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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 A 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

Rotavirus (RV) es la principal causa de gastroenteritis grave con deshidratacion en nifios menores de 5
afios y causa alrededor de 590 millones de infecciones al afio 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 solo se han encontrado en animales. Unicamente se cuenta con
informacion estructural a nivel atbmico de la particula de RV A, debido a la dificultad para la adaptacion
al crecimiento in vitro de las otras especies.

La particula infectiva de RV presenta tres capas de proteina concéntricas de las que se proyectan
espiculas. La infectividad de RV depende de la activacion de las particulas virales mediante la
protedlisis de la espicula llevada a cabo por proteasas similares a la tripsina. Aunque se ha descrito
como la entrada en la célula estd mediada por una serie de cambios conformacionales llevados a cabo
por la espicula, se desconoce el mecanismo molecular subyacente al proceso de activacion proteolitica.
Mediante criomicroscopia electronica tridimensional (crioME) hemos resuelto la estructura de la
particula infectiva de RV del grupo A pre y post activacion proteolitica a 3.4 y 3.5 A de resolucion,
respectivamente. A pesar de la baja ocupanciay la elevada flexibilidad de la espicula, hemos conseguido
construir un modelo atomico de las particulas no activada y activada mediante la combinacion de
diversos métodos computacionales. Las estructuras resueltas muestran que la conformacion de la
espicula no proteolizada esta condicionada y limitada por la posicion de los bucles que rodean su
estructura y que unen los dominios lectina que forman la cabeza de la espicula con el cuerpo de ésta.
La proteolisis de estos bucles romperia esta limitacion estructural permitiendo la transformando de la
espicula 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 expresion con baculovirus recombinantes para la produccion y
purificacion de pseudoparticulas virales (VLP) de los diferentes grupos de RV. La comparacioén
estructural entre particulas 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 tamafio y estabilidad de la particula. El alto rendimiento obtenido en la produccion
de VLP y la elevada preservacion estructural en las vDLP purificadas de RVD y RVI han permitido su
analisis mediante crioME y la construccién de sus modelos atomicos. RVA y RVD pertenecen a un
mismo clado filogenético y la comparacion estructural de sus proteinas VP2 y VP6 muestra que existe
una gran similitud entre ellas, a excepcion de los bucles de contacto entre mondmeros 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 proteinas.

La caracterizacion de la variacion estructural dentro del género RV nos proporciona una sélida base
con la que abordar el estudio de aspectos tan esenciales en la lucha contra RV como el tropismo viral o

el diseflo de estrategias antivirales.
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1. Introduccion

Los rotavirus (RV) se descubrieron en 1973 y fueron identificados como los principales agentes
causantes de gastroenteritis aguda en nifios menores de 5 afios (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 mamiferos, es uno de los principales modelos de esta familia.
Su transmision se produce por via fecal-oral y, globalmente, se estiman alrededor de 591 millones de
infecciones anuales. El desarrollo de vacunas frente a RV ha permitido su introduccion en diferentes
programas nacionales de inmunizacion en 79 paises, pero RV todavia es responsable de 230,000
muertes anuales, la mayoria en paises en vias de desarrollo. RV tiene un fuerte impacto econdémico en
los sistemas de salud de los paises desarrollados causando 5.5 millones de infecciones y 1.6 millones

de hospitalizaciones entre nifios menores de 5 afios en 2016 (Troeger et al., 2017).

Muchas de las infecciones por RV desarrolladas en nifios pequefios cursan de forma asintomatica
haciendo que estos puedan diseminar el virus dentro de su comunidad (Ramani S., ef al., 2010).
Igualmente, las infecciones en nifios mayores y adultos también contribuyen a la rapida propagacion a
nivel global (Anderson & Weber, 2004). Por ello, la vacunacion es un paso esencial en la prevencion

de la patologia grave derivada de la infeccion y en la limitacion de la diseminacion del virus.

En 2009, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) recomend6 la inclusion de vacunas contra RV
en los programas nacionales de inmunizacion de todos los paises, especialmente en aquellos donde las
muertes por diarrea son responsables de mas del 10% de la mortalidad en nifios menores de 5 afios
(Troeger et al., 2017). La reciente introduccion de dos vacunas con virus vivos atenuados (RotaReq y
Rotarix) en programas de vacunacion infantil ha sido muy eficaz para reducir la incidencia y mortalidad
por RV (Burnett E. et al., 2017). Ademas de estas, existen otras vacunas, utilizadas en ciertos paises en
vias de desarrollo, cuyo uso podria contribuir a la disminucion de la mortalidad en nifios (Bergman et

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

Las vacunas son una 1til y poderosa herramienta en la lucha contra los efectos adversos mas graves de
la infeccion por RV, pero la presencia y aparicion de nuevas cepas que escapan a la proteccion ofrecida
por estas vacunas (Kirkwood, 2010; John T Patton, 2012), asi como la variabilidad y fluctuacion en la
distribucion de genotipos a nivel mundial (Santos & Hoshino, 2005) hacen necesaria una continua
vigilancia de este patdgeno 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 continuia siendo de gran relevancia.
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1.1 Organizacion genémica de rotavirus

La mayoria 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 SA11y RRV (Rhesus monkey rotavirus).

RV tiene un genoma segmentado de ~18,500 pb formado por 11 moléculas de acido 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 actuan como RNA
mensajeros (MRNA) y como precursores de los segmentos de doble cadena para formar el genoma viral
y, ademas, presentan una estructura cap de tipo 1 en el extremo 5’ (Fig. 1A), caracteristicas compartidas
con los genomas segmentados de otros miembros de la familia Reoviridae (p. €j., reovirus, virus de la
poliedrosis citoplasmatica, orbivirus) asi como de otras familias de virus (Orthomyxoviridae,

Arenaviridae y Bunyaviridae).

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

contiene dos ORF solapantes a partir de las cuales se expresan dos proteinas diferentes. RV codifica 12
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Figura 1. Organizacion genémica de RV y estructura de su particula viral. (A) Representacion esquematica de un
segmento del genoma de RV. Se indican las regiones no codificantes (UTR), la fase lectura que codifica la proteina viral y la
estructura cap de tipo 1 en el extremo 5’ (circulo azul). (B) Estructura del genoma segmentado del RV de simio SA11. Se
indican (en nucleotidos) el tamafio de los segmentos y las posiciones de inicio y fin de las fases de lectura abierta. Las lineas
en los extremos 5 'y 3' representan las UTR. Figura adaptada de (M. K. Estes & Greenberg, 2013). (C) Representacion de la
particula viral del RVA. El codigo de color indica cada una de las proteinas estructurales. Figura adaptada de (Rodriguez &
Luque, 2019).
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proteinas, 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 mayoria de las
cepas, aunque su expresion se ha demostrado solo para unas pocas y su funcion no esta claramente
definida (Hu et al., 2012). La relacion de todas las proteinas virales y sus funciones principales viene

indicada en el Anexo 1.

1.2 Estructura de la particula de rotavirus

La particula viral madura e infectiva de RV tiene una estructura icosaédrica de aproximadamente 100
nm de didmetro (Fig. 1C, Fig. 2) que se asemeja a una rueda cuando se observa por microscopia
electronica (ME) (Crawford et al., 2017; Settembre et al., 2011). El nombre dado a estas particulas fue
acuflado en base a su morfologia (Flewett et al., 1974): ‘rotavirus’, del latin rota que significa “rueda”.
La particula viral se organiza en tres capas de proteina concéntricas que encierran el genoma. La capa
mas interna del virion esta formada por 120 moléculas de VP2 que forman dimeros organizados en una
arquitectura T=1. Dentro se encuentra el genoma viral y la maquinaria transcripcional, formada por 12
copias de la proteina VP1 y un nlimero no definido de copias de la proteina 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 diametro (Fig. 2, panel derecho). Sobre ella se ensambla una capa de
unos 15 nm de espesor formada por 260 trimeros de VP6 organizados con simetria icosaédrica T=13/,
dando lugar a la particula de doble capa o DLP (double-layered particle), de 70 nm de diametro. Estas
particulas también se denominan como ‘rugosas’ porque en su superficie se pueden observar las
subunidades triméricas que se proyectan hacia afuera de la particula (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 trimeros
de VP7, desde la que se proyectan trimeros de VP4 (~15 nm hacia el exterior) que forman las espiculas
alrededor de toda la particula. La adicion de estas dos proteinas genera la particula de triple capa o TLP

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

La organizacion de las subunidades que componen las diferentes capas da lugar a la formacion
depresiones en la estructura de la particula denominadas canales. RV presenta 132 canales de distinto
tamafio alrededor de la particula que se clasifican segiin su posicion con respecto a los ejes de simetria
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 simetria 5, 60 canales de clase II en
cada una de las posiciones pentavalentes que rodean los ejes de simetria 5, y 60 canales de clase III en
las seis posiciones coordinadas que rodean los ejes de simetria 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 particula y donde se encuentran los complejos enzimaticos
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compuestos por VP1y VP3 (Jayaram et al., 2004). Los canales de tipo II constituyen los sitios de anclaje
de las espiculas de la particula de RV infectiva (Desselberger, 2014).

VP1_
VP3—
vp2—

VP5*—

VP6—

VPg*—

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

La proteina VP2 (102 kDa) forma la capsida proteica de la particula SLP y se organiza en una
arquitectura T=1 que una vez ensamblada nunca se desensamblara durante el ciclo de infeccion (Attoui
et al., 2012; Mertens, 2004). Cada unidad asimétrica en la SLP esta formada por un dimero de VP2
(VP2A, VP2B) (Fig. 3A.1). Cinco mondémeros de VP2A convergen alrededor del eje de simetria 5
formando un complejo en forma de estrella, y cinco monomeros VP2B adicionales se ensamblan entre
sus puntas formando una estructura decamérica (Figura 3A.2). De forma global, la estructura de cada
monoémero ha sido descrita en tres dominios (Desselberger, 2014; McClain et al., 2010): el dominio
apical que comprende la region proxima al eje de simetria 5 (residuos 309-596), el dominio dimérico
(residuos 698-831) que se encuentra en el extremo opuesto del mondmero y contacta con el dominio
dimérico del mondémero adyacente y, por ultimo, 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 activacion
de la replicacion, en el que cada decamero de VP2 se asocia a una molécula de VP1 (Estrozi et al.,
2013; J T Patton et al., 1997; Trask et al., 2012). Ademas, VP2 tiene afinidad por el ssSRNA y dsRNA
(Boyle & Holmes, 1986) (Labbe et al., 1994) e interacciona con las proteinas no estructurales NSP2 y
NSP5 (Berois et al., 2003; Buttafuoco et al., 2020; Vende et al., 2003).

La proteina estructural VP1 (125 kDa) es la RNA polimerasa viral dependiente de RNA (RNA
dependent RNA polymerase, RARp) que cataliza la sintesis de RNA en el interior de las subparticulas
virales (J. Lawton et al., 2000). VP1 es una proteina globular compacta de ~70 A de didmetro que
exhibe una arquitectura de ‘mano derecha’ (dedos-palma-pulgar), comunmente encontrada en otros
reovirus y otras RdRp (Tao et al., 2002; Te Velthuis, 2014). Esta 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 catalitico (Fig. 3B.1).
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Figura 3. Estructura de la particula de RV. Representacion del modelo atomico de la particula TLP de RVA (imagen
central). El codigo de color indica cada una de las proteinas estructurales. (A) Al. Modelo atomico del dimero de VP2
(PDB 3KZ4) donde se indican las cadenas A y B que lo forman. A2. Vista de la superficie interna de un decamero de VP2.
Los conféormeros de VP2, VP2A y VP2B, estan representados en azul oscuro y claro, respectivamente. Figura adaptada de
(Trask et al., 2012). (B) Localizacion de VPI. B1. Estructura de VPI con (+)ssRNA (PDB-2R7R). Se identifican las
funciones de los cuatro tineles que se extienden hasta el gran centro catalitico de VP1. Figura adaptada de (Trask et al.,
2012). B2. Localizacion de la polimerasa VP1 en la cara interna del core. (C) Reconstruccion y modelo atomico de VP3.
C1. Organizacion del dominio modular de la estructura del monémero VP3. C2. Estructura crioME del tetramero VP3
(EMD-0632) a lo largo de los ejes de simetria de orden 2. Figura adaptada de (Kumar et al., 2020). (D) Estructura de las
proteinas estructurales VP6 y VP7. D1. modelo atémico de VP6 (PDB: 3KZ4). D2. modelo atémico del trimero VP7 (PDB
3GZT), vistas superior (arriba) y lateral (abajo). Dos iones de calcio (magenta) estan unidos en la interfaz entre las
subunidades de VP7. D3. Interaccion entre trimeros VP6 y VP7. El trimero VP7 se encuentra sobre VP6 y el contacto entre
ellos esta mediado por los tres brazos N-terminales de VP7 que sujetan el trimero VP6 formando una cadena 3 adicional en
VPG6 (recuadro). Figura adaptada de (Rodriguez & Luque, 2019).

11
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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 posicion ligeramente descentrada del eje de simetria de orden 5 (en uno de los cinco sitios de union
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 generacion de
cadenas (+)ssRNA maduras. Un grupo de 4 monémeros de VP3 (Fig. 3C.1) se unen para formar un
complejo tetramérico estable con una simetria D2 constituido por dos dimeros antiparalelos (Fig. 3C.2).
Ademas 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 dsSRNA (Kumar et al., 2020).

VP6 (45 kDa) es la proteina mas abundante del virion, representando alrededor del 51% de la masa
proteica total (Mattion NM et al., 1994). 260 trimeros de VP6 se ensamblan sobre VP2 formando la
capa intermedia del virion con una estructura T=13/. Las tres subunidades que forman el trimero se
organizan alrededor de un eje de simetria 3 dextro giro (Fig. 3D.1). Los trimeros de VP6 se disponen
en cinco posiciones cuasi-equivalentes, nombradas en funcion de los ejes de simetria icosaédricos a los
que se encuentran asociados (dimérico, D; trimérico, T; proximo a trimérico, T’; pentamérico, P;
proximo a pentamérico, P’). Los mondmeros que forman el trimero interaccionan entre si y con un ion
zinc (Zn*) que proporciona una mayor estabilidad a la estructura (Jayaram et al., 2004; Mathieu et al.,
2001). VP6 interactia con otras proteinas estructurales de la particula. Las interacciones entre VP6 y
VP2 son predominantemente hidréfobas (Jayaram et al., 2004). VP6 también interacciona con los
extremos amino terminales de los monomeros de VP7 y, posiblemente, con algunos iones que pueden
estabilizar la estructura (Jiménez-Zaragoza et al., 2018). Por tlltimo, las espiculas de VP4 interaccionan
con VP6 al encontrarse insertadas en los canales de tipo Il en cada una de las posiciones pentavalentes

que rodean los ejes de simetria 5.

La capa externa de la particula madura o TLP de RV esta formada por 260 trimeros de la glicoproteina
VP7 (37 kDa). Esta se ensambla en trimeros estabilizados por dos iones de calcio (Ca?*) ubicados entre
cada dos subunidades, por lo que cada trimero contiene seis iones (Aoki et al., 2009) (Fig. 3D.2). La
interaccion 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 formacion
de trimeros de VP7 (P. R. Dormitzer et al., 2000). Concentraciones bajas de calcio, similares a las del
citoplasma celular, desencadenan la disociacion de los trimeros de VP7 y conducen al desensamblaje
de la capa de VP7. El uso de agentes quelantes, empleados para la purificacion y obtencion de DLP,
permite el desensamblaje de la capa de VP7 de particulas maduras (Cohen et al., 1979; P. R. Dormitzer
et al., 2000). Como se indic6 previamente, los extremos N-terminales de VP7, con forma de ‘brazo’ o
‘gancho’, interaccionan con los trimeros 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 trimero de VP7
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forma una cadena [ (residuos 58-62) que se extiende bajo la B-lamina del dominio jelly roll de VP6

(Figura 3D.3).

La proteina VP4 forma las espiculas de la particula infectiva. Cada espicula esta formada por tres
monomeros de la proteina (A, B y C), que se organizan en una estructura trimérica (Fig.4) con una
longitud total de 200 A, que se proyecta unos 120 A desde la superficie del virus (Sue E. Crawford et
al.,2001; Z. Liet al., 2009; Settembre et al., 2011). La espicula es una estructura compleja y polimorfica
con elementos triméricos, diméricos y asimétricos. La secuencia de VP4 presenta tres residuos
especificos (R231, R241 y R247) cuyos enlaces son susceptibles de ser escindidos por proteasas
similares a tripsina (Fig. 4, diagrama estructura primaria). Esta protedlisis permite la escision 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 infeccion, ya que los viriones no procesados no son infectivos

(Rodriguez et al., 2014).

En la base del trimero de VP4 se encuentran los extremos C-terminales de cada una de los tres
monoémeros, asi como los tres dominios o N-terminal (residuos 1-28), quienes interactuan entre si
formando un pie trimérico anclado en los canales de tipo II que rodean las posiciones pentaméricas de
la particula (Fig. 5A) (Rodriguez et al., 2014; Trask & Dormitzer, 2006). Asi, las espiculas se
encuentran rodeadas por dos trimeros P, un trimero P’ y un trimero T’ de las capas de VP6 y VP7 (Fig.
5A). Los contactos entre el pie de la espicula 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 didmetro
de la cavidad por encima de la base de la espicula anclandola en la particula (Settembre et al., 2011;
Trask & Dormitzer, 2006). La region de la espicula que sobresale, denominada tallo (Fig. 4), no
mantiene la simetria trimérica local observada en el pie, y esta formada por la region barril-p de VP5*
de la subunidad C que se inserta en una region entre los trimeros D y P’ de VP7, interactuando con sus
subunidades adyacentes. Las regiones barril-p de las subunidades A y B forman el cuerpo de la
espicula, con simetria dimérica, sobre el que se asientan los dominios lectina VP8* de las subunidades

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

El dominio lectina VP8* de la subunidad C no se ha encontrado en ninguna reconstruccion de TLP
tratadas con tripsina y se presume que se disocia de la particula después de su procesamiento proteolitico
(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 union a glicanos de la superficie celular y se disponen de
tal forma que cubren tres bucles hidrofobicos (residuos 283-289, 330-337 y 387-395) localizados en el
extremo mas distal de los dominios barril-f que forman el cuerpo de la espicula (subunidades A y B)
(Fig. 4). Los bucles hidrofobicos del barril-p del tallo (subunidad C) estan escondidos en el extremo

proximal del cuerpo (I. S. Kim et al., 2010).
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Figura 4. Estructura atomica de la espicula de rotavirus. (Panel superior) Representacion del modelo atomico (PDB 4VZQ)
de VP4 tripsinizada. Cada dominio se representa siguiendo el mismo patron 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 esta presente en la estructura. Figura adaptada de (Rodriguez & Luque, 2019). (Panel inferior) Diagrama de la estructura
primaria y organizacion de dominios de VP4: dominios a (amarillo), lectina (magenta), barril-p (rojo) y C-terminal (verde).
Se indican los residuos que delimitan los dominios y los sitios de escision de tripsina.

1.3 Activacion de la espicula de RV y cambios estructurales asociados

Para que la particula de RV sea infectiva, la proteina 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 especificos (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
etal., 2011; Lopez & Arias, 2006; Rodriguez et al., 2014), pero es necesario que VP4 sea proteolizada
en sus fragmentos VP5* y VP8* para que la infeccion sea productiva, tanto in vivo como in vitro (Arias

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

Inicialmente se hipotetizO que la escision por tripsina aseguraba una correcta conformacion y
ensamblaje de las espiculas (Sue E. Crawford et al., 2001), pero el estudio (Rodriguez 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 proteolitico no implica
grandes cambios conformacionales sobre la estructura global de particula. El analisis por criotomografia

electronica (crioTE) de espiculas tripsinizadas (espiculas TR) y no tripsinizadas (espiculas NTR),
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permitio6 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 minimas variaciones en la estructura de espiculas inactivadas y activadas,
sugiere que la espicula se procesa proteoliticamente, 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; Rodriguez et al., 2014).

Sin embargo, se desconocen las diferencias estructurales a nivel atdmico provocadas por este
mecanismo. La estructura de la espicula presenta una conformacion asimétrica, tanto antes como
después de su proteolisis. Tras la escision en los residuos mencionados, la subunidad C libera todo el
dominio VP8* excepto su region N-terminal (Fig. 4, VP4-C), mientras que las subunidades A y B
mantienen sus fragmentos VP8* intactos asociados a los dominios barril-f de los fragmentos VP5* por

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

NTR TR

Figura 5. Representacion de la espicula y su entorno. Estructura de las espiculas en TR- y NTR-TLP. (A) Vista superior
(derecha) y lateral (izquierda) de la espicula anclada en uno de los canales de tipo II de la particula. Se muestra su interaccion
con los trimeros adyacentes de VP7 (panel derecho) y VP6 (panel izquierdo). VP2 esta representado en diferentes niveles de
verde, VP6 en azul, VP7 en amarillo y VP4 en rojo. Se indican los conformeros de VP4 (A, B, C) y los capsomeros triméricos
VP6/VP7 (P, P’, D, T’). (B) Modelos atémicos VP4 y VP7 (PDB 4V7Q) representados en los subvoliimenes obtenidos por
crioTE de NTR-TLP (EMD-2579) y TR-TLP (EMD-2580). La punta de flecha sefiala la densidad en la base del tallo de la
espicula NTR compatible con el dominio lectina de la subunidad C. Figura adaptada de (Settembre et al., 2011) y (Rodriguez
& Luque, 2019).

1.4 Morfogénesis. Ciclo viral

Una vez se lleva a cabo la activacion de las particulas virales mediante la digestion de la proteina VP4
por proteasas en el lumen intestinal del huésped, la infecciéon de RV contintia con la unién de los viriones
a receptores celulares glicanos en la superficie celular mediante VP8* (Rodriguez & Luque, 2019).
Después de la union inicial, VP7 y el dominio VP5* de VP4 interaccionan con diferentes moléculas
presentes en la superficie celular que actian como correceptores (Baker & Prasad, 2010; Desselberger,
2014; M. K. Estes & Greenberg, 2013; Lopez & Arias, 2006; S. Lopez & Arias, 2004). VP5* es capaz
de interaccionar con la proteina Hsc70 y la integrina a2B1, mientras VP7 reconoce las integrinas av3

y oxp2 (K. L. Graham et al., 2003; Guerrero et al., 2000, 2002; Zarate et al., 2000). Después de la union
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inicial a la célula se da su internalizacion celular. Diferentes autores han propuesto distintos
mecanismos para el proceso de entrada viral. El primer mecanismo propuesto sugeria que la entrada
ocurria. mediante penetracion 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
mas recientes sugieren que el virus puede entrar en las células por endocitosis mediada por receptores
de membrana (Fig. 6) y seguir diferentes rutas endociticas 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; Wolfet al., 2012).
Una vez formados los endosomas tempranos, la disminucion de la concentracion de calcio dentro de la
vesicula endocitica, junto con una serie de cambios conformacionales producidos en la espicula
(Herrmann et al., 2021) llevarian al desensamblaje de la capa de VP7 y VP4 de la particula (Marie
Christine Ruiz et al., 1997) y a la liberacion de las DLP al citoplasma celular.

Uniéne | Activacion (VP4 proteolisis) |
internalizacion ////
Antagonista Traduccion de proteinas
de interferon del huésped inhibida

NSP1©

Intermedio de
= maduracion.
S Traduccion Formacion de
endosomal ¥ la MEP
Cap—=
(+JRNA—L VP1, VPSO

Transcrr.pcmn *

Desensamblaje y
liberacion de la
DLP

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

Recientemente, se ha propuesto un modelo para el proceso de penetracion de la membrana del
endosoma en el que las proteinas que componen la espicula jugarian un papel fundamental (Fig. 7)

(Abdelhakim et al., 2014; Herrmann et al., 2021; . S. Kim et al., 2010; Tihova et al., 2001; Trask et al.,
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2010). Este mecanismo se asemejaria al proceso realizado por las proteinas de fusion de virus envueltos
cuyos cambios conformacionales aportan la energia 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 unioén inicial a la célula huésped se produce a través de la interaccioén de los dominios
de lectina VP8* con glicanos de superficie (Fig. 7A). Esta interaccidon es necesaria para un primer
cambio conformacional en el que los dominios de lectina se separan del cuerpo de la espicula en un
desplazamiento lateral y exponen los bucles hidrofobicos de VP5* de los dominios barril-p del cuerpo
y del tallo que interactuan con la membrana (Fig. 7B). Los dominios lectina permaneceran unidos a la
particula durante todo el proceso por el segmento N-terminal de VP8* a través del bucle a2—fp1

(residuos 28-64).

La liberacion de VP5* permite su plegamiento desde una conformacion vertical a una invertida
mediante el giro hacia afuera del barril-f de VP5* del tallo y la formacion de un cuerpo trimérico (Fig.
7B). Posteriormente, tendria lugar un cambio conformacional en el que el segmento n3-a7 (residuos
491-525), que forma dos a-hélices cortas en el pie de la espicula, se replegaria a través del nuevo cuerpo

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

Esto promoveria el despliegue del pie de la espicula y su insercion en la membrana celular (Fig. 7C), la
cual desestabilizaria la membrana y promoveria la liberacion de la particula en el citoplasma. En su
conformacion inversa, VP5* permanece unida al virion a través de contactos con tres de las seis

subunidades de VP7 que lo rodean.

A

Membrana Membrana

Figura 7. Representacion esquematica de los reordenamientos estructurales de la espicula durante la entrada de RV.
VP6 esta representado en color verde y VP7 en amarillo. Las subunidades en los modelos atdmicos de VP4 se muestran en
representacion de cinta y coloreadas: VP5* en rojo, naranja, salmon y VP8* en magenta. (A) La activacion con tripsina escinde
VP4 en los péptidos VP5* y VP8* que preparan la espicula 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 transcripcion primaria (J. A. Lawton et al., 1997) y la
consiguiente expresion de las proteinas virales. Los (+)ssRNA sintetizados actiian como mRNA en la
generacion de las distintas proteinas virales y como moldes para la sintesis del (-)ssSRNA durante la
replicacion del genoma. Las proteinas estructurales VP1, VP2, VP3 y VP6, junto con las proteinas no
estructurales NSP2 y NSP5 son reclutadas junto con los ssRNA virales a unas regiones citoplasmaticas
electrodensas no membranosas, conocidas como viroplasmas, donde se produce la replicacion y
formacion de las nuevas subparticulas virales, SLP y DLP (L. Hu, Crawford, Czako, et al., 2012; John
T. Patton et al., 2006; Silvestri et al., 2004). Las proteinas NSP2 y NSP5 son claves en este proceso ya
que la expresion de estas dos proteinas por si sola es suficiente para inducir la formacion de estructuras
similares a viroplasmas en el citoplasma celular, capaces de iniciar el reclutamiento de las proteinas
virales (Fabbretti et al., 1999). Diferentes estudios sugieren que el ensamblaje de las SLP se inicia
mediante la interaccion 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 uniria VP2 e iniciaria la
sintesis de cadenas (-)ssRNA (J. T. Patton & Gallegos, 1990; Silvestri et al., 2004). Tras la formacion
de las SLP, se presupone que las DLP se ensamblan en la periferia del viroplasma, donde existe una
alta concentracion de VP6 (Gonzalez et al., 2000). Estas DLP pueden permanecer en los viroplasmas

produciendo (+)ssRNA o pasar a la siguiente etapa de maduracion de la particula.

