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os�astrovirus�son�virus�de�simetría�icosaédrica�con�un�genoma�de�RNA�monocatenario�

de�polaridad�positiva�organizado�en�tres�pautas�abiertas�de�lectura�(ORF1a�y�ORF1b�

para�las�proteínas�no�estructurales,�y�ORF2�para�las�proteínas�estructurales).�Pertenecen�a�

la� familia� Astroviridae,� la� cual� agrupa� tanto� virus� humanos� como� de� distintos� animales,�

incluyendo�mamíferos�y�aves.��

En� el� año� 1975� los� astrovirus� fueron� identificados� por� primera� vez� como� agentes�

infecciosos�causantes�de�gastroenteritis.�Desde�su�descubrimiento�hace�ya�casi�40�años,�se�

ha� profundizado� fundamentalmente� en� el� conocimiento� de� su� epidemiología� y� su�

importancia� médica.� Actualmente,� los� astrovirus� se� consideran� una� causa� importante� de�

gastroenteritis�no�bacteriana�en�la�población�infantil,�después�de�rotavirus�y�calicivirus.�En�

general,� la� sintomatología� causada� por� la� infección� por� astrovirus� es� leve,� aunque� en�

pacientes� inmunosuprimidos� puede� llegar� a� ser� más� severa� e� incluso� puede� haber�

diseminación�del�virus�a�otros�tejidos�diferentes�del�epitelio�intestinal.��

En� cuanto� al� conocimiento� de� su� biología� molecular� y� organización� genómica,� y� gracias�

sobre�todo�a�que�son�virus�capaces�de�replicar�en�cultivo�celular�en�presencia�de�tripsina,�

ha� habido� también� importantes� avances.� No� obstante,� actualmente� se� desconoce� el�

número�total�de�proteínas�codificadas�por�el�virus�así�como�la�función�de�muchas�de�ellas.�

Mención� especial� merece� el� producto� de� procesamiento� en� el� extremo� C�terminal� de� la�

poliproteína�no�estructural�nsP1a,�codificada�por�el�ORF1a.�Dicha�proteína,�denominada�en�

este�trabajo�nsP1a/4,�contiene�diversas�señales�y�motivos�que�podrían�tener�una�función�

biológica�relevante�en�el�ciclo�replicativo�del�virus.�De�estos�motivos,�cabe�destacar,�entre�

otros,�la�presencia�de�una�zona�hipervariable�(HVR)�rica�en�inserciones�y�deleciones,�que�se�

ha�relacionado�con�un�posible�papel�en�la�replicación�del�RNA�vírico�(Guix�et�al.,�2005),�así�

como�una�putativa�región�codificante�para�una�proteína�VPg�(Al�Mutairy�et�al.,�2005).��

En�este�contexto,�esta�Tesis�Doctoral�empezó�con�el�objetivo�general�de�profundizar�en�la�

caracterización�genética�y�funcional�de�la�proteína�nsP1a/4.��

I. PRÓLOGO 

L�
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En�primer�lugar,�nos�propusimos�analizar�la�diversidad�genética�de�la�región�hipervariable�

de�la�proteína�nsP1a/4,�comparándola�con�la�variabilidad�encontrada�en�otras�regiones�del�

genoma,� concretamente� con� una� región� del� ORF1a� y� una� del� extremo� 5’� conservado� del�

ORF2.� Asimismo,� también� se� realizó� un� análisis� filogenético� con� el� fin� de� identificar�

diferentes� genotipos� derivados� de� la� región� hipervariable.� Por� otro� lado,� la� existencia� de�

diferencias�en�el�patrón�de�replicación�y�más�concretamente�en�los�títulos�de�los�distintos�

tipos�de�RNA�vírico�sintetizados,�asociadas�a�la�región�hipervariable�(Guix�et�al.,�2005),�nos�

motivó� a� investigar� nuevos�métodos� de�diagnóstico� y� tipado,�que�nos� permitieran� trazar�

estas� diferentes� características� biológicas,� las� cuales� pensamos� que� pueden� tener� una�

importancia� médica� considerable.� De� este� modo,� y� basándonos� en� el� elevado� nivel� de�

variabilidad� genética� de� la� región� hipervariable� de� la� proteína� nsP1a/4,� diseñamos� un�

nuevo�sistema�de�detección�y�tipado�molecular�para�astrovirus.��

En� segundo� lugar,� dada� la� implicación� de� la� proteína� nsP1a/4� en� la� replicación� del� RNA�

vírico� (Guix�et�al.,�2005),�nos�propusimos� investigar�sobre� la�posible� interacción�de�dicha�

proteína�con�la�polimerasa�vírica.�Para�ello,�dado�que�los�astrovirus�son�virus�fastidiosos�y�

el� nivel� de� proteínas� sintetizadas� en� células� infectadas� es� bajo,� la� estrategia� a� seguir� fue�

expresar� tanto� la�proteína�nsP1a/4�como� la�polimerasa�vírica�en�el� sistema�de�expresión�

heteróloga�de�baculovirus.�De�la�proteína�nsP1a/4�se�expresaron�formas�correspondientes�

a� distintos� genotipos� derivados� de� la� región� hipervariable,� con� patrones� distintos� de�

replicación,� con� el� fin� de� intentar� establecer� diferencias� a� nivel� de� la� interacción� con� la�

polimerasa�que�nos�permitieran�explicar�los�distintos�fenotipos�de�replicación�observados.�

Por� otro� lado,� la� expresión� de� la� proteína� nsP1a/4� en� el� sistema� de� baculovirus,� nos�

permitió,� además,� investigar� otros� aspectos� como� las� posibles� modificaciones� post�

traduccionales�de�la�proteína�y�su�estado�de�oligomerización.��

Finalmente,�las�distintas�evidencias�que�apuntan�a�la�existencia�de�una�proteína�VPg�unida�

al�genoma�de�astrovirus�y�la�predicción�computacional�de�una�putativa�región�codificante�

para� dicha� proteína� en� el� extremo� 3’� del� ORF1a� (Al�Mutairy� et� al.,� 2005),� dentro� de� la�

región�codificante�para�la�proteína�nsP1a/4,�nos�motivaron�a�investigar�la�síntesis�de�esta�

proteína� en� células� infectadas� con� astrovirus.� Para� ello,� se� analizaron� las� proteínas� co�

purificadas�con�el�RNA�extraído�a�partir�de�células� infectadas�y�se� identificaron�mediante�
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cromatografía� líquida� y� espectrometría� de� masas.� Además,� se� realizaron� estudios�

computacionales� acerca� del� posible� estado� desordenado� de� la� putativa� VPg,� puesto� que�

esta�característica�parece�ser�un�denominador�común�de�las�proteínas�VPg�de�otros�virus�y�

se�ha�relacionado�con�su�capacidad�de�unión�a�múltiples�proteínas.�Por�último,�se�analizó�el�

papel�de� la�proteína�VPg�en� la� infectividad�del�virus�mediante�el� tratamiento�proteolítico�

del�RNA�vírico�y�la�posterior�transfección�en�células,�y�se�identificó�el�potencial�residuo�de�

unión�al�RNA�mediante�la�mutagénesis�de�varios�residuos�de�la�proteína�VPg.�
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�continuación� se� enumeran� las� abreviaturas� y� los� anglicismos� (cursiva)� más�

frecuentemente� utilizados� en� esta� Tesis.� En� algunos� casos,� se� indica� entre�

paréntesis� la� traducción� inglesa�de� la� cual�derivan� las� iniciales.�Finalmente,� se� incluye�un�

listado�con�las�unidades�y�los�prefijos�de�unidad�utilizados.�

�
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�

ANOVA��
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Parámetro� filogenético� para� medir� el� grado� de� significación� estadística� de� una�
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sta�Memoria�consta�de�los�siguientes�apartados:�Introducción,�Objetivos,�Resultados,�

Discusión,�Conclusiones�y�Bibliografía.�

1.� INTRODUCCIÓN.� Se� ha� estructurado� en� dos� grandes� bloques:� un� primer� bloque�

dedicado� a� las� distintas� estrategias� de� replicación� vírica,� haciendo� especial� énfasis� en� la�

replicación�de�virus�RNA�de�cadena�simple�y�polaridad�positiva�y�el�papel�que� juegan� las�

proteínas� VPg� en� la� traducción� y� transcripción� de� estos� virus;� y� un� segundo� bloque�

destinado� a� astrovirus,� el� cual� se� estructura� a� su� vez� en� distintos� apartados� que� tratan�

aspectos�biológicos,�clínicos�y�de�detección�y�diagnóstico.��

2.�OBJETIVOS.�Se�han�estructurado�en�dos�bloques�principales:�2.1.�Objetivos�relacionados�

con�la�caracterización�genética�de�la�proteína�nsP1a/4;�y�2.2.�Objetivos�relacionados�con�la�

caracterización�biológica�y�funcional�de�la�proteína�nsP1a/4.�

3.�RESULTADOS.�Los�resultados�se�han�organizado�en�tres�estudios,�cada�uno�de�los�cuales�

se�corresponde�con�un�artículo�publicado.��

3.1.� ESTUDIO� I:� Análisis� genético� de� la� región� hipervariable� de� la� región� codificante�

para�la�proteína�nsP1a�de�astrovirus�humano:�diseño�de�un�nuevo�método�de�tipado�

molecular� por� RFLP.� Se� corresponde� con� el� artículo� publicado� en� Journal� of�Medical�

Virology�2008�Feb;�80(2):306�315,�y�engloba� los�objetivos�de�caracterización�genética�

de�la�proteína�nsP1a/4.��

3.2.�ESTUDIO�II:�La�proteína�nsP1a�C�terminal�(nsP1a/4)�de�astrovirus�humano�es�una�

fosfoproteína� que� interacciona� con� la� polimerasa� vírica.� Comprende� el� artículo�

publicado�en�Journal�of�Virology�2011�May;�85(9):4470�4479.��
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IV. ESTRUCTURA DE LA TESIS 

E�
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3.3.�ESTUDIO� III:� Identificación�de�una�proteína�VPg�esencial�para� la� infectividad�

en� astrovirus� humano.� Se� corresponde� con� el� artículo� publicado� en� Journal� of�

Virology� 2012� Sep;� 86(18):10070�10078,� y� abarca� los� objetivos� de� caracterización�

biológica�y�funcional�de�la�proteína�nsP1a/4,�conjuntamente�con�el�Estudio�II.��

4.� DISCUSIÓN.� Se� discuten� conjuntamente� los� resultados� obtenidos� en� los� tres� estudios�

citados.�

5.� CONCLUSIONES.� Se� han� organizado� en� dos� apartados,� correspondientes� a� los� dos�

bloques�principales�de�objetivos�planteados�al�inicio�de�la�tesis.��

6.� BIBLIOGRAFÍA.� Incluye� de� forma� detallada� y� en� orden� alfabético� toda� la� bibliografía�

citada�en�los�apartados�de�Introducción�y�Discusión.��
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1.1 ESTRATEGIAS DE REPLICACIÓN VÍRICA 

�

�

�

�

�

�

1.1.1 DIVERSIDAD ESTRUCTURAL DE LOS GENOMAS VÍRICOS 

�

�

l�genoma�de�los�virus�presenta�una�gran�diversidad�de�posibilidades,�tanto�en�lo�que�

se�refiere�al�tipo�de�genoma�(genomas�de�RNA�o�DNA�de�cadena�doble�o�simple;�de�

polaridad� positiva,� negativa� o� ambisentido)� como� a� su� topología� (linear� o� circular),� su�

longitud� y� su� organización,� pudiéndose� distinguir� entre� genomas� segmentados� y� no�

segmentados,� que� a� su� vez� pueden� contener� una� o� varias� pautas� abiertas� de� lectura�

(ORFs).� Cada� una� de� estas� variaciones� tiene� consecuencias� para� las� estrategias� de�

replicación,�expresión�génica�y�ensamblaje�de�los�viriones.�No�obstante,�cualesquiera�que�

sean�las�estructuras�y�las�estrategias�de�replicación�de�sus�genomas,�todos�los�virus�deben�

expresar� sus� genes� como� RNAs� mensajeros� (mRNAs)� funcionales� con� el� fin� de� dirigir� la�

maquinaria�de�traducción�de�la�célula�a�la�producción�de�proteínas�víricas.�Así,�las�diversas�

estrategias� utilizadas� por� los� virus� pueden� ser� organizadas� en� un� entramado� conceptual�

simple�centrado�alrededor�del�mRNA�vírico,�en�el�que�se�basa�la�clasificación�de�Baltimore�

(Baltimore,�1971)�(Fig.�1.1).�

�

�

E�
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�

�
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�

�

�

�

�

�

Fig.�1.1.�Esquema�de�las�vías�de�síntesis�del�mRNA de�las�diferentes�familias�de�virus�en�
función�del�tipo�de�genoma,�donde�dsDNA:�virus�de�DNA�de�doble�cadena;�ssDNA:�virus�de�
DNA�de�cadena�sencilla;�dsRNA:�virus�de�RNA�de�doble�cadena;�(+)ssRNA:�virus�de�RNA�de�
cadena�sencilla�y�polaridad�positiva;�(�)ssRNA:�virus�de�RNA�de�cadena�sencilla�y�polaridad�
negativa;�RdRp:�RNA�polimerasa�RNA�dependiente.�En�números�romanos�se�indica�el�grupo�
correspondiente�a�cada�una�de�las�estrategias�víricas�según�la�clasificación�de�Baltimore.��
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�

�

�
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�

�

�

�

�

1.1.2 REPLICACIÓN DE LOS VIRUS RNA 

�

1.1.2.1 CARACTERÍSTICAS DIFERENCIALES DE LOS GENOMAS VÍRICOS DE RNA 

uchas�de�las�características�diferenciales�de�los�genomas�víricos�de�RNA�frente�a�

los�de�DNA�vienen�determinadas�por� factores� inherentes�a� la�propia�naturaleza�

de�los�genomas�y�a�las�características�de�las�polimerasas�responsables�de�la�replicación�de�

éstos.��

Así�por�ejemplo,�la�elevada�tasa�de�error�de�las�RNA�polimerasas�RNA�dependientes�(RdRp)�

restringe� el� tamaño� de� los� genomas� de� RNA� a� un� nivel� máximo� relativamente� pequeño�

comparativamente�a�los�virus�DNA,�aunque�el�rango�de�tamaños�de�los�genomas�de�RNA�es�

amplio,�desde�1,7�kb�(virus�de�la�Hepatitis�D)�(Taylor�et�al.,�2007)�hasta�31�kb�(coronavirus)�

(Lai�et�al.,�2007).�

Otro� factor� que� determina� diferencias� entre� los� genomas� de� RNA� y� los� de� DNA� es� la�

replicación� de� los� extremos� genómicos.� En� los� virus� con� genomas� lineales� de� DNA,� la�

replicación�de�los�extremos�representa�un�problema�debido�a�que�las�DNA�polimerasas�no�

pueden�iniciar�la�síntesis�de�las�hebras�hijas�de�novo�y�requieren�de�cebadores�de�RNA,�que�

posteriormente�son�eliminados�generando�gaps�terminales�que�son�difíciles�de�completar��

M�
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debido�a�la�ausencia�de�un�extremo�cebador�que�extender.�Entre�las�diferentes�soluciones�

a� este� problema,� la� más� extendida� en� la� naturaleza� es� la� eliminación� de� los� extremos�

mediante�la�circularización�del�genoma�(p.�ej.,�familias�Polyomaviridae�y�Papillomaviridae),�

de� tal� modo� que� la� región� de� los� gaps� generada� tras� la� eliminación� de� los� cebadores� de�

RNA�puede�ser�transcrita�mediante�la�extensión�de�la�hebra�hija.�En�algunos�casos,�si�bien�

los� genomas� son� lineales� en� el� virión,� éstos� circularizan� antes� de� la� replicación� (p.� ej.,�

herpesvirus�y�hepadnavirus).�Otra�solución�a�este�problema�es�el�uso�del�propio�genoma�de�

DNA�como�cebador.�Este�es�el�caso,�por�ejemplo,�de�los�parvovirus,�cuyo�genoma�de�DNA�

monocatenario�lineal�presenta�hairpins�en�los�extremos,�los�cuales�actúan�como�cebadores�

para� la� síntesis� de� la� cadena� complementaria.� Finalmente,� existen� otras� estrategias� para�

asegurar�una�replicación�exacta�y�completa�de�los�extremos�de�genomas�de�DNA�lineales,�

como�son�el�uso�de�proteínas�como�cebadores,�dado�que�no�se�generan�gaps� terminales�

(p.�ej.,�adenovirus�y�fago��29),�y�la�redundancia�terminal�(p.�ej.,�iridovirus),�que�permite�la�

formación�de�concatémeros�lineales�mediante�la�hibridación�de�los�extremos�replicados�de�

forma�incompleta,�de�tal�manera�que�los�gaps�generados�durante�la�replicación�pueden�ser�

completados�por�extensión�(Ball,�2007).��

Los� genomas� de� RNA,� por� el� contrario,� son� menos� susceptibles� al� problema� de� la�

replicación�de�los�extremos�dado�que�la�mayoría�de�las�RNA�polimerasas�pueden�iniciar�la�

síntesis�de�novo�(Ferrer�Orta�et�al.,�2006).�En�consecuencia,�la�mayoría�de�genomas�víricos�

de� RNA� son� lineales,� lo� cual� conlleva� en� contrapartida� una� mayor� vulnerabilidad� de� los�

extremos� a� la� degradación.� Entre� las� estrategias� adoptadas� por� los� virus� RNA� de� cadena�

negativa� y� ambisentido� para� paliar� el� problema� de� la� degradación� de� los� extremos� cabe�

destacar�la�tolerancia�a�un�importante�nivel�de�variación�de�secuencia�en�los�extremos�(p.�

ej.,� arenavirus)�y� la� complementariedad�de�secuencia�en� los�extremos,� lo�que�permite�al�

genoma� adoptar� una� conformación� pseudo�circular� (p.ej.,� bunyavirus).� En� cuanto� a� los�

virus� RNA� de� cadena� positiva,� en� la� mayoría� de� los� casos� los� extremos� 5’� y� 3’� presentan�

estructuras� destinadas� a� proteger� la� integridad� de� éstos.� Al� igual� que� sucede� con� los�

mRNAs� de� las� células� eucariotas,� estas� estructuras� pueden� consistir� en� una� caperuza� o�

casquete�(CAP)�en�el�extremo�5’,�consistente�en�un�nucleótido�modificado�de�guanina�(7�

metilguanosina),� y� una� cola� de� adeninas� (poli�A)� en� el� extremo� 3’,� si� bien� existen� otras�
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estructuras�que�ejercerían�la�misma�función�protectora,�como�son�las�proteínas�codificadas�

por�el�virus�que�se�encuentran�unidas�covalentemente�al�primer�nucleótido�del�RNA�(VPgs)�

(p.� ej.,� picornavirus)� o� las� estructuras� secundarias� de� RNA� en� el� extremo� 3’� (p.� ej.,�

flavivirus).�Además�de�la�función�protectora,�las�modificaciones�terminales�de�los�RNAs�de�

cadena� positiva� permiten� la� unión� de� los� extremos� del� genoma� a� través� de� puentes�

constituidos�por�proteínas�celulares�de�unión�al�RNA�como� la�proteína�de�unión�al�poli�A�

(PABP)�o�el�complejo�de�unión�a�CAP,�formándose�de�esta�manera�complejos�funcionales�

circulares,�que�permiten�la�traducción�y�replicación�reiterada�del�genoma�(Ball,�2007;�Edgil�

&�Harris,�2006).�

Por�otra�parte,�a�diferencia�de�los�virus�con�genomas�DNA,�la�mayoría�de�los�cuales�replican�

en�el�núcleo�y�pueden�utilizar�la�maquinaria�celular�para�expresar�distintos�genes�utilizando�

distintos�mRNAs�para�cada�uno�de�ellos,�la�mayoría�de�virus�RNA�replican�en�el�citoplasma�

y�utilizan�moléculas�de�mRNA�que�codifican�para�más�de�un�producto�proteico�final.�Esto�

conlleva�ciertas�dificultades�puesto�que�por�un�lado,�la�maquinaria�traduccional�de�la�célula�

está� fuertemente�dirigida�al�extremo�5’�de� los�mRNAs,�donde� la�estructura�CAP� juega�un�

papel�crítico�en�la�señalización�del�inicio�de�la�traducción,�y�por�otro�lado,�las�RdRps�víricas�

generalmente� presenten� cierta� restricción� en� el� acceso� a� promotores� internos.� Entre� las�

soluciones� de� los� virus� RNA� para� producir� distintas� proteínas� a� partir� de� una� única�

secuencia� cabe� destacar� la� síntesis� de� los� distintos� productos� proteicos� en� formato� de�

poliproteína� y� su� posterior� procesamiento� post�traduccional� (p.� ej.,� familias� Picorna�,���

Toga�,� Flavi�,� Calici�,� Astro�� y� Retroviridae),� la� síntesis� de� RNAs� subgenómicos� (p.� ej.,�

familias�Corona�,�Calici�,�Astro�,�Arteri�,�Rabdo��y�Paramixoviridae)�y� la� fragmentación�del�

genoma� en� segmentos� (p.� ej.,� familias� Reo�,� Ortomixo�,� Bunya�,� y� Arenaviridae)� .� No�

obstante,� cualquiera� de� estas� tres� estrategias� conlleva� consecuencias.� La� expresión� de�

poliproteínas�puede�considerarse�un�mecanismo�ineficiente�de�explotación�de�los�recursos�

de�la�célula�hospedadora,�puesto�que�el�procesamiento�proteolítico�da�lugar�a�las�distintas�

proteínas� maduras� en� cantidades� iguales,� aunque� frecuentemente� las� proteínas� no�

estructurales� se� requieren� en� menor� cantidad� que� las� estructurales� (Bedard� &� Semler,�

2004).�En�el�caso�de�los�virus�que�explotan�la�estrategia�de�producir�RNAs�subgenómicos,�si�

bien� éstos� permiten� la� expresión� de� distintas� proteínas� víricas� y� además� en� distintas�
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cantidades,�todos�los�componentes�del�complejo�de�replicación�necesarios�para�la�síntesis�

de�estos�RNAs�subgenómicos�deben�ser�traducidos�previamente�a�partir�del�RNA�genómico�

(Sztuba�Soli�ska�et�al.,�2011).�Finalmente,� los�virus�con�genomas�segmentados� requieren�

del� correcto� empaquetamiento� de� todos� los� segmentos,� lo� cual� puede� representar� una�

reducción� de� la� infectividad� en� el� caso� de� que� los� segmentos� se� empaqueten� al� azar� o�

individualmente�en�viriones�separados�(Luque�et�al.,�2009;�McDonald�&�Patton,�2011).�

Los�mecanismos�no�canónicos�de�traducción�representan�una�alternativa�a�las�estrategias�

mencionadas�anteriormente�para�la�producción�de�múltiples�proteínas�a�partir�de�un�único�

mRNA.�Estos�mecanismos�no�canónicos�de�traducción�pueden�darse�tanto�en�el�proceso�de�

elongación� y� terminación,� mediante� el� cambio� de� la� pauta� de� lectura� (ribosomal�

frameshifting),� la� lectura� alterada� de� las� señales� de� terminación� (stop� readthrough),� y� la�

prevención� de� la� formación� de� enlaces� peptídicos� durante� la� elongación� (stop�carry� on),�

como�también�en�el�proceso�de�iniciación�de�la�traducción�(Firth�&�Brierley,�2012;�Reineke�

&� Lloyd,� 2012).� En� este� último� caso,� la� unión� inicial� del� ribosoma� al� mRNA� puede� estar�

mediada� por� la� estructura� CAP� o� bien� ser� independiente� de� CAP� y� estar� dirigida� por�

estructuras� del� propio� RNA� (IRES,� TEs),� o� proteínas� virales� unidas� covalentemente� a� él�

(VPgs)� (ver� apartado� 1.1.2.3).� Entre� los� mecanismos� no� canónicos� de� iniciación� de� la�

traducción� destaca� el� mecanismo� de� leaky� scanning,� en� el� cual� el� ribosoma� reconoce� un�

codón� de� inicio� downstream� de� otro� que� también� se� utiliza� como� codón� iniciador;� la�

iniciación� de� la� traducción� en� un� codón� diferente� de� AUG;� el� mecanismo� de� ribosome�

shunting,�mediante�el�cual�el�ribosoma�se�une�al�mRNA�reconociendo�el�extremo�5’�pero�

“salta”�una�zona�más�o�menos�larga�de�la�región�5’�UTR,�ignorando�los�posibles�tripletes�de�

iniciación�que�ésta�contenga;�y�el�mecanismo�de�reiniciación,�en�el�cual,�tras�la�traducción�

de�un�ORF,�la�subunidad�40S�del�ribosoma�se�mantiene�unida�al�RNA�y�es�capaz�de�dirigir�la�

iniciación�de�la�traducción�en�el�siguiente�codón�de�inicio.�

1.1.2.2 ESTRATEGIAS DE REPLICACIÓN DE LOS VIRUS RNA 

El�proceso�de�síntesis�de�macromoléculas�tras�la�entrada�del�virus�en�la�célula�hospedadora�

(traducción� y� transcripción� o� replicación� del� RNA)� viene� determinado� mayoritariamente�

por�el�tipo�de�genoma�de�RNA.�
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1.1.2.2.1 Virus RNA de cadena sencilla y polaridad negativa o ambisentido

Los�genomas�víricos�constituidos�por�RNA�de�cadena�simple�(ssRNA)�y�polaridad�negativa�o�

ambisentido�no�son� infecciosos�por�sí�mismos�y�deben�empezar�el�ciclo� infeccioso�con� la�

transcripción�completa�o�parcial�del�genoma,�respectivamente,�para�la�posterior�síntesis�de�

proteínas� víricas.� La� transcripción� del� RNA� genómico� a� mRNA� es� catalizada� por� la� RdRp�

aportada� por�el� propio� virión.� Una� vez� sintetizadas� las� proteínas� víricas,� éstas� se� asocian�

con�el�RNA�genómico�formando�complejos�ribonucleoproteicos�que�median�la�replicación�

del� RNA� genómico,� generando� cadenas� antigenómicas.� Estas� cadenas� antigenómicas,�

también� asociadas� con� proteínas,� sirven� entonces� de� molde� para� la� síntesis� de� nuevos�

RNAs�genómicos�y�en�el�caso�de�los�virus�RNA�ambisentido�también�son�transcritas�a�mRNA�

para�dirigir�la�síntesis�de�otras�proteínas�víricas�(Ball,�2007;�Nguyen�&�Haenni,�2003).�

1.1.2.2.2 Virus RNA de doble cadena 

Al� igual�que� los�virus�ssRNA�de�polaridad�negativa�o�ambisentido,�el�genoma�de� los�virus�

RNA�de�doble�cadena�(dsRNA)�no�es�infeccioso�por�sí�mismo.�En�este�caso�la�replicación�se�

inicia� con� la� transcripción�del� genoma� por�parte�de� la�RdRp�del� virión,�usando� la�cadena�

negativa�del�RNA�de�doble�cadena�como�molde�y�generando�de�este�modo�mRNAs�para�la�

síntesis�de�proteínas�víricas.�Estas�proteínas�forman�partículas�subvirales�alrededor�de�los�

mRNAs,�que�en�este�caso�son�utilizados�como�molde�para�la�síntesis�de�cadenas�negativas,�

completando�de�este�modo�el�genoma�de�doble�cadena�(Ahlquist,�2006;�Ball,�2007).�

