguna partícula del interior celular, a 

excepción de células H5 y Sf9 tratadas con Vertrel. A pesar de ello, la mayoría de estas se encontraban 

agregadas entre ellas o restos celulares. También se observó alguna partícula aislada en células H5 

incubadas Tritón X-100 o IGEPAL. En este último caso, se observaron también algunos tubos de VP6 

en la fase soluble (Fig. 34, RVI). 
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Figura 34. Análisis por microscopía electrónica por tinción negativa de ensamblados purificados del interior de células 
H5 y SF9. Visualización de imágenes de tinción negativa por ME del material ensamblado obtenido tras la infección con rBVs 
para la expresión de VP2 y VP6 de los grupos A-D F-I de RV. Se indica el grupo de RV correspondiente a cada imagen. Barra 
de escala a 200 nm. 

4.5. Influencia de la actividad proteasa en la formación de vDLP 

Uno de los problemas clásicos asociados a la expresión de proteínas mediante rBVs es la frecuente 

degradación de las proteínas expresadas debido a la presencia de una elevada actividad proteasa en las 

células de insecto (Gotoh et al., 2001; Naggie & Bentley, 1998), y a la expresión de varias proteasas 

por el baculovirus empleado como vector (Ishimwe et al., 2015). Es posible que la ausencia de 

expresión, y/o ensamblaje observado en las producciones de vDLP de RVB, RVC, RVF y RVH, esté 

relacionada con el procesamiento proteolítico de su VP2 o VP6 en este sistema de expresión. Para 

disminuir las actividades proteasa en el BEVS se han empleado varias estrategias como el empleo de 

inhibidores de proteasas durante la infección (Ikonomou et al., 2003) o el empleo de baculovirus de 

cuyos genomas se han eliminado los genes v-cath (Slack et al., 1995) y chiA (Hom & Volkman, 2000), 

que codifican una proteinasa tipo L-catepsina y una chitinasa (Berger et al., 2004). Puesto que añadimos 

una mezcla de inhibidores de proteasas cada 24 h a partir de las 48 hpi, que ha demostrado ser efectiva 

en el sistema BEVS (Ikonomou et al., 2003), se evaluó el posible papel de las proteasas L-catepsina y 

una chitinasa en la formación de vDLP. Para ello, se generaron rBVs que empleando los mismos 

plásmidos vectores usados anteriormente para generar los recombinantes que expresan las proteínas 

VP2 y VP6 de RVA, RVB, RVC y RVH pero sobre un genoma que no contiene los genes de esas dos 

proteasas, denominado MultiBac (Berger et al., 2004). 
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Una vez generados y amplificados estos rBV, se infectaron células H5, Sf9 y Sf21 y se analizaron los 

extractos celulares y la formación de ensamblados en los sobrenadantes de infección. Como se muestra 

en la figura 35A, no se observan diferencias significativas en los patrones de expresión de las proteínas 

recombinantes en las distintas líneas celulares que podamos relacionar con una disminución de la 

actividad proteasa. En el caso de RVB, no se observó una banda correspondiente a la proteína VP6 en 

ninguna línea celular. En RVC y RVH, se observaron bandas de VP2 y VP6 en el análisis bioquímico, 

tanto en los extractos celulares (Fig. 35 A.1) como en los ensamblados purificados tras el colchón de 

sacarosa (Fig. 35 A.2), sin embargo, la observación por tinción negativa mediante microscopía 

electrónica del material particulado purificado de los sobrenadantes de infección no mostró la formación 

de partículas vDLP en ninguno de los casos para RVB, RVC y RVH, sólo se observaron tubos de VP6 

(Fig. 35B). Tampoco se observó un aumento significativo de las vDLP formadas en el caso de RVA 

(Fig. 35B). Tras observar estos resultados se descartó el uso de estos rBVs al no proporcionar ninguna 

ventaja frente a los previamente utilizados ya que, aparentemente, la eliminación de estos genes virales 

(V-cath, chiA) no tiene ningún efecto en el ensamblaje de partículas purificadas del sobrenadante de 

infección. 

Figura 35. Análisis de la expresión de proteínas VP2 y VP6 y formación de vDLP en rBV MultiBac. (A) SDS-PAGE 
teñido con azul de Coomassie de células H5, SF9 y SF21 infectadas con rBV generados empleando el sistema MultiBac que 
expresan las proteínas VP2 y VP6 de RVA, RVB, RVC y RVH. Se indican las posiciones correspondientes a los extractos 
celulares como (1) y los sedimentos procedentes de la ultracentrifugación del sobrenadante de infección con (2). (B) 
Micrografías electrónicas de tinción negativa de los sedimentos obtenidos tras ultracentrifugación de los sobrenadantes de 
infección en el caso de RVA (células H5). La barra de escala representa 100 nm. 

4.6. Caracterización estructural de partículas vDLP de otros grupos de RV 

Los experimentos realizados nos permitieron identificar las condiciones para la expresión y purificación 

de vDLP de RVD, RVG y RVI en cantidades suficientes como para abordar la determinación de su 

estructura atómica. En primer lugar, nos centramos el estudio de vDLP de RVI y RVD debido a su 

mayor preservación estructural y mayor facilidad en el proceso de purificación. En el caso de RVG, 

aunque la extracción con Vertrel XF de células H5 infectadas permite la obtención de cantidades 

adecuadas de vDLP, las limitaciones de tiempo y mayor complejidad en el protocolo de purificación 

desaconsejaron su abordaje. 
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Para producir vDLP a gran escala se utilizaron las condiciones de infección descritas en el apartado 

3.2.2. Se infectaron células de insecto con los rBVs duales, Sf9 en el caso de RVD y H5 en el caso de 

RVI y los cultivos infectados se mantuvieron a 27ºC durante 144 hpi. La purificación de las vDLP se 

llevó a cabo según los protocolos detallados previamente (apartado 3.3.3). Las muestras purificadas 

enriquecidas se analizaron bioquímicamente mediante SDS-PAGE teñidos con azul de Coomassie. Este 

análisis permitió observar, en cada caso, dos bandas de proteína mayoritarias con una movilidad 

electroforética compatibles con las proteínas estructurales VP2 y VP6 (Fig. 36A-B). Las vDLP fueron 

vitrificadas y fueron analizadas mediante la observación directa de imágenes de crioME (Fig. 36A-B). 

4.6.1. Caracterización bioquímica, análisis por crioME y obtención del modelo atómico de las 

vDLP de RVD y RVI 

La visualización de imágenes de crioME mostró partículas homogéneas e isométricas mayoritariamente 

íntegras y con morfología circular (Fig. 36A-B), que no presentaban material electrodenso en su 

interior. En el caso de la vDLP de RVI se observó un mayor número de partículas con una menor 

integridad y parcialmente recubiertas por VP6 (Fig. 36B). 

Se tomaron 7698 y 4432 películas de las muestras de vDLP de RVD y RVI, respectivamente, que fueron 

alineadas y corregidas a partir de su CTF. A continuación, se seleccionaron 5832 y 4432 imágenes, en 

cada caso, a partir de las cuales se picaron y extrajeron 39781 partículas de vDLP de RVD y 42572 

partículas de RVI. Tras la clasificación 2D, se seleccionaron 29713 y 39468 partículas para la vDLP de 

RVD y RVI, respectivamente, y se realizaron clasificaciones 3D usando el paquete de programas de 

Relion (Scheres, 2012) utilizando como modelo inicial el mapa de vDLP de RVA generado 

previamente. Como resultado tras la clasificación de ambas muestras, se obtuvieron dos clases 

mayoritarias de las que se descartó una de ellas por estar formada por partículas no íntegras y cuya 3DR 

fue de muy baja resolución. La clase que presentaba la mejor resolución resultó en una 3DR con una 

resolución final de 3.5 Å en el caso de la vDLP de RVD y 3.7 Å en el caso de la vDLP de RVI, en base 

a los criterios de FSC 0.143 (anexo 4). 

La observación de los cortes centrales y transversales de los mapas 3D permitió observar cápsidas con 

dos capas concéntricas de proteína definidas en la vDLP de RVD (Fig, 36C) y RVI (Fig. 36D). La capa 

externa de VP6 de cada mapa se dispone con una simetría T=13 y la capa interna de VP2, 

inmediatamente subyacente, con una simetría T=1 (Fig. 36E, vDLP RVD; fig. 36F, vDLP RVI). En 

ambos mapas fue posible visualizar de forma clara elementos de estructura secundaria tanto en la capa 

de VP2 como en la capa de VP6. 

El análisis de la resolución local (anexo 8) mostró una resolución isotrópica en todo el entorno de la 

cápsida en ambos mapas a excepción de los trímeros pentaméricos y peripentaméricos, en los que la 

resolución fue menor, especialmente en el caso de la vDLP de RVI. 
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Figura 36. Análisis bioquímico y reconstrucción 3D mediante análisis de partículas individuales de vDLP de RVD y 
RVI. (A, B) Análisis bioquímico mediante SDS-PAGE y tinción con azul de Coomassie de partículas vDLPs purificadas de 
RVD (A) y RVI (B). Se indican las proteínas estructurales (VP) de RV. Se muestran criomicrografías electrónicas para ambas 
(Barra de escala a 100 nm). (C, D) Sección central del mapa de densidad de vDLP de RVD (C) y RVI (D) vista a lo largo del 
eje de simetría de orden dos. (E, F) representación de la estructura 3D de vDLP de RVD (E) y RVI (F) vista a lo largo del eje 
de simetría de orden dos. Se representa VP6 en azul y VP2 en verde. Las densidades se contornean a 2σ por encima de la 
media. (G-H) Estructura atómica de la subunidad asimétrica de la vDLP de RVD (G) y RVI (H). Se representan las cadenas 
de VP6 en azul y las cadenas de VP2 en verde. (I-J) Se muestra un corte transversal de los mapas atómicos ajustados en sus 
mapas de densidad del trímero VP6 de RVD (I) y RVI (J). En el caso de RVD (I), se observa una densidad central coincidente 
con el ion Zn+ coordinado por cada una de las histidinas (153H). Se representan algunas cadenas laterales como indicadores 
de la resolución alcanzada en los mapas. 
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A pesar de ello, la resolución alcanzada en el resto de trímeros de VP6 así como en la capa de VP2 de 

ambos mapas fue suficiente como para realizar el ajuste y trazado de sus estructuras atómicas. 

Utilizando como modelo de referencia la estructura de la vDLP de RVA, se generaron cadenas por 

homología para cada monómero de VP2 y VP6 de la subunidad asimétrica de la vDLP de RVD y vDLP 

de RVI. 