Las ultimas etapas del ensamblaje viral tienen lugar en el reticulo endoplasmico (RE), en contraste con
el resto de los miembros de la familia Reoviridae, cuya morfogénesis es puramente citoplasmatica. Una
vez ensambladas las DLP, aunque no se conoce el mecanismo especifico de formacion y salida de estas
del viroplasma (Trask et al., 2012), las particulas se dirigen a la membrana del RE donde se encuentra
la proteina NSP4 que actua como un receptor intracelular para VP6 (T. Lopez et al., 2005; O’Brien et
al., 2000). El extremo C-terminal de NSP4 se une a VP6 permitiendo el proceso de gemacion de la DLP
al RE y la generacion de un intermedio de maduracioén con una envuelta lipidica transitoria, denominado
MEP (Membrane Enveloped Particle). La funcion que desempefia la formacion de estas MEP asi como
los mecanismos que median la pérdida posterior de esta membrana lipidica durante el proceso de
maduracion de las particulas no se conocen con exactitud. NSP4 interacciona también con VP4 (Maass
& Atkinson, 1990) favoreciendo las interacciones DLP-VP4, previas al ensamblaje de la proteina 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 interaccion 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 lipidica
transitoria (T. Lopez et al., 2005). A su vez, NSP4 actia como viroporina (Hyser et al., 2010)
promoviendo el aumento del nivel de Ca?" 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 proteinas de la capsida externa VP4 y VP7

se ensamblan a la DLP, formando particulas 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 clasico, 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 via secretora
preexistente. Se conoce que VP4 interactiia con filamentos de actina y lipidos, de modo que VP4 puede
participar en el proceso de desestabilizacion de la membrana celular y salida de las células al interactuar

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

1.5 Clasificacion y epidemiologia

Actualmente, RV se clasifica en funcion 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
Taxonomia de Virus (ICTV) eliminé el rotavirus E como especie debido a la falta de aislamientos de

estos virus desde los realizados cuando se estableci6 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
unicamente 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 epitopos neutralizantes de las
proteinas de la capsida externa. VP4 determina el tipo P (proteina sensible a Proteasas) y VP7 determina
el tipo G (Glicoproteina). Se conocen 32 genotipos G y 47 genotipos P del grupo A, pero sélo unas
pocas combinaciones de estos producen la mayoria de los casos en humanos (Matthijnssens et al., 2008).
Recientemente, se describi6é un nuevo método de clasificacion en funcion del grado de similitud entre
las secuencias de cada uno de los 11 segmentos de RNA de RV (Matthijnssens et al., 2008). Esta
clasificacion ha permitido evaluar el posible origen animal de las cepas de RV humanos més comunes,
y su uso se estd ampliando al estudio de la epidemiologia a nivel molecular, al impacto de los programas
de vacunacion, asi como al analisis de la evolucion de los diferentes grupos de RV ya conocidos y de

la aparicion de nuevos RV por transmision entre especies.

En relacidén a las infecciones causadas en humanos, RVA es la especie mas relevante y mas estudiada
debido a su mayor morbilidad y mortalidad en nifios menores de 5 afios (John T Patton, 2012; Troeger
et al., 2017), por lo que ha monopolizado la investigacion sobre este patdogeno y es el objetivo de los
programas de vacunacion (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 nifios 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, ademas, la dimension de su morbilidad
y mortalidad podria estar infraestimada debido a que no son detectados por los reactivos empleados
rutinariamente para el diagnostico (Glass et al., 2001). A este respecto, es importante recordar que se
desconoce la etiologia de un 28% de las muertes causadas por diarrea (Troeger et al., 2017) y que datos
recientes indican que incluso en paises con una elevada tasa de vacunacion (mayor a un 93%) con
vacunas de alta eficiencia, RV persiste en la poblacion, donde parece afectar fundamentalmente a nifios
mayores, no vacunados, y a la poblacion anciana (Sue E Crawford et al., 2017; John T Patton, 2012).
Existe muy poca informacion sobre la biologia molecular de los RV que no pertenecen al grupo A. Su
caracterizacion seria de enorme utilidad para entender las causas subyacentes a su habilidad para
infectar nifios 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
asintomaticas y sintomaticas (Martella et al., 2010) en animales de granja (vacas, cerdos, ovejas),
animales exoticos (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 economicas por los gastos asociados a su tratamiento y las
altas tasas de morbilidad y mortalidad asociadas a estas infecciones (Martella et al., 2010). Ademas, los
RV animales pueden infectar a humanos por transmision directa del virus o mediante la generacion de
nuevas cepas surgidas de reordenamientos genéticos con cepas humanas (Komoto et al., 2011;
Mukherjee et al., 2011). Ambos procesos ocurren mas cominmente en paises en vias de desarrollo
(Bwogi et al., 2017), donde los nifios a menudo se infectan con multiples cepas de RV al mismo tiempo
y estan en estrecho contacto con animales. Por ello, la vigilancia conjunta de las cepas de RV animales
y humanos asi como su caracterizacion genética es vital para comprender las relaciones entre los virus
que circulan conjuntamente (Vlasova et al., 2017), diagnosticar nuevos brotes, prevenirlos y
combatirlos, asi como evaluar los programas de vacunacion (Kirkwood, 2010), especialmente en

regiones con altas tasas de incidencia y mortalidad.

1.6 Produccion de pseudoparticulas 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 adaptacion al crecimiento in vitro de los RV, la mayoria 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

20



Introduccion

a la aplicacion de otras metodologias para el estudio y la caracterizacion estructural de los diferentes
grupos que componen este género. Una de esas metodologias es la aplicacion de sistemas de expresion
heterdlogos para la generacion de pseudo-particulas (virus-like particles, VLP) similares a las
producidas durante una infeccion natural por RV, fundamentalmente aplicada al estudio de RVA. Con
este objetivo, se han empleado con éxito sistemas de expresion basados en levaduras (Saccharomyces
cerevisiae) (Rodriguez-Limas et al., 2011), células procariotas (E£. coli BL21 (DE3)) (T. Li et al., 2014),
plantas transgénicas (Nicotiana tabacum, Nicotiana benthamiana, Lycopersicon esculentum) (Péra et
al., 2015; Saldafa et al., 2006; Yang et al., 2011), células transformadas de Drosophila melanogaster
(Lee et al., 2011) o células de mamifero (células Vero 2-2) (Laimbacher et al., 2012). Sin embargo, en
la mayoria de los estudios se ha utilizado el sistema de expresion con baculovirus recombinantes (rBV)

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

Desde 1983, cuando esta técnica se introdujo para la expresion de IL-2, el BEVS ha evolucionado hasta
convertirse en uno de los sistemas eucarioticos mas potentes y versatiles para la expresion de proteinas
recombinantes (Felberbaum, 2015; Irons et al., 2018; Jarvis, 2009; Smith et al., 1983). El sistema mas
comun esta basado en el virus de la poliedrosis nuclear multiple de Autographa californica (AcMNPV
0 AcNPV), empleando como huéspedes para su propagacion lineas celulares derivadas de miembros de
la familia Noctuidae como Spodoptera frugiperda o Trichoplusia ni. Este sistema presenta una serie de
caracteristicas que lo hacen conveniente para la expresion de VLPs de RV (Beljelarskaya, 2011). Es un
sistema eficaz que permite la identificacion y generacion de rBV para la expresion heterdloga de
proteinas de forma segura, ya que los baculovirus tienen un estricto rango de huésped y no infectan
mamiferos ni plantas. El empleo de promotores muy tardios de baculovirus hace que la expresion de
las proteinas recombinantes se inicie después de la generacion de virus infectivos, lo que garantiza el
aislamiento de virus que expresan proteinas incluso letales para la célula. Estos promotores son, ademas,
capaces de promover elevados niveles de expresion de las proteinas heterdlogas. Por otro lado, los
modernos sistemas BEVS han sido disefiados para simplificar la construccion de baculovirus que
expresan simultineamente varias proteinas, lo cual, unido a la posibilidad de coinfectar con varios
baculovirus, simplifica la expresion de complejos multiproteicos (Y. C. Hu, 2005; Kost et al., 2005).
Finalmente, las células de insecto empleadas para la para la expresion de las proteinas heterologas
permiten la realizacion de modificaciones postraduccionales como glicosilacion, fosforilacion,

acetilacion y acilacion similares a las realizadas en células de mamifero (Summers, 2006).

La expresion de combinaciones de proteinas estructurales de RV mediante BEVS ha permitido el
aislamiento de diferentes particulas y subparticulas 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 expresion de la proteina VP2 de forma individual permite purificar particulas similares a
SLP (Fig. 8A, panel 3) (Labbé¢ et al., 1991), formadas inicamente por VP2, junto con la maquinaria de

transcripcion, mediante la coexpresion de VP2 con VP3 y/o VPI1. La coexpresion de las proteinas VP2
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y VP6 permite el ensamblaje de vDLP (Fig. 8A, panel 4), siendo VP2 la proteina de andamiaje sobre la
que VP6 se ensambla (Jayaram et al., 2004). Segun la combinacion de proteinas estructurales
expresadas de forma conjunta, se han llegado a generar particulas vDLP formadas por VP2/6, VP1/2/6,
VP2/3/6, VP1/2/3/6, VP2/4/6 (Fig. 8A, panel 5), asi como particulas 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 resolucion alcanzado en estos estudios
indicados, se ha observado que las VLP generadas por el autoensamblaje de las diferentes proteinas
expresadas mantienen las caracteristicas estructurales, y también antigénicas, de las particulas naturales
producidas durante la infeccion. La expresion aislada de VP6 mediante el sistema BEVS da lugar a la
formacion de particulas esféricas (Fig.8A), matrices cristalinas 2D y tubos helicoidales (Fig. 8B) en
funcion 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 nifios y animales

infectados con RV (Mary K Estes et al., 1987).
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N 75nm dian—1eter

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

Ademas de estudios con estirpes de RVA, el BEVS se ha empleado con éxito para la generacion de
VLPs de RVC formadas por VP2/6/7 (Fig. 8A, panel 8) o VP6/7 (Clark K. B. et al., 2009) asi como
para la expresion de vTLP hibridas compuestas por proteinas estructurales de RVA y RVC (A-VP2/C-
VP6/C-VP7, A-VP2/C-VP6/A-VPTy 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 atdémico o

cuasi atomico de las mismas.
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Eluso de VLP en RV también ha permitido el estudio a nivel estructural y la caracterizacion de epitopos
neutralizantes y no neutralizantes en VP4 y VP7 mediante ensayos ELISA y de hemaglutinacion (S E
Crawford et al., 1994; Fiore et al., 1991). Asimismo, la versatilidad de este sistema de expresion ha
permitido estudiar en mayor profundidad el sistema de sintesis de (-)ssRNA llevado a cabo por VP1 a
partir de moldes de (+)ssRNA de RV empleando VLP generadas por la expresion de diferentes
combinaciones de proteinas estructurales (D Chen et al., 1994; Zeng et al., 1996b). Estas VLP también
son de interés en ambitos sanitarios y cientifico-tecnologicos, bien como agentes de administracion
(nanocarriers) de farmacos (Zhao et al., 2011) o como vehiculos para la generacion de vacunas

(Heinimaki et al., 2019; Kushnir et al., 2012).
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El presente trabajo pretende profundizar en el conocimiento sobre la estructura de la particula viral de

los miembros del grupo rotavirus.

La importancia socio sanitaria de los rotavirus de la especie A ha estimulado una intensa labor de
investigacion sobre estos virus. Como resultado, existe una abundante informacion sobre la estructura
de la particula viral de las estirpes modelo de esta especie, habiéndose determinado la estructura atdbmica
de la TLP activada proteoliticamente (Settembre et al., 2011) y de la DLP (McClain et al., 2010), asi
como de las diferentes proteinas estructurales (Estrozi et al., 2013; Jenni et al., 2019; Kumar et al.,
2020). Esto ha permitido proponer un mecanismo para el proceso de penetracion de la TLP en la célula
diana cuyo funcionamiento depende esencialmente de las proteinas de la capa externa de la TLP (Baker
& Prasad, 2010; Rodriguez et al., 2014; Zarate et al., 2004). Dicho mecanismo de entrada se inicia a
partir de una TLP inactiva que es competente para la interaccion con la membrana celular (S. M. Clark
et al., 1981), pero que no es capaz de generar una infeccion productiva (Arias et al., 1996; Gilbert &
Greenberg, 1998; D. Y. Graham & Estes, 1980; Rodriguez et al., 2014). El paso de activacion, que
transforma a la TLP en infectiva, consiste el procesamiento proteolitico de los trimeros de VP4 que
constituyen la espicula (Arias et al., 1996; S. M. Clark et al., 1981; D. Y. Graham & Estes, 1980; Ludert
et al., 1996). Este proceso esta poco caracterizado, desconociéndose, por ejemplo, la estructura atomica
de la espicula no digerida (Sue E. Crawford et al., 2001; Rodriguez et al., 2014), incluyendo los bucles
en los que se encuentran los sitios de procesamiento para su activacion (Herrmann et al., 2021;
Settembre et al., 2011). Uno de los objetivos generales de este trabajo es aportar informacion sobre este
paso clave en la infeccion viral mediante la determinacion de la estructura atomica 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 practicamente nulo.
En buena parte, esto se debe a los problemas encontrados para crecer estos virus en el laboratorio, que
hacen muy dificil la obtencion de cantidad suficiente de material como para abordar su caracterizacion
estructural. Esto hace necesarias aproximaciones alternativas para el estudio estructural de las especies
no cultivables. La expresion de las proteinas estructurales de rotavirus en sistemas heter6logos parece
ser una aproximacion viable, ya que, a pesar de la compleja morfogénesis de la TLP durante la infeccion
natural, se ha demostrado para varias estirpes de las especies A y C que la expresion simultanea de sus
componentes en diversos sistemas heterologos permite el aislamiento de particulas similares a virus
esencialmente idénticas a las DLP y TLP generadas durante la infeccion natural. Es posible, ademas,
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 reticulo
endoplasmico. Sorprendentemente, este proceso es mas eficaz in vitro que en los sistemas heterélogos
(J. Z. Chen et al., 2009; Herrmann et al., 2021; Trask & Dormitzer, 2006). Ademas, la estructura de la

capa de VP7 y de las espiculas 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 heter6logo es clave para poder abordar la determinacion de
la estructura de las especies no cultivables de rotavirus, ya que nos permite emplear la coexpresion de
diferentes proteinas estructurales para la obtencion 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
sistematico de la estructura de los miembros del género rotavirus. Para ello se estudiara la generacion
de DLP de las estirpes de referencia de las diferentes especies empleando como sistema heterdlogo de
expresion el sistema de baculovirus. Ademas, se determinara la estructura atomica 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 reconstruccion de la estructura de la TLP es el
hecho de que no se encuentran espiculas en todas las posiciones en las que de forma ideal se deberian
encontrar dando lugar a una menor resolucion, algo que ocurre en la purificacion de TLP naturales
(Dayue Chen & Ramig, 1992) y, mas alin, en las generadas durante el proceso de expresion en sistemas
heterdlogos (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 generacion de una
metodologia robusta para el estudio de estructuras con baja resolucion asociadas a una elevada

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

Los objetivos especificos de este trabajo son:

1.- Determinacion y analisis de la estructura atomica de la TLP de RVA preparada en presencia y en

ausencia de tripsina. Desarrollo de una metodologia para la reconstruccion de la espicula.

2.- Determinacion y analisis de la estructura atdmica de la DLP natural de la especie A, y de la pseudo

DLP correspondiente obtenida mediante el sistema de expresion basado en baculovirus

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

sistema de expresion basado en baculovirus.

4.- Determinacion y analisis comparativo de la estructura atdmica obtenida para las pseudo DLP de las

distintas especies de rotavirus.
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3.1 Material biol6gico

3.1.1 Células procariotas

La cepa bacteriana Escherichia coli XL10-Gold (Stratagene) fue utilizada para la propagacion de los
plasmidos recombinantes. Esta cepa se crecio a 37°C en el medio liquido Luria Broth (LB) (peptona de
caseina 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 suplement6 con 150 pg/ml ampicilina 'y 50 pg/ml carbenicilina

para la seleccion de las bacterias portadoras de plasmidos.

Las cepas de Escherichia coli DH10-Bac (Luckow et al., 1993) y DH10-MultiBac (Berger et al., 2004)
se utilizaron para la generacion de bacmidos recombinantes mediante transposicion. Las cepas se
crecieron a 37°C en medio liquido LB o en placa utilizando el mismo medio con agar al 1,5%. El medio
LB se suplementd con 50 ug/ml kanamicinina, 10 pg/ml tetraciclina y 7 pg/ml gentamicina para la

amplificacion de las bacterias portadoras de bacmidos recombinantes.

3.1.2 Células eucariotas

Para la generacion y la amplificacion de baculovirus recombinantes, asi como para la expresion de
proteinas mediante infecciones con baculovirus se utilizaron las lineas celulares Sf-9 (ECACC
89070101, Sigma-Aldrich) y §f-21 (ECACC 05022801, Sigma-Aldrich) derivadas del tejido de ovario
de la pupa de Spodoptera frugiperda (Vaughn et al., 1977). Para la realizacion de infecciones destinadas
a la produccion de proteinas se empled también la linea celular BTI-Tn-5B1-4 (High Five, HS,
Invitrogen), derivada de células ovaricas de Trichoplusia ni (Wickham et al., 1992). Las lineas celulares
de insecto se crecieron en monocapa a 27°C en medio TC-100 (Gibco) suplementado con un 10% de
suero fetal bovino, penicilina (100 U/ml) y estreptomicina (100 pg/ml). Para los ensayos de formacion
de placas de lisis se emplearon células Sf9 adaptadas al crecimiento en medio Sf-900 III mantenidas en
suspension en reactores GLS 80 (Duran) a 75 rpm en medio suplementado con penicilina (25 U/ml) y

estreptomicina (25 pg/ml) a 27°C.

Para la amplificacion de rotavirus se empleo la linea celular MA104 (ECACC 85102918, Sigma-
Aldrich), una linea celular adherente derivada de epitelio de rifion de mono verde africano. Las células
se crecieron en medio MEM suplementado con 2 mM glutamina, 50 pg/ml de gentamicina y 10% de
suero fetal. Las células se mantuvieron a 37°C con un 5% de C0, 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 empled el clon C4111 de la cepa de rotavirus A de simio SA1l1 (RVA/Simian-tc/ESP/SA11-
C411/2009/G3P[2]) (Rodriguez et al., 2014). Se utilizaron virus amplificados 3 veces desde el tltimo
paso de purificacion de placa de lisis. Los virus fueron cedidos por el laboratorio donde se realizo este

trabajo.
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Los baculovirus empleados se generaron a partir de los bacmidos obtenidos mediante los sistemas de
expresion en baculovirus Bac-to-Bac (Invitrogen, (Luckow et al., 1993)) y MultiBac (Geneva Biotech,
(Berger et al., 2004)). Los baculovirus empleados para la expresion de las proteinas VP2 y VP6 del
rotavirus SA11 fueron obtenidos del laboratorio donde se desarrolld esta tesis. Estos baculovirus se
construyeron empleando el plasmido 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.

Tn7L
SV40 poly(A) signal

o —r"'--.,,__
MCS1 f" Opj ™~ AmpR promoter
polyhedrin promoter i . WA

p10 promoter ; \
MCS2 !
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pFastBac Dual
5238 bp

Pc promoter \ l

Tn7R

Figura 9. Dibujo esquemaitico del plasmido pFastBacDual empleado para la generacion de los rBV. Se indican los
promotores, origen de replicacion del plasmido (ori), secuencias de resistencia frente a los antibioticos ampicilina (AmpR) y
gentamicina (GmR) y las regiones donde se clonan las proteinas a expresar (MCS, multicloning sites).

3.1.4 Plasmidos

Para la construccion de los rBV de los diferentes rotavirus no-A se empled también el plasmido
pFastBacDual (Invitrogen) (Figura 9). La secuencia codificante correspondiente a la proteina VP2 se
situd bajo el control del promotor p10 (insertada en el pldsmido sustituyendo a los nucledtidos 4304-
4310)y la correspondiente a la proteina VP6 bajo el control del promotor polh (insertada en el plasmido
sustituyendo a los nucleotidos 4304-4310). Los plasmidos fueron sintetizados por la empresa Synbio

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

Se indica la informacioén sobre las secuencias codificantes empleadas en la tabla 1. Los acidos
desoxirribonucleicos (DNA) sintetizados se emplearon directamente para la produccion de bacmidos
recombinantes. En el presente trabajo se utilizaron secuencias de referencia para los grupos de rotavirus

(B-D, F-I) pero no el grupo J (Bényai et al., 2017) el cual surgié durante la elaboracion de esta tesis.
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Especie RV Estirpe Huésped GenomalID GenBank VP2 GenBank VP6

B Bang373  Humano 18303 NC 021545 NC 021544

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
| KE135 Perro 36964 NC 026826 NC_026829

Tabla 1. Secuencias empleadas para la construccién 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 niimeros de acceso de los segmentos en los que se
encuentran codificadas las proteinas VP2 (GenBank VP2) y VP6 (GenBank VP6) en la base de datos GenBank.

3.1.5 Preparacion de bacmidos recombinantes
Los bacmidos recombinantes se generaron empleando los sistemas de expresion en células de insecto

Bac-to-Bac (Invitrogen) y MultiBac (Geneva Biotech) y siguiendo las instrucciones de los fabricantes.
Brevemente, 100 ng del plasmido intermedio pFastBacDual correspondiente se utilizaron para
transfectar 100 pul de bacterias competentes de la cepa de E. coli DH10-Bac (Bac-to-Bac) o DH10-
MultiBac (MultiBac). Finalizada la transfeccidn, las bacterias se crecieron durante 5 horas a 37°C con
agitacion para permitir la transposicion de las secuencias de interés desde el plasmido al genoma del
bacmido. Los bacmidos recombinantes se seleccionaron en medio sélido LB-agar que contenia 50
pg/ml kanamicinina, 10 pg/ml tetraciclina, 7 pg/ml gentamicina, 200 pg/ml de X-Gal (5-bromo-4-
cloro-3-indolil-B-D-galactopiranosido) y 40 pg/ml de IPTG (isopropil-f-D-1-tiogalactopiranésido).
Las colonias que contenian bacmidos en los que habia ocurrido la transposicion, es decir, colonias
blancas de gran tamafio sobre un fondo de colonias azules, se seleccionaron y se volvieron a crecer en
medio solido en las mismas condiciones para verificar su fenotipo. Posteriormente se prepar6é el DNA
del bacmido presente en tres colonias para cada uno de los recombinantes siguiendo el protocolo

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

2004).

3.2 Infecciones, transfecciones y expresion de proteinas

3.2.1 Transformacion de células de insecto

Para la generacion de los rBV a partir de los bacmidos se sembraron células Sf9 crecidas en medio
TC100 con 10% suero fetal y sin antibioticos en placas de 12 pocillos a una concentracion de ~100,000
células/cm?. Una vez adheridas, las células se transfectaron, siguiendo las recomendaciones del
fabricante, con 5 ul de la preparacion de bacmido empleando 1 pl del reactivo TransIT-Insect

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

del 90% mostraban efecto citopatico, y se centrifugaron a 2500g durante 10 minutos a 4°C. El
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sobrenadante, que contiene los baculovirus, se recogid y se almacend a 4°C protegido de la luz. Esta
preparacion de baculovirus se denominé pase cero (P0), y se empled para realizar dos rondas sucesivas
de amplificacion (P1 y P2) con el objetivo de aumentar y estabilizar la infectividad especifica. Las
infecciones para la produccion de proteinas 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 amplificacion de los baculovirus se sembraron monocapas de células
S19 en medio TC100 suplementado a una densidad de ~170,000 células/cm?. Una vez adheridas se retir6
el medio de cultivo y se afnadi6 la cantidad de virus correspondiente a una multiplicidad de infeccién
de 0.1 unidades formadoras de placa (ufp)/célula en un volumen de indculo aproximadamente igual a
1/10 del volumen del medio de cultivo recomendado para cada tipo de placa. La adsorcion se realizo
durante 1 h a 27°C con agitacion periddica y posteriormente el inoculo se retiro y se afiadié medio de
cultivo. Los cultivos se recogieron cuando y como se ha indicado para la preparacion del PO, se filtraron
a través de un filtro de 0.2 pm y se almacenaron a 4°C en oscuridad. Para la preparacion del P1 se
asumi6 que el PO correspondiente tenia una concentracion de 1x107 ufp/ml. Para la preparacion del P2

de cada virus, previamente se determind la concentracion de virus infectivos del P1 correspondiente.

Las infecciones destinadas a la produccion de proteina se realizaron de forma similar empleando la
densidad celular indicada anteriormente para las células Sf9 y Sf21, y una densidad de ~114,000
células/cm? para las células H5. Las células se infectaron con una multiplicidad de infeccion de 0.3,
salvo que se indique lo contrario. El sobrenadante de infeccion se suplementd con inhibidores de
proteasas (Complete Mini, Roche) cada 24 horas a partir de las 48 hpi hasta su tiempo de recoleccion

determinado en cada caso.

3.2.3 Determinacion de la concentracion de rBV infectivos

La concentracion de virus infectivos de las diferentes preparaciones se determind mediante ensayos de
formacion de placas de lisis. Para ello, se sembraron células S9 crecidas en suspension en medio Sf-
900 III (Invitrogen) en placas de 6 pocillos a una concentraciéon de 170,000 células/cm? y, una vez
adheridas, se infectaron con diluciones seriadas de la preparacion en medio Sf-900 III. Tras 1 h de
absorcion, se retir6 el inoculo y se afiadieron en cada pocillo 2 ml de una mezcla de 100 ml de medio
S£-900 1.3x (Invitrogen) suplementado con 50 pg/ml de DEAE/Dextrano (SIGMA), 25 U/ml de
penicilina, 25 pg/ml de estreptomicinay 6.25 pg/ml de anfotericina (SIGMA), y mantenido a 37°C, con
30 ml de 2.2% agarosa SeaKem ME (Lonza) mantenida a 48°C. Una vez gelificada la mezcla, las placas
se incubaron en una camara humeda a 27°C en la oscuridad durante 5-7 dias hasta que se detecto6 la
aparicion de placas de lisis. Las placas fueron tefiidas anadiendo 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 Purificacion de proteinas y ensamblados virales

3.3.1 Purificacion de particulas virales de rotavirus

Para la purificacion de rotavirus se infectaron monocapas de células MA104 tres dias después de haber
alcanzado la confluencia. Las monocapas se lavaron dos veces con medio sin suero y se infectaron con
una multiplicidad de infeccion de 0.1 en el caso de las preparaciones de virus realizadas en presencia
de tripsina, y con una multiplicidad de infeccion de 10 para las realizadas en ausencia de tripsina.
Previamente los virus fueron activados durante 30 minutos a 37°C con 100 BAEE U/ml de tripsina
tratada con TPCK (ThermoFisher Scientific). La adsorcion se llevo a cabo en medio sin suero, en un
volumen de indculo aproximadamente igual a 1/10 del volumen del medio de cultivo recomendado para
cada tipo de placa, durante 90 minutos con agitacion periddica. Una vez finalizada la adsorcion el
in6culo se retird y, en el caso de las preparaciones realizadas en presencia de tripsina, se afiadido medio
de cultivo sin suero suplementado con gentamicina (50 pg/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 afiadié medio sin suero suplementado con gentamicina (50 pg/ml) y
leupeptina (0.5 pg/ml). Los cultivos se mantuvieron hasta la aparicion de efecto citopatico 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 4°C a partir de este
punto. En el caso de las preparaciones realizadas en ausencia de tripsina, se mantuvo una concentracion
de 0.5 ug/ml de leupeptina a lo largo de todo el proceso. Las muestras, células infectadas y sobrenadante
de cultivo, se separaron por centrifugaciéon a 12,500g durante 20 minutos. El sobrenadante y el
sedimento de la centrifugacion se procesaron de forma independiente. El sobrenadante se ajustd 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 4°C con agitacion suave. Posteriormente, la mezcla se centrifugd durante 30 minutos a
10,000g y el sedimento, que contiene los virus, se resuspendié en un 1/100 del volumen inicial de
tampdén TBS (25 mM Tris base, 0.7 mM NayPOs, 5.6 mM glucosa, 136.9 mM NacCl, 5.1 mM KCIl, 1
mM MgCl,, 1 mM CaCl,) (McClain et al., 2010). El sedimento de células infectadas se resuspendi6 en
1/50 del volumen inicial de medio de cultivo, se congeld y descongeld 3 veces, y se clarifico mediante
centrifugacion a 12,500g durante 20 minutos. El sobrenadante de esta centrifugacion se afiadio al virus
obtenido del sobrenadante del cultivo, y la mezcla se sedimentd a través de un colchdn de sacarosa
(40% p/v) en TBS mediante ultracentrifugacién durante 150 minutos a 70,000g. El pellet, que contiene
virus semi purificado, se resuspendi6 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 extraida se
ajustd con CsCl a una densidad de 1.37 g/ml (n = 1.3690) y se centrifugo en un rotor casi vertical

durante 180 minutos a 300,000g. Normalmente, al final de esta centrifugacion se distinguen dos bandas,
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una mas alta que corresponde a las TLP y otra mas baja que contiene las DLP. Las bandas se recogieron
y se sometieron, por separado, a una segunda centrifugacion en las mismas condiciones para obtener
TLP y DLP altamente purificadas. Las muestras finales se dializaron frente a TBS y se concentraron
mediante centrifugacion 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 4°C.