1.1.2.2.3 Virus RNA de cadena sencilla y polaridad positiva 

Los�virus�con�genomas�RNA�de�cadena�simple�y�polaridad�positiva�((+)ssRNA),�a�excepción�

de� los� retrovirus,� empiezan� su� ciclo� infeccioso� con� la� traducción,� puesto� que� el� RNA�

genómico� actúa� como� mRNA.� Dentro� de� este� grupo� de� virus� podemos� diferenciar� dos�

estrategias� diferentes:� la� de� aquellos� que� producen� mRNAs� subgenómicos� (p.� ej.,� astro�,�

calici�,�toga�,�corona��y�arterivirus)�y�la�de�aquellos�que�no�(p.�ej.,�picorna��y�flavivirus).�En�

este�último�caso,�el�RNA�genómico�dirige� la�síntesis�de�una�única�poliproteína�precursora�

que,� tras� ser� procesada� proteolíticamente,� da� lugar� a� proteínas� maduras,� tanto�

estructurales� como� no� estructurales,� en� cantidades� equimolares.� Las� proteínas� no�
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estructurales�dirigen�entonces�la�replicación�del�RNA�para�generar�cadenas�antigenómicas�

de�sentido�negativo,�que�a�su�vez�sirven�como�molde�para� la�síntesis�de�nuevas�cadenas�

genómicas,� las�cuales�se�ensamblan�con� las�proteínas�estructurales�dando� lugar�a�nuevas�

partículas�víricas�(Fig.�1.2)�(Ahlquist,�2006;�Ball,�2007).��

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

En� el� caso� de� los� virus� que� producen� RNAs� subgenómicos,� el� RNA� genómico� dirige� la�

síntesis� de� una� poliproteína� precursora� que� da� lugar� únicamente� a� las� proteínas� no�

estructurales,�incluyendo�la�RdRp�vírica.�Esta�enzima�participa�entonces�en�la�transcripción�

de�las�cadenas�antigenómicas�y�genómicas,�además�de�uno�o�más�RNAs�subgenómicos�que�

codifican�para�las�proteínas�estructurales�(Fig.�1.3).�Esta�mayor�complejidad�transcripcional�

permite�a�los�virus�dentro�de�este�grupo�producir�proteínas�en�cantidades�no�equimolares�

(Sztuba�Soli�ska�et�al,�2011).�

�

Fig.� 1.2.� Esquema� de la� replicación� de� los� virus� RNA de� cadena� sencilla� y� polaridad�
positiva�[(+)ssRNA]�que�no�producen�RNAs�subgenómicos.��
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�

En� los� virus� (+)ssRNA,� el�hecho� de� que� la� traducción� y� transcripción� se� dé� a� partir�de� un�

mismo�molde�de�RNA�implica� la�necesidad�de�regulación�fina�de�ambos�procesos,�puesto�

que�el�movimiento�5’�3’�de�los�ribosomas�entra�en�conflicto�con�la�actividad�3’�5’�de�la�

RdRp�vírica.�A�esto�hay�que�sumarle�el�hecho�de�que�algunos�de� los�factores�de� la�célula�

hospedadora�participan�tanto�en�la�traducción�como�en�la�transcripción�vírica,�por�lo�que�la�

transición� de� un� evento� a� otro� requiere� de� una� evolución� durante� el� transcurso� de� la�

infección� de� la� composición� molecular� de� los� complejos� de� ribonucleoproteínas� que�

constituyen�la�maquinaria�de�traducción�y�transcripción�(Daijogo�&�Semler,�2011).�

1.1.2.2.4 Retrovirus 

Finalmente,�en�el�caso�de�los�retrovirus,�aunque�el�genoma�tiene�también�sentido�positivo,�

éste�no�funciona�como�mRNA�sino�que�sirve�como�molde�para�la�transcriptasa�inversa�del�

virión�y�es�copiado�a�DNA�de�doble�cadena.�Mediante�una�DNA�integrasa,�también�incluida�

Fig.� 1.3.� Esquema� de� la� replicación� de� los� virus� RNA de� cadena� sencilla� y� polaridad�
positiva�[(+)ssRNA]�que�producen�RNAs�subgenómicos.��
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en�el�virión,�este�DNA�de�doble�cadena�es�integrado�en�el�DNA�celular.�Una�vez�integrado,�

el� genoma� vírico� (o� provirus)� es� transcrito� por� la� RNA� polimerasa� II� celular� generando�

tránscritos� virales� que� sirven� tanto� para� la� síntesis� de� proteínas� víricas� como� para� el�

ensamblaje�de�nuevas�partículas�(Ahlquist,�2006).�

1.1.2.3 ESTRATEGIAS DE INICIACIÓN DE LA TRADUCCIÓN DE LOS VIRUS RNA 

1.1.2.3.1 Mecanismo canónico de iniciación de la traducción  

En�las�células�eucariotas,�el�proceso�canónico�de�traducción�CAP�dependiente�se�inicia�con�

la�unión�del�factor�de�iniciación�4E�(eIF4E)�a�la�estructura�CAP�del�extremo�5’�del�RNA.�Este�

factor� recluta� la� proteína� adaptadora� eIF4G,� que� a� su� vez� interacciona� con� los� factores�

eIF4A�(helicasa)�y�eIF4B�(cofactor�de�la�helicasa)�(Fig.�1.4�A).�Este�mecanismo�de�iniciación�

de�la�traducción�dependiente�de�CAP�se�ve�favorecido�por�la�circularización�de�los�mRNAs�a�

través�de�la�interacción�entre�la�estructura�CAP�del�extremo�5’�y�la�cola�poli�A�del�extremo�

3’� (Jackson� et� al.,� 2010;� Walsh� &� Mohr,� 2011).� En� la� mayoría� de� mRNAs� celulares,� dicha�

circularización�está�mediada�por�la�interacción�del�factor�eIF4G�y�la�proteína�PABP,�que�a�su�

vez� están� unidos� a� la� estructura� CAP� del� extremo� 5’� y� a� la� cola� poli�A� del� extremo� 3’,�

respectivamente.� El� complejo� de� factores� de� iniciación� resultante� sobre� la� molécula�

circularizada� de� mRNA,� denominado� eIF4F� o� complejo� de� unión� a� CAP,� coordina� el�

reclutamiento� del� complejo� de� preiniciación� 43S,� constituido� por� la� subunidad� 40S� del�

ribosoma,� los� factores�eIF3,�eIF1,�eIF1A,�eIF5�y�el� complejo� ternario�eIF2�Met�tRNAi�GTP.�

Esto�ocurre�básicamente�a�través�de�la�interacción�entre�los�factores�eIF4G�y�eIF3,�dando�

como�resultado� la� formación�del�complejo�de�preiniciación�48S.�Este�complejo� recorre�el�

mRNA,�con�la�asistencia�de�la�helicasa�eIF4A�y�su�cofactor�eIF4B,�hasta�encontrar�un�codón�

de�inicio�en�un�contexto�favorable,�proceso�en�que�son�claves�los�factores�eIF1�y�eIF1A.�Una�

vez�reconocido�el�codón�de�inicio,�el�factor�eIF5�desencadena�la�hidrólisis�del�GTP�unido�a�

eIF2,�la�subunidad�40S�del�ribosoma�adopta�una�conformación�cerrada�con�el�Met�tRNAi�en�

el� sitio� P� del� ribosoma,� y� se� liberan� los� factores� eIF1,� eIF2�GDP� y� eIF5.�A� continuación� el�

factor�eIF5B�y�el�GTP�catalizan�la�unión�de�la�subunidad�60S�del�ribosoma,�formándose�de�

este�modo�el�complejo�80S,�se�liberan�los�factores�eIF5B�y�eIF1A�y�se�inicia�el�proceso�de�

elongación�(Jackson�et�al.,�2010).�
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1.1.2.3.2 Mecanismos no canónicos de iniciación de la traducción independientes 

de CAP  

A�pesar�de�ser�completamente�dependientes�de� la�maquinaria�de�traducción�de� la�célula�

hospedadora,�los�virus�han�desarrollado�diferentes�mecanismos�no�canónicos�de�iniciación�

de�la�traducción�independientes�de�CAP,�mediados�bien�por�secuencias�específicas�del�RNA�

(IRES,� TEs)� (Fig.� 1.4� B)� o� bien� por� proteínas� unidas� covalentemente� al� extremo� 5’� del�

genoma�(VPgs)�(Fig.�1.4�C)�(Reineke�&�Lloyd,�2011).��

Fig.� 1.4.� Representación� esquemática� del� mecanismo� canónico� de� iniciación� de� la�
traducción� (A)� y� los� mecanismos� no� canónicos� independientes� de� CAP,� mediados� por�
estructuras�IRES�(B)�o�proteínas�VPg�(C).
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1.1.2.3.2.1 Iniciación de la traducción dependiente de IRES  

Los� IRES�son�estructuras�complejas�de�RNA,�normalmente�de�una� longitud�de�centenares�

de�bases,�altamente�organizadas,�que�dirigen�la�interacción�del�RNA�con�el�ribosoma�sin�la�

participación� de� la� estructura� CAP� (Kieft,� 2008).� Estas� regiones� funcionan� de� manera�

análoga�al�CAP,�ya�que�permiten�que�el�ribosoma�se�reclute�para�el�inicio�de�la�síntesis�de�

proteínas.�Sin�embargo,�a�diferencia�del�CAP,� los� IRES�permiten� la�unión�del�ribosoma�en�

una�secuencia�interna�del�mRNA�localizada�comúnmente�en�la�región�5’�UTR�y�en�algunas�

ocasiones�dentro�de�las�regiones�codificantes�o�entre�distintos�ORFs,�y�no�en�el�extremo�5’�

terminal�(Herbreteau�et�al.,�2005;�Hertz�&�Thompson,�2011;�Tahiri�Alaoui�et�al.,�2009).�De�

esta� manera,� los� elementos� IRES� confieren� una� ventaja� competitiva� a� los� mRNAs� víricos,�

permitiendo�asegurar�el�proceso�de�síntesis�de�proteínas�víricas�incluso�en�los�casos�en�los�

que�la�infección�vírica�inhibe�la�traducción�dependiente�de�CAP.�Además,�los�IRES�pueden�

permitir� el� acceso� a� ORFs� internos,� como� sería� el� caso� de� los� IRES� intergénicos� en�

miembros� de� la� familia� Dicistroviridae� (Hertz� &� Thompson,� 2011)� o� el� IRES� del� virus� del�

enrollado�de�la�hoja�de�patata�(PLRV),�localizado�dentro�de�la�región�codificante�del�ORF1�

(Jaag�et�al.,�2003).��

Desde�el�descubrimiento�de�la�existencia�de�un�IRES�en�los�genomas�de�poliovirus�(PV)�y�el�

virus�de� la�encefalomiocarditis� (EMCV)�en�1988�(Jang�et�al.,�1988;�Pelletier�&�Sonenberg,�

1988),�el�número�de�virus�con�elementos�IRES�descritos�no�ha�parado�de�crecer.�En�el�año�

2009� se� contabilizan� un� total� de� 68� virus� con� este� tipo� de� estructuras,� de� los� cuales� 60�

corresponden� a� virus� animales� y� 8� a� virus� de� plantas� (Mokrejš� et� al.,� 2010).� A� pesar� del�

elevado�número�de�virus,�la�gran�mayoría�de�ellos�corresponden�a�miembros�de�las�familias�

Picornaviridae,� Flaviviridae� y� Dicistroviridae.� Además,� cabe� destacar� el� hallazgo� de�

elementos� IRES� también� en� mRNAs� celulares,� la� mayoría� de� los� cuales� codifican� para�

proteínas�relacionadas�con�el�control�del�crecimiento�y�la�muerte�celular�(Stoneley�&Willis,�

2004).�

La� traducción� mediada� por� IRES� tiene� lugar� de� distintos� modos,� variando� los�

requerimientos� de� factores� celulares� entre� los� diferentes� elementos� IRES.� De� hecho,� los�

IRES�se�clasifican�en�cuatro�grupos�en�función�del�requerimiento�de�factores�de�traducción�
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celulares� para� la� unión� del� ribosoma,� además� de� otros� factores� como� la� estructura�

secundaria�y�la�distancia�respecto�al�codón�de�inicio.�Así,�los�IRES�de�tipo�I�(p.�ej.,�PV)�y�tipo�

II� (p.� ej.,� EMCV)� requieren� de� factores� canónicos� de� iniciación� de� la� traducción� (eIFs),�

además� de� otros� factores� no� canónicos� en� trans� (ITAFs)� para� la� unión� del� ribosoma� al�

mRNA� (Fig.� 1.4� B).� La� diferencia� entre� estos� dos� tipos� de� IRES� radica� en� su� localización�

respecto� del� codón� de� inicio:� en� el� tipo� I� la� traducción� se� inicia� en� el� extremo� 3’� del�

elemento�IRES�mientras�que�en�el�tipo�II�el�codón�de�inicio�se�encuentra�a�cierta�distancia�

del� IRES.� Por� el� contrario,� los� IRES� de� tipo� III� (p.� ej.,� virus� de� la� hepatitis� C� y� virus� de� la�

hepatits�A)�requieren�únicamente�de�algunos�factores�canónicos�(eIF3,�eIF2),�mientras�que�

los� IRES� de� tipo� IV� (familia� Dicistroviridae)� no� requieren� de� ningún� tipo� de� factor� y� el�

ribosoma�puede�unirse�directamente�al�mRNA�(Kieft�et�al.,�2008).��

1.1.2.3.2.2 Iniciación de la traducción dependiente de TEs 

En� virus� RNA� de� plantas,� además� de� los� elementos� IRES,� también� se� han� identificado�

secuencias� promotoras� de� la� traducción� (TEs).� A� diferencia� de� los� IRES� de� los� virus�

animales,� los�TEs�suelen�estar�constituidos�por�secuencias�de�RNA�más�cortas�(<200�nt)�y�

menos� estructuradas.� En� cuanto� a� su� localización,� estos� elementos� pueden� encontrarse�

tanto�en� la� región�5’�UTR� (miembros� de� la� familia�Potyviridae)� como�en� la� región�3’�UTR�

(miembros� de� las� familias� Luteoviridae,� Tombusviridae,� y� Comoviridae� y� el� género�

Umbravirus)�(Kneller�et�al.,�2006;�Miller�et�al.,�2007;�Nicholson�&�White,�2011).�

En� el� caso� de� los� TEs� de� la� región� 3’�UTR,� también� conocidos� como� 3’�CITEs,� se� han�

identificado�hasta�8�clases�diferentes�a�nivel�de�secuencia�y�estructura,�si�bien�la�mayoría�

contienen� una� estructura� stem�loop� de� secuencia� complementaria� a� la� región� 5’�UTR�

(Miller� et� al.,� 2007).� Estos� elementos� funcionan� reclutando� factores� de� iniciación� de� la�

traducción�(principalmente�el�complejo�eIF4F),�y�en�algún�caso�la�subunidad�ribosomal�60S,�

y�posicionándolos�en�el�extremo�5’�del�RNA�vírico�gracias�a�la�interacción�con�la�región�5’�

UTR�(Nicholson�&�White,�2011).�

�
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1.1.2.3.2.3 Iniciación de la traducción dependiente de VPg  

Los�miembros�de�la�familia�Caliciviridae�presentan�un�proceso�de�iniciación�de�la�traducción�

CAP�independiente� mediado� por� un� mecanismo� totalmente� diferente� a� los� descritos�

anteriormente.� El� genoma� de� estos� virus� no� presenta� estructura� CAP� en� el� extremo� 5’� y�

además�su�región�5’�UTR�es�muy�corta�en�comparación�con�la�de�otros�virus�(+)ssRNA�o�los�

mRNAs�celulares.�Concretamente,�el�primer�codón�de�inicio�en�un�contexto�favorable�en�el�

RNA� genómico� de� norovirus� (NV),� calicivirus� felino� (FCV)� y� el� virus� de� la� enfermedad�

hemorrágica� del� conejo� (RHDV)� se� encuentra� 11,� 20� y� 10� nucleótidos� downstream� del�

extremo� 5,’� respectivamente� (Carter� et� al.,� 1992;� Lambden� et� al.,� 1993;� Meyers� et� al.,�

2000).�Tampoco�se�ha�demostrado�la�existencia�de�ningún�elemento�IRES�en�la�región�5’�

UTR� de� estos� virus,� y� el� hecho� de� presentar� regiones� 5’�UTR� tan� cortas� lo� hace� poco�

probable.�Así�pues,�los�miembros�de�esta�familia�de�virus�dependerían�de�un�mecanismo�de�

iniciación�de�la�traducción�independiente�de�CAP�y�diferente�al�mediado�por�los�elementos�

IRES.� Concretamente,� el� proceso� de� iniciación� de� la� traducción� estaría� mediado� por� la�

proteína�VPg�unida�covalentemente�al�extremo�5’�del�RNA�genómico�y�subgenómico,�que�

actuaría�como�análogo�proteico�de�la�estructura�CAP,�reclutando�factores�de�iniciación�de�

la�traducción�(Goodfellow,�2011)�(Fig.�1.4�C).�
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1.1.3 VPgs Y REPLICACIÓN DE VIRUS (+)ssRNA 

�

1.1.3.1 CARACTERÍSTICAS GENERALES DE LAS VPgs 

entro� del� amplio� grupo� de� virus� (+)ssRNA,� se� han� identificado� proteínas� VPg� en�

múltiples� virus� tanto� de� vertebrados� (familias� Picornaviridae,� Caliciviridae� y�

Dicistroviridae),�como�de�plantas�(familias�Potyviridae,�Comoviridae,�Luteoviridae�y�género�

Sobemovirus)�y�hongos�(familia�Barnaviridae)�(Sadowy�et�al.,�2001).�Sin�embargo,�de�entre�

todas� estas� familias,� las� que� acumulan� mayor� conocimiento� sobre� sus� correspondientes�

VPgs� corresponden� a� las� familias� Picornaviridae,� Caliciviridae� y� Potyviridae.� En� astrovirus�

(AstV),�si�bien�la�existencia�de�una�VPg�ha�sido�sugerida�por�varios�autores�(Jonassen�et�al.,�

2003;�Velázquez�Moctezuma�et�al.,�2012)�y�los�resultados�de�predicciones�computacionales�

apuntan� a� la� existencia� de� una� región� codificante� para� dicha� proteína� en� el� genoma� (Al�

Mutairy� et� al.,� 2005),� todavía� hoy� día� no� se� ha� demostrado� experimentalmente� su�

existencia.��

La� unión� covalente� de� estas� proteínas� al� genoma� se� produce� a� través� de� un� enlace�

fosfodiéster�entre�el�grupo�hidroxilo�de�un�aminoácido�y�el�nucleótido�del�extremo�5’�del�

genoma� (proceso� de� nucleotidilación).� A� pesar� de� que� tanto� los� aminoácidos� treonina,�

D�
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serina�y�tirosina�contienen�grupos�hidroxilo,�únicamente�se�han�descrito�uniones�de�la�VPg�

al�genoma�a�través�de�residuos�de�serina�(en�como��y�sobemovirus)�y�tirosina�(en�picorna�,�

calici��poty��y�sobemovirus)�(Olspert�et�al.,�2011;�Sadowy�et�al.,�2001).�

A�pesar�de�que�no�existe�gran�homología�de�secuencia�a�nivel�de�aminoácidos,�en�general�

las�VPgs�de�virus�de�plantas�y�de�vertebrados�comparten�diversas�características�como�son�

su�pequeño�tamaño�(de�2�a�24�kDa�aproximadamente),�la�abundancia�de�residuos�básicos�

(principalmente� lisina,� glicina,� treonina� y� arginina)� y� su� grado� de� desorden� a� nivel�

estructural,�careciendo�de�estructura�secundaria�y�terciaria�(Grzela�et�al.,�2008;�Hébrard�et�

al.,� 2009;� Jiang� &� Laliberté,� 2011;� Rantalainen� et� al.,� 2008;� Sadowy� et� al.,� 2001;�

Satheshkumar�et�al.,�2005).�Precisamente�esta�flexibilidad�estructural�permitiría�a�las�VPgs�

interaccionar�con�múltiples�moléculas,� incluyendo�factores�celulares�y�víricos,�y�explicaría�

la�participación�de�dichas�proteínas�en�distintos�procesos�esenciales�del�ciclo�vírico�como�la�

replicación�del�genoma,�la�traducción�de�proteínas�víricas,�la�encapsidación�del�genoma�y�el�

movimiento�célula�célula�y�el�transporte�sistémico�de�los�viriones�en�el�caso�de�los�virus�de�

plantas� (Goodfellow,� 2011;� Hébrard� et� al.,� 2009;� Jiang� &� Laliberté,� 2011;� Sadowy� et� al.,�

2001;�Tompa,�2005).�

1.1.3.2 VPg Y TRANSCRIPCIÓN 

La�función�de�la�VPg�en�la�replicación�del�genoma�vírico�ha�sido�descrita�principalmente�en�

picornavirus� y� más� concretamente� en� PV.� A� pesar� de� la� capacidad� de� la� RdRp� vírica� de�

iniciar� la� síntesis� de� RNA� de� novo,� para� la� síntesis� de� la� cadena� positiva� PV� utiliza� como�

cebador� una� VPg� uridilada� (VPgpUpUOH),� que� complementa� con� los� residuos� adenosina�

del�extremo�3’�de�las�cadenas�intermediarias�de�RNA�antigenómico�(Sharma�et�al.,�2005).�

La�uridilación�de�la�VPg�en�PV�tiene�lugar�mediante�la�formación�de�un�enlace�fosfodiéster�

entre�una�uridina�monofosfato�(UMP)�y�el�grupo�hidroxilo�de�la�tirosina�en�posición�3�de�la�

VPg�(Ambros�&�Baltimore,�1978).�Dicho�enlace�es�catalizado�por�la�polimerasa�vírica�3Dpol,�

que�utiliza�como�molde�una�secuencia�interna�del�genoma�vírico�con�estructura�stem�loop,�

denominada� CRE,� situada� en� la� región� codificante� para� la� proteína� 2C� (Paul� et� al.,� 2000;�

Steil�&�Barton,�2009).�Además�de�esta�secuencia�interna,�el�proceso�de�uridilación�requiere�

de� otro� elemento� en� cis,� la� estructura� en� hoja� de� trébol� del� extremo� 5’� del� genoma,�
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además�de�factores�en�trans,�como�la�RNA�polimerasa�vírica�3Dpol�y�la�proteasa�vírica�3C,�

posiblemente�en�su�forma�precursora�3CD�(Lyons�et�al.,�2001;�Steil�&�Barton,�2009).�

En�cuanto�a�la�síntesis�de�la�cadena�negativa�de�PV,�no�está�claro�si�es�la�forma�uridilada�de�

la� VPg� (Pathak� et� al.,� 2007;� Paul,� 2002),� la� VPg� (Goodfellow� et� al.,� 2003;� Morasco� et� al.,�

2003;� Murray� &� Barton,� 2003)� o� ambas� formas� (Steil� &� Barton,� 2008)� las� que� actuarían�

como�cebador�tomando�como�molde�la�cola�de�poli�A�del�extremo�3’�de�la�cadena�positiva,�

si� bien� las� evidencias� acumuladas� apuntan� a� que� la� forma� predominante� sería� la� VPg�

uridilada�(Steil�&�Barton,�2008).��

Al�igual�que�para�los�picornavirus,�también�se�ha�sugerido�un�posible�papel�de�la�VPg�en�la�

replicación�del�genoma�vírico�de�calicivirus.�Concretamente�para�norovirus�humano�se�ha�

postulado� que� la� iniciación� de� la� síntesis� del� RNA� genómico� se� produciría� gracias� a� una�

forma� nucleotidilada� de� la� VPg� que� actuaría� como� cebador,� mientras� que� la� síntesis� del�

RNA� antigenómico� por� parte� de� la� polimerasa� tendría� lugar� mediante� una� iniciación� de�

novo�(Rohayem�et�al.,�2006).�La�síntesis�de�formas�nucleotidiladas�de�la�VPg,�que�podrían�

actuar� como� cebadores,� se� ha� descrito� mediante� estudios� in� vitro� no� sólo� en� norovirus�

humano�(Belliot�et�al.,�2008)�sino�también�en�norovirus�murino�(MNV)�(Han�et�al.,�2010)�y�

en� el� virus� RHDV� (Machín� et� al.,� 2001).� Al� igual� que� en� PV,� el� residuo� nucleotidilado�

corresponde� a� una� tirosina,� en� este� caso� localizada� en� un� motivo� conservado�

[(E/D)EYD(F/Y/W)].� Si� bien� la� nucleotidilación� de� la� VPg� in� vitro� puede� darse�

independientemente� de� la� presencia� de� un� molde,� existen� evidencias� que� sugieren� la�

presencia� de� secuencias� próximas� al� extremo� 3’� del� genoma� vírico� que� podrían� actuar�

estimulando�dicho�proceso,�de� forma�análoga�al�elemento�CRE�descrito�en�PV� (Belliot�et�

al.,�2008).��

En� virus� de� plantas,� la� iniciación� de� la� replicación� del� RNA� no� ha� sido� tan� ampliamente�

estudiada�como�en�el�caso�de�los�picornavirus,�aunque�existen�evidencias�que�sugieren�la�

participación�de�la�VPg�en�dicho�proceso.�Así,�en�el�caso�de�potyvirus�se�ha�descrito�que�la�

VPg�interacciona�con�la�polimerasa�vírica�y�que�puede�ser�uridilada�por�ésta�(Anindya�et�al.,�

2005;�Hong�et�al.,�1995;�Puustinen�&�Mäkinen,�2004).�
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1.1.3.3 VPg Y TRADUCCIÓN 

El� efecto� del� tratamiento� proteolítico� del� RNA� en� la� traducción� y/o� infectividad� vírica� ha�

sido� estudiado� en� diversos� miembros� de� familias� de� virus� RNA� con� VPgs� unidas�

covalentemente� a� su� genoma,� observándose� disparidad� en� cuanto� al� requerimiento� de�

dicha�proteína.�Mientras�que�el�genoma�de�PV�mantiene�su�infectividad�tras�la�degradación�

de� la�VPg�(Nomoto�et�al.,�1977),�el� tratamiento�proteolítico�del�RNA�genómico�de�nepo�,�

luteo�,� poty�,� sobemo�� y� calicivirus� conduce� a� una� pérdida� de� infectividad� (Burroughs� &�

Brown,� 1978;� Harrison� &� Barker,� 1978;� Veerisetty� &� Sehgal,� 1980),� lo� cual� plantea� la�

cuestión�de�si�dicha�pérdida�se�debe�a�una�falta�de�traducibilidad�como�consecuencia�de�la�

degradación� de� la� VPg.� En� el� caso� concreto� de� nepovirus,� el� tratamiento� proteolítico� no�

tiene�ningún�efecto�sobre�la�traducción� in�vitro� (Chu�et�al.,�1981;�Hellen�&�Cooper,�1987;�

Koenig� &� Fritsch,� 1982).� Por� el� contrario,� en� FCV� el� tratamiento� del� RNA� genómico� con�

proteinasa�K�reduce�su�traducción�in�vitro�considerablemente,�lo�cual�constituye�la�primera�

evidencia�de�la�participación�de�la�proteína�VPg�en�dicho�proceso�(Herbert�et�al.,�1997).�

El�efecto�de�la�proteólisis�de�la�VPg�en�la�traducción�del�RNA�de�FCV�planteó�la�posibilidad�

de�que�dicha�proteína�actuara�como�análogo�proteico�de� la�estructura�CAP,�mediando� la�

iniciación�de�la�traducción�mediante�interacciones�con�la�maquinaria�de�traducción�celular.�

De�hecho,�varios�autores�han�descrito�interacciones�de�la�VPg�con�factores�de�iniciación�de�

la� traducción�en�varios�miembros�de� la� familia�Caliciviridae.�Se�ha�descrito�que� la�VPg�de�

FCV� y� MNV� interacciona� con� el� factor� eIF4E,� y� que� dicha� interacción� es� esencial� para� la�

traducción�vírica�en�el�caso�de�FCV�(Goodfellow�et�al.,�2005;�Goodfellow,�2011).�En�MNV�se�

ha�descrito�que�la�VPg�se�une�directamente�al�factor�eIF4G�y�que�mutaciones�en�la�VPg�que�

afectan� a� esta� interacción� son� letales� para� el� virus� (Goodfellow,� 2011).� Por� último,� en�

norovirus� humano� se� ha� demostrado� la� interacción� de� la� VPg� con� el� factor� eIF3,�

concretamente� con� la� subunidad� eIF3d,� aunque� el� significado� funcional� de� dicha�

interacción�no�está�claro�(Daughenbaugh�et�al.,�2003).��

En� cuanto� a� los� virus� de� plantas,� también� la� VPg� de� potyvirus,� o� su� forma� precursora,�

interaccionan� con� factores� de� iniciación� de� la� traducción� como� el� eIF4E� y� la� isoforma�

eIF(iso)4E,� y� otros� factores� celulares� como� la� proteína� PABP� (Léonard�et� al.,� 2000,� 2004;�

Wittmann�et�al.,�1997).�No�obstante,�a�diferencia�de�los�calicivirus,�no�está�claro�si�dichas�
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interacciones� juegan� un� papel� directo� en� la� iniciación� de� la� traducción� del� RNA� de�

potyvirus.� De� hecho,� la� VPg� no� es� indispensable� para� el� proceso� de� traducción� CAP�

independiente� puesto� que� la� región� 5’�UTR� por� si� misma� confiere� dicha� función� en�

diferentes� potyvirus� (Basso� et� al.,� 1994;� Carrington� &� Freed,� 1990;� Levis� &� Astier�

Manifacier,� 1993;� Nicolaisen� et� al.,� 1992;� Niepel� &� Gallie,� 1999).� A� pesar� de� que� la�

participación� de� la� VPg� de� potyvirus� en� la� traducción� vírica� es� probable� y� no� se� puede�

descartar�que�actúe�estimulando�dicho�proceso,�algunos�autores�sugieren�que�podría�tener�

también� un� papel� en� la� inhibición� de� la� traducción� dependiente� de� CAP� de� la� célula�

hospedadora� mediante� el� secuestro� del� factor� eIF4E� (Eskelin� et� al.,� 2011;� Plante� et� al.,�

2004).��

1.1.3.4 OTRAS FUNCIONES DE LA VPg 

En�el�caso�de�virus�de�animales,�aunque�no�existen�evidencias�experimentales,�se�cree�que�

una� de� las� ventajas� del� mecanismo� de� síntesis� del� RNA� dependiente� de� VPg� sería� la�

prevención�de�la�formación�de�RNAs�víricos�con�grupos�trifosfato�en�el�extremo�5’,�lo�cual�

permitiría� evitar� la� respuesta� innata� antivírica� de� la� célula� hospedadora� durante� la�

infección�(Goodfellow,�2011).��

Otra�función�propuesta�para�la�VPg�de�calicivirus�sería�la�de�señal�para�la�encapsidación�del�

genoma.� La� presencia� de� la� VPg� permitiría� encapsidar� específicamente� los� RNAs� víricos�

unidos� covalentemente� a� dicha� proteína� en� condiciones� de� altas� concentraciones� de�

mRNAs�celulares.�En�el�caso�de�FCV�se�ha�descrito�que� la�VPg� interacciona�directamente�

con�la�proteína�de�la�cápside�VP1,�lo�cual�apoyaría�la�hipótesis�de�un�potencial�papel�de�la�

VPg�en�la�encapsidación�del�RNA�vírico�(Kaiser�et�al.,�2006).��

En�el�caso�de�los�picornavirus,�y�concretamente�para�el�virus�de�la�fiebre�aftosa�(FMDV),�se�

ha�sugerido�también�un�papel�de�la�VPg�en�la�maduración�del�virión�y/o�la�liberación�de�la�

progenie�vírica�(Arias�et�al.,�2010).��

Por�último,�en�virus�de�plantas,�concretamente�en�potyvirus,�la�VPg�también�participa�en�el�

movimiento�sistémico�del�virus�a�través�de�la�interacción�con�proteínas�celulares�(Dunoyer�

et�al.,�2004).��
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1.2 ASTROVIRUS 
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1.2.1 ASPECTOS GENERALES 

�

1.2.1.1 INTRODUCCIÓN 

os� astrovirus� (AstVs),� pertenecientes� a� la� familia� Astroviridae,� son� virus� de� simetría�

icosaédrica,� no� envueltos,� con� un� genoma� constituido� por� una� molécula� de� RNA�

monocatenario�de�polaridad�positiva�((+)ssRNA)�incluido�en�una�cápside�de�entre�28�41�nm�

de� diámetro.� Aunque� los� AstVs� fueron� descubiertos� tan� sólo� un� año� después� que� los�

rotavirus,� en� 1975,� la� caracterización� de� su� epidemiología� molecular� ha� evolucionado�

mucho� más� lentamente.� Desde� un� principio� se� consideró� que� su� incidencia� era�

relativamente� baja� y� que� la� sintomatología� de� la� infección� no� era� demasiado� severa.� No�

obstante,� el� diseño� de� nuevos� y� cada� vez� más� sensibles� sistemas� de� diagnóstico� ha�

suscitado�un�cambio�en�esta�concepción,�y�hoy�en�día� los�AstVs�se�consideran�una�causa�

importante�de�gastroenteritis�no�bacteriana�en�la�población�infantil,�después�de�rotavirus�y�

calicivirus.� Así� pues,� desde� su� descubrimiento� hace� casi� 40� años,� se� ha� profundizado�

fundamentalmente�en�el�conocimiento�de�su�epidemiología�y�su�importancia�médica.��

L�
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1.2.1.2 PERSPECTIVA HISTÓRICA 

Los�AstVs�fueron�identificados�por�primera�vez�como�agentes�causantes�de�diarrea�infantil�

en�el�año�1975�durante�la�investigación�de�un�brote�de�diarrea�y�vómitos�entre�los�niños�de�

una�sala�de�maternidad�(Appleton�&�Higgins,�1975).�El�análisis�de�las�heces�de�unos�cuantos�

niños�por�microscopía�electrónica�puso�de�manifiesto�la�presencia�de�unas�partículas�víricas�

de�morfología�distinta�a�otros�virus�asociados�a�gastroenteritis�como�rotavirus�o�calicivirus.�

El� término�AstV� (del� griego�“astron”,� estrella)� fue� propuesto� por� primera� vez� meses�más�

tarde� por� Madeley� y� Cosgrove� (1975),� al� identificar� unos� virus� icosaédricos� de� pequeño�

tamaño�y�con�apariencia�de�estrella�en�las�heces�de�niños�hospitalizados�con�diarrea�y�en�

brotes�de�gastroenteritis�en�guarderías�para�recién�nacidos.�Durante�los�años�siguientes�y�

hasta�la�actualidad,�se�han�identificado�AstVs�en�diferentes�mamíferos�y�aves.�

Un�paso�muy�importante�que�abrió�muchas�puertas�a�un�mejor�conocimiento�de�los�AstVs�

lo�dieron�Lee�y�Kurtz�(1981),�cuando�consiguieron�aislar�y�propagar�con�éxito�una�cepa�de�

astrovirus�humano�(HAstV)�en�células�HEK.�Este�hecho�permitió� la� identificación�de�cinco�

serotipos�diferentes�de�HAstVs�en�1984�(Kurtz�&�Lee,�1984)�y� la� identificación�unos�años�

más� tarde� de� dos� nuevos� serotipos� humanos� en� el� Reino� Unido� (Lee� &� Kurtz,� 1994),� así�

como�el�desarrollo�de�anticuerpos�monoclonales�(MAb)�que�permitirían�poner�a�punto�un�

sistema�de�diagnóstico�por�inmunoensayo�(Herrmann�et�al.,�1988,�1990).��

Durante�la�década�de�los�90�se�confirmó�su�importancia�clínica�como�agentes�causantes�de�

gastroenteritis�vírica�en�niños�así�como�también�de�brotes�en�adultos�(Belliot�et�al.,�1997b;�

Herrmann� et� al.,� 1991;� Oishi� et� al.,� 1994).� El� avance� en� técnicas� de� biología� molecular�

durante�dicha�década�permitió�también�el�clonaje�y�la�secuenciación�completa�del�primer�

genoma� de� HAstV� (Jiang� et� al.,� 1993),� la� construcción� del� primer� clon� de� DNA�

complementario�(cDNA)�del�genoma�completo�de�HAstV�1�(Geigenmüller�et�al.,�1997),�así�

como� el� desarrollo� de� múltiples� técnicas� de� detección� del� virus� por� retrotranscripción�

reacción�en�cadena�de� la�polimerasa�(RT�PCR)�(Jonassen�et�al.,�1993;�Matsui�et�al.,�1998;�

Mitchell�et�al.,�1995;�Noel�et�al.,�1995).�
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Ya�en�el�segundo�milenio�se�puso�de�manifiesto�la�existencia�de�un�nuevo�serotipo�humano�

(HAstV�8)�(Méndez�Toss�et�al.,�2000)�y�se�obtuvieron�partículas�virus�like�(VLPs)�de�HAstV�1�

y� HAstV�2� en�sistemas� de� expresión� heteróloga�utilizando� el� virus� vaccinia� (Dalton�et� al.,�

2003)�y�baculovirus�(Caballero�et�al.,�2004),�respectivamente.�

A�partir�del�año�2008�y�hasta� la�actualidad�el�escenario�entorno�a� los�AstVs�ha�cambiado�

drásticamente.�El�uso�de�herramientas�de�metagenómica�en�estudios�de�vigilancia�a�gran�

escala� y� el� análisis� del� viroma� fecal� de� distintas� especies� animales� ha� conducido� a� la�

identificación�de�AstVs�en�múltiples�especies�de�mamíferos,�además�de�la�identificación�de�

nuevos�serotipos�en�humanos�(AstV�MLB1�y�2,�HMOAstV�A,�B�y�C,�AstV�VA1,�2�y�3)�distintos�

genéticamente� a� los� serotipos� clásicos� (HAstV�1� a� HAstV�8)� (De� Benedictis� et� al.,� 2011;�

Finkbeiner�et�al.,�2008b,�2009a,�b,�c;�Kapoor�et�al.,�2009).�

Finalmente,�en�cuanto�al�conocimiento�de� la�morfología�de� la�cápside,� recientemente�ha�

habido�un�importante�avance�gracias�a�la�obtención�de�la�estructura�cristalográfica�de�las�

espículas� del� virus� (Dong� et� al.,� 2011)� y� la� reconstrucción� tridimensional� por�

crioelectromicroscopía�de�viriones�maduros�e�inmaduros�(Dryden�et�al.,�2012).��
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1.2.2 CARACTERÍSTICAS BIOLÓGICAS DE LOS ASTROVIRUS 

�

1.2.2.1 HOSPEDADORES NATURALES  

os� AstVs� presentan� un� amplio� espectro� de� especies� hospedadoras.� Además� de�

identificarse�en�humanos,�se�han�aislado�AstVs�de�las�heces�de�una�amplia�variedad�

de� otros� mamíferos,� incluyendo� ganado� ovino� (Snodgrass� &� Gray,� 1977),� ganado� bovino�

(Woode�&�Bridger,�1978),�lechones�(Bridger,�1980),�perros�(Williams,�1980),�gatos�(Hoshino�

et�al.,�1981),�ciervos�rojos�(Tzipori�et�al.,�1981),�ratones�(Kjeldsberg�&�Hem,�1985),�visones�

(Englund� et� al.,� 2002),� murciélagos� (Chu� et� al.,� 2008),� guepardos� (Atkins� et� al.,� 2009),�

leones�marinos�(Rivera�et�al.,�2010),�delfines�(Rivera�et�al.,�2010),�ratas�(Chu�et�al.,�2010),�

corzos� (Smits� et� al.,� 2010a)� y� conejos� (Martella� et� al.,� 2011),� así� como� de� aves,�

concretamente�de�pollos�(Imada�et�al.,�2000),�pavos�(McNulty�et�al.,�1980),�patos�(Gough�

et�al.,�1984),�gallinas�de�Guinea�(Cattoli�et�al.,�2005)�y�palomas�(Zhao�et�al.,�2011).��

La�caracterización�filogenética�de�los�AstVs�ha�demostrado�que�algunos�de�ellos�muestran�

una� elevada� diversidad� genética� y� que� una� determinada� especie� hospedadora� puede� ser�

susceptible� a� la� infección� por� AstVs� divergentes.� Este� es� el� caso,� por� ejemplo,� de� los�

recientemente�descritos�HAstV�(HAstV�MLB1�y�MLB2,�HMOAstVs�A,�B,�y�C,�y�HAstV�VA1�y�

L�
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VA2),� que� se� han� encontrado� en� individuos� afectados� de� gastroenteritis� pero� son�

genéticamente� divergentes� de� los� serotipos� humanos� clásicos� (HAstV�1� a� HAstV�8)�

(Finkbeiner� et� al.,� 2008a,� b,� 2009a,� c;� Kapoor� et� al.,� 2009).� Además� de� en� los� HAstV� no�

clásicos,�también�se�ha�descrito�un�nivel�elevado�de�diversidad�genética�en�el�caso�de�AstVs�

que� infectan�a�cerdos� (Luo�et�al.,�2011),�murciélagos� (Chu�et�al.,�2008;�Zhu�et�al.,�2009),�

leones� marinos� (Rivera� et� al.,� 2010),� ganado� ovino� (Reuter� et� al.,� 2012),� visones�

(Blomström�et�al.,�2010)�y�pavos�(Pantin�Jackwood�et�al.,�2011).�

Por�otra�parte,�también�se�ha�observado�que�algunos�AstVs�no�son�específicos�de�especie�y�

pueden�infectar�a�más�de�una�especie�animal.�Entre�otros�ejemplos,�este�sería�el�caso�de�

algunos� AstV� de� murciélago,� que� pueden� infectar� diferentes� especies� de� murciélagos�

insectívoros� (Chu� et� al.,� 2008;� Zhu� et� al.,� 2009),� el� AstV� identificado� en� guepardo,� que�

presumiblemente�es�el�mismo�virus�que�infecta�a�gatos�(Atkins�et�al.,�2009),�o�el�virus�de�la�

nefritis�aviar�(ANV),�que�puede�infectar�tanto�a�pollos�como�a�pavos�(Imada�et�al.,�2000).�

En� cuanto� a� la� patología� que� provocan� los� distintos� AstV,� si� bien� en� mamíferos� afectan�

principalmente�al�aparato�gastrointestinal�provocando�diarrea�en�individuos�jóvenes�o�bien�

infecciones�asintomáticas,�en�el�caso�de�las�aves�el�espectro�de�manifestaciones�clínicas�de�

la� infección� es� más� amplio� e� incluye� diarrea,� hepatitis� y� nefritis.� Las� infecciones�

extraintestinales,�sin�embargo,�no�están�restringidas�a�los�AstVs�aviares.�Recientemente�se�

han�aislado�AstVs�a�partir�de�tejido�cerebral�de�visones�con�una�enfermedad�neurológica�

conocida� como� shaking� mink� syndrome,� caracterizada� por� agitación,� temblores,�

convulsiones,�marcha�vacilante�y�ataxia�(Blomström�et�al.,�2010).�Además,�en�humanos�se�

han�aislado�también�HAstVs�no�clásicos�a�partir�de�tejido�cerebral�de�un�niño�de�15�años�

con� agammaglobulinemia� ligada� al� cromosoma� X� y� afectado� de� encefalitis� (Quan� et� al.,�

2010),�así�como�a�partir�de�plasma�de�un�niño� febril� (Holtz�et�al.,�2011).�Recientemente,�

también�se�ha�detectado�RNA�de�HAstV�en�el�tracto�respiratorio,�sangre,�médula�ósea,�piel�

y� tejido� cerebral� de� pacientes� pediátricos� altamente� inmunosuprimidos� (Wunderli� et� al.,�

2011).�

�

�
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1.2.2.2 TAXONOMÍA Y CLASIFICACIÓN  

La�familia�Astroviridae�fue�establecida�definitivamente�dentro�del�subphylum�de�virus�RNA�

de� cadena� positiva� en� 1995,� tras� la� confirmación� de� una� serie� de� características� de� su�

biología�molecular.�

En�1991,�el�análisis�de�las�proteínas�y�los�RNAs�sintetizados�durante�la�infección�de�cultivos�

celulares� con� AstV� disuadió� de� incluir� estos� virus� como� miembros� de� ninguna� de� las� dos�

familias� de� virus� desnudos� (+)ssRNA� establecidas� hasta� el� momento� (Picornaviridae� y�

Caliciviridae)� (Monroe�et�al.,�1991).�Más�tarde,�en�1993,�se�determinó� la�secuencia�de�su�

RNA� subgenómico,� lo� cual� respaldó� la� inclusión� de� estos� virus� como� miembros� de� una�

nueva�familia�de�virus�(+)ssRNA�(Monroe�et�al.,�1993).�Durante�ese�mismo�año,�se�obtuvo�

la� secuencia� completa� del� genoma� de� HAstV� y� se� corroboró� una� organización� genómica�

propia� para� estos� virus,� con� tres� ORFs,� así� como� la� presencia� de� una� señal� de� ribosomal�

frameshifting� (RFS)� y� la� ausencia� de� un� dominio� helicasa� típico� de� virus� (+)ssRNA� con�

genomas� superiores� a� las� 6� kb� (Jiang�et� al.,� 1993).� En�1994� se� identificó� el� motivo� de� su�

RdRp�(Lewis�et�al.,�1994)�y�ya�en�1995,�basándose�en�todas�estas�observaciones,�el�Comité�

Internacional�de�Taxonomía�de�Virus�(ICTV)�clasificó�los�AstVs�dentro�de�una�nueva�familia�

denominada�Astroviridae�(Monroe�et�al.,�1995).��

En�resumen,�las�principales�características�de�la�familia�Astroviridae�se�detallan�en�la�Tabla�

1.1.� Entre� éstas,� las� tres� características� que,� en� conjunto,� distinguen� los� AstVs� de� otros�

virus� (+)ssRNA� son:� su� organización� genómica� con� las� proteínas� no� estructurales� en� el�

extremo�5’,�codificadas�por�dos�ORFs�pero�traducidas�como�una�poliproteína�gracias�a�una�

señal�de�RFS,�y�con�las�proteínas�estructurales�codificadas�en�el�extremo�3’;�la�utilización�de�

un�RNA�subgenómico�para�la�síntesis�de�grandes�cantidades�de�proteínas�estructurales;�y�la�

ausencia�de�un�dominio�helicasa�demostrado�experimentalmente.�Respecto�a�esta�última�

característica,�si�bien�en�la�década�de�los�90�se�apuntó�a�la�ausencia�de�dicho�dominio,�más�

de� una� década� más� tarde� Al�Mutairy� y� col.� (2005)� predijeron� computacionalmente� la�

presencia�de�un�putativo�motivo�helicasa�en�el�genoma�de�HAstV,�aunque�por�el�momento�

no�existen�evidencias�experimentales�que�apoyen�la�existencia�de�dicha�proteína.��
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Tabla�1.1.�Características�generales�de�la�familia�Astroviridae�

ESTRUCTURA DEL VIRIÓN 

Partículas�icosaédricas�de�28�41�nm�de�diámetro�

No�envueltos�

Apariencia�de�estrella�de�5�o�6�puntas�bajo�el�microscopio�electrónico�en�aproximadamente�

el�10%�de�los�viriones�

GENOMA

(+)ssRNA�de�entre�6,4�y�7,7�kb�y�poliadenilado�en�el�extremo�3’�

ORFs�codificantes�para�las�proteínas�no�estructurales�(ORF1a�y�ORF1b)�en�el�extremo�5’,�y�un�

ORF�codificante�para�las�proteínas�estructurales�(ORF2)�en�el�extremo�3’�

Presencia�de�una�señal�de�RFS�entre�el�ORF1a�y�el�ORF1b�

Ausencia�de�una�proteína�helicasa�demostrada�experimentalmente�

REPLICACIÓN 

Uso�de�un�RNA�subgenómico�de�~2.8�kb�para�la�síntesis�de�las�proteínas�estructurales�

�

Inicialmente,� la� familia� Astroviridae� contenía� sólo� un� género,� Astrovirus� (Monroe� et� al.,�

1995),�y�la�clasificación�se�basaba�en�la�morfología�del�virus.�Más�tarde�el�ICTV�propuso�un�

nuevo� sistema� de� clasificación� y� nomenclatura� basado� en� la� especie� hospedadora� de�

origen.� Así� pues,� la� familia� se� dividió� en� dos� géneros:� Mamastrovirus� (MAstV),� para� los�

virus�que�infectan�a�mamíferos,�y�Avastrovirus�(AAstV),�para�los�virus�que�infectan�a�aves.�

Dentro� de� estos� dos� géneros,� los� AstV� fueron� subdivididos� en� especies� en� base� a� las�

especies� animales� hospedadoras� en� las� que� se� aisló� el� virus.� Desde� entonces,� esta�

clasificación�no�ha�cambiado�y�en�el�último�informe�del�ICTV�se�describen�6�especies�dentro�

del� género� Mamastrovirus� (Astrovirus� bovino,� Astrovirus� felino,� Astrovirus� humano,�

Astrovirus�ovino,�Astrovirus�porcino�y�Astrovirus�de�visón)�y�3�especies�dentro�del�género�

Avastrovirus� (Astrovirus� de� pollo,� Astrovirus� de� pato� y� Astrovirus� de� pavo)� (Bosch� et� al.,�

2011).��

Sin� embargo,� el� escenario� entorno� a� la� taxonomía� de� los� AstVs� ha� cambiado�

significativamente�desde�el�año�2008,�debido�a�la�creciente�identificación�de�nuevos�AstVs�
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tanto�en�mamíferos�como�en�aves�y�a�la�observación�de�que�los�AstVs�son�un�grupo�muy�

diverso� genéticamente� y� con� un� amplio� espectro� de� especies� hospedadoras.� A� esto� hay�

que� sumarle� el� hecho� de� que� una� misma� especie� animal� puede� ser� infectada� por� AstVs�

genéticamente� distintos� y� que� los� AstVs� no� son� específicos� de� especie,� pudiendo� en�

algunos�casos�infectar�a�más�de�una�especie�animal.�Bajo�estas�nuevas�premisas,�el�Grupo�

de�Estudio�de�los�Astrovirus�estableció�en�2010�un�nuevo�criterio�de�clasificación�basado�no�

solamente� en� la� especie� animal� hospedadora� sino� también� en� diferencias� filogenéticas�

(Bosch� et� al.,� 2010a,� b).� Así� pues,� dentro� de� cada� género,� actualmente� los� AstVs� se�

clasifican� en� especies� genotipo,� nombradas� con� números� arábigos,� según� la� especie�

hospedadora�de�origen�y�el�análisis�genético�de�la�secuencia�completa�del�ORF2�codificante�

para� las� proteínas� estructurales.� Siguiendo� estos� criterios� estandarizados,� los� géneros�

AAstV� y� MAstV� se� dividen� actualmente� en� 7� y� 33� especies� genotipo,� respectivamente,� si�

bien�la�continua�identificación�de�nuevos�AstVs�requerirá�de�la�actualización�periódica�de�

esta�clasificación�(Guix�et�al.,�2012).�

1.2.2.3 ESTRUCTURA Y ORGANIZACIÓN GENÓMICA  

El� genoma� de� AstV� está� compuesto� por� una� molécula� de� RNA� de� cadena� sencilla� y�

polaridad�positiva�de�aproximadamente�7�kb�de�longitud�y�poliadenilada�en�el�extremo�3’�

(Méndez�&�Arias,�2007b).�Dicha�molécula�de�RNA�genómico,�obtenida�bien�directamente�

del�virus�o�por�transcripción� in�vitro,�es�capaz�de�producir�partículas�víricas� infecciosas�al�

ser�transfectada�tanto�en�células�susceptibles�a�la�infección�por�AstV�(p.�ej.,�CaCo�2)�como�

en�células�no�susceptibles�a�la�infección�(p.�ej.,�BHK�21)�(Geigenmüller�et�al.,�1997).�

Además� del� RNA� genómico,� durante� el� ciclo� replicativo� del� virus� también� se� producen�

moléculas� de� RNA� subgenómico� de� polaridad� positiva,� � que� corresponden�

aproximadamente� a� unas� 2.8� kb� del� extremo� 3’� del� RNA� genómico.� Dicho� RNA�

subgenómico,�generado�a�partir�de� las�moléculas�de�RNA�antigenómico,�codifica�para� las�

proteínas�estructurales�del�virus�(Monroe�et�al.,�1991).��

En� cuanto� a� la� organización� del� genoma� de� AstV� (Fig.� 1.5� A),� existen� secuencias� no�

traducidas�tanto�en�el�extremo�5’�(5’�UTR)�como�en�el�extremo�3’�(3’�UTR),�de�longitudes�
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variables�de�entre�11�85�y�80�85�bases,�respectivamente,�según�el�serotipo.�Al�igual�que�en�

calicivirus,�hasta�el�momento�no�se�ha�descrito�ningún�elemento�IRES�en�la�región�5’�UTR.�

Por� el� contrario,� en� la� región� 3’�UTR,� además� de� una� cola� de� aproximadamente� 31�

adeninas,�se�ha�descrito�la�presencia�de�una�estructura�secundaria�de�RNA�conocida�como�

stem�loop� II�like� motif� (s2m).� Este� motivo� se� encuentra� altamente� conservado� en� AstVs�

humanos,� porcinos,� felinos,� ovinos� y� de� aves� (Jonassen� et� al.,� 1998;� Monceyron� et� al.,�

1997;� Wang� et� al.,� 2001),� además� de� haberse� identificado� también� en� otros� virus� de� las�

familias�Coronaviridae�y�Picornaviridae,� lo�cual�sugiere�un�papel�importante�en�la�biología�

de� los� virus� (+)ssRNA.� Aunque� su� función� es� todavía� desconocida,� se� ha� sugerido� que�

podría�actuar�aportando�estabilidad�a�la�estructura�secundaria�del�RNA�e�interaccionando�

con�proteínas�celulares�y�víricas�necesarias�para�la�replicación�del�genoma.�

En� cuanto� a� la� región� codificante,� el� genoma� de� AstV� se� estructura� en� tres� ORFs� con�

regiones�solapantes.�Los�dos�ORFs�localizados�en�el�extremo�5’�del�genoma,�denominados�

ORF1a�y�ORF1b,�codifican�para�las�proteínas�no�estructurales.�El�tercer�ORF,�localizado�en�

el�extremo�3’�del�genoma�y�denominado�ORF2,�es�común�tanto�en�el�RNA�genómico�como�

en� el� RNA� subgenómico� y� codifica� para� las� proteínas� estructurales� (Monroe� et� al.,� 1993;�

Willcocks�&�Carter,�1993).�En�los�HAstVs�clásicos�y�otros�AstVs�de�mamífero�se�ha�descrito�

recientemente� un� nuevo� ORF� (ORFX)� de� entre� 91�122� codones� dentro� del� ORF2,� con� el�

codón�de�inicio�situado�entre�41�50�nucleótidos�downstream�del�codón�de�inicio�del�ORF2�y�

una�pauta�de�lectura�+1�(Firth�&�Atkins,�2010).�Si�bien�se�desconoce�si�la�putativa�proteína�

codificada� por� el� ORFX� se� sintetiza� en� las� células� infectadas,� se� ha� propuesto� que� la�

traducción�de�dicho�ORF�podría�darse�a�través�de�un�mecanismo�de�leaky�scanning.��

La�longitud�de�los�tres�ORFs�(ORF1a,�ORF1b�y�ORF2)�varía�según�la�cepa�de�AstV.�La�mayor�

variación� de� longitud� se� observa� en� el� ORF1a� debido� principalmente� a� la� región� de�

inserciones� y� deleciones� localizada� en� el� extremo� 3’� de� dicho� ORF� (Guix� et� al.,� 2005;�

Willcocks�et�al.,�1994).�El�ORF1b�y�el�ORF2�no�son�tan�variables�en�longitud,�aunque�este�

último�presenta�la�mayor�variabilidad�a�nivel�de�secuencia�nucleotídica.�

�

�
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Fig.� 1.5.� (A)� Esquema� de� la� organización� genómica� de� HAstV�1.� Las� secuencias�
nucleotídicas�representan�secuencias�altamente�conservadas�localizadas�en�la�señal�de�RFS�
y�upstream�del� sitio�de� iniciación�de� la� transcripción�del�RNA�subgenómico.�Se�muestran�
también�las�putativas�estructuras�secundarias�conservadas�presentes�en�la�señal�de�RFS�y�
en�el�extremo�3’�del�RNA�genómico.�(B)�Representación�esquemática�de�las�poliproteínas�
víricas,� destacando� los� principales� motivos� de� cada� una� de� ellas,� donde� HEL:� putativo�
dominio� helicasa;� TM:� dominios� transmembrana;� CC:� dominios� coiled�coil;� PRO:� motivo�
proteasa;� VPg:� putativa� región� codificante� para� una� proteína� VPg;� HVR:� región�
hipervariable;�NLS:�señal�de�localización�nuclear;�DD:�putativo�death�domain;�POL:�motivo�
RdRp;� RB:� región� rica� en� residuos� básicos;� RA:� región� rica� en� residuos� ácidos.� La�
poliproteína�estructural�codificada�por�el�ORF2�se�divide�en�dos�regiones�según�su�nivel�de�
variabilidad.�
�

Asimismo,� la� longitud� de� las� regiones� de� solapamiento� entre� los� distintos� ORFs� también�

varía�en�función�de�la�cepa�de�AstV.�Concretamente,�en�el�caso�de�los�MAstVs,�la�región�de�

solapamiento�entre�el�ORF1a�y�el�ORF1b�varía�entre�10�y�148�nucleótidos.�Precisamente�en�

esta�región�de�solapamiento�se�localiza�la�señal�necesaria�para�la�síntesis�de�la�poliproteína�
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nsP1ab�a�través�de�un�mecanismo�de�ribosomal�frameshifting�(Jiang�et�al.,�1993;�Marczinke�

et� al.,� 1994).� Esta� señal� consta� de� dos� estructuras� fundamentales:� una� secuencia�

heptamérica� (AAAAAAC),� lugar� en� el� cual� el� ribosoma� se� desliza� para� retroceder� una�

posición� y� modificar� la� pauta� de� lectura,� y� una� secuencia� rica� en� GC� constituida� por� una�

repetición�invertida�de�7�nucleótidos�(GGGCCCCAGAAGACCAAGGGGCCC),�capaz�de�formar�

una�estructura�en�forma�de�hairpin.�

En�cuanto�al�ORF1b�y�el�ORF2,�la�región�de�solapamiento�también�puede�variar�en�longitud�

o�bien�no�existir�como�en�el�caso�de�los�AstVs�de�pato�(Fu�et�al.,�2009).�Justamente�en�esta�

región�se�ha�identificado�una�secuencia�altamente�conservada�que�podría�constituir�parte�

del�promotor�para�la�síntesis�del�RNA�subgenómico�(Jonassen�et�al.,�2003)�(Fig.�1.5�A).��

1.2.2.4 PROTEÍNAS VÍRICAS 

1.2.2.4.1 Poliproteína no estructural nsP1a 

La�poliproteína�codificada�a�partir�del�ORF1a�(nsP1a)�consta�de�entre�787�950�aminoácidos�

en� el� caso� de� los� MAstVs� y� puede� llegar� a� tener� hasta� 1240� aminoácidos� en� AAstVs�

(Méndez�et�al.,�2012)�(Fig.�1.5�B).�

La� característica� más� destacable� de� la� poliproteína� nsP1a� es� la� presencia� de� un� motivo�

proteasa� en� su� región� central.� La� obtención� de� la� estructura� cristalográfica� de� dicha�

proteína�ha�permitido�confirmar�que�se�trata�de�una�serina�proteasa�tipo�tripsina,�con� la�

tríada�catalítica�constituida�por�los�aminoácidos�His461,�Asp489�y�Ser551�y�con�especificidad�de�

corte�después�de�residuos�de�ácido�aspártico�y�ácido�glutámico�(Speroni�et�al.,�2009).��

En� el� extremo� N�terminal� de� la� poliproteína� se� han� identificado� varios� dominios�

transmembrana,�tanto�en�MAstV�como�en�AAstV�(Fig.�1.5�B).�Aunque�el�número�de�hélices�

transmembrana� varía� según� los� diferentes� autores� (Jiang� et� al.,� 1993;� Jonassen� et� al.,�

2003),�se�cree�que�podrían�estar� implicados�en�el�anclaje�del�complejo�de�replicación�del�

RNA�vírico�a�membranas�intracelulares.��

También� en� el� extremo� N�terminal� de� la� poliproteína� nsP1a,� y� a� pesar� de� la� creencia�

generalizada�durante�mucho�tiempo�de�que�los�AstVs�no�codifican�para�una�helicasa,�se�ha�
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predicho� recientemente� mediante� herramientas� computacionales� la� presencia� de� dos�

putativos�motivos�de�helicasa,�con�homología�de�secuencia�con�motivos�de�la�helicasa�de�

pestivirus,�que�serían� funcionalmente� importantes�para� la�unión�a�ATP�(Al�Mutairy�et�al.,�

2005)�(Fig.�1.5�B).��

En� cuanto� al� extremo� C�terminal� cabe� destacar� la� presencia� de� múltiples� dominios� y�

señales�de�distinta�funcionalidad:�una�señal�de� localización�nuclear�(NLS)�cuyo�significado�

biológico�en�el�ciclo�replicativo�del�virus�no�ha�sido�analizado�(Jiang�et�al.,�1993);�una�señal�

KKXX�like� de� retención� en� retículo� endoplasmático� (Guix� et� al.,� 2004b);� un� epítopo�

inmunoreactivo�(IRE)�(Matsui�et�al.,�1993);�una�zona�hipervariable�(HVR)�rica�en�inserciones�

y�deleciones,�que�se�asoció�en�un�principio�a�la�adaptación�del�virus�a�determinadas�líneas�

celulares�(Willcocks�et�al.,�1994)�y�que�más�adelante�se�ha�relacionado�con�un�posible�papel�

en�la�replicación�del�RNA�vírico�(Guix�et�al.,�2005);�y�finalmente�un�putativo�motivo�death�

domain�(DD)�que�estaría�relacionado�con�la�activación�del�proceso�de�apoptosis�en�células�

CaCo�2�infectadas�(Guix�et�al.,�2004a).�

Tanto� en� el� extremo� N�terminal� como� en� el� C�terminal� se� han� identificado� dos� motivos�

estructurales�de�tipo�coiled�coil� (Jonassen�et�al.,�2003).�Aunque�se�ha�descrito�que�dichos�

motivos�generalmente�están�implicados�en�la�oligomerización�de�múltiples�proteínas�y�en�

la� regulación� de� la� expresión� génica� (Lupas,� 1996),� en� AstV� se� desconoce� el� papel� que�

pueden�tener�las�proteínas�que�los�contienen.��

Hasta� el� momento,� en� ninguno� de� los� AstVs� secuenciados� se� ha� identificado� un� dominio�

metiltransferasa,�lo�cual�sugiere�que�probablemente�el�genoma�del�virus�debe�estar�unido�

covalentemente�a�una�proteína�VPg�en�su�extremo�5’� (Jiang�et�al.,�1993).�En�cuanto�a� la�

localización�de�la�putativa�región�codificante�para�la�VPg,�algunos�autores�postularon�que�

se�encontraría�en�la�poliproteína�nsP1a,�upstream�de�la�proteasa,�y�que�la�Ser420�podría�ser�

la�responsable�de� la�unión�covalente�entre� la�VPg�y�el�RNA�genómico�(Jiang�et�al.,�1993).�

Otros� trabajos�más� recientes�basados�en�predicciones�computacionales,�por�el� contrario,�

sugieren�que�la�VPg�se�encontraría�también�en�la�poliproteína�nsP1a�aunque�downstream�

de� la�proteasa,�y�que�sería�el� residuo�Tyr693�el� responsable�de� la�unión�covalente�al�RNA�

genómico�(Al�Mutairy�et�al.,�2005;�Jonassen�et�al.,�2003).�
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1.2.2.4.2 Poliproteína no estructural nsP1b  

A� pesar� de� que� el� ORF1b� posee� un� potencial� codón� de� inicio� de� traducción,� se� ha�

demostrado� que� la� síntesis� de� la� poliproteína� nsP1b� tiene� lugar� tras� un� fenómeno� de�

ribosomal�frameshifting�en� la�región�de�solapamiento�entre�el�ORF1a�y�el�ORF1b,�que�da�

lugar� a� una� poliproteína� (nsP1ab)� que� engloba� ambos� ORFs� y� que� es� procesada�

posteriormente�en�las�dos�poliproteínas�nsP1a�y�nsP1b�(Jiang�et�al.,�1993;�Marczinke�et�al.,�

1994).��

En� la� poliproteína� nsP1b,� de� entre� 515�539� aminoácidos,� destaca� principalmente� la�

presencia�de�un�motivo�RdRp�(Lewis�et�al.,�1994;�Méndez�et�al.,�2012)�(Fig.�1.5�B).�Los�ocho�

motivos� conservados� de� esta� región� son� típicos� de� las� RdRp� del� supergrupo� I� de� la�

clasificación�de�Koonin,�que�incluye,�entre�otras,�las�polimerasas�de�picornavirus,�calicivirus�

y� ciertos� virus� de� plantas� como� potyvirus,� comovirus� y� sobemovirus� (Koonin,� 1991).� En�

cuanto� al� centro� activo� de� dicha� polimerasa,� se� ha� postulado� que� correspondería� a� la�

secuencia�aminoacídica�Tyr374Gly375Asp376Asp377,�altamente�conservada�en�AstVs�humanos�

y�animales�(Carter�&�Willcocks,�1996).�

1.2.2.4.3 Poliproteína estructural 

La�poliproteína�codificada�por�el�ORF2�tiene�un�tamaño�variable,�oscilando�entre�672�y�851�

aminoácidos�(Méndez�et�al.,�2012).�De�todas�las�proteínas�víricas,�ésta�es�la�que�presenta�

una�mayor�variabilidad�de�secuencia.�De�hecho,�la�poliproteína�estructural�se�puede�dividir�

en�dos�regiones�diferenciadas�en�función�del�grado�de�variabilidad.�La�mitad�N�terminal�de�

la� poliproteína� (aa� 1�415)� es� la� región� más� conservada� y� la� que� contiene� los� epítopos�

comunes� a� todos� los� serotipos� (Wang� et� al.,� 2001).� Además,� en� esta� región� existe� un�

motivo� altamente� conservado� en� AstV� humanos� y� animales� consistente� en� un� patrón� de�

repetición�de�dipéptidos�de�carácter�básico,�concretamente�serinas�y�argininas�(Jonassen�et�

al.,� 2001;� Wang� et� al.,� 2001),� que� se� ha� asociado� a� un� posible� papel� en� el�

empaquetamiento�del�RNA�vírico�(Geigenmüller�et�al.,�2002b).�En�esta�región�también�está�

incluido�un�residuo�(Thr227),�que�parece�ser�necesario�para�un�correcto�ensamblaje�de�las�

cápsides� víricas� (Matsui� et� al.,� 2001).� A� diferencia� de� la� mitad� N�terminal,� la� mitad� C�
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terminal� de� la� poliproteína� estructural� presenta� un� importante� grado� de� variabilidad,�

llegándose�a�encontrar�diferencias� importantes�de� longitud�entre� los�diferentes�serotipos�

debido� a� la� presencia� de� inserciones� y/o� deleciones� (Wang� et� al.,� 2001).� Sin� embargo,� a�

pesar�del�grado�general�de�variabilidad,�en�esta�región�se�ha�descrito�un�motivo�de�carácter�

ácido�altamente� conservado,� que� sería� importante�para� el� procesamiento� intracelular� de�

las�proteínas�estructurales�mediado�por�caspasas�(Méndez�et�al.,�2004)�(Fig.�1.5�B).�

En� cuanto� a� la� morfogénesis� de� la� partícula� vírica,� y� en� base� tanto� a� predicciones�

computacionales� como� a� las� estructuras� cristalográficas� obtenidas,� parece� ser� que� el�

dominio�N�terminal�conservado�de�la�proteína�estructural� jugaría�un�papel� importante�en�

el� ensamblaje� del� core� de� la� cápside,� mientras� que� el� dominio� C�terminal� variable�

constituiría� las� espículas� del� virión� y� participaría� de� esta�manera� en� la� interacción� con� la�

célula�hospedadora�(Dong�et�al.,�2011;�Krishna,�2005).��

Entre� los�distintos�MAb�que�se�han�obtenido� frente�a� la�poliproteína�estructural�de�AstV�

destacan� el� 8E7,� 8G4,� 7C2,� 3B2,� 5B7� y� PL2� (Bass� &� Upadhyayula,� 1997;� Herrmann� et� al.,�

1988;� Sánchez�Fauquier� et� al.,� 1994).� A� pesar� de� que� ninguno� de� estos� MAb� se� ha�

caracterizado� totalmente� y� para� la� mayoría� de� ellos� se� desconoce� cuál� es� el� epítopo�

reconocido,� se� ha� descrito� que� los� anticuerpos� que� reconocen� el� dominio� C�terminal�

variable� de� la� poliproteína� estructural� son� específicos� de� serotipo� y� neutralizan� la�

infectividad� vírica,� probablemente� inhibiendo� la� unión� del� virus� al� receptor� (Bass� &�

Upadhyayula,�1997;�Sánchez�Fauquier�et�al.,�1994).��

1.2.2.5 CICLO REPLICATIVO 

El�esquema�de�replicación,�transcripción�y�traducción�que�se�ha�postulado�para�AstV�deriva�

del� modelo� bien� caracterizado� de� calicivirus,� los� cuales� presentan� una� organización�

genómica�y�una�estrategia�de�síntesis�de�las�proteínas�estructurales�de�la�cápside�a�partir�

de�un�RNA�subgenómico�similar�a�la�de�los�AstVs�(Méndez�&�Arias,�2007b).��
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A�grandes�rasgos,�tras�la�entrada�del�virus�en�la�célula�hospedadora�y�la�desencapsidación�

del�genoma�se�produciría�la�síntesis�de�las�proteínas�no�estructurales�a�partir�del�genoma�

vírico.�Estas�proteínas�transcribirían�el�genoma�dando�lugar�a�un�RNA�de�polaridad�negativa�

(RNA� antigenómico)� que� serviría� de� molde� para� la� síntesis� tanto� de� nuevas� moléculas�

genómicas� como� de� moléculas� de� RNA� subgenómico� de� polaridad� positiva.� Finalmente,�

tras�la�síntesis�a�gran�escala�de�las�proteínas�estructurales�a�partir�del�RNA�subgenómico�y�

el� ensamblaje� del� genoma� dentro� de� las� cápsides,� los� viriones� saldrían� al� exterior� de� la�

célula�donde�madurarían�para�poder�infectar�nuevas�células�vecinas�(Fig.�1.6).�

�
Fig.�1.6.�Esquema�del�ciclo�replicativo�de�astrovirus.�Ver�detalles�en�el�texto.�Adaptado�de�
Méndez�et�al.,�2012,�donde�gRNA:�RNA�genómico;�sgRNA:�RNA�subgenómico.��
�

1.2.2.5.1 Adsorción y entrada del virus a la célula 

Las� interacciones� tempranas� de� AstV� con� la� célula� hospedadora� han� sido� pobremente�

caracterizadas.�De�hecho,�actualmente�todavía�se�desconoce�el�receptor�o�receptores�para�

AstV,� si�bien�el�mapeo�de� residuos�conservados�en� la� cápside� revela�un�putativo�sitio�de�

unión�a�receptor�con�una�composición�aminoacídica�característica�del� reconocimiento�de�

polisacáridos�(Dong�et�al.,�2011).�Sin�embargo,�la�observación�de�que�diferentes�serotipos�
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de�HAstV�muestran�un�tropismo�celular�diferente�in�vitro�(Brinker�et�al.,�2000),�sugiere�que�

estos�virus�podrían�usar�más�de�un�receptor.��

Estudios� realizados�con�células�HEK�293� infectadas�con�HAstV�1�demuestran� la�presencia�

de�viriones�en�vesículas�recubiertas,�lo�cual�sugiere�un�mecanismo�de�entrada�del�virus�por�

endocitosis� mediada� por� clatrina.� Esta� hipótesis� se� ve� reforzada� por� la� inhibición� de� la�

infección�vírica�mediada�por�fármacos�bloqueadores�de�la�endocitosis�(Donelli�et�al.,�1992).�

De� hecho,� recientemente� esta� vía� se� ha� confirmado� como� funcional� para� la� entrada� de�

HAstV�8�en�células�CaCo�2�(Méndez�et�al.,�2012).�

El� mecanismo� a� través� del� cual� se� libera� el� genoma� de� AstV� en� el� citoplasma� para� su�

traducción�es�todavía�desconocido.�Sin�embargo,�en�células�CaCo�2�infectadas�con�HAstV�8�

se� ha� observado� que� la� liberación� del� genoma� se� produce� aproximadamente� a� los� 130�

minutos�tras�la�entrada�en�la�célula,�y�parece�ser�que�la�acidificación�de�los�endosomas�que�

contienen�las�partículas�víricas�sería�necesaria�para�dicho�proceso�(Méndez�et�al.,�2012).��

1.2.2.5.2 Traducción y procesamiento de las proteínas no estructurales

Después�de�la�liberación�del�genoma�al�citoplasma�celular,�éste�es�traducido�para�producir�

las�proteínas�no�estructurales�en�forma�de�dos�poliproteínas,�la�poliproteína�nsP1a�(~�102�

kDa)�y�la�poliproteína�nsP1ab�(~�160�kDa).��

A�pesar�de�que�se�ha�predicho�la�presencia�de�una�putativa�proteína�VPg�codificada�por�el�

genoma� de� AstV,� se� desconoce� todavía� si� el� mecanismo� de� traducción� de� las� proteínas�

víricas�es�dependiente�o�independiente�de�CAP.�

El� procesamiento� proteolítico� que� sufren� las� poliproteínas� no� estructurales� no� ha� sido�

todavía� caracterizado� en� profundidad� y� se� desconoce� el� número� total� de� proteínas�

resultantes� de� dicho� procesamiento.� Estudios� realizados� con� diferentes� sistemas�

experimentales� y� con� distintos� serotipos� de� HAstV� clásicos� describen� distintos� productos�

tanto�intermediarios�como�finales�(Geigenmüller�et�al.,�2002a;�Gibson�et�al.,�1998;�Kiang�&�

Matsui,�2002;�Méndez�et�al.,�2003;�Willcocks�et�al.,�1999).�No�obstante,� las�conclusiones�

derivadas�de�estos�estudios�sugieren�que�la�poliproteína�nsP1ab�de�aproximadamente�160�
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kDa�sería�procesada�dando�lugar�a�la�RdRp�(nsP1b),�de�unos�57�kDa�de�peso�molecular,�y�a�

una� proteína� de� aproximadamente� 102� kDa� (nsP1a),� la� cual� sería� procesada�

adicionalmente�para�dar�lugar�a�varias�proteínas�maduras�(Fig.�1.7).��

Respecto� al� procesamiento� de� la� poliproteína� nsP1a,� se� han� descrito� cuatro� potenciales�

sitios�de�corte,�concretamente�entre�los�residuos�Ala174�y�His175;�entre�Val409�y�Ala410;�entre�

Gln567�y�Thr568;�y�entre�Glu654�e�Ile655.�Los�datos�que�existen�hasta�la�fecha�sugieren�que�la�

proteasa� vírica� sería� responsable� del� procesamiento� proteolítico� a� excepción� del� corte�

entre� Ala174� y� His175� (Geigenmüller� et� al.,� 2002a;� Kiang� &� Matsui,� 2002;� Méndez� et� al.,�

2003).� Tampoco� está� claro� todavía� si� los� dos� lugares� de� corte� entre� los� residuos�

Gln567/Thr568�y�Glu654/Ile655�serían�mutuamente�excluyentes�o�no.�En�cualquier�caso,�hoy�en�

día�se�cree�que�la�poliproteína�nsP1a�sería�procesada�tanto�por�la�proteasa�vírica�como�por�

proteasas�celulares�resultando�en�al�menos�cuatro�proteínas�iniciales:�la�proteína�nsP1a/1�

o�proteína�nsP1a�N�terminal,�de�unos�20�kDa,�correspondiente�al�extremo�N�terminal�de�la�

poliproteína�nsP1a�(Méndez�et�al.,�2003);�la�proteína�nsP1a/2,�de�carácter�potencialmente�

hidrófobo,�cuya�presencia�no�se�ha�demostrado�experimentalmente;� la�proteína�nsP1a/3,�

de�aproximadamente�27�kDa,�que�correspondería�a�la�proteasa�vírica�(Geigenmüller�et�al.,�

2002a;�Méndez�et�al.,�2003);�y�finalmente�la�proteína�nsP1a/4�o�proteína�nsP1a�C�terminal,�

correspondiente�al�extremo�C�terminal�de�la�poliproteína�nsP1a�(Fig.�1.7).��

A�pesar�de�que�la�ubicación�exacta�del�lugar�de�corte�entre�las�proteínas�nsP1a/3�y�nsP1a/4�

todavía� no� se� ha� confirmado� experimentalmente,� parece� ser� que� esta� última� sería�

procesada�ulteriormente�dando�lugar�a�varias�proteínas�finales.�De�hecho,�en�los�trabajos�

existentes�hasta� la�fecha�se�han�descrito�diversos�productos�correspondientes�al�extremo�

C�terminal�de�la�poliproteína�nsP1a,�concretamente�productos�de�34�38�kDa,�21�27�kDa,�20�

kDa,� 6.5� kDa� y� 5.5� kDa� (Guix� et� al.,� 2004b;� Méndez� et� al.,� 2003;� Willcocks� et� al.,� 1999).�

Además,� en� un� trabajo� de� Al�Mutairy� y� col.� (2005),� basado� en� predicciones�

computacionales,�se�describe� la�presencia�de�una�putativa�proteína�VPg�codificada�por�el�

genoma� de� AstV� con� lugares� de� corte� situados� dentro� de� la� teórica� proteína� nsP1a/4,�

concretamente�entre�los�residuos�Gln664/Lys665�y�Gln755/Ala756,�cuyo�corte�daría�lugar�a�una�

proteína�con�un�peso�molecular�de�11�kDa.�
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Fig.�1.7.�Modelo�de�procesamiento�de�las�proteínas�no�estructurales�(nsP)�de�astrovirus�
resultantes�de�la�traducción�del�ORF1a�y�el�ORF1b,�donde�HEL:�putativo�dominio�helicasa;�
TM:� dominios� transmembrana;� CC:� dominios� coiled�coil;� PRO:� motivo� proteasa;� VPg:�
putativa�región�codificante�para�una�proteína�VPg;�HVR:�región�hipervariable;�POL:�motivo�
RNA�polimerasa�RNA�dependiente;�P:�modificación�post�traduccional�por�fosforilación.�Los�
triángulos� negros� indican� los� lugares� de� procesamiento� proteolítico� descritos� por� Al�
Mutairy�et� al.,� 2005;� Geigenmüller� et� al.,� 2002a;� Kiang� &� Matsui,� 2002;� y� Méndez�et� al.,�
2003.�
�

1.2.2.5.3 Transcripción y replicación 

Actualmente� se� conocen� pocos� detalles� sobre� la� replicación� del� genoma� de� AstV.� Sin�

embargo,� la� información� disponible� es� consistente� con� estudios� previos� en� otros� virus�

(+)ssRNA,� por� lo� que� es� razonable� suponer� que� en� AstV� la� replicación� del� genoma� se�



�

Página�|�42�
�

1� CARACTERIZACIÓN�GENÉTICA�Y�FUNCIONAL�DE�LA�PROTEÍNA�nsP1a/4�de�ASTROVIRUS�

produce�de�una�manera�similar.�Partiendo�de�esta�premisa,�se�cree�que�tras�la�traducción�

del� RNA� genómico� y� el� procesamiento� de� las� proteínas� no� estructurales� se� forma� un�

complejo�de�replicación�viral,�que�utiliza�como�molde�el�RNA�genómico�para�la�síntesis�de�

un�RNA�de�cadena�negativa�(RNA�antigenómico).�Una�vez�sintetizado�el�RNA�antigenómico,�

éste�serviría�de�molde�para�la�síntesis�tanto�de�nuevas�cadenas�de�RNA�genómico�como�de�

RNA�subgenómico.��

El� complejo� de� replicación� de� los� virus� (+)ssRNA� contiene� usualmente� la� RdRp� y� otras�

proteínas� no� estructurales,� además� de� proteínas� celulares� necesarias� para� la� replicación�

del�genoma�vírico.�En�el�caso�de�AstV,� se�ha�descrito�que� la�proteína�nsP1a�C�terminal�o�

nsP1a/4� juega� un� papel� en� la� replicación�del� RNA� (Guix� et� al.,�2005),� lo� cual� sugiere�que�

podría�ser�parte�del�complejo�de�replicación.�También�se�ha�predicho�la�presencia�de�una�

putativa�región�codificante�para�una�proteína�VPg�en�el�extremo�3’�del�ORF1a�(Al�Mutairy�

et�al.,�2005),�lo�cual�abre�la�posibilidad�a�que�la�síntesis�del�RNA�de�AstV�sea�dependiente�

de�la�utilización�de�esta�proteína�como�cebador.�

En�cuanto�al�lugar�de�replicación,�los�datos�existentes�hasta�la�fecha�sugieren�que�la�síntesis�

del�RNA�de�AstV,�al� igual�que�sucede�con�todos�los�virus�(+)ssRNA�caracterizados,�tendría�

lugar� en� asociación� con� membranas� intracelulares� (Denison,� 2008).� De� hecho,� se� ha�

descrito� la� asociación� de� dichas� membranas� con� el� RNA� de� AstV,� tanto� genómico� como�

antigenómico,�así�como�con�varias�proteínas�no�estructurales�como�la�proteasa,�la�RdRp�y�

la�proteína�nsP1a/4�(Guix�et�al.,�2004b;�Méndez�et�al.,�2007a).�

1.2.2.5.4 Síntesis y procesamiento de proteínas estructurales y morfogénesis 

La� traducción� de� la� poliproteína� estructural� de� 87�90� kDa� codificada� por� el� ORF2� se�

produce�a�partir�del�RNA�subgenómico�a�través�de�un�mecanismo�todavía�desconocido.�Sin�

embargo,� tal� y� como� ocurre� con� el� RNA� genómico� y� subgenómico� de� calicivirus,� el�

mecanismo� de� traducción� del� RNA� subgenómico� de� AstV� podría� implicar� también� la�

participación�de�una�proteína�VPg�(Al�Mutairy�et�al.,�2005;�Herbert�et�al.,�1997;�Velázquez�

Moctezuma�et�al.,�2012).�
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A� pesar� de� que� el� análisis� del� procesamiento� de� las� proteínas� estructurales� de� HAstV� ha�

sido�abordado�por�diversos�grupos�de�investigación,�actualmente�todavía�existe�polémica�

sobre� cuál� es� el� procesamiento� exacto� que� sufre� la� poliproteína� estructural.� Algunos�

autores� postulan� que� no� existe� tal� procesamiento� proteolítico� intracelular� de� la�

poliproteína� de� 87�90� kDa� (Geigenmüller� et� al.,� 2002b;� Monroe� et� al.,� 1991;� Sánchez�

Fauquier�et�al.,�1994).�Por�el�contrario,�otros�autores�defienden�que�el�precursor�de�87�90�

kDa� sufriría� un� primer� procesamiento� proteolítico� a� cargo� de� proteasas� celulares,� si�bien�

existe� divergencia� en� cómo� tiene� lugar� dicho� procesamiento� intracelular� y� las� proteínas�

que� resultan� de� éste� (Bass� &� Qiu,� 2000;� Méndez� et� al.,� 2002).� El� modelo� mayormente�

aceptado� hoy� en� día� postula� que� existe� un� procesamiento� mediado� por� caspasas� en� el�

extremo�C�terminal�que�resultaría�en�una�proteína�de�70�kDa�(VP70)�(Méndez�et�al.,�2002,�

2004)�(Fig.�1.8).�
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Fig.�1.8.�Modelo�de�procesamiento�de�la�poliproteína�estructural�de�astrovirus�resultante�
de�la�traducción�del�ORF2.�Los�triángulos�invertidos�blancos�señalan�los�posibles�lugares�de�
procesamiento� proteolítico� intracelular� a� cargo� de� caspasas� celulares.� Los� triángulos�
invertidos� grises� y� negros� indican� los� lugares� de� procesamiento� proteolítico� putativos� y�
confirmados,�respectivamente,�realizados�por�la�tripsina�en�el�exterior�de�la�célula�(Bass�&�
Qiu,�2000;�Geigenmüller�et�al.,�2002b;�Méndez�et�al.,�2002;�Sánchez�Fauquier�et�al.,�1994).�
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En� cualquier� caso,� la� presencia� de� la� poliproteína� estructural� (VP90)� en� asociación� con�

membranas� intracelulares� sugiere� que� los� primeros� pasos� de� la� morfogénesis� de� las�

partículas� víricas� se� producirían� en� asociación� con� dichas� estructuras.� Según� un� modelo�

propuesto� por� Méndez� y� col.� (2007a)� la� poliproteína� VP90� se� ensamblaría� en� asociación�

con� estructuras� membranosas� dando� lugar� a� partículas� víricas� inmaduras.� Una� vez�

disociada� de� las� membranas� mediante� un� mecanismo� desconocido,� la� poliproteína� VP90�

ensamblada� en� partículas� víricas� sería� procesada� proteolíticamente� en� el� extremo� C�

terminal,�dando� lugar�a�cápsides�constituidas�por� la�poliproteína�VP70.�El�procesamiento�

de�la�VP90�en�VP70�se�ha�asociado�con�la�salida�de�las�partículas�víricas�de�la�célula,�aunque�

se� desconoce� si� dicho� procesamiento� se� produce� intracelularmente� o� bien�

simultáneamente� con� la� liberación� de� las� partículas� víricas.� En� cualquier� caso,� se� ha�

descrito� que� las� proteasas� responsables� del� procesamiento� de� la� VP90� serían� caspasas�

celulares,� que� actuarían� en� una� región� de� carácter� ácido� del� extremo� C�terminal� de� la�

poliproteína�VP90�en�la�cual�se�han�descrito�varios�putativos�motivos�de�reconocimiento�de�

caspasas�(Méndez�et�al.,�2004).�La�activación�de�estas�caspasas�requeriría�de�la�traducción�

y/o� replicación� del� genoma� de� AstV� (Banos�Lara� &� Méndez,� 2010).� El� componente� vírico�

responsable�de�esta�inducción�es�todavía�desconocido,�si�bien�en�la�proteína�nsP1a/4�se�ha�

predicho� computacionalmente� la� presencia� de� un� putativo� death� domain,� similar� a� los�

presentes� en�proteínas� que� inducen� la� activación� de�caspasas� y� la� apoptosis� (Guix� et� al.,�

2004a).��

En�cuanto�a�la�liberación�de�la�progenie�vírica�y�a�pesar�de�tratarse�de�virus�no�envueltos,�

se� ha� descrito� que� los� AstVs� utilizarían� un� mecanismo� no� lítico.� Al� igual� que� el�

procesamiento�de� la�poliproteína�VP90,�este�evento�estaría�relacionado�con� la�activación�

de�ciertas�caspasas�(Banos�Lara�&�Méndez,�2010).�

A�nivel�del�procesamiento�extracelular,�todos�los�estudios�existentes�convergen�en�la�idea�

de� que� los� viriones� requieren� de� la� acción� de� la� tripsina� para� su� maduración.� La� tripsina�

actúa�consecutivamente�sobre�la�poliproteína�estructural�dando�lugar�a�las�tres�proteínas�

definitivas� de� las� cápsides� maduras� (VP34,� VP27/29� y� VP25/26),� provocando� de� esta�

manera� un� incremento� considerable� en� su� capacidad� infectiva� (Bass� &� Qiu,� 2000).� En�

función�del�modelo�celular,�el�serotipo�de�HAstV�y�la�técnica�utilizada,�el�tamaño�que�se�ha�
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descrito�para�dichas�proteínas�maduras�varía�entre�32�34�kDa�(VP34),�27�29�kDa�(VP27/29)�

y�24�26�kDa�(VP25/26),�respectivamente�(Bass�&�Qiu,�2000;�Belliot�et�al.,�1997c;�Dalton�et�

al.,� 2003;� Méndez� et� al.,� 2002;� Monroe� et� al.,� 1991;� Sánchez�Fauquier� et� al.,� 1994;�

Willcocks� et� al.,� 1990).� La� proteína� VP34� corresponde� al� extremo� N�terminal� conservado�

del� ORF2� mientras� que� la� proteína� VP27/29� corresponde� a� la� región� variable� del� ORF2,�

siendo�la�proteína�VP25/26�una�versión�truncada�por�el�extremo�N�terminal�de�esta�última�

(Bass�&�Qiu,�2000;�Belliot�et�al.,�1997c;�Méndez�et�al.,�2002;�Sánchez�Fauquier�et�al.,�1994)�

(Fig.�1.8).�

1.2.2.6 MORFOLOGÍA Y ESTRUCTURA DE LA CÁPSIDE 

Por� lo� general,� se� considera� que� los� AstVs� tienen� un� diámetro� de� 28�41� nm,� aunque� el�

tamaño�de�las�partículas�puede�sufrir�variaciones�según�el�origen�del�virus�(heces�o�cultivo�

celular),� el� método� de� purificación� y� el� modo� de� preparación� de� la� muestra� para� su�

observación�por�microscopia�electrónica.�Del�mismo�modo,�su�característica�estructura�en�

forma�de�estrella�de�5�o�6�puntas�sólo�se�observa�en�un�10%�de�los�viriones�presentes�en�

una�preparación�(Madeley�&�Cosgrove,�1975).�

Estudios�de�ultraestructura�realizados�por�Risco�y�col.�(1995)�mostraron�que�las�partículas�

maduras� de� HAstV�2� presentan� una� simetría� icosaédrica,� con� una� serie� de� espículas�

protuberantes�en� la�superficie,�que�hacen�que�el�diámetro� total�del�virión�alcance� los�41�

nm,�mientras�que�si�no�se�consideran�dichas�espículas�el�diámetro�del�virión�es�de�unos�30�

nm.�

Posteriores� estudios� de� crioelectromicroscopía� y� reconstrucción� tridimensional� de� las�

imágenes� demostraron� que� las� partículas� maduras� de� HAstV�1� constan� de� una� cápside�

central�de�33�nm�de�diámetro�decorada�con�30�espículas�diméricas�que�se�extienden�5�nm�

desde� la� superficie� de� la� cápside� dando� un� tamaño� total� de� la� partícula� vírica� de� 43� nm�

(Matsui�et�al.,�2001).�

En�cuanto�a� la�composición�proteica�de� la�estructura�de� la�cápside�y� las�espículas,�en�un�

estudio�realizado�por�Krishna�(2005),�basado�en�predicciones�estructurales,�se�sugiere�que�

la� región�conservada�de� la�poliproteína�estructural� (aa�1�a�415)�constituye�el�dominio�de�



�

Página�|�46�
�

1� CARACTERIZACIÓN�GENÉTICA�Y�FUNCIONAL�DE�LA�PROTEÍNA�nsP1a/4�de�ASTROVIRUS�

ensamblaje� necesario� para� formar� la� cápside� y� encapsidar� el� RNA� vírico,� mientras� que� la�

región� variable� (aa� 416� a� 787)� constituye� el� dominio� de� interacción� con� los� receptores�

específicos�en�la�superficie�de�la�célula�hospedadora.�De�acuerdo�con�esta�predicción,� los�

estudios� con� anticuerpos� revelan� que� la� proteína� VP34,� correspondiente� a� la� región�

conservada� de� la� poliproteína� estructural,� presenta� epítopos� conservados� en� todos� los�

serotipos,� mientras� que� las� proteínas� VP25/26� y� VP27/29,� correspondientes� a� la� región�

variable,�contienen�los�epítopos�específicos�de�serotipo�y�por�tanto�es�lógico�pensar�que�se�

encuentren�en� la�superficie�del�virión,�contribuyendo�al� tropismo�celular�de�éste� (Bass�&�

Upadhyayula,�1997;�Herrmann�et�al.,�1988;�Sánchez�Fauquier�et�al.,�1994).�Además,�otra�

evidencia�experimental�que�apoya�esta�hipótesis�reside�en�el�hecho�que�el�residuo�Thr227�

de� HAstV�1,� localizado� dentro� de� la� región� conservada� de� la� poliproteína� estructural,�

resulta�esencial�para�el�correcto�ensamblaje�de�las�cápsides�víricas�(Matsui�et�al.,�2001).��

Asumiendo� la� premisa� de� que� la� región� variable� de� la� poliproteína� estructural� se�

corresponde� con� las� espículas� de� la� cápside,� Dong� y� col.� (2011)� obtuvieron� cristales� de�

dicha�región,�excluyendo�el�dominio�ácido�del�extremo�C�terminal,�con�el�fin�de�resolver�su�

estructura� cristalográfica.� Los� resultados� obtenidos� en� dicho� estudio� muestran� que� las�

espículas�de�HAstV�tienen�una�estructura�de�tipo�sándwich���de�tres�capas,�con�un�dominio�

central�constituido�por�un�barril���de�6�cadenas,�similar�al�presente�en�el�dominio�P2�de�las�

espículas�del�virus�de�la�hepatitis�E�(HEV).�En�este�mismo�estudio,�el�mapeo�de�los�residuos�

aminoacídicos�conservados�de�la�espícula�reveló�un�putativo�sitio�de�unión�a�receptor�con�

una� composición� aminoacídica� característica� del� reconocimiento� de� polisacáridos.�

Concretamente,�los�residuos�que�se�encuentran�conservados�en�los�ocho�serotipos�clásicos�

humanos�y�que�constituirían�este�potencial�sitio�de�unión�al�receptor�son�la�Lys455,�la�Ser554,�

la� Thr575� y� el� Glu610.� De� hecho,� de� acuerdo� con� esta� hipótesis� de� unión� del� virión� a� un�

receptor�de�tipo�polisacárido,� los�mismos�autores�observaron�una� inhibición�parcial�de� la�

infectividad�de�HAstV�8�en�presencia�de�heparina,�heparán�sulfato�y�dextrán�sulfato.�Por�el�

contrario,�la�adición�de�glicoforina�A,�una�proteína�rica�en�ácido�siálico,�o�el�tratamiento�de�

las�células�hospedadoras�con�sialidasa,�no�alteró�la�infectividad�de�HAstV�8,�lo�cual�sugiere�

que�polisacáridos�distintos�al�ácido�siálico�podrían�actuar�como�receptores�celulares�para�

AstV�(Dong�et�al.,�2011).�
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Fig.�1.9.�Reconstrucción�tridimensional�a�partir�de�imágenes�de�crioelectromicroscopía�de�
partículas� de� astrovirus� inmaduras� (izquierda)� y� partículas� maduras� (derecha),� tras� el�
procesamiento�proteolítico�con�tripsina.�

En� cuanto� a� las� diferencias� estructurales� entre� las� partículas� inmaduras� y� las� partículas�

infecciosas� obtenidas� tras� la� digestión� proteolítica� con� tripsina,� un� estudio� de�

reconstrucción�tridimensional�a�partir�de�imágenes�de�crioelectromicroscopía�muestra�que�

ambas�partículas,�con�una�simetría�icosaédrica�T=3,�difieren�principalmente�en�el�número�

de� espículas� que� sobresalen� de� la� superficie� de� la� cápside.� Mientras� que� las� partículas�

maduras�muestran�30�espículas�diméricas� localizadas�en� los�ejes�de�simetría�binarios,�en�

las� partículas� inmaduras� el� número� de� espículas� diméricas� asciende� a� 90� (Dryden� et� al.,�

2012)�(Fig.�1.9).�Además,�en�este�mismo�trabajo�los�autores�remarcan�una�gran�semejanza�

a�nivel�estructural�entre�las�partículas�de�AstV�inmaduras�y�las�partículas�VLPs�de�HEV,�así�

como�a�nivel�de�la�secuencia�de�las�proteínas�de�la�cápside�de�ambos�virus�(Dryden�et�al.,�

2012).��
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1.2.3 ASPECTOS CLÍNICOS DE LA INFECCIÓN POR ASTROVIRUS 

�

1.2.3.1 TRANSMISIÓN 

a� transmisión� de� la� infección� por� HAstV� ocurre� fundamentalmente� por� la� vía� fecal�

oral.� La� excreción� de� virus� en� las� heces� de� individuos� infectados� puede� llegar� a�

contaminar�el�agua,�alimentos�o�superficies,�que�a�su�vez�pueden�representar�nuevos�focos�

de� infección.�El� virus� puede�sobrevivir� en� el� medio� ambiente� durante� largos� períodos� de�

tiempo� hasta� que� es� ingerido� por� otro� individuo� en� el� que� provoca� una� nueva� infección�

(Abad�et�al.,�2001).�

Estudios� en� voluntarios� humanos� adultos� han� permitido� caracterizar� las� infecciones� por�

HAstV�como�de�patogenicidad�leve.�A�pesar�de�que�la�mayoría�de�los�voluntarios�desarrolla�

una�respuesta�serológica�frente�al�virus,�muy�pocos�desarrollan�una�sintomatología�grave�

(Kurtz� et� al.,� 1979;� Midthun� et� al.,� 1993).� La� infección� asintomática� o� de� sintomatología�

leve�puede�hacer�que�los�propios�adultos�actúen�de�forma�inconsciente�como�vectores�de�

transmisión�del�virus�hacia�los�niños,�quienes�son�más�susceptibles�a�la�infección,�pudiendo�

provocar�brotes�epidémicos�con�sintomatología�variable�que�ocasionalmente�puede�llegar�

a�ser�grave.�

L�
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1.2.3.2 SINTOMATOLOGÍA 

En�humanos,� la�gastroenteritis�aguda�causada�por�HAstV�se�caracteriza�por�un�cuadro�de�

diarrea�líquida�de�una�duración�de�2�3�días,�precedido�en�ocasiones�de�náuseas�y�vómitos�y�

acompañado�de�dolor�abdominal�y�febrícula�o�hasta�fiebre�alta�que�puede�durar�de�2�a�7�

días� (Glass� et� al.,� 2001;� Mitchell,� 2002).� Esta� sintomatología� no� es� diferenciable� de� la�

ocasionada�por�la�infección�por�otros�virus�como�rotavirus�o�calicivirus,�aunque�en�general�

se�considera�que�la�infección�por�HAstV�es�de�carácter�más�leve�y�no�suele�desencadenar�

problemas�graves�de�deshidratación�y�hospitalización.�Mención�aparte�merecen� los�casos�

de�gastroenteritis�persistentes�causadas�por�HAstV,�cuya�incidencia�se�ha�relacionado�con�

mayor�frecuencia�al�serotipo�3�(Caballero�et�al.,�2003).�

1.2.3.3 PATOGÉNESIS 

A�pesar�de�que�los�HAstVs�constituyen�una�de�las�principales�causas�de�gastroenteritis�en�

niños,�actualmente�existen�pocos�estudios�sobre�los�mecanismos�de�patogénesis.��

La� correlación� de� la� aparición� de� la� diarrea� con� la� excreción� de� virus� en� heces� y� la�

identificación�de�partículas�víricas�en�las�células�epiteliales�intestinales,�concretamente�en�

los� enterocitos� vellosos,� sugiere� que� la� replicación� vírica� en� humanos� tiene� lugar� en� el�

tejido�intestinal�(Phillips�et�al.,�1982).�Sin�embargo,�los�pocos�datos�sobre�histopatología�en�

humanos� apuntan� a� que� la� respuesta� inflamatoria� y� los� cambios� histológicos� en� estas�

células�son�leves,�con�un�ligero�acortamiento�de�las�microvellosidades�(Sebire�et�al.,�2004).�

Por�tanto,�parece�ser�que�la�destrucción�del�epitelio�intestinal�no�sería�el�mecanismo�por�el�

cual�los�HAstVs�causan�diarrea.�De�hecho,�diversos�estudios�indican�que�la�malabsorción�y�

la�desregulación�de�la�permeabilidad�intestinal�tendrían�un�papel�clave�en�el�desarrollo�de�

la�diarrea�causada�por�HAstV.�Así,�estudios�realizados�en�un�modelo�de�pavo�indican�que�la�

actividad�específica�de�la�maltasa�disminuye�durante� la� infección�por�AstV,� lo�que�resulta�

en� una� digestión� y� absorción� deficiente� de� los� disacáridos� y� la� consiguiente� diarrea�

osmótica�(Thouvenelle�et�al.,�1995).�También�en�el�modelo�de�pavo�se�ha�descrito�que�la�

infección�por�AstV�provoca�malabsorción�de�sodio,�posiblemente�debido�a�la�alteración�de�
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la� localización� apical� del� intercambiador� de� sodio�hidrógeno� NHE3� en� las� células� del�

epitelio�intestinal�(Nighot�et�al.,�2010).�

En� cuanto� a� la� alteración� de� la� permeabilidad� intestinal,� estudios� in� vitro� con� células�

epiteliales�intestinales�diferenciadas�(CaCo�2)�muestran�que�la�infección�por�HAstV�provoca�

una� alteración� de� la� función� de� barrera,� posiblemente� debido� a� la� reorganización� de� los�

filamentos� de� actina� y� la� redistribución� de� la� ocludina,� siendo� ambos� elementos�

importantes� para� la� formación� de� las� uniones� intercelulares� (Moser� et� al.,� 2007).� Estas�

observaciones�realizadas�in�vitro�se�ven�reforzadas�por�estudios�in�vivo�en�pavos,�en�los�que�

la�infección�por�AstV�se�ha�visto�que�provoca�también�una�reorganización�de�los�filamentos�

de�actina�(Nighot�et�al.,�2010).�Además,�estudios�in�vitro�muestran�que�la�replicación�vírica�

no� es� necesaria� para� la� alteración� de� la� permeabilidad� puesto� que� las� proteínas� de� la�

cápside�por�sí�solas�son�capaces�de�inducir�tal�alteración,�lo�cual�sugiere�que�la�cápside�de�

AstV�podría�actuar�como�una�enterotoxina�(Moser�et�al.,�2007).��

1.2.3.4 EPIDEMIOLOGÍA 

1.2.3.4.1 Grupos afectados 

Las� infecciones� causadas� por� HAstV� afectan� mayoritariamente� a� la� población� infantil,�

aunque� su� incidencia� también� es� importante� en� la� población� geriátrica� y� en� pacientes�

inmunosuprimidos.� En� adultos� sanos� también� se� han� detectado� casos� de� gastroenteritis�

por�HAstV�(Belliot�et�al.,�1997b;�Oishi�et�al.,�1994;�Pager�&�Steele,�2002;�Svenungsson�et�al.,�

2000),�si�bien�la�infección�suele�ser�mucho�más�suave�o�incluso�asintomática.��

A�pesar�de�que�las�infecciones�por�HAstV�ocurren�con�menor�frecuencia�que�las�infecciones�

por�rotavirus�o�calicivirus�y�que�suelen�provocar�cuadros�sintomáticos�leves,�desde�el�punto�

de�vista�de�la�salud�pública�deben�tenerse�en�cuenta�puesto�que�han�sido�responsables�en�

numerosas�ocasiones�de�brotes�de�gastroenteritis�en�colegios�(Oishi�et�al.,�1994),�escuelas�

militares�(Belliot�et�al.,�1997b),�geriátricos�(Lewis�et�al.,�1989;�Gray�et�al.,�1987),�guarderías�

(Mitchell� et� al.,� 1999)� y� entre� individuos� inmunosuprimidos,� especialmente� en� pacientes�

con� trasplante� de� médula� ósea� y� en� unidades� de� pacientes� pediátricos� con�

inmunodeficiencias�primarias�(Cox�et�al.,�1994;�Cubitt�et�al.,�1999;�Gallimore�et�al.,�2005).��
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El�grupo�de�individuos�inmunosuprimidos�merece�una�consideración�especial�ya�que�se�han�

documentado� múltiples� casos� de� infecciones� por� HAstV� en� pacientes� con� SIDA� y� otras�

afecciones�del�sistema�inmunológico�(Björkholm�et�al.,�1995;�Grohmann�et�al.,�1993;�Quan�

et�al.,�2010;�Smits�et�al.,�2010b;�Wood�et�al.,�1988;�Wunderli�et�al.,�2011).�Además,�cabe�

tener�en�cuenta�que� la�sintomatología�de� la�gastroenteritis�causada�por�HAstV�puede�ser�

más�severa�en�este�tipo�de�pacientes�(Björkholm�et�al.,�1995;�Coppo�et�al.,�2000;�Cunliffe�et�

al.,�2002;�Wood�et�al.,�1988)�e�incluso�se�ha�documentado�la�diseminación�del�virus�a�otros�

tejidos�diferentes�del�epitelio�intestinal�(Quan�et�al.,�2010;�Wunderli�et�al.,�2011).��

1.2.3.4.2 Incidencia  

Los�HAstVs�se�distribuyen�a�lo�largo�de�todo�el�mundo�y�se�asocian�con�entre�el�2%�y�el�9%�

de� casos� de� gastroenteritis� aguda� no� bacteriana� en� niños,� aunque� se� han� documentado�

incidencias� mucho� más� altas,� de� hasta� el� 61%,� en� función� de� la� región� estudiada.� En�

cómputos�globales,� la� incidencia�media�mundial�es�de�alrededor�del�11%,�con�incidencias�

del�23%�y�el�7%�en�zonas�rurales�y�urbanas,�respectivamente.�También�existen�diferencias�

en� función� del� grado� de� desarrollo� de� los� países,� observándose� incidencias� medias�

superiores� en� los� países� en� vías� de� desarrollo,� con� la� excepción� del� África� subsahariana�

donde�la�incidencia�es�baja�(Bosch�et�al.,�2012).�

Si� bien� serían� necesarios� más� estudios� epidemiológicos,� curiosamente� se� observa� una�

tendencia�a�la�reducción�de�la�incidencia�media�de�los�HAstVs�clásicos�en�todo�el�mundo,�

con�niveles�del�22%�en�los�años�80,�el�15%�en�la�década�de�los�90�y�el�5%�en�el�segundo�

milenio�(Bosch�et�al.,�2012).�Es�posible�que�esta�reducción�se�deba�al�desplazamiento�de�los�

serotipos�clásicos�por�las�nuevas�cepas�MLB,�HMO�y�VA.�Así�por�ejemplo,�estudios�recientes�

de� seroprevalencia� indican� que� la� cepa� HMO�C� es� altamente� prevalente� (Burbelo� et� al.,�

2011),� si� bien� serían� necesarios� más� datos� de� estudios� de� vigilancia� y� prevalencia� de� las�

nuevas�cepas�humanas�de�AstV�para�corroborar�dicha�hipótesis.�

En�cuanto�a� la� incidencia�relativa�de� los�diferentes�serotipos�clásicos�de�HAstVs,�estudios�

realizados� a� lo� largo� de� todo� el� mundo� muestran� que� el� serotipo� 1� es,� salvo� pocas�

excepciones,� el� más� prevalente� a� nivel� mundial,� mientras� que� los� serotipos� 6� y� 7� se� han�
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aislado�sólo�muy�raramente�y�el� segundo�serotipo�más�prevalente�varía�en� función�de� la�

región�geográfica�(Bosch�et�al.,�2012).��

Por�último,�las�co�infecciones�de�HAstV�con�otros�patógenos�se�han�descrito�con�frecuencia�

(Gaggero�et�al.,�1998;�Guix�et�al.,�2002;�Román�et�al.,�2003;�Shastri�et�al.,�1998),�y�también,�

aunque� en� menor� medida,� ha� habido� algún� caso� en� el� que� se� ha� demostrado� la� co�

infección�de�distintos�serotipos�del�virus�en�el�mismo�paciente�(Matsui�et�al.,�1998;�Pang�&�

Vesikari,�1999)�y�la�existencia�de�virus�recombinantes�(De�Grazia�et�al.,�2012;�Walter�et�al.,�

2001;�Wolfaardt�et�al.,�2011).�

1.2.3.4.3 Estacionalidad 

Al� igual� que� sucede�con� otros� virus� entéricos� como� rotavirus� y�calicivirus,� las� infecciones�

por� HAstV� siguen� un� patrón� estacional.� En� las� regiones� templadas,� la� incidencia� de� las�

infecciones� aumenta� sobre� todo� en� invierno,� aunque� también� se� observan� casos� en�

verano.�En� los�climas�tropicales�el�patrón�de� incidencia�anual�es�diferente,�con�tasas�más�

altas�en�la�temporada�de�lluvias.�Además,�algunos�estudios�sugieren�un�patrón�bianual�de�

la� incidencia� de� HAstV,� de� manera� que� el� impacto� de� estos� virus� en� la� población� sería�

mayor�en�años�alternos�(Bosch�et�al.,�2012).�

1.2.3.5 INMUNIDAD FRENTE A LA INFECCIÓN POR ASTROVIRUS 

1.2.3.5.1 Inmunidad adquirida 

La�naturaleza�endémica�de�las�infecciones�por�HAstV�y�la�distribución�bifásica�de�los�grupos�

de�edad�afectados,�principalmente�los�niños�y�personas�de�edad�avanzada,�ha�llevado�a�la�

hipótesis� de� que� el� sistema� inmune� adaptativo� protege� a� los� adultos� de� la� infección�

(Krishna� et� al.,� 2012).� Esta� idea� se� basa� en� gran� medida� en� los� estudios� epidemiológicos�

que�demuestran�que�los�niños�adquieren�anticuerpos�frente�a�HAstV�durante�los�primeros�

años� de� vida,� alcanzando� niveles� de� seroprevalencia� elevados� en� adultos� jóvenes� sanos�

(Koopmans�et�al.,�1998;�Kriston�et�al.,�1996;�Kurtz�&�Lee,�1978).��

El� potencial� papel� protector� de� estos� anticuerpos� ha� sido� estudiado� mediante� estudios�

clínicos�con�voluntarios�humanos.�Los�resultados�obtenidos�muestran�que�la�infección�por�
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HAstV�provoca�un�cuadro�clínico�leve�en�la�mayoría�de�voluntarios�sanos.�Sin�embargo,�en�

aquellos�sujetos�con�serología�negativa�para�anticuerpos�frente�a�HAstV,�la�sintomatología�

causada�por�la�infección�es�más�severa�(Kurtz�&�Lee,�1979).��

Aunque� no� se� ha� adoptado� una� postura� firme� sobre� la� existencia� de� inmunidad� cruzada�

frente�los�diferentes�serotipos,�la�mayoría�de�los�datos�epidemiológicos�inclinan�la�balanza�

hacia� la�existencia�de�una� inmunidad�homotípica�pero�no�heterotípica� (Guix�et�al.,�2002;�

Mitchell� et� al.,� 1999;� Naficy� et� al.,� 2000).� Además,� parece� ser� que� la� adquisición� de�

anticuerpos�contra�determinados�serotipos�tendría�lugar�con�menor�frecuencia�o�a�edades�

más�avanzadas�(Koopmans�et�al.,�1998).�Esta�hipótesis�se�ve�reforzada�por�el�hecho�de�que�

los�principales�brotes�de�HAstV�descritos�en�adultos�se�han�asociado�a�los�serotipos�menos�

frecuentemente� encontrados� en� estudios� epidemiológicos� realizados� sobre� la� población�

infantil�(Belliot�et�al.,�1997b;�Midthun�et�al.,�1993;�Oishi�et�al.,�1994).�

Además� de� la� presencia� de� anticuerpos� frente� a� HAstV,� se� ha� documentado� también� la�

presencia� de� células� T� CD4+� y� CD8+� que� reconocen� de� forma� específica� los� antígenos� de�

superficie�de�HAstV�en�biopsias�intestinales�de�voluntarios�adultos.�La�estimulación�in�vitro�

de� dichas� células� T� con� partículas� de� HAstV� conduce� a� la� producción� de� citoquinas,�

interferón�gamma�(IFN��)�y�factor�de�necrosis�tumoral�(TNF)�(Molberg�et�al.,�1998).�

Así� pues,� los� datos� existentes� hasta� la� actualidad� sugieren� que� ambos� aspectos� de� la�

respuesta� inmune� adquirida,� la� respuesta� humoral� y� la� celular,� estarían� implicados� en� la�

protección�de�los�individuos�adultos�sanos�frente�a�la�infección�por�HAstV,�y�sugieren�que�

los�factores�fisiológicos�que�inhiben�estos�sistemas�pueden�traducirse�en�un�aumento�de�la�

severidad�de�la�sintomatología.�

1.2.3.5.2 Inmunidad innata 

Actualmente�se�conoce�muy�poco�acerca�de�la�respuesta�inmune�innata�frente�a�HAstV.�Sin�

embargo,� la�naturaleza�aguda�de� la�gastroenteritis,� la�corta�duración�de� los�síntomas�y� la�

ocurrencia�de�infecciones�sintomáticas�en�lactantes�y�niños�pequeños�que�pueden�carecer�

de�la�inmunidad�adaptativa�sugieren�que�las�respuestas�innatas�podrían�jugar�también�un�

papel� clave� en� el� control� y� limitación� de� la� infección.� Así,� mientras� que� los� anticuerpos�
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preexistentes�parecen�ser�mediadores�clave�en�la�protección�de�la�reinfección,�la�respuesta�

inmune�innata�podría�ser�más�relevante�para�el�control�de�las�infecciones�primarias.�

Aunque� no� hay� una� evidencia� directa� de� respuesta� inmunitaria� innata� frente� a� HAstV,�

algunos�estudios�sugieren�que�la�producción�de�interferón�de�tipo�I�y�el� incremento�de�la�

actividad� de� las� células� natural� killer� podrían� estar� implicados� en� la� respuesta� antivírica�

(Krishna�et�al.,�2012;�Molberg�et�al.,�1998).��

Por�otra�parte,�se�ha�descrito�que�los�HAstVs�evadirían�uno�de�los�mecanismos�efectores�de�

la�respuesta�inmune�innata,�el�sistema�de�complemento.�Estudios�in�vitro�demuestran�que�

la�proteína�de�la�cápside�se�une�a�las�moléculas�iniciadoras�C1q�y�MBL,�inhibiendo�de�esta�

manera� la� activación� de� la� vía� clásica� y� de� las� lectinas� del� sistema� de� complemento,�

respectivamente� (Bonaparte� et� al.,� 2008;� Gronemus� et� al.,� 2010;� Hair� et� al.,� 2010).�

También�existen�evidencias� in�vivo�de� la� inhibición�del�sistema�de�complemento�mediada�

por�péptidos�sintéticos�derivados�de�la�proteína�de�la�cápside�de�HAstV�en�ratas�(Mauriello�

et�al.,�2013).�Así,�dado�que�el�sistema�de�complemento�contribuye�de�forma�importante�a�

la� iniciación� y� amplificación� de� la� inflamación,� la� inhibición� de� este� sistema� podría�

contribuir� a� la� ausencia� de� inflamación� observada� en� las� gastroenteritis� producidas� por�

HAstV.�

1.2.3.6 TRATAMIENTO Y CONTROL DE LA ENFERMEDAD 

Las�gastroenteritis�causadas�por�HAstV�son�generalmente�de�carácter�leve,�autolimitantes�y�

no� suelen� requerir� tratamientos� específicos.� Únicamente� si� se� desarrollan� problemas� de�

deshidratación,� se� requerirá� la� aplicación� de� una� terapia� de� rehidratación� vía� oral� o�

intravenosa.�Estos�problemas�de�deshidratación�suelen�ocurrir�en�pacientes�que�ya�tienen�

alguna�otra�enfermedad�gastrointestinal,�en�pacientes�con�un�estado�de�nutrición�pobre,�

con� infecciones� mixtas� severas� o� con� enfermedades� prolongadas.� En� situaciones� más�

extremas,� como� es� el� caso� de� pacientes�con� inmunodeficiencias� severas,� se� ha� llegado� a�

administrar�inmunoglobulina�vía�intravenosa�a�pesar�de�que�su�eficacia�específica�frente�a�

la�infección�por�HAstV�no�se�conoce�con�exactitud�(Björkholm�et�al.,�1995).�
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Debido� a� que� se� trata� de� una� enfermedad� de� transmisión� fecal�oral,� la� prevención� de� la�

infección�se�basa�fundamentalmente�en�interrumpir�las�vías�de�transmisión�del�virus�entre�

personas.�Esto�es�especialmente�importante�en�lugares�donde�el�contacto�entre�personas�

es�continuo�e�indiscriminado�como�en�guarderías,�escuelas,�hospitales,�residencias,�etc.�Por�

ello,� en� estos� ambientes,� cualquier� medida� higiénica� debe� extremarse.� Debido� a� que� el�

virus�también�puede�transmitirse�a�través�de�agua�o�alimentos�contaminados,�también�es�

especialmente� importante� lavar� y� manipular� los� alimentos� de� forma�adecuada�y�depurar�

debidamente� el� agua� destinada� al� consumo� humano.� Asimismo,� también� se� ha� descrito�

que�los�AstVs�pueden�persistir�en�superficies�inertes,�las�cuales�podrían�jugar�por�tanto�un�

papel�importante�en�la�transmisión�secundaria�de�la�infección�(Abad�et�al.,�2001).�Por�este�

motivo�las�superficies�potencialmente�transmisoras�deberían�someterse�a�una�desinfección�

periódica,� y� se� ha� demostrado� que� para� ello� el� metanol� al� 70%� es� más� efectivo� que�

concentraciones�equivalentes�de�isopropanol�o�etanol�o�que�el�metanol�al�90%�(Kurtz�et�al.,�

1980).�

Finalmente,�en�lo�que�hace�referencia�a�una�futura�vacuna,�es�pronto�para�el�desarrollo�de�

ésta�ya�que�aún�se�necesita�un�mayor�conocimiento�de�los�fundamentos�de�la�biología�de�

los� HAstVs.� Sin� embargo,� en� el� caso� de� AstVs� de� pollo� se� ha� probado� ya� una� vacuna�

experimental� consistente� en� la� proteína� de� la� cápside� expresada� en� el� sistema� de�

baculovirus� y� los� resultados� muestran� una� protección� parcial� frente� al� enanismo� y� el�

retraso�del�crecimiento�(Sellers�et�al.,�2010).�
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1.2.4 DETECCIÓN Y DIAGNÓSTICO DE ASTROVIRUS 

�

1.2.4.1 MICROSCOPÍA ELECTRÓNICA 

a�microscopía�electrónica�es� la� técnica�que�se�ha�utilizado� tradicionalmente�para�el�

diagnóstico� de� todos� los� tipos� de� virus� que� provocan� gastroenteritis.� En� el� caso� de�

AstV,�la�microscopía�electrónica�permitió�su�descubrimiento�en�1975�y�desde�entonces�fue�

la�técnica�más�utilizada�para�su�diagnóstico�hasta�la�irrupción�de�las�técnicas�moleculares.�

No�obstante,�dicha�técnica�presenta�una�limitación�importante�en�cuanto�a�su�sensibilidad,�

que�se�estima�entre�aproximadamente�106�y�107�partículas�por�gramo�de�heces�(Madeley�&�

Cosgrove,� 1975).� A� pesar� de� que� generalmente� los� pacientes� con� diarrea� causada� por�

HAstV�excretan�grandes�cantidades�de�partículas�víricas�(��1010�partículas/g)�(Caballero�et�

al.,�2003),� la�sensibilidad�de�la�microscopía�electrónica�puede�resultar�un�factor� limitante�

para�el�diagnóstico�en�aquellos�pacientes�que�puedan�estar�excretando�un�número�menor�

de�partículas�víricas.��

A�esta�limitación�hay�que�sumarle�otro�inconveniente�inherente�a�los�propios�AstVs�y�que�

deriva�del�hecho�que�tan�sólo�el�10%�de�las�partículas�víricas�presentes�en�las�heces�de�un�

paciente� infectado� muestran� la� característica� forma� estrellada� (Madeley� &� Cosgrove,�

L�
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1975),�con�la�consiguiente�dificultad�de�diferenciar�entre�AstV�y�otros�virus�de�morfología�

similar,�como�pueden�ser�los�norovirus�o�los�sapovirus.��

En� aquellos� pacientes� en� los� que� la� carga� viral� excretada� es� menor� de� lo� normal,� la�

utilización� de� anticuerpos� en� técnicas� de� microscopía� electrónica� puede� facilitar� la�

identificación�de�los�diferentes�virus�causantes�de�gastroenteritis�(Berthiaume�et�al.,�1981;�

Kjeldsberg,�1977).�Otra�ventaja�de�la�inmunoelectromicroscopía�respecto�a�la�microscopía�

electrónica�directa�es�que�permite�realizar�el�serotipado�de�los�HAstVs�clásicos�(HAstV�1�a�

HAstV�8)� mediante� la� utilización� de� los� anticuerpos� policlonales� de� conejo� de� referencia�

(Kjeldsberg,�1994;�Kurtz�&�Lee,�1984;�Midthun�et�al.,�1993;�Taylor�et�al.,�2001).�

1.2.4.2 ENSAYOS INMUNOLÓGICOS 

1.2.4.2.1 Ensayos inmunoenzimáticos 

La� disposición� de� anticuerpos� específicos� frente� a� HAstV� también� ha� permitido� la�

implementación�de�ensayos�inmunoenzimáticos�(ELISAs)�para�la�detección�de�dichos�virus.�

En�comparación�con�las�técnicas�de�microscopía,�estos�ensayos�presentan�una�sensibilidad�

ligeramente�superior,�con�un� límite�de�detección�de�105�106�virus�por�gramo�de�heces,�y�

una�especificidad�que�puede�alcanzar�el�98%�(McIver�et�al.,�2000).�

Uno�de�los�primeros�ELISAs�se�describió�de�la�mano�de�Herrmann�y�col.�(1990)�y�se�basa�en�

el�recubrimiento�de�la�placa�con�el�MAb�8E7,�el�cual�reconoce�un�epítopo�común�a�todos�

los� serotipos,� y� la� posterior� detección� de� los� virus� presentes� en� la� muestra� fecal,�

capturados�por�el�MAb,�con�un�anticuerpo�policlonal�de�conejo.�Con�diferencia,�este�ELISA�

ha�sido�el�más�ampliamente�utilizado�en�los�estudios�epidemiológicos�de�AstV.�De�hecho,�

actualmente�en�Europa�se�dispone�de�un�kit�comercial�equivalente�al�ELISA�puesto�a�punto�

por�Herrmann�y�col.�(1990)�(IDEIA™�Astrovirus,�DAKO�Diagnostics,�Cambridgeshire,�United�

Kingdom)�específico�para�la�detección�de�HAstVs.�Otro�sistema�de�ELISA�descrito�y�utilizado�

se�basa�en�la�utilización�del�MAb�8G4�como�anticuerpo�de�captura�y�del�mismo�anticuerpo�

biotinilado�como�anticuerpo�detector.�Al�igual�que�el�MAb�8E7,�el�MAb�8G4�reconoce�todos�

los�serotipos�clásicos�de�HAstVs�(Shastri�et�al.,�1998).�
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Paralelamente�a�la�implementación�de�ELISAs�para�la�detección�de�HAstVs,�también�se�han�

desarrollado� métodos� que� permiten� serotipar� las� muestras� mediante� la� utilización� de�

anticuerpos�de�referencia�contra�los�ocho�serotipos�clásicos.�El�ELISA�para�serotipar�utiliza�

estos�anticuerpos�como�detectores�y�el�MAb�8E7�para�la�captura�(Herrmann�et�al.,�1990).�

No� obstante,� se� ha� descrito� un� grado� bastante� elevado� de� reacción� cruzada� entre� los�

serotipos�1�y�3�(Noel�et�al.,�1995).�

El�diseño�de�estos�ensayos�ha�facilitado�la�realización�de�estudios�epidemiológicos�a�gran�

escala� que� han� permitido� corroborar� la� importancia� médica� de� los� HAstVs� en� todo� el�

mundo� (Cruz� et� al.,� 1992;� Gaggero� et� al.,� 1998;� Guerrero� et� al.,� 1998;� Herrmann� et� al.,�

1991;�López�et�al.,�2000;�Maldonado�et�al.,�1998;�McIver�et�al.,�2000;�Medina�et�al.,�2000;�

Naficy�et�al.,�2000;�Pager�&�Steele,�2002;�Shastri�et�al.,�1998;�Steele�et�al.,�1998;�Unicomb�

et�al.,�1998).�

1.2.4.2.2 Otros ensayos inmunológicos: inmunocromatografía, ensayos de 

aglutinación e inmunofluorescencia 

Juntamente� con� los� ensayos� inmunoenzimáticos,� la� inmunocromatografía� es� una� de� las�

técnicas� inmunológicas� más� utilizadas� en� el� diagnóstico� de� HAstV.� Estos� ensayos� se�

caracterizan�por�su�rapidez,�sencillez�y�una�sensibilidad�y�especificidad�similares�a�las�de�la�

RT�PCR�(Khamrin�et�al.,�2010).��

Por� el� contrario,� los� ensayos� de� aglutinación,� basados� en� la� utilización� de� anticuerpos�

policlonales� y� bolas� de� látex,� han� sido� poco� utilizados� debido� a� que� su� sensibilidad� no�

supera�a�la�de�los�ensayos�inmunoenzimáticos�y�presentan�limitaciones�en�la�detección�de�

más� de� un� serotipo� de� HAstVs.� En� contrapartida,� presentan� la� ventaja� de� ser� métodos�

fáciles�y�rápidos�de�realizar�(Kohno�et�al.,�2000;�Komoriya�et�al.,�2003).�

Finalmente,� la� detección� de� diferentes� antígenos� de� HAstV� por� inmunofluorescencia�

mediante� el� uso� de� anticuerpos� específicos� y� anticuerpos� secundarios� marcados� con�

fluorocromos,� es� una� técnica� útil� para� la� detección� y� serotipado� de� HAstVs� adaptados� a�

replicar� en� cultivo� celular,� así� como� para� estudiar� la� localización� subcelular� de�
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determinadas� proteínas� víricas.� A� su� vez,� esta� técnica� también� ha� sido� utilizada� para�

detectar�HAstVs�salvajes�tras�infectar�células�en�cultivo�(Taylor�et�al.,�1997).�

1.2.4.3 MÉTODOS MOLECULARES 

1.2.4.3.1 Hibridación específica de ácidos nucleicos 

La� hibridación,� basada� en� la� utilización� de� sondas� de� DNA� o� RNA� complementarias� al�

genoma�vírico�y�marcadas�radiactivamente�o�bien�con�biotina,�digoxigenina�o�fluoróforos,�

fue�una�de�las�primeras�técnicas�moleculares�utilizadas�en�la�detección�de�AstV.�Si�bien�su�

sensibilidad�no�mejora� las�prestaciones�que�se�alcanzan�con� la�microscopía�electrónica�o�

técnicas�inmunológicas,�sí�permite�detectar�de�forma�inequívoca�la�presencia�de�genomas�

de� AstV� en� aquellas� muestras� en� las� que� la� morfología� y/o� la� antigenicidad� del� virus� no�

están�bien�conservadas�y�por�lo�tanto�pueden�dar�lugar�a�falsos�negativos�por�las�técnicas�

anteriormente�mencionadas�(Moe�et�al.,�1991;�Willcocks�et�al.,�1991).�

Además�de�los�métodos�tradicionales�de�hibridación�de�ácidos�nucleicos�sobre�membranas,�

se�han�desarrollado�también�sistemas�de�hibridación�en�microarrays�acoplados�a�RT�PCR,�

que� permiten� tipar� los� 8� serotipos� clásicos� de� HAstVs� (Brown� et� al.,� 2008),� así� como�

sistemas�de�hibridación�en�estado�líquido�(Belliot�et�al.,�2001).�

Recientemente� se� ha� desarrollado� también� una� nueva� metodología� de� hibridación� en�

suspensión�en� la�que�se�usan�sondas� ligadas�covalentemente�a�microesferas�en�vez�de�a�

una�superficie�sólida.�En�este�sistema,�las�microesferas�están�marcadas�con�dos�fluoróforos�

distintos,� con� diferentes� ratios� de� cada� uno� de� ellos,� de� manera� que� se� pueden� obtener�

múltiples�microesferas�con�un�espectro�de�emisión�único,�que�a�su�vez�pueden�hibridarse�a�

distintas�sondas.�Estas�microesferas�se�analizan�con�un�citómetro�de�flujo�con�dos�láseres�y�

procesadores� de� señales� digitales� de� alta� velocidad,� lo� cual� posibilita� la� detección� de� la�

fluorescencia�de�cada�microesfera�individual,�y�por�tanto�la�identificación�de�la�reacción�o�

ensayo�que�se�está� llevando�a�cabo�en� la�superficie�de�éstas.�Algunos�beneficios�de�esta�

nueva� metodología� incluyen� la� adquisición� rápida� de� datos,� una� excelente� sensibilidad� y�

especificidad,� y� la� capacidad� de� detectar� simultáneamente� múltiples� secuencias.�
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Actualmente� se� ha� desarrollado� ya� un� sistema� de� este� tipo� para� la� detección� de� AstVs,�

juntamente�con�norovirus,�rotavirus,�sapovirus,�y�adenovirus�(Liu�et�al.,�2011).��

1.2.4.3.2 RT-PCR 

La� implantación� de� la� RT�PCR� como� técnica� básica� en� laboratorios� de� investigación� y�

diagnóstico� para� el� análisis� de� cualquier� tipo� de� muestra,� ya� sea� de� origen� fecal� o�

ambiental,�ha�abierto�las�puertas�a�la�realización�de�estudios�tanto�epidemiológicos�como�

filogenéticos�en�base�al�análisis�de�las�secuencias�de�los�genomas�de�los�virus�detectados.�

Las� principales� ventajas� de� la� RT�PCR� frente� al� resto� de� técnicas� de� detección� son� su�

elevada� sensibilidad� y� especificidad� y� la� posibilidad� de� implementar� sistemas� de�

genotipado.��

Los� métodos� de� detección� desarrollados� para� el� diagnóstico� de� HAstVs� clásicos� pueden�

diferenciarse� entre� RT�PCRs� genéricas� para� todos� los� serotipos� y� RT�PCRs� específicas� de�

serotipo�(Tabla�1.2).�

Tabla�1.2.�RT�PCRs�comúnmente�utilizadas�en�la�detección�de�astrovirus�

�

� REGIÓN� CEBADORES� TAMAÑO�(pb)� REFERENCIAS�

RT
�P

CR
s�G

EN
ÉR

IC
AS

�

Proteasa� Mon340/Mon348� 289� Belliot�et�al.,�1997a�

5’ORF1a� Astro5/Astro3� 441� Foley�et�al.,�2000�

3’ORF1a�
�

A1/A2�
�

192�237�
�

Willcocks�et�al.,�1994�
Guix�et�al.,�2002�

RNA�pol� Mon343/Mon344� 316� Belliot�et�al.,�1997a�

5’ORF2�
�

Mon244/Mon245�
Mon269/Mon270�

413�
449�

Noel�et�al.,�1995�
Noel�et�al.,�1995�

3’ORF2�+�3’�UTR� prBEG/Mon2�
DM4/Mon2�

296–324�
1200�

Saito�et�al.,�1995�
Walter�et�al.,�2001�

3’�UTR� Mon2/Mon69� 89� Mitchell�et�al.,�1995�

RT
�P

CR
s�

ES
PE

CÍ
FI

CA
S�

DE
�S

ER
O

TI
PO

� 3’ORF2�
�

AST�S1�a�AST�S8,�
FOR,�END�

118�599�
�

Matsui�et�al.,�1998�
Sakamoto�et�al.,�2000�

3’ORF2�+�3’�UTR� PR6151,�PR6257,�
DM12,�JWT4,�AST�S5,�
DM11,�Mon2��

321�666� Saito�et�al.,�1995�
Mitchell�et�al.,�1999�
Walter�et�al.,�2001��
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Mientras�que�los�métodos�de�RT�PCR�capaces�de�detectar�todos�los�serotipos�se�basan�en�

distintas� regiones� a� lo� largo� de� todo� el� genoma� del� virus,� los� métodos� específicos� de�

serotipo� se� concentran� sobre� todo� en� el� extremo� 3’� del� ORF2� (Tabla� 1.2).� La� gran�

variabilidad�de�esta�región�permite�genotipar�y�serotipar� los�virus�en�función�del� tamaño�

del� amplímero� obtenido� sin� necesidad� de� realizar� secuenciación� de� ácidos� nucleicos,�

mediante� la� utilización� de� un� cebador� común� a� todos� los� serotipos� y� una� mezcla� de�

cebadores�específicos�de�serotipo.��

Si� bien� las� RT�PCR� específicas� para� HAstVs� clásicos� descritas� anteriormente� son� las� más�

ampliamente�aplicadas�en�estudios�epidemiológicos,�también�se�han�desarrollado�RT�PCRs�

en� formato� multiplex,� las� cuales� además� de� detectar� HAstVs� también� permiten� detectar�

simultáneamente� otros� virus� entéricos� como� norovirus,� enterovirus� y� adenovirus�

(Rohayem�et�al.,�2004;�Yan�et�al.,�2003).�

En� cuanto� a� los� nuevos� HAstVs,� se� han� descrito� cebadores� localizados� en� la� región� del�

ORF1b�que�amplifican�estos�serotipos�juntamente�con�los�serotipos�clásicos�(Finkbeiner�et�

al.,� 2009b;� Kapoor� et� al.,� 2009).� Además� de� estos� cebadores� genéricos,� se� han� descrito�

también�cebadores�específicos�para�los�HAstVs�MLB�y�VA1�(Finkbeiner�et�al.,�2009a,�b).��

1.2.4.3.3 RT-PCR a tiempo real  

Una� de� las� limitaciones� de� la� RT�PCR� es� que� se� trata� de� una� técnica� cualitativa� y� por� lo�

tanto� no� permite� la� cuantificación� de� la� carga� viral� de� las� muestras.� Hoy� en� día� esta�

limitación� se� ha� visto� superada� gracias� a� la� aparición� de� la� RT�PCR� a� tiempo� real,� que�

permite�determinar�la�cantidad�de�genomas�víricos�en�una�muestra.�Además,�respecto�a�la�

RT�PCR�convencional,� la�RT�PCR�a�tiempo�real�presenta� la�ventaja�de�ser�más�rápida�y�en�

general�más�sensible.��

Actualmente� existen� múltiples� ensayos� de� RT�PCR� a� tiempo� real� para� la� detección� de�

HAstVs,� con� secuencias� diana� localizadas� tanto� en� el� ORF1a� (Royuela� et� al.,� 2006;� van�

Maarseveen�et�al.,�2010),�como�en�el�ORF1b,�(Holtz�et�al.,�2011;�Mori�et�al.,�2013;�Sano�et�

al.,�2010),�la�región�entre�el�ORF1b�y�el�ORF2�(Dai�et�al.,�2010),�el�ORF2�(Grimm�et�al.,�2004;��
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Logan�et�al.,�2007;�Yokoi�&�Kitahashi,�2009)�y�la�región�3’�UTR�(Le�Cann�et�al.,�2004;�Zhang�

et� al.,� 2006).� En� cuanto� al� formato,� al� igual� que� con� la� técnica� de� RT�PCR� convencional,�

algunas�de�las�técnicas�de�RT�PCR�cuantitativa�permiten�la�detección�simultánea�de�otros�

agentes� víricos� causantes� de� gastroenteritis,� principalmente� rotavirus,� adenovirus,�

norovirus�y�sapovirus�(Logan�et�al.,�2007;�Mori�et�al.,�2013;�van�Maarseveen�et�al.,�2010).��

Además� de� las� técnicas� específicas� para� HAstVs,� también� se� han� desarrollado� RT�PCRs�

cuantitativas�para�la�detección�y�cuantificación�de�AstV�de�conejo�(Martella�et�al.,�2011)�y�

AAstV,� concretamente� para� el� virus� ANV,� AstV� de� pollo� (Smyth� et� al.,� 2010)� y� de� pavo�

(Spackman�et�al.,�2005).�

1.2.4.3.4 RT-PCR-Espectrometría de masas 

El�diseño�de�PCRs�a�tiempo�real�para�la�detección�simultánea�de�múltiples�secuencias�está�

limitado�por� la�capacidad�de�resolución�de� los�picos�de�emisión�de�fluorescencia.�Hoy�en�

día� algunos� termocicladores� en� tiempo� real� permiten� la� detección� simultánea� de� hasta�

cuatro�o�cinco�fluoróforos�diferentes,�lo�que�limita�el�número�máximo�de�secuencias�diana�

a�cinco.�Sin�embargo,�recientemente�se�ha�desarrollado�una�metodología�novedosa�para�la�

detección�de�los�productos�de�amplificación�basado�en�la�espectrometría�de�masas.�Dicho�

método� se� basa� en� la� detección� de� marcadores� moleculares� con� masas� únicas� unidos� a�

cada� cebador.� Después� de� la� separación� de� los� productos� de� amplificación� de� los�

cebadores�no� incorporados�y� la� liberación�de� los�marcadores�de�masa�de� los�amplicones�

por� irradiación� UV,� la� identidad� de� dichos� marcadores� se� analiza� por� espectrometría� de�

masas.� De� esta� manera,� la� alta� capacidad� de� resolución� de� la� espectrometría� de� masas�

permite� la� identificación� de� más� secuencias� diana� que� los� métodos� basados� en�

fluorescencia�(Briese�et�al.,�2005).�

Esta�metodología�ha�sido�aplicada�ya�a�la�detección�de�HAstVs,�junto�con�otros�siete�virus�

entéricos�humanos,�demostrando�una�sensibilidad�y�especificidad�equiparables�a�las�de�la�

RT�PCR�en�tiempo�real�(Piao�et�al.,�2012).�

�
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1.2.4.3.5 Secuenciación de ácidos nucleicos 

Las� nuevas� tecnologías� de� secuenciación� de� alto� rendimiento� han� supuesto� una� gran�

revolución� a� nivel� de� descubrimiento� de� nuevos� virus� desconocidos� y� emergentes.� Estas�

nuevas� tecnologías� eluden� la� necesidad� de� replicación� in� vitro� del� virus� y� el� diseño� de�

cebadores�específicos.�Sin�embargo,�dependen�de�la�disponibilidad�de�bases�de�datos�que�

abarquen� grandes� cantidades� de� secuencias� de� ácidos� nucleicos,� incluyendo� aquellas�

similares�a�los�genomas�de�los�nuevos�agentes�presentes�en�las�muestras�a�analizar.�

En� el� caso� específico� de� los� AstVs,� estas� nuevas� tecnologías� juntamente� con� la�

secuenciación� Sanger,� fueron� las� que� permitieron� la� identificación,� entre� otros,� de� los�

nuevos�HAstVs�MLB,�HMO�y�VA�(Finkbeiner�et�al.,�2008a,�b,�2009a,�c;�Kapoor�et�al.,�2009).�

1.2.4.4 MÉTODOS COMBINADOS  

Uno� de� los� inconvenientes� de� las� técnicas� de� diagnóstico� basadas� en� la� detección� de�

proteínas� o� del� genoma� es� que� son� incapaces� de� discriminar� entre� partículas� víricas�

infecciosas� y� no� infecciosas,� lo� cual� es� especialmente� importante� en� el� campo� de� la�

virología� ambiental.� Por� ello,� algunos� grupos� han� desarrollado� técnicas� que� combinan�

métodos�moleculares�como�la�RT�PCR�o�la�hibridación�de�ácidos�nucleicos�con�la�infección�

de�células�en�cultivo�(Mustafa�et�al.,�1998;�Pintó�et�al.,�1996).�Estas�técnicas�moleculares�

combinadas�permiten,�además,�incrementar�la�sensibilidad�en�los�casos�en�los�que�la�carga�

vírica�es�muy�baja.�El�paso�previo�de�pasaje�de�las�muestras�en�cultivo�celular�permite�que�

los�virus�infecciosos�presentes�en�bajo�número�repliquen,�aumentando�de�esta�manera�su�

número�y�por�consiguiente�la�sensibilidad�de�la�técnica.�

Si� bien� no� se� trata� de� una� técnica� con� una� parte� estrictamente� molecular,� Matsui� y� col.�

(2001)� pusieron� a� punto� otro� método� de� detección� de� AstVs� infecciosos� basado� en� una�

línea� celular� reporter.� Dicha� línea� está� constituida� por� células� CaCo�2� transformadas� de�

forma�estable�con�una�construcción�que�contiene,�bajo�el�promotor�del�virus�de�sarcoma�

de�Rous,�el�cDNA�de�AstV�con�dos�modificaciones:�una�mutación�que�anula�la�función�RNA�

polimerasa� del� virus;� y� la� sustitución� de� las� proteínas� estructurales� del� virus� por� el� gen�

reporter�de�la�proteína�GFP.�De�este�modo,�la�presencia�de�AstVs�infecciosos�en�la�muestra�
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a� analizar� permite� que� en� las� células� infectadas� se� complemente� la� actividad� RNA�

polimerasa�y�tenga�lugar�la�síntesis�de�RNA�subgenómico�con�la�consiguiente�expresión�de�

la� proteína� GFP,� la� cual� puede� ser� detectada� fácilmente� mediante� microscopía� de�

fluorescencia.�





2. OBJETIVOS 
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studios� previos� indican� que� la� proteína� nsP1a/4,� también� denominada� proteína�

nsP1a�C�terminal,�juega�un�papel�en�la�replicación�del�RNA�de�HAstV�y�que�existe�una�

asociación�entre�la�variabilidad�de�la�región�hipervariable�de�dicha�proteína�y�el�patrón�de�

replicación�del�virus.�Asimismo,�se�ha�predicho� la�presencia�de�una�secuencia�codificante�

para�una�proteína�VPg,�localizada�dentro�de�la�región�codificante�para�la�proteína�nsP1a/4,�

que�podría�relacionarse�con�el�papel�de�dicha�proteína�en�la�replicación�del�RNA.�

Esta� Tesis� Doctoral� nace� con� el� objetivo� principal� de� caracterizar� genéticamente� y�

funcionalmente�la�proteína�nsP1a/4�de�HAstV.�Así�pues,� los�objetivos�propuestos�al� inicio�

del�trabajo�presentado�en�esta�memoria�se�agrupan�en�dos�bloques�principales:�

2.1 CARACTERIZACIÓN GENÉTICA DE LA PROTEÍNA nsP1a/4 

Objetivos específicos: 

� Estudiar� la� variabilidad� genética� de� la� región� hipervariable� contenida� en� la� proteína�

nsP1a/4.�

� Realizar�un�análisis�filogenético�a�partir�de�secuencias�de�la�región�hipervariable�con�el�

fin�de�identificar�distintos�genotipos�derivados�de�dicha�región.�

� Estudiar� la� posible� asociación� entre� la� variabilidad� de� la� región� hipervariable� y� los�

niveles�de�carga�vírica�excretada.�

� Desarrollar� un� sistema� de� detección� y� tipado� molecular� de� HAstV� por� análisis� de�

polimorfismo� de� longitud� de� fragmentos� de� restricción� (RFLP),� basado� en� la� región�

hipervariable�de�la�proteína�nsP1a/4.�

2.2 CARACTERIZACIÓN FUNCIONAL DE LA PROTEÍNA nsP1a/4  

Objetivos específicos: 

� Estudiar�la�posible�interacción�de�la�proteína�nsP1a/4�con�la�polimerasa�vírica�y�en�el�

caso� de� que� exista� tal� interacción,� analizar� posibles� diferencias� entre� distintos�

genotipos�derivados�de�la�región�hipervariable�y�mapear�el�dominio�de�interacción.�

E�
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� Analizar�las�posibles�modificaciones�post�traduccionales�de�la�proteína�nsP1a/4.�

� Estudiar�el�estado�de�oligomerización�de�la�proteína�nsP1a/4.�

� Demostrar� la� existencia� de� una� proteína� VPg,� codificada� por� una� secuencia� situada�

dentro�de�la�región�codificante�para�la�proteína�nsP1a/4.�

� En� caso� de� demostrar� la� existencia� de� dicha� proteína� VPg,� determinar� el� papel� que�

juega�en�la�infectividad�del�virus�e�identificar�el�residuo�de�unión�al�RNA�vírico.��

�



�
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INFORME DE LOS DIRECTORES SOBRE LAS PUBLICACIONES PRESENTADAS EN LA 

MEMORIA DE TESIS DOCTORAL  

A INFORME DEL FACTOR DE IMPACTO DE LAS REVISTAS 

Los�artículos�que�forman�parte�de�la�Memoria�de�la�Tesis�Doctoral�presentada�por�Cristina�

Fuentes� Pardo� han� sido� publicados� en� revistas� internacionales� indexadas� en� el� Journal�

Citation�Reports.��

Concretamente,� el� artículo� “Genetic� analysis� of� the� hypervariable� region� of� the� human�

astrovirus�nsP1a�coding�region:�design�of�a�new�RFLP�typing�method”�ha�sido�publicado�

en�la�revista�Journal�of�Medical�Virology�y�los�artículos�“The�C�terminal�nsP1a�protein�of�

human� astrovirus� is� a� phosphoprotein� that� interacts� with� the� viral� polymerase”� y�

“Identification� of� human� astrovirus� genome�linked� protein� (VPg)� essential� for� virus�

infectivity”�lo�han�sido�en�la�revista�Journal�of�Virology.��

En� el� año� 2008� la� revista� Journal� of�Medical� Virology� se� encontraba� en� el� tercer� cuartil�

(14/27)�del�área�temática�de�Virología,�con�un�factor�de�impacto�de�2.576.�En�los�años�2011�

y� 2012,� la� revista� Journal� of� Virology� se� situaba� en� el� primer� cuartil� (6/32)� del� área�

temática� de� Virología,� presentando� factores� de� impacto� de� 5.402� y� 5.076,�

respectivamente.��

�
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Barcelona,�a�23�de�Julio�de�2013�
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B INFORME DE LA PARTICIPACIÓN DE LA DOCTORANDA EN LOS ARTÍCULOS 

La�doctoranda�Cristina�Fuentes�Pardo�ha�participado�en�la�elaboración�de�los�artículos�en�la�

manera�que�se�detalla�a�continuación:�

Guix� S,� Caballero� C,� Fuentes� C,� Bosch� A,� Pintó� RM.� 2008.� Genetic� analysis� of� the�

hypervariable�region�of� the�human�astrovirus�nsP1a�coding�region:�design�of�a�new�RFLP�

typing�method.�J.�Med.�Virol.�80:306�315.��

La�doctoranda�participó�en�las�tareas�experimentales�de�amplificación�y�secuenciación�de�

ácidos� nucleicos,� así� como� en� la� realización� de� las� digestiones� enzimáticas� y� los� análisis�

filogenéticos.�

Fuentes� C,� Guix� S,� Bosch� A,� Pintó� RM.� 2011.� The� C�terminal� nsP1a� protein� of� human�

astrovirus� is�a�phosphoprotein� that� interacts�with� the�viral�polymerase.� J.�Virol.�85:4470�

4479.��

La� doctoranda� ha� realizado� toda� la� parte� experimental� del� trabajo� y� ha� participado�

activamente�en�el�análisis�de�los�resultados�así�como�en�la�redacción�del�manuscrito.�

Fuentes�C,�Bosch�A,�Pintó�RM,�Guix�S.�2012.� Identification�of�human�astrovirus�genome�

linked�protein�(VPg)�essential�for�virus�infectivity.�J.�Virol.�86:10070�10078.��

La� doctoranda� ha� realizado� toda� la� parte� experimental� del� trabajo� y� ha� participado�

activamente�en�el�análisis�de�los�resultados�y�la�redacción�del�manuscrito.�
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3.1 ESTUDIO I 

ANÁLISIS GENÉTICO DE LA REGIÓN HIPERVARIABLE DE LA 

REGIÓN CODIFICANTE PARA LA PROTEÍNA nsP1a DE 

ASTROVIRUS: DISEÑO DE UN NUEVO SISTEMA DE TIPADO 

MOLECULAR POR RFLP 
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GENETIC ANALYSIS OF THE HYPERVARIABLE REGION OF THE HUMAN 

ASTROVIRUS nsP1a CODING REGION:  

DESIGN OF A NEW RFLP TYPING METHOD  

Susana�Guix,�Santiago�Caballero,�Cristina�Fuentes,�Albert�Bosch,�Rosa�M.�Pintó�

Enteric�Virus�Laboratory,�Department�of�Microbiology,��

University�of�Barcelona,�Barcelona,�Spain��

�

J.�Med.�Virol.�2008�Feb;80(2):306�315�

�

�

RESUMEN 

a�mayoría�de�estudios�filogenéticos�de�HAstV�se�basan�en�regiones�que�codifican�para�

las�proteínas�de�la�cápside.�Estos�estudios�sugieren�una�elevada�correlación�entre�las�

agrupaciones� genéticas� (genotipos)� y� las� agrupaciones� antigénicas� (serotipos);� una�

correlación� que� permite� determinar� la� información� del� serotipo� de� una� muestra� por�

análisis� de� la� secuencia� (Noel� et� al.,� 1995).� Los� árboles� filogenéticos� resultantes� de� la�

comparación� de� secuencias� de� esta� región� del� genoma� (ORF2)� muestran� distancias�

equivalentes� entre� todos� los� agrupamientos� de� serotipos.� Por� el� contrario,� el� análisis�

basado�en�una�región�conservada�upstream�del�motivo�de�la�proteasa�en�el�ORF1a�resulta�

en�únicamente�2�genogrupos�diferenciados,�denominados�genogrupo�A�(HAstV�1�a�HAstV�

5�y�HAstV�8)�y�genogrupo�B�(HAstV�6�y�HAstV�7)�(Belliot�et�al.,�1997a).��

Aparte� de� las� regiones� codificantes� para� las� proteínas� de� la� cápside� y� la� proteasa,�

actualmente� se� desconoce� la� diversidad� genética� y� las� agrupaciones� filogenéticas� que�

resultan� del� análisis� de� otras� regiones,� como� por� ejemplo� la� región� codificante� para� la�

proteína� nsP1a/4.� La� caracterización� genética� de� esta� región� podría� resultar� de� interés,�

puesto� que� se� ha� descrito� que� la� proteína� nsP1a/4,� con� una� región� hipervariable,� está�

implicada�en�la�replicación�del�RNA�y�su�variabilidad�se�asocia�con�diferentes�patrones�de�

replicación�(Guix�et�al.,�2004b,�2005).�
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3� CARACTERIZACIÓN�GENÉTICA�Y�FUNCIONAL�DE�LA�PROTEÍNA�nsP1a/4�DE�ASTROVIRUS�

En�este�estudio�se�ha�secuenciado�la�región�hipervariable�de�la�región�codificante�para� la�

proteína�nsP1a/4�a�partir�de�un�conjunto�de�104�aislados�obtenidos�en�distintos�estudios�

epidemiológicos� a� gran� escala� y� provenientes� de� diferentes� localizaciones� geográficas.� El�

análisis�de�la�variabilidad�de�esta�región�y�su�comparación�con�la�región�codificante�para�la�

proteasa�y� la�región�N�terminal�de� la�poliproteína�estructural�muestran�un�grado�elevado�

de�variabilidad�de�la�región�hipervariable,�sobre�todo�a�nivel�de�aminoácidos.�En�cuanto�al�

tipo� de� sustituciones� aminoacídicas,� los� resultados� revelan� una� buena� tolerancia� de� la�

región�hipervariable�a�los�cambios�no�sinónimos.�Otra�característica�destacable�de�la�región�

hipervariable�es�la�presencia�de�múltiples�inserciones/deleciones,�las�cuales�mantienen�en�

todos�los�casos�la�pauta�de�lectura.��

Por�otro�lado,�el�análisis�filogenético�de�las�muestras�analizadas�corrobora�la�subdivisión�de�

los� HAstVs� clásicos� en� los� dos� grandes� grupos� genéticos� previamente� descritos,� los�

genogrupos� A� y� B,� y� permite� la� identificación� de� 12� genotipos� diferentes� (9� dentro� del�

genogrupo�A�y�3�dentro�del�genogrupo�B),�denominados�con�números�romanos�del�I�al�XII,�

con�distancias�genéticas�intergenotipo�superiores�al�10%.��

En� cuanto� a� la� asociación� entre� la� variabilidad� de� la� proteína� nsP1a/4� y� el� fenotipo� de�

replicación� del� virus,� el� análisis� de� la� carga� vírica� excretada� y� el� genotipo� derivado� de� la�

región� hipervariable� en� un� subconjunto� de� 35� muestras� clínicas� muestra� una� correlación�

significativa� entre� estos� dos� parámetros,� confirmando�de� esta� manera� la� influencia�de� la�

variabilidad�del�extremo�C�terminal�de�la�proteína�nsP1a�en�el�fenotipo�de�replicación�viral.�

Concretamente,� los� genotipos� IV� y� V� se� asocian� con� niveles� de� carga� vírica� excretada�

significativamente�superiores�en�comparación�con�los�genotipos�I�y�VI,�que�se�asocian�con�

cargas�víricas�significativamente�inferiores.�

Finalmente,�en�este�estudio�se�presenta�un�nuevo�método�de�tipado�molecular�de�HAstV�

por� amplificación� por� RT�PCR� y� análisis� de� polimorfismo� de� longitud� de� fragmentos� de�

restricción� (RFLP)� basado� en� la� región� hipervariable� de� la� proteína� nsP1a/4.� El� sistema�

presentado�permite�identificar�los�12�genotipos�descritos�y�para�algunos�patrones�permite�

inferir�también�la�información�del�serotipo.��



Journal of Medical Virology 80:306–315 (2008)

Genetic Analysis of the Hypervariable Region of
the Human Astrovirus nsP1a Coding Region:
Design of a New RFLP Typing Method

Susana Guix, Santiago Caballero, Cristina Fuentes, Albert Bosch,* and Rosa M. Pintó

Enteric Virus Laboratory, Department of Microbiology, University of Barcelona, Barcelona, Spain

Human astroviruses (HAstV) are causative agents
of viral gastroenteritis worldwide. A hypervariable
region (HVR) is located close to the C-terminus of
thensP1a,andrecentdatasupport the involvement
of the HVR-containing nonstructural protein in
viral RNA replication processes, suggesting a
correlation between variability in this region and
pathogenic properties. The HVR of the C-terminal
nsP1acoding regionof 104wild-typeand reference
isolates of HAstV was sequenced. A phylogenetic
analysis was performed to identify different
genotypes, and a restriction fragment length poly-
morphism (RFLP) method was designed. An
extensive nucleotide and deduced amino acid
sequencevariabilitywasobserved, aswell asmany
insertions and deletions that retained the reading
frame. The resultant phylogenetic tree supported
the subdivision of HAstV into the two previously
describedmajor genetic groups, genogroup A and
B, and the identification of 12 genotypes (9 within
genogroup A, and 3 within genogroup B), which
could be identified by RFLP. A correlation analysis
was performed between genotype information
and viral load using information from 35 clinical
samples. Significant differences were observed
between the viral load in clinical samples and
certainHAstVgenotypes thatbelonged to thesame
serotype, confirming the influence of C-terminal
nsP1avariabilityon theviral replicationphenotype.
The use of the new RFLP typing method based on
the HVR of the C-terminal nsP1a coding region
by diagnosticians would help to understand
the relationship between different genotypes
and the severity of the gastroenteritis. J. Med.
Virol. 80:306–315, 2008. � 2007 Wiley-Liss, Inc.

KEY WORDS: astrovirus; hypervariable
region; RFLP; genotyping

INTRODUCTION

Human astroviruses (HAstV) are causative agents
of viral gastroenteritis worldwide mainly in children
[Glass et al., 1996; Walter and Mitchell, 2003]. These

nonenvelopedpositive-strand RNAviruses belong to the
family Astroviridae, which includes both mammalian
and avian astroviruses. The astrovirus genome consists
of a 6.8-kb polyadenylated genome with three over-
lapping open reading frames (ORFs); ORF1a and
ORF1b are linked by a translational ribosomal frame-
shifting and encode the viral protease and polymerase,
respectively, and ORF2 encodes the structural proteins
[Matsui and Greenberg, 2001].

On the basis of antigenic criteria, HAstV are divided
into eight serotypes (HAstV-1 toHAstV-8). Phylogenetic
analysis of different parts of the genome result
in different genetic clustering [Belliot et al., 1997;
Méndez-Toss et al., 2000; Taylor et al., 2001; Lukashov
and Goudsmit, 2002; Silva et al., 2006]. Most studies
based on the capsid region suggest a high correlation
between serotypes and genotypes, a relationship
which allows determining serotype information by
sequence analysis. The comparison of sequences from
the capsid region gives rise to radial tree topologies
with equidistant clustering of serotypes. Interestingly
however, phylogenetic analysis of the well-conserved
partial sequence close to the protease motif coding
region, results in only two clearly differentiated
genogroups, called genogroup A (HAstV-1 to HAstV-5,
and HAstV-8) and genogroup B (HAstV-6 and HAstV-7).
This different phylogenetic clustering may be the
result of recombination events between structural and
nonstructural coding regions [Belliot et al., 1997].
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None of the suggested cleavage sites within non-
structural polyprotein (nsPs) has been confirmed by
N-terminal sequencing, and both cellular proteases and
the viral encoded protease are responsible for the
proteolytic maturation of nsP1a and nsP1a1b to their
final products [Gibson et al., 1998; Willcocks et al., 1999;
Geigenmüller et al., 2002; Kiang and Matsui, 2002;
Méndez et al., 2003]. Apart from the protease and the
RNA polymerase, the role of each of the other non-
structural mature proteins is still not fully understood.
Close to the C-terminus of nsP1a coding region there is a
hypervariable region (HVR) [Oh and Schreier, 2001;
Méndez et al., 2003; Silva et al., 2006], and recent data
support the involvement of this HVR-containing protein
(hereafter referred to as C-terminal nsP1a protein) in
viral RNA replication processes, as well as to different
RNA loads in feces from children with gastroenteritis,
suggesting a correlation between certain HAstV types
and some viral properties related to its pathogenic
phenotype [Guix et al., 2004, 2005]. In addition, an
association between a selected type and cases of clinical
persistent gastroenteritis has also been observed [Cab-
allero et al., 2003; Guix et al., 2005].

While typing of HAstV has so far been mainly of
epidemiological interest, the improved knowledge on
differences in virulence among several types of
viruses provides motivation for investigating new
typing methods and increases the medical value of
typing. In this study, the genetic diversity within the
HVR of theC-terminal nsP1a coding region, which could
modulate differences in viral RNA replication efficiency,
and a new rapid astrovirus typing method by restriction
fragment length polymorphism (RFLP) analysis are
presented.

MATERIALS AND METHODS

HAstV Specimens

A panel of 80 positive stool samples and CaCo-2
cell-adapted strains was collected from different
epidemiological studies. Wild-type HAstV from stools
of children with gastroenteritis included 51 samples
isolated inSpain [Guix et al., 2002], 7 samples isolated in
the United Kingdom (kindly provided by W. D. Cubitt,
Great Ormond Street Hospital for Children, London),
6 samples isolated in France (kindly provided by E.
Kohli, Centre Hospitalier Universitaire, Dijon, France),
and 1 sample isolated in Albania (kindly provided by M.
Divizia, II Universitá di Roma Tor Vergata, Italy).
Twenty-four CaCo-2 cell-adapted strains from The
Netherlands, United Kingdom, and United States, as
well as prototype strains belonging to all serotypes
were employed. Finally, 10 HAstV complete genome
sequences available at the Genbank were also included
in the analysis (Acc. no.: L23513 for HAstV-1 Oxford
reference strain; Z25771 for HAstV-1 Newcastle
strain; AY720892 for HAstV-1 Dresden strain; L13745
for HAstV-2 Oxford reference strain; AF141381 for
HAstV-3 Berlin strain; DQ070852 for HAstV-4 Goiana
strain BrG4; DQ344027 for HAstV-4 Guangzhou strain;

AY720891 for HAstV-4 Dresden strain; DQ028633
for HAstV-5 Goiana strain BrG5; and AF260508 for
HAstV-8 Yuc-8 strain).

HAstV nsP1a HVR Amplification and Sequencing

Viral RNA was extracted from 50 ml of cell lysates
or 10% (w/v) stool suspensions, using a previously
described method [Boom et al., 1990], and the HVR
region was amplified by RT-PCR using 5 ml of the
extracted RNA. RT-PCR was carried out using primers
A1 and A2 as described elsewhere [Willcocks et al., 1994;
Guix et al., 2002]. Primers A1bis (50-CCTGCCCC-
CCGTATAATTAAAC-30) and A2bis (50-ATAGGACTCC-
CATATAGGTGC-30), which correspond to primers A1
and A2 with some modifications, were designed and
used to allow specific amplification of isolates belonging
to genogroup B. RT-PCR conditions for primers A1bis/
A2bis were identical to primers A1/A2, but hy-
bridization time was extended to 1 min at 558C. All
samples were independently analyzed using both pairs
of primers. RT-PCR products of the expected size,
ranging from 189 to 237 bp, were visualized by electro-
phoresis on a 1.5% agarose gel, and after purification
of RT-PCR products using a commercial kit (High Pure
PCR Product Purification Kit, Roche Diagnostics, Basel,
Switzerland), they were directly sequenced in an ABI
Prism 377 automated DNA sequencer using the ABI
Prism BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready
Reaction Kit v3.1 (Applied Biosystems, Foster City,
CA). Both forward and reverse primers were used for
sequencing reactions.

Genetic Data Analysis of the nsP1a HVR Region

Sequence alignments were performed using CLUS-
TAL W [Higgins et al., 1994]. In nucleotide alignments,
positions of insertions and deletions (indels) were
corrected manually according to their position in amino
acid alignments. Nucleotide and amino acid distances
were calculated as the number of substitutions per
site (p-dist) using pairwise deletion for treating indels
with theMEGA2.1 program [Kumar et al., 1993], as well
as Ks and Ka values according to the Nei–Gojobori
method, where Ks is the frequency of synonymous
substitutions per synonymous site and Ka is the
frequency of nonsynonymous substitutions per non-
synonymous site [Nei and Gojobori, 1986]. Phylogenetic
analysis were carried out with the MEGA2.1 program,
after generating distance matrixes using the Kimura
2-parameters method [Kimura, 1980], and treating
indels with the pairwise deletion option in both
cases. Phylogenetic trees were constructed using the
UPGMA and neighbor joining methods after performing
a bootstrap of 100 replicates. HAstV isolates were
classified into genotypes, using the following four
criteria to define a genotype. First, samples were
divided according to their pattern of indels. Second,
after constructing a phylogenetic tree, genotypes were
established so that mean nucleotide distances within
groups were lower than 10%, and mean nucleotide
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distances between groups were higher than 10%. Third,
all identified genotypes should provide abootstrap value
>50, and fourth, they should include more than one
isolate to be considered significant.

HAstV RFLP Typing Assay

Following the purification of the RT-PCR product
obtained with primers A1/A2 or A1bis/A2bis, approxi-
mately 200 ng of DNA were digested overnight at 378C
with 1 U of DdeI restriction enzyme. Digested products
were analyzed on an 8% acrylamide gel after ethidium
bromide staining.

HAstV Protease Coding Region
Sequences From Genbank

Besides the complete genome sequences available at the
Genbank, a collection of sequences from the well-conserved
protease coding region from different epidemiological
studies in Korea [Kang et al., 2002], and South Africa
[Taylor et al., 2001], as well as the Oxford prototype strains
[Walter et al., 2001] were used in this study (Accession
numbers: AF361028, AF361029, AF361030, AF361031,
AF361032, AF361033, AF361034, AF361035, AF361036,
AF290504, AF290505, AF290506, AF290507, AF290508,
AF290509, AY027809, AB242158, AB242159, AB211059,
DQ139812, DQ139813, DQ139814, DQ139815, DQ139816,
DQ139817, DQ139818, AY962540, AY962541, AY962542,
AY962543, AY962544, AY962545, AY962546, AY962547,
AY962548, AY962549, AY962550, AY962551, AB194280,
AB191789, AB126670, AB126671, AB126672, AB126673,
and AB126674).

HAstV 50 ORF2 Sequencing and Serotyping

Serotype information of isolates was determined by
sequencing 348-bp of the 413-bp RT-PCR amplicon
obtained after amplification with primers Mon244 and
Mon245, according to the procedure previously described
[Noel et al., 1995].

Statistical Analysis

Statistical comparisonsbetweenmeans fromdifferent
groups were performed using the ANOVA analysis.

Accession Numbers

Nucleotide sequences determined in this study
have been deposited in GenBank under the accession
numbers EF195385 to EF195478.

RESULTS

Sensitivity and Specificity of HVR RT-PCR

The specificity of primers A1/A2 and A1bis/A2bis was
determined by using RNA extracted from HAstV-1
to HAstV-7 prototype strains and a HAstV-8 strain
isolated in The Netherlands, as well as nucleic acid from
uninfected CaCo-2 cells, human rotavirus type 3, strain
Itor and human enteric adenovirus type 40. Primers

A1/A2 amplified only serotypes HAstV-1 to HAstV-5,
and HAstV-8 (genogroup A), while primers A1bis/
A2bis amplified only serotypes HAstV-6 and HAstV-7
(genogroup B). No amplicons were obtained with the
heterologous templates. The estimated detection limit
of both RT-PCR reactions was 15 RNA molecules
[Caballero et al., 2003].