En primer lugar, se realizó un ajuste de cuerpo rígido de las coordenadas generadas sobre los mapas de 

densidad. Posteriormente, las coordenadas fueron revisadas manualmente con el programa Coot para 

optimizar el ajuste a la densidad electrónica, refinadas y validadas con PHENIX (tabla 2, materiales y 

métodos) (Fig 36G, RVD. Fig. 36H, RVI). En la vDLP de RVD se pudieron visualizar densidades 

ubicadas entre los monómeros que forman los trímeros de VP6 correspondientes a posiciones que se 

encuentran coordinando un ion Zn+ (Fig. 36I). En el caso de la vDLP de RVI (Fig. 36J), no se ha 

observado esta densidad en su misma posición (representada) ni adyacentes. 

4.6.2. Comparación estructural de las partículas vDLP de RVD y RVI con la partícula vDLP 

de RVA 

Aunque las 3DR de la vDLP de RVD y RVI mostraron una organización estructural similar a la vDLP 

de RVA (Fig. 36E, F), ambas presentan un mayor tamaño, con una expansión promedio de 8 Å en la 

vDLP de RVD y 24 Å en el caso de la vDLP de RVI (Fig. 37A-B, tabla 7). Este desplazamiento se 

puede observar como un movimiento ortogonal conjunto de las capas de VP2 y VP6 (Fig. 37C-D). La 

vDLP de RVI presenta una expansión de unos 16 Å respecto a la vDLP de RVD (Fig. 37A, B, E). 

El análisis detallado de los radios (tabla 7) de las capas VP2 y VP6 de RVA, RVD y RVI muestra que: 

i) el radio interno de la capa de VP2 de RVD es 10 Å mayor al medido en la vDLP de RVA y 25 Å 

mayor en el caso de RVI; ii) el grosor de la capa de VP2 (distancia entre el radio interno y externo de 

VP2) en RVA y RVD es de 40 Å y en RVI es de 45 Å; iii) el grosor de la capa de VP6 es de 85 Å en 

RVA y RVI, pero de 90 Å en el caso de RVD; y iv) el radio externo de la capa de VP6 es unos 15 Å 

mayor en RVD y 30 Å mayor en el caso de RVI respecto al encontrado en RVA. 

Tabla 7. Análisis de los radios encontrados en las reconstrucciones obtenidas de la DLP de RVA y vDLP de RVA, RVD 
y RVI. Se indican los valores de los radios internos de las cápsidas (radio interno VP2) así como los valores de los radios de 
las cápsidas medidos por la cara externa de la capa de VP6 (radio externo VP6). Se muestran los radios de las cápsidas a nivel 
de la interseccion de las capas de VP2 y VP6 en cada caso. Los valores se muestran en Å. 
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Figura 37. Comparación de los mapas de densidad de las partículas vDLP de RVA, RVD y RVI. (A) Representación de 
los perfiles radiales de las partículas vDLP de RVA, RVD y RVI. Se representan las curvas correspondientes a los perfiles 
radiales calculados para cada mapa 3D obtenido de la vDLP de RVA, RVD y RVI. Cada curva se representa en con un color 
único asociado a cada partícula e indicado en la leyenda del gráfico. (B) Análisis conjunto de los mapas 3D superpuestos de 
las vDLP de RVA (naranja), RVD (morado) y RVI (verde). Se representan ambas capas VP2 y VP6 coloreadas radialmente 
con tonos más oscuros y claros, respectivamente. (C-E) Representación de la expansión producida entre las diferentes cápsidas 
de RVA, RVD y RVI. Vista lateral de parejas de dímeros de VP2 (panel superior) y trímeros de VP6 (panel inferior) en sus 
posiciones originales en el entorno de la cápsida completa correspondientes de las estructuras de las vDLP de RVA (naranja) 
y RVD (violeta) (C), RVA (naranja) y RVI (verde) (D) y RVD (verde) y RVI (violeta) (E). 

La comparación de las estructuras atómicas obtenidas para la subunidad de VP2 y VP6 (tabla 8) muestra 

que la homología estructural (z-score) de ambas proteínas en RVA y RVD es mucho mayor que cuando 

ambas se comparan con RVI. Asimismo, las desviaciones cuadráticas medias (rmsd) de los Cα de VP2 

y VP6 entre la vDLP de RVA y RVI son mayores que las observadas entre las partículas vDLP de RVA 

y RVD. 

Al alinear estructuralmente ambos monómeros se observó un desplazamiento de 33 aminoácidos desde 

el extremo amino terminal de RVD (residuo 171) con respecto al extremo amino de RVA (residuo 138), 

hasta el extremo carboxilo terminal. Este desfase se correspondería a los 31 aminoácidos adicionales 
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Tabla 8. Alineamiento estructural y análisis comparativo de las vDLP de RVA, RVD y RVI. Se muestran los valores 

obtenidos tras el análisis comparativo de las cápsidas vDLP mediante el servidor Dali. Se indica para cada pareja de cápsidas 

y monómeros VP2 y VP6 correspondientes los valores de rmsd (desviación cuadrática media) que indica la probabilidad de 

que el alineamiento sea incorrecto, donde valores más bajos indican mayor fiabilidad; los valores z-score, el cual refleja la 

similitud estructural entre ambas secuencias, y donde valores más altos indican mayor similitud; el número de Cα alineados 

en cada caso y el porcentaje de identidad de secuencia entre las parejas de VP2 y VP6 alineadas. 

encontrados en la secuencia de VP2 de RVD respecto a la VP2 de RVA. Globalmente, la estructura 

encontrada en la VP2 es similar a la descrita en RVA, aunque se observa una pequeña expansión en 

RVD hacia ambos extremos por los dominios apical y dimérico (Fig. 38A). En la figura 38B se muestra 

la subunidad asimétrica de la capa de VP2 de RVD en el entorno de la cápsida y se destacan las regiones 

que presentan una mayor variabilidad estructural. Estas regiones se corresponden al extremo amino 

terminal y a puntos de interacción con otros monómeros de VP2 adyacentes por sus regiones central y 

apical (tabla 9). Cada una de estas regiones se representa marcada en la figura 38B. 

Respecto a VP6, el alineamiento de los monómeros de RVA y RVD, muestra un buen ajuste de ambas 

cadenas tanto en el dominio α-hélice como en el dominio apical barril-β de VP6 (Fig. 38C). A pesar de 

ello, se observa una mínima expansión producida desde la región central hacia el dominio apical barril-β 

de VP6 de RVD. El alineamiento estructural de ambos monómeros muestra ligeras diferencias en 

ciertos elementos de estructura secundaria. Estos cambios se localizan en tres bucles del monómero 

(Fig. 38D, tabla 9). Aunque estos bucles no participan en la interacción intertrímeros, podrían participar 

en la interacción con la capa externa de VP7. 

El monómero de VP2 de RVI conserva la estructura global en forma de coma. El alineamiento 

estructural con el monómero de RVA muestra cómo la VP2 de RVI no solapa con tanta precisión como 

en RVD (Fig. 39A RVI, 39A RVD). Además, es posible observar la expansión del monómero de RVI 

respecto a la VP2 de RVA (Fig. 39A RVI). 

Estos datos corroboran lo anteriormente observado en la expansión de la cápsida de RVI respecto a 

RVA (Fig. 39A, 37A-B). Las diferencias encontradas en la estructura secundaria a lo largo de toda la 

cadena en RVI son más numerosas que las observadas en RVD. Además de encontrar diferencias en el 
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Figura 38. Análisis y comparación de las estructuras atómicas de VP2 y VP6 en las partículas vDLP de RVA y RVD. 
(A, C) Representación de los monómeros VP2B (A) y VP6 (C) de RVA y RVD solapados entre sí. Se observa el dominio 
central de VP2 de la vDLP de RVA (naranja) alineado con la cadena VP2 de la vDLP de RVD (morado) y cómo se expande 
radialmente hacia ambos lados, dominio apical (rosa) y dominio dimérico (morado oscuro) respecto a la cadena de la vDLP 
de RVA. Igualmente, para VP6 (C) se observa la expansión de los dominios α-hélice basal (morado claro) y β-lamina de 
RVA (morado oscuro). (B) Representación de las cadenas VP2A y VP2B de RVD en el entorno de la cápsida. Se numeran 
y marcan en tonos más oscuros las estructuras secundarias en las que se observan mayores diferencias con respecto a RVA: 
el extremo amino terminal (I), bucle β8- β9 (II), bucle α10-α11 (III), el bucle α13-α14 (IV) y el bucle α17-α18 (V). (D) 
Representación de la cadena VP6 de RVD en el entorno del trímero. Se numeran y marcan en tonos más oscuros las 
estructuras secundarias en las que se observan mayores diferencias con respecto a RVA: el bucle α5-β3 (I), el bucle β10-
β11(II) y el bucle α6-β16 (III). Los modelos atómicos se representan mediante el diagrama de cintas. 

Tabla 9. Regiones con mayor variabilidad estructural entre monómeros VP2 y VP6 de RVA y RVD 
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Figura 39. Análisis y comparación de la estructura atómica de VP2 en las vDLP de RVA y RVI. (A) Representación 
de la estructura de VP2B de la vDLP de RVA (dominio apical: color marrón claro, dominio central: naranja y dimérico: 
naranja oscuro) superpuesto y alineado con la cadena VP2B de la vDLP de RVI (dominio apical: verde claro, dominio 
central: verde y dimérico: verde oscuro). (B) Representación de las cadenas VP2A y VP2B de RVI en el entorno de la 
cápsida. Se numeran y marcan en tonos más oscuros las estructuras secundarias en las que se observan mayores diferencias 
con respecto a RVA. (C-D) Representación frontal de la cadena de VP2B de la vDLP de RVI (C) y RVA (D) coloreadas 
desde el extremo N-terminal (azul) al extremo C-terminal (rojo). Se indican y numeran las regiones equivalentes en ambas 
estructuras que presentan una mayor variabilidad entre ellas en tonalidades oscuras (descritas en el texto). Los modelos 
atómicos se representan mediante el diagrama de cintas. 

extremo amino terminal, se observan numerosos cambios en regiones periféricas y centrales del 

monómero de VP2 de RVI (Fig. 39B). Estas regiones se corresponden tanto a bucles de interacción con 

monómeros de VP2 adyacentes como a diferentes residuos encontrados a lo largo de la región central 

de VP2. La figura 39C-D muestra detalles de las regiones equivalentes con una mayor variabilidad 

estructural (tabla 10) entre las estructuras de VP2 de RVI (Fig. 39C) y RVA (Fig. 39D) coloreadas 

desde el extremo N-terminal (azul) al extremo C-terminal (rojo). 

