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I. RESUMEN 

Los astrovirus de humanos (HAstV) son agentes infecciosos que típicamente 

infectan el tracto gastrointestinal produciendo diarreas en niños y adultos mayores. 

Sin embargo, en 2009 se describió un nuevo astrovirus en humanos, llamado VA1, 

cuya secuencia genómica es más cercana a la de cepas de astrovirus aisladas de 

animales que a los astrovirus que clásicamente infectan a humanos. Se ha 

encontrado al astrovirus VA1 en ocho pacientes inmunocomprometidos con 

encefalitis, por lo que se ha descrito como una cepa neurotrópica. Recientemente 

se describió la adaptación de esta cepa de astrovirus a crecer en cultivo celular, 

especialmente en células Caco-2, una línea celular derivada del epitelio intestinal 

humano que permite la replicación de VA1, así como de los astrovirus clásicos. 

  

 Para activar la infectividad de los HAstV clásicos es necesario que los 

viriones extracelulares sean tratados con la proteasa tripsina, lo que provoca que la 

proteína precursora de la cápside se procese proteolíticamente en dos productos 

finales que constituyen la partícula madura infecciosa: una proteína de 34 kDa 

(VP34) que corresponde al dominio del core, y otra de 37 kDa (VP37) que forma el 

dominio de la espícula viral. En contraste, el astrovirus VA1 no requiere que su 

proteína de cápside sea procesada por tripsina para ser infeccioso. Sin embargo, 

este virus sí requiere que su proteína precursora de cápside sea procesada 

proteolíticamente, aunque, a diferencia de los HAstV clásicos, esto ocurre 

intracelularmente y el corte es mediado por una proteasa desconocida. 

  

 Para caracterizar el precursor de la cápside y los productos proteolíticos de 

VA1 generados por su procesamiento intracelular, se hicieron anticuerpos 

policlonales de conejo contra dos proteínas recombinantes producidas en E. coli y 

contra dos péptidos sintéticos. Estos inmunógenos se eligieron, con base en lo que 

se conoce del procesamiento de la proteína precursora de HAstV clásicos, para 

generar anticuerpos que reconocieran específicamente i) el dominio core 

(anticuerpo DB), aunque su caracterización posterior demostró que este anticuerpo 
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también reconoce un fragmento de la espícula, ii) un fragmento del core (-core), 

iii) al dominio de la espícula (-espícula) y, iv) al carboxilo terminal (-COOH) de la 

proteína precursora. Estos anticuerpos permitieron definir, por ensayos de 

inmunoblot de células infectadas o no con VA1, así como mediante el análisis del 

virus purificado, que la proteína precursora de la cápside es de 86 kDa (VP86), la 

cual se procesa proteolíticamente de manera intracelular para dar el virión maduro, 

infeccioso, compuesto del core de 34 kDa (VP34) y la espícula de 38 kDa (VP38). 

Esto último se confirmó mediante la secuenciación del extremo N-terminal de la 

proteína de 38 kDa, que comienza en el aminoácido Thr-388 del ORF2. El core 

parece tener dos intermediarios estables durante su procesamiento, de 36 y 41 kDa. 

La localización de VP34 y VP38 dentro de la proteína precursora, al igual que una 

aproximación de la identificación de los extremos amino y carboxilo de ambas 

proteínas se obtuvo por un análisis exhaustivo por espectrometría de masas del 

virus purificado. Esto permitió identificar una región linker, de aproximadamente 50 

aminoácidos entre el dominio del core y el de la espícula, que se pierde durante el 

procesamiento. 

 

 Para evaluar si el procesamiento es necesario para activar la infectividad del 

virus, probamos diferentes inhibidores, que en conjunto bloquean la actividad de los 

siete grupos de proteasas conocidos. Encontramos que el inhibidor de proteasas de 

serina, AEBSF, disminuye el procesamiento de la proteína de la cápside y abate la 

infectividad del astrovirus VA1. Estos datos sugieren que el procesamiento es 

necesario para activar la infectividad. 

 

Para determinar si la proteasa que procesa intracelularmente VP86 es de 

origen viral o celular expresamos el ORF2 de VA1, que codifica a VP86, en células 

HEK 293T, que son susceptibles a la infección de VA1, aunque 20 veces menos 

que las células Caco-2. La proteína se expresó de manera clara, pero 

sorprendentemente, la proteína precursora no se procesó en las células HEK, lo 

cual sugiere que la proteasa de serina viral, codificada en el ORF1a del virus, y no 
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presente en la construcción que expresaba el ORF2, está involucrada en el 

procesamiento. Para tratar de confirmar esta posibilidad, clonamos el ORF1a de 

VA1 para co-expresarlo en las células HEK, junto con el ORF2. Interesantemente, 

tampoco detectamos que la proteína producida por el ORF2 se procese en 

presencia del ORF1a. La infección por astrovirus, al igual que otros virus de RNA 

de una sola cadena, de polaridad positiva, provoca una remodelación importante de 

sistema membranoso celular, necesario para su replicación. En este contexto, 

nuestros datos sugieren que para que el procesamiento ocurra podría requerirse del 

ambiente intracelular propiciado por la infección para inducir la expresión o el 

reclutamiento de una proteasa celular al sitio necesario al interior de la célula, o bien 

que la proteasa viral requiere también del ambiente generado en las células 

infectadas para poder llevar a cabo su función de procesamiento. Estamos en la 

actualidad siguiendo diversas estrategias alternativas a las descritas para poder 

dilucidar el origen de la proteasa encargada del procesamiento intracelular de la 

proteína precursora de la cápside de astrovirus neurotrópico VA1. 

 

Los resultados obtenidos en esta tesis sientan las bases para profundizar en 

el estudio de la biología del astrovirus VA1, incluyendo el papel que juega el 

procesamiento de la poliproteína precursora en el ciclo de replicación. Este 

conocimiento será relevante para el eventual diseño de medidas de control para la 

infección causada por este virus, en particular para el tratamiento de los casos de 

encefalitis que, hasta ahora, han mostrado alta mortalidad. 
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II. INTRODUCCIÓN 

I. Astrovirus  

Los virus son parásitos intracelulares obligados capaces de producir 

enfermedades infecciosas. Los virus pertenecientes a la familia Astroviridae 

(derivado de la palabra griega “astron”, por su forma de estrella) se caracterizan por 

ser pequeños (~35 nm), no envueltos, de simetría icosaédrica, con un genoma de 

una sola cadena de RNA de sentido positivo.  

 

 Taxonómicamente, de acuerdo al International Committee on Taxonomy of 

Viruses, la familia Astroviridae está dividida en dos géneros: Avastrovirus y 

Mamastrovirus, con aves y mamíferos como sus huéspedes, respectivamente. 

Dentro del género Avastrovirus hay 3 especies, que infectan gallinas, patos y pavos. 

En el género Mamastrovirus hay 19 especies que infectan humanos, bovinos, 

ovinos, felinos, porcinos, visones, perros, venados, delfines, entre otros.  

 

Actualmente se está redefiniendo la clasificación de las especies de ambos 

géneros. Según el análisis filogenético de la secuencia de aminoácidos de la 

proteína de la cápside completa, los astrovirus de aves y mamíferos se dividen en 

dos genogrupos principales: genogrupo I y genogrupo II. Cada genogrupo incluye 

astrovirus que infectan a diferentes especies y se pueden subdividir en genotipos 

en función de la distancia genética y del huésped que infecta (Fig. 1). Es probable 

que esta nomenclatura experimente una mayor expansión en la medida que se han 

identificado nuevos genomas de astrovirus de muchos otros vertebrados, incluidos 

reptiles, anfibios, peces e invertebrados. También se han identificado genomas 

similares a “posibles” astrovirus de plantas (Fig. 2). La diversidad genética de los 

astrovirus es mucho mayor de lo que se conocía hasta hace apenas una década. 
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Figura 1. Relaciones filogenéticas dentro de la familia Astroviridae. Tanto astrovirus que 
infectan aves como los que infectan mamíferos se dividen en genogrupos I y II. La clasificación de 
los genotipos está basada en la secuencia de aminoácidos del ORF2 (1).  

 
Figura 2. Relaciones filogenéticas de astrovirus reconocidos por la ICTV y genomas de 
“posibles” astrovirus. La filogenia está hecha con la secuencia de aminoácidos del ORF2 (2). En 
rojo se marcan las especies implicadas en infecciones extra intestinales.  



 

 

 

 

14 

  II. Astrovirus de humanos 

Los astrovirus fueron descubiertos en 1975, en una muestra fecal de niños 

hospitalizados con diarrea y vómito analizada por microscopía electrónica (3); desde 

entonces estos virus han sido reconocidos como un agente causal de gastroenteritis 

a nivel mundial, provocando del 2 al 9% de las gastroenteritis no bacterianas (4). 

Los astrovirus son transmitidos por la vía fecal-oral y afectan principalmente a niños 

en los primeros años de vida, a personas mayores y a personas 

inmunocomprometidas (5). Recientemente se han observado casos de encefalitis 

asociados con astrovirus en pacientes inmunocomprometidos (6). 

 

De las especies de astrovirus que infectan humanos, la especie 

Mamastrovirus I (MAstV-1) incluye a los astrovirus clásicos del serotipo 1 al 8 

(HAstV 1 al 8), los cuales fueron aislados a partir de muestras fecales. En cuanto a 

la incidencia de diferentes serotipos, HAstV-1 es el serotipo más prevalente en todo 

el mundo, representando más del 50% de los casos en todos los informes recientes, 

mientras que el segundo más frecuente difiere según las localizaciones geográficas 

(7). 

Desde el 2008, la llegada de la secuenciación de nueva generación (NGS) y 

el análisis metagenómico han llevado a la identificación de numerosas cepas 

novedosas consideradas HAstV "no clásicos". Actualmente, los nuevos HAstV se 

clasifican dentro de las especies MAstV-6 (MLB1–3) (“MLB” quiere decir 

Melbourne), MAstV-8 (VA2/HMO-A, VA4, VA5, BF34) y MAstV-9 (VA1/HMO-C, 

VA3/HMO-B) (“VA” quiere decir Virginia y "HMO" Human-Mink-Ovine-like-

Astrovirus). Estudios serológicos en EUA han reportado una alta prevalencia en 

adultos de anticuerpos contra HAstV-MLB1 y HAstV-VA1 (HMO-C) (86% y 65% a 

78%, respectivamente) (8–10). Es importante mencionar que los nuevos astrovirus 

identificados están más cercanos filogenéticamente a los de origen animal que a los 

de humanos clásicos (Figuras 1 y 2). 

 

 



 

 

 

 

15 

III. Astrovirus neurotrópicos 

Hasta la fecha se han identificado 12 casos de infección del sistema nervioso 

central (SNC) por HAstV en humanos, especialmente en pacientes 

inmunocomprometidos o inmunosuprimidos, aunque recientemente se describió un 

caso de encefalitis por HAstV-1 en un paciente inmunocompetente (11). La cepa 

identificada con mayor frecuencia ha sido VA1 con 7 casos reportados hasta la 

fecha (Tabla 1). Este virus se describió originalmente en 2009, en un brote de 

gastroenteritis en una guardería de niños en Virginia, EUA (12). Además de VA1, 

se han reportado casos de HAstV-4, HAstV-MLB1, HAstV-MLB2 y HAstV-1.  

