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Ultraestructura de rotavirus
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Abstract: The human rotavirus is an icosadeltahedral structure, with a characteristic pattern of a trian-
gulation number (T) of 13 with a skew symmetry. The inner layer of the rotavirus has 132 morphological
units, with 260 structural units of trimetric sctructure. It is possible that the outer layer is a smooth geodesic

shell.

Los virus isomérficos ultraestructuralmente
corresponden a modelos icosadeltaédricos
(Crick y Watson, 1956; Gaspar y Klug, 1962).
El icosadeltaedro deriva de la subdivision de
las caras de un icosaedro en un determinado
nimero de tridngulos equildteros, denominado
indice de triangulacion (T). A su vez, el icosae-
dro es un solido de 20 caras triangulares equila-
teras, que delimitan 30 lados y 12 vértices, ca-
racterizandose esta estructura por presentar los
ejes de simetria 2, 3 y 5 (Horne y Wildy, 1961).

La envoltura viral o capside, esta constituida
por unidades morfologicas o capsomeros,
que a su vez estin integrados por unidades
estructurales y éstas por subunidades. Por cada
virion isomorfico, existen dos tipos de capso-
meros: pentameros, que corresponden a arre-
glos de cinco unidades estructurales y que se
localizan en los vértices del icosaedro, por lo
tanto hay 12 pentimeros por virion. El otro
tipo de capsomero es el hexdmero y su nimero
depende del indice T del virus analizado. En la
mayoria de los virus, los hexdmeros se localizan
distribuidos regularmente a partir de los bordes
de cada una de las caras del virion, siendo posi-
ble contar el nimero de capsémeros localizados
en el eje que une dos pentiameros vecinos, lo
que se conoce como indice n. Es posible calcu-
lar el numero total de capsomeros (N) de un
virion, aplicando la formula: N = 10(n-1)? + 2
(Horne, 1974). Sin embargo, existen algunos
ejemplos de virus con simetria oblicua, en los
cuales no se localizan hexameros en el eje que
une dos pentameros vecinos (Yanagida, 1977)
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y por lo tanto, no es posible calcular el indice
n y obviamente a través de este proceso no es
posible calcular el nimero total de capsomeros
€n esos virus.

El nimero de capsomeros de un virus se
puede calcular en forma aproximada, mediante
el nimero de capsomeros periféricos (ncp)
que muestra la particula, a partir de la féormu-
la: N = (ncp)? / m (Roseto et al, 1979).

A la vez, el nimero de capsémeros perifé-
ricos se puede contar en microfotografias
procesadas mediante la técnica de reforza-
miento de imdgenes por rotacion (Marhkam
et al, 1963).

En cuanto a la ultraestructura de rotavirus
se han hecho varias descripciones, que son
contradictorias entre si (Esparza y Gil, 1978;
Kogasaka et al, 1979;Martin et al., 1975; Ro-
seto et al, 1979; Stannard y Schoub, 1977)
Sin embargo, hay un acuerdo general en con-
siderar que este virus presenta una doble capa
o capside, e incluso dos grupos de investigado-
res coincidieron en afirtnar que la capa exter-
na presenta una serie de perforaciones hexago-
nales que le brindan un aspecto de panal de
abejas (Stannard y Schoub, 1977; Kogasaka
et al., 1979). Pero en lo referente a la ultraes-
tructura de la capa interna, los informes publi-
cados discrepan en cuanto al namero de capso-
meros, indice T e incluso en el nimero de
capsomeros periféricos. En el cuadro 1 se resu-
men los datos mas relevantes de las descripcio-
nes ultraestructurales de rotavirus.
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Este informe pretende dar una visién de con-
junto respecto a la ultraestructura de rotavirus,
empleando varias técnicas de andlisis al micros-
copio electrénico, que permiten obtener infor-
macién complementaria.

MATERIAL Y METODOS

Virus: Se analizaron muestras de heces posi-
tivas por rotavirus, provenientes de nifios con
diarrea y de terneros. En ambos casos las mues-
tras se clarificaron mediante centrifugacior
a 2000 g. durante 30 minutos y luego secon-
centraron mediante ultracentrifugacion a
100000 g durante una hora.