El alineamiento estructural de ambos monómeros mostró un desplazamiento de 56 aminoácidos en el 

extremo amino terminal y también cómo este va aumentando hacia el extremo carboxilo terminal debido 

a numerosas inserciones en la secuencia de VP2 en RVI. El desfase e inserciones observadas se 

corresponderían a los 100 aminoácidos adicionales encontrados en la secuencia de VP2 de RVI (982 

aa) frente a la secuencia de RVA (882 aa). 
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El solapamiento de los monómeros de VP6 de RVI y RVA (Fig. 40A) no fue tan preciso como en el 

caso de RVD y RVA (Fig. 38C). Al analizar la estructura del monómero en el contexto del trímero de 

VP6 (Fig. 40B) podemos observar diferencias estructurales en distintas regiones localizadas tanto en el 

dominio α-hélice basal como en diferentes bucles del dominio β-barril de la región apical. 

El alineamiento estructural del monómero de VP6 de RVI con el de RVA permite detectar un mayor 

número de diferencias que las observadas entre RVA y RVD en diferentes zonas del monómero. La 

figura 40 muestra detalles de las regiones equivalentes con una mayor variabilidad estructural (tabla 

10) entre las estructuras de VP6 de RVI (Fig. 40C) y RVA (Fig. 40D) coloreadas desde el extremo N-

terminal (azul) al extremo C-terminal (rojo). Estas regiones participan en la interacción intertrímeros y 

con la capa externa de VP7. También podrían ser las responsables de las diferencias antigénicas de VP6 

con respecto a RVA. 

Figura 40. Análisis y comparación de las estructuras atómicas de VP6 de las vDLP de RVA y RVI. (A) Representación 
de las cadenas VP6 de RVA (dominio α-hélice: naranja claro y dominio β-lámina: naranja oscuro) superpuesto y alineado 
con la cadena VP6 de la vDLP de RVI (dominio α-hélice: verde claro y dominio β-lámina: verde oscuro). (B) 
Representación de la cadena VP6 de RVI en el entorno del trímero. Se marcan en tonos más oscuros las estructuras 
secundarias en las que se observan mayores diferencias con respecto a RVA. (C-D) Representación frontal del monómero 
de VP6 de la vDLP de RVI (C) y RVA (D) coloreadas desde el extremo N-terminal (azul) al extremo C-terminal (rojo). Se 
indican y enumeran las regiones equivalentes en ambas estructuras que presentan una mayor variabilidad entre ellas en 
tonalidades oscuras (descritas en la tabla 10). Los modelos atómicos se representan mediante el diagrama de cintas. 
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Tabla 10. Regiones con mayor variabilidad estructural entre monómeros VP2 y VP6 de RVA y RVI 
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Tabla 10. Regiones con mayor variabilidad estructural entre monómeros VP2 y VP6 de RVA y RVI (Continuación) 

La organización cuaternaria entre las estructuras atómicas de las vDLP de RVA, RVD y RVI fue 

semejante (Fig. 24D, 36E y F). Sin embargo, las cápsidas de RVD y RVI mostraron un aumento 

promedio de 8 Å y 24 Å, respectivamente, en sus radios (Fig. 37A-B, tabla 7). La identidad de secuencia 

de la VP2 y VP6 entre RVA y RVD es mayor entre sí con respecto a la de RVI (tabla 8). 

Tanto en RVD como en RVI, la VP2 mantiene su estructura terciaria aunque ambas presentan una 

expansión hacia los extremos por los dominios apical y dimérico (Fig. 38A, 39A). En RVD las regiones 

con mayor variabilidad se corresponden al extremo amino terminal y a algunos bucles de interacción 

con otros monómeros de VP2 adyacentes. En RVI, además de ello, se observan numerosas diferencias 

en toda la molécula (Fig. 38B, 39B, tabla 9 y 10), probablemente relacionadas con el mayor tamaño de 

esta y la menor identidad de secuencia observada con respecto a RVA. La estructura terciaria encontrada 

de la VP6 en RVD y RVI fue similar a la de RVA. En RVD se observó una ligera expansión y sólo se 

observaron variaciones, con respecto a la VP6 de RVA, en su estructura secundaria en tres bucles 

localizados en la periferia del monómero (Fig. 38D, tabla 9). Las diferencias encontradas en la 

estructura secundaria de la VP6 de RVI son más numerosas y se localizaron tanto en regiones periféricas 

como en regiones centrales del monómero (Fig. 40B-C, tabla 10). 
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Discusión 

5.1. Implicaciones estructurales de la activación de la espícula de rotavirus 

El primer desafío al que se enfrenta una partícula viral para generar una infección productiva es 

reconocer la célula huésped diana y superar las barreras que la rodean. Estos pasos son básicos para 

definir la virulencia y el rango de hospedador del virus (Lozach et al., 2011; Marsh & Helenius, 2006; 

Yamauchi & Greber, 2016). Al inicio de la infección, el virión debe reconocer y unirse a la superficie 

celular. Una vez reconocido el receptor o receptores celulares, la entrada puede ocurrir directamente a 

través de la membrana celular o mediante la internalización endocítica de la partícula (Lozach et al., 

2011; Marsh & Helenius, 2006; Yamauchi & Greber, 2016). Independientemente del camino utilizado, 

la naturaleza de la partícula viral define el mecanismo de penetración y entrada. Mientras que para los 

virus con envuelta la penetración implica la fusión las membranas viral y celular, para los virus sin 

envoltura la penetración está mediada bien por la formación de poros en la membrana o bien, por la 

lisis de la misma (Burckhardt & Greber, 2009; Greber, 2002; Luisoni et al., 2015; Sieczkarski & 

Whittaker, 2004). Diferentes estudios estructurales han proporcionado un conocimiento relativamente 

detallado de los procesos de fusión de membranas (P. Dormitzer et al., 2004; Kielian & Rey, 2006; Más 

& Melero, 2013), sin embargo, los mecanismos de penetración de los virus sin envoltura son menos 

conocidos (Suomalainen & Greber, 2013). 

Durante la presente tesis, mediante la combinación de reconstrucción localizada de subpartículas (Ilca 

et al., 2015), promediado de partículas heterogéneas mediante flujo óptico (Kazemi et al., 2021) y 

corrección de amplitudes mediante filtro de espiral (Kaur et al., 2021), hemos desarrollado un protocolo 

de procesamiento de imagen que nos ha permitido construir un modelo atómico de la espícula de RV 

no activada, superando las limitaciones de resolución encontradas derivadas de la flexibilidad intrínseca 

de la espícula, especialmente alta en el caso del dominio lectina de la subunidad C, y de la ocupación 

parcial de sus posiciones alrededor de la TLP. El análisis comparativo de las espículas NTR y TR 

muestra que, mientras que en la espícula TR los dominios lectina (residuos 65-224) de la cabeza están 

unidos covalentemente al dominio  (residuos 1-27) del pie a través del largo bucle interno −1 

(residuos 28-64) (Fig. 41B), en la espícula NTR están también unidos al domino barril- del cuerpo de 

la otra subunidad de VP4 a través del bucle −14 (residuos 225-230), donde se encuentran los sitios 

de procesamiento R231, R241 y R247, y la cadena  (residuos 252-258). Este segmento “abraza” el 

domino barril- y establece interacciones con el mismo (Fig. 41A). El bucle −14 interacciona con 

la región 24- (residuos 434-448) de la otra cadena, mientras que la cadena 14 se incorpora al 

barril- del cuerpo de la otra subunidad (Fig. 41A). El primer paso para el cambio conformacional de 

la espícula tras su unión al receptor es el desplazamiento lateral de sus dominios lectina, que permanecen 

unidos a la partícula durante todo el proceso a través del bucle −1 (Fig. 41B). En la espícula no 

activada por tripsina, la presencia del bucle α3-β14 unido covalentemente al dominio lectina, y que 

interacciona con el barril-β de la subunidad contraria, impide el desplazamiento de estos dominios 

lectina y, por lo tanto, actúa como un “seguro” que previene la exposición temprana de los bucles 
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Discusión 

Figura 41. Transiciones estructurales de la espícula de RV durante la entrada celular. Reordenamientos de las proteínas 
de la espícula (VP4, VP8* y VP5*) durante la transición desde su conformación inactiva, NTR (A), pasando por su forma 
activada, TR (B), e intermedia (C) hasta su conformación invertida. (D). Los dominios no observados en las estructuras 
atómicas obtenidas se representan de forma esquemática (panel C: dominios lectina; panel D: dominios lectina, dominio α y 
pie). Los distintos dominios de las proteínas están coloreados por separado para ilustrar su cambio conformacional: dominio 
α-amino: naranja, amarillo, dorado; dominios lectina, magenta, morado y rosa; bucle α3-β14: azul; dominios del cuerpo, rojo, 
naranja y salmón; dominios α-hélice espiral y pie: verde claro, verde y verde oscuro. Las conexiones entre los dominios α-
amino y lectina de los paneles C y D se indican mediante líneas discontinuas. Las flechas indican diferentes residuos que 
delimitan los diferentes dominios coloreados en cada panel. Los paneles correspondientes al dominio cuerpo se muestran con 
transparencia y marcando en un tono más oscuro tanto los bucles hidrofóbicos como la cadena β14. 
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Discusión 

hidrofóbicos protegidos bajo los dominios lectina (Fig. 41A). Tras la proteólisis y pérdida del segmento 

peptídico 232-247, únicamente se mantendría la interacción del segmento 225-231 con el cuerpo de la 

espícula, lo que “liberaría” este seguro y convertiría la espícula inactiva en una en espícula activa y 

preparada para el cambio conformacional (Fig. 41C-D). 

Este mecanismo de penetración de membrana de rotavirus presenta numerosos paralelismos con el de 

las proteínas de fusión de tipo I de virus con envuelta, como la proteínas HA de influenza, S de 

coronavirus (S) y env de HIV (Battles & McLellan, 2019; Benton et al., 2020; P. Dormitzer et al., 2004; 

Stephen C. Harrison, 2008; Herrmann et al., 2021; Jackson et al., 2022). De forma general, estas 

proteínas de fusión son sintetizadas como trímeros de un polipéptido precursor que debe ser 

proteolizado para adquirir su actividad fusogénica. En la mayoría de los casos, el fragmento N-terminal 

(HA1, S1 o gp120) contiene un motivo de unión al receptor mientras que producto C-terminal (HA2, 

S2 o gp41) contiene un péptido de fusión en su extremo amino y está anclado a la membrana viral por 

su región carboxilo. Tras la unión al receptor, el dominio N-terminal se retira y se inserta el péptido del 

fragmento C-terminal en la membrana diana generando un intermedio denominado “prehairpin”. 