Tabla 1. Casos reportados de encefalitis por el astrovirus VA1. 

Autor y 
año 

Sexo, 
Edad 

Diagnóstico 
Tipo de 

infección 

Muestras 
con 

detección 
de 

astrovirus 

Tratamiento Resultado 

[8] Masculino, 15 

años 
Agammaglobulinemia ligada al 

cromosoma X. Encefalitis Cerebro Ninguno Fatal 

[9] Masculino, 
18 meses 

Inmunodeficiencia hereditaria. 

Trasplante alogénico de células 

madre. 
Encefalitis Cerebro, LCR, 

heces, suero Ninguno Fatal 

[10] Masculino, 
42 años 

Leucemia linfocítica crónica. 

Trasplante alogénico de células 

madre. 
Encefalitis Cerebro, LCR IVIG, ribavirina Fatal 

[11] Masculino, 
14 años 

Agammaglobulinemia ligada al 

cromosoma X. Encefalitis Cerebro 
IVIG, esteroides, 

ribavirina 
PEG-INF alpha-2b 

Vivo 

[12] Femenino, 
11 años 

Leucemia mieloide aguda. 

Trasplante alogénico de células 

madre. 
Encefalitis Cerebro Ninguno Fatal 

[13] Masculino, 15 

años 
Leucemia mieloide aguda. 

Trasplante alogénico de células 

madre. 
Encefalitis Cerebro Ninguno Vivo 

[14] Femenino, 

2 años Leucemia linfoblástica Encefalitis LCR 
IVIG, esteroides, 

ribavirina 
PEG-INF alpha-2b 

nitazoxinida 
Vivo 

[14] Masculino, 
9 años Leucemia mieloide Encefalitis LCR IVIG 

nitazoxanida Fatal 
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IV. Genoma de los astrovirus 

Los astrovirus tienen un genoma de una sola cadena de RNA de sentido 

positivo de aproximadamente 6 a 8 kb (Fig. 3). El genoma incluye regiones no 

traducidas en los extremos 5’ y 3’ (1). La región no traducida del extremo 3ˈ contiene 

una estructura secundaria conservada nombrada como stem-loop II motif, cuya 

función no ha sido determinada, pero se cree que mantiene la estabilidad de la 

estructura secundaria del RNA e interactúa con proteínas virales y celulares 

esenciales para la replicación (13). El genoma del virus no tiene una estructura de 

cap en el extremo 5’, pero sí una proteína ligada covalentemente a este extremo 

llamada VPg. En el extremo 3’ se encuentra una cola de poli (A). El genoma tiene 

tres marcos abiertos de lectura (ORFs) superpuestos, denominados ORF1a, ORF1b 

y ORF2. Las longitudes de los ORFs son variables, según el tropismo de la especie 

del virus, el subtipo del virus y si el virus se ha adaptado a crecer en cultivo celular 

(14, 15). 

 

 Hacia el extremo 5’ del genoma se encuentran los ORFs 1a y 1b, los cuales 

codifican para las proteínas no estructurales del virus. Entre ambos ORFs se localiza 

una estructura de tallo-asa (hairpin) que permite que ambos ORFs se traduzcan 

juntos por un cambio de marco de lectura (frameshift). El ORF1a produce a la 

poliproteína nsp1a que incluye una proteasa de serina y la proteína ligada al 

genoma viral (VPg). Por otro lado, el ORF1b produce la polimerasa de RNA 

dependiente de RNA (RdRp). En el extremo 3′ del genoma el ORF2 codifica las 

proteínas estructurales del virus, las cuales se sintetizan a partir de un RNA 

subgenómico (Fig. 3). 

 

Usando genómica comparativa, se identificó un cuarto ORF (ORFX) en 

algunos astrovirus, que codifica por una proteína funcional, denominada proteína 

XP. El ORFX se superpone a la región 5' del ORF2 que codifica la cápside y se ha 

propuesto que se traduce a través de un mecanismo conocido como leaky scanning 

del ribosoma. Se demostró que esta proteína se asocia con la membrana plasmática 
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con un dominio N-terminal extracelular y promueve la salida eficiente del virus al 

provocar la permeabilización de la célula, sugiriendo que es un tipo de viroporina, 

sin embargo, los astrovirus del genogrupo IIa, como el astrovirus VA1, carecen de 

este ORFX (16, 17).  

 

 

 
Figura 3. Organización del genoma de los astrovirus clásicos. El genoma consta de tres 
marcos abiertos de lectura (ORFs) que se sobrelapan. El ORF1a y el ORF1b codifican para 
proteínas no estructurales y el ORF2 para proteínas estructurales. El ORFX que se sobrelapa con el 
ORF2 codifica para la proteína XP que actúa como una viroporina en los astrovirus clásicos (18). 

V. Estructura de los astrovirus  

Los estudios estructurales que combinan cristalografía de rayos X, 

microscopía electrónica, criomicroscopía y ultracentrifugación por densidad han 

permitido avances importantes en la estructura de los astrovirus (Fig. 4).  

 

 La estructura de los viriones se ha determinado a una resolución de 25 Å por 

criomicroscopía electrónica (Fig. 4), observándose que el virus tiene una estructura 

icosaédrica de simetría de T=3. Existen dos formas de los viriones. La primera está 

representada por los viriones inmaduros, en la que se observa el centro (core) de la 

partícula viral decorada con 90 espículas globulares (Fig. 4A), mientras que la forma 

madura muestra sólo 30 espículas (Fig. 4B). Este paso de maduración ocurre 

cuando el virión inmaduro es tratado con tripsina, perdiéndose 60 espículas durante 

este proceso, que está asociado a la activación de la infectividad del virus. Las 

partículas maduras e inmaduras tienen un diámetro de ~43 nm, de los cuales ~35nm 

corresponden al core interno (19).  

 



 

 

 

 

18 

La partícula inmadura del astrovirus de humano serotipo 8 (HAstV-8), no 

procesada proteolíticamente, contiene 180 copias de la proteína precursora de la 

cápside de 70 kDa (VP70). Esta proteína precursora se corta por tripsina para dar 

los viriones maduros e infecciosos, que están formados por dos proteínas resultado 

del procesamiento proteolítico: el core de 34 kDa (VP34) y la espícula de 27 kDa 

(VP27) (Fig. 4B).  

  

 La estructura de la proteína del core se resolvió por cristalografía de rayos-X 

a 2.15 Å de resolución (Fig. 4C), y se encontró que está organizada en dos dominios 

llamados S (core interno) y P1 (core externo). El dominio S tiene un plegamiento de 

barril  tipo jelly-roll y el dominio P1 tiene un plegamiento tipo barril  (20). La 

estructura de la proteína que forma las espículas virales, VP27, también se resolvió 

por cristalografía de rayos-X a 1.8 Å de resolución, encontrándose que esta se 

estructura como dímero. Cada monómero se conforma de tres láminas  en forma 

de sandwich (21). VP27 se encuentra antes del final de la hebra  del dominio de 

core, lo que probablemente permite a la espícula mantenerse unido al core.  
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Figura 4. Crio-microscopía electrónica de la partícula viral y estructura cristalográfica de las 
proteínas de cápside de HAstV clásicos. (a) modelo del virión inmaduro T=3 obtenido por crío-
microscopía electrónica; (b) modelo del virión maduro T=3 digerido con tripsina obtenido por crío-
microscopía electrónica; (c) estructura cristalográfica del dominio del core de HAstV-1, en amarillo el 
core externo (P1) y en azul el interno (S); (d) estructura cristalográfica del dímero del dominio de 
espícula (22).  

VI. Ciclo de replicación  

  I. Entrada y unión  

A pesar de los avances en los últimos años, aún se desconoce con totalidad 

el ciclo de replicación, incluso para los astrovirus clásicos (Fig. 5). La replicación 

comienza con la unión del virus maduro al receptor de la célula. Se desconoce el 

receptor o receptores celulares para los astrovirus, sin embargo, la estructura 

cristalográfica de la espícula mostró una composición de residuos polares 

conservados, especialmente aminoácidos con carga positiva/negativa, 
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característico de sitios de unión a un receptor de oligosacáridos, lo que sugiere que 

los astrovirus de humano utilizan una molécula de polisacárido como receptor 

celular. Sin embargo, a pesar de que se ha probado heparina, heparán sulfato o 

dextrán sulfato para bloquear la infectividad de HAstV-8, sólo se ha podido observar 

un bloqueo parcial de su infectividad. Este resultado refuerza, aunque no prueba de 

manera definitiva, que una molécula de azúcar puede funcionar como un receptor 

celular o al menos se utiliza para el reconocimiento inicial de astrovirus en la célula 

(21). 

 

Estudios muestran que el tiempo promedio para la unión del virus a la 

superficie celular es de 10 min y que, al utilizar drogas bloqueadoras del ensamble 

de clatrina (cloropromazina y dansilcadaverina), integridad del citoesqueleto 

(citocalasina D y jasplakinolido) y acidificación del endosoma (bafilomicina A1), se 

inhibe la infectividad de HastV-8 en células Caco-2. Estos resultados sugieren una 

ruta de entrada endocítica mediada por clatrina, dependiente del citoesqueleto de 

actina y la acidificación de endosomas. Esto se confirmó al disminuir la expresión 

de la cadena pesada de clatrina mediante el sistema de interferencia de RNA 

(iRNA), y sobre-expresando mutantes dominantes negativos de dinamina 2 

(GTPasa que está involucrada en la escisión de los endosomas de la membrana 

celular) y Eps15 (adaptador de proteínas que interactúan con clatrina durante la 

endocitosis) observando una disminución en la replicación de HAstV- 8 (23). 

 

Cuando el virus entra a la célula, el RNA genómico es liberado al citoplasma. 

Se desconocen los factores virales o celulares implicados en este proceso. Se ha 

estimado que el tiempo medio de liberación del RNA genómico es de 130 minutos. 

Cuando se reduce la expresión de Rab7 utilizando iRNA, la infectividad de HAstV-

8 disminuyó un 50%. Rab7 es una GTPasa involucrada en el proceso del tráfico 

vesicular, particularmente en la maduración de endosomas tempranos a 

endosomas tardíos, lo que sugiere que el virus debe llegar al endosoma tardío para 

liberar su genoma (23). 
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Figura 5. Ciclo de replicación de los astrovirus clásicos. (a) Síntesis de la poliproteína precursora 
de la cápside VP90, de 90 kDa, a partir del RNA subgenómico (sgRNA), (b) Ensamble de las 
proteínas VP90 (180 copias) con el genoma viral de RNA en partículas de HAstV, (c) Corte de la 
proteína VP90 mediado por caspasas para formar VP70 y de manera posterior, la liberación de las 
partículas de HAstV inmaduras, (d) Corte realizado por una proteasa extracelular (in vitro se utiliza 
tripsina) para producir partículas infecciosas de HAstV maduras conformadas por VP34 y VP27, (e) 
Las partículas extracelulares de HAstV inducen la producción de anticuerpos e inhiben la activación 
por complementación del huésped, (f) Unión y endocitosis mediada por clatrina de las partículas de 
HAstV, (g) Liberación del genoma del virus en el endosoma tardío. La replicación del virus ocurre 
asociada a membranas (22). 