Genetic Characterization of the HVR Variability

Sequence heterogeneity of the HVR within the
C-terminal nsP1a gene was analyzed in a panel of
104 HAstV strains, and compared to the variability
found in other regions of the genome employed by two
widely used HAstV detection methods [Noel et al., 1995;
Belliot et al., 1997]. Genetic variability parameters
calculated for the data sets corresponding to the three
genomic regions are summarized in Table I. Although
sample size (number of isolates and sequence length)
was not homogenous between groups, remarkable
differences could be detected for most parameters. The
nucleotide genetic distance (p-dist) within the HVR was
higher than within the protease coding region and
comparable to the capsid region. In contrast, amino acid
distance within HVR was more than three times higher
than that in the ORF2. Regarding synonym and non-
synonym substitutions, the HVR displayed a relatively
low Ks but an extremely high Ka, resulting in a Ks/Ka
ratio of 3.93, which was fourfold lower than that of the
capsid coding region. Finally, it is interesting to note the
high number of insertions and deletions (indels) found
within the HVR, which resulted in variability on the RT-
PCR product size ranging from 192 to 237 bp with
primers A1/A2, and 189 bp with primers A1bis/A2bis.
A deduced amino acid alignment of the 56 different
sequences observed among the 104 isolates analyzed
during the study is depicted in Figure 1, showing the
extremely high degree of variability as well as the
different indels variable in both size and position. All
indelsweremultiple of threenucleotides, confirming the
location of a coding sequence.

J. Med. Virol. DOI 10.1002/jmv

TABLE I. Genetic Analysis of Three Different Genomic
Regions Used in Molecular Typing Methods

Genomic region

Proteasea
HVR C-term

nsP1ab
N-term
ORF2c

n 55 104 98
Length (bp) 198 146–194 348
nt position L23513 1,229–1,426 2,385–2,533 4,574–4,921
No. of indels 0 7 0
p-dist (nt) 0.117 0.196 0.201
p-dist (aa) 0.039 0.175 0.042
Ks 0.374 0.377 0.560
Ka 0.018 0.096 0.031
Ks/Ka 20.77 3.93 18.06

HVR, hypervariable region.
aBelliot et al. [1997].
bPresent work.
cNoel et al. [1995].
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Phylogenetic Analysis of HVR, Genotype
Classification, and Design
of a RFLP Typing Method

A neighbor joining phylogenetic analysis of 104 se-
quencesgenerated twoclearlydifferentiatedgenogroups,
as previously described based on the well-conserved
protease coding region [Belliot et al., 1997]: genogroup A
included serotypes HAstV-1 to HAstV-5 and HAstV-8,
while genogroup B included serotypes HAstV-6 and
HAstV-7 (data not shown). Mean genetic distances (p-
dist) between the two genogroups were 0.32 and 0.35 for
nucleotides and amino acids, respectively.

However, since one of the main features of the HVR
genetic variability was the presence of many indels, and
since gap sites are ignored in most distance estimation
methods, HVR-derived genotypes were first established
according to the size of the obtained RT-PCR product.

Within each of these groups, UPGMA trees were
generated, and different genotypes were identified
following the criteria described in the Materials and
Methods Section, resulting in a total of 12 genotypes,
whichwerenamedusing romannumerals (Fig. 2).While
in most cases, all samples belonging to the same
genotype also shared the same serotype, there were six
genotypes that included isolates belonging to more than
one serotype, as for example genotype HAstV-II, which
included samples of serotypes 2 and 8, or HAstV-VI,
which included samples of serotypes 1, 4, and 8. These
results indicate that recombination events could have
occurred between different types, and suggest that
recombination between particular serotypes may be
more common than between others.

At the same time, the sequences obtained were used to
select a specific restriction enzyme for discrimination
purposes in a diagnostic assay. A total of 24 distinct
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Fig. 1. Deduced amino acid alignment of the HVR region, including all 56 different sequences
found during the study (- indicates a missing amino acid, * indicates a conserved amino acid,: indicates a
conservative substitution, and . indicates a semi-conservative substitution). Completely conserved amino
acids are depicted in bold.
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Fig. 2. UPGMA phylogenetic analysis of the HVR of HAstV.
Established HVR-derived genotypes within genogroup A (A) and
B (B) are shown, as well as the different RFLP patterns found within
each genotype and the molecular size of the RT-PCR product.
Unclassified sequences are shown in italics. The genetic cluster

containing isolate CDC4.39-DG637, which produced an RT-PCR
product of 219 bp was not considered a genotype because only one
sequence was available. Numbers at each node of the tree show
bootstrap percentages obtained after 100 replicates, which are higher
than 50. Scale bar is shown as the number of substitutions per site.
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RFLP patterns were identified, and capital letters
were assigned to them. The use of the DdeI restriction
endonuclease allowed the differentiation of all HVR-
derived genotypes. Figure 3A shows the main character-
istics of each pattern, as well as the serotypes contained

within each pattern and its frequency in the re-
presentative HAstV collection used in the study. The
mostprevalentpatterns corresponded toC,FandA (16%,
15%, and 11%, respectively). Results of RFLP analysis of
six isolates are shown in Figure 3B, as an example.

J. Med. Virol. DOI 10.1002/jmv

Fig. 3. RFLP analysis afterDdeI digestion of the RT-PCR amplicon corresponding to the HVR of HAstV.
A: Characterization of RFLP patterns found during the study: length of the amplicon, number of restriction
sites, resulting digestion products and frequency according to the collection analyzed.B: Example of RFLP
analysis of six samples on 8% TBE-acrylamide gel. For each sample, the first lane corresponds to
nondigested RT-PCR product, and the second to digested DNA. Molecular size DNA markers in basepairs
(bp) are shown on both sides of the gel.
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Relationship Between HVR-Derived
Genotypes, Serotypes, and Viral

Load in Stool Specimens

An unrooted phylogenetic tree was constructed using
the348-bp sequences from theORF2 regionused to infer
the serotype information (Fig. 4). Within a particular
serotype, samples belonging to different HVR-derived

genotypes clustered together with a high bootstrap
value, indicating thatwithin serotypes, different genetic
lineages correlatewithvariability on theHVRcontained
in the genome region coding for one of the viral
nonstructural proteins. Unfortunately, it was not
possible to amplify the 50 ORF2 region of samples
belonging to genogroup B following the procedure
described by Noel et al. [1995].

J. Med. Virol. DOI 10.1002/jmv

Fig. 4. Phylogenetic analysis based on the 348-bp sequence from the 50 end of ORF2 [Noel et al., 1995],
using a neighbor joining Kimura 2-parameters and a bootstrap of 100 replicates. Within each serotype,
HVR-genotypes are indicated. Isolates in bold correspond to stool samples which viral load was quantified.
Unclassified sequences are shown in italics. Numbers at each node of the tree show bootstrap percentages
higher than 50. Scale bar is shown as number of substitutions per site.
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Information on the virus load present in stool sus-
pensions could be obtained for a subset of 35 clinical
specimens and has been published elsewhere [Caballero
et al., 2003]. These studies concluded that the mean
viral titer in serotype 3-containing feces was higher
than in any of the other serotype-containing samples,
and reported that 42.9% of astrovirus 3 isolates were
implicated with cases of persistent diarrhea, some of
them lasting for 3 months. The time of stool collection did
not influence the observed differences regarding viral
titer, since all samples were collected between days 1 and
3 after the onset of disease. In the present study, within
each serotype, differences in viral load in fecal samples
were further investigated depending on the HVR
genotype information, and a clear association between
these two parameters was found. The subset of 35
samples for which viral load was examined (depicted in
bold inFig.4) containedsamplesbelonging to serotypes1,
2, 3, 4, and 8. Serotypes 1 and 4 contained samples
belonging to more than one genotype. Figure 5 shows the
mean viral load observed for each HVR genotype. While
within serotype 1 no differences in titer were observed
between genotypes I and VI, within serotype 4 there was
a statistically significant difference between genotypes V
and VI, indicating that besides serotype, HVR genotype
may influence viral excretion levels. Interestingly, no
differences were found in viral loads between serotypes 2
and 8, which belonged to the same HVR genotype II, nor
within genotype VI, which contained samples belonging
to serotypes 1 and 4. Overall, our data indicate that
samplesbelongingtogenotypesIVandVwereexcretedat
significantly higher titers than other genotypes.

DISCUSSION

In this study, we examined the sequence hetero-
geneity of theHVRof theHAstV C-terminal nsP1agene,

using a large collection of isolates from different long-
term studies and from disperse geographical locations.
Since C-terminal nsP1a protein has been shown to
be related to the RNA replication process, and its
variability may affect its functional properties [Guix
et al., 2005], a genetic analysis of this HVR has allowed
us to develop a typing method to trace these viral
differences.

Despite information of viral load present in stool was
not available for all genotypes, we could associate
certain genotypes with increased excretion. Isolates
belonging to genotypes IV and V were excreted in
stools at significantlyhigher levels than other genotypes
whilst the level of viral excretion of genotypes I and VI,
which included samples from two different serotypes,
1 and 4, was significantly lower. Although not signifi-
cantly different, the level of excretion of genotype II,
which includes samples from serotypes 2 and 8 was also
lower. While belonging to different serotypes, the fact
that these samples shared the sameHVRgenotype could
probably explain their similar level of viral excretion.
Consistently, in a previous study using recombinant
viral mutants it was observed that HVR genotypes
IV and V replicated with significantly higher levels of
subgenomic RNAs in CaCo-2 cells, resulting in higher
levels of infectious progeny, while genotype VI produced
lower levels of subgenomic RNA and infectious progeny
[Guix et al., 2005]. Recently, a quantitation study of
HAstV by real-time RT-PCR reported that children
coinfected with rotavirus had lower viral RNA titer in
stool samples than those without coinfection, as well as
a correlation between higher viral load and longer
duration of diarrhea for the episode [Zhang et al., 2006].
In the present study, all samples from children that
were coinfected with other pathogens were excluded
from the analysis. Although Zhang et al. [2006] did
not show a trend of change of RNA titer with change
of serotype of infection, the association between HVR-
derived genotype and viral load for those was not
analyzed. While in a previous study we found that
protracted diarrhea was associated with higher titers of
serotype 3 [Caballero et al., 2003], we know nowadays
that the correlation is actually with genotype, and
particularly in that case with genotype IV. In addition,
the enterotoxin-like properties of the astrovirus capsid
have been very recently reported, being dose-dependent
but serotype-independent [Moser et al., 2007]. Since the
role of the C-terminal nsP1a protein in regulating the
levels of subgenomic RNA has also been described [Guix
et al., 2005] and subgenomic RNA directs the level of
capsid synthesis, an association of this protein with the
toxic phenotype is foreseen. To confirm this hypothesis
the disruption of the actin cytoskeleton as well as the
relocalization of the tight junction protein occludin
induced by different genotypes should however be
tested.

The comparison of genetic parameters between the
HVR and other regions of the viral genome revealed that
unlike most nonstructural viral proteins, C-terminal
nsP1a protein can easily tolerate the occurrence of

J. Med. Virol. DOI 10.1002/jmv

Fig. 5. Analysis of HAstV viral load according HVR genotype for
samples belonging to serotypes HAstV-1, HAstV-2, HAstV-3, HAstV-4,
and HAstV-8. Data plotted represent the mean of the log10 genome
copies/g of stool. Capital letters indicate statistical differences
(P< 0.05).
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amino acid substitutions, as well as indels. In general,
genomic regions where nucleotide structures play key
biological roles can display a genetic heterogeneity that
is higher at the amino acid level than at the nucleotide
level. The high degree of amino acid variability would be
the result of the need to maintain certain secondary
structures in the viral RNA genome. However, since all
indels maintain the reading frame, and the C-terminal
nsP1a protein can be detected using an antibody
designed against the HVR [Guix et al., 2004], we believe
that the biological function of the translated protein is
also essential for the virus. Supporting this idea,
some years ago, an epitope reacting against antiserum
to purified viral particles was identified in the HVR of
the genomic RNA [Matsui et al., 1993]. A recent analysis
of rates of synonymous and nonsynonymous substitu-
tions in astrovirus genes also showed that ORF1a HVR
is prone to positive selection, which is something
expected at domains in charge of communication and
interaction with the environment, such as host range
and immune responses [van Hemert et al., 2007].
Hypervariability in this region provides strong evidence
for selective pressure in favor of changes in the
C-terminal nsP1a coding sequence that confers an
advantage for the virus. Accordingly, a 15 amino acid
deletion described some years ago in the HVR region in
several HAstV isolates after human embryo kidney cell
adaptation seemed to be necessary to enable the virus to
grow in LLC-MK2 cells [Willcocks et al., 1994].

Based on genetic variability of the HVR, 12 genotypes
have been established, and a RFLP typing method was
developed to consistently distinguish between geno-
types. Our results support the validity of the RT-PCR/
RFLP-based method for the typing of HAstV in clinical
and epidemiological settings. In addition, the RFLP
assay provides a reliable and sensitive system that can
easily be applied to all kinds of samples when rapid
identification of astrovirus is needed. Unlike other
methods based on sequencing reactions, the RFLP
enables the coidentification and typing of different
viruses present within a sample, which is particularly
important for environmental virology.
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C-terminal nsP1a protein is involved in RNA replication. Virology
333:124–131.

Higgins D, Thompson J, Gibson T, Thompson JD, Higgins DG, Gibson
TJ. 1994. CLUSTAL W: Improving the sensitivity of progressive
multiple sequence alignment through sequence weighting, posi-
tion-specific gap penalties and weight matrix choice. Nucleic Acids
Res 22:4673–4680.

Kang YH, Park YK, Ahn JB, Yeun JD, Jee YM. 2002. Identification of
human astrovirus infections from stool samples with diarrhea in
Korea. Arch Virol 147:1821–1827.

Kiang D, Matsui SM. 2002. Proteolytic processing of a human
astrovirus nonstructural protein. J Gen Virol 83:25–34.

Kimura M. 1980. A simple method for estimating evolutionary rates of
base substitutions through comparative studies of nucleotide
sequences. J Mol Evol 16:111–120.

Kumar S, Tamura K, Nei M. 1993. MEGA: Molecular evolutionary
genetics analysis. University Park, PA: Pennsylvania State
University.

Lukashov VV, Goudsmit J. 2002. Evolutionary relationships among
Astroviridae. J Gen Virol 83:1397–1405.

Matsui SM, Greenberg HB. 2001. Astroviruses. In: Fields BN, Knipe
DM, Howley PM, Griffin DE, Martin MA, Lamb RA, Roizman B,
Straus SE, editors. Fields virology. Lippincott Williams & Wilkins.
Philadelphia PA: pp 875–893.

Matsui SM, Kim JP, Greenberg HB, Young LM, Smith LS, Lewis TL,
Herrmann JE, Blacklow NR, Kupuis K, Reyes GR. 1993. Cloning
and characterization of human astrovirus immunoreactive
epitopes. J Virol 67:1712–1715.

Méndez E, Salas-Ocampo MP, Munguia ME, Arias CF. 2003. Protein
products of the open reading frames encoding nonstructural
proteins of human astrovirus serotype 8. J Virol 77:11378–11384.

Méndez-Toss M, Romero-Guido P, Munguia ME, Méndez E, Arias CF.
2000. Molecular analysis of a serotype 8 human astrovirus genome.
J Gen Virol 81:2891–2897.

Moser LA, Carter M, Schultz-Cherry S. 2007. Astrovirus increases
epithelial barrier permeability independently of viral replication.
J Virol 81:11937–11945.

Nei M, Gojobori T. 1986. Simple methods for estimating the numbers of
synonymous and nonsynonymous nucleotide substitutions. Molec
Biol Evol 3:418–426.

Noel JS, Lee TW, Kurtz JB, Glass RI, Monroe SS. 1995. Typing of
human astroviruses from clinical isolates by enzyme immunoassay
and nucleotide sequencing. J Clin Microbiol 33:797–801.

Oh D, Schreier E. 2001. Molecular characterization of human
astroviruses in Germany. Arch Virol 146:443–455.

Silva PA, Cardoso DD, Schreier E. 2006. Molecular characterization of
human astroviruses isolated in Brazil, including the complete
sequences of astrovirus genotypes 4 and 5. Arch Virol 151:1405–
1417.

Taylor MB, Walter J, Berke T, Cubitt WD, Mitchell DK, Matson
DO. 2001. Characterisation of a South African human astrovirus
as type 8 by antigenic and genetic analyses. J Med Virol 64:256–
261.

J. Med. Virol. DOI 10.1002/jmv

314 Guix et al.



van Hemert FJ, Lukashov VV, Berkhout B. 2007. Different rates of
(non-)synonymous mutations in astrovirus genes; correlation with
gene function. Virol J 4:25.

Walter JE, Mitchell DK. 2003. Astrovirus infection in children. Curr
Opin Infect Dis 16:247–253.

Walter JE, Mitchell DK, Guerrero ML, Berke T, Matson DO,
Monroe SS, Pickering LK, Ruiz-Palacios G. 2001. Molecular
epidemiology of human astrovirus diarrhea among children
from a periurban community of Mexico City. J Infec Dis 183:681–
686.

Willcocks MM, Ashton N, Kurtz JB, Cubitt WD, Carter MJ. 1994. Cell
culture adaptation of astrovirus involves a deletion. J Virol 68:
6057–6058.

Willcocks MM, Boxall AS, Carter MJ. 1999. Processing and intracel-
lular location of human astrovirus non-structural proteins. J Gen
Virol 80:2607–2611.

Zhang Z, Mitchell DK, Afflerbach C, Jakab F, Walter J, Zhang YJ, Staat
MA,AzimiP,MatsonDO.2006.Quantitationofhumanastrovirusby
real-time reverse-transcription-polymerase chain reaction to exam-
ine correlation with clinical illness. J Virol Methods 134:190–196.

J. Med. Virol. DOI 10.1002/jmv

RFLP Typing Method for Human Astrovirus 315



Journal of Medical Virology 80: 746 (2008)

Erratum

Guix S, Caballero S, Fuentes C, Bosch A, Pinto RM. Genetic analysis of the hypervariable region of the human
astrovirus nsP1a coding region: design of a new RFLP typing method. J Med Virol 2008; 80: 306-315.

In the printed and online versions of figures 2 and 4, genotypes VIII and XII were interchanged. The correct
versions of both figures appear below.

The authors regret the error.

Fig. 2.

Fig. 4.

DOI 10.1002/jmv.21172
Published online in Wiley InterScience (www.interscience.wiley.com)
� 2008 WILEY-LISS, INC.





�

�

�

3.2 ESTUDIO II 

LA PROTEÍNA nsP1a C-TERMINAL (nsP1a/4) DE ASTROVIRUS 

HUMANO ES UNA FOSFOPROTEÍNA QUE INTERACCIONA CON LA 

POLIMERASA VÍRICA 





�

Página�|�93��
�

3�RESULTADOS:�ESTUDIO�II�
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RESUMEN 

a�proteína�nsP1a/4�de�HAstV�se�ha�asociado�con�el�proceso�de� replicación�del�RNA�

vírico�(Guix�et�al.,�2005).�Dicha�proteína�contiene�una�región�hipervariable�en�función�

de�la�cual�se�han�descrito�12�genotipos�diferentes,�denominados�con�números�romanos�del�

I�al�XII�(Guix�et�al.,�2008).�El�estudio�de�la�asociación�entre�ciertos�genotipos�derivados�de�la�

región�hipervariable�y�la�carga�vírica�excretada�muestra�una�correlación�significativa�entre�

estos� dos� parámetros,� siendo� los� genotipos� IV� y� V� los� que� se� asocian� con� títulos� víricos�

excretados� superiores� (Guix�et�al.,�2008).�Por�otro� lado,� los�estudios� realizados�con�virus�

mutantes,� que� difieren� únicamente� en� la� región� hipervariable� de� la� proteína� nsP1a/4,�

indican� que� existe� una� asociación� entre� la� variabilidad� de� dicha� región� y� el� patrón� de�

replicación�del�virus,�concretamente�a�nivel�de�los�títulos�de�las�diferentes�formas�de�RNA�

producidas� durante� el� ciclo� replicativo� (Guix� et� al.,� 2005).� Así,� los� genotipos� IV� y� V� se�

asocian� con� títulos� más� altos� de� RNA� subgenómico,� mientras� que� los� genotipos� VI� y� XII�

presentan�títulos�de�RNA�subgenómico�significativamente�inferiores.�En�contrapartida,�los�

títulos�de�RNA�genómico�son�inferiores�en�los�genotipos�IV�y�V,�a�diferencia�del�genotipo�VI,�

que�presenta�títulos�de�RNA�genómico�significativamente�superiores.��

En�el�presente�estudio�se�han�clonado�y�expresado�en�el�sistema�de�expresión�heteróloga�

de�baculovirus�varias�formas�de�la�proteína�nsP1a/4�correspondientes�a�los�genotipos�IV,�V,�

VI�y�XII,�así�como�distintas�formas�truncadas�del�genotipo�V,�con�el�fin�de�profundizar�en�su�

caracterización�y�establecer�posibles�diferencias�funcionales�entre�los�distintos�genotipos.�

L�

THE C-TERMINAL nsP1a PROTEIN OF HUMAN ASTROVIRUS IS A 

PHOSPHOPROTEIN THAT INTERACTS WITH THE VIRAL POLYMERASE 

Cristina�Fuentes,�Susana�Guix,�Albert�Bosch,�Rosa�M.�Pintó��
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3� CARACTERIZACIÓN�GENÉTICA�Y�FUNCIONAL�DE�LA�PROTEÍNA�nsP1a/4�DE�ASTROVIRUS�

Así,� se� ha� observado� que� existen� diferentes� isoformas� de� cada� una� de� las� proteínas�

nsP1a/4:�una�isoforma�no�fosforilada�y�diferentes�isoformas�fosforiladas.�Asimismo,�se�ha�

observado�para�todos� los�genotipos�estudiados,�que�la�proteína�nsP1a/4�se�encuentra�en�

forma� de� oligómeros,� constituidos� por� las� isoformas� no� fosforiladas� principalmente.� El�

dominio�de�oligomerización�de�la�proteína�nsP1a/4�correspondiente�al�genotipo�V�ha�sido�

localizado�entre�los�residuos�176�y�209.��

Además,�dado�que�se�ha�descrito�una�implicación�de�la�proteína�nsP1a/4�en�el�proceso�de�

replicación�del�RNA,�se�ha�estudiado�la�potencial�interacción�de�la�proteína�nsP1a/4�con�la�

polimerasa� vírica,� expresada� también� en� el� sistema� de� baculovirus.� Para� todos� los�

genotipos� estudiados,� se� ha� observado� que� la� proteína� nsP1a/4� interacciona� con� la�

polimerasa�vírica�formando�un�heterodímero.�En�este�caso�el�dominio�de�interacción�de�la�

proteína�nsP1a/4�correspondiente�al�genotipo�V�con� la�polimerasa�se�ha� localizado�entre�

los�residuos�88�y�176.�En�cuanto�a�la�forma�de�la�proteína�nsP1a/4�que�interacciona�con�la�

polimerasa,� se� ha� observado� que� lo� hacen� tanto� la� isoforma� no� fosforilada� como� la�

fosforilada,� si� bien� en� este� caso� sí� que� se� han� encontrado� diferencias� entre� los� distintos�

genotipos.�Concretamente,�la�isoforma�fosforilada�de�la�proteína�nsP1a/4�correspondiente�

al� genotipo� VI� presenta� un� patrón� de� interacción� más� fuerte� con� la� polimerasa� en�

comparación�con�la�isoforma�no�fosforilada.�Esta�diferencia�no�se�observa�en�los�genotipos�

IV�y�V,�lo�cual�sugiere�un�potencial�papel�de�la�región�hipervariable�en�la�modulación�de�la�

interacción� de� la� proteína� nsP1a/4� con� la� polimerasa� a� través� de� procesos� de�

fosforilación/defosforilación�de�algunos�residuos�críticos.��
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The C-Terminal nsP1a Protein of Human Astrovirus Is a Phosphoprotein
That Interacts with the Viral Polymerase�
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Human astrovirus nonstructural C-terminal nsP1a protein (nsP1a/4) colocalizes with the endoplasmic
reticulum and viral RNA. It has been suggested that nsP1a/4 protein is involved in the RNA replication process
in endoplasmic reticulum-derived intracellular membranes. A hypervariable region (HVR) is contained in the
nsP1a/4 protein, and different replicative patterns can be distinguished depending on its variability. In the
present work, both the astrovirus RNA-dependent RNA polymerase and four types (IV, V, VI, and XII) of
nsP1a/4 proteins have been cloned and expressed in the baculovirus system to analyze their interactions.
Different isoforms of each of the nsP1a/4 proteins exist: a nonphosphorylated isoform and different phosphor-
ylated isoforms. While the polymerase accumulates as a monomer, the nsP1a/4 proteins accumulate as
oligomers. The oligomerization domain of nsP1a/4-V is mapped between residues 176 and 209. For all studied
genotypes, oligomers mainly contain the nonphosphorylated isoform. When RNA polymerase is coexpressed
with nsP1a/4 proteins, they interact, likely forming heterodimers. The polymerase binding region has been
mapped in the nsP1a/4-V protein between residues 88 and 176. Phosphorylated isoforms of nsP1a/4 type VI
show a stronger interactive pattern with the polymerase than the nonphosphorylated isoform. This difference
is not observed in genotypes IV and V, suggesting a role of the HVR in modulating the interaction of the
nsP1a/4 protein with the polymerase through phosphorylation/dephosphorylation of some critical residues.

Human astroviruses, first described as a cause of infantile
gastroenteritis in 1975 (2, 16), are nonenveloped single-
stranded positive-sense RNA viruses that belong to the Astro-
viridae family (23), which includes both mammalian and avian
viruses. The �6.8 kb polyadenylated viral genome is composed
of three open reading frames (ORFs): 1a, 1b, and 2. ORF2,
located at the 3� end of the genome, encodes the viral capsid
protein through a 2.4-kb subgenomic RNA (24), whereas both
ORF1a and ORF1b, which contain the conserved motifs for a
3C-like serine protease and an RNA-dependent RNA poly-
merase, respectively, are translated directly from the genomic
viral RNA (11, 15, 17, 18). Upon infection, the nonstructural
proteins (nsPs) are translated from the genomic RNA as two
large polyproteins, nsP1a and nsP1a/1b, through a (�1) ribo-
somal frameshifting mechanism (11, 15, 17). The processing of
the astrovirus nonstructural polyproteins has not been com-
pletely characterized, and some of the reported data are still
conflicting. Although there is no confirmation by N-terminal
sequencing of the processing products, at least four cleavage
sites have been suggested within nsP1a, and it is assumed that
both viral and cellular proteases are responsible for the process
(4, 5, 14, 21, 30). Thus, nsP1a polyprotein would generate at
least four products, which in this work will be named nsP1a/1,
nsP1a/2, nsP1a/3 (protease), and nsP1a/4, which could be pro-
cessed even further. The exact boundaries of these proteins are
not well defined. Two cleavage sites yielding the nsP1a/4 have
been proposed at positions Gln-567/Thr-568 (14) and Glu-654/
Ile-655 (4, 27), which would render products of 40.1 and 30.6

kDa, respectively. With antibodies against a broad region of
the nsP1a C terminus, Méndez and colleagues (21) and Will-
cocks and colleagues (30) reported proteins of 20 kDa and of
34, 20, 6.5, and 5.5 kDa, respectively, but no other cleavage
sites were suggested. Previous data from our laboratory with an
antibody against a peptide belonging to amino acid positions
778 to 792 of nsP1a revealed proteins of 160 kDa, 75 kDa, 38
to 40 kDa, and 27 to 21 kDa in HAstV-infected CaCo-2 cells
(7). The crystal structure of an nsP1a/3-derived protein, whose
boundaries are from amino acids 432 to 587, has very recently
been resolved (27), suggesting that the cleavage site between
nsP1a/3 and nsP1a/4 proteins occurs at Glu-654/Ile-655.

With the exception of nsP1b and nsP1a/3, which encode the
RNA-dependent RNA polymerase (RdRp) and the 3C-like
serine protease, respectively, the roles of the rest of the non-
structural mature products are mostly unknown. Sequence
analysis has predicted four transmembrane domains and a
helicase conserved motif close to the nsP1a N-terminal end (1,
11). In the nsP1a C-terminal end, named here the nsP1a/4
protein, several domains