Finalmente, se produce un repliegue de la proteína a su forma postfusión para juntar el péptido de fusión 

y el extremo carboxilo anclado a la membrana viral. Esta transición incluye la generación o extensión 

de un haz de tres hélices superenrolladas. Además de la similitud de este mecanismo con la 

anteriormente descrita para VP8* y VP5* (Fig. 42), la determinación de la estructura de la espícula 

NTR, nos permite establecer un nuevo paralelismo en el mecanismo molecular por el que la proteólisis 

conduce a la activación de esta. En el caso de las proteínas de fusión, la proteólisis en la región 

Figura 42. Transiciones estructurales durante la entrada de RV. Representación esquemática de los cambios 
conformacionales propuestos actualmente de la espícula de RV durante la penetración de la membrana. VP6 está coloreado 
en azul, VP7 en amarillo, pie de VP4/VP5* en verde, β-barril de VP4/VP5* en rojo, dominio de lectina VP4/VP8* en 
magenta y bucles en gris. (A) Las tres subunidades de VP4 sin procesar se ensamblan como un trímero asimétrico en la 
TLP. Dos subunidades de VP4 forman el cuerpo y la cabeza de la espiga (cadenas A y B) unidos por bucles (gris) entre sí, 
mientras que los dominios de barril β y lectina de la tercera subunidad se encuentran formando el tallo (cadena C). (B) La 
activación con tripsina escinde VP4 en las proteínas VP5* y VP8* que preparan a la espícula para los posteriores cambios 
conformacionales. El dominio de lectina ubicado en el tallo se disocia tras del procesamiento proteolítico. (C) Unión inicial 
a la célula huésped a través de la interacción de los dominios de lectina VP8* con los glicanos de superficie (verde claro) 
de la membrana celular. Esta interacción precede el cambio conformacional (D) en el que los dominios lectina se separan 
y exponen los bucles hidrofóbicos de VP5* (blancos) que da lugar a una conformación ‘invertida’ (E) en la que los loops 
hidrofóbicos del cuerpo del pie de la espícula interactúan y se insertan en la membrana produciendo la distorsión y ruptura 
de esta. 
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Discusión 

N-terminal del péptido de fusión permite la liberación de este y su inserción en la membrana diana. En 

RV la proteólisis del bucle −14 es un paso necesario para la exposición de los bucles hidrofóbicos 

que ejercen esta función. 

Además de las diferencias arriba descritas, la espícula NTR presenta un tercer dominio lectina (cadena 

C) en el tallo de la espícula (Fig. 41A). La presencia de este dominio y su alto grado de flexibilidad han 

sido descritos previamente a partir del promediado y clasificación de subtomogramas de espículas de 

NTR-TLP (Rodríguez et al., 2014). La metodología de análisis de partículas individuales puesta a punto 

ha permitido la generación de un modelo atómico para el mismo desde la T73 hasta la N221. Este 

dominio lectina, al igual que los presentes en la cabeza de la espícula, presenta un plegamiento de tipo 

galectina con un β-sándwich antiparalelo formado por dos -láminas separadas por una hendidura poco 

profunda (Fig. 43A) (P. R. Dormitzer et al., 2002). Han sido descritos dos sitios de unión a glicanos en 

el dominio lectina de la espícula de RV. El primero (Fig. 43A, sitio I) se localiza en la hendidura del 

β-sándwich y, en diferentes genotipos P de RVA, se ha descrito su unión a SA, antígenos de 

histocompatibilidad sanguíneos (histoblood group antigens, HBGA) y precursores de tipo II de los 

mismos (P. R. Dormitzer et al., 2002; L. Hu et al., 2015; L. Hu, Crawford, Czako, et al., 2012). El 

segundo sitio de unión es adyacente al anterior (Fig. 43A, sitio II) y se ha descrito su unión a HBGA y 

precursores de tipo I (Y. Liu et al., 2017). Ambos sitios están accesibles en los dominios lectina de la 

cabeza tanto en la espícula NTR como en la TR (Fig. 43B-C). Este hecho correlaciona con la capacidad 

de unirse a la célula hospedadora de las TLP NTR a pesar de ser incapaces de dar lugar a infecciones 

productivas (Arias et al., 1996; Gilbert & Greenberg, 1998; D. Y. Graham & Estes, 1980; Rodríguez et 

al., 2014). En el caso del dominio lectina localizado en el tallo de la espícula NTR, su posición más 

proximal a la cápsida lo hace intrínsecamente menos accesible que los dominios lectina de la cabeza. 

Además, aunque el sitio I está expuesto al medio, la presencia de la capa de VP7 limitaría el acceso al 

sitio II (Fig. 43D). 

Figura 43. Accesibilidad de los sitios de unión a glicanos de los dominios lectina. (A). Representación del dominio VP8* 
de SA11 (PDB 1KQR) coloreado según su estructura secundaria. Se indican los sitios de unión a glicanos localizados en la 
hendidura entre las β-láminas (I) y adyacente a ella (II). (B-D) Accesibilidad de los sitios I (línea verde) y II (línea azul) en 
los dominios lectina de la cabeza (B, C) y tallo (D) de la espícula NTR (B, D) y TR (C). 
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Discusión 

En cualquier caso, su ausencia en la espícula TR implica que es prescindible para el desarrollo de su 

función de unión a glicanos. Desconocemos si este dominio desarrolla una función específica en el tallo 

de espícula NTR o si su presencia es un remanente en una espícula que ha evolucionado para, a partir 

de tres subunidades idénticas, plegarse en una estructura parcialmente trimérica (pie) y parcialmente 

dimérica (cuerpo-cabeza) que ha transformarse en una estructura totalmente trimérica para unirse a la 

membrana y penetrarla. Por otro lado, el análisis de potenciales sitios de tripsinización de la espícula 

NTR muestra que, en las cadenas A y B, únicamente se encuentran expuestas las dianas R231, R241, 

R247 del bucle −14 y que el bucle −1 (27-64) se encuentra protegido por el tallo y el cuerpo 

(Fig. 41A). En la subunidad C de VP4 estos bucles se encuentran desordenados y expuestos al medio, 

con lo que, además de los sitios antes descritos, aparecen dos potenciales sitios de tripsinización 

adicionales: K29 y K258 (Fig. 18B). El análisis del mapa de la espícula TR muestra una discontinuidad 

abrupta de la densidad electrónica en ambos puntos. La liberación y pérdida del dominio lectina de la 

subunidad C, observado en todas las estructuras TR resueltas, podría derivar del corte en la K29 

(Herrmann et al., 2021; Settembre et al., 2011). Por otra parte, la estructura de la conformación invertida 

de la espícula resuelta por Herrmann y colaboradores (Fig. 41D) muestra la presencia de los residuos 

248-258 (bucle −14) en las tres subunidades de VP5*, lo que implica que en dichas condiciones la 

subunidad C no es procesada en la K258. 

El análisis de la conservación de las dianas de procesamiento por tripsina en diferentes especies de RVA 

(Fig. 44A) humanas (Wa, DS-1) y animales (SA11, RRV, OSU) muestra una clara conservación tanto 

de los sitios canónicos (R231, R241, R247) como de K29 y K258. Únicamente en la cepa DS-1 no se 

observó esta conservación en la R231, aunque sí en el resto de su secuencia. Al extender esta 

comparación a las secuencias de referencia para otros grupos de rotavirus (B-D, F-I) utilizadas en este 

estudio (Fig. 44B) se observó que todos los grupos presentan dianas de tripsinización en el residuo 29 

o cerca del mismo. Es más, con la excepción de RVA, todos los otros grupos presentan al menos dos 

sitios de tripsinización en el bucle −1 y algunos grupos como B, G, H e I tienen entre 5 y 9 posibles 

sitios susceptibles de proteólisis. De forma análoga, el bucle −14 tiene entre 4 y 9 dianas de 

tripsinización en todos los grupos. A este respecto, destaca la presencia de 5 lisinas alrededor de la 

posición 258 en RVH. La mayoría de las proteínas de fusión de tipo I son activadas por proteasas tipo 

tripsina y/o furina y tanto la naturaleza de la proteasa utilizada como la secuencia del bucle diana se han 

relacionado con el tropismo y la patogenicidad de algunos de estos virus (Bertram et al., 2010; Jackson 

et al., 2022). En el caso de RV, la sustitución de uno de los sitios de procesamiento monobásico por 

tripsina (R247) por un sitio multibásico de procesamiento por furina (RXR/KR) provoca la acumulación 

intracelular de viriones (Komoto et al., 2011). Este hecho se ha asociado a que el procesamiento 

intracelular de la espícula por la furina (una familia de proteasas endógenas y ubicuas residentes en el 

aparato de Golgi) provoca una activación temprana de la espícula y conduce a su unión con las 

membranas celulares. La aparición de sitios monobásicos adicionales en los bucles −1 y −14 
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Discusión 

en algunos grupos de rotavirus podría aumentar la eficiencia de procesamiento de estos bucles en el 

tracto gastrointestinal, localización natural donde se liberan las nuevas partículas ensambladas tras la 

infección. 

Figura 44. Representación de las secuencias de aminoácidos de VP4 de diferentes cepas de RV. Se representan las 
secuencias de aa de VP4 de diferentes cepas de RVA (A): Wa, DS-1, OSU, RRV, SA11 entre sí y de la cepa SA11 con las 
secuencias de las cepas de las especies de otros RV (B-D, F-I) estudiadas (B). En la parte superior se cada panel se indica el 
rango de residuos representados en cada punto (residuos 25 al 35, en el bucle −1, entre los dominios α y lectina y residuos 
del 225 al 261 en el bucle −14 entre los dominios lectina y barril-β del cuerpo de la espícula) y los residuos específicos de 
interés (29, 231, 241, 247, 258). Los residuos susceptibles de ser cortados por tripsina, lisina (K) y arginina (R), se marcan en 
color azul. Todos los aa se presentan con el código de una sola letra. 