II. Traducción y replicación del genoma  

Una vez que se libera el RNA genómico, éste es utilizado como molde para 

sintetizar las poliproteínas no estructurales nsp1a y nsp1ab. Nsp1a está codificado 

en el ORF1a, mientras que nsp1ab se traduce a partir del ORF1a y ORF1b a través 

de un mecanismo de cambio de lectura. El largo del ORF1a varía entre los astrovirus 

de mamífero (1). El ORF1a codifica un dominio putativo de helicasa (HEL), varios 

dominios transmembranales (TM) y de coiled-coil (CC), el dominio de proteasa 

(PRO), una proteína unida al genoma (VPg), una región hipervariable (HVR), una 
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señal de localización nuclear (NLS) y un dominio de muerte putativo (DD). Es 

importante señalar que experimentalmente sólo se han podido identificar la proteasa 

y la VPg. El ORF1b codifica la RNA polimerasa dependiente de RNA (RdRp) (Fig. 

6).  

 

El proceso de corte de las poliproteínas no estructurales del virus, llevado a 

cabo por la proteasa viral y por una proteasa celular no identificada, está poco 

caracterizado. Los estudios realizados con varios HAstV clásicos muestran 

diferentes productos intermedios y finales. Se ha identificado en la poliproteína 

Nsp1a varios dominios putativos transmembranales que podrían ayudar a anclar los 

complejos de replicación no estructurales en las membranas celulares (24). Se 

desconoce si el procesamiento proteolítico de las poliproteínas no estructurales 

tiene lugar antes o después del anclaje a las membranas intracelulares, pero en 

estudios in vitro se ha observado reordenamientos de membrana en células 

infectadas con HAstV (25, 26). Se ha visto que tanto las proteínas no estructurales 

como el RNA viral co-localizan con el retículo endoplásmico y se ha predicho una 

señal de retención del retículo endoplásmico al final de Nsp1a (26), por lo que se 

cree que las membranas intracelulares derivadas del retículo endoplásmico serían 

el sitio celular para replicación del genoma de los astrovirus.  

 

Se han sugerido al menos 4 sitios de corte para la poliproteína Nsp1a, lo que 

puede generar 4 posibles productos Nsp1a/1, Nsp1a/2, Nsp1a/3 y Nsp1a/4. La 

proteína Nsp1a/3 codifica para una proteasa de serina que está encargada de 

algunos de los cortes proteolíticos de la poliproteína, resultando en las proteínas no 

estructurales individuales. La estructura cristalográfica de la proteasa viral se ha 

resuelto a 2.0 Å de resolución, mostrando una tríada catalítica Asp-His-Ser típica de 

las proteasas de serina. A pesar de que se logró probar que la proteína es 

catalíticamente activa, no se logró ver actividad en trans (27). Por otro lado, la 

proteína Nsp1a/4 contiene el dominio de muerte (DD), la secuencia de localización 

nuclear (NLS), un dominio para la proteína viral ligada al genoma (VPg) y una región 



 

 

 

 

23 

hipervariable (HVR). La función de los otros productos de corte de Nsp1a no han 

sido caracterizados. 

 

Se identificó una proteína ligada al genoma viral (VPg) unida covalentemente 

al extremo 5’ del genoma a través de un enlace fosfodiéster, que es esencial para 

la infectividad del virus, ya que una mutación puntual en esta región inhibe su 

replicación (28).  

 

 

Figura 6. Procesamiento putativo de las proteínas no estructurales codificadas en el ORF1a y 
ORF1b. En morado los productos de procesamiento del ORF1a y en amarillo los productos de 
procesamiento del ORF1b. HEL, dominio putativo de helicasa; CC, dominio de coiled-coil; TM, 
dominios transmembranales; PRO, dominio de proteasa, VPg, proteína viral unida al genoma; HVR, 
región hipervariable; RdRp, RNA polimerasa dependiente de RNA, P, fosforilación post-traduccional. 
Los triángulos muestran posibles sitios de corte proteolítico. Modificado de (4). 

 

La traducción de la RNA polimerasa dependiente de RNA (RdRp) ocurre a 

través de un mecanismo de cambio de marco ribosomal -1 (frameshift) en la región 

sobrelapada entre el ORF1a y el ORF1b. Esta señal está dada por una secuencia 

heptamérica (A6C) y una estructura de tallo-asa, las cuales están conservadas en 
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los astrovirus clásicos y los nuevos astrovirus de humano (17, 29). La proteína 

obtenida, Nsp1ab, es procesada co-traduccionalmente en el amino terminal por una 

posible proteasa celular para formar la proteína nsp1b (30). 

 

Una vez sintetizadas las proteínas no estructurales del virus, estas funcionan 

para replicar el RNA viral. El proceso de replicación no ha sido caracterizado en 

detalle, pero se puede inferir a partir de otros virus con cadena sencilla de RNA de 

polaridad positiva. En consecuencia, inicialmente se sintetiza una copia completa 

del RNA genómico (RNAg), que se conoce como RNA antigenómico (RNAag), de 

polaridad negativa. Este RNAag se utiliza a la vez como molde para la producción 

de dos formas de RNA de polaridad positiva, una correspondiente al RNAg y otra al 

RNA sub-genómico (RNAsg). Este RNAsg sirve como RNAm para dirigir la síntesis 

de las proteínas estructurales del virus. Aún se desconocen otros aspectos del 

proceso de replicación, como: ¿cuál es el papel que juega la proteína VPg en la 

traducción y replicación del RNAg?, así como el mecanismo que utiliza el virus para 

cambiar del modo “replicación” (síntesis del RNAag) al modo “transcripción” 

(síntesis del RNAg) (31). Existen algunos ejemplos de proteínas celulares que 

interactúan con el RNA viral. Se ha observado que al utilizar iRNA contra genes 

involucrados en la síntesis de colesterol, síntesis de ácidos grasos y metabolismo 

del fosfatidilinositol e inositol fosfato disminuyen las cantidades de RNA genómico 

en HAstV-8. Sin embargo, aún se desconoce el papel de estas y de otras proteínas 

que pudieran estar involucradas en la replicación viral (32, 33). 
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III. Ensamble y salida  

Las proteínas estructurales se sintetizan a partir del RNA sub-genómico, 

inicialmente como una poliproteína de 90 kDa (VP90), posiblemente a través de un 

mecanismo que involucra la presencia de VPg en el extremo 5’ del RNAsg (28). La 

mitad N-terminal de VP90 es menos variable que la mitad C-terminal de la proteína. 

En los astrovirus clásicos, el modelo de morfogénesis sugiere que la poliproteína 

VP90 se ensambla en 180 copias formando viriones inmaduros intracelulares (19, 

34) y que está es procesada por las caspasas 3 y 9 cerca del extremo C-terminal, 

resultando en las cápsides virales inmaduras extracelulares de 70 kDa (VP70) (35). 

El procesamiento por caspasas es importante para que el virus pueda salir de la 

célula infectada; la inhibición de la actividad de las caspasas inhibe el 

procesamiento y reduce drásticamente la liberación de las partículas virales (34, 

35).  

 

 Se sugiere que el mecanismo de liberación de las partículas inmaduras 

ocurre por un mecanismo no-lítico, a través de vesículas autofágicas o de alguna 

forma de desestabilización de la membrana celular como sería el caso de la proteína 

XP que actúa como una viroporina (16, 22). Además, se ha observado que la 

infección con HAstV estimula la secreción de vesículas extracelulares y el virus 

parece unirse a ellas (36). Una vez fuera de la célula, las partículas inmaduras 

formadas por VP70 son procesadas por proteasas extracelulares para producir 

partículas maduras e infecciosas de astrovirus. En cultivo celular, la maduración de 

las partículas se obtiene por medio de la proteólisis con tripsina, la cual aumenta la 

infectividad viral hasta 105 veces (37). Como se mencionó anteriormente, la 

proteólisis por tripsina resulta en el procesamiento de la poliproteína VP70 para dar 

finalmente 2 polipéptidos, VP34 y VP27, que constituyen el virión infeccioso maduro 

(38). La proteína VP34 es derivada del domino N-terminal conservado de la 

poliproteína VP70 y forma la cápside; por otro lado, VP27 proviene de la región 

hipervariable y forma las espículas de la superficie de la cápside (Fig. 7) (37). 
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Figura 7. Esquema del procesamiento proteolítico de la poliproteína VP90 en los astrovirus 
clásicos. La proteína VP90, traducida a partir del RNA subgenómico, es procesada por caspasas 
intracelulares (flechas blancas) para producir la proteína VP70 y permitir la salida del virus de la 
célula. La proteína VP70 es procesada por proteasas extracelulares (flechas naranjas), tipo tripsina, 
para producir a las proteínas que conforman la partícula madura: VP34, VP27 y VP25 (22, 38) 

 

A diferencia de lo que se ha demostrado previamente con los astrovirus 

clásicos, las caspasas no parecen estar involucradas en el procesamiento del 

precursor VP86 del astrovirus no clásico VA1. Si la proteasa involucrada en el 

procesamiento de VP86 es de origen celular o viral aún no se determina, aunque 

también es posible la participación de más de una proteasa (39). 
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III. ANTECEDENTES 

En un brote agudo de gastroenteritis ocurrido en 2009 en una guardería de 

niños en Virginia, EUA, se analizó una muestra de heces por NGS encontrándose 

secuencias virales pertenecientes a la familia Astroviridae que mostraban poca 

identidad con los astrovirus clásicos (12). A esta cepa se le llamó VA1.  

 

 A pesar de que el virus VA1 fue descrito inicialmente en un brote de 

gastroenteritis, también se ha reportado que está asociado a casos de encefalitis, 

principalmente en personas inmunocomprometidas. Hasta la fecha se han 

reportado 7 casos de infección del sistema nervioso central por la cepa VA1. 

Janowski y colaboradores reportaron la adaptación del virus a crecer en la línea 

celular Caco-2 (40). De particular interés fue la observación de que VA1, a diferencia 

de los astrovirus clásicos, no requiere ser tratado con tripsina para activar su 

infectividad. Así, al ser propagado en esta línea celular, el número de copias de RNA 

viral en células infectadas con el virus tratado y no tratado con tripsina no fue 

significativamente diferente a lo largo de varios pases. En un trabajo previo (41) 

evaluamos lo que estaba ocurriendo con el procesamiento de la proteína de la 

cápside de VA1 y si las proteasas involucradas (caspasas y tripsina) en el ciclo de 

replicación de los astrovirus clásicos tenían un papel en la replicación de VA1. Los 

experimentos realizados utilizando el inhibidor Z-VAD mostraron que el precursor 

de la cápside de VA1 no es procesado por caspasas intracelularmente y la 

inactivación de estas proteasas celulares no afecta la progenie viral. También 

demostramos que la infectividad viral no se altera al tratar el virus purificado con 

tripsina, y que las proteínas que forman el virión maduro no son susceptibles al corte 

por esta proteasa, lo que es de esperarse, dado que el virus infecta naturalmente el 

tracto gastrointestinal donde hay presencia de tripsina. 