3.3.2 Preparacion de DLP
Muestras de TLP purificadas se ajustaron a 20 mM EDTA y se incubaron durante 60 minutos a 30°C.
Posteriormente, las DLP formadas se purificaron mediante centrifugacion en un gradiente de CsCl en

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

3.3.3 Purificacion de ensamblados del sobrenadante de infecciones con rBY

En analisis preliminares se evaluaron y ajustaron diferentes parametros con el fin de conseguir una
expresion maxima para cada una las proteinas de interés. Para ello, cultivos preconfluentes de células
de insecto H5, Sf9 y Sf21 fueron infectados con el rBV correspondiente, mantenidos a 18, 22 6 27°Cy
recogidos a diferentes tiempos post-infeccion (hpi): 48, 72, 96, 120, 168 y 240 hpi. Con el fin de
eliminar restos celulares el sobrenadante de infeccion fue centrifugado a 12,500xg durante 30 minutos.
El sobrenadante clarificado fue cargado sobre un colchén 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 pl tampon TNE y analizado por SDS-PAGE y microscopia electronica por

tincion negativa.

De forma general, en infecciones a gran escala en las que se utilizé un volumen de medio de cultivo
mayor de 25 ml, el sobrenadante de infeccion clarificado se ajustd a 10% (p/v) de PEG 8000 y 2.3 %
(p/v) de NaCl, suplementado con inhibidores de proteasas (Complete Mini, Roche) y se incubd con
agitacion suave toda la noche a 4°C. Al dia 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 colchon de sacarosa al 25% en
TNE y ultracentrifugado a 100,000xg durante 1h a 4°C. El sedimento resultante del colchon de sacarosa
fue resuspendido en 500 pl de tampon TNE. A continuacion, y en funcion de la naturaleza de las

proteinas expresadas, se realizaron diferentes pasos de purificacion.

En infecciones con rBV para la expresion de proteinas VP2 y VP6 de RVA, el precipitado del colchon
de sacarosa fue resuspendido en 500 ul de TNE y extraido con el mismo volumen de Vertrel XF. Se
centrifugd a 12,500xg durante 5 minutos en un rotor de angulo fijo y la fase soluble resultante se cargd
en un gradiente de CsCl. Para ello, la fase soluble se llevo a un volumen final de 5 ml, se afiadieron 2
gr de CsCl y se mezclo con una solucion de CsCl en tampén 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 ultracentrifugacion se detecté una banda visible por refraccion que fue recuperada por puncion
lateral con agujas hipodérmicas 23G y dializada 16 h frente a tampon TNE. A continuacion, la muestra
se concentré mediante ultracentrifugacion a 100,000xg durante 1h. El precipitado se resuspendio en 50

pl de tampon TNE. Todas las etapas de purificacion fueron realizadas a 4°C.

En infecciones con rBV para la expresion de proteinas VP2 y VP6 de RVD, el sedimento obtenido de
la precipitacion con PEG 8000 se resuspendidé en tampoén TNE y se procedid a realizar 4
centrifugaciones/resuspensiones sucesivas con el objetivo de solubilizar el mayor numero 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 colchon de sacarosa al 25% durante 1 hora a 100,000xg. El sedimento
precipitado se resuspendio en 500 pl de TNE y fue sometido a una ultracentrifugacion en un gradiente
lineal de sacarosa del 25 al 55% en TNE durante 1h a 100,000xg. El gradiente se recogio en 12
fracciones que se concentraron 20 veces mediante ultracentrifugacion (1h a 100,000xg). Tras
determinar bioquimicamente 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 continuacion, se recogieron 12 fracciones de 1 ml que se concentraron mediante
ultracentrifugacion (100,000xg, 1h). Los precipitados se resuspendieron en 50 pl de tampon TNE.

Todas las etapas de purificacion fueron realizadas a 4°C.

En infecciones con rBV para la expresion de proteinas VP2 y VP6 de RVI, el sedimento del PEG 8000
se purificd mediante un colchon de sacarosa al 35% centrifugando 1 hora a 100,000xg, y el sedimento
se resuspendio en 500 pl de TNE. Este fue extraido con un mismo volumen de Vertrel XF y centrifugado
durante 5 minutos a 20,000xg en una microfuga. La fraccion acuosa se concentré mediante
ultracentrifugacion (100,000xg, 1h). El precipitado se resuspendié en 50 ul de tampén TNE. Todas las

etapas de purificacion fueron realizadas a 4°C.

3.3.4 Purificacion de ensamblados del interior celular derivados de la expresion con rBV
Cultivos preconfluentes de células de insecto H5, Sf9y 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 27°C
y se recogieron a las 144 hpi. Las células junto con el sobrenadante de infeccion fueron centrifugadas a
12,500xg durante 30 minutos. A continuacion, el sobrenadante se separd y fue cargado sobre un colchon
de sacarosa al 35% en TNE y ultracentrifugado a 100,000xg durante 1h. El sedimento resultante fue
resuspendido en 100 pl de tampdén TNE y guardado a 4°C.

A continuacion, las células fueron lavadas con PBS, resuspendidas en 300 pl de PBS y sonicadas a
intervalos de 10 segundos durante 30 segundos. El extracto celular se dividio en tres fracciones y cada

una de ellas fue sometida a diferentes tratamientos. Por un lado, una fraccién fue mezclada con un
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mismo volumen de Vertrel XF y se centrifugd 20,000xg durante 5 minutos a 4°C. Otro tercio del
extracto celular fue mezclado con 10 pl de 10% Triton X-100 en TNE 1X, incubado durante 30 minutos
a 4°C con agitando intermitente cada 10 minutos y centrifugado a 20,000xg durante 5 minutos a 4°C.
La ultima fraccion de extracto celular se incub6 con 10 pl de 10% IGEPAL en TNE 1X 10 minutos a
temperatura ambiente y fue centrifugado a 20,000xg durante 5 minutos a 4°C. En todos los casos, las
fases solubles fueron recuperadas y guardadas a 4°C para su posterior andlisis. Los precipitados
correspondientes a las fases insolubles se resuspendieron en 100 pl de tampon TNE y se guardaron a

4°C para su posterior analisis.

3.4 Analisis bioquimico

3.4.1 Analisis electroforético en geles desnaturalizantes de poliacrilamida

Para la resolucién electroforética de proteinas se siguid 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 centrifugacion durante
un minuto a 20,000xg y se lavaron dos veces con PBS (137mM NaCl, 2,7mM KCI, 10mM Na,HPOs,
1,8mM KH,POy), centrifugando en las mismas condiciones. Finalmente, las muestras se resuspendieron
en PBS a 4°C, se ajustaron a una concentracion 1X de tampon de desnaturalizacion (4X: 240 mM Tris-
HCI pH 6.8, 8% SDS, 0.04% azul de bromofenol, 40% glicerol y 400 mM DTT) y se incubaron durante
5 minutos a 100°C. En el caso de muestras purificadas estas fueron directamente ajustadas a una
concentracion 1X de tampon de desnaturalizacion e incubadas durante 5 minutos a 100°C.

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 solucion de 10% &cido acético-
50% etanol y tefiidos con azul de Coomassie preparado al 0,005% (p/v) en una solucion de 7.5% &cido
acético, 5% etanol. El patron de pesos moleculares de proteinas utilizado fue EZ-Run Protein Ladder

(Fisher Scientific).

3.5 Microscopia electronica

3.5.1 Adsorcion de muestras y tincion negativa

Sobre una gota (5 pl) de la muestra bajo estudio se depositd una rejilla de microscopia electronica con
carbon-colodion previamente ionizada mediante descarga ionica (Q150T, Quorum). Las rejillas se
incubaron 3-5 minutos, posteriormente se lavaron 2 veces en el tampon donde se encuentran
resuspendidas las muestras y el exceso de liquido 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 tincion se elimind por contacto
de la rejilla con papel de filtro grado 1 (Whatman). La concentracion Optima para microscopia

electronica de transmision de los diferentes ensamblados analizados fue determinada empiricamente
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mediante la dilucion seriada de los mismos en su tampdn correspondiente. Para la visualizacion de las
muestras se empled un microscopio electronico Tecnai 12 (FEI) equipado con filamento de LaBg y
estabilizado a 120 kV. Las imagenes se registraron a una magnificacion nominal de 26,000X (1.60

A/pixel) en una cdmara CCD (Charged Coupled Device) FEI Ceta.

3.5.2 Analisis ultraestructural mediante microscopia electrénica de transmision

Al tiempo postinfeccion deseado, las células crecidas sobre cubreobjetos se fijaron quimicamente en
tampon compuesto por fosfato disodico (Na;HPO4) 0.1M pH 7.4, 2.5% glutaraldehido y 2%
paraformaldehido durante una hora a 4°C. Se realizaron 2 lavados con tampon de fosfato disodico (0.1M
Na,HPO; pH 7.4) y 2 lavados con agua destilada. A continuacion, las muestras se incubaron con
tetroxido de Osmio (OsO4) 1% y ferricianuro potésico (Ks[Fe(CN)s]) 1% durante 1h a temperatura
ambiente. Se realizaron 6 lavados con agua destilada y se incubaron las muestras con 0.15% éacido
tanico en tampon fosfato disddico (0.1M Na,HPO,4 pH 7.4) durante 1 minuto. Se realizaron 2 lavados
con agua destilada y a continuacion se tifieron las muestras con acetato de uranilo 1% durante 1h a
temperatura ambiente. Tras la postfijacion, las muestras fueron lavadas con agua destilada y
deshidratadas durante 10 minutos a 4°C con concentraciones crecientes de etanol (50, 75, 95 y 100%).
Las muestras fueron infiltradas con resina epoxi y etanol 100% en una proporciéon 1:1 una hora a
temperatura ambiente. A continuacion, se infiltraron s6lo con resina epoxi durante 12 horas tras las
cuales se realizd un cambio de resina y se incubd a temperatura ambiente 2 horas. A continuacidn, las
muestras fueron polimerizadas sobre la parte superior de capsulas de gelatina del numero 3 (Snap-fit
Gelatin capsules) a 60°C 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 5° de inclinacion en
un ultramicrotomo Leica EM UC6 (Leica). Los cortes se depositaron en rejillas de cobre (100 mesh)
recubiertas de Formvar. Los cortes se tifieron con acetato de uranilo saturado en condiciones de
humedad y, posteriormente, con citrato de plomo 2%. Para la visualizacion de las muestras se empled
un microscopio electronico FEI Tecnai 12 FEI estabilizado a 120 kV o en un microscopio Thermofisher
Scientific Talos F200G estabilizado a 200 kV. En ambos casos, las imagenes se registraron en una
cdmara CCD FEI Ceta a una magnificacion nominal de 11,000x (3.83 A/pixel) o 13,500x (2.26 A/pixel),

respectivamente.

3.5.3 Criomicroscopia electronica

Para el analisis por crioME, 5 pl de la muestra fueron incubados sobre una cara de rejillas de cobre-
rodio u oro cubiertas con una pelicula de carbon con agujeros (Quantifoil R2/2) previamente ionizadas
mediante descarga ionica (Q150T, Quorum). Las muestras fueron vitrificadas en etano liquido a alta
velocidad en un equipo de criofijacion automatica Leica EM GP2 quedando incluidas en una capa de
hielo vitreo y conservando su estado nativo. Las muestras fueron analizadas bajo condiciones de minima
dosis electronica 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 realizé con el programa de adquisicion automatica EPU
(Thermofisher Scientific) para el andlisis de particulas. Las condiciones de adquisicion para cada una

de las muestras se indican en la tabla 2.

3.5.3.1 Procesamiento digital de las imagenes de particulas de rotavirus

Las operaciones generales de procesamiento de imagen fueron realizadas con los algoritmos de Xmipp
(de la Rosa-Trevin et al., 2016) y RELION (Scheres, 2012) (Zivanov et al., 2018) integrados en la
plataforma de Scipion (de la Rosa-Trevin et al., 2016). Las representaciones graficas fueron generadas

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

La figura 10 representa un resumen grafico del esquema de procesamiento general seguido para todas
las muestras bajo estudio. Los fotogramas de las peliculas adquiridas fueron alineados, corregidos por
dosis y promediados con el programa MotionCor2 (Zheng SQ, Palovcak E, Armache JP, Verba KA,
Cheng Y, 2017). Las micrografias promedio corregidas fueron posteriormente empleadas para estimar
la funcion de transferencia de contraste (CTF) con CTFFIND4 (Rohou & Grigorieft, 2015). El rango
de desenfoque estimado para las distintas muestras se indica en la tabla 2. Las particulas fueron
seleccionadas automaticamente con la correspondiente rutina de Xmipp. Posteriormente, estas
particulas seleccionadas fueron extraidas y normalizadas. Las particulas fueron clasificadas
bidimensionalmente mediante la correspondiente rutina de RELION y las particulas seleccionadas
fueron analizadas mediante la rutina de clasificacion 3D del mismo programa. Dado el tamafo de las
particulas, y con el objetivo de obtener una mayor eficiencia computacional, durante los pasos de
clasificacion 2D y 3D, las particulas fueron submuestreadas 3 veces respecto a la frecuencia de muestreo
original. Las particulas seleccionadas fueron refinadas a la frecuencia de muestreo original con la rutina
autorefine de RELION. La resolucion de los mapas se calculd por la funcion FSC (Fourier Shell
Correlation) (van Heel, 1984) entre dos mapas independientes, generados segun la metodologia gold-
standard, que contienen cada uno la mitad de las particulas totales empleadas en cada reconstruccion

final.

Laresolucion de cada reconstruccion fue determinada como el reciproco de la frecuencia espacial donde
el coeficiente de correlacion es 0.143 (criterio FSC=0.143) (Rosenthal & Henderson, 2003). Las
resoluciones calculadas para cada reconstruccion vienen indicadas en la tabla 2. A continuacion, se
realiz6 una correccion de las amplitudes en las altas frecuencias mediante la rutina Postprocessing de
RELION que determina de forma automatica 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.

40


http://www.cgl.ucsf.edu/chimera

Materiales y métodos

TR-TLP NTR-TLP DLP vDLPA vDLPD vDLPI

Microscopio Titan Krios Titan Krios Titan Krios Titan Krios Titan Krios Titan Krios
Voltaje (kV) 300 300 300 300 300 300
Detector Falcon III Falcon II FalconIll  FalconIll  FalconIll  Falcon III
Modo Lineal Lineal Lineal Lineal Lineal Lineal
Magnificacion 58,000 59,000 58,000 59,000 58,000 58,000
Dosis total (e'fAz) 399 42.0 42.0 585 41.94 30.0
Dosis/frame (e'fAz) 1.33 1.68 0.84 1.50 0.84 0.75
Rango desenfoque (um) -0.75,-3.01 -0.75.-3.0 -0.25,-2.5 -0.75,-2.5 -0.75,-2.75 -0.75,-2.75
Tamaiio de pixel (A) 143 1.34 1.40 1.35 1.35 1.44
Micrografias (no.) 2368 1465 6336 4480 7698 4432
Particulas iniciales (no.) 28427 11221 94253 85747 32343 42572
Particulas finales (no.) 22394 10815 91727 84926 29713 39468
Simetria 12 12 12 12 12 12
Resolucion (A) 3.48A 3.40A 3.04 A 3.42A 354 3.7A

Umbral FSC 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5
Rango de resolucién (A) 3.01-4.06 3.00-4.20 3.01-4.0 3.25-520 3.31-4.60 3.30-5.60
:;“;g;‘;‘::’ de correlacion de o 0.79 0.72 0.81 0.79 0.76
cBoff:.:tg‘;;(fAz) del mapa -160 -135.6 -163.94  LocDeblur LocDeblur LocDeblur

Composicion de modelo
(subunidad asimétrica)

Atomos que 1o son 82.170 82.097 54,048 54.048 54015 52.075

hidrégeno
Residuos de la proteina 10,273 10,264 6,743 6,743 6,746 6,804
ADP (B-factors)
min 63.12 56.5 54.7 75.54 73.26 60.46
max 265.35 119.74 87.12 34341 130.99 180.88
mearn 102.17 83.32 27.23 203.03 93.12 101.16
Desviaciones r.m.s.
Longitudes de enlace (A) 0.007 0.006 0.006 0.007 0.006 0.006
Angulos de enlace (%) 0.871 0.918 0.856 0.968 1.049 1.044
Validacion
MolProbity score 1.59 1.77 1.36 2.20 2.24 2.23
Clashscore 4.51 7.43 3.46 25.39 16.39 18.72
Rotameros no permitidos (%0) 0.28 0.12 0.10 0.13 0.22 1.05
Grafico de Ramachandran
Favorecido (%) 94.77 94.76 96.59 05.55 90.96 85.96
Permitido (%) 5.16 5.18 3.34 4.36 8.83 13.89
Atipicos (%) 0.07 0.06 0.07 0.09 0.21 0.15

Tabla 2. Condiciones de adquisicion y procesamiento digital para cada una de las muestras estudiadas

De forma adicional, se determiné la resolucion local de cada mapa con la rutina MonoRes de Xmipp
(Vilas et al., 2018) (De la Rosa-Trevin et al., 2013) y este resultado se utilizdo para corregir las
amplitudes en el mapa original en funciéon de la resolucion local calculada mediante el programa

LocalDeblur de Xmipp (Ramirez-Aportela et al., 2020). Este método de compensacion local es
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especialmente conveniente para mapas que presentan un amplio rango de resolucion, como en el caso
de algunas de las reconstrucciones estudiadas. Por ultimo, y con el fin de conseguir un mapa corregido
que permita una mejor visualizacion de las densidades para el posterior modelado estructural de la
estructura atomica, se implementd el método LocSpiral (Kaur et al., 2020). LocSpiral permite mejorar
la resolucion y la interpretacion de los mapas mediante la generacion de un mapa 3D corregido a partir
de la obtencion de un nuevo mapa de amplitudes filtrado y normalizado en funcién del umbral de ruido
encontrado alrededor en el entorno de nuestro mapa inicial y dentro de un rango de resolucion
proporcionado. En cada caso, se seleccion6 el mapa con la correccion de amplitudes que mejor nos
permitia realizar procesos sucesivos de modelado atomico. En algunos casos se trabajé con una

combinacion de ellos para conseguir un trazado de la cadena atdomica adecuado (Fig. 10).
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Figura 10. Metodologia del procesamiento digital de las imagenes de particulas de rotavirus.

Los perfiles de densidad radial promedio de las capsidas se calcularon con el paquete Xmipp, y fueron
normalizados y escalados adecuadamente. Las subunidades asimétricas de las particulas 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-Trevin et al., 2013; Sorzano et al., 2013).
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3.5.3.2 Determinacion de la estructura de la espicula de VP4

En el caso de virus icosaédricos, se han propuesto diferentes métodos computacionales para abordar
estos desajustes de simetria (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 espicula de RV, como primer
paso se utilizé el método de reconstruccion localizada (localized reconstruction) (Ilca et al., 2015) para
las espiculas en ambos mapas. Este método permite la generacion de mapas 3D de regiones especificas
que presentan problemas de flexibilidad, simetria u ocupancia y se encuentran englobadas en complejos
macromoleculares mayores. Estas regiones, denominadas a partir de ahora subparticulas, son tratadas
como particulas aisladas, facilitando asi su clasificacion y posteriores pasos de refinamiento y 3DR. De
forma resumida, se substrajo de las particulas originales de las TLP la contribucion de las capas de VP2,
VP6 y VP7 utilizando el mapa de densidades de la correspondiente TLP y una méscara que engloba
estas tres capas. Posteriormente, considerando la posicion de las espiculas de cada TLP en la
reconstruccion 3D final, asi como la simetria icosaédrica de la misma, se calculo la posicion de cada
espicula en la proyeccion 2D y dichas posiciones fueron extraidas de las imagenes de diferencia
calculadas (Fig. 11). A partir de este punto, todas las subparticulas se trataron como particulas

individuales en la clasificacion 3D, refinamiento y reconstruccion.

La posterior clasificacion 3D de las subparticulas de las espiculas de TLP generadas en ausencia
(espiculas NTR) y presencia de tripsina (espiculas TR) reveld 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
continuacion, el mapa 3DR de la clase en la que la densidad de VP4 estaba ausente y que contenia los
componentes que no forman parte de la espicula se utilizo para generar una mascara y restar la densidad
que no forma parte de la espicula del mapa con la densidad de la VP4 (Fig. 11). En el caso de espiculas
NTR, se realiz6 una segunda clasificacion 3D para separar subparticulas con una densidad asociada al
dominio lectina de VP4-C. A continuacidn, se reconstruyeron los mapas 3D de ambas espiculas NTR
y TR. Aunque la reconstruccion 3D localizada de las espiculas permitié una mejora en la resolucion en
comparacion con el mapa VP4 original calculado antes de la clasificacion, dicha mejora no fue

suficiente para poder realizar su trazado atomico.

Por ello, se implement6 un segundo paso de mejora de la densidad de la espicula mediante el método
computacional EnRICH (Resolution Improvement in Conformational Heterogeneity maps) (Kazemi et
al., 2021). Este método transforma las particulas desde su conformacion inicial a una conformacion
establecida de referencia. Para ello, se realizaron los siguientes pasos sucesivos: 1) clasificacion 3D en
6 clases para obtener diferentes conformaciones del mapa y particulas asociadas a ellas; 2) refinamiento
3D de cada clase para obtener las asignaciones angulares precisas de cada particula; 3) traslocacion de

las particulas con diferentes conformaciones a una de referencia mediante un proceso de flujo optico y
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4) alineamiento y reconstrucciéon 3D del conjunto de todas las particulas con la nueva conformacion

con una mejor resolucion, contraste y relacion sefial-ruido (Fig. 11).

Como paso final, se aplico el algoritmo LocSpiral (Kaur et al., 2020) para mejorar la interpretabilidad
de estos mapas de alta resolucion, mientras se previenen las distorsiones del mapa ocasionadas por la

aplicacion de un B-factor global a todo el conjunto del mapa.

Particulas (TLP) Construccién de mapa 3D Enmascarar espiculas

Aplicar la mascara
en el mapa 3D

A

Proyecciones a partir del

mapa 3D enmascarado Mapa 3D enmascarado

-Hd

Reconstruccion 3D

Proyeccion de
Particulas sustraidas subparticulas extraidas

Reconstruccion 2D Correccién de amplitudes del mapa 3D (LocSpiral)

Figura 11. Metodologia del procesamiento digital para la obtencién de las estructuras a resolucién atomica de las
espiculas de TLP de rotavirus.
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3.5.3.3 Ajuste de estructuras atémicas en mapas de microscopia y manipulacién de modelos
atomicos
Para el trazado de las cadenas polipeptidicas correspondientes a la cepa de rotavirus SA11 en estudio,
se generd un modelo por homologia de cada cadena polipeptidica (VP2, VP4, VP6 y VP7) que forma
la subunidad asimétrica de la capsida usando como referencia la estructura atomica de la TLP de
rotavirus RRV (PDB: 4V7Q; (Settembre et al., 2011). Para ello, se ajustd el PDB de referencia en el
mapa de densidad y se generaron las cadenas por homologia con el programa Modeller (Sali & Blundell,
1993). La generacion de este modelo se llevd a cabo usando el programa UCSF Chimera mediante la
alineacion de secuencias por pares. De igual manera, se empled este método para la generacion de un
primer modelo de las estructuras atdmicas de RVD y RVI. Una vez se generaron cada una de las cadenas
que forman la subunidad asimétrica, estas se ajustaron de nuevo como un cuerpo rigido en el mapa de

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

Posteriormente se realizé un refinamiento automatico en espacio real del modelo atémico en el mapa
de densidad con el programa PHENIX (Adams et al., 2010). Mediante el programa Coot (Emsley &
Cowtan, 2004) se construyeron y refinaron de forma local y manual las cadenas polipeptidicas para
ajustarlas a la densidad experimental. Finalmente, se llevaron a cabo rondas de refinamiento y
validacion iterativa del modelo utilizando los programas Coot y PHENIX (tabla 2). En cada caso, la
calidad del modelo y la correcta geometria de la estructura atomica fue validada a través de las

estadisticas determinadas por Molprobity (Chen et al., 2010).

3.5.3.4 Alineamiento de secuencia y estructural de las particulas de RV

Los alineamientos de secuencia por parejas establecidas entre la DLP y vDLP estudiadas y las proteinas
VP2 y VP6 fueron realizados a partir del servidor Clustal Omega (Sievers et al., 2011) y analizadas
mediante el servidor ESPript (ESPript - https://espript.ibep.fr; (Robert & Gouet, 2014)).

Con el fin estudiar la posible presencia de residuos conservados en las multiples estructuras y comparar
las estructuras secundarias de las diferentes particulas estudiadas, se realizaron alineamientos
estructurales con el programa Dali (Holm et al., 2006; Holm & Rosenstrom, 2010). El valor z-score
refleja la similitud estructural entre ambas secuencias, asi, valores mas altos indican mayor similitud;
mientras que el valor de la desviacidon cuadratica media (rmsd) indica la probabilidad de que el
alineamiento sea incorrecto, de manera que valores mas bajos indican mayor fiabilidad. Este analisis ha

permitido evaluar la conservacion de residuos y dominios concretos entre las estructuras analizadas.

3.5.3.5 Analisis de las superficies de contacto e interacciones intermoleculares entre modelos

atomicos

La superficie de contacto entre las diferentes proteinas de la particula icosaédrica, asi como las

interacciones intermoleculares entre los diferentes mondmeros entre si y las interacciones polares e
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hidrofébicas fueron analizadas mediante la herramienta Find Clashes/Contact implementada en el

programa USCF Chimera.
3.6 Procesamiento de imagenes

La edicion fotografica digital se realizdo empleando los siguientes paquetes informaticos: Adobe
Photoshop CS (Adobe Systems Inc.) e Image J (http://rsb.info.nih.gov/ij/). Las representaciones
graficas fueron generadas con el programa Chimera [http://www.cgl.ucsf.edu/chimera, (Pettersen et al.,

2004)].
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4.1. Determinacion de la estructura atomica del virion de RV

La simetria icosaédrica intrinseca a las capas formadas por VP2, VP6 y VP7 ha facilitado su estudio a
alta resolucion mediante crioME, sin embargo, la caracterizacion estructural de la espicula viral esta
limitada por su flexibilidad y por el hecho de que en TLP purificadas (Dayue Chen & Ramig, 1992; Ilca
et al., 2015; Rodriguez et al., 2014; Settembre et al., 2011) o DLP recubiertas con VP4 y VP7 (Trask &
Dormitzer, 2006) no se encuentran espiculas en todas las posiciones en las que de forma ideal se
deberian encontrar. El estudio y comparacion de la estructura de espiculas no procesadas y procesadas
nos puede ayudar a comprender el papel del procesamiento proteolitico en el paso de un estado no

infectivo a su estado competente para la entrada celular.