5.2. VLPs como modelo para la caracterización estructural de partículas virales de rotavirus 

El segundo objetivo general de este trabajo pretende abordar el estudio sistemático de la estructura de 

los miembros del género rotavirus empleando VLP como material de trabajo. Para determinar la 

viabilidad de esta aproximación comparamos la estructura atómica de la vDLP del RVA con la 

estructura de la DLP natural. Para ello, generamos vDLP en el sistema BEVS mediante la expresión de 
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las proteínas VP2 y VP6 de la estirpe SA11 de rotavirus. En paralelo purificamos DLP a partir de TLP 

generadas mediante la infección de rotavirus SA11 en células MA104. Una vez purificadas, analizamos 

mediante crioME ambos tipos de partículas. 

La resolución de la estructura de la DLP y vDLP de RVA a 3.1 y 3.9 Å, respectivamente, nos ha 

permitido construir un modelo atómico de las mismas y determinar que, de forma general, presentan un 

alto grado de identidad estructural con una estructura secundaria y terciaria conservada a lo largo de 

toda la secuencia, tanto de VP2 como de VP6. Este resultado es garante del uso de vDLP de especies 

no cultivables de RV como modelo para el estudio de la estructura de sus contrapartidas naturales. Sin 

embargo, y a pesar de su gran similitud, se han observado dos cambios fundamentales en la estructura 

de la partícula: i) la DLP natural presenta un mayor diámetro que la vDLP y ii) mientras la DLP presenta 

una resolución y ocupancia isotrópica, estas se observan disminuidas en los trímeros pentaméricos (P) 

y peripentaméricos (P’) de VP6 en la vDLP. 

El radio interno de la DLP presenta un incremento de 15 Å (de 215 a 230) respecto a la vDLP, el cual 

implica un aumento del volumen interno del 21% en la DLP (de 42·106 Å3 a 51·106 Å3). Este incremento 

podría estar relacionado con la presencia de VP1, VP3 y/o el genoma viral. El mapa de densidad de la 

DLP presenta hasta 8 capas concéntricas de densidad en el interior del core que corresponderían al 

dsRNA genómico en el que se observa un espaciamiento interhélices promedio de 29 Å. Este valor es 

similar al reportado previamente por Jenni y colaboradores (Jenni et al., 2019). Si consideramos: i) el 

dsRNA como un cilindro con un diámetro equivalente a este espaciamiento, ii) un paso de rosca de 2.8 

Å/bp, y iii) que RVA posee un genoma de 18.5 kbp, dicho genoma ocuparía un volumen teórico de 

unos 34 ·106 Å3 (Desselberger, 2020), es decir, un 80% y un 67% del volumen disponible en el core de 

la vDLP y la DLP, respectivamente. Si, además, consideramos el volumen ocupado por hasta 12 

moléculas de VP1 (2·105 Å3 por copia) y VP3 (1.6·105 Å3 por copia) junto con el genoma, el core se 

encontraría ocupado en un 91% y un 75%, respectivamente. Durante los últimos años, tras el desarrollo 

del sistema de genética reversa a partir de plásmidos (Kanai et al., 2017; Komoto et al., 2018, 2020), se 

han generado RV recombinantes con insertos heterólogos de hasta 2.5 kpb (Philip & Patton, 2021). Este 

incremento supondría una ocupación del 103% y del 83% del volumen interno de la vDLP y DLP, 

respectivamente. El espaciamiento interhélices en el interior de la DLP es fundamental para la 

transcripción y replicación viral (Pesavento et al., 2001). Aunque se desconoce exactamente cuál es el 

espaciamiento intercadenas mínimo necesario para desarrollar esta función, sabemos que son procesos 

altamente dinámicos que requieren que las moléculas de RNA (tanto dsRNA como ssRNA) se muevan 

a través de la maquinaria de replicación/transcripción. Además, este espacio debe contener un exceso 

de cationes divalentes que contrarresten la carga negativa del RNA (Desselberger et al., 2013) y permita 

las interacciones para la flexión del dsRNA (Lipferta et al., 2014). El mayor volumen interno de la DLP 

podría, por lo tanto, estar relacionado con la funcionalidad de la partícula para su transcripción y 

replicación. 
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Diversos estudios sobre el mecanismo de ensamblaje de diferentes virus muestran una expansión en el 

tamaño de sus cápsidas tras el empaquetamiento del genoma y proteínas virales. Así, bacteriófagos 

dsDNA como HK97 (Hendrix & Johnson, 2012), P22 (D. H. Chen et al., 2011), T7 (Ionel et al., 2011) 

o P23-45 de Thermus thermophilus (Bayfield et al., 2019), así como otros virus dsDNA como los virus 

del herpes (Brown & Newcomb, 2011) forman una partícula inmadura precursora (la procápside) de 

menor radio que, tras el empaquetamiento del genoma viral (mediado por la hidrólisis de ATP) se 

transforma en una partícula madura con un diámetro mayor. Los miembros de la familia Cystoviridae 

comparten similitudes estructurales con los de Reoviridae (Huiskonen et al., 2006). Los virus de ambas 

familias de virus dsRNA poseen un capa interna T = 1 que contiene múltiples copias de una RNA 

polimerasa viral dependiente de RNA (Butcher et al., 1997). Sin embargo, los Cystoviridae son los 

únicos virus dsRNA conocidos que empaquetan (+)ssRNA por translocación en cápsidas 

preensambladas (Kainov et al., 2003). El virus más estudiado dentro de esta familia es el virus 

Pseudomonas φ6. Durante su ensamblaje forma una cápsida en forma de dodecaedro vacía, denominada 

procapside y formada por 60 dímeros de la proteína central P1. A continuación, los segmentos de 

(+)ssRNA se desplazan al interior de la procápside dando lugar a la expansión de ésta. Tras el 

empaquetamiento de las cadenas (+)ssRNA, estas se replican formando dsRNA. RV no empaquetaría 

los segmentos (+)ssRNA en una cápsida preformada sino que estos formarían complejos con las 

proteínas VP1 y VP3 que serían encapsidados durante el ensamblaje del core viral con la ayuda de otras 

proteínas no estructurales (Borodavka et al., 2018). El volumen interno de la vDLP sería más que 

suficiente para estos segmentos (+)ssRNA. En este contexto, podríamos hipotetizar que la estructura de 

la vDLP se corresponde a la de una procápsida y que su expansión es concomitante a la replicación del 

(+)ssRNA a dsRNA. Sin embargo, hacen falta estudios complementarios, como la caracterización 

estructural de vDLP que contengan VP1 y VP3, para validar esta hipótesis. 

Por otro lado, el mapa de densidad de la vDLP muestra una resolución significativamente menor en los 

trímeros P y P’ de VP6 (Fig. 25B), con una ocupancia de solo el 62.5% respecto a la de los trímeros T 

de VP6 y la capa interna de VP2. La resolución local de la DLP es homogénea en el conjunto de la 

partícula, no observándose ninguna disminución de la densidad ni resolución local en los trímeros P y 

P’ de VP6 (Fig. 25A). Esta disminución en la resolución de los trímeros pentaméricos ha sido 

previamente observada en un estudio comparativo entre la cepa de RV bovino, UK, y la cepa RV 

humana, Wa (Greig et al., 2006). Este estudio mostró que la cepa Wa poseía una ocupación menor del 

10% en los trímeros de VP6 de las posiciones que rodean los ejes de simetría 5 (trímeros P), respecto 

al resto de trímeros de VP6. Estos trímeros P podrían encontrarse desestabilizados y/o ausentes en la 

mayoría de las partículas como resultado de una menor interacción con la capa VP2 subyacente o con 

los trímeros de VP6 vecinos (McClain et al., 2010). De hecho, el valor calculado para el parámetro 

B-factor, asociado a la resolución del modelo y que presenta mayores valores cuando la resolución del 

modelo es más baja, de VP6 es más bajo en los trímeros VP6-T y aumenta en las posiciones 
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pentaméricas de la partícula (McClain et al., 2010) formando un gradiente en los valores de B-factor 

obtenidos alrededor de estas posiciones similar al encontrado en partículas de BTV (Grimes et al., 

1999). El contacto más íntimo se produce en el trímero T, con tres contactos idénticos bucle β2-α3 

(residuos 64-72) de VP6 y la superficie externa de VP2 y, por lo tanto, podemos esperar que sea el que 

esté conectado con mayor firmeza. El resto de trímeros se unen con un menor número de contactos 

(McClain et al., 2010). Aunque no se encontraron diferencias significativas en los contactos observados 

entre VP2 y VP6 en la DLP y vDLP, ni variaciones significativas en la curvatura de la estructura de la 

cápsida generada por la interacción de los distintos monómeros de VP2, se observó un mayor número 

de interacciones entre los trímeros T de VP6 con VP2 en ambas cápsidas. El bajo número de contactos 

de los trímeros VP6 con VP2 en la estructura de la DLP se ha relacionado con su papel funcional en el 

proceso de transcripción durante la infección. La ausencia de VP7 llevaría a una dilatación de los 

canales pentaméricos de las partículas que permitirían el paso de nucleótidos, iones y cadenas de RNA 

transcritas (Aiyegbo et al., 2013; J. Z. Chen et al., 2009), así como la activación de la polimerasa de RV 

por el movimiento transmitido desde VP6 hacia el decámero de VP2 subyacente a la VP1. La dilatación 

de los canales pentaméricos debido a la ausencia de la capa de VP7, junto con la ausencia de la proteína 

VP1 acoplada a la cara interna de VP2 (Jenni et al., 2019; Lu et al., 2008) podría promover el 

desacoplamiento de los trímeros P de VP6 en la vDLP. 

Una vez comprobado que las vDLP de RVA obtenidas mediante un sistema de expresión de proteínas 

heterólogo son un buen modelo para el estudio estructural de las DLP naturales, el siguiente objetivo 

fue extender ese análisis a las diferentes especies que forman el género rotavirus. Elegimos secuencias 

representativas de cada especie las secuencias de referencia de la base de datos Genome del NCBI. Esta 

es una decisión arbitraria, aunque motivada porque estas estirpes están entre las mejor caracterizadas 

de cada grupo y se conoce la secuencia completa de su genoma (con la excepción del grupo E, para el 

que no hay ningún genoma secuenciado). Como sistema de expresión heterólogo hemos empleado el 

sistema BEVS ya que, a pesar de la existencia de otros sistemas de expresión para la producción de 

VLP de RVA (Changotra & Vij, 2017), el sistema BEVS es el más empleado y el mejor caracterizado 

para esta labor (Palomares & Ramírez, 2009). Nuestro primer objetivo fue verificar la producción de 

vDLP de las estirpes de referencia mediante la coexpresión de las proteínas VP2 y VP6 a partir de 

baculovirus duales. La producción de vDLP resulta clave para la caracterización de la estructura de la 

partícula completa ya que las vDLP son un paso imprescindible para la generación de vTLP en el 

sistema BEVS. Por otro lado, se ha demostrado que es posible la generación in vitro de TLP de forma 

muy eficiente, empleando DLP junto con proteínas VP4 y VP7 purificadas, en las que el ensamblaje de 

la capa externa (VP7+VP4) refleja fielmente la estructura de la partícula natural (Herrmann et al., 2021). 