 

 De manera sorprendente, encontramos que a pesar de que el virus no 

requiere ser tratado con tripsina para ser infeccioso, la poliproteína precursora de la 

cápside del astrovirus VA1 sí se procesa proteolíticamente en algún momento 
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durante el ciclo de replicación del virus. Hicimos una caracterización preliminar del 

procesamiento de la proteína precursora utilizando anticuerpos dirigidos contra 

diferentes regiones de la proteína protectora que fueron generados con proteínas 

recombinantes expresadas en E. coli. Desafortunadamente, dos de estas proteínas 

diseñadas para generar anticuerpos que reconocieran a la espícula y al extremo 

carboxilo terminal de la proteína precursora, no indujeron anticuerpos de buena 

calidad, lo cual no nos permitió llegar a una conclusión sobre el procesamiento de 

estas regiones. Debido a esto, tampoco se pudo caracterizar completamente a las 

proteínas que conforman el virión maduro.  
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IV. HIPÓTESIS 

La proteína precursora de la cápside se procesa intracelularmente por la proteasa 

viral para dar origen a la forma infecciosa del astrovirus VA1. 

 

V. OBJETIVO GENERAL 

Avanzar en la caracterización de la vía y productos finales del procesamiento de la 

proteína precursora de la cápside del astrovirus VA1 y definir su papel en la 

activación de la infectividad viral. Asimismo, determinar el origen de la proteasa 

encargada de dicho procesamiento,  

 

 

I. OBJETIVOS PARTICULARES 

• Caracterizar el procesamiento de la proteína precursora de la cápside del 

astrovirus VA1. 

• Caracterizar las proteínas que forman el virión maduro 

• Determinar si el procesamiento de la proteína de la cápside es necesario 

para que el virus sea infeccioso. 

• Definir si la proteasa que procesa la proteína precursora de la cápside viral 

del astrovirus VA1 es de origen celular o viral. 
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VI. METODOLOGÍA 

I. Células y virus 

La línea celular Caco-2 (células de adenocarcinoma colorectal humano), clona de 

C2BBe1, obtenida a partir de la American Type Culture Collection (ATCC) se utilizó 

en este trabajo. Las células se crecieron en DMEM Advanced (Dulbecco's modified 

Eagle's medium-reduced serum) (Gibco Cat. 12491015) suplementado con 5% de 

suero fetal bovino (SFB) y 2 mM de glutamina (Gibco Cat. 11539876) a 37°C en una 

atmósfera de 10% de CO2. 

La línea celular HEK 293T T7 (células embrionarias de riñón humano), expresa 

constitutivamente la polimerasa del fago T7 en citoplasma. Se creció bajo una 

atmósfera de 5% de CO2, a 37ºC, en las mismas condiciones que las células 

C2BBe1. 

La cepa de astrovirus VA1 (VA1/HMO-C) fue amablemente donada por David Wang 

(Universidad de Washington). Se propagó en células Caco-2. Se infectaron células 

Caco-2 a una multiplicidad de infección (MOI) de 0.01 a 0.001 y se incubó a 37ºC 

durante 1 h con una atmosfera de 10% de CO2 para permitir la adsorción del virus. 

Posteriormente, se dejó el inoculó y se adicionó DMEM HG (Dulbecco's modified 

Eagle's médium High Glucose) +10% SFB y se incubó bajo una atmósfera de 10% 

CO2 durante 5 a 7 días. Las células se congelaron y descongelaron tres veces, y se 

determinó el título viral por medio de un ensayo inmunoperoxidasa para detectar el 

número de focos infecciosos como se describe en la siguiente sección. El lisado de 

las células infectadas (stock viral) se alicuotó y almacenó a -70ºC. 

 

II. Anticuerpos 

En este trabajo se emplearon varios anticuerpos policlonales de conejo dirigidos 

contra el ORF2 del astrovirus VA1 (número de acceso a GenBank NC_013060.1). 

El anticuerpo DB se generó contra una proteína que comprende los aminoácidos 71 

al 403 del precursor de la cápside viral y el -core contra una proteína que contiene 

los aminoácidos 180 al 300 fusionada a la glutatión S-transferasa (GST), usando el 
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vector pGEX-4T-1 (Pharmacia). Ambas proteínas se sintetizaron en E. coli (42), se 

purificaron y se utilizaron para generar un suero hiperinmune en conejos Nueva 

Zelanda, como se reportó anteriormente (43). El anticuerpo -proteasa NH2 está 

dirigido contra la región del ORF1a comprendida entre los aminoácidos 420 al 581 

y se sintetizó en E. coli como fusión con la proteína glutatión S-transferasa (GST), 

usando el vector pGEX-4T-3 (Pharmacia). El suero hiperinmune se produjo como 

se mencionó anteriormente. Los tres anticuerpos mencionados anteriormente se 

realizaron en el laboratorio. Además, se obtuvieron dos péptidos sintéticos y sus 

correspondientes anticuerpos de conejo de la compañía GeneScript. Estos péptidos 

representan los aminoácidos del ORF2 559-VLSEPEDFDVVQKS-572 (anticuerpo 

-Espícula) y 745-AIAVKKKLRRGHAE-758 (anticuerpo -COOH). Los anticuerpos 

contra HAstV-8, cepa Yuc-8, han sido reportados (37). 

 

III. Ensayo de infectividad 

El título viral se determinó por medio de un ensayo de inmunoperoxidasa, según lo 

descrito por Méndez y colaboradores (37). Se crecieron células Caco-2 en cajas de 

96 pozos hasta que se formó una monocapa confluente. La monocapa se lavó 2 

veces con MEM (Minimum Essential Medium) y se infectaron con 50 µl del lisado 

viral de interés con diluciones seriadas dobles por 1 hora a 37ºC. El virus que no se 

adsorbió se removió y se incubaron las células durante 48 h a 37ºC en un ambiente 

con 10% de CO2. Posteriormente se lavó la monocapa con 100 l de PBS, se fijó 

con una solución de formaldehido al 2.5% en PBS durante 20 min a temperatura 

ambiente y se lavó 3 veces con PBS 1x. Después, la membrana de las células se 

permeabilizó con una solución de Tritón X-100 (Sigma) al 0.2% en PBS durante 15 

min a temperatura ambiente. Nuevamente se lavó la monocapa 3 veces con PBS y 

se añadió el anticuerpo primario monoclonal producido en ratón contra el astrovirus 

VA1 (2A2 diluido 1:1000) Posteriormente se añadió la proteína A acoplada a 

peroxidasa, diluido 1:3000 para detectar el anticuerpo primario. El anticuerpo 

primario se incubó a 4ºC toda la noche y la proteína A durante 1 h a 37ºC, ambos 
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se lavaron tres veces con PBS. Por último, se adicionó el sustrato de peroxidasa 

(50 µl por pozo que contiene 1 mg/ml de 3-amino-9-ethyl carbazol (AEC), 0.04% 

H2O2, y buffer de acetato de sodio (50 mM, pH 5). Una vez que se observó 

coloración en las células estas se lavaron con agua 2 veces y se contaron las 

unidades formadoras de focos (uff/ml) con un objetivo de 20x en un microscopio 

invertido Nikon TMS. 

 

IV. Western blot 

La muestra de interés se mezcló con amortiguador de carga (Tris-HCl 50 mM, pH 

6.8, 2% SDS, 0.1% de azul de bromofenol, 10% glicerol, 1% -mercaptoetanol) y se 

hirvió por 5 minutos.  

Las proteínas se separaron en un gel de poliacrilamida SDS-PAGE al 10% y se 

electrotransfirieron a una membrana de nitrocelulosa (Millipore) a 130 mA por 1 h. 

Posteriormente, la membrana se bloqueó durante 1 h con leche descremada 

(Carnation) al 5% en PBS-Tween al 0.1%. La membrana se incubó con el anticuerpo 

primario diluido en leche descremada al 1% en PBS-Tween al 0.1%, durante toda 

la noche a 4ºC en agitación. La membrana se lavó 3 veces con PBS-Tween al 0.1% 

durante 10 min cada lavado y se añadió el anticuerpo secundario (-IgG de conejo 

acoplado a peroxidasa, diluido 1:3000) por 1 h a temperatura ambiente. Finalmente, 

se lavó la membrana 5 veces con PBS-Tween al 0.1% durante 10 min cada lavado. 

Se detectaron las proteínas utilizando el sistema Western Lightning 

Chemiluminescence Reagent Plus (PerkinElmer) exponiéndose a una película 

hipersensible Kodak. 

 

V. Purificación de astrovirus VA1 

Se crecieron células Caco-2 en 6 platos de 150 mm hasta alcanzar confluencia y se 

infectaron con VA1 a una MOI de 5 durante 48 h a 37ºC. Transcurrido el tiempo se 

colectaron el medio y las células y se centrifugó por 10 min a 2,000 x g. El 

sobrenadante se desechó y el pellet se resuspendió en Tritón-X100 al 1% en buffer 
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TNE (50 mM Tris-HCl pH 7.4, 0.15 M NaCl, 10 mM EDTA), se incubó durante 30 

min en hielo y se agitó cada 5 min. Los tubos se centrifugaron a 2,000 x g durante 

10 min a 4ºC y se transfirió el sobrenadante a tubos opacos de polipropileno de 5 

ml (Beckman). Los tubos se centrifugaron a 70,000 x g por 16 h a 4ºC. Finalmente, 

el pellet de la última centrifugación se resuspendió en de buffer TNE y se sonicó 

para solubilizar el pellet. La muestra se centrifugó a través de 1 ml de sacarosa al 

30% en buffer TNE a 200,000 x g por 2 h a 4ºC. El virus presente en el pellet se 

purificó por densidad en gradientes de CsCl. Para esto, el pellet se resuspendió en 

4 ml de TNE, se sonicó y se le añadieron 2.4 g de CsCl. Después se realizó una 

centrifugación a 160,000 x g por 18 h a 4ºC y se colectó la banda opalescente 

correspondiente a las partículas virales; esta se diluyó a un volumen final de 5 ml 

de TNE y se centrifugó a 200,000 x g por 2 h a 4ºC. El pellet obtenido se resuspendió 

en 400 µl de TNE.  

 

VI. Caracterización del procesamiento de la proteína precursora de la cápside 

Para caracterizar el procesamiento de la proteína precursora de la cápside se 

infectó con el astrovirus VA1 una monocapa de células Caco-2 en una placa de 6 

pozos a una MOI de 5 durante 48 h a 37ºC. Transcurridas las 48 h se quitó el 

sobrenadante y se lisaron las células con 200 µl de buffer de Laemmli 1x. La 

muestra se hirvió durante 5 min y se realizó un Western blot para evaluar la 

interacción de las proteínas con 4 anticuerpos diferentes: uno dirigido contra el core 

y espícula (anticuerpo DB), uno contra el core (-core), uno contra la espícula (-

Espícula) y uno contra el extremo C-terminal (-COOH). Además, en este Western 

blot se incluyó una muestra de virus purificado y control de lisado de células Caco-

2 (MOCK). 