Tinci6bn Negativa: Se hicieron extendidos de
rotavirus sobre ldminas de mica y se procesaron
de acuerdo con la técnica de doble tincién ne-
gativa de Home y Ronchetti (1974). Las prepa-
raciones fueron analizadas en un microscopio
electronico de transmision (MET: Hitachi
HU-12A). Algunos especimenes fueron foto-
grafiados en dngulos de inclinacion de 5, 10 y
20 grados, respecto al eje del haz de electrones,
empleando un dispositivo de inclinacion (Hita-
chi HK 6) adaptado al MET. Ademds, se anali-
zaron los patrones de difraccion Optica de al-
gunas de esas microfotografias (Klug y Berger,
1964; Klug y Rosier, 1966; Soley et al., 1983).

Refuerzo de imégenes: Los negativos foto-
grificos de viriones sometidos a diversos dngu-
los de inclinacién fueron impresos segin el mé-
todo de refuerzo de imdgenes por rotacién de
Markham et al,, (1963).

Réplicas de platino: Algunos concentrados
de rotavirus fueron congelados en nitrogeno li-
quido y el agua de las preparaciones se sublim6 a
—90 C durante una hora, en un evaporador de
metales (Hitachi HU-S5). Luego los viriones
fueron sombreados con platino, en un dngulo
de incidencia de 450 a 10°7 torr. evaporando el
metal. Posteriormente la materia orgdnica de
esas preparaciones fue digerida con hipoclori-
to de sodio al 10%, liberdndose asi la réplica de
platino de los viriones, la que fue recogida sobre
rejillas de cobre para microscopia y analizada
en el MET. Ademis, se fotografiaron viriones,
inclinando la preparacion -5 y + 5 grados, res-
pecto a la posicién normal, de manera que entre
ambas micrografias habia 100 de diferencia;
estos pares de imdgenes constituyen estereo

pares, que pueden analizarse mediante un este-
reoscopio para obtener una visiéon tridimensio-
nal.

RESULTADOS

Estructura general: Tanto los rotavirus de
origen humano como bovino presentaron un
aspecto idéntico. En ambos casos se observa-
ron particulas lisas, cuyo didmetro promedio
fue de 71,6 + 1,03 nm y particulas rugosas de
61,1 * 22 nm (Fig. 1). A la vez, los viriones
vacios cuyo interior fue ocupado por el “co-
lorante” electrodenso, mostraron una estructu-
ra central hexagonal, compatible con una ar-
quitectura viral icosaédrica.

Namero de Unidades Periféricas y n@mero
total de capsémeros: El anilisis de microfoto-
grafias procesadas mediante la técnica de re-
fuerzo de imdgenes por rotacion, mostré6 que
un mismo virion, fotografiado en diversos an-
gulos de inclinacion presentaba imdgenes claras
cuando se hacia rotar 20 6 21 veces. En la figu-
ra 2 se muestran estos hallazgos: la serie A co-
rresponde al virion fotografiado en condiciones
de operacion normal en el MET, o sea sin incli-
nacioén, y muestra que esta particula presenta
imdgenes claras con 20 y 21 giros; en tanto la
serie B, corresponde al virus inclinado 59, la
imagen mds clara es la de 20 giros, mientras
que en la serie D, con un inclinacién de 200
la imagen mds clara es la de 21 giros. De mane-
ra que para el mismo virion es posible contar
20 6 21 unidades periféricas, segin el dngulo
en que se analice.

El nimero de capsémeros total (N) se puede
calcular a partir del nimero de capsémeros
periféricos (ncp), suponiendo que éste repre-
senta un promedio entre 20 y 21, obteniéndo-
se un valor de 133,8 cuyo valor mds cercano al
nimero de capsémeros de una estructura icosa-
deltaédrica es 132 (Roseto et al, 1979). Ade-
mds, si se calcula el indice de triangulacién a
partir de 133,8 caps6meros, aplicando los prin-
cipios de cuasiequivalencia de Gaspar y Klug
(1962), segiun la formula T = (N. 12) 6 +
(12.5)/ 60 (Horne, 1974); se obtiene un va-
lor de 13.1; que seria equivalente a 13, que
corresponde al indice de triangulaciéon de un
virion de simetria oblicua, con una cdpside
integrada por 132 caps6meros.
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I'ig. 1. Tincion negativa de rotavirus, A. Grupo dc viriones lisos 0 completos, o sea que presentan cdpsida interna y
externa. B. Viriones rugosos, han perdido la capa externa, por lo cual presentan un borde dentado, conferido por los
capsomeros de la capsida interna. La flecha sefiala un virién liso. (Barra = 100 mm).
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Estructura de los capsémeros: Los capso-
meros estdn integrados por cinco o seis unida-
des estructurales dispuestas alrededor de un
agujero central cuyo didmetro promedio es
3,7 £ 0,9 nm. El andlisis por difraccion 6ptica
de fragmentos de virus muestra claramente
el patrén hexamérico de los capsomeros, tal
como se ilustra en la figura 3. A la vez, las uni-
dades estructurales estin integradas por tres
subunidades.