El empleo de un único virus para la coexpresión de las dos proteínas que forman la vDLP nos permitió 

utilizar multiplicidades de infección bajas (0.3 ufp/célula), aprovechándonos de la capacidad de 

replicación de los baculovirus y de la estabilidad de las vDLP en el sobrenadante de cultivo. Además, 
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esta estrategia evita la complicación de determinar la combinación ideal de multiplicidades de infección 

que maximiza la expresión de las dos proteínas, algo que no siempre es fácilmente predecible en este 

sistema (Mena et al., 2007). En todos los casos, el análisis mediante SDS-PAGE de extractos de células 

de insecto infectadas con los baculovirus duales mostró la presencia de bandas correspondientes a la 

sobre expresión de las proteínas recombinantes VP2 y VP6. En este punto, es importante señalar la gran 

diferencia que existe entre el proceso de morfogénesis durante la infección natural de RVA, y 

presumiblemente del resto de las especies, y el ensamblaje producido en un sistema heterólogo. La 

formación de partículas TLP durante la infección es un proceso altamente organizado, donde los 

diferentes componentes de la partícula viral se encuentran compartimentalizados (VP2 en los 

viroplasmas, VP6 en su periferia, VP4 asociada al RE, y VP7 insertada en la membrana del RE), 

haciendo que el proceso de ensamblaje ocurra de una forma progresiva y regulada por procesos virales 

en los que tienen un papel muy relevante las proteínas virales no estructurales (NSP2/NSP5 como 

organizadoras de los viroplasmas y NSP4 como principal elemento en la formación de las MEP, que 

median la incorporación de VP4 y VP7). En contraste, el ensamblaje en los sistemas heterólogos es un 

proceso muy poco caracterizado (Palomares & Ramírez, 2009) que parece ocurrir por la mera 

interacción entre las proteínas estructurales dispersas en el citoplasma. 

Es esperable que el ensamblaje producido en sistemas de expresión heterólogos, en los que, por 

definición, los procesos virales no han evolucionado, y no se cuenta con las proteínas no estructurales 

implicadas en el ciclo de replicación, puedan ocurrir interacciones inespecíficas entre las proteínas 

recombinantes y las proteínas celulares que deriven en interferencias en los procesos de ensamblaje. 

Alternativamente, es posible que diferentes especies de rotavirus difieran en su dependencia de 

proteínas accesorias, virales o celulares, para dirigir el ensamblaje, y en su ausencia, éste desemboque 

en la formación de estructuras aberrantes. Probablemente, por una combinación de estas razones, no 

encontramos una correlación entre la cantidad de proteína expresada, su estequiometria, y la cantidad 

de vDLP ensambladas. Los casos más extremos son el caso de RVD, donde se producen gran cantidad 

de vDLP, a pesar de la relativamente baja expresión de las proteínas VP2 y VP6, y el caso de RVH, 

cuyas proteínas se expresan de forma muy eficiente, y en una estequiometria similar a la de la partícula 

viral, y apenas se detectan vDLP, produciéndose en su lugar una gran cantidad de estructuras tubulares, 

probablemente formadas por VP6. 

En los casos en los que el ensamblaje progresa correctamente hasta la formación de vDLP, como ocurre 

en RVA, RVD, RVI y RVG, las partículas producidas son liberadas al medio extracelular de forma 

proporcional a la cantidad detectada intracelularmente en los estudios mediante microscopía electrónica 

de cortes ultrafinos (Fig. 31, 32). Cuando el ensamblaje no procede correctamente se detectan en general 

dos tipos de estructuras aberrantes, estructuras tubulares, características de la sobreexpresión de la 

proteína VP6, y estructuras electrodensas compactas, reminiscentes de los agregados de vSLP formados 

por la sobreexpresión de VP2 (Mena et al., 2006) (Fig. 30, 31, 32). La liberación de las partículas al 
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medio extracelular, probablemente debida a la lisis celular, es una importante característica del sistema 

BEVS, ya que la extracción de las partículas de las células infectadas mediante detergentes o solventes 

como el Vertrel XF afecta de forma significativa a su preservación estructural. 

En las condiciones en las que hemos trabajado, el sistema BEVS produce de forma eficiente, como para 

abordar su caracterización estructural mediante crioME, vDLP de las especies RVA, RVD, RVG y RVI. 

Las vDLP de RVG son producidas en menor cantidad y con una menor preservación estructural, ya que 

la mejor alternativa para su preparación es la extracción con Vertrel XF de extractos de células 

infectadas. Por esta razón, y por el tiempo disponible para la realización del presente trabajo, se eligió 

proceder solo con la caracterización estructural de las vDLP de las especies RVD y RVI. La expresión 

de las secuencias de VP2 y VP6 de las estirpes de referencia para las especies RVB, RVC, RVF y RVH 

ha producido cantidades muy limitadas de vDLP. En el caso de RVF se producen vDLP fácilmente 

detectables en los sobrenadantes de infección y en el interior de las células, pero en cantidades muy 

reducidas como para abordar su purificación. En el resto de las especies, la producción de vDLP es 

incluso más reducida. La falta de información sobre estas especies hace difícil predecir si el problema 

que hemos encontrado en su ensamblaje se debe a la secuencia concreta de la estirpe o a un problema 

relacionado con las características del ensamblaje de estas especies (como una mayor dependencia de 

las proteínas no estructurales para su ensamblaje, por ejemplo), que hagan inviable la estrategia de 

expresión que hemos empleado. Sin embargo, es probable que, en relación con la capacidad para la 

generación de ensamblados en el sistema BEVS, secuencias de distintas estirpes de una misma especie 

de rotavirus se comporten de forma diferente debido a diferencias en su estabilidad, o a diferentes 

interacciones artefactuales con los sistemas de expresión con los que no han evolucionado de forma 

conjunta. Esta es, probablemente, la razón por la que cuando se coexpresan en el sistema BEVS las 

proteínas VP2 de la estirpe ASP88 y VP6 de la de la estirpe S-1 de la especie C se produce el ensamblaje 

de vDLP (Clark K. B. et al., 2009), mientras que no ocurre así con la estirpe Bristol, la secuencia de 

referencia para la especie C que hemos elegido para este trabajo. En este caso, el empleo de secuencias 

de otras estirpes podría ser una solución para el aislamiento y caracterización de vDLP de estas especies. 

Alternativamente, otros sistemas de expresión heterólogos de características muy diferentes al sistema 

BEVS como levaduras o líneas celulares de mamíferos, en los cuales se ha demostrado la formación de 

VLP de RV (Laimbacher et al., 2012; Rodríguez-Limas et al., 2011) serían alternativas razonables para 

la generación de vDLP de estas especies. 

5.3. Análisis y caracterización estructural de los modelos atómicos de vDLP de RVD y RVI 

La coexpresión de VP2 y VP6 en el sistema BEVS ha permitido caracterizar mediante crioME la 

estructura tridimensional de las vDLP de las especies RVD y RVI y construir un modelo atómico de las 

mismas. La diferencia más obvia entre estas vDLP y las de RVA es que las de RVD y RVI presentan 

un incremento de ~4% y ~10%, respectivamente, tanto en su radio interno como externo. Esto se traduce 

en un aumento del volumen interno del 14% para RVD (48·106 Å3) y del 38% para RVI (58·106 Å3). 
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Este incremento es llamativo si tenemos en cuenta que el tamaño del genoma empaquetado por RVD y 

RVI difiere mínimamente con el de RVA, siendo un 0,3% y 3,1% menor, respectivamente. Asimismo, 

las proteínas VP1 (125 kDa en RVD y 133 kDa en RVI) y VP3 (87 kDa en RVD y 81 kDa en RVI) no 

presentan un incremento significativo en su tamaño con respecto a las de RVA, en la que el tamaño de 

VP1 es de 125 kDa y el de VP3 de 87 kDa. Si consideramos un espaciamiento intercadenas de dsRNA 

similar al determinado experimentalmente para la DLP de RVA y restamos la contribución del volumen 

de VP1 y VP3, la ocupación del volumen interno de la cápsida por el genoma sería del 78% y del 64% 

para RVD y RVI, respectivamente. Estos valores son sustancialmente menores que el 91% de ocupación 

previamente determinado para la vDLP de RVA (tabla 11). 

Especie 
Genoma Cápsida Volumen (Å3) 

Ocupación 
kpb Volumen (Å3) 

Radio 
interno (Å) Volumen (Å3) VP1 VP3 

DLP - RVA 

vDLP - RVA 

vDLP - RVD 
vDLP - RVI 

18,5 

18,5 

18,5 
18,0 

34·106 

34·106 

34·106 

33·106 

230 

215 

225 
240 

51·106 

42·106 

48·106 

58·106 

2·105 

2·105 

2·105 

2·105 

1.6·105 

1.6·105 

1.6·105 

1.6·105 

75% 

91% 

78% 
64% 

Tabla 11. Volumen de la cápsida ocupado por los genomas y proteínas estructurales VP1 y VP3 de RVA, RVD y RVI. 

Se indican en la tabla el radio interno (Å) que mide cada una de la cápsidas y el volumen interno que presentan cada una de 

ellas. Se muestra el número de kpb y volumen (Å3) que ocuparían los genomas de la DLP de RVA y vDLP de RVA, RVD y 

RVI junto con los volúmenes de 12 copias de VP1 y VP3 que se encontrarían de forma ideal en el interior de la cápsida. 

Finalmente, se muestra el porcentaje respecto al volumen total de la cápsida que estaría ocupado por el genoma y las proteínas 

VP1 y VP3 en cada caso. 

En el caso de RVA hemos determinado que se produce una expansión del volumen de la cápsida del 

21% en la DLP con respecto a la vDLP, la cual reduce la ocupación del volumen interno de la cápsida 

al 75%. Hipotetizamos que esta expansión podría estar asociada a la replicación del genoma viral y 

sería necesaria para la funcionalidad de este. Aunque desconocemos si esta expansión ocurre también 

en RVD y RVI, ya que ambas cuentan con un genoma similar o menor al de RVA y el tamaño de sus 

cápsidas vDLP son mayores, por lo que en el caso de producirse esta expansión, haría que la ocupación 

en estas especies fuera todavía más baja. 