4.1.1. Purificacién y analisis por criomicroscopia electronica de TLP

Con el fin de producir TLP en las cuales las proteinas que conforman las espiculas 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 (Rodriguez et al., 2014). Las
particulas generadas durante la infeccion fueron purificadas mediante ultracentrifugacion en gradientes
de densidad y analizadas bioquimicamente mediante SDS-PAGE. Este analisis mostré en ambas
purificaciones un alto grado de pureza sin observarse otras bandas que aquellas correspondientes a las
proteinas estructurales que conforman la TLP (Fig. 12A, B). Cabe destacar que, mientras que en NTR -
TLP so6lo observamos una unica banda correspondiente a la proteina de la espicula, 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 particulas purificadas mediante
tincion negativa y ME, éstas fueron vitrificadas y analizadas mediante crioME (Fig. 12C, D y tabla 2).
Las imagenes de crioME muestran una poblacion homogénea de particulas isométricas con la
caracteristica morfologia en forma de rueda (Settembre et al., 2011), en las que en algunos casos es
posible detectar espiculas protruyendo hacia el exterior (puntas de flecha, Fig. 12C, D). A partir de las
imagenes de crioME se seleccionaron 11,221 y 28,350 particulas de NTR- y TR-TLP, respectivamente.
Estas imagenes fueron analizadas mediante clasificacion 2D y posterior clasificacion 3D, con
imposicion de simetria icosaédrica. Como resultado se seleccionaron 11,221 y 24,660 particulas cuyas
3DR fueron refinadas hasta una resolucién final de 3.40 A y 3.48 A para NTR-TLP y TR-TLP,
respectivamente (Fig. 12E, F).

La arquitectura observada en ambas particulas corresponde a la descrita anteriormente para la particula
infectiva de RVA (Settembre et al., 2011a; Rodriguez et al., 2014): tres capas proteicas icosaédricas de
las que protruyen espiculas y en cuyo interior se observa la polimerasa VP1, asi 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 espiculas de TLP de RVA generadas en ausencia (espiculas NTR)

y presencia de tripsina (espiculas TR) muestra una densidad promediada similar en ambos casos. Sin
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embargo, las espiculas NTR son ligeramente mas cortas y engrosadas que las espiculas TR (Fig. 12E,
F) y presentan, ademas, 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 particulas (Rodriguez et al.,

2014).

La densidad electronica media en las espiculas en el mapa de las NTR-y TR-TLP fue un 65% menor a
la encontrada el resto de la capsida, es decir, en las capas de VP2, VP6 y VP7 (Fig. 12 G-J). La
resolucion alcanzada en la base de las espiculas es mayor y al alejarse radialmente va disminuyendo
(Fig. 12H, J; Fig. 13A-B). Esta disminucion en la resolucion podria atribuirse al movimiento cimbreante
de las espiculas (Rodriguez et al., 2014) cuya movilidad también aumentaria radialmente segin nos

alejamos de la particula.

VPLR-
VP2,
iE]

VPam-

VPEI—
VP7 -

VP1p| -

VP2
vp3™

VP5* B

VP
VP7 B

VP8* I

Figura 12. Analisis de RV SA11 NTR- y TR-TLP por SDS-PAGE y criomicroscopia electrénica. (A, B) SDS-PAGE
tefiido con azul de Coomassie de TLP purificadas, cultivadas en ausencia (A) o presencia (B) de tripsina. Se indican las
posiciones de las proteinas estructurales (VP) de RV. (C, D) Micrografias crioelectronicas de NTR- (C) y TR-TLP (D). Se
indica con puntas de flecha blancas la posicion de algunas espiculas proyectadas desde la superficie de las particulas. La barra
representa 100 nm. (E, F) Representacion de la estructura tridimensional de las particulas NTR- (E) y TR-TLP (F) vistas a lo
largo del eje icosaédrico de simetria 2. La barra representa 100 A. Las superficies estan representadas radialmente mediante el
codigo de colores: espiculas VP4 o VP8*/VP5* (rojo), VP7 (amarillo), VP6 (azul) y VP2 (verde). La densidad se contornea a
20 por encima de la media. (G, I) Secciones transversales de los mapas de NTR- (G) y TR-TLP (I), paralelas a la seccion
central, vistas a lo largo del eje icosaédrico de simetria 2. Se indica con un cuadrado discontinuo las densidades
correspondientes a las espiculas proyectadas desde la superficie de las particulas. (H, J) Vista cercana de las espiculas 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 espiculas NTR (H).
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4.1.2. Analisis estructural de la espicula de NTR-y TR-TLP

Los avances tecnoldgicos y computacionales de los ultimos afios han permitido la obtencioén de
estructuras a resolucion atémica o cuasi atomica de complejos macromoleculares altamente ordenados
mediante la aplicacion de técnicas de crioME (Cheng, 2015). Sin embargo, algunas subunidades de
estos complejos macromoleculares pueden presentar una mayor flexibilidad, poseer una simetria
diferente al resto del complejo o estar presentes en cantidades subestequiométricas, lo que limita el

estudio a alta resolucion de estas regiones y empeora la resolucion 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 resolucion debido a la simetria icosaédrica en dichas capas (Settembre et al., 2011).
La resolucion 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 A y 3.0-4.4 A, respectivamente, lo que permitio realizar el
trazado directo de sus estructuras atdmicas. Sin embargo, la caracterizacion estructural de la espicula
viral esta limitada por su flexibilidad y por el hecho de que en TLP purificadas no se encuentran
espiculas en todas las posiciones en las que de forma ideal se deberian encontrar, lo que hace que la
resolucion local en las espiculas, especialmente baja en las regiones del cuerpo y la cabeza (Fig. 13C-D),
sea insuficiente para construir un modelo atdémico de estas. Partiendo de estos datos, encontramos
necesario la generacion de una metodologia computacional que permita caracterizar a alta resolucion la
espicula de RV en su estado inactivo y activada por proteasas. Dicha metodologia se desarrolld en
colaboracion con los Drs. Javier Vargas Balbuena y Josué Gomez 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 utilizo el método de reconstruccion localizada
(localized reconstruction) descrito por Ilca y colaboradores (Ilca et al., 2015) segun el protocolo
indicado en el apartado 2.6.3.2. Este método permite extraer de cada particula original las proyecciones
correspondientes a las 60 posiciones equivalentes de las que protruyen las espiculas que rodean la
particula. La extraccion de estas proyecciones permite trabajar con subparticulas de VP4 de forma
independiente, sin contar con el resto de la capsida. La 3DR de las subparticulas extraidas mostr6 una
menor sefial y resolucion en comparacion con la reconstruccion de VP4 del original de las TLP (Fig.
14A-B, localized reconstruction;, Fig. 12H, J). Mediante una clasificacion 3D se separaron las
subparticulas correspondientes a posiciones ocupadas y no ocupadas por espiculas (Fig. 14A-B,
posiciones ocupadas y vacias, respectivamente). Esta clasificacion permitioé determinar que un 59% de
las posiciones se encuentran ocupadas por espiculas en el caso de las NTR-TLP y un 37% en el caso de
las TR-TLP. A continuacion, se utilizé la 3DR de las posiciones no ocupadas con el fin de sustraer el
entorno formado por VP6 y VP7 de las subparticulas ocupadas por espiculas (Fig. 14A-B, entorno

sustraido).
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Figura 13. Analisis de la resolucién local de los mapas 3D obtenidos de la NTR- y TR-TLP. (A-B) Representacion de
los mapas 3D de la particula NTR- (A) y TR-TLP (B) vistos a lo largo del eje icosaédrico de simetria 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 14.7A desde la seccion central de los
mapas. Las superficies estan coloreadas de acuerdo con la resolucion local calculada para cada 3DR. Se muestra el codigo
de color con las correspondientes resoluciones en A. Las densidades se contornean a 26 por encima de la media. La barra
de escala representa 100 A.

Sin embargo, aunque este proceso mejord significativamente la calidad de la densidad de ambos tipos

de espiculas, su resolucion no fue suficiente para poder realizar su trazado atémico.

Con el fin de obtener mapas a una mayor resolucion se aplicod el método EnRICH (Fig. 14A-B, EnRICH)
(Kazemi et al., 2021). Este método consta de una serie de pasos sucesivos: 1) clasificacion 3D de las
subparticulas correspondientes a posiciones ocupadas para obtener diferentes clases 3D y las particulas
asociadas a ellas, 2) refinamiento de cada clase 3D para obtener las asignaciones angulares precisas de
cada subparticula, 3) seleccion de una de las clases como mapa de referencia y aplicacion de la técnica
optical flow para cada una de las subparticulas del resto de clases 3D. Esta técnica permite el calculo

de la distancia y movimiento de cada pixel de cada subparticula con respecto al mapa de referencia
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seleccionado para, posteriormente, realizar la traslocacion de las subparticulas con diferentes
conformaciones a la conformacion de referencia, 4) alineamiento y reconstruccion 3D del conjunto de

todas las subparticulas con la nueva conformacion.

El analisis de la resolucion local de los mapas obtenidos tras aplicar el método EnRICH mostré un
aumento significativo de la resolucion, contraste y relacion sefial-ruido en las regiones del tallo, cuerpo
y cabeza para ambas espiculas, siendo algo mayor en el caso de las espiculas TR (Fig. 14A-B, EnRICH).
Con el fin de mejorar la interpretabilidad de los mapas, evitando la aplicacion de un B-factor global que
pueda distorsionar los mapas haciendo que las densidades conectadas parezcan rotas y desconectadas,
se aplico el algoritmo LocSpiral (Kaur et al., 2020). Las densidades finales obtenidas presentaron una

calidad y resolucion suficiente para la construccion de un modelo completo de la espicula.

A Localized Posiciones Posiciones Entorno
Recontruction vacias ocupadas sustraido EnRICH

NTR-TLP

B Localized Posiciones Posiciones Entorno
Recontruction vacias ocupadas sustraido EnRICH

TR-TLP

Figura 14. Analisis de la resolucion local de las espiculas en las diferentes etapas del refinamiento de las subparticulas
de NTR-TLP y TR-TLP. Secciones transversales de 1.34 A de espesor de los mapas obtenidos en las diferentes etapas de
refinamiento de las subparticulas VP4 NTR (A) y TR (B). Los paneles muestran secciones de cada mapa 3D paralelas a la

seccion central de los mapas y desplazadas 14.7A (paneles superiores) y 6.7A (paneles inferiores).
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4.1.3. Construccion y analisis de un modelo atémico de TR-TLP y NTR-TLP

Como punto de partida para el trazado del modelo atémico de NTR-y TR-TLP se utiliz6 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 homologia estructural entre el
modelo atomico 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

aminoacidicas de VP2, VP6, VP7 y VP4 de RRV y SA1l)

A partir de la estructura atomica de referencia se generaron modelos atdbmicos por homologia para cada
una de las cadenas polipeptidicas de VP2, VP4, VP6 y VP7 que forman parte de la subunidad asimétrica.
Las cadenas generadas se ajustaron inicialmente como un cuerpo rigido y posteriormente de manera
local. A continuacion, se llevo a cabo un refinamiento de forma iterativa en espacio real de la subunidad
asimétrica del mapa. La calidad del modelo y la correcta geometria de la estructura atdbmica fue validada
mostrando unos datos que indican la correcta conformacion adoptada tanto por la cadena polipeptidica
como por las cadenas laterales de la mayor parte de los residuos de la proteina (tabla 2). Parametros
como el bajo porcentaje de rotdmeros no permitidos, el bajo nimero de choques no deseados entre
atomos, el grafico de Ramachandran, asi como la elevada correlacion entre el modelo y el mapa de crio-
ME apoyan la validez de dichos modelos (tabla 2). La observacion de las estructuras atomicas obtenidas
de TLP sin tratar o tratadas con tripsina s6lo mostro diferencias significativas en la estructura de la
espicula (Fig. 15A). Como esperabamos, las estructuras atdmicas de la capsida (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 s6lo
se conoce su forma tripsinizada. El alineamiento de las cadenas VP2, VP6 y VP7 entre la TR-TLP y la
estructura de RRV, respectivamente, mostr6 unos valores rmsd de 1.1, 0.6 y 0.9, lo que denota un gran

solapamiento a nivel estructural asi como un alto grado de similitud entre ambas estructuras atdmicas.

La capa de VP2 se organiza con una arquitectura T=1 en la que cada subunidad asimétrica esta formada
por un dimero de VP2 (VP2A, VP2B). Ambas subunidades se ensamblan de forma que sus extremos
amino terminales se localizan hacia el interior de la particula. VP2A se dispone formando un complejo
en forma de estrella alrededor del eje de simetria 5, en torno al cual se ensamblan cinco mondémeros
VP2B adicionales formando una estructura decamérica. Sobre esta capa de VP2, se disponen trimeros
de VP6 formando una segunda cépsida con simetria T=13. Finalmente, encontramos trimeros de VP7
ensamblados en fase sobre los trimeros de VP6 subyacentes. Los residuos amino terminales de VP7
forman un brazo N-terminal (residuos 58-62) que interacciona con una cadena 34 del dominio jelly-roll

de VP6. A pesar de que cada trimero VP7 delimita con un trimero de VP6, los contactos en esa interfaz
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Figura 15. Analisis de las estructuras atomicas de SA11 NTR- y TR-TLP. (A) Estructura atomica 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 espiculas VP4 o VP8*/VP5* estan representadas con distintas
tonalidades y colores en funcion 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 unién 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 atomica ajustada. El panel izquierdo muestra un corte transversal del trimero 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 trimero. Los paneles central y derecho muestran detalles ampliados de las regiones de VP7 donde se encuentran
densidades coincidentes con las posiciones de dtomos Ca?* que estabilizan la estructura. En todos los paneles se representan
algunas cadenas laterales como indicadores de la resolucion alcanzada en los mapas.

son minimos. La interaccion entre VP7 y VP6 esta casi exclusivamente mediada por el brazo N-
terminal, pero esta region no solo interacciona con la cadena de VP6 subyacente, sino que los residuos
N-terminales podrian interactuar con la cadena VP7 vecina formando una red de interacciones que
contribuiria a la estabilidad la capa exterior del RV. Ademas de las interacciones antes descritas, el

trimero de VP6 se encuentra estabilizado por un ion Zn* (Jayaram et al., 2004; Mathieu et al., 2001)
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coordinado entre los monoémeros que lo forman (Fig. 15B, panel izquierdo), mientras que dos iones
Ca’" estabilizan cada una de las superficies de interaccion entre subunidades de VP7 (Fig. 12B, panel
central y derecho) (Aoki et al., 2009; Dormitzer et al., 2000). La presencia de iones de calcio, mas alla
de estabilizar los trimeros VP7, al encontrarse intercalados entre ambas las capas de VP6 y VP7, podria
intervenir en el ensamblaje de la capsida y mantener las interacciones electrostaticas entre la superficie

interna de la capa de VP7 y la superficie externa de VP6 (Jiménez-Zaragoza et al., 2018).

El modelo atomico obtenido para la espicula TR (Fig. 16B, panel inferior) presenta un plegamiento
muy similar al descrito para la espicula procesada de RRV (apartado 1.2, VP4) (Fig. 4 y 16B, panel
inferior) (Herrmann et al., 2020). Ademas de caracterizar la estructura atdmica de la espicula tratada
con tripsina de SA11, el presente trabajo permitié resolver la estructura de esta espicula no activada por

tripsina (Fig. 16B, panel superior).

Las espiculas, NTR y TR, s6lo se diferencian en el procesamiento, por tripsina, de las cadenas VP4 que
las forman, y, Ginicamente se encontraron diferencias estructurales entre ambas relacionadas con este
procesamiento proteolitico. Mientras que la 3DR de la espicula TR no presenta ninguna densidad para
el dominio lectina de la subunidad C, en la 3DR de la espicula NTR pudimos observar este dominio
resuelto junto al tallo de la espicula (VP8*C, rosa) (Fig. 16B). Ademas, en el caso de las espiculas TR,
la incubacioén con tripsina produce el procesamiento proteolitico del bucle a3-f13 en tres residuos
especificos: R231, R241 y R247 (Fig. 16A) (Arias et al., 1996) con la consecuente escision de cada
cadena VP4 en dos subproductos, VP8* (28 kDa, aa 1-247) y VP5* (60 kDa, aa 248—776) durante la

etapa de activacion en el ciclo de infeccion.

La superposicion de las estructuras atomicas de ambas espiculas, NTR y TR, permite observar una
ligera expansion de la espicula tras su activacion con tripsina, que se traduce en un desplazamiento de
los diferentes dominios de la espicula TR con respecto a la posicion relativa de los mismos dominios
en la espicula NTR. Este movimiento aumenta a medida que nos alejamos de la base de la espicula (Fig.
17A). La desviacion cuadratica media entre las cadenas de carbono a de los dominios del pie es de 1.2
A, mientras que para los dominios del cuerpo y la cabeza de las espiculas la desviacion es de 2.1 Ay
3.8 A, respectivamente. Esto muestra un mayor movimiento en el dominio de la cabeza, seguido por el

cuerpo de la espicula (Fig. 17B) y una minima variacion en la posicion del pie entre ambas estructuras.

La conservacion estructural observada en los dominios lectina de las cadenas A y B de las espiculas
NTR y TR (Fig. 16) (Herrmann et al., 2021; Settembre et al., 2011), en los que se mantienen expuestos
los sitios de unién a glicanos, explicaria por qué la capacidad de unién a la célula es independiente del

estado de procesamiento proteolitico de la espicula (S. M. Clark et al., 1981).

La 3DR de la espicula NTR permitio el trazado de toda la cadena polipeptidica de las subunidades A y

B incluyendo los dos largos bucles que conectan los dominios lectina de la cabeza con el resto de la
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molécula: el bucle interno 02-f1 que conecta la region a con los dominios lectina y el bucle externo a3-

B13, que los une al cuerpo de la espicula (Fig. 18A, panel superior izquierdo y central).
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Figura 16. Estructura atémica de la espicula de RV. (A) Esquema de la estructura primaria y organizacion de dominios de
VP4: dominios o (amarillo), lectina (magenta), f§ barril (rojo) y C-terminal (verde). Se indican los residuos que delimitan los
dominios y los sitios de escision de tripsina (R231, R241, R247). (B). Estructura atémica de la espicula NTR (panel superior)
y TR (panel inferior). Cada dominio se nombra y representa siguiendo un mismo patrén de color: pie (verde), tallo (naranja),
cuerpo (rojo), cabeza (violeta) y dominio lectina VP4-C (rosa, espicula 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. Representacion de la expansion de la estructura de la espicula tras su activacion. (A) Se representan las
estructuras atomicas coloreadas por dominios de la espicula NTR y TR, indicando con flechas, en la espicula TR, el
movimiento de la espicula producido tras su activacion. (B) Vista ampliada de las estructuras atdbmicas del dominio del cuerpo
(izquierda) y de la cabeza (derecha) de la espicula NTR (transparente) y TR (coloreadas por dominios) solapadas. Los dominios
de la espicula se representan en diferentes colores: pie (verde), tallo (naranja), cuerpo (rojo), cabeza (violeta).

Los extremos amino de los bucles externos a3-f13 mantienen contactos con la cadena contraria que
forma el cuerpo de la espicula, probablemente favoreciendo la estabilidad de estos bucles expuestos.
Por otro lado, las regiones carboxilo terminales de cada bucle a3-13 median un intercambio molecular

con el dominio barril-p del cuerpo de la cadena contraria (Fig. 18A, panel derecho).

En el caso de las espiculas TR, la incubacién con tripsina se traduce en el procesamiento proteolitico
de los bucles a3-f1. Ambos bucles presentan dos cortes abruptos en la densidad del mapa en los residuos
R231 y A248, (Fig. 18A, panel inferior izquierdo y central) asi como una retraccion de los extremos
amino de los bucles escindidos, que continuan manteniendo los contactos con la cadena contraria, pero
con una region precedente a la anterior zona de contacto (Fig. 18A, panel inferior izquierdo y central).
De forma especifica, la interaccion del extremo amino terminal del bucle esta mediada por los residuos
225-231 con los residuos 443-448 del dominio barril-p del cuerpo de la cadena contraria. En la espicula
TR se mantiene el intercambio molecular entre las regiones carboxilo terminales de los bucles a3-B13
de cada cadena, A y B, y el dominio barril-f del cuerpo de la cadena contraria. La interaccion de este
bucle con la B-lamina ($14) de la region del cuerpo de la cadena contraria forma la B-lamina 13 (Fig.
18A, asterisco, panel superior derecho). Este intercambio molecular, por lo tanto, se conserva en ambas

espiculas, no activada y activada, y podria contribuir a la estabilidad de la estructura de la espicula.

El mapa de la espicula NTR mostré una densidad adicional en la base de la espicula que permiti6 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 observé 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 regién o 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-f del tallo. Dado que el
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analisis bioquimico de las NTR-TLP (Fig. 12A) indica que la proteina VP4 no esta procesada, la
ausencia de densidad para ambos bucles estd probablemente relacionada con un alto grado de

flexibilidad en estas regiones.

Figura 18. Analisis de la estructura atémica de diferentes dominios de las espiculas NTR y TR. Detalles las cadenas
atOmicas, 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 espicula NTR-VP4 y la inferior a la espicula TR-VP4. (A) Se representa de
forma ampliada el cuerpo de la espicula 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 a2-B1, el bucle a3-B13 y el intercambio molecular observado en el dominio B-barril del cuerpo con un asterisco (*). (B)
Se representa de forma ampliada la region del tallo, dominio lectina de la cadena VP4C y pie de la espicula. Se indican
diferentes residuos como esferas: K29 (rojo), T73 (verde), N221 (azul), K258 (marrén), D253 (morado), T259 (amarillo).
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El mapa de densidad obtenido de la espicula TR permitio el trazado de la cadena C desde el extremo
amino terminal hasta la K29 del bucle a2-f1 (Fig. 18B, panel inferior, esfera roja). No se observo
ninguna densidad electronica entre la K29 (Fig. 18B, panel inferior, esfera roja) y la T259 (esfera
amarilla) del domino barril-f del tallo. Esta region abarcaria la region del dominio lectina y los bucles
que lo unen al dominio a y al dominio barril-f del tallo. El anélisis bioquimico de las TR-TLP (Fig.
12B) indica una completa digestion proteolitica de la espicula, por lo que es posible que la incubacion
con tripsina haya producido un corte en un bucle expuesto en el aminoacido K258 (Fig. 18B, panel
superior izquierdo, esfera marron) en el domino barril-f del tallo, pudiéndose realizar el trazado de la

cadena C soélo hasta la T259 (Fig. 18B, panel inferior izquierdo, esfera amarilla).

El analisis conjunto de los mapas de las espiculas NTR y TR mostro que el tratamiento de las espiculas
con tripsina se traduce en la proteolisis de los bucles externos de las cadenas A y B que unen los

dominios lectina al cuerpo de la espicula y en el desprendimiento del dominio lectina en la cadena C.

4.2. Caracterizacion estructural de vDLP de RVA

Una de las principales hipotesis de este trabajo es que las vDLP producidas en sistemas heterélogos
reproducen fielmente la estructura de la DLP producida durante la infeccion. Aunque hay estudios
mediante microscopia electronica que apoyan esta hipdtesis (S E Crawford et al., 1994; Labbé et al.,
1991; Zeng et al., 1996b), para verificarla decidimos determinar la estructura atémica de la vDLP de la
estirpe de SA11 de RVA producida en el sistema de baculovirus, uno de los sistemas de expresion mas
empleados para la produccion 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. Expresion y purificacion de vDLP de RVA

En el BEVS la coexpresion 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 obtencion de vDLP mediante la coinfeccion con rBV monocistronicos (Palomares et al.,
2012), el uso de rBVs policistronicos permite superar las limitaciones inherentes a la coinfeccion,
permitiendo obtener una mayor produccién de vDLP (Vieira et al., 2005). Para la produccién de vDLP
de RVA se empled un baculovirus policistronico (rBV-VP2/VP6) basado en el plasmido 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 proteina p10 (Harris & Polayes, 1997). Como controles se
emplearon rBV monocistronicos que expresan independiente las proteinas VP2 (rBV-VP2) y VP6
(rBV-VP6) basados en el mismo plasmido, bajo el control de los mismos promotores que en la
construccion dual. Ademas, se generé un rBV como control de infeccion que contiene el plasmido

vector vacio (rBV-vector).
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Para la generacion y propagacion de los rBV se utilizo la linea celular Sf9. Con el fin de analizar la
expresion de las proteinas VP2 y VP6 asi como la capacidad de estos rBV para la formacion de vDLP
se utilizo la linea celular HS, que ha sido previamente empleada en la produccion de estas vDLP (Davis
et al., 1993; Fernandes et al., 2013; Rhiel et al., 1997; Wickham et al., 1992). Para ello, se infectaron
células HS que fueron recogidas, junto con el sobrenadante de infeccion, a las 120 hpi. Los extractos
celulares analizados bioquimicamente 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
tamafios esperados para estas proteinas. El carril correspondiente a células infectadas con el rBV-vector
mostro el mismo perfil electroforético a excepcion de la presencia de las bandas correspondientes a las

proteinas VP2 y VP6.

A
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Figura 19. Anilisis de la expresion de proteinas VP2 y VP6 y formacién de vDLP de RVA. (A) SDS-PAGE tefiido 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 teiiido con azul de Coomassie de los sedimentos tras la ultracentrifugacion de los sobrenadantes de infeccion a
través de un colchon de sacarosa al 25% (rBV-vector, rBV-VP2, iBV-VP6 y iBV-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 proteinas estructurales (VP) de RV.
En el caso de rBV-VP2, se observa la banda de VP2 asi como una banda mayoritaria que podria corresponder a agregados de
BSA bovina presente en el suero fetal bovino utilizado en el medio de cultivo. (C) Micrografias electronicas de tincion negativa
de los sedimentos obtenidos en (B). Las imagenes muestran campos representativos de cada tipo de muestra. En cada caso, se
muestra de forma ampliada: una vSLP (panel VP2), una seccion del paracristal 2D (panel VP6) y una particula vDLP (panel
VP2-VP6). La barra de escala representa 100 nm.
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Los sobrenadantes de infeccion fueron ultracentrifugados a través de un colchon de sacarosa al 25% y
el sedimento obtenido fue analizado mediante SDS-PAGE y tincion con azul de Coomassie (Fig. 19B).
En cada caso se observo la presencia de las bandas correspondientes a las proteinas VP2, VP6 y
VP2/VP6. En el caso de rBV-VP2 se aprecia una contaminacion probablemente derivada de agregados
de BSA bovina, una proteina que es muy abundante en el sobrenadante debido al 10% de suero fetal

bovino que forma parte del medio de cultivo.

El analisis por tincion negativa mediante microscopia electronica mostrd 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 observo la presencia de paracristales 2D que podrian corresponderse
al ensamblaje de VP6 en paracristales (Fig. 19C, VP6) (Mary K Estes et al., 1987; Reddy et al., 1992),
ya que la proteina mayoritaria encontrada en el andlisis por SDS-PAGE fue VP6 (Fig. 19B). Por ultimo,
la expresion conjunta de ambas proteinas dio lugar a la formacion de vDLP estructuralmente integras
en su mayoria. Las imagenes por ME con tincion negativa reflejaron la pureza y gran homogeneidad
estructural de las vDLP purificadas, con un tamafio y morfologia circular rugosa de ~70 nm de diametro

(Fig. 19C, VP2-VP6).

Una vez determinada la eficacia de este sistema para la generacion de vDLP, se realizaron ensayos con
el fin de determinar las condiciones mas adecuadas para la obtencion de estas, evaluando diferentes

temperaturas de incubacion, tiempos post-infeccion, lineas celulares y multiplicidades de infeccion.