Réplicas de platino: Mediante este proceso
se obtienen imagenes de aspecto tridimensional
que corresponden a una sola cara del virion,
obviando asi el problema de las imdgenes de
“moire”. En estas microfotografias se aprecia
claramente la disposicion de los hexdmeros
entre dos pentimeros vecinos, cuyo patron
es:

5.6_6-6‘5
(Fig. 4). O sea, los hexdmeros estdn desplazados
en aproximadamente -14 grados respecto al
eje de los pentdmeros, disposicién que corres-
ponde a un icosadeltaedro T-13 (Yanagida,
1977).

Por otra parte, el andlisis de imdgenes este-
reoscopicas, muestra una serie de estructuras
rombales, en la superficie del virion que corres-
ponden a dimeros de unidades estructurales,
pertenecientes a dos capsémeros vecinos, como
se aprecia en la figura 5.

En cuanto a la capa externa, nuestros ha-
llazgos indican que su espesor es de aproxima-
damente 10 nm y su superficie externa es li-
sa, no fenestrada, como puede apreciarse en las
réplicas de plantino.

DISCUSION

Los trabajos previos sobre la ultraestructura
de rotavirus presentan discrepancias, que en
parte pueden explicarse por artificios propios
de las imdgenes obtenidas al microscopio elec-
tronico mediante tincién negativa, como son
las imdgenes de ‘“‘moiré’ (Oster, 1968; Roseto
et al., 1979). O bien, esas discrepancias son de-
bidas a la estructura oblicua de los rotavirus
per se. Entre los aspectos contradictorios figu-
ra el nimero de capsémeros periféricos del
virion; asi, dos grupos de investigadores infor-
maron el hallazgo de 20 unidades (Martin et
al., 1975; Kogasaka et al., 1979), mientras que
Esparza y Gil (1979) calcularon 21 unidades.

Aparentemente, esa disensién en el recuento
se debe al dngulo de inclinacion del virion ana-
lizado, tal como desmostramos al analizar el
nimero de capsémeros en un mismo virion so-
metido a diversos dngulos de inclinacioén. Sin
embargo, no debe omitirse que el método de
refuerzo de imdgenes por rotacion, empleado
para calcular el nimero de unidades periféricas,
es un proceso artificioso de fotografia, que
puede inducir errores.

En los modelos ultraestructurales propues-
tos previamente para rotavirus, se encontraron
valores de n = 3, n = 4, n = 5. Sin embargo, en
una estructura icosadeltaédrica oblicua T =13,
tal como proponemos para rotavirus, no es po-
sible calcular el indice n, ya que los hexameros
localizados entre dos pentdmeros vecinos, es-
tdn en un eje desplazado en -14° con respecto
al eje que une ambos pentimeros, o sea en una
disposicion

5_6_6-6'5

De manera que el namero total de capsémeros
no se puede calcular en este modelo, basindose
en el indice n (Fig. 6).

El problema de las imigenes de ‘‘moiré”
puede observarse mediante el andlisis de patro-
nes de difraccion Optica y reconstruccion de
imdgenes a partir de patrones filtrados. Sin
embargo, en el caso de rotavirus los patrones
de difraccion fueron muy complejos, debido a
la convulucién de los patrones correspondien-
tes a hexdmeros y pentimeros (Soley et al.,
1983). No obstante, analizando el patron de
difraccién de fragmentos de rotavirus, se
dilucid6 claramente la estructura hexamérica
de algunos capsémeros.

Otro método para eliminar las imdgenes
de “moiré”, es analizar réplicas de platino
obtenidas de viriones (Roseto et al., 1979);
con este método se obtienen imdgenes claras
correspondientes a la cara superior del virion,
ya que es la unica superficie de la particula
recubierta por el platino. El andlisis de ré-
plicas permiti6 identificar al menos dos pen-
tdmeros en cada particula de rotavirus, que
mostraron una disposiciobn de capsomeros
compatible con un patrén de simetria T = 13,
como habia propuesto Roseto et al., (1979).
Sin embargo, la estructura de la capa externa
apareci6 lisa y no fenestrada, contrario a lo
que otros autores habian propuesto (Stannard
y Schoub, 1978; Kogasaka et al., 1979; Rose-
toetral, 1979).
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Fig. 2. Arreglo fotografico de una particula de rotavirus. La columna de la izquierda corresponde a micrografias to-
madas directamente al microscopio electrénico. A. kn condicién normal. B, C y D. Inclinando la preparacion 5,10 y
20 grados respectivamente. Las columnas central y derecha corresponden a fotografias procesadas segun la técnica
de reforzamiento de imagenes por rotacion. La columna central corresponde a 20 giros y la derecha a 21 giros.