 

VII. Inhibidores de proteasas 

Con el objetivo de confirmar si el procesamiento de la proteína de la cápside es 

necesario para que el virus sea infeccioso, se crecieron células Caco-2 en pozos de 
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48 y se infectaron con el astrovirus VA1 a una MOI de 5. Transcurridas 24 h de 

infección se agregaron por separado los siguientes inhibidores (Tabla 2): Bestatina 

10 µM (Sigma, B8385), Aprotinina 0.3 µM (Sigma, A3428), Leupeptina 100 µM 

(Sigma, L8511), Pepstatina A 10 µM (Sigma, 77170), PMSF 1 mM (Sigma, P7626), 

E64 10 µM (Sigma, E3132), AEBSF 1 mM (Sigma, A8456), EDTA 1 mM (Sigma, 

E65511) y cOmplete ultra (coctel de inhibidores de proteasas) 1:100 (Roche, 

05892988001) y se incubaron por 12 h a 37ºC con una atmósfera de CO2 al 10%. 

La monocapa se lavó una vez con PBS y a todas las condiciones anteriores se les 

agregó cóctel de inhibidores de proteasas. Se congelaron y descongelaron tres 

veces las células y las muestras se analizaron por Western blot. 

 

Tabla 2. Inhibidores de proteasas y sus características 

Inhibidor Función Permeabilidad 
Concentración de 

trabajo 

Hidrocloruro de 

bestatina 

Inhibidor de aminopeptidasas Se desconoce 1-10 M 

Aprotinina Inhibidor de serín proteasas 

(reversible) 

No permeable 0.01-0.3 M 

Leupeptina Inhibidor de serín y cisteín proteasas 

(reversible) 

No permeable o 

permeable, depende de 

la fuente 

10-100 M 

Pepstatina A Inhibidor de proteasas aspárticas 

(reversible) 

Poca permeabilidad 1-10 M 

  

PMSF  Inhibidor de serín proteasas 

(irreversible) 

No permeable o 

permeable, depende de 

la fuente 

 1, 2 y 3 mM 

E64 

  

Inhibidor de cisteín proteasas 

(irreversible) 

Permeable 1-10 M 

AEBSF Inhibidor de serín proteasas 

(irreversible)  

Permeable 0.1-1 mM 

EDTA Inhibidor de metaloproteasas Permeable 1-10 mM 

complete Ultra (Cóctel 

inhibidor de 

proteasas)  

Inhibe de serín, cisteín, aspárticas y 

metaloproteasas 

Mixto  1x 
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VIII. Construcción de la clona pT7CF1-ORF2 

Para identificar la identidad de la proteasa involucrada en el procesamiento de la 

proteína precursora de la cápside, se clonó en el vector pT7CF1-CHis, el cual está 

controlado por el promotor del fago T7 el ORF2 (proteína precursora de la cápside) 

de VA1 (Fig. 8).  

 

 

Figura 8. Representación de la clona pT7-ORF2 VA1. En naranja se encuentra el promotor del 
fago T7, el cual da inicio a la transcripción mediada por la polimerasa del fago T7. En gris está el 
IRES o sitio interno de entrada del ribosoma. En azul se encuentra el ORF2 de 2277 pb seguido por 
una cola de poli adeninas, y por un terminador de la transcripción.  

 

Para esto se diseñaron oligonucleótidos para amplificar por PCR el ORF2 que se 

encontraba parcialmente clonado en otro vector (ver la siguiente sección). Los 

oligonucleótidos fueron sintetizados por la Unidad de Síntesis y Secuenciación de 

DNA del Instituto de Biotecnología. 

 

Tabla 3. Secuencia de los oligonucleótidos sintetizados para la amplificación del ORF2 a partir 
de la clona parcial del genoma de VA1. Se muestra el tamaño del ORF2. En rojo está el sitio de 
corte para la enzima NruI y en verde el sitio de corte para el enzima XhoI. 

Tamaño del gen 

amplificado Oligonucleótido sentido Oligonucleótido anti-sentido 

2277pb 
5’ GATAATATCG↓CGATGGCT 

GGTAGGCAGCCCCAGC 3’ 

3’ TATAATC↓TCGAGCTACTC 

GGCGTGGCCTCGG 5’ 

 

Amplificación del ORF2 a partir de la clona parcial del genoma de VA1 

(pT7-ORF1b y ORF2 VA1) 

Se amplificó el ORF2 a partir del plásmido pT7-ORF1b y OR2 VA1 utilizando los 

oligonucleótidos de la tabla 3. Se agregaron 500 ng del templado de DNA, 1 l de 

polimerasa Vent (NEB), 2 l de oligonucleótido sentido 10 M, 2 l de 
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oligonucleotido anti-sentido 10 M, 1 l dNTPs 12.5 mM, 5 l ThermoPol reaction 

buffer, 1.5 l MgSO4 100 mM y 37.5 l H2O, en el siguiente programa: 

 

Tabla 4. Programa de PCR utilizado para la amplificación del inserto. 

Ciclos Temperatura Tiempo 

1 ciclo 95º C 2 min 

25 ciclos 

95º C 15 seg 

55º C 30 seg 

72º C 3 min 

1 ciclo 72º C 5 min 

 

Corte con las enzimas NruI y XhoI 

Se tomó 1 g del vector pT7CF1-CHis y se cortó simultáneamente con las enzimas 

NruI y XhoI (Thermo Fisher Scientific) por 1 h a 37ºC, utilizando el buffer Cutsmart 

(NEB) y H2O. Para el inserto se tomaron 500 ng y se cortó con las mismas 

condiciones para el corte del vector. Tanto el vector como el inserto se purificaron 

de gel, por columna (GeneJet Gel Extraction Kit, Thermo scientific). 

 

Ligación 

Se realizó la mezcla de ligación (proporción 1:5 pT7CF1-CHis:ORF2, 1 l T4 DNA 

ligasa 5 U/l (Thermo Fisher Scientific), 3 l buffer T4 DNA ligasa 10x y H2O libre 

de nucleasas) y se dejó ligando toda la noche a 16º C. Finalmente se purificó por 

columna (GeneJet PCR Purification Kit, Thermo scientific). 

 

Transformación de bacterias DH5 electrocompetentes 

Una vez purificada la ligación se tomó un volumen de 5 l y se agregó en 

condiciones de esterilidad a 50 l de bacterias DH5 (DO 0.25) en hielo. A 

continuación, se electroporaron las bacterias bajo las siguientes condiciones: 10 F, 

600 Ohm y 1800 Volts durante 2 s. Los 35 l se colocaron en 500 l de medio LB 
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(Luria Bertani) y se incubaron durante 1 h a 37ºC. El volumen final se plaqueó en 

cajas Petri con medio LB y 100 μg/ml de Cb (carbenicilina). 

 

PCR de colonia 

Para el PCR de colonia se preparó una mezcla de reacción (2 l dNTPs 12.5 mM, 

2 l oligonucleótido sentido (10 pmol/l), 2 l oligonucleótido anti-sentido (10 

pmol/l), 10 l Thermo pol buffer, 0.5 l Taq DNA pol y H2O libre de nucleasas). De 

esta mezcla se tomaron 10 l para cada tubo. En condiciones de esterilidad se picó 

una colonia utilizando una punta blanca de pipeta Eppendorf y se introdujo dicha 

punta en los tubos con la mezcla de PCR e inmediatamente después se depositó la 

misma punta en un tubo Eppendorf con 200 l de medio LB más el antibiótico de 

selección. Las bacterias depositadas en los tubos con la punta se incubaron a 37ºC 

en agitación y el DNA en los tubos se amplificó por PCR.  

 

IX. Transfección de los plásmidos pT7-ORF2 VA1 en HEK 293T T7 

Se crecieron células HEK 293T T7 en una placa de 48 pozos hasta una confluencia 

del 80%. Una hora antes de iniciar la transfección se les cambió el medio por 225 

l de DMEM Adv fresco. Se preparó la mezcla de DNA agregando MEM sin suero 

para 12.5 l finales, 2 l agente P3000 (ThermoFisher) por cada g de DNA 

transfectado y la cantidad del DNA de interés a transfectar (entre 1 y 2g); a la par 

se preparó la mezcla de lipofectamina agregando 12.5 l de MEM sin suero finales 

y 2l lipofectamina 3000 (ThermoFisher) por cada g de DNA transfectado. La 

mezcla de DNA se añadió a la mezcla de lipofectamina y se incubó por 10 min a 

temperatura ambiente. Finalmente, la mezcla se añadió a la monocapa de células 

por goteo y se incubó durante 48 h a 37ºC. Transcurrido el tiempo se quitó el 

sobrenadante y las células se recuperaron en 70 l de buffer Laemmli, se hirvió 

durante 5 min y se realizó un Western blot utilizando los anticuerpos que se indican.  
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X. Optimización del ORF1a para su clonación en el vector pT7CF1-CHis 

Debido a los antecedentes de la dificultad de clonar el ORF1a, aparentemente 

debido a su secuencia de nucleótidos se decidió optimizar la secuencia del ORF1a 

para humano utilizando la herramienta https://www.idtdna.com/CodonOpt. Esta 

secuencia optimizada se sintetizó y clonó en la compañía GenScript para, de 

manera posterior, transfectar junto con el pT7-ORF2 en las células HEK 293T T7 y 

evaluar el procesamiento por Western blot.  
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VII. RESULTADOS 
 

I. Caracterización del procesamiento de la proteína precursora de la cápside 

del astrovirus VA1. 