Se infectaron células HS5 con rRV-VP2/VP6 y se analizo la expresion de las proteinas a diferentes
temperaturas de incubacion (27°C, 22°Cy 18°C) a lo largo del tiempo (48, 72, 96, 120, 168 y 240 hpi)
en los extractos celulares mediante SDS-PAGE. El analisis densitométrico de las bandas de dichos geles
muestra que los tiempos post-infeccion con una mayor sefial 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
observo una mayor expresion de VP2 y VP6 en células incubadas a 27°C y recogidas a 144 hpi (Fig.
20A).

Con el fin de analizar la formacién de vDLP en cada una de estas condiciones, los sobrenadantes de
infeccion fueron sedimentados a través de un colchon de sacarosa al 25%. El analisis bioquimico
muestra que la concentracion de proteinas VP2 y VP6 en los sedimentos se corresponde con la
encontrada en el analisis de los extractos celulares, siendo mayor a las 144-168 hpi cuando la infeccion
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 analisis por microscopia electronica (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. Analisis de la expresion de las proteinas VP2 y VP6 de RVA en células H5. (A, B, C) Analisis mediante
SDS-PAGE de extractos celulares a diferentes tiempos post-infeccion mantenidas a 27°C (A), 22°C (B) y 18°C (C). (D, E, F).
Analisis mediante SDS-PAGE de sedimentos obtenidos tras la ultracentrifugacion de sobrenadantes de infeccion a diferentes
tiempos post-infeccion en células mantenidas a 27°C (D), 22°C (E) y 18°C (F). Se indican las posiciones de las proteinas

estructurales (VP) de RV.

Horas post-infeccion

48 72 96 120 144 168

Figura 21. Analisis mediante microscopia electronica de particulas purificadas de vDLP de RVA. Micrografias
electronicas de tincion negativa de los sedimentos obtenidos tras ultracentrifugacion de los sobrenadantes de infeccion de
células infectadas a diferentes tiempos post-infeccion (48, 72, 96, 120, 144, 168 hpi) e incubadas a diferentes temperaturas
(27°C, 22°C, 18°C). La barra de escala representa 100 nm.
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Horas post-infeccion

T2 48 72 96 120 144 168
27°C + + ++ HH+ HHE b
22eC - + + H+ HHH ++
182C - - + ++ ++ ++

Tabla 3. Cantidad de vDLP de RVA evidenciadas mediante microscopia electronica a diferentes temperaturas de
incubacion a lo largo de diferentes tiempos post-infecciéon.

Con el proposito de identificar la linea celular con mayor potencial para la expresion de VP2 y VP6, y
para la produccion de vDLP a 27°C, se realizaron infecciones con BV VP2/VP6 en las lineas celulares
Sf9 y HS. Se analizaron los extractos y los sobrenadantes de infeccion recogidos a diferentes tiempos

post-infeccion.

El analisis de los perfiles electroforéticos de los extractos celulares (Fig. 22A, C) y de los sobrenadantes
de infeccion sedimentados a través de un colchén de sacarosa (Fig. 22B, D) muestra una mayor

expresion de las proteinas recombinantes en la linea celular HS.

El anélisis mediante tincion negativa de los sedimentos también permitid observar una mayor cantidad
de particulas ensambladas en la linea celular H5 (Fig. 22F, G), con un maximo de particulas purificadas
a partir de las 144-168 hpi. Estas particulas presentaban una alta pureza, asi como una gran integridad
estructural (Fig. 22F). Puesto que la incubacion hasta las 168 hpi no aumenta significativamente la
cantidad de vDLP producidas con respecto a 144 hpi, se eligio esta ultima como el tiempo post-infeccion

Optimo para la expresion y preparacion de vDLP.

Por ultimo, empleando las condiciones de infeccion previamente determinadas se evalu¢ el efecto de la
multiplicidad de infeccion en la expresion de las proteinas recombinantes. Se analizaron valores desde

0.3 hasta 4.0.

El andlisis de los perfiles electroforéticos de los extractos celulares de dichas infecciones no mostro
diferencias significativas en la expresion de las proteinas recombinantes entre ninguna de las
condiciones empleadas (Fig. 23), por lo que se eligi6 la minima multiplicidad de infeccion (0.3

ufp/célula) para la generacion de vDLP.

A continuacion, tras establecer las condiciones 6ptimas de infeccion para la expresion de vDLP (linea
celular HS5, temperatura de incubacion de 27°C, tiempo de recogida de 144 hpi y multiplicidad de
infeccion de 0.3), se llevo a cabo una infeccion a gran escala para la purificacion y estudio por crioME
de estas vDLP. Tras 144 hpi se recogieron los cultivos de células H5 infectadas junto con los
sobrenadantes de infeccion. El material particulado del sobrenadante se precipité con PEG 8000 y se

ultracentrifugo a través de un colchon de sacarosa al 25%.
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Figura 22. Comparacion de la expresion y purificacion de vDLP ensambladas en las lineas celulares H5 y SF9. (A, B)
Analisis bioquimico mediante SDS-PAGE vy tincion 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-infeccion indicados. Se indican las posiciones de las
proteinas estructurales (VP) de RV. (C, D) Analisis bioquimico mediante SDS-PAGE y tincién con azul de Coomassie de los
sedimentos obtenidos por ultracentrifugacion del sobrenadante de infeccion de células HS (C) y SF9 (D) infectadas con rBV-
VP2/VP6 y recogidas a los tiempos post-infeccion indicados. (F, G) Micrografias electronicas de tincion negativa de los
sedimentos obtenidos tras ultracentrifugacion de los sobrenadantes de infeccion de células HS (F) y SF9 (G) y recogidos a los
tiempos de infeccion indicados. La barra de escala representa 100 nm.

Finalmente, las vDLP obtenidas en el precipitado del colchon de sacarosa, fueron purificadas en un
gradiente de densidad de CsCl,. El anélisis mediante SDS-PAGE y tincion con azul de Coomassie de
las vDLP obtenidas muestra inicamente dos bandas de proteina correspondientes a VP2 y VP6 (Fig.
24B). Las particulas se analizaron mediante microscopia electronica con tincidn negativa, y
posteriormente crioME (Fig. 24B), observandose vDLP homogéneas y con una buena integridad

estructural.
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Figura 23. Comparacion de la expresién de VP2 y VP6 en células HS utilizando diferentes multiplicidades de
infeccion. Analisis bioquimico mediante SDS-PAGE vy tincién 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 infeccion utilizada
en cada caso: 0.3, 0.5, 0.6 (A), 0.6, 1, 2.5, 4 (B). Se indican las posiciones de las proteinas estructurales (VP) de RV.

4.2.2. Preparacion y analisis de la DLP de SA11

Una vez preparadas las vDLP pasamos a la preparacion de DLP para poder comparar la estructura
atomica 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 (Rodriguez et al., 2014), se prepararon como se detalla en el protocolo del
apartado 2.3.2, a partir de particulas TLP tratadas con EDTA. Este agente quelante promueve el
desensamblaje de los trimeros de VP7 estabilizados por Ca?" (Cohen et al., 1979; P. R. Dormitzer et al.,
2000). Las DLP se aislaron en un gradiente de CsCl, realizado en presencia de EDTA y se analizaron
bioquimicamente (Fig. 24A). La visualizacion directa de estas particulas tanto por tincién negativa

como en imagenes 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 visualizacion directa de las vDLP de RVA en imagenes de crioME
muestra poblaciones homogéneas de particulas isométricas de aproximadamente 70 nm de didmetro y
morfologia circular, similares las DLP generadas durante una infeccion natural (Fig. 24B) pero sin la
presencia del material electrodenso en su interior (Fig. 24A). Se registraron 6.329 y 4480 peliculas de
crioME correspondientes a DLP y vDLP, respectivamente, de las que se seleccionaron 91727 y 84926
particulas, en cada caso, para su procesamiento digital mediante analisis de particulas individuales
(SPA). Las particulas fueron analizadas mediante clasificacion 2D, 3D y posterior refinamiento angular
iterativo para la obtencion de su 3DR. Se generaron mapas de densidad con una resolucion final de 3,04
Ay 3.42 A 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. Reconstruccion tridimensional de la vDLP y comparacion con la DLP. (A-B) Analisis bioquimico mediante
SDS-PAGE vy tincion con azul de Coomassie de DLP (A) y vDLP de RVA (B). Se indican las posiciones de las proteinas
estructurales (VP) de RV. Se muestran criomicrografias electronicas para ambas. La barra de escala corresponde a 100 nm.
(C) Seccion central del mapa de densidad de DLP (panel izquierdo) y vDLP (panel derecho) vista a lo largo del eje de simetria
de orden dos. (D) Seccion central de la estructura tridimensional de la DLP (panel izquierdo) y vDLP (panel derecho), vista a
lo largo del eje de simetria de orden dos, representadas radialmente mediante el siguiente codigo de colores: VP6 en azul, VP2
en verde y VP1 en morado. Las densidades se contornean a 26 por encima de la media. La barra de escala corresponde a 100
nm. (E) Representacion de los perfiles radiales de las particulas DLP (azul) y vDLP (rojo).
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Ambas 3DR muestran una estructura similar a la previamente descrita para la particula 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 simetria 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 replicacion en las posiciones pentaméricas
de la cara interna de la capsida de VP2 y hasta 7 capas concéntricas de dSRNA con una separacion
promedio de 42 A (Fig. 24C-D). De forma previsible, no encontramos presencia del genoma viral ni de
la polimerasa en el interior de las vDLP (Fig. 24D). Ademas, la comparacion de los mapas de densidad
de ambas particulas y de sus promediados radiales (Fig. 24E) muestra una expansion de 45 A en el
diametro de las DLP (37 nm de didmetro) con respecto a las vDLP. Este incremento podria estar
relacionado con la presencia del genoma y el complejo de replicacion/transcripcion en el interior de las

DLP.

El analisis de la resolucion local del mapa de densidad de la DLP y vDLP muestra una resolucion global
isotropica de unos 3-4 A (Fig. 25A, C). Sin embargo, encontramos en la vDLP una resolucion local
significativamente menor en los trimeros VP6 pentaméricos (P) y peripentaméricos (P’) (Fig. 25B, D).
Esta menor resolucion se asocia a la menor densidad electronica encontrada en el mapa en los trimeros
P y P’, siendo un 37.5% menor respecto al resto de trimeros VP6 y a la capa de VP2 subyacente. La
resolucion local es menor en las posiciones pentaméricas de la superficie interna de la capsida de la
vDLP que en sus equivalentes en la DLP (Fig. 25E, F). Esta pérdida de densidad podria estar asociada
a la ausencia de la proteina 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 resolucion obtenida para la DLP fue mayor y mas homogénea, se realizo en primer lugar
el trazado de la estructura atomica 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 rigido de la estructura atomica 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 interaccion entre los diferentes trimeros de VP6 y la capa
subyacente de VP2 (McClain et al., 2010). El trimero T de VP6 es el que mantiene una interaccion mas
estrecha con VP2 a través de tres contactos idénticos mediados por el bucle f2-a3 (residuos 64-72) de
VP6. Los trimeros T’, D y P’ interaccionan con VP2 con un menor niimero de contactos y el trimero P
solo se encuentra unido a la estructura de la capsida por contactos intertriméticos VP6-VP6. La baja
interaccion de los trimeros P con la capa subyacente de VP2 podria estar relacionada con la pérdida de
estos trimeros durante la purificacion de las particulas y la consecuente menor resolucion alcanzada en

estas regiones en el mapa de la vDLP.
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Figura 25. Analisis de la resolucion local de los mapas 3D obtenidos de la DLP y la vDLP. (A) Representacion de los
mapas 3D de la particula vDLP (panel derecho) y DLP (panel izquierdo) vistas a lo largo del eje icosaédrico de simetria 2. Las
superficies estan coloreadas de acuerdo con la resolucion local calculada para cada 3DR. Se muestra el codigo de color con
las correspondientes resoluciones en A. La densidad se contornea a 2 por encima de la media. La barra de escala representa
100 A. (B) Seccion 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 simetria 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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Ademéds 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 mondémero que forma el trimero 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 rigido, ajuste manual sobre el mapa de
densidad y refinamiento de las coordenadas en espacio real (Fig. 26B, tabla 2). La menor resolucion de
los trimeros P y P’ en la vDLP solo permitié6 modelar la cadena de carbonos a a partir del modelo
atomico de referencia sin poder llevar a cabo el ajuste de las cadenas laterales. En este caso, se pudieron

visualizar densidades ubicadas entre los mondomeros que forman el trimero de VP6 correspondientes a

posiciones que se encuentran coordinando un ion Zn* sélo en los trimeros T, T” y D (Fig. 26C, panel

derecho).

Figura 26. Analisis de las estructuras atémicas de la DLP y vDLP de RVA. (A-B) Estructura atomica de la subunidad
asimétrica de DLP (A) y vDLP (B) de RVA. Las cadenas de VP2 estan 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 atdmica ajustada.
Se muestra un corte transversal del trimero 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 trimero. En todos los paneles se representan algunas
cadenas laterales como indicadores de la resolucion alcanzada en los mapas.
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La estructura atdmica observada de las subunidades asimétricas de la DLP y la vDLP es similar. Ambas
estan formadas por 2 subunidades de VP2 y 13 subunidades de VP6, sin embargo, se puede observar
una expansion ortogonal de ~15 A en la DLP (Fig. 27) con respecto a la vDLP. Esta expansion se
corresponde con la previamente observada en el analisis de los perfiles radiales de las 3DRs de ambas

particulas (Fig. 24E).

Al solapar los monémeros de VP2 por el dominio central se puede ver como esta expansion se produce
hacia ambos extremos del mondmero, es decir, hacia los dominios apical y dimérico (Fig. 27A). Al
solapar los monomeros de VP6 por su region central, se observa, al igual que en VP2, una expansion
hacia el dominio a-hélice basal y el dominio barril-f apical (Fig. 27B). Probablemente, tanto la ausencia
de genoma como del complejo de replicacion en el interior de las vDLP sean las causantes de las
diferencias observadas en el plegamiento de los diferentes dominios y variaciones en el tamafio de la

capsida con respecto a la estructura encontrada en la DLP resultante de una infeccion natural.

Ambos mondmeros, VP2 y VP6, fueron alineados estructuralmente y analizados mediante el servidor
Dali (Holm et al., 2006; Holm & Rosenstrom, 2010). Los parametros de los alineamientos se resumen
en la tabla 4. El andlisis de la desviacion cuadratica media (rmsd), entre los residuos de los monomeros
completos, VP2 (A-B) y VP6 (C-O), es considerablemente mayor en comparaciéon a los valores

obtenidos cuando se realiza el analisis por dominios (tabla 4).

Esto refleja una mayor similitud estructural a nivel de dominios de forma separada y como los cambios
estructurales observados estan asociados a diferencias en los bucles que conectan los distintos dominios

de VP2 y VP6 y que se traducen en la expansion de la DLP con respecto a la vDLP.

Figura 27. Representacion de la expansion producida entre la estructura de la DLP y vDLP. Representacion de las
estructuras atomicas de los mondmeros de VP2 (A) y VP6 (B) de la DLP y vDLP de RVA alineados entre si. Se observa el
dominio central de VP2 de DLP (naranja) solapado al mismo dominio de la vDLP (azul) y la expansion, 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 region central y se observa la expansion hacia el dominio basal a-hélice (naranja) y el dominio barril- de
VP6 (naranja oscuro), indicado con flechas.
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Proteinas rmsd (A) z-score Ca alineados
Monomero 1.6 44.6 397
VP6 Dominio B-Barril 1 27 194
Dominio a-Hélice 1 28.5 203
Mondmero 2.3 35.7 779
VP2 Dominio Apical 13 38.3 287
Dominio Central 1.6 36.6 381
Dominio Dimérico 1.8 22.1 134

Tabla 4. Alineamiento estructural de las estructuras de la DLP y vDLP con Dali

4.3.  Expresion y caracterizacion de particulas 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 procedié a la generacion de vDLP del resto de grupos de RV (B-D F-I)

utilizando la misma estrategia.

4.3.1. Generacion, caracterizacion bioquimica y analisis por microscopia electrénica

Para ello se generaron rBV duales que expresan de forma simultanea las proteinas 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 parametros establecidos para RVA. Las células se infectaron e incubaron a 27°C hasta
alcanzar 144 hpi. Posteriormente, se recogieron los extractos celulares y los sobrenadantes de infeccion;

estos sobrenadantes se purificaron mediante un colchon de sacarosa al 25%.

El andlisis mediante SDS-PAGE de las células infectadas permitié detectar una clara expresion de las
proteinas estructurales VP2 y VP6 para todos los grupos (Fig. 28A, tabla 5), aunque en el caso de RVB
se detectaron niveles mas bajos de expresion de VP6, en RVC de VP2 y en el caso de RVD una baja

expresion de ambas proteinas, en comparacion a los demas grupos.

Peso molecular (kDa)

Grupos rotavirus — e - — L -
Teorico Experimental| Teorico Experimental
A 103.01 120.40 44.8 43.66
B 105.90 107.11 43.58 51.04
C 101.67 103.01 44.72 43.67
D 106.21 103.01 44.91 43.67
F 104.45 107.11 44.71 57.38
G 112.66 115.80 43.40 42.00
H 111.05 111.37 42.92 42.00
I 110.60 115.80 42.59 57.38

Tabla 5. Pesos moleculares de las diferentes proteinas 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 colchon de sacarosa al 25%. El analisis

bioquimico 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, podria indicar un mejor ensamblaje de las vDLPs bajo estas condiciones de expresion,
optimas para RVA, o bien una mayor estabilidad de los ensamblados formados. Para los grupos B, Cy
F, no se observa la presencia de las bandas correspondientes a las proteinas, mientras que en el caso del
RVH tunicamente se detecta la presencia de VP2, lo que seria compatible con la formacion de SLP o
agregados de VP2 (Fig. 28B). Ademas, se observaron dos bandas con pesos moleculares similares a
dos proteinas estructurales mayoritarias de baculovirus (gp64 y VP39). La naturaleza de los posibles
ensamblados se caracterizO mediante microscopia electronica por tincion negativa (Fig. 28C). Se
observaron vDLP integramente ensambladas en los grupos A, D, F, G e¢ 1. 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 infeccion, su niimero es mucho menor que en las muestras

correspondientes a los grupos A, D e L.

A
< \d \ C \4 ) X
ESERER SR R R S SRR AR O R R R
150- > =
120- S b s G T — 120 S =i —

Figura 28. Caracterizaciéon de la expresién de VP2 y VP6 de los diferentes grupos de RV en la linea celular HS. (A-B)
Andlisis mediante SDS-PAGE vy tincioén con azul de Coomassie de extractos de células HS5 infectadas (A) y del material
particulado presente en los sobrenadantes de infecciones (B) con los rBVs que expresan las proteinas 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 proteina VP2 y de color azul las de la proteina VP6. Las flechas gp64 y VP39 indican la posicion de las
proteinas estructurales mas abundantes de baculovirus. (C) Analisis por ME y tincion 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 linea celular en la formacion de vDLP

La linea celular empleada es uno de los factores que tiene un efecto mas importante en la expresion de
proteinas en el sistema de BEVS (Drugmand et al., 2012), por lo que nos propusimos evaluar la
produccion de las proteinas recombinantes, su ensamblaje en vVDLP y su liberacion al medio extracelular
empleando las lineas celulares de insecto Sf9 y Sf21, que junto con la linea H5, son las mas empleadas

en este sistema. Para ello, se realizaron los mismos analisis descritos en el apartado anterior.

El analisis bioquimico mediante SDS-PAGE de las células infectadas (Fig. 29A-B, células) mostro para
ambas lineas el mismo patréon de expresion de las proteinas VP2 y VP6 y la misma relacion de
intensidades observada en las infecciones de células HS, aunque con un menor nivel de expresion, sobre
todo en el caso de Sf21 (Fig. 29B, células). El analisis del material particulado contenido en el
sobrenadante de infeccion y separado mediante colchones de sacarosa muestra la presencia de bandas
correspondientes a las proteinas VP2 y VP6 asi como numerosas bandas adicionales (Fig. 29A-B,
sobrenadantes). L.a mayoria de estas bandas probablemente corresponden a proteinas estructurales de
baculovirus, ya que estas lineas celulares, Sf9 y Sf21, producen hasta 15 veces mas particulas infectivas
de baculovirus que la linea celular H5 (Drugmand et al., 2012; Irons et al., 2018). Las bandas
correspondientes a gp64 y VP39, las dos proteinas estructurales mayoritarias de baculovirus, son

claramente identificables en los perfiles electroforéticos, especialmente en los del material particulado
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Figura 29. Caracterizacion de la expresion de VP2 y VP6 de los diferentes grupos de RV en las lineas celulares Sf9 (A)
y Sf21 (B). Analisis mediante SDS-PAGE y tincion 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 proteinas
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 proteina VP2 y de color azul en el caso de VP6. Las flechas gp64 y VP39 indican la posicion de las
proteinas estructurales mas abundantes de baculovirus.
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purificado de los sobrenadantes (Fig. 29A-B, sobrenadantes). La diferencia més 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 linea celular S9 (Fig. 29A, sobrenadantes RVD), lo que podria

indicar una mayor eficiencia en el ensamblaje de vDLP en esta linea celular.

El analisis por tincion negativa de los sedimentos confirm6 la mayor presencia de particulas de
baculovirus y restos de celulares junto con los ensamblados derivados de la expresion de VP2 y/o VP6
en todas las muestras obtenidas de estas dos lineas celulares. En el caso de Sf9 la cantidad relativa de
particulas obtenidas fue muy similar a la obtenida en HS, 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 si, a membranas o a impurezas presentes en la muestra (Fig. 30). De
acuerdo con lo observado en los analisis bioquimicos, la cantidad de vDLP de RVD es mucho mayor

que en las preparaciones obtenidas en la linea celular H5 (Fig. 30).

A diferencia de lo observado en la linea HS, fue posible la visualizacion de vDLP de RVB y RVC,
aunque parcialmente ensambladas, rotas y asociadas a membranas obtenidas en la linea celular Sf9 y
Sf21. En el caso de RVH, se observaron estructuras tubulares, en ambas lineas celulares, semejantes a
las descritas en la linea celular HS (Fig. 30). Tras estos resultados, se descart6 la linea celular Sf21 para
la generacion de vDLP ya que, aunque se observo la formacion de particulas 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 linea celular S19.

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 purificacion a mayor
escala. También hemos determinado que los niveles de expresion de las proteinas VP2 y VP6 de las
especies RVB, RVC, RVF, RVG y RVH, son superiores en la mayoria 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 liberacion de estas al
sobrenadante del medio de cultivo se realiz6 un analisis ultraestructural de células HS y Sf9 infectadas

con los diferentes rBV.

4.3.3. Analisis ultraestructural de la formacion de particulas vDLP

Con el objetivo de analizar el posible ensamblaje las particulas en el interior de estas células se
analizaron mediante microscopia electronica de transmision cortes ultrafinos de células H5 y Sf9
infectadas con los distintos baculovirus e incluidas en resina epoxidica. En paralelo se analizaron

inclusiones de células de insecto no infectadas o infectadas con el baculovirus control. Las inclusiones
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Células SF9

Células SF21

Figura 30. Analisis por microscopia electrénica y tincién negativa del material particulado obtenido de los
sobrenadantes de infeccion de los diferentes grupos de RV en las lineas celulares Sf9 y Sf21. Se indica el grupo de RV
correspondiente a cada imagen. Se indica mediante recuadros discontinuos aquellas particulas vDLP no claramente visibles
paraRVB, 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 progresion de la

infeccion y la preservacion ultraestructural.

Durante una infeccion 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 concentracion local de VP6 (Berois et al., 2003; Desselberger, 2014). Las DLP
formadas permanecerian en el viroplasma desarrollando la transcripcion secundaria (Ayala-Breton et
al., 2009) o, mediante su interaccion con NSP4 y VP4, se internarian en el reticulo endoplasmico, que

rodea los viroplasmas, para proseguir la ruta morfogenética y generar TLP (M. K. Estes & Greenberg,
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2013; T. Lopez et al., 2005; O’Brien et al., 2000). A pesar de la ausencia de las proteinas no estructurales
y por lo tanto, de viroplasmas, la coexpresion de VP2 y VP6 da lugar al ensamblaje de DLP (Zeng et
al., 1996b), y su coexpresion con VP7 y VP4 produce TLP aunque con una baja eficacia (S E Crawford
et al., 1994).

Los resultados obtenidos del analisis de los cortes ultrafinos de las infecciones de los tBV de RVA en
células H5 y Sf9 son similares a los descritos para la localizacion y formacion 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 diametro en el citoplasma de
las células infectadas tanto en HS5 (Fig. 31, RVA) como en SF9 (Fig. 32, RVA). La ultraestructura de
las células infectadas presentaba ciertas caracteristicas no observadas en células sin infectar (Mock). En
células infectadas es posible ver la presencia de baculovirus en el interior del nticleo celular, asi como
la aparicion de grandes zonas electrodensas en el citoplasma, un aumento del nimero de vesiculas y
estructuras membranosas amorfas agrupadas en el citoplasma. En algunas células se observaron
estructuras esféricas similares a vDLP sin una localizacion especifica en el citoplasma. Las particulas
se encuentran en regiones perinucleares, cerca de estructuras membranosas, electrodensas, o

distribuidas en otras regiones del citoplasma sin una asociacion aparente a ningun elemento celular.