Notese que la foto A-1 muestra un perfil claro, indicando que el virion presenta 20 estructuras periféricas. No obs-
tante la misma particula inclinada 20 grados (Fig. D-2) presenta 21 unidades periféricas. (Para mds detalles ver el

texto).
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Fig. 3.A. Fragmentos de cdpsida de rotavirus (tincion negativa) que muestran un arreglo de capsémeros hexaméricos.
En la figura B se muestra uno de los segmentos a mayor magnificacién. La fotografia C corresponde al patrén de di-
fraccion del fragmento de la foto B; obsérvese el patrén claro que indica un arreglo de seis unidades coordinadas, que
confirma la estructura hexamétrica. (Para mayor informacién consultar la referencia de Soley et al. 1983).

CUADRO 1

Andlisis ultraestructural de la cdpsida interna de rotavirus

No. de capsomeros  Indice de No. de unidades No. de capsémeros  Referencia
(0 agujeros) triangulacion periféricas (o huecos) en el
(T) borde (n)
32 3 20 ni Martin et al., 1975
180 9* ni 4 Stannard y Schoub, 1977
162 16 21 S Esparza y Gil. 1978
42 4 20 3 Kogasaka et al., 1979
132 I3 ni ni Rosctoeral.. 1979
132 1|3 20021 LA Presente trabajo
ni = No informado
e Dato obtenido del nimero de agujeros observado en ¢l virion

hoh Icosadeltaedro oblicuo

***  No es posible calcular el indice n en el modelo oblicuo

Arquitectonicamente los rotavirus corres-
ponden a estructuras icosadeltaédricas oblicuas,
con un indice de triangulaciéon de 13 en tal
forma que el virion estd integrado por 32 cap-
someros, de los cuales 12 son pentimeros y
120 hexdmeros. Esos capsomeros estin forma-
dos por arreglos de 5 6 6 unidades estructurales,
dispuestas alrededor de un agujero y esas uni-
dades estructurales son compartidas por los
capsomeros vecinos, formando dimeros rom-
bales; asi el viriébn estd integrado por 260 uni-
dades estructurales, las que presentan un cardc-
ter trimérico, de manera que el virion tiene 760

subunidades, tal como corresponde al andlisis
matemdtico de una estructura icosadeltaé-
drica de T = 13 (Caspar y Klug, 1962).

Como conclusién, el empleo conjunto de va-
rios métodos de andlisis ultraestructural de
virus, aplicados a la microscopia electrénica,
como son: tincién negativa, rotacion de Mar-
kham, difraccion Optica y réplicas de platino.
permiti6 confirmar uno de los patrones ultra-
estructurales propuestos para rotavirus, y a la
vez discernir los posibles errores que indujeron
los resultados conflictivos de otras investigacio-
nes.
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s de platino. Las dos micrografias supcriores fucron fotografiadas inclinando la preparacién -5 + 5§

grados, constituycndo un par estercoscopico. Su obscrvacion a través de un anteojo cstéreo permitird apreciar los
viriones tridimensionales, pudicndo deducirse facilmente su patrén estructural.
La fotografia inferior corresponde al grupo de viriones sciialado. Se han indicado los pentdmeros identificados en
¢sas particulas, seialando con un circulo negro la unidad (agujero) central de cada pentdmero. La linea interrum-
pida indica ¢l borde del icosadeltacdro, ndtese que los hexdmeros (circulos blancos) cstin desplazados de ese eje,
por lo que no cs posible calcular el indice n cn cste virus.




96 REVISTA DE BIOLOGIA TROPICAL

Fig. S. Réplicas de platino. En el viridén encerrado en un circulo se pueden apreciar facilmente las formas rombales
delimitadas por los agujeros de la cdpsida. Esas formas corresponden a dimeros de unidades estructurales. (Para mds
detalle ver el texto).