Para avanzar en la caracterización del procesamiento proteolítico de la 

proteína precursora, y definir con mayor certeza su peso molecular, se usaron 

anticuerpos policlonales dirigidos contra dos fragmentos de la poliproteína que 

fueron generados previamente (41) (Fig. 9B, sueros DB y α-core). El suero de 

conejo DB reconoce la proteína del core y una región del amino terminal de la 

espícula, mientras que los anticuerpos α-core reconocen un fragmento específico 

de este dominio de la proteína. Para contar con herramientas inmunológicas más 

específicas que permitieran caracterizar con mayor precisión el procesamiento de 

la proteína precursora de la cápside, se sintetizaron dos péptidos en la compañía 

GeneScript que corresponden a la espícula (α-espícula) y al carboxilo terminal (α-

COOH) de la proteína precursora (Fig. 9B), de acuerdo a lo que se sabe de estos 

dominios en la proteína VP90 de los astrovirus clásicos (Fig. 9A).  
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Figura 9. Caracterización de los productos del procesamiento de la proteína de la cápside. (A) 
Diagrama del precursor de la cápside y su procesamiento en el astrovirus clásico HAstV-8, (B) 
Diagrama del precursor de la cápside y proteínas y péptidos recombinantes. El ORF2 se representa 
como un recuadro; las proteínas recombinantes y los péptidos α-Espícula y α-COOH utilizados para 
generar anticuerpos se representan como líneas moradas. El diagrama está a escala, y se muestran 
las posiciones relativas de las proteínas recombinantes Core y DB del astrovirus VA1, y los péptidos 
espícula y COOH; los números indican los residuos de aminoácidos VA1 ORF2 incluidos en cada 
proteína o péptido. (C-F) Identificación de las proteínas de la cápside, core y espículas ensambladas 
en el virus infeccioso maduro. Las monocapas de células Caco-2 no se infectaron (Mock) o se 
infectaron con VA1 a una MOI de 5 y se dejó que la infección prosiguiera durante 48 horas a 37ºC. 
Al final del período de incubación, se descartó el medio celular y la monocapa se lavó dos veces con 
DMEM-HG y se lisó mediante tres ciclos de congelación-descongelación. Se añadió buffer Laemmli 
y las proteínas se separaron mediante SDS-PAGE al 10% y se analizaron mediante Western blot 
utilizando los anticuerpos (C) α-DB, (D) α-core, (E) α-Espícula o (F) α-COOH. ICL, lisado celular 
infectado; VA1, partículas virales purificadas; Mock, células no infectadas. Los marcados de peso 
molecular (MW) están indicados entre los paneles (D) y (E). Las flechas en el panel izquierdo (C) y 
en el panel derecho (F) indican los pesos moleculares estimados aparentes para las proteínas 
virales. Las proteínas de 33 y 38 kDa corresponden al core y la espícula del virus maduro e 
infeccioso. 
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Los diversos anticuerpos se usaron para analizar mediante Western blot las 

proteínas de células Caco-2 infectadas y cosechadas a 48 h post-infección, células 

no infectadas (mock) y las proteínas presentes en el virus purificado (Fig. 9C-F). En 

el lisado de células infectadas, el anticuerpo DB reconoció una proteína precursora 

principal de 86 kDa y un segundo precursor menor de aproximadamente 80 kDa. 

También se reconocieron cuatro proteínas adicionales, de 33, 35, 38 y 42 kDa (Fig. 

9C). En el virus purificado se detectaron dos proteínas principales, de 33 y 38 kDa, 

lo que confirma que el anticuerpo DB reconoce regiones del core y de la espícula 

del virus; también se observó débilmente una tercera proteína de 35 kDa (Fig. 9C). 

El anticuerpo policlonal que se esperaba que reconociera el dominio core (α-core) 

reconoció la proteína precursora de 86 kDa y tres proteínas de 33, 35 y 42 kDa en 

el lisado de células infectadas, mientras que en el virus purificado una sola proteína 

de 33 kDa (Fig. 9D). Estos resultados indican que la banda de 33 kDa corresponde 

al core del virus, mientras que las proteínas de 35 y 42 kDa parecen ser 

intermediarios de procesamiento de este dominio estructural. En diferentes 

experimentos la proteína precursora de 35 kDa mostró un peso molecular aparente 

que osciló entre 34.5 y 36.2 kDa, mientras que la de 42 kDa osciló entre 40.5 y 42.6 

kDa, lo que sugiere que sitios de procesamiento alternativos pueden dar lugar a 

proteínas intermediarias del core que se pueden ensamblar en las partículas virales 

maduras (infecciosas). 

 

El anticuerpo dirigido contra la espícula (α-espícula) sólo reconoció la 

proteína precursora de 86 kDa en el lisado celular infectado, y una proteína de 38 

kDa en el virus purificado (Fig. 9E), lo que indica que esta proteína corresponde a 

la espícula. La no detección de la proteína de 38 kDa en las células infectadas 

probablemente se debe a la baja afinidad, o bajo título, de los anticuerpos α-

espícula. Finalmente, el anticuerpo dirigido contra la región carboxilo terminal de la 

poliproteína codificada por ORF2 (α-COOH) reconoció la proteína precursora, así 

como productos de procesamiento intermedio en el lisado celular de varios pesos 

moleculares. También reconoció trazas del mismo precursor en el virus purificado 
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(Fig. 9F), lo que sugiere que la proteína precursora no está presente en el virus 

maduro o está en muy pequeña cantidad. De manera importante, estos resultados 

indican que la región COOH-terminal de la proteína precursora se corta durante el 

procesamiento de la poliproteína y no está presente en el virus maduro. No se 

observaron bandas en lisados de células no infectadas con ninguno de los cuatro 

anticuerpos de proteína α-ORF2 evaluados. 

 

Después del análisis de más de diez inmunoblots, y con base en las masas 

moleculares observadas para la proteína precursora y para las proteínas 

incorporadas en el virus infeccioso, nombramos VP86, VP38 y VP33 a la proteína 

precursora, la proteína de la espícula y la proteína del core, respectivamente. 

 

Este análisis nos permitió además definir con mayor certeza los posibles 

sitios de procesamiento de la proteína precursora que dan origen a los 

intermediarios de corte, así como a las proteínas que están presentes en los viriones 

infecciosos (Fig. 10).  
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Figura 10. Procesamiento proteolítico propuesto para la proteína de la cápside ORF2 del 
astrovirus VA1. (A) Los cuadros azul y rojo representan los productos proteolíticos observados 
durante la replicación del virus; el recuadro rayado representa un péptido conector que 
probablemente se pierde durante el proceso de maduración del precursor. Se indican los dominios 
básicos y ácidos del precursor. La flecha roja indica el extremo amino del dominio de la espícula 
VP38 determinado por la secuenciación N-terminal de la proteína; las flechas negras continuas 
representan el extremo carboxilo estimado de VP33 y VP38, basado en los pesos moleculares 
aparentes de las proteínas que constituyen el virus infeccioso maduro; las flechas discontinuas 
representan procesamientos que dan productos proteolíticos intermedios del core de VP36 y VP42. 
(B) Productos del procesamiento por tripsina que constituyen el virus clásico maduro e infeccioso del 
astrovirus serotipo 8 de humano (HAstV-8). 

II. Caracterización de las proteínas que forman el virión maduro 

Para complementar la caracterización de las proteínas estructurales del virus 

y definir de manera más fina los extremos amino y carboxilo del core y de la 

espícula, se llevó a cabo un análisis por espectrometría de masas de las proteínas 

presentes en el virus purificado. Para esto, se purificaron las partículas virales por 

gradientes de densidad en CsCl y se separaron las proteínas por electroforesis en 

un gel de poliacrilamida/SDS. Las bandas se tiñeron con azul de Coomassie, se 

cortaron del gel y se analizaron por espectrometría de masas.  

 

Para definir con mayor precisión la secuencia de cada una de las dos 

proteínas, se identificaron los péptidos obtenidos por digestión tríptica de las 
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proteínas (incluyendo en el análisis los péptidos semi-trípticos), así como los 

obtenidos por digestión con la proteasa ProAlanasa, que corta en prolinas y 

alaninas. El resumen de las secuencias determinadas para cada proteína con base 

en la colección de péptidos identificados se muestra en la figura 11. 

 

 

Figura 11. Secuenciación del N-terminal y análisis por espectrometría de masas de las 
proteínas de la cápside del virus maduro. (A) Las proteínas del virus purificado por CsCl se 
separaron mediante SDS-PAGE al 11 %, se tiñeron con azul de Coomassie coloidal, (B) En amarillo 
se encuentra la secuencia de aminoácidos correspondiente al core VP33 y en verde la espícula 
VP38.  

Resaltado en amarillo se muestra la secuencia determinada para VP33 (core) 

y en verde la secuencia identificada a partir de los péptidos de VP38 (espícula). 

Como se puede ver, existe una región entre las dos proteínas para la cual no se 

identificaron péptidos en el análisis, lo que sugiere que este segmento de la proteína 

se pierde durante el procesamiento de VP86 y no está presente en el virión. La 

masa molecular de la región señalada en amarillo es de 32.7 kDa, lo que concuerda 

con la definida a través de los análisis de Western blot, de 33 kDa. El péptido que 

define el extremo amino terminal de la espícula (en verde) inicia en el aminoácido 

348 (TDV...), lo que concuerda con el extremos amino de esta proteína determinada 

previamente por degradación de Edman (TDVQYLVYASLAD....) (39). El extremo 

carboxilo de la espícula, definido por el péptido SDVLTLHFHLP identificado por 

digestión con ProAlanasa, probablemente represente el extremo carboxilo real de 

la proteína, considerando que la masa molecular de la secuencia en verde es de 

37.1 kDa, comparada con la estimada por Western blot, de 38 kDa. A su vez, esto 

indica que la región río abajo del péptido mencionado corresponde al dominio 
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COOH de la proteína precursora que es eliminado durante su procesamiento, de 

manera similar a como ocurre en los astrovirus clásicos. 

 

III. El inhibidor de proteasas ABESF disminuye el procesamiento de la proteína 

de la cápside y abate la infectividad del astrovirus VA1 

Para evaluar si el procesamiento es necesario para activar la infectividad del 

virus, decidimos probar diferentes inhibidores de proteasas que abarcaran los siete 

grupos de proteasas que se han descrito, con base en sus residuos catalíticos 

(mixtas, serín, treonín, cisteín, aspartil, glutamil y metaloproteasas). Para esto, se 

infectaron células Caco-2 durante 24 h con astrovirus VA1 a una MOI de 5, tiempo 

al cual se detecta ya a la proteína precursora, aunque su procesamiento es todavía 

limitado (ver Fig. 12). A este tiempo se adicionaron los inhibidores y se incubaron 

por 12 horas. Transcurridas las 36 horas se lavaron las células, se agregó un 

inhibidor de proteasas general (complete ultra) para evitar que continuara el 

procesamiento de las proteínas o su degradación durante los pasos siguientes y se 

colectaron las células para evaluar el procesamiento y la infectividad en presencia 

de los diferentes inhibidores (Fig. 12).  
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Figura 12. Efecto de varios inhibidores de proteasas en el procesamiento de las proteínas de 
la cápside y en el título infeccioso. (A) Western blot utilizando el anticuerpo DB, se observa la 
proteína precursora de 86 kDa y algunos intermediarios del procesamiento. Hay un menor 
procesamiento con el inhibidor AEBSF. (B) Título infeccioso del astrovirus VA1. Hay una disminución 
en el título al agregar el coctel de inhibidores de proteasas y no hay título en presencia del inhibidor 
AEBSF.  

 

Como se puede ver en la figura 12, en presencia de todos los inhibidores 

utilizados se observó un nivel de procesamiento similar de la proteína precursora 

comparado con la condición control a 24 horas. La excepción a esto fue el inhibidor 

AEBSF, que fue el único que demostró disminuirlo (Fig. 12A), ya que en las dos 

concentraciones evaluadas VP86 no se procesa en proteínas de menor peso, como 

VP33 y VP38. De manera interesante, AEBSF fue también el único que disminuyó 

la producción de virus infeccioso (Fig. 12B). El inhibidor AEBSF (clorhidrato de 

fluoruro de 4-bencenosulfonilo) se une irreversiblemente a las serín proteasas. A 

pesar de que se probaron otros inhibidores de serín proteasas, como aprotinina, 

leupeptina y PMSF, no se observó un efecto con estos. 