Los datos muestran que existe una buena correlacion entre la presencia de las DLP en los sobrenadantes
de infeccion y su observacion en el interior celular. Esto indica que el problema referente a la ausencia
de formacion de vDLP en los grupos RVB, C, F, G y H radicaria en el ensamblaje de las particulas en
estas condiciones de expresion y no en la incapacidad de purificarlas. Asi, en el caso de RVA y RVI se
observo un gran nimero de vDLP en ambas lineas celulares H5 (Fig. 31; RVA, RVI) y SF9 (Fig. 32;
RVA, RVI), formando incluso paracristales no rodeados de membrana en RVI en ambas lineas
celulares. En el caso de RVD se identifica con facilidad la presencia de vDLP, aunque en menor
cantidad que en RVI 0 RVA, y ademas el ensamblaje parece ser mas 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 todavia menos en RVF, aunque es posible identificar
zonas en las que aparecen grupos de vVDLP 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
proteinas de RVB y RVC se observaron estructuras filamentosas, agregados intracelulares y, muy
ocasionalmente, material particulado que podria 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. Caracterizacion ultraestructural de células H5 infectadas con rBVs para la coexpresion de las proteinas VP2
y VP6 de los diferentes grupos de RV. Microscopia electronica de secciones ultrafinas de células H5 infectadas incluidas en
resina epoxidica. Cada panel viene indicado con la letra correspondiente al grupo de RV estudiado. Los paneles de la izquierda
muestran una vision 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 observd: (RVA) paracristales de particulas ensambladas, (RVB) particulas
asociadas a inclusiones intracelulares y estructuras tubulares, (RVC) particulas asociadas a inclusiones intracelulares, (RVD)
particulas ensambladas, estructuras tubulares e inclusiones intracelulares, (RVF) particulas ensambladas y particulas asociadas
a inclusiones intracelulares, (RVG) particulas ensambladas y particulas asociadas a inclusiones intracelulares, (RVH)
particulas ensambladas junto a estructuras tubulares y (RVI) paracristales de particulas ensambladas. La barra de escala
corresponde a 500 nm.
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Figura 32. Caracterizacion ultraestructural de células Sf9 infectadas con rBVs para la coexpresion de las proteinas
VP2 y VP6 de los diferentes grupos de RV. Microscopia electronica de secciones ultrafinas de células SF9 infectadas
incluidas en resina epoxidica. Cada panel viene indicado con la letra correspondiente al grupo de RV estudiado. Los paneles
de la izquierda muestran una vision 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 observo: (RVA) paracristales de particulas ensambladas, (RVB)
inclusiones intracelulares y estructuras tubulares, (RVC) inclusiones intracelulares, (RVD) particulas ensambladas, (RVF)
particulas asociadas a inclusiones intracelulares, (G) particulas ensambladas y particulas asociadas a inclusiones intracelulares,
(RVH) particulas ensambladas junto a estructuras tubulares y (RVI) paracristales de particulas ensambladas. La barra de escala
corresponde a 500 nm.
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4.4.  Purificacion de vDLP de extractos de células infectadas

Los resultados anteriores indican que unicamente se libera al medio extracelular una pequefa fraccion
de las vDLP producidas durante la infeccién y que en muchos casos estas aparecen asociadas a
estructuras de membrana. Hipotetizamos que la solubilizacion de esas membranas permitiria la
liberacion de una mayor cantidad de vDLP. Con este objetivo, se decidio tratar células infectadas con
rBVs para la coexpresion de las proteinas VP2 y VP6 de los diferentes grupos de RV con detergentes
(IGEPAL CA-630 y Triton 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 infeccion. A continuacion, las células fueron lavadas con PBS, sonicadas e incubadas
con los detergentes o con Vertrel XF segtn 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 anélisis bioquimico (Fig. 33) de estas fracciones mostrd que el tratamiento con los diferentes agentes
es eficaz en la solubilizacion de una fraccion adicional de proteinas VP2 y VP6 del interior de las
células. En los casos en los que la produccion de vDLP es mas abundante, como RVA, RVD y RVI, los
métodos empleados mostraron una eficacia mayor en la solubilizacién de VP2 y VP6. Para las células
infectadas con RVB y RVF estos métodos permiten la solubilizacién simultanea de VP2 y VP6, no
observada en los sobrenadantes de infeccion. En otros casos, la solubilizaciéon depende de la linea
celular y del agente empleado. Asi, la VP6 de RVC se observa mejor en las extracciones realizadas a
partir de células HS5, mientras que en el caso de RVD o RVH se detecta una mayor cantidad de VP2 y
VP6 en células S19. Es interesante destacar la solubilizacion de elevadas cantidades de la proteina VP6
de RVH, sobre todo en células Sf9. Esta proteina no se detecta en los sobrenadantes de infeccion, ya
probablemente debido a la formacion de tubos, los cuales fueron observados en los cortes ultrafinos de
estas células. Se observa también, una aparente degradacion de la proteina VP2 en varios aislados
durante este proceso de extraccion. Esto puede estar debido a la rotura de los compartimentos
subcelulares y la consiguiente liberacion de enzimas proteoliticas. Esto es particularmente visible en el
caso de la VP2 de RVB en células S9, y parece ser mas acusado en las extracciones de células H5

infectadas, con los rBV correspondientes a RVA, RVB, RVF y RVI (Fig. 33).

Mientras que la extraccion con Vertrel inicamente permite analizar la fraccion solubilizada en la fase
acuosa, en el caso de los tratamientos con los detergentes es posible analizar tanto la fraccion soluble
como la insoluble. El anélisis comparativo de ambas fracciones de células tratadas con los detergentes
Triton X-100 e IGEPAL muestra que la mayoria de las proteinas VP2 y VP6 expresadas quedan

retenidas en la fase insoluble (anexo 5).
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Figura 33. Analisis bioquimico de la fase soluble de extractos celulares tratados con detergentes y Vertrel. Analisis
mediante SDS-PAGE y tincion con azul de Coomassie de las fases solubles tras los tratamientos con detergentes o Vertrel XF
de células HS y SF9 infectadas con los tBVs que expresan las proteinas 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 proteina VP2 y de
color azul en el caso de VP6. Las flechas gp64 y VP39 indican la posicion de las proteinas estructurales mas abundantes de
baculovirus.

Las fases solubles se analizaron mediante microscopia electronica por tincion negativa para la linea
celular H5 (anexo 6) y SF9 (anexo 7), y sus imagenes representativas se presentan junto con un analisis
similar de los sedimentos procedentes de sus sobrenadantes de infeccion ultracentrifugados a través un
colchon de sacarosa al 25%, con el fin de comparar la cantidad e integridad de las particulas obtenidas
por ambos métodos. La tabla 6 resume toda la informacion referente a la expresion de las proteinas VP2
y VP6 analizadas mediante SDS-PAGE, asi como la presencia o ausencia de vDLP y tubos observados
en las imagenes de tincidon negativa por microscopia electronica, que resumimos brevemente a

continuacion.

En el caso de RVA se obtiene una producciéon abundante de vDLP tanto intracelulares como en el
sobrenadante de las infecciones. Se observaron vDLP purificadas del sobrenadante de infeccion en
todas las lineas celulares, obteniéndose en mayor niimero y con una mayor integridad en la linea celular
H5 (Fig. 34, RVA). Igualmente, se extrajeron particulas intracelulares de las lineas H5 y SF9, pero en
ningn caso con la misma integridad estructural observada en las particulas purificadas del medio

extracelular.
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Ensamblados purificados

Intracelular
Linea Expresion celular Sobrenadante
Grupo Tritén X-100 IGEPAL Vertrel
Celular
VP2 VP6 VLPs  Tubos VLPs Tubos VLPs Tubos VLPs  Tubos

H5 +++ +++ +++ - + - + - ++ -
RVA

519 +++ +++ +++ - + - ++ - ++ -

H5 +++ +/- +/- + + + + + - +
RVB

Sf9 +++ +/- +/- - + + +/- + + +

H5 + ++ +/- - +/- - + - - -
RVC

519 + +++ +/- - + - +/- - - -

H5 +/- + ++ ++ + + + - + -
RVD

Sf9 + +++ +++ + + + ++ + + +

H5 +++ ++ + - + - + - + -
RVF

Sf9 +++ +++ - - + - + - + -

H5 ++ ++ ++ - ++ - + - ++ -
RVG

Sf9 ++ +++ + - + - - - +/- -

H5 ++ +++ - - +/- - - - - -
RVH

sf9 +++ +++ - + + - + - - -

H5 ++ ++ ++++ - + - + + +++ -
RVI

sf9 +H+ ++ +H++ - + - + - ++ -

Tabla 6. Expresion de las proteinas VP2-VP6 y formacion de vDLP a nivel intracelular y extracelular. Se indica el grado
de expresion intracelular de las proteinas VP2 y VP6 en las lineas celulares H5S y SF9 analizadas mediante SDS-PAGE
(Expresion celular). Se utiliza una escala donde +++ es la maxima expresion y +/- es la minima observada respecto a todo el
conjunto de datos. Se indica el grado de vDLP o tubos purificados del medio extracelular del sobrenadante del infeccion asi
como intracelulares tras la incubacion de las células con Triton X-100, IGPal o Vertrel. Se utiliza una escala donde ++++ es
la méaxima cantidad de ensamblados observados y — es la nula presencia de ensamblados observados respecto a todo el conjunto
de datos.

La coexpresion de VP2 y VP6 de RVB no produce el ensamblaje de vDLP en cantidades significativas.
Los sobrenadantes de infeccion ultracentrifugados de RVB contenian estructurales tubulares
observadas en las lineas celulares H5, pero no se observaron vDLP en ninguna linea celular. El
tratamiento con detergentes o Vertrel permitié visualizar las mismas estructuras tubulares en las
fracciones solubles obtenidas en las dos lineas celulares (anexo 6 y 7). Unicamente en el caso de células
H5 incubadas con Tritén X-100 ¢ IGEPAL fue posible la observacion de vDLP agregadas junto con
restos de vesiculas o tubos (Fig. 34, RVB).

En el caso de RVC tampoco se produce un ensamblaje eficiente de vDLP. Solo se observaron particulas
aisladas de RVC o fragmentos de ellas en los sobrenadantes de infeccion ultracentrifugados. La
observacion de las fases solubles en este caso permitio la visualizacion de algunas particulas agregadas
y con baja integridad estructural. El mayor niimero de particulas se encontro en la fase soluble de células

SF9 incubadas con Triton X-100 (Fig. 34, RVC).
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La coexpresion de VP2 y VP6 de RVD permite el ensamblaje, mas eficiente en la linea celular Sf9, de
vDLP que son liberadas al medio de cultivo. El analisis de los sobrenadantes de infeccion permitio
ademas observar la presencia de estructuras tubulares, probablemente formadas por VP6 (Fig. 34,
RVD). En ninglin caso, el tratamiento con detergentes de las células infectadas permitié la extraccion
y observacion de un mayor nimero de particulas que las purificadas del medio extracelular. La mayoria
se observaron agregadas entre si o unidas a vesiculas. Igualmente, se pudieron observar tubos de VP6

extraidos del interior de células H5 y SF9.

No se observa un ensamblaje eficiente de vDLP por la coexpresion de VP2 y VP6 de RVF, unicamente
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 coexpresion de VP2 y VP6 de RVG permite el ensamblaje eficiente de vDLP, aunque en menor
medida que el observado para RVA, o RVD, y unicamente en la linea celular HS. En el caso de los
sobrenadantes de infeccion, solo se observaron VDLP de RVG aisladas, integras y sin agregar
procedentes del sobrenadante de infeccion de la linea celular HS. El tratamiento con detergentes o
Vertrel permiti6 la extraccion de alguna particula aislada en SF9. Las particulas extraidas de células H5
fueron mucho mas abundantes e integras estructuralmente (Fig. 34, RVG). Por este motivo se eligi6 la
extraccion con Vertrel XF de células HS infectadas como el mejor protocolo para la purificacion de

vDLP en cantidades adecuadas para su estudio estructural.

En el caso de RVH, la coexpresion de VP2 y VP6 no produce el ensamblaje eficiente de vDLP. En los
sobrenadantes de infeccién tinicamente se observa la presencia de tubos de VP6 o vSLP. La observacion
de las fracciones intracelulares solubles mostré en su mayoria la presencia de fragmentos de vDLP no
ensambladas por completo y formando agregados con otras particulas o restos celulares. Sin embargo,
se observo alguna particula correctamente ensamblada, aunque de manera muy minoritaria (Fig. 34,

RVH).

Por ultimo, en el caso de RVI la coexpresion de VP2 y VP6 permite un ensamblaje muy eficiente de
vDLP, incluso mayor que el observado para RVA. Asi, se observaron particulas purificadas del
sobrenadante de infeccion en células HS y S9, siendo HS5 la linea en la que se observaron un mayor
numero de ellas (Fig. 34, RVI). Apenas se consiguio extraer alguna particula del interior celular, a
excepcion de células H5 y S9 tratadas con Vertrel. A pesar de ello, la mayoria de estas se encontraban
agregadas entre ellas o restos celulares. También se observo alguna particula aislada en células HS
incubadas Triton X-100 o IGEPAL. En este ultimo caso, se observaron también algunos tubos de VP6

en la fase soluble (Fig. 34, RVI).
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Figura 34. Analisis por microscopia electrénica por tincién negativa de ensamblados purificados del interior de células
H5 y SF9. Visualizacion de imagenes de tincion negativa por ME del material ensamblado obtenido tras la infeccion con rBVs
para la expresion 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 formacion de vDLP

Uno de los problemas clasicos asociados a la expresion de proteinas mediante rBVs es la frecuente
degradacion de las proteinas 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 expresion de varias proteasas
por el baculovirus empleado como vector (Ishimwe et al., 2015). Es posible que la ausencia de
expresion, y/o ensamblaje observado en las producciones de vDLP de RVB, RVC, RVF y RVH, esté
relacionada con el procesamiento proteolitico de su VP2 o VP6 en este sistema de expresion. Para
disminuir las actividades proteasa en el BEVS se han empleado varias estrategias como el empleo de
inhibidores de proteasas durante la infeccion (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 afiadimos
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 evalu6 el posible papel de las proteasas L-catepsina y
una chitinasa en la formaciéon de vDLP. Para ello, se generaron rBVs que empleando los mismos
plasmidos vectores usados anteriormente para generar los recombinantes que expresan las proteinas
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 1BV, se infectaron células H5, Sf9 y Sf21 y se analizaron los
extractos celulares y la formacion de ensamblados en los sobrenadantes de infeccion. Como se muestra
en la figura 35A, no se observan diferencias significativas en los patrones de expresion de las proteinas
recombinantes en las distintas lineas celulares que podamos relacionar con una disminucion de la
actividad proteasa. En el caso de RVB, no se observé una banda correspondiente a la proteina VP6 en
ninguna linea celular. En RVC y RVH, se observaron bandas de VP2 y VP6 en el analisis bioquimico,
tanto en los extractos celulares (Fig. 35 A.1) como en los ensamblados purificados tras el colchon de
sacarosa (Fig. 35 A.2), sin embargo, la observacion por tincion negativa mediante microscopia
electronica del material particulado purificado de los sobrenadantes de infeccion no mostré la formacion
de particulas vDLP en ninguno de los casos para RVB, RVC y RVH, s6lo se observaron tubos de VP6
(Fig. 35B). Tampoco se observé un aumento significativo de las vDLP formadas en el caso de RVA
(Fig. 35B). Tras observar estos resultados se descarté el uso de estos rBVs al no proporcionar ninguna
ventaja frente a los previamente utilizados ya que, aparentemente, la eliminacion de estos genes virales
(V-cath, chiA) no tiene ninglin efecto en el ensamblaje de particulas purificadas del sobrenadante de

infeccion.

A H5 SF9 SF21
RVA RVB RVC RVH RVB RVC RVH RVB RVC RVH

Figura 35. Analisis de la expresion de proteinas VP2 y VP6 y formacion de vDLP en rBV MultiBac. (A) SDS-PAGE
tefiido con azul de Coomassie de células HS5, SF9 y SF21 infectadas con rBV generados empleando el sistema MultiBac que
expresan las proteinas 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 ultracentrifugacion del sobrenadante de infeccion con (2). (B)
Micrografias electronicas de tincion negativa de los sedimentos obtenidos tras ultracentrifugacion de los sobrenadantes de
infeccion en el caso de RVA (células HS). La barra de escala representa 100 nm.

4.6.  Caracterizacion estructural de particulas vDLP de otros grupos de RV

Los experimentos realizados nos permitieron identificar las condiciones para la expresion y purificacion
de vDLP de RVD, RVG y RVI en cantidades suficientes como para abordar la determinacion de su
estructura atomica. En primer lugar, nos centramos el estudio de vDLP de RVI y RVD debido a su
mayor preservacion estructural y mayor facilidad en el proceso de purificacion. En el caso de RVG,
aunque la extraccion con Vertrel XF de células HS infectadas permite la obtencion de cantidades
adecuadas de vDLP, las limitaciones de tiempo y mayor complejidad en el protocolo de purificacion

desaconsejaron su abordaje.
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Para producir vDLP a gran escala se utilizaron las condiciones de infeccién 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 27°C durante 144 hpi. La purificacion de las vDLP se
llevd a cabo segun los protocolos detallados previamente (apartado 3.3.3). Las muestras purificadas
enriquecidas se analizaron bioquimicamente mediante SDS-PAGE tefiidos con azul de Coomassie. Este
analisis permitié observar, en cada caso, dos bandas de proteina mayoritarias con una movilidad
electroforética compatibles con las proteinas estructurales VP2 y VP6 (Fig. 36A-B). Las vDLP fueron

vitrificadas y fueron analizadas mediante la observacion directa de imagenes de crioME (Fig. 36A-B).

4.6.1. Caracterizacion bioquimica, analisis por crioME y obtencion del modelo atdmico de las

vDLP de RVD y RVI

La visualizacion de imagenes de crioME mostrd particulas homogéneas e isométricas mayoritariamente
integras y con morfologia circular (Fig. 36A-B), que no presentaban material electrodenso en su
interior. En el caso de la vDLP de RVI se observoé un mayor niimero de particulas con una menor

integridad y parcialmente recubiertas por VP6 (Fig. 36B).

Se tomaron 7698 y 4432 peliculas de las muestras de vDLP de RVD y RVI, respectivamente, que fueron
alineadas y corregidas a partir de su CTF. A continuacion, se seleccionaron 5832 y 4432 imagenes, en
cada caso, a partir de las cuales se picaron y extrajeron 39781 particulas de vDLP de RVD y 42572
particulas de RVI. Tras la clasificacion 2D, se seleccionaron 29713 y 39468 particulas 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 clasificacion de ambas muestras, se obtuvieron dos clases
mayoritarias de las que se descartd una de ellas por estar formada por particulas no integras y cuya 3DR
fue de muy baja resolucion. La clase que presentaba la mejor resolucion resulté en una 3DR con una
resolucion final de 3.5 A en el caso de la vDLP de RVD y 3.7 A en el caso de la vDLP de RVI, en base
a los criterios de FSC 0.143 (anexo 4)

La observacion de los cortes centrales y transversales de los mapas 3D permitio observar capsidas con
dos capas concéntricas de proteina definidas en la vDLP de RVD (Fig, 36C) y RVI (Fig. 36D). La capa
externa de VP6 de cada mapa se dispone con una simetria T=13 y la capa interna de VP2,
inmediatamente subyacente, con una simetria 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 analisis de la resolucion local (anexo 8) mostrod una resolucion isotropica en todo el entorno de la
capsida en ambos mapas a excepcion de los trimeros pentaméricos y peripentaméricos, en los que la

resolucion fue menor, especialmente en el caso de la vDLP de RVI.

86



Resultados

Figura 36. Analisis bioquimico y reconstruccién 3D mediante analisis de particulas individuales de vDLP de RVD y
RVI. (A, B) Analisis bioquimico mediante SDS-PAGE vy tincion con azul de Coomassie de particulas vDLPs purificadas de
RVD (A) y RVI (B). Se indican las proteinas estructurales (VP) de RV. Se muestran criomicrografias electronicas para ambas
(Barra de escala a 100 nm). (C, D) Seccion central del mapa de densidad de vDLP de RVD (C) y RVI (D) vista a lo largo del
eje de simetria de orden dos. (E, F) representacion de la estructura 3D de vDLP de RVD (E) y RVI (F) vista a lo largo del eje
de simetria de orden dos. Se representa VP6 en azul y VP2 en verde. Las densidades se contornean a 2¢ por encima de la
media. (G-H) Estructura atomica 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 atomicos ajustados en sus
mapas de densidad del trimero VP6 de RVD (I) y RVI (J). En el caso de RVD (1), 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 resolucion alcanzada en los mapas.
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A pesar de ello, la resolucion alcanzada en el resto de trimeros de VP6 asi como en la capa de VP2 de
ambos mapas fue suficiente como para realizar el ajuste y trazado de sus estructuras atdomicas.
Utilizando como modelo de referencia la estructura de la vDLP de RVA, se generaron cadenas por
homologia para cada monomero de VP2 y VP6 de la subunidad asimétrica de la vDLP de RVD y vDLP
de RVL

En primer lugar, se realiz6 un ajuste de cuerpo rigido 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 electronica, 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 mondmeros que forman los trimeros 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 posicion (representada) ni adyacentes.

4.6.2. Comparacion estructural de las particulas vDLP de RVD y RVI con la particula vDLP
de RVA

Aunque las 3DR de la vDLP de RVD y RVI mostraron una organizacion estructural similar a la vDLP
de RVA (Fig. 36E, F), ambas presentan un mayor tamaiio, con una expansion promedio de 8 A en la
vDLP de RVD y 24 A 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 expansion de unos 16 A respecto a la vDLP de RVD (Fig. 37A, B, E).

El analisis 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 A mayor al medido en la vDLP de RVA y 25 A
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 A y en RVI es de 45 A; iii) el grosor de la capa de VP6 es de 85 A en
RVA y RVI, pero de 90 A en el caso de RVD; y iv) el radio externo de la capa de VP6 es unos 15 A
mayor en RVD y 30 A mayor en el caso de RVI respecto al encontrado en RVA.

yrP2 VYPo6

Radio mnterno  Interseccion VP2-VP6  Radio externo

DLP RVA 230 275 365
vDLP RVA 215 255 340
vDLP RVD 225 265 355
vDLP RVI 240 285 370

Tabla 7. Analisis de los radios encontrados en las reconstrucciones obtenidas de la DLP de RVA y vDLP de RVA, RVD
y RVL. Se indican los valores de los radios internos de las capsidas (radio interno VP2) asi como los valores de los radios de
las capsidas medidos por la cara externa de la capa de VP6 (radio externo VP6). Se muestran los radios de las capsidas a nivel
de la interseccion de las capas de VP2 y VP6 en cada caso. Los valores se muestran en A.
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Figura 37. Comparacion de los mapas de densidad de las particulas vDLP de RVA, RVD y RVI. (A) Representacion de
los perfiles radiales de las particulas 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
unico asociado a cada particula e indicado en la leyenda del grafico. (B) Analisis 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 mas oscuros y claros, respectivamente. (C-E) Representacion de la expansion producida entre las diferentes capsidas
de RVA, RVD y RVI Vista lateral de parejas de dimeros de VP2 (panel superior) y trimeros de VP6 (panel inferior) en sus
posiciones originales en el entorno de la capsida 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 comparacion de las estructuras atdmicas obtenidas para la subunidad de VP2 y VP6 (tabla 8) muestra
que la homologia estructural (z-score) de ambas proteinas en RVA y RVD es mucho mayor que cuando
ambas se comparan con RVI. Asimismo, las desviaciones cuadraticas medias (rmsd) de los Co de VP2
y VP6 entre la vDLP de RVA y RVI son mayores que las observadas entre las particulas vDLP de RVA
y RVD.

Al alinear estructuralmente ambos monomeros se observo un desplazamiento de 33 aminoacidos 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 corresponderia a los 31 aminoacidos adicionales

89



Resultados

Proteinas | rmsd (A) | z-score | Ca alineados | Identidad
vDLPA VP2 1.9 35.8 775 48
vDLPD VP6 1.5 44.1 398 37
vDLPA VP2 4.6 16.5 818 13
vDLPI VP6 4.5 20.2 395 12
vDLPD VP2 4 18 818 13
vDLPI VP6 4.6 20.1 395 12

Tabla 8. Alineamiento estructural y analisis comparativo de las vDLP de RVA, RVD y RVI. Se muestran los valores
obtenidos tras el analisis comparativo de las capsidas vDLP mediante el servidor Dali. Se indica para cada pareja de capsidas
y monémeros VP2 y VP6 correspondientes los valores de rmsd (desviacion cuadratica media) que indica la probabilidad de
que el alineamiento sea incorrecto, donde valores mas bajos indican mayor fiabilidad; los valores z-score, el cual refleja la
similitud estructural entre ambas secuencias, y donde valores mas altos indican mayor similitud; el nimero de Ca 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 pequefia expansion 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 capsida y se destacan las regiones
que presentan una mayor variabilidad estructural. Estas regiones se corresponden al extremo amino
terminal y a puntos de interaccion con otros monomeros 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 mondémeros de RVA y RVD, muestra un buen ajuste de ambas
cadenas tanto en el dominio a-hélice como en el dominio apical barril- de VP6 (Fig. 38C). A pesar de
ello, se observa una minima expansion producida desde la region central hacia el dominio apical barril-3
de VP6 de RVD. El alineamiento estructural de ambos mondémeros muestra ligeras diferencias en
ciertos elementos de estructura secundaria. Estos cambios se localizan en tres bucles del monémero
(Fig. 38D, tabla 9). Aunque estos bucles no participan en la interaccion intertrimeros, podrian participar

en la interaccidn con la capa externa de VP7.

El monémero de VP2 de RVI conserva la estructura global en forma de coma. El alineamiento
estructural con el monémero de RVA muestra como la VP2 de RVI no solapa con tanta precision como
en RVD (Fig. 39A RVI, 39A RVD). Ademas, es posible observar la expansion del monémero de RVI
respecto a la VP2 de RVA (Fig. 39A RVI).

Estos datos corroboran lo anteriormente observado en la expansion de la capsida 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 mas numerosas que las observadas en RVD. Ademas de encontrar diferencias en el
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Figura 38. Analisis y comparacion de las estructuras atémicas de VP2 y VP6 en las particulas vDLP de RVA y RVD.
(A, C) Representacion de los monémeros VP2B (A) y VP6 (C) de RVA y RVD solapados entre si. Se observa el dominio
central de VP2 de la vDLP de RV A (naranja) alineado con la cadena VP2 de la vDLP de RVD (morado) y como 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 expansion de los dominios a-hélice basal (morado claro) y B-lamina de
RVA (morado oscuro). (B) Representacion de las cadenas VP2A y VP2B de RVD en el entorno de la capsida. Se numeran
y marcan en tonos mas oscuros las estructuras secundarias en las que se observan mayores diferencias con respecto a RVA:
el extremo amino terminal (I), bucle B8- B9 (II), bucle a10-all (III), el bucle al3-al14 (IV) y el bucle al7-al18 (V). (D)
Representacion de la cadena VP6 de RVD en el entorno del trimero. Se numeran y marcan en tonos mas oscuros las
estructuras secundarias en las que se observan mayores diferencias con respecto a RVA: el bucle a5-p3 (I), el bucle p10-
B11(1D) y el bucle a6-B16 (III). Los modelos atomicos se representan mediante el diagrama de cintas.

Regiones VP2 Residuos RVA | Residuos RVD Principales diferencias
1 Extremo amino terminal 80-112 117-144 Insercion de 4 aa adicionales en RVA
11 Bucle p8- g9 290-298 323-332 Bucles con igual longitud y diferente conformacion
I Bucle a10-all 352-373 388-405 Bucle con 4 aa adicionales en RVA
v Bucle al3-a14 443-456 475-490 Bucle con 2 aa adicionales en RVD
A\'% Bucle al7-a18 518-527 547-556 Bucles con igual longitud y diferente conformacion
Regiones VP6 Residuos RVA | Residuos RVD Principales diferencias
1 Bucle a5-p3 144-149 141-149 Bucle con 3 aa adicionales en RVD
I Bucle p10-p11 254-259 254-261 Bucle con 2 aa adicionales en RVD
I Bucle a6-16 308-316 308-318 Bucle con 2 aa adicionales en RVD

Tabla 9. Regiones con mayor variabilidad estructural entre monémeros VP2 y VP6 de RVA y RVD
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Figura 39. Analisis y comparacion de la estructura atomica de VP2 en las vDLP de RVA y RVI. (A) Representacion
de la estructura de VP2B de la vDLP de RVA (dominio apical: color marrén 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) Representacion de las cadenas VP2A y VP2B de RVI en el entorno de la
capsida. Se numeran y marcan en tonos mas oscuros las estructuras secundarias en las que se observan mayores diferencias
con respecto a RVA. (C-D) Representacion 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
atomicos se representan mediante el diagrama de cintas.

extremo amino terminal, se observan numerosos cambios en regiones periféricas y centrales del
monoémero de VP2 de RVI (Fig. 39B). Estas regiones se corresponden tanto a bucles de interaccion con
monoémeros de VP2 adyacentes como a diferentes residuos encontrados a lo largo de la region 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 monoémeros mostré un desplazamiento de 56 aminoacidos en el
extremo amino terminal y también como 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
corresponderian a los 100 aminoacidos adicionales encontrados en la secuencia de VP2 de RVI (982

aa) frente a la secuencia de RVA (882 aa).

92



Resultados

El solapamiento de los mondmeros 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 monomero en el contexto del trimero de
VP6 (Fig. 40B) podemos observar diferencias estructurales en distintas regiones localizadas tanto en el

dominio a-hélice basal como en diferentes bucles del dominio B-barril de la region apical.

El alineamiento estructural del mondémero de VP6 de RVI con el de RVA permite detectar un mayor
numero de diferencias que las observadas entre RVA y RVD en diferentes zonas del mondmero. 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 interaccion intertrimeros y
con la capa externa de VP7. También podrian ser las responsables de las diferencias antigénicas de VP6

con respecto a RVA.