Aunque el tamaño total del genoma entre las tres especies de RV es similar, las subunidades de VP2 de 

RVD y RVI tienen 31 y 100 residuos más que RVA, respectivamente. De estos, 21 y 58 aminoácidos, 

respectivamente, corresponden a una extensión N-terminal de VP2. En el caso de RVA los primeros 

residuos de VP2 (103 y 79 en el monómero A y B, en cada caso) no se resuelven. Para RVD y RVI 

estas regiones N-terminales no resueltas dan cuenta de 145/117 y 165/132 residuos en las cadenas A/B, 

respectivamente. Estos extremos se localizan hacia el interior de la cápsida, y si los consideramos como 
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una densidad promedio de 1,8 Å3/Da, la ocupación del volumen interior de las vDLP ascendería a un 

95, 83 y 67% para RVA, RVD y RVI, respectivamente. El análisis de la composición aminoacídica de 

estas regiones (Tabla 12) revela que, en todos los casos, hay un alto porcentaje de residuos cargados, 

tanto positiva como negativamente, siendo del 45.8, 48.6 y 37.1% para RVA, RVD y RVI, en cada 

caso. Sin embargo, mientras que para RVA y RVD el equilibrio entre esos residuos está ligeramente 

desplazado hacia la carga positiva (+1 para RVA y +2 para RVD), en RVI está desplazado hacia la 

carga negativa (-5). Si tenemos en cuenta que hay 120 copias de estos extremos N-terminal apuntando 

hacia el interior de la cápsida, el hecho de contar con unas 600 cargas negativas justificar la mayor 

ocupación del volumen interior de RVD y RVI con respecto a RVA. 

RVA RVD RVI 
Número % Número % Número % 

Negativamente 

Cargados 

Asp (D) 

Glu (E) 

5 

18 

4.9 

17.5 

16 

18 

11.1 

12.5 

15 

18 

9.1 

11.0 

Total 23 22.4 34 23.6 33 20.1 

Positivamente 

Cargados 

Arg (R) 

His (H) 

Lys (K) 

5 

1 

18 

4.9 

1.0 

17.5 

6 

0 

30 

4.2 

0 

20.8 

4 

4 

20 

2.4 

2.4 

12.2 

Total 24 23.4 36 25.0 28 17.0 

Tabla 12. Análisis de la carga del extremo N-terminal de VP2 de RVA, RVD y RVI. Se indican en la tabla el número total 
de aminoácidos cargados encontrados en las regiones amino N-terminales no trazadas para RVA, RVD y RVI. En cada caso, 
se especifica el tipo, número y porcentaje que representa respecto al total, de los aminoácidos con carga negativa (D, E) y 
positiva (R, H, K) encontrados en dichos segmentos. 

La comparación de los modelos atómicos de las especies analizadas muestra que, mientras que la 

estructura terciaria de VP2 y VP6 es prácticamente idéntica para RVA y RVD, en RVI hay una mayor 

divergencia estructural debido a la inserción de aminoácidos y modificación de elementos de estructura 

secundaria a lo largo de las moléculas. En las vDLP de RVD y RVI se conserva la conformación 

cuaternaria encontrada en RVA. Sin embargo, mientras que la estructura terciaria de la VP2 y VP6 entre 

RVA y RVD es semejante, encontrando solo diferencias estructurales en los bucles de contacto entre 

los diferentes monómeros de VP2 y en sus extremos amino (Fig. 33D) y ligeros cambios en VP6 

localizados en el bucle lateral β10-β11 y en bucle α6-β15, las variaciones estructurales relacionadas con 

la estructura terciaria entre RVA y RVI se encuentran a lo largo de ambos monómeros (Fig. 35A-B, 

37A-B). De forma paralela, el análisis de las secuencias de VP2 y VP6 muestra una mayor identidad 

(~37-48%) y similitud (~80%) entre RVA y RVD que entre RVA y RVI (12% de identidad, y ~65-70% 

de similitud) (Anexo 10-12). En colaboración con el grupo de investigación en gastroenteritis víricas 

(Departamento de Microbiología y Ecología, Facultad de Medicina y Odontología, Universitat de 
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València), dirigido por el Profesor Javier Buesa, este análisis fue extendido a la caracterización de las 

relaciones filogenéticas entre las diferentes especies de RV (Anexo 13). De forma análoga a los estudios 

publicados por el Comité Internacional de Taxonomía de Virus (ICTV), los árboles filogenéticos 

generados muestran la distribución de los diferentes grupos de RV en dos clados. Uno de ellos engloba 

los grupos RVA, C, D y G, mientras que el otro agrupa a RVB, F, H, I y J. Esto podría explicar la mayor 

similitud a nivel estructural entre RVA y RVD, al ser especies pertenecientes a un mismo clado y 

evolutivamente más cercanas, que entre RVA y RVI, que pertenecen a clados claramente diferenciados. 

La única información estructural actualmente disponible para especies de RV diferentes a RVA es una 

predicción de la estructura de la partícula de RVC realizada por Eren y colaboradores (Eren et al., 2016), 

en la que la predicción del plegamiento de las estructuras secundarias de VP2 y VP6 es muy similar a 

las resueltas para RVA y RVD, lo que estaría relacionada con la pertenencia al mismo clado filogenético 

y menor distancia evolutiva. De esta forma, cabría esperar que las estructuras resueltas de RVA y RVD 

puedan representar una buena referencia para la predicción de la estructura de otros RV de su clado 

(RVA, C, D y G), así como la estructura de RVI para el suyo (RVB, F, H, I y J). La resolución de más 

estructuras de este segundo clado sería de gran utilidad para la realización de este tipo de predicciones 

estructurales de otras especies de RV no resueltas hasta ahora. Los resultados obtenidos sobre la 

caracterización estructural de las vDLP de RVA, D, e I suponen un excelente punto de partida para la 

futura caracterización estructural de pseudopartículas virales de triple capa, vTLP, de estos virus 

empleando el sistema BEVS o mediante el recubrimiento in vitro de las vDLP con proteínas VP4 y VP7 

recombinantes purificadas (Trask & Dormitzer, 2006). Aunque se ha observado que el recubrimiento 

con VP4 no es muy eficiente en la formación de vTLP, tanto por la cantidad de trímeros de VP4 

ensamblados como por la presencia de trímeros de VP4 erróneamente ensamblados, los métodos 

computacionales implementados en este trabajo podrían ayudarnos a determinar la estructura de las 

espículas de otros grupos de RV. 

Además del estudio a nivel estructural, las VLP constituyen inmunógenos no infecciosos que no se 

replican por lo que resultan buenos candidatos para el desarrollo de vacunas. Las VLP son 

estructuralmente similares al virus original y por ello, una dosis más baja del antígeno es suficiente para 

provocar una respuesta inmune similar en comparación con las vacunas de subunidades (Noad & Roy, 

2003). Además, pueden reducir el riesgo de efectos secundarios relacionados con las vacunas 

convencionales y permitirían diseñar e incluir serotipos emergentes en estas vacunas. Las vacunas 

basadas en VLP son más seguras y pueden inducir respuestas inmunes innatas y adaptativas (Changotra 

& Vij, 2017) (Kushnir et al., 2012) (Noad & Roy, 2003). Se ha demostrado que las VLP de RV inducen 

respuestas inmunitarias significativas mediante diferentes rutas de inmunización (intramuscular o 

intrarectal, intranasal, intraperitoneal, oral o parenteral) (Agnello et al., 2006) (O’Neal et al., 1997; 

Parez et al., 2006; Zhou et al., 2011). En este contexto, las VLPs representan una buena herramienta 

para el desarrollo de mejores y nuevas vacunas que brinden una mayor protección frente a las nuevas 
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cepas y especies que continúan apareciendo. Un reciente estudio desarrolló una vacuna combinada 

frente a la gastroenteritis aguda en niños que consiste en VLP de norovirus y proteína VP6 recombinante 

de RV, producida en mediante el sistema BEVS (Heinimäki et al., 2019). 

Por otro lado, las VLPs pueden ser utilizadas como nanotransportadores para la administración de 

fármacos (Trugnan et al., 2010). Una ventaja de las VLP de RV como sistema de transporte es su 

capacidad para entrar en las células diana del tracto gastrointestinal. Las vTLP imitan los virus naturales 

y podrían usarse como un sistema de transporte para la administración de fármacos específicos en las 

células. La unión de proteínas en el extremo amino de VP2 no impide la formación de VLP y podría 

proteger las moléculas contenidas en su interior de la degradación y, en algunos casos, también mejorar 

su absorción. (Charpilienne et al., 2001). 

Por último, aunque en este trabajo no fue posible llevar a cabo la purificación vDLP de los grupos B, 

C, F y H, la capacidad para purificar las proteínas recombinantes VP2 y/o VP6 a partir de células 

infectadas o del sobrenadante de infección, junto con la posibilidad de generar anticuerpos frente a ellas, 

permitiría el desarrollo de ensayos de diagnóstico sensibles y específicos para determinar la 

epidemiología y carga de enfermedad de cada grupo de RV. Aunque la técnica de PCR es una técnica 

empleada con frecuencia para la detección del virus, a menudo no sirve para el diagnóstico debido a la 

degradación de los ácidos nucleicos derivada del desensamblaje y/o la inestabilidad de las proteínas de 

la cápsida bajo ciertas condiciones. 
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Anexos 

Anexo1. Segmentos del genoma y productos proteicos de la cepa de simio SA11 de RVA 

Segmentos genoma 
Nombre pb 

Pr
Nombre 

oteínas 
aa kDa 

Ubicación 
en el virión 

Moléculas 
por virión Funciones 

1 3302 VP1 1088 125.0 Core 12 
RNA polimerasa dependiente de RNA, unión a 

ssRNA, formación de complejo con VP3, 
activada por VP2. 