 

Una de las posibilidades que surgieron al observar el efecto en la disminución 

de la infectividad utilizando el inhibidor AEBSF, es que este podría actuar inhibiendo 

a la propia proteasa de serina del virus o la síntesis de novo de proteínas. Esto 

último se descartó al utilizar el antibiótico cicloheximida, el cual bloquea la 
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elongación traduccional, al observar que no es necesaria la síntesis de novo para 

que ocurra el procesamiento de la proteína precursora, es decir, AEBSF inhibe el 

procesamiento parcial de VP86 de manera independiente a la síntesis de proteínas 

virales (resultados no mostrados).  

 

IV. ¿La proteasa involucrada en el procesamiento de la proteína precursora de 

la cápside del ORF2 del astrovirus VA1 es de origen celular o viral? 

Para contestar esta pregunta se exploraron las siguientes estrategias: 

 

1. Expresión del ORF2 de VA1 en células HEK 293T T7. 

El plásmido pT7-ORF2 se utilizó para transfectar células HEK 293T T7 (44), 

las cuales expresan constitutivamente la polimerasa del fago T7. Esto permite la 

transcripción del ORF2 de VA1 en el citoplasma bajo el promotor T7 y, por ende, la 

producción de la proteína de la cápside VP86 codificada por este ORF2. La 

producción de la proteína y su procesamiento se evaluaron por medio de Western 

blot utilizando el anticuerpo DB. 

 

El anticuerpo DB reconoce a la proteína precursora de la cápside de 86 kDa, 

sin embargo, esta no se encuentra procesada, ya que no se observa el core, la 

espícula y sus intermediarios. Para corroborar que el ORF2 no se está procesando 

en las células HEK 293T T7, se repitió el experimento agregando como control 

células Caco-2 y HEK 293T T7 infectadas con VA1 (Fig. 13). 
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Figura 13. Metodología experimental para la transfección de la clona pT7-ORF2 VA1.  

 

Al evaluar la susceptibilidad de las células Caco-2 y HEK 293T T7 a la 

infección por VA1 encontramos que estas últimas se infectan 20 veces menos. Por 

esta razón, evaluamos el procesamiento de VP86 en HEK 293T para poder 

interpretar mejor el resultado anterior en el que la proteína precursora de 86 kDa se 

expresa, pero no se procesa. Para esto, se infectaron las células HEK con VA1 a 

una MOI de 5 durante 48 h, y se detectó la síntesis y el procesamiento de la proteína 

precursora y de sus productos de procesamiento. Aunque en ambas líneas celulares 

se detectó la proteína y sus productos proteolíticos, el procesamiento de VP86 en 

células HEK es menos eficiente que en células Caco-2 infectadas en las mismas 

condiciones.  

 

La observación de que la proteína VP86 no se procesa cuando se sintetiza a 

partir del plásmido, en ausencia del contexto de la infección viral, sugiere que la 

proteasa podría ser de origen viral, o bien, que el procesamiento de la VP86 por una 

proteasa celular requiere del contexto general que se genera en células infectadas, 

como es la remodelación de las membranas intracelulares inducida durante la 

replicación del virus (25, 26). 
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Figura 14. Western blot de células Caco-2 o HEK 293 T7 infectadas con VA1 y HEK 293 T7 
transfectadas con pT7-ORF2 o con el vector vacío pT7CF1-CHis. Se muestra el Western blot de 
las muestras utilizando el anticuerpo DB Se señala con flechas al core 33 kDa, la espícula 38 kDa y 
los intermediarios del core de 35 y 42 kDa. 

 

Considerando que no se observó el procesamiento de la proteína VP86 

expresada a partir del plásmido pT7-ORF2, a pesar de expresarse de manera clara, 

decidimos evaluar la siguiente estrategia: 

 

2. Co-expresión en células HEK293T T7 del ORF2 de VA1 con la región del 

ORF1a, que codifica a la proteasa viral. 

Para evaluar si el procesamiento de la proteína precursora podía ocurrir en 

presencia de la proteasa viral expresada también a partir de un plásmido, se clonó 

el ORF1a de VA1 en el plásmido pT7CF1-CHis. Se evaluaron diferentes estrategias 

de clonación del ORF1a sin éxito, por lo que se optó por utilizar los servicios de 

clonación en la compañía GeneScript. Esta compañía tampoco tuvo éxito después 

de probar la clonación del gen en varios plásmidos, condiciones de temperatura de 

crecimiento y cepas de E. coli, ya que las clonas obtenidas tuvieron deleciones o 

mutaciones. Considerando que el problema de clonación podía deberse a la 
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toxicidad para las bacterias de la secuencia de DNA del segmento de interés, se 

diseñó una región del ORF1a optimizada para codones de células humanas y 

nuevamente se intentó su síntesis y clonación en la compañía GeneScript. Esta 

versión de ORF1a tuvo 689 nt de diferencia con la secuencia original, de 2661 nt 

totales. 

 

El ORF1a optimizado para codones humanos sí se pudo clonar, por lo que 

pudimos co-expresarlo en células HEK-T7 junto con el ORF2, ambos clonados en 

el plásmido pT7CF1-CHis. Para esto, transfectamos 1 g del plásmido de ORF2 

junto con 500 ng, 1 g y 2 g del plásmido de ORF1a, respectivamente, en células 

HEK-T7 por 48 h. A continuación, analizamos por Western blot el procesamiento de 

la proteína VP86 utilizando el anticuerpo DB. También utilizamos el anticuerpo α-

proteasa NH2 para evaluar la síntesis de esta proteína a partir del plásmido ORF1a 

(Fig. 15). 

 

Figura 15. Metodología experimental para la co-transfección de la clona pT7-ORF2 VA1 y clona 
pT7-ORF1a optimizado en HEK 293T T7.  
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Al transfectar las células HEK 293T T7 con la clona pT7-ORF1a y ORF2, por 

separado, es posible identificar la producción de la proteína precursora VP86 y la 

proteasa de alrededor de 21 kDa, lo que sugiere que la transfección ocurrió y las 

proteínas se están expresando dentro de la célula. A pesar de que el ORF2 se está 

expresando abundantemente, no es posible apreciar el procesamiento de VP86 

incluso a diferentes concentraciones del plásmido de ORF1a (Fig. 16). Estos 

resultados confirman el no procesamiento de VP86 cuando se sintetiza a partir de 

un plásmido, aun en presencia de la expresión de la proteasa viral, cuando esta se 

sintetiza también a partir de un plásmido. 

 

Figura 16. Western blot de la co-transfección del ORF1a optimizado junto con el ORF2 del 
astrovirus VA1 en la línea celular HEK 293T T7. (A) Western blot utilizando el anticuerpo DB, se 
observa la proteína precursora de 86 kDa en el control y en los carriles donde se transfectó el ORF2 
y el control de células infectadas, (B) Western blot utilizando el anticuerpo α-proteasa NH3, se 
observa la proteasa en alrededor de 21 kDa en los carriles donde se transfectó el ORF1a y el control 
de células infectadas.  
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VIII. DISCUSIÓN 

Utilizando anticuerpos dirigidos contra las diferentes regiones codificadas por 

el ORF2, encontramos que los virus maduros están compuestos por dos proteínas, 

una de 33 kDa (VP33), que representa el dominio del core del virus, y una segunda 

proteína de 38 kDa (VP38) que constituye el dominio de la espícula viral. Además, 

detectamos varios intermediarios de corte de la poliproteína del ORF2 durante la 

ruta proteolítica que origina a VP33 y VP38. Los productos intermediarios 

detectados variaron en diferentes experimentos y también con el anticuerpo 

utilizado. Por ejemplo, cuando se utilizó el anticuerpo dirigido contra el extremo 

carboxilo de la proteína precursora, además de la proteína precursora de 86 kDa 

(VP86), se observaron bandas de 46 a 77 kDa. Esto indica que el ORF2 se procesa 

por el corte del extremo amino terminal para originar al menos 5 productos 

intermediarios. Por otro lado, cuando se utiliza el anticuerpo contra el core, el 

procesamiento de VP86 también puede comenzar desde la región carboxilo 

terminal, ya que se observan productos de 35 y 42 kDa. Los resultados sugieren 

que existen rutas de procesamiento alternativas que finalmente convergen para 

producir a VP33 y VP38, los dos polipéptidos que constituyen a la forma madura 

infecciosa del virus. El intermediario del core de 35 kDa se observó muy a menudo 

en muestras de lisados celulares infectados a pesar de que no se detectó en el virus 

maduro. El peso molecular esperado de la proteína precursora, basándonos en la 

composición de 758 aminoácidos es de 84.2 kDa. Sin embargo, el peso molecular 

aparente observado es de 86 kDa. No es claro si es por una migración atípica de la 

proteína durante la electroforesis o modificaciones post-traduccionales de la 

proteína en cápside. 

  

 Considerando el peso molecular de VP33 (core) y el extremo amino terminal 

de la espícula, parece ser que se pierde un segmento de alrededor de 50 

aminoácidos de la proteína precursora durante su procesamiento, al igual que se ha 

observado en el procesamiento de VP70 en HAstV-8 (1, 37). Nuestros resultados, 

junto con la reciente determinación de la estructura cristalográfica de la proteína de 
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espícula por el grupo de la Dra. Rebecca DuBois, de la Universidad de California en 

Santa Cruz, sugieren que el extremo amino terminal de la proteína de la espícula 

contiene una o más hebras beta entre los residuos 350-385 que lo unen a la proteína 

del core (comunicación personal). Este comportamiento también se ha observado 

en la región amino terminal de la espícula de los astrovirus clásicos de humano (45). 

Interesantemente, encontramos que la espícula del astrovirus VA1 es más grande 

que la proteína del core, opuesto a lo observado en los astrovirus clásicos de 

humanos (22). La reciente resolución de la estructura por rayos-X de la proteína 

espícula de VA1, junto con el modelamiento del dominio del core de VA1 

(comunicación personal) basado en la estructura cristalográfica de este dominio 

determinado previamente para dos serotipos de astrovirus clásicos (19–21), en 

conjunto con los esfuerzos de nuestro grupo en colaboración con la Dra. Jane Tao 

de la Universidad de Rice por determinar la estructura de la partícula viral por crío-

microscopía electrónica permitirá explorar las bases estructurales del 

procesamiento intracelular por una proteasa todavía no identificada. 

 

Para confirmar que el procesamiento es importante para activar la 

infectividad viral decidimos evaluar diferentes inhibidores de proteasas durante la 

infección de células con VA1. El inhibidor AEBSF fue el único que demostró una 

disminución en el procesamiento de VP86 y el abatimiento de la infectividad. AEBSF 

es un inhibidor permeable e irreversible de serín proteasas que actúan al reaccionar 

con el hidroxilo del residuo de serina en el sitio activo para formar derivados de 

sulfonilo. Ninguno de los otros inhibidores de serín proteasas, como aprotinina, 

leupeptina y PMSF, fueron capaces de producir una disminución similar en la 

infectividad viral y en el procesamiento de VP86. El inhibidor aprotinina es 

reversible, sin embargo, no es permeable a las células. Por otro lado, el inhibidor 

leupeptina es reversible y se ha reportado como permeable y no permeable. 