BAA A

T=4 (n=3) T=9 (n=4) T=16 (n=5) T=13

Fig. 6. Esquema de una de las caras triangulares de un icosadeltaedro T=4,T=9,T=16y T =13. En los tres pri-
meros es posible indicar el indice n (nimero de capsémetros localizado entre dos pentimeros), que representa el
numero de unidades en cada borde del modelo icosadeltaédrico; lo que no es posible calcular en el modelo T = 13
debido a la localizacion desfazada d e los hexameros respecto al eje que une dos pentameros. También, es posible no-
tar como a medida que aumenta el indice T, las caras triangulares de un icosaedro se acercan mds a una estructura de
tridngulo equilatero; en tanto, para indices de triangulacion muy bajos (T =4) corresponden a tridngulos esféricos,
de donde el modelo viral seria mas una esfera geodésica que un icosadeltaedro.

RESUMEN oblicuo. La capa interna del virus tiene 132
unidades morfologicas, integradas por 260
unidades estructurales de caracter trimérico.
Es posible que la capa interna corresponda a
un domo geodésico liso.

Los rotavirus humanos corresponden ultra-
estructuralmente a un modelo icosadeltahé-
drico, con un patrén de simetria caracteristico
de un namero de triangulacion (T) de 13,



HERNANDEZ & AKAHORI: Ultrastructure of rotavirus 97

AGRADECIMIENTO

Agradecemos el apoyo de la Vicerrectoria
de Investigacion de la Universidad de Costa Ri-
ca y del Consejo Nacional de Investigaciones
Cientificas y Tecnolégicas (CONICIT), que
permitieron la presentacion de este informe
en el VI Congreso Latinoamericano de Micros-
copia Electronica (Maracaibo, Venezuela,
diciembre de 1984). Ademds, agradecemos
el aporte técnico del personal de la Unidad
de Microscopia Electronica y del Centro de
Investigacion Celular y Molecular. También
agradecemos muy especialmente a José Espar-
za del Instituto Venezolano de Investigaciones
Cientificas por la revision y comentarios sobre
este trabajo.

REFERENCIAS

Caspar, D. L. D. & A. Klug. 1962. Physical principles
in the construction or regular viruses. Cold Spring
Harbor Symp. 27: 1-24.

Crick, D. H. C. & J. D. Watson. 1956. Structure of
small viruses. Nature, 1977: 473-475.

Esparza, J. & F. Gil. 1978. A study on the ultraes-
tructure of human rotavirus. Virology, 91; 141-150.

Horne, R. W. 1974, Virus Structure. Academic Press.
New York pp IV + 352,

Horne, R. W., & [. P. Ronchetti. 1974. A negative
staining-carbon film technique for studying viruses
in the electron microscope. J. Ultraestruct. Res.
47:361-383.

Horne, R. W., & P. Wildy. 1961. Symmetry in virus
architecture Virology, 15: 348-373.

Klug, A., & J. L. Berger. 1964. An optical method
for the analysis of periodicities in electron mi-
crographs and some observations on the mecha-
nims of negative staining. J. Mol. Biol. 10: 565-
569.

Klug, A., & D. J. Rosier. 1966. Optical filtering of
electron micrographs: reconstructions of one side
images. Nature, 212: 29-32.

Kogasaka, R.; M. Akihara; K. Rorima; S. Chiba & T.
Nakao, 1979. A morphological study of human
rotavirus. Arch. Virol.61: 41-48.

Markham, R., S. Frey, & G. J. Hills. 1963. Methods
for the enhancement of image detail and accentua-

tion of structure in electron microscopy. Virology,
20: 88-102.

Martin, M. L.; El L. Palmer & P. J. Middleton. 1975.
Ultrastructure on infantile gastroenteritis virus.
Virology, 68: 146-153.

Oster, G. 1968. Las imagenes de muaré. Endeavolir,
27: 60-64.

Roseto, A.; J. Escaig; E. Delain; J. Cohen;R. Scherrer.
1979. Structure of rotaviruses as studied by
the freeze driying techinique. Virology, 98: 471-
475.

Soley, J.; F. Fernandez; J. Brenes & J. Brenes. 1983.
La difractometria Optica aplicada a la virologia:
I Descripcion de un difractometro optico. Cienc.
Technol. 7: 69-96.

Stannard. L. M., & B.D. Schoub. 1977. Observa-
tions on the morphology of two rotaviruses. J.
Gen. Virol.,, 37: 345-439.

Yanagida, M. 1977. Molecular organization of the
shell of t-even bacteriphage head. Il Arrangement
of subunits in the head shells of giant phages. J.
Mol. Biol. 109, 515-537.