Figura 40. Analisis y comparacion de las estructuras atomicas de VP6 de las vDLP de RVA y RVI. (A) Representacion
de las cadenas VP6 de RVA (dominio a-hélice: naranja claro y dominio f-lamina: naranja oscuro) superpuesto y alineado
con la cadena VP6 de la vDLP de RVI (dominio a-hélice: verde claro y dominio B-lamina: verde oscuro). (B)
Representacion de la cadena VP6 de RVI en el entorno del trimero. Se marcan en tonos mas oscuros las estructuras
secundarias en las que se observan mayores diferencias con respecto a RVA. (C-D) Representacion frontal del monémero
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 atomicos se representan mediante el diagrama de cintas.
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R;g;;m Residuos /region RVA Residuos/region RVI Principales diferencias
I 80-113 N-terminal 132-167 N-terminal Dos a-hélices adicionales en RVA (al y a2)
I 135-145 | bucle p1- 2 190-207 | bucle p1- B2 Insercion de 5 aa adlcll(glfalles en bucle pf1- B2 en
114 179-189 | bucle a3- B3 | 242-252 | bucle al- B3 n adicional en RVA (n1)
v 202232 | bucle B4-p5 266297 bucle B4-5 a-hélices (a2, a3) mas cortos y bucles mas largos
en RVI
A\ 276-285 bucle a7-B8 341-349 bucle a5-8 a-hélice adicional en RVA (08)
354375 | bucle al0-all | 417-440 bucle a8-09 Insercion de 6 aa adlc;;)\r;?les en bucle a8-09 en
443-466 | bucle al3-al5 | 506-530 | bucle all-al2 a-hélice adicional en RVA (a14)
VI 495-503 | bucle p12-al7 | 564-573 | bucle f12-a13 a-hélice adicional en RVA (a16)
528.561 al8-al9 600-636 ald La longitud de al4 de RVI abarca dos o en RVA
(a18-a19)
563-575 | bucle a19-813 | 637-660 | bucle al4-p13 Insercion de 8 aa adicionales y una 1 adicional
(m3) en bucle al4-f12 en RVI
6 aa adicionales en bucle n4-020 en RVI: hay dos
660-677 | bucle n3-024 | 742-766 | bucle n4-020 al8-a19 en RVI. En la misma region de RVA se
encuentra s6lo una a (023)
VII 678-696 24025 767-785 20 La longitud de 020 de RVI abarca dos o en RVA
(024-025)
697-702 | bucle a25- p14 | 786-795 | bucle 020- p14 Insercion de 4 aa ad1c10£\aflles en bucle ¢20-$14 en
Insercion de 11 aa adicionales y una a-hélice
v 771-799 | bucle 028- 21 [ 865-903 | bucle a23- 18 adicional (624) en bucle 623-B18 cn RVI
Insercion de 4 aa adicionales y o-hélice adicional
808-818 | bucle f21- 22 | 904-930 | bucle B18- B19 (030) en bucle B21- B22 cn RVA
IX 837-840 | bucle p22- p23 | 938-941 | bucle B19- B20 a-hélice adicional en RVA (a31)
Rf/g;zn Residuos/region RVA Residuos /region RVI Principales diferencias
I 1727 bucle al- a2 1629 bucle ol- a2 Insercion de 3 aa ad1ci§\1/1illes en bucle al-02 en
Insercion de 2 aa adicionales y una 1 adicional
11 113-128 | bucle a3- a5 114-125 bucle a3- a5 (1) en bucle 13- a5 en RVA
I 133-144 s 133.144 nl-n2 La longitud de oS de RVA abarca dos n en RVI
(1-n2)
v 155-161 | bucle p3-p4 154-160 bucle B3-p4 Insercion de 2 aa adlcfl{o\?zles en bucle f3-f4 en
v 169-176 | bucle p4- B 168-177 | bucle p4- ps Insercion de 3 aa adlc;;)vn?les en bucle B4-B5 en

Tabla 10. Regiones con mayor variabilidad estructural entre monémeros VP2 y VP6 de RVA y RVI
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Insercion de 8 aa adicionales en bucle p6-p7 en

VI 195-204 | bucle p6-p7 | 197201 | bucle p6- p7 RVA

Insercion de 3 aa adicionales en bucle $9- 10 en

VII | 240-245 | bucle 9- 10 | 230-240 | bucle p9- B10 RV

VIIL | 254258 | bucle p11-B12 | 248-257 | bucle P11-BI12 Insercion de 4 aa adicionales en bucle f11- 12 en

RVI
IX 302-307 | bucle p15- 16 | 299-303 | bucle B15- 16 a-hélice adicional en RVA (a6)
X 368-372 | bucle a6- a7 | 367-371 | bucle o7- 09 a-hélice adicional en RVA (a8)

Tabla 10. Regiones con mayor variabilidad estructural entre monémeros VP2 y VP6 de RVA y RVI (Continuacion)

La organizacion cuaternaria entre las estructuras atomicas de las vDLP de RVA, RVD y RVI fue
semejante (Fig. 24D, 36E y F). Sin embargo, las capsidas de RVD y RVI mostraron un aumento
promedio de 8 A y 24 A, 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 si con respecto a la de RVI (tabla 8).

Tanto en RVD como en RVI, la VP2 mantiene su estructura terciaria aunque ambas presentan una
expansion 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 interaccion
con otros monomeros de VP2 adyacentes. En RVI, ademas de ello, se observan numerosas diferencias
en toda la molécula (Fig. 38B, 39B, tabla 9 y 10), probablemente relacionadas con el mayor tamafio de
estay lamenor 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 observo una ligera expansion y solo se
observaron variaciones, con respecto a la VP6 de RVA, en su estructura secundaria en tres bucles
localizados en la periferia del monémero (Fig. 38D, tabla 9). Las diferencias encontradas en la
estructura secundaria de la VP6 de RVI son mas numerosas y se localizaron tanto en regiones periféricas

como en regiones centrales del monémero (Fig. 40B-C, tabla 10).
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5.1.  Implicaciones estructurales de la activacion de la espicula de rotavirus

El primer desafio al que se enfrenta una particula viral para generar una infeccion productiva es
reconocer la célula huésped diana y superar las barreras que la rodean. Estos pasos son basicos 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 infeccion, el virién 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 internalizacion endocitica de la particula (Lozach et al.,
2011; Marsh & Helenius, 2006; Yamauchi & Greber, 2016). Independientemente del camino utilizado,
la naturaleza de la particula viral define el mecanismo de penetracion y entrada. Mientras que para los
virus con envuelta la penetracion implica la fusion las membranas viral y celular, para los virus sin
envoltura la penetracion esta mediada bien por la formacion 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 fusion de membranas (P. Dormitzer et al., 2004; Kielian & Rey, 2006; Mas
& Melero, 2013), sin embargo, los mecanismos de penetracion de los virus sin envoltura son menos

conocidos (Suomalainen & Greber, 2013).

Durante la presente tesis, mediante la combinacion de reconstruccion localizada de subparticulas (Ilca
et al., 2015), promediado de particulas heterogéneas mediante flujo optico (Kazemi et al., 2021) y
correccion 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 atémico de la espicula de RV
no activada, superando las limitaciones de resolucion encontradas derivadas de la flexibilidad intrinseca
de la espicula, especialmente alta en el caso del dominio lectina de la subunidad C, y de la ocupacién
parcial de sus posiciones alrededor de la TLP. El andlisis comparativo de las espiculas NTR y TR
muestra que, mientras que en la espicula TR los dominios lectina (residuos 65-224) de la cabeza estan
unidos covalentemente al dominio o (residuos 1-27) del pie a través del largo bucle interno a2—p1
(residuos 28-64) (Fig. 41B), en la espicula NTR estan también unidos al domino barril-f del cuerpo de
la otra subunidad de VP4 a través del bucle a3—p14 (residuos 225-230), donde se encuentran los sitios
de procesamiento R231, R241 y R247, y la cadena B14 (residuos 252-258). Este segmento “abraza” el
domino barril-f y establece interacciones con el mismo (Fig. 41A). El bucle a3—314 interacciona con
la region 24-B26 (residuos 434-448) de la otra cadena, mientras que la cadena 314 se incorpora al
barril-B del cuerpo de la otra subunidad (Fig. 41A). El primer paso para el cambio conformacional de
la espicula tras su unioén al receptor es el desplazamiento lateral de sus dominios lectina, que permanecen
unidos a la particula durante todo el proceso a través del bucle a2—f31 (Fig. 41B). En la espicula no
activada por tripsina, la presencia del bucle a3-f14 unido covalentemente al dominio lectina, y que
interacciona con el barril-f de la subunidad contraria, impide el desplazamiento de estos dominios

lectina y, por lo tanto, actiia como un “seguro” que previene la exposicion temprana de los bucles
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Figura 41. Transiciones estructurales de la espicula de RV durante la entrada celular. Reordenamientos de las proteinas
de la espicula (VP4, VP8* y VP5%) durante la transicion desde su conformacion inactiva, NTR (A), pasando por su forma
activada, TR (B), ¢ intermedia (C) hasta su conformacion invertida. (D). Los dominios no observados en las estructuras
atdmicas obtenidas se representan de forma esquematica (panel C: dominios lectina; panel D: dominios lectina, dominio a y
pie). Los distintos dominios de las proteinas estan coloreados por separado para ilustrar su cambio conformacional: dominio
a-amino: naranja, amarillo, dorado; dominios lectina, magenta, morado y rosa; bucle 03-$14: azul; dominios del cuerpo, rojo,
naranja y salmén; dominios a-hélice espiral y pie: verde claro, verde y verde oscuro. Las conexiones entre los dominios a-
amino y lectina de los paneles C y D se indican mediante lineas 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 mas oscuro tanto los bucles hidrofébicos como la cadena 314.
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hidrofobicos protegidos bajo los dominios lectina (Fig. 41A). Tras la protedlisis y pérdida del segmento
peptidico 232-247, Ginicamente se mantendria la interaccion del segmento 225-231 con el cuerpo de la
espicula, lo que “liberaria” este seguro y convertiria la espicula inactiva en una en espicula activa y

preparada para el cambio conformacional (Fig. 41C-D).

Este mecanismo de penetracion de membrana de rotavirus presenta numerosos paralelismos con el de
las proteinas de fusion de tipo I de virus con envuelta, como la proteinas 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
proteinas de fusion son sintetizadas como trimeros de un polipéptido precursor que debe ser
proteolizado para adquirir su actividad fusogénica. En la mayoria de los casos, el fragmento N-terminal
(HA1, S1 o gp120) contiene un motivo de union al receptor mientras que producto C-terminal (HA2,
S2 o gp41) contiene un péptido de fusion en su extremo amino y esta anclado a la membrana viral por
su region carboxilo. Tras la unidn 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 proteina a su forma postfusion para juntar el péptido de fusion
y el extremo carboxilo anclado a la membrana viral. Esta transicion incluye la generacion o extension
de un haz de tres hélices superenrolladas. Ademas de la similitud de este mecanismo con la
anteriormente descrita para VP8* y VP5* (Fig. 42), la determinacion de la estructura de la espicula
NTR, nos permite establecer un nuevo paralelismo en el mecanismo molecular por el que la prote6lisis

conduce a la activacion de esta. En el caso de las proteinas de fusion, la protedlisis en la region

A

Figura 42. Transiciones estructurales durante la entrada de RV. Representacion esquematica de los cambios
conformacionales propuestos actualmente de la espicula de RV durante la penetracion de la membrana. VP6 esta coloreado
en azul, VP7 en amarillo, pie de VP4/VP5* en verde, B-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 trimero 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 si,
mientras que los dominios de barril § y lectina de la tercera subunidad se encuentran formando el tallo (cadena C). (B) La
activacion con tripsina escinde VP4 en las proteinas VP5* y VP8* que preparan a la espicula para los posteriores cambios
conformacionales. El dominio de lectina ubicado en el tallo se disocia tras del procesamiento proteolitico. (C) Unién inicial
a la célula huésped a través de la interaccion de los dominios de lectina VP8* con los glicanos de superficie (verde claro)
de la membrana celular. Esta interaccion precede el cambio conformacional (D) en el que los dominios lectina se separan
y exponen los bucles hidrofébicos de VP5* (blancos) que da lugar a una conformacién ‘invertida’ (E) en la que los loops
hidrofobicos del cuerpo del pie de la espicula interactiian y se insertan en la membrana produciendo la distorsion y ruptura
de esta.
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N-terminal del péptido de fusion permite la liberacion de este y su insercion en la membrana diana. En
RYV la protedlisis del bucle a.3—14 es un paso necesario para la exposicion de los bucles hidrofébicos

que ejercen esta funcion.

Ademas de las diferencias arriba descritas, la espicula NTR presenta un tercer dominio lectina (cadena
C) en el tallo de la espicula (Fig. 41A). La presencia de este dominio y su alto grado de flexibilidad han
sido descritos previamente a partir del promediado y clasificacion de subtomogramas de espiculas de
NTR-TLP (Rodriguez et al., 2014). La metodologia de analisis de particulas individuales puesta a punto
ha permitido la generacion de un modelo atdmico para el mismo desde la T73 hasta la N221. Este
dominio lectina, al igual que los presentes en la cabeza de la espicula, presenta un plegamiento de tipo
galectina con un B-sandwich antiparalelo formado por dos B-laminas separadas por una hendidura poco
profunda (Fig. 43A) (P. R. Dormitzer et al., 2002). Han sido descritos dos sitios de union a glicanos en
el dominio lectina de la espicula de RV. El primero (Fig. 43A, sitio 1) se localiza en la hendidura del
B-sandwich y, en diferentes genotipos P de RVA, se ha descrito su uniéon a SA, antigenos de
histocompatibilidad sanguineos (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 uniodn es adyacente al anterior (Fig. 43A, sitio II) y se ha descrito su union a HBGA y
precursores de tipo I (Y. Liu et al., 2017). Ambos sitios estan accesibles en los dominios lectina de la
cabeza tanto en la espicula 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; Rodriguez et
al., 2014). En el caso del dominio lectina localizado en el tallo de la espicula NTR, su posicion mas
proximal a la capsida lo hace intrinsecamente menos accesible que los dominios lectina de la cabeza.
Ademas, aunque el sitio I esta expuesto al medio, la presencia de la capa de VP7 limitaria el acceso al

sitio II (Fig. 43D).

Figura 43. Accesibilidad de los sitios de union a glicanos de los dominios lectina. (A). Representacion del dominio VP8*
de SA11 (PDB 1KQR) coloreado seglin su estructura secundaria. Se indican los sitios de union a glicanos localizados en la
hendidura entre las B-laminas (I) y adyacente a ella (II). (B-D) Accesibilidad de los sitios I (linea verde) y II (linea azul) en
los dominios lectina de la cabeza (B, C) y tallo (D) de la espicula NTR (B, D) y TR (C).

102



Discusion

En cualquier caso, su ausencia en la espicula TR implica que es prescindible para el desarrollo de su
funcion de unidn a glicanos. Desconocemos si este dominio desarrolla una funcion especifica en el tallo
de espicula NTR o si su presencia es un remanente en una espicula 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 analisis de potenciales sitios de tripsinizacion de la espicula
NTR muestra que, en las cadenas A y B, unicamente se encuentran expuestas las dianas R231, R241,
R247 del bucle a3—B14 y que el bucle a2—p1 (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, ademas de los sitios antes descritos, aparecen dos potenciales sitios de tripsinizacion
adicionales: K29 y K258 (Fig. 18B). El anélisis del mapa de la espicula TR muestra una discontinuidad
abrupta de la densidad electronica en ambos puntos. La liberacion y pérdida del dominio lectina de la
subunidad C, observado en todas las estructuras TR resueltas, podria derivar del corte en la K29
(Herrmann et al., 2021; Settembre et al., 2011). Por otra parte, la estructura de la conformacién invertida
de la espicula resuelta por Herrmann y colaboradores (Fig. 41D) muestra la presencia de los residuos
248-258 (bucle a3—B14) en las tres subunidades de VP5*, lo que implica que en dichas condiciones la

subunidad C no es procesada en la K258.

El analisis de la conservacion 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 conservacion tanto
de los sitios canénicos (R231, R241, R247) como de K29 y K258. Unicamente en la cepa DS-1 no se
observo esta conservacion en la R231, aunque si en el resto de su secuencia. Al extender esta
comparacion a las secuencias de referencia para otros grupos de rotavirus (B-D, F-I) utilizadas en este
estudio (Fig. 44B) se observo que todos los grupos presentan dianas de tripsinizacion en el residuo 29
o cerca del mismo. Es mas, con la excepcion de RV A, todos los otros grupos presentan al menos dos
sitios de tripsinizacion en el bucle a2—B1 y algunos grupos como B, G, H e I tienen entre 5 y 9 posibles
sitios susceptibles de proteolisis. De forma analoga, el bucle a3—[14 tiene entre 4 y 9 dianas de
tripsinizacion en todos los grupos. A este respecto, destaca la presencia de 5 lisinas alrededor de la
posicion 258 en RVH. La mayoria de las proteinas de fusion 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 sustitucion de uno de los sitios de procesamiento monobasico por
tripsina (R247) por un sitio multibasico de procesamiento por furina (RXR/KR) provoca la acumulacion
intracelular de viriones (Komoto et al., 2011). Este hecho se ha asociado a que el procesamiento
intracelular de la espicula por la furina (una familia de proteasas enddgenas y ubicuas residentes en el
aparato de Golgi) provoca una activacion temprana de la espicula y conduce a su unién con las

membranas celulares. La aparicion de sitios monobasicos adicionales en los bucles a2—p1 y a3—p14
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en algunos grupos de rotavirus podria aumentar la eficiencia de procesamiento de estos bucles en el

tracto gastrointestinal, localizacion natural donde se liberan las nuevas particulas ensambladas tras la

infeccion.

A 25 29 35 45 55 62
Wa | GSEKTAQNVTINPSPFAQTRYAPVNWGHGE INDSTTVE
DS-1| | IGSEKTQSVTVNPGPFAQTRYAPVNWGHGE INDSTTVEE
osu |GSAKSQDVTINPGPFAQTGYAPVNWGAGETNDSTTVER
RRV IGSTKTQNVT INLGPFAQTGYAPVNWGAGETNDSTTVE]J
SA11| | IGSTKSQNVTINPGPFAQTGYAPVNWGPGETNDSTTVE

225 231 241 247 258 261
Wa PPIQNTRNVVPLPLSSRSIQYKRAQVNEDI IVSKTSL
DS-1M PPIQNTSNVVPLSLSSRSIQYRRAQVNEDITISKTSL[E
OSUEl PP IQNTRNVVPVSLSAREIVHTRAQVNEDIVVSKTS.L
RRVEl pp IQNTRNIVPLALSARNIISHRAQANEDIVVSKTS.L
SAI1Il pP IQNTRNVVPLSLTARDVIHYRAQANEDIVISKTSL
B __ 25 29 35 45 55 62
Al IGSTKSQNVTINPGPFAQTGYAPVNWGPGETNDSTTVE
Bl QEDNSQSIRKDDDRPVKTKDRYCYKAELNRSKYYHDVAQ
Cl QQTNKVVSDYVDAGNYTYAQLPPTTWGSGS I LKSAFST]|S
Dy KENHETKNQNIVNTTMLGTASLGPVKWSSGPTFNSSLTE
FI QTSNKKFETYIDTSNVGTAQLPPSNFSNDNMSQPSEDYV[E
G| EATSRSINEKEIKEREKPVKSGDYFCYRQQQNRT IWSN
H | SFSTRTYNEINDRPSLRIEKDGEKAYCFKNLDPVRYDT
| NIRGYTYKLYNNDNTVEKQEVCYTNYMPVDIEYRRGID
225 231 241 247 258 261
Al PPIQNTRNVVPLSLTARDVIHYRAQANEDIVISKTSL
B WKIVTETLSIKLKPYFKAYGTMGGAFKNWLVDSGEFEEK
CHDPYTYLKNLQQPTAKTVDMKMMKKMNDNSKLGDGP | N
DI KVDPGDLITTPASAPQLYAFEVEENLYNIVRQQPNCR
FEl TVVSQAGLWKEVRYAADITLRFYFQSEAIRKGGFGYQ
Gl VKFNGIENSRTI I SEEMDGYWKITQETVAIKLKFGIE
HEl MNYQDLIPTMTKNSI YHDVKRITKIHEYINSKKKEKEKN
I DVENRMRTRTVSTRDFNPSLPSHQI LQQKVEGFWK IV

Figura 44. Representacion de las secuencias de aminoacidos 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 si 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 a2—B1, entre los dominios a y lectina y residuos
del 225 al 261 en el bucle a3—-B14 entre los dominios lectina y barril-f del cuerpo de la espicula) y los residuos especificos 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 codigo de una sola letra.

5.2. VLPs como modelo para la caracterizacion estructural de particulas virales de rotavirus

El segundo objetivo general de este trabajo pretende abordar el estudio sistematico de la estructura de
los miembros del género rotavirus empleando VLP como material de trabajo. Para determinar la
viabilidad de esta aproximacion comparamos la estructura atémica de la vDLP del RVA con la

estructura de la DLP natural. Para ello, generamos vDLP en el sistema BEVS mediante la expresion de
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las proteinas VP2 y VP6 de la estirpe SA11 de rotavirus. En paralelo purificamos DLP a partir de TLP
generadas mediante la infeccion de rotavirus SA11 en células MA104. Una vez purificadas, analizamos

mediante crioME ambos tipos de particulas.

La resolucién de la estructura de la DLP y vDLP de RVA a 3.1 y 3.9 A, respectivamente, nos ha
permitido construir un modelo atdmico 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 particula: i) la DLP natural presenta un mayor didmetro que la vDLP y ii) mientras la DLP presenta
una resolucion y ocupancia isotropica, estas se observan disminuidas en los trimeros pentaméricos (P)

y peripentaméricos (P’) de VP6 en la vDLP.

El radio interno de la DLP presenta un incremento de 15 A (de 215 a 230) respecto a la vVDLP, el cual
implica un aumento del volumen interno del 21% en la DLP (de 42-10° A% a 51-10° A%). Este incremento
podria 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 corresponderian al
dsRNA gendmico en el que se observa un espaciamiento interhélices promedio de 29 A. 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 didmetro equivalente a este espaciamiento, ii) un paso de rosca de 2.8
A/bp, y iii) que RVA posee un genoma de 18.5 kbp, dicho genoma ocuparia un volumen teérico de
unos 34 -10% A3 (Desselberger, 2020), es decir, un 80% y un 67% del volumen disponible en el core de
la vDLP y la DLP, respectivamente. Si, ademas, consideramos el volumen ocupado por hasta 12
moléculas de VP1 (2-10° A3 por copia) y VP3 (1.6-10° A® por copia) junto con el genoma, el core se
encontraria ocupado en un 91% y un 75%, respectivamente. Durante los ultimos afios, tras el desarrollo
del sistema de genética reversa a partir de plasmidos (Kanai et al., 2017; Komoto et al., 2018, 2020), se
han generado RV recombinantes con insertos heterologos de hasta 2.5 kpb (Philip & Patton, 2021). Este
incremento supondria una ocupacion 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
transcripcion y replicacion viral (Pesavento et al., 2001). Aunque se desconoce exactamente cual es el
espaciamiento intercadenas minimo necesario para desarrollar esta funcion, sabemos que son procesos
altamente dinamicos que requieren que las moléculas de RNA (tanto dSRNA como ssRNA) se muevan
a través de la maquinaria de replicacion/transcripcion. Ademas, 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 flexion del dsSRNA (Lipferta et al., 2014). El mayor volumen interno de la DLP
podria, por lo tanto, estar relacionado con la funcionalidad de la particula para su transcripcion y

replicacion.

105



Discusion

Diversos estudios sobre el mecanismo de ensamblaje de diferentes virus muestran una expansion en el
tamafio de sus capsidas tras el empaquetamiento del genoma y proteinas virales. Asi, bacteriofagos
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), asi como otros virus dsSDNA como los virus
del herpes (Brown & Newcomb, 2011) forman una particula inmadura precursora (la procapside) de
menor radio que, tras el empaquetamiento del genoma viral (mediado por la hidrélisis de ATP) se
transforma en una particula madura con un didmetro 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 multiples copias de una RNA
polimerasa viral dependiente de RNA (Butcher et al., 1997). Sin embargo, los Cystoviridae son los
unicos virus dsRNA conocidos que empaquetan (+)ssRNA por translocacion en cépsidas
preensambladas (Kainov et al., 2003). El virus mas estudiado dentro de esta familia es el virus
Pseudomonas ¢6. Durante su ensamblaje forma una capsida en forma de dodecaedro vacia, denominada
procapside y formada por 60 dimeros de la proteina central P1. A continuacion, los segmentos de
(+)ssRNA se desplazan al interior de la procapside dando lugar a la expansion de ésta. Tras el
empaquetamiento de las cadenas (+)ssRNA, estas se replican formando dsRNA. RV no empaquetaria
los segmentos (+)ssSRNA en una capsida preformada sino que estos formarian complejos con las
proteinas VP1 y VP3 que serian encapsidados durante el ensamblaje del core viral con la ayuda de otras
proteinas no estructurales (Borodavka et al., 2018). El volumen interno de la vDLP seria mas que
suficiente para estos segmentos (+)ssRNA. En este contexto, podriamos hipotetizar que la estructura de
la vDLP se corresponde a la de una procapsida y que su expansion es concomitante a la replicacion del
(+)ssRNA a dsRNA. Sin embargo, hacen falta estudios complementarios, como la caracterizacion

estructural de vDLP que contengan VP1 y VP3, para validar esta hipotesis.

Por otro lado, el mapa de densidad de la vDLP muestra una resolucion significativamente menor en los
trimeros P y P’ de VP6 (Fig. 25B), con una ocupancia de solo el 62.5% respecto a la de los trimeros T
de VP6 y la capa interna de VP2. La resolucion local de la DLP es homogénea en el conjunto de la
particula, no observandose ninguna disminucion de la densidad ni resolucion local en los trimeros P y
P’ de VP6 (Fig. 25A). Esta disminucién en la resolucion de los trimeros 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 mostré que la cepa Wa poseia una ocupacion menor del
10% en los trimeros de VP6 de las posiciones que rodean los ejes de simetria 5 (trimeros P), respecto
al resto de trimeros de VP6. Estos trimeros P podrian encontrarse desestabilizados y/o ausentes en la
mayoria de las particulas como resultado de una menor interaccion con la capa VP2 subyacente o con
los trimeros de VP6 vecinos (McClain et al., 2010). De hecho, el valor calculado para el parametro
B-factor, asociado a la resolucion del modelo y que presenta mayores valores cuando la resolucion del

modelo es mas baja, de VP6 es mas bajo en los trimeros VP6-T y aumenta en las posiciones
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pentaméricas de la particula (McClain et al., 2010) formando un gradiente en los valores de B-factor
obtenidos alrededor de estas posiciones similar al encontrado en particulas de BTV (Grimes et al.,
1999). El contacto mas intimo se produce en el trimero T, con tres contactos idénticos bucle p2-a3
(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 trimeros se unen con un menor nimero 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
capsida generada por la interaccion de los distintos monémeros de VP2, se observo un mayor nimero
de interacciones entre los trimeros T de VP6 con VP2 en ambas capsidas. El bajo nimero de contactos
de los trimeros VP6 con VP2 en la estructura de la DLP se ha relacionado con su papel funcional en el
proceso de transcripcion durante la infeccion. La ausencia de VP7 llevaria a una dilatacion de los
canales pentaméricos de las particulas que permitirian el paso de nucleodtidos, iones y cadenas de RNA
transcritas (Aiyegbo et al., 2013; J. Z. Chen et al., 2009), asi como la activacion de la polimerasa de RV
por el movimiento transmitido desde VP6 hacia el decamero de VP2 subyacente a la VP1. La dilatacion
de los canales pentaméricos debido a la ausencia de la capa de VP7, junto con la ausencia de la proteina
VP1 acoplada a la cara interna de VP2 (Jenni et al., 2019; Lu et al., 2008) podria promover el

desacoplamiento de los trimeros P de VP6 en la vDLP.