2 2687 VP2 881 102.4 Core 120 
Proteína de la capa interna del virión, unión a 
RNA, necesaria para la actividad replicasa de 

VP1 

3 2592 VP3 835 98.1 Core 12 
Guanidiltransferasa, metiltransferasa, 

fosfodiesterasa, unión a ssRNA, complejo con 
VP1 

4 2362 

VP4 776 86.8 Capa más 
externa 180 

Antígeno de neutralización P, formación de 
homotrímeros, unión a receptor celular, favorece 
la infectividad, factor de virulencia, fusión con 
membrana celular. Proteína sensible a proteasa 

VP5* 529 60.0 Capa más 
externa 180 Producto proteolítico de VP4: fusión con 

membrana celular y entrada 

VP8* 131 28.0 Capa más 
externa 180 Producto proteolítico de VP4: unión a 

carbohidratos en membrana celular 

5 1611 NSP1 495 58.7 No estructural Antagonista de interferón, ubiquitin ligasa E3 
viral, unión a RNA 

6 1356 VP6 397 44.8 Capa 
intermedia 780 

Homotrímero, Antígeno específico de grupo y 
subgrupo, necesaria para la transcripción, 

proteína mayor del virión, proteína de la capa 
intermedia del virión 

7 1074 NSP3 312 34.6 No estructural 

Potenciador de traducción, unión al extremo 3’ 
de (+) ssRNA, a eIF4G celular y a Hsp90, 

sustituye a la PABP celular, inhibe la traducción 
de proteínas del hospedador. 

8 1059 NSP2 317 36.7 No estructural 

Octámeros, unión a RNA, NTPasa, NDP 
quinasa, actividad desestabilizadora de la hélice 
de RNA, formación del viroplasma con VP1 y 

NSP5 

9 1062 VP7 326 37.4 Capa más 
externa 780 Homotrímero, glicoproteína, antígeno de 

neutralización G, estabilizado por Ca2+ 

10 751 NSP4 175 20.3 No estructural 

Glicoproteína transmembrana del RER, receptor 
intracelular de DLPs, interacción con viroplasma, 

modula los niveles de Ca2+ intracelular y 
replicación de RNA, enterotoxina (secretada), 

factor de virulencia 

11 666 

NSP5 198 21.7 No estructural 
Dímero, proteína fosfo- y O-glicosilada, unión a 

RNA, quinasa, formación del viroplasma con 
NSP2, interacción con VP2 y NSP6 

NSP6 92 12 No estructural En RVA/SA11, se fosforila, e interacciona con 
NSP5 localizada en viroplasma, unión a RNA 
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Anexos 

Anexo 2. Alineamientos de las secuencias de las proteínas estructurales VP2, VP6 y VP7 de las cepas de simio SA11 y 
RRV de RVA. Realizados empleando del programa Clustal Omega (Sievers et al., 2011). Las ilustraciones han sido generadas 
empleando el programa EsPript (Robert & Gouet, 2014). Los elementos de estructura secundaria se representan mediante 
espirales, en el caso de α-hélices (α, η) y flechas en el caso de láminas-β. Los residuos idénticos se indican en fondo rojo y 
residuos similares se indican en fondo amarillo. 
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Anexo 2. Alineamientos de las secuencias de las proteínas estructurales VP2, VP6 y VP7 de las cepas de simio SA11 y 
RRV de RVA. (Continuación) 
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Anexo 2. Alineamientos de las secuencias de aminoácidos de las proteínas estructurales VP2, VP6 y VP7 de las cepas 
de simio SA11 y RRV de RVA. (Continuación) 
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Anexos 

Anexo 2. Alineamientos de las secuencias de aminoácidos de las proteínas estructurales VP2, VP6 y VP7 de las cepas 
de simio SA11 y RRV de RVA. (Continuación) 
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Anexos 

Anexo 3. Alineamiento estructural de las secuencias de aminoácidos de las proteínas estructurales VP4 de la cepas de 
simio SA11 y RRV de RVA. Realizados empleando del programa Clustal Omega (Sievers et al., 2011). Las ilustraciones han 
sido generadas empleando el programa EsPript (Robert & Gouet, 2014). Los elementos de estructura secundaria se representan 
mediante espirales, en el caso de α-hélices (α, η) y flechas en el caso de láminas-β. Los residuos idénticos se indican en fondo 
rojo y residuos similares se indican en fondo amarillo. 
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Anexos 

Anexo 3. Alineamiento estructural de las secuencias de aminoácidos de las proteínas estructurales VP4 de la cepas de 
simio SA11 y RRV de RVA. (Continuación) 
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Anexos 

Anexo 4. Resolución global de los modelos atómicos de la NTR-TLP, TR-TLP y DLP de SA11 y vDLP de RVA, RVD y 
RVI. Se muestran las curvas de resolución (FSC) en cada caso. Se indican los valores de resolución de 3.40 Å, 3.48 Å, 3,04 Å, 
3.42 Å, 3.53 Å y 3.31 Å basados en el criterio FSC a 0.143, de la NTR-TLP, TR-TLP y DLP de SA11 y vDLP de RVA, RVD 
y RVI, respectivamente. 
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Anexos 

Anexo 5. Análisis bioquímico de los extractos celulares tratados con detergentes. Análisis mediante SDS-PAGE y tinción 
con azul de Coomassie de los extractos celulares totales (carril 1), fases solubles (carril 2) y fases insolubles (carril 3) tras el 
tratamiento los detergentes Tritón X-100 (panel A) e IGEPAL (panel B) de células H5 y Sf9 infectadas con rBVs que expresan 
las proteínas estructurales VP2 y VP6 de los distintos grupos de RV indicados (RVA-RVI). Las puntas de flecha negras indican 
la posición general de las bandas correspondientes a VP2 y VP6, que se indica mas precisamente a la izquierda del carril 
correspondiente a los extractos totales de cada muestra con un asterisco de color verde en el caso de la banda correspondiente 
a la proteína VP2 y de color azul en el caso de VP6. 
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Anexos 

Anexo 6. Análisis por microscopía electrónica por tinción negativa de ensamblados purificados del interior de células 
H5. Visualización del material ensamblado obtenido tras la infección con rBVs para la expresión de VP2 y VP6 de los grupos 
A-D F-I de RV. Se indica el grupo de RV correspondiente a cada imagen. Barra de escala a 200 nm. 
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Anexos 

Anexo 7. Análisis por microscopía electrónica por tinción negativa de ensamblados purificados del interior de células 
Sf9. Visualización de imágenes de tinción negativa por ME del material ensamblado obtenido tras la infección con rBVs para 
la expresión de VP2 y VP6 de los grupos A-D F-I de RV. Se indica el grupo de RV correspondiente a cada imagen. Barra de 
escala a 200 nm. 
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Anexos 

Anexo 8. Análisis de la resolución local de los mapas 3D obtenidos de la vDLP de RVD y RVI. Representación de los 
mapas 3D de la partícula vDLP de RVD (A) y RVI (B) vistos a lo largo del eje icosaédrico de simetría 2. Las superficies están 
coloreadas de acuerdo con la resolución local calculada para cada 3DR. Se muestra el código de color con las correspondientes 
resoluciones en Å. Las densidades se contornean a 2σ por encima de la media. La barra de escala representa 100 Å. 

A B 

132 



 

 
 

  

             
                 

            
                    

        

 

 

 

 

Anexos 

Anexo 9. Alineamiento estructural de las secuencias de aminoácidos de las proteínas estructurales VP2 de la cepa de 
referencia de RVA y RVD. Realizados empleando del programa Clustal Omega (Sievers et al., 2011). Las ilustraciones han 
sido generadas empleando el programa EsPript (Robert & Gouet, 2014). Los elementos de estructura secundaria se representan 
mediante espirales, en el caso de α-hélices (α, η) y flechas en el caso de láminas-β. Los residuos idénticos se indican en fondo 
rojo y residuos similares se indican en fondo amarillo. 
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Anexos 

Anexo 9. Alineamiento estructural de las secuencias de aminoácidos de las proteínas estructurales VP2 de la cepa de 
referencia de RVA y RVD (Continuación) 
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Anexos 

Anexo 10. Alineamiento estructural de las secuencias de aminoácidos de las proteínas estructurales VP2 de la cepa de 
referencia de RVA y RVI. Realizados empleando del programa Clustal Omega (Sievers et al., 2011). Las ilustraciones han 
sido generadas empleando el programa EsPript (Robert & Gouet, 2014). Los elementos de estructura secundaria se representan 
mediante espirales, en el caso de α-hélices (α, η) y flechas en el caso de láminas-β. Los residuos idénticos se indican en fondo 
rojo y residuos similares se indican en fondo amarillo. 
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Anexos 

Anexo 10. Alineamiento estructural de las secuencias de aminoácidos de las proteínas estructurales VP2 de la cepa de 
referencia de RVA y RVI. (Continuación) 
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Anexos 

Anexo 11. Alineamiento estructural de las secuencias de aminoácidos de las proteínas estructurales VP6 de la cepa de 
referencia de RVA y RVD. Realizados empleando del programa Clustal Omega (Sievers et al., 2011). Las ilustraciones han 
sido generadas empleando el programa EsPript (Robert & Gouet, 2014). Los elementos de estructura secundaria se representan 
mediante espirales, en el caso de α-hélices (α, η) y flechas en el caso de láminas-β. Los residuos idénticos se indican en fondo 
rojo y residuos similares se indican en fondo amarillo. 
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Anexos 

Anexo 12. Alineamiento estructural de las secuencias de aminoácidos de las proteínas estructurales VP6 de la cepa de 
referencia de RVA y RVI. Realizados empleando del programa Clustal Omega (Sievers et al., 2011). Las ilustraciones han 
sido generadas empleando el programa EsPript (Robert & Gouet, 2014). Los elementos de estructura secundaria se representan 
mediante espirales, en el caso de α-hélices (α, η) y flechas en el caso de láminas-β. Los residuos idénticos se indican en fondo 
rojo y residuos similares se indican en fondo amarillo. 
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Anexos 

Anexo 13. Análisis filogenético de la proteína VP2 (1-773 aa) y VP6 (1-378 aa) de todas las especies de rotavirus (RVA-
RVJ). La historia evolutiva fue construida usando el algoritmo Neighbor-Joining que utiliza una matriz de distancias por pares 
estimadas según el modelo de Jones-Thornton-Taylor (Jones et al., 1992; Saitou & Nei, 1987) para secuencias de aminoácidos 
con un bootstrap de 1000 réplicas. Se muestran los valores de bootstrap>50%. El árbol está dibujado a escala y la longitud de 
las ramas representa el número de sustituciones por sitio. El análisis incluyó 42 secuencias aminoacídicas (8 muestras y 34 
referencias) y 33 secuencias aminoacídicas (8 muestras y 25 referencias) para la VP2 y la VP6, respectivamente. Las secuencias 
utilizadas en este estudio se muestran con un rombo en azul. 
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Anexos 

Anexo 13. Análisis filogenético de la proteína VP2 (1-773 aa) y VP6 (1-378 aa) de todas las especies de rotavirus (RVA-
RVJ) (Continuación) 
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