Finalmente, el inhibidor PMSF es irreversible y se ha reportado como permeable y 

no permeable (ver Tabla 2). Además, se probaron inhibidores de otras familias como 
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cisteína, aspártico y metaloproteasas sin mostrar efectos sobre el procesamiento y 

la infectividad viral.  

 

Se ha observado que el inhibidor AEBSF es capaz de disminuir la infectividad 

de otros virus de RNA como dengue y el virus sincicial respiratorio (RSV) (46, 47), 

a través de inhibir la síntesis de colesterol o inhibir la entrada del virus, 

respectivamente. Los resultados obtenidos en nuestro trabajo siguieren que AEBSF 

inhibe el procesamiento parcial de VP86 a sus formas procesadas y, por ende, no 

hay infectividad, confirmando que el procesamiento a la partícula madura de VP33 

y VP38 es necesario para activar la infectividad.  

 

Para evaluar si la proteasa encargada del corte proteolítico de la proteína de 

la cápside es de origen viral o celular, expresamos el ORF2 de VA1 en células HEK-

T7, no infectadas con el virus. Encontramos que la proteína precursora de la cápside 

VP86 se expresa eficientemente, sin embargo, esta no se procesó, sugiriendo que 

el procesamiento es dependiente de la proteasa viral. Para explorar esta posibilidad, 

decidimos proveer la proteasa viral co-expresándola en las células junto con el 

ORF2. Para esto, clonamos el ORF1a de VA1, el cual codifica a las proteínas no 

estructurales del virus, incluyendo la proteasa. Células HEK-T7 fueron co-

transfectadas con los vectores que dirige la síntesis de ORF2 y el del ORF1a. 

Ensayos de Western blot revelaron que VP86 y la proteasa se co-expresaron en la 

línea células, sin embargo, no se observó el procesamiento VP86. Estos hallazgos 

pueden tener varias posibilidades. La primera es que la proteasa que procesa VP86 

sea realmente la de origen viral, pero que no se haya expresado en la cantidad 

suficiente, o está no se encuentra en el compartimento celular adecuado para 

interaccionar y procesar a la proteína. La segunda posibilidad es que se requiera el 

contexto de la infección de VA1 para generar las condiciones intracelulares 

necesarias para el procesamiento. Por ejemplo, la interacción de VP86, de la 

proteasa viral, o bien de ambas, con el sistema membranoso de la célula que se 

genera como consecuencia de la replicación de VA1. Este comportamiento se ha 
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reportado para astrovirus clásicos y muchos otros virus de RNA de una sola cadena 

de polaridad positiva, como poliovirus, norovirus, dengue, hepatitis C, coronavirus, 

entre otros (48, 49). La tercera posibilidad es que la proteasa encargada de procesar 

a VP86 de VA1 sea de origen celular y que su expresión/activación sea inducida 

durante el proceso de infección. Es también posible que el contexto de la infección 

sea necesario para reclutar la o las proteasas celulares involucradas en el 

procesamiento a los compartimentos adecuados de la célula.  

 

Es interesante mencionar que la clonación del ORF1a de VA1 representó un 

obstáculo importante, ya que ni con el esfuerzo realizado en el laboratorio, o el de 

la compañía GeneScript, logramos su clonación. En todas las ocasiones se 

generaron mutaciones o deleciones en los primeros 1600 nucleótidos del ORF1a. 

Datos similares fueron reportados previamente por el grupo del Dr. Wang, cuando 

estableció un sistema de genética reversa para VA1 (50). El análisis de las 

características de la secuencia de DNA del ORF1a mostró que los primeros 1600 

nucleótidos del genoma de VA1 tienen un porcentaje alto de adeninas y timinas 

(60%). Las regiones ricas en A-T han sido reportadas como sitios en los que se 

forman los complejos de replicación y donde se inicia la síntesis de DNA (51), y se 

ha visto que son zonas propensas a generar inserciones o mutaciones, por esta 

razón decidimos optimizar el uso de codones del ORF1a para humano cambiando 

689 nt (52% A-T), lo cual fue suficiente para permitir la clonación del ORF1a.  

 

Nuestros resultados no nos permitieron concluir si la proteasa involucrada en 

el procesamiento de VP86 es de origen celular o viral, aunque también es posible 

la participación de más de una proteasa. Se tienen consideradas varias estrategias 

para tratar de determinar el origen de la proteasa, así como su identidad. Para esto, 

se propone a futuro: 1) Evaluar si el contexto de la infección es importante para el 

corte proteolítico de VP86, construyendo un vector que exprese un tag (cola de 

histidinas, myc, flag, etc.) fusionado al extremo amino de ORF2 y expresar esta 

proteína de fusión en células que haya sido concomitantemente infectadas. Esto se 
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puede hacer con el mismo sistema de HEK-T7, o construyendo un nuevo vector que 

exprese la proteína ORF2 a partir de un promotor de células de mamífero y evaluar 

el sistema en células Caco-2. 2) Co-traducir el mRNA del ORF1a y el ORF2 de VA1, 

ya sea a partir de transcritos generados in vitro, o bien a partir de los plásmidos en 

un sistema in vitro acoplado transcripción-traducción (e.g., reticulocitos de conejo), 

el cual permita evaluar si la proteasa viral procesa a VP86 en estas condiciones. 

Una variante de esta estrategia es co-traducir el genoma viral y el mRNA del ORF2 

in vitro, teniendo al genoma del virus como la fuente de la proteasa viral. 3) Incubar 

un lisado de células HEK-T7 o Caco-2, infectadas y no infectadas, con la proteína 

ORF2 sintetizada in vitro y evaluar el procesamiento de VP86. Actualmente, todas 

estas estrategias alternativas las estamos llevando a cabo en el laboratorio. 

Enfoques más sofisticados que podrían llevarse a cabo en el futuro son: i) evaluar 

el transcriptoma de células Caco-2 infectadas y no infectadas para detectar la 

posible inducción de la expresión de proteasas celulares; y ii) determinar el 

interactoma de la proteína VP86 y o de la espícula en células infectadas. Estas dos 

últimas estrategias darían información mucho más amplia acerca de la biología del 

virus y de su interacción con la célula, que es un objetivo general de interés para 

nuestro grupo. 

 

Existe la posibilidad de que la proteasa sea de origen viral, ya que se ha 

reportado que para virus de la familia Picornaviridae (los cuales tienen un genoma 

ssRNA(+), como poliovirus, hepatitis A, coxsackievirus y calicivirus felino) hay 

evidencia que la propia proteasa viral está involucrada en algún corte de las 

proteínas estructurales y están encargadas del procesamiento de las proteínas no 

estructurales (52–54). Esto también ocurre en algunos virus de la familia 

Flaviviridae, como fiebre amarilla, dengue o Zika (55). Sin embargo, en otras familias 

de virus de ssRNA(+), como Togaviridae, no hay evidencia de procesamiento de las 

proteínas estructurales por parte de la proteasa viral. Tampoco en el caso de virus 

de la familia Coronaviridae, ya que las proteínas estructurales del virus se expresan 

a partir de RNA mensajeros individuales (56). 
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Finalmente, es importante mencionar que el astrovirus VA1 infecta y se 

replica en células neurales (40, 57) y se le ha asociado con encefalitis en individuos 

inmunodeprimidos. Lo anterior es consistente con la independencia de la 

infectividad de VA1 a ser activada por tripsina y con la participación de una proteasa 

intracelular o viral en el proceso. Los resultados obtenidos en esta tesis sientan las 

bases para profundizar en el estudio de la biología del astrovirus VA1, incluyendo el 

papel que juega el procesamiento de la poliproteína precursora en el ciclo 

replicación. Este conocimiento será relevante para el eventual diseño de medidas 

de control para la infección causada por este virus, en particular para el tratamiento 

de los casos de encefalitis que, hasta ahora, han mostrado alta mortalidad. 
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IX. CONCLUSIONES 

• El procesamiento proteolítico de la proteína precursora de la cápside que 

activa la infectividad del virus depende de la proteasa viral o de una proteasa 

celular, o de ambas, pero no del corte por tripsina, como ocurre con los 

astrovirus clásicos. 

• La proteína precursora de la cápside del astrovirus VA1 tiene un peso de 86 

kDa (VP86) y se procesa proteolíticamente en proteínas de 33, 36, 38 y 42 

kDa.  

• El virus infeccioso maduro está formado por dos proteínas. La proteína de 33 

kDa (VP33) que representa el core de la partícula, y por la proteína de 38 

kDa (VP38) que constituye la espícula del virión.  

• Las proteínas estructurales de VA1 presentan diferencias en relación a los 

astrovirus clásicos, ya que éstos están formados por un core de 34 kDa y la 

espícula de 27 kDa. Aun así, el procesamiento de ambas proteínas 

precursoras, de astrovirus clásicos y de VA1, pierden una región que conecta 

a ambos dominios de los virus.  

• El fármaco AEBSF inhibe el corte de la proteína precursora a sus formas 

menores, lo que parece estar asociado con la pérdida de la infectividad viral.  

• VP86 se sintetiza abundantemente en células HEK-T7 a partir de un vector 

de expresión, fuera del contexto de la infección viral. Sin embargo, la proteína 

precursora no se procesa proteolíticamente en estas condiciones. Tampoco 

se pudo observar procesamiento de VP86 cuando se co-expresó con el 

ORF1a del virus, como fuente de la proteasa viral. 
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X. PERSPECTIVAS 

• Obtener una línea estable de Caco-2 que exprese la polimerasa T7 para 

expresar eficientemente al ORF2 en estas células, altamente susceptibles a 

la replicación del virus a partir del promotor de T7. Evaluar si los resultados 

en Caco-2 son similares o no a los encontrados en células HEK-T7, 20 veces 

menos susceptibles a la infección por VA1.  

• Como método alternativo al punto anterior construir un vector que exprese 

eficientemente el ORF2 en células Caco-2, a partir de un promotor de células 

de mamíferos, como el de CMV.  

• Continuar con las varias estrategias adicionales que se están llevando a 

cabo, mencionadas en la discusión, para tratar de determinar el origen de la 

proteasa y su identidad.  

• Realizar el análisis transcripcional de células Caco-2 infectadas o no con VA1 

y su comparación con células Caco-2 infectadas o no con un astrovirus 

clásico. 

• Determinar el interactoma de la proteína de cápside de VA1 utilizando la 

estrategia de biotinilar a las proteínas que interaccionen con la proteína viral 

usando versiones cortas de la proteína BirA, como ultraID, fusionada a la 

proteína de cápside. 

• Clonar el ORF1a optimizado junto con el resto del genoma para evaluar si es 

posible recuperar virus (genética reversa). Este sistema pudiera ser 

posteriormente utilizado para estudiar la actividad y especificidad de la 

proteasa viral. 
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