Una vez comprobado que las vDLP de RVA obtenidas mediante un sistema de expresion de proteinas
heter6logo son un buen modelo para el estudio estructural de las DLP naturales, el siguiente objetivo
fue extender ese analisis 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 decision arbitraria, aunque motivada porque estas estirpes estan entre las mejor caracterizadas
de cada grupo y se conoce la secuencia completa de su genoma (con la excepcion del grupo E, para el
que no hay ningun genoma secuenciado). Como sistema de expresion heterélogo hemos empleado el
sistema BEVS ya que, a pesar de la existencia de otros sistemas de expresion para la produccion de
VLP de RVA (Changotra & Vij, 2017), el sistema BEVS es el mas empleado y el mejor caracterizado
para esta labor (Palomares & Ramirez, 2009). Nuestro primer objetivo fue verificar la produccion de
vDLP de las estirpes de referencia mediante la coexpresion de las proteinas VP2 y VP6 a partir de
baculovirus duales. La produccion de vDLP resulta clave para la caracterizacion de la estructura de la
particula completa ya que las vDLP son un paso imprescindible para la generacion de vILP en el
sistema BEVS. Por otro lado, se ha demostrado que es posible la generacion in vitro de TLP de forma
muy eficiente, empleando DLP junto con proteinas VP4 y VP7 purificadas, en las que el ensamblaje de
la capa externa (VP7+VP4) refleja fielmente la estructura de la particula natural (Herrmann et al., 2021).
El empleo de un tnico virus para la coexpresion de las dos proteinas que forman la vDLP nos permitio
utilizar multiplicidades de infeccion bajas (0.3 ufp/célula), aprovechandonos de la capacidad de

replicacion de los baculovirus y de la estabilidad de las vDLP en el sobrenadante de cultivo. Ademas,
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esta estrategia evita la complicacion de determinar la combinacion ideal de multiplicidades de infeccion
que maximiza la expresion de las dos proteinas, algo que no siempre es facilmente predecible en este
sistema (Mena et al., 2007). En todos los casos, el analisis mediante SDS-PAGE de extractos de células
de insecto infectadas con los baculovirus duales mostré la presencia de bandas correspondientes a la
sobre expresion de las proteinas recombinantes VP2 y VP6. En este punto, es importante sefialar la gran
diferencia que existe entre el proceso de morfogénesis durante la infeccion natural de RVA, y
presumiblemente del resto de las especies, y el ensamblaje producido en un sistema heterdlogo. La
formacion de particulas TLP durante la infeccion es un proceso altamente organizado, donde los
diferentes componentes de la particula 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 proteinas virales no estructurales (NSP2/NSP5 como
organizadoras de los viroplasmas y NSP4 como principal elemento en la formacion de las MEP, que
median la incorporacion de VP4 y VP7). En contraste, el ensamblaje en los sistemas heterélogos es un
proceso muy poco caracterizado (Palomares & Ramirez, 2009) que parece ocurrir por la mera

interaccion entre las proteinas estructurales dispersas en el citoplasma.

Es esperable que el ensamblaje producido en sistemas de expresion heterélogos, en los que, por
definicion, los procesos virales no han evolucionado, y no se cuenta con las proteinas no estructurales
implicadas en el ciclo de replicacidon, puedan ocurrir interacciones inespecificas entre las proteinas
recombinantes y las proteinas celulares que deriven en interferencias en los procesos de ensamblaje.
Alternativamente, es posible que diferentes especies de rotavirus difieran en su dependencia de
proteinas accesorias, virales o celulares, para dirigir el ensamblaje, y en su ausencia, éste desemboque
en la formacion de estructuras aberrantes. Probablemente, por una combinacién de estas razones, no
encontramos una correlacion entre la cantidad de proteina expresada, su estequiometria, y la cantidad
de vDLP ensambladas. Los casos méas extremos son el caso de RVD, donde se producen gran cantidad
de vDLP, a pesar de la relativamente baja expresion de las proteinas VP2 y VP6, y el caso de RVH,
cuyas proteinas se expresan de forma muy eficiente, y en una estequiometria similar a la de la particula
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 formacion de vDLP, como ocurre
en RVA, RVD, RVI y RVG, las particulas producidas son liberadas al medio extracelular de forma
proporcional a la cantidad detectada intracelularmente en los estudios mediante microscopia electronica
de cortes ultrafinos (Fig. 31, 32). Cuando el ensamblaje no procede correctamente se detectan en general
dos tipos de estructuras aberrantes, estructuras tubulares, caracteristicas de la sobreexpresion de la
proteina VP6, y estructuras electrodensas compactas, reminiscentes de los agregados de vSLP formados

por la sobreexpresion de VP2 (Mena et al., 2006) (Fig. 30, 31, 32). La liberacion de las particulas al
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medio extracelular, probablemente debida a la lisis celular, es una importante caracteristica del sistema
BEVS, ya que la extraccion de las particulas de las células infectadas mediante detergentes o solventes

como el Vertrel XF afecta de forma significativa a su preservacion estructural.

En las condiciones en las que hemos trabajado, el sistema BEVS produce de forma eficiente, como para
abordar su caracterizacion estructural mediante crioME, vDLP de las especies RVA, RVD,RVGy RVIL.
Las vDLP de RVG son producidas en menor cantidad y con una menor preservacion estructural, ya que
la mejor alternativa para su preparacion es la extraccion con Vertrel XF de extractos de células
infectadas. Por esta razon, y por el tiempo disponible para la realizacion del presente trabajo, se eligio
proceder solo con la caracterizacion estructural de las vDLP de las especies RVD y RVI. La expresion
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 facilmente
detectables en los sobrenadantes de infeccion y en el interior de las cé€lulas, pero en cantidades muy
reducidas como para abordar su purificacion. En el resto de las especies, la produccion de vDLP es
incluso mas reducida. La falta de informacion sobre estas especies hace dificil 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 caracteristicas del ensamblaje de estas especies (como una mayor dependencia de
las proteinas no estructurales para su ensamblaje, por ejemplo), que hagan inviable la estrategia de
expresion que hemos empleado. Sin embargo, es probable que, en relacion con la capacidad para la
generacion 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 expresion con los que no han evolucionado de forma
conjunta. Esta es, probablemente, la razén por la que cuando se coexpresan en el sistema BEVS las
proteinas 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 asi 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 podria ser una solucion para el aislamiento y caracterizacion de vDLP de estas especies.
Alternativamente, otros sistemas de expresion heterélogos de caracteristicas muy diferentes al sistema
BEVS como levaduras o lineas celulares de mamiferos, en los cuales se ha demostrado la formacion de
VLP de RV (Laimbacher et al., 2012; Rodriguez-Limas et al., 2011) serian alternativas razonables para

la generacion de vDLP de estas especies.

5.3.  Analisis y caracterizacion estructural de los modelos atomicos de vDLP de RVD y RVI

La coexpresion 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 atomico de las
mismas. La diferencia mas 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 (48-10¢ A%) y del 38% para RVI (58-10° A?).
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Este incremento es llamativo si tenemos en cuenta que el tamafio del genoma empaquetado por RVD y
RVI difiere minimamente con el de RVA, siendo un 0,3% y 3,1% menor, respectivamente. Asimismo,
las proteinas 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 tamafio con respecto a las de RVA, en la que el tamaiio 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 RV A y restamos la contribucién del volumen
de VP1 y VP3, la ocupacion del volumen interno de la capsida por el genoma seria del 78% y del 64%
para RVD y RV, respectivamente. Estos valores son sustancialmente menores que el 91% de ocupacion

previamente determinado para la vDLP de RVA (tabla 11).

Genoma Capsida Volumen (A%)

Especle kpb  Volumen (A?) in t?;ilc() A) Volumen (A3) VP1 VP3 Ocupacion
DLP - RVA 18,5 34-10° 230 51-10° 2-10° 1.6:10° 75%
vDLP - RVA | 18,5 34-10° 215 42-10° 2:10° | 1.6-10° 91%
vDLP - RVD | 18,5 34-108 225 48-108 2-103 1.6:10° 78%
vDLP - RVI 18,0 33-10° 240 58-10° 2-10° 1.6-10° 64%

Tabla 11. Volumen de la capsida ocupado por los genomas y proteinas estructurales VP1y VP3 de RVA, RVD y RVI.

Se indican en la tabla el radio interno (A) que mide cada una de la capsidas y el volumen interno que presentan cada una de
ellas. Se muestra el numero de kpb y volumen (A3) que ocuparian los genomas de la DLP de RVA y vDLP de RVA,RVD y

RVI junto con los volimenes de 12 copias de VP1 y VP3 que se encontrarian de forma ideal en el interior de la capsida.
Finalmente, se muestra el porcentaje respecto al volumen total de la capsida que estaria ocupado por el genoma y las proteinas

VP1y VP3 en cada caso.

En el caso de RVA hemos determinado que se produce una expansion del volumen de la capsida del
21% en la DLP con respecto a la vDLP, la cual reduce la ocupacion del volumen interno de la capsida
al 75%. Hipotetizamos que esta expansion podria estar asociada a la replicacion del genoma viral y
seria necesaria para la funcionalidad de este. Aunque desconocemos si esta expansion ocurre también
en RVD y RVI, ya que ambas cuentan con un genoma similar o menor al de RVA y el tamafio de sus
capsidas vDLP son mayores, por lo que en el caso de producirse esta expansion, haria que la ocupacion

en estas especies fuera todavia mas baja.

Aunque el tamafio total del genoma entre las tres especies de RV es similar, las subunidades de VP2 de
RVD y RVI tienen 31 y 100 residuos mas que RVA, respectivamente. De estos, 21 y 58 aminoacidos,
respectivamente, corresponden a una extension N-terminal de VP2. En el caso de RVA los primeros
residuos de VP2 (103 y 79 en el monémero 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 capsida, y si los consideramos como
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una densidad promedio de 1,8 A3/Da, la ocupacion del volumen interior de las vDLP ascenderia a un
95, 83 y 67% para RVA, RVD y RVI, respectivamente. El andlisis de la composicion aminoacidica 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 esta ligeramente
desplazado hacia la carga positiva (+1 para RVA y +2 para RVD), en RVI esta 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 capsida, el hecho de contar con unas 600 cargas negativas justificar la mayor

ocupacion del volumen interior de RVD y RVI con respecto a RVA.

RVA RVD RVI
Numero % Numero % Numero %
Asp (D) 5 4.9 16 11.1 15 9.1
Negativamente
Glu (E) 18 17.5 18 12.5 18 11.0
Cargados
Total 23 22.4 34 23.6 33 20.1
Arg (R) 5 4.9 6 42 4 2.4
Positivamente His (H) 1 1.0 0 0 4 2.4
Cargados Lys (K) 18 17.5 30 20.8 20 12.2
Total 24 23.4 36 25.0 28 17.0

Tabla 12. Analisis de la carga del extremo N-terminal de VP2 de RVA, RVD y RVI. Se indican en la tabla el nimero total
de aminoacidos cargados encontrados en las regiones amino N-terminales no trazadas para RVA, RVD y RVI. En cada caso,
se especifica el tipo, numero y porcentaje que representa respecto al total, de los aminoacidos con carga negativa (D, E) y
positiva (R, H, K) encontrados en dichos segmentos.

La comparacion de los modelos atomicos de las especies analizadas muestra que, mientras que la
estructura terciaria de VP2 y VP6 es practicamente idéntica para RVA y RVD, en RVI hay una mayor
divergencia estructural debido a la insercién de aminoacidos y modificacion de elementos de estructura
secundaria a lo largo de las moléculas. En las vDLP de RVD y RVI se conserva la conformacion
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 mondémeros de VP2 y en sus extremos amino (Fig. 33D) y ligeros cambios en VP6
localizados en el bucle lateral B10-B11 y en bucle a6-15, las variaciones estructurales relacionadas con
la estructura terciaria entre RVA y RVI se encuentran a lo largo de ambos monomeros (Fig. 35A-B,
37A-B). De forma paralela, el analisis 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 colaboracion con el grupo de investigacidon en gastroenteritis viricas

(Departamento de Microbiologia y Ecologia, Facultad de Medicina y Odontologia, Universitat de
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Valéncia), dirigido por el Profesor Javier Buesa, este analisis fue extendido a la caracterizacion de las
relaciones filogenéticas entre las diferentes especies de RV (Anexo 13). De forma analoga a los estudios
publicados por el Comité Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV), los arboles filogenéticos
generados muestran la distribucion 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, [ y J. Esto podria explicar la mayor
similitud a nivel estructural entre RVA y RVD, al ser especies pertenecientes a un mismo clado y

evolutivamente mas cercanas, que entre RVA y RVI, que pertenecen a clados claramente diferenciados.

La tnica informacion estructural actualmente disponible para especies de RV diferentes a RVA es una
prediccion de la estructura de la particula de RVC realizada por Eren y colaboradores (Eren et al., 2016),
en la que la prediccion del plegamiento de las estructuras secundarias de VP2 y VP6 es muy similar a
las resueltas para RVA y RVD, lo que estaria relacionada con la pertenencia al mismo clado filogenético
y menor distancia evolutiva. De esta forma, cabria esperar que las estructuras resueltas de RVA y RVD
puedan representar una buena referencia para la prediccion de la estructura de otros RV de su clado
(RVA, C, Dy QG), asi como la estructura de RVI para el suyo (RVB, F, H, [ y J). La resolucion de mas
estructuras de este segundo clado seria de gran utilidad para la realizacion de este tipo de predicciones
estructurales de otras especies de RV no resueltas hasta ahora. Los resultados obtenidos sobre la
caracterizacion estructural de las vDLP de RVA, D, e I suponen un excelente punto de partida para la
futura caracterizacion estructural de pseudoparticulas virales de triple capa, vILP, de estos virus
empleando el sistema BEVS o mediante el recubrimiento in vitro de las vDLP con proteinas VP4 y VP7
recombinantes purificadas (Trask & Dormitzer, 2006). Aunque se ha observado que el recubrimiento
con VP4 no es muy eficiente en la formacion de vTLP, tanto por la cantidad de trimeros de VP4
ensamblados como por la presencia de trimeros de VP4 errdneamente ensamblados, los métodos
computacionales implementados en este trabajo podrian ayudarnos a determinar la estructura de las

espiculas de otros grupos de RV.

Ademas del estudio a nivel estructural, las VLP constituyen inmunogenos 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 mas baja del antigeno es suficiente para
provocar una respuesta inmune similar en comparacion con las vacunas de subunidades (Noad & Roy,
2003). Ademas, pueden reducir el riesgo de efectos secundarios relacionados con las vacunas
convencionales y permitirian disefiar e incluir serotipos emergentes en estas vacunas. Las vacunas
basadas en VLP son mas 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 inmunizacion (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 proteccion frente a las nuevas
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cepas y especies que contintian apareciendo. Un reciente estudio desarrollé una vacuna combinada
frente a la gastroenteritis aguda en nifios que consiste en VLP de norovirus y proteina VP6 recombinante

de RV, producida en mediante el sistema BEVS (Heinimaéki et al., 2019).

Por otro lado, las VLPs pueden ser utilizadas como nanotransportadores para la administracién de
farmacos (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 podrian usarse como un sistema de transporte para la administracion de farmacos especificos en las
células. La union de proteinas en el extremo amino de VP2 no impide la formacion de VLP y podria
proteger las moléculas contenidas en su interior de la degradacion y, en algunos casos, también mejorar

su absorcion. (Charpilienne et al., 2001).

Por ultimo, aunque en este trabajo no fue posible llevar a cabo la purificacion vDLP de los grupos B,
C, F y H, la capacidad para purificar las proteinas recombinantes VP2 y/o VP6 a partir de células
infectadas o del sobrenadante de infeccion, junto con la posibilidad de generar anticuerpos frente a ellas,
permitiria el desarrollo de ensayos de diagnostico sensibles y especificos para determinar la
epidemiologia y carga de enfermedad de cada grupo de RV. Aunque la técnica de PCR es una técnica
empleada con frecuencia para la deteccion del virus, a menudo no sirve para el diagnostico debido a la
degradacion de los acidos nucleicos derivada del desensamblaje y/o la inestabilidad de las proteinas de

la capsida bajo ciertas condiciones.

113



Conclusiones




Conclusiones

. La activacion de la espicula mediante proteasas similares a tripsina se traduce en el corte de los
bucles a3-f14 en los residuos R231, R241 y R247 asi como en la pérdida del dominio lectina de la

cadena C observado en las espicula sin activar.

. La espicula no activada esta bloqueada en su conformacion debido a la posicidon de los dos bucles
externos a3-fl14 que flaquean y unen los dominios de la cabeza al cuerpo de la espicula. La
protedlisis de estos bucles en la espicula activada rompe este bloqueo, libera el dominio lectina C y
la hace competente para realizar los diferentes movimientos que a nivel molecular permiten

penetracion la membrana celular.

. La pseudo DLP de RVA producida en células de insecto por la expresion de las proteinas VP2 y
VP6 de la estirpe de rotavirus A de SA11 es un buen modelo estructural de la DLP natural. La pseudo
DLP mostré una semejanza estructural muy alta con respecto a la DLP nativa tanto en su estructura
terciaria como cuaternaria, mostrando unicamente un aumento del didmetro de unos 15 A enla DLP,

observado como una ligera expansion en los monomeros de VP2 y VP6.

. La expresion en células de insecto mediante baculovirus recombinantes de las proteinas VP2 y VP6
de las estirpes de referencia para los rotavirus D, G e I produce pseudo DLP con una buena
preservacion estructural y en cantidades suficientes para abordar su caracterizacion estructural.
Mientras que las pseudo DLP de RVD y RVI fueron purificadas del sobrenadante de infeccion, en
el caso de RVG, las pseudo DLP se purificaron con mayor eficacia del interior células de insecto.
Este proceso de purificacion dificulté el proceso de obtencion de grandes cantidades para su estudio

por crioME.

La comparacion de la estructura de la pseudo DLP de los Rotavirus A, D, e I muestra una estructura
cuaternaria similar entre ellas. Aunque todas mantienen una estructura comun, las pseudo DLP de
RVD y RVI presentan una expansion de unos 8 A y 24 A adicionales en su didmetro,
respectivamente, probablemente relacionada con el mayor numero de aminoacidos en la estructura
de la VP2 de RVD y RVI con 31 y 100 aminoacidos adicionales, en cada caso. Se encontraron
minimas diferencias entre las estructuras terciarias de RVA y RVD, principalmente localizadas en
bucles periféricos relacionados las interacciones de otros monémeros, en el caso de VP2, y bucles
en las regiones externas de la estructura de VP6. Las diferencias encontradas con RVI fueron mucho

mas numerosas y se encontraron a lo largo de toda la cadena de VP2 y VP6.
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Anexol. Segmentos del genoma y productos proteicos de la cepa de simio SA11 de RVA

Segmentos genoma

Proteinas

Ubicacion Moléculas

Funciones

Nombre pb Nombre aa  kDa [en elvirion por virién
RNA polimerasa dependiente de RNA, union a
1 3302 VP1 1088 125.0 Core 12 ssRNA, formacion de complejo con VP3,
activada por VP2.
Proteina de la capa interna del virion, union a
2 2687 VP2 881 1024 Core 120 RNA, necesaria para la actividad replicasa de
VP1
Guanidiltransferasa, metiltransferasa,
3 2592 VP3 835 98.1 Core 12 fosfodiesterasa, union a ssSRNA, complejo con
VP1
Antigeno de neutralizacion P, formacion de
VP4 776 868 Capa mas 180 horr'lotrlrr'leyos, unién a receptor ce}ular, fa}vorece
externa la infectividad, factor de virulencia, fusion con
membrana celular. Proteina sensible a proteasa
4 2362
VP5* 529 60.0 Capa mas 180 Producto proteolitico de VP4: fusion con
externa membrana celular y entrada
VP8* 131 28.0 Capa mas 180 Productq proteolitico de VP4: unioén a
externa carbohidratos en membrana celular
5 1611 NSP1 495 587 No estructural Antagonista dq mterfe_rron, ubiquitin ligasa E3
viral, union a RNA
Homotrimero, Antigeno especifico de grupo y
6 1356 VP6 397 448 | Capa ‘ 730 subgrupo, necesaria para la trE}nSCI'lpClOIl,
intermedia proteina mayor del virion, proteina de la capa
intermedia del virion
Potenciador de traduccion, unién al extremo 3’
de (+) ssRNA, a elF4G celular y a Hsp90,
7 1074 NSP3 312 346 No estructural sustituye a la PABP celular, inhibe la traduccion
de proteinas del hospedador.
Octameros, uniéon a RNA, NTPasa, NDP
quinasa, actividad desestabilizadora de la hélice
8 1059 NSP2 317367 No estructural de RNA, formacion del viroplasma con VP1y
NSP5
Capa mas Homotrimero, glicoproteina, antigeno de
g {7 VAR R i externa [ neutralizacion G, estabilizado por Ca2+
Glicoproteina transmembrana del RER, receptor
intracelular de DLPs, interaccion con viroplasma,
10 751 NSP4 175 203 No estructural modula los niveles de Ca2+ intracelular y
replicacion de RNA, enterotoxina (secretada),
factor de virulencia
Dimero, proteina fosfo- y O-glicosilada, union a
NSP5 198 217 No estructural RNA, quinasa, formacion del viroplasma con
NSP2, interaccion con VP2 y NSP6
11 666
NSP6 92 12 No estructural En RVA/SA11, se fosforila, e interacciona con

NSPS5 localizada en viroplasma, uniéon a RNA
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Anexo 2. Alineamientos de las secuencias de las proteinas estructurales VP2, VP6 y VP7 de las cepas de simio SA11 y
RRYV 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 a-hélices (o, 1) y flechas en el caso de laminas-f. Los residuos idénticos se indican en fondo rojo y

residuos similares se indican en fondo amarillo.
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Anexos

Anexo 2. Alineamientos de las secuencias de las proteinas estructurales VP2, VP6 y VP7 de las cepas de simio SA11 y
RRYV de RVA. (Continuacion)
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Anexos

Anexo 2. Alineamientos de las secuencias de aminoacidos de las proteinas estructurales VP2, VP6 y VP7 de las cepas
de simio SA11 y RRV de RVA. (Continuacion)
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Anexo 2. Alineamientos de las secuencias de aminoacidos de las proteinas estructurales VP2, VP6 y VP7 de las cepas
de simio SA11 y RRV de RVA. (Continuacion)
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Anexos

Anexo 3. Alineamiento estructural de las secuencias de aminoacidos de las proteinas 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 a-hélices (o, 1) y flechas en el caso de laminas-p. 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 aminoacidos de las proteinas estructurales VP4 de la cepas de
simio SA11 y RRV de RVA. (Continuacion)
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Anexos

Anexo 4. Resolucion global de los modelos atomicos de la NTR-TLP, TR-TLP y DLP de SA11 y vDLP de RVA,RVDy
RVL. Se muestran las curvas de resolucion (FSC) en cada caso. Se indican los valores de resolucion de 3.40 A, 3.48 A, 3,04 A,
3.42 A,3.53 A y3.31 A 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.

1
0.8
0.6 4
04—
0.2+ !

0 M
T T T T T T l I
1/50  1/20 1/10 1/6.67 /5 1/4 1/3.33 1/2.86
Frecuencia espacial (1/A)
1
0.8 —
0.6 —
0.4 —
0.2+
0 \\\"‘
T I T I T I T T
/50 1/20 1/10 1/6.67 /5 1/4 1/3.33 1/2.86

Frecuencia espacial (1/A)

1
0.8
0.6 4
04—
0.2+

T T T I T T T I
1/50 120 1/10 1/6.67 /5 1/4 1/3.33 1/2.86
Frecuencia espacial (1/A)

128

FSC

FSC

FSC

1
0.8
0.6 7
04—
0.2 —
0 | \ \ \ \ \
1/50  1/20 1/10 1/6.67 1/5 /4 1/3.33 1/2.86
Frecuencia espacial (1/A)
1
vDLP RVA
---- FSC0.143
0.8
0.6 7
0.4 —
0.2
B \ \ \ \ \ \
1/50 1/20 1/10 1/6.67 /5 /4 1/3.33 1/2.86
Frecuencia espacial (1/A)
1
FSC 0.143
vDLP RVI
0.8
0.6 —
0.4
0.2
T \ \ \ \ \ \
1/50 1720 1/10 1/6.67 /s 1/4 1/3.33 1/2.86

Frecuencia espacial (1/A)




Anexos

Anexo 5. Analisis bioquimico de los extractos celulares tratados con detergentes. Analisis mediante SDS-PAGE y tincion
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 Triton X-100 (panel A) e IGEPAL (panel B) de células H5 y Sf9 infectadas con rBVs que expresan
las proteinas estructurales VP2 y VP6 de los distintos grupos de RV indicados (RVA-RVI). Las puntas de flecha negras indican
la posicion 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 proteina VP2 y de color azul en el caso de VP6.
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Anexos

Anexo 6. Analisis por microscopia electrénica por tincion negativa de ensamblados purificados del interior de células
HS. Visualizacion del material ensamblado obtenido tras la infeccion con rBVs para la expresion 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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Anexo 7. Analisis por microscopia electrénica por tincion negativa de ensamblados purificados del interior de células
S19. Visualizacién de iméagenes de tincion negativa por ME del material ensamblado obtenido tras la infeccién con rBVs para

la expresion 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. Analisis de la resolucion local de los mapas 3D obtenidos de la vDLP de RVD y RVI. Representacion de los
mapas 3D de la particula vDLP de RVD (A) y RVI (B) vistos a lo largo del eje icosaédrico de simetria 2. Las superficies estan
coloreadas de acuerdo con la resolucion local calculada para cada 3DR. Se muestra el codigo de color con las correspondientes
resoluciones en A. Las densidades se contornean a 26 por encima de la media. La barra de escala representa 100 A.
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Anexos

Anexo 9. Alineamiento estructural de las secuencias de aminoacidos de las proteinas 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 a-hélices (o, 1) y flechas en el caso de laminas-p. Los residuos idénticos se indican en fondo
rojo y residuos similares se indican en fondo amarillo.
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Anexo 9. Alineamiento estructural de las secuencias de aminoacidos de las proteinas estructurales VP2 de la cepa de
referencia de RVA y RVD (Continuacion)
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Anexos

Anexo 10. Alineamiento estructural de las secuencias de aminoacidos de las proteinas 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 a-hélices (o, 1) y flechas en el caso de laminas-f. Los residuos idénticos se indican en fondo
rojo y residuos similares se indican en fondo amarillo.
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Anexo 10. Alineamiento estructural de las secuencias de aminoacidos de las proteinas estructurales VP2 de la cepa de
referencia de RVA y RVI. (Continuacion)
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Anexo 11. Alineamiento estructural de las secuencias de aminoacidos de las proteinas 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 a-hélices (o, 1) y flechas en el caso de laminas-p. 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 aminoacidos de las proteinas 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 a-hélices (o, 1) y flechas en el caso de laminas-f. Los residuos idénticos se indican en fondo
rojo y residuos similares se indican en fondo amarillo.
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Anexos

Anexo 13. Analisis filogenético de la proteina 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 segtin el modelo de Jones-Thornton-Taylor (Jones et al., 1992; Saitou & Nei, 1987) para secuencias de aminoacidos
con un bootstrap de 1000 réplicas. Se muestran los valores de bootstrap>50%. El arbol esta dibujado a escala y la longitud de
las ramas representa el niimero de sustituciones por sitio. El analisis incluy6 42 secuencias aminoacidicas (8 muestras y 34
referencias) y 33 secuencias aminoacidicas (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. Analisis filogenético de la proteina VP2 (1-773 aa) y VP6 (1-378 aa) de todas las especies de rotavirus (RVA-
RV)) (Continuacion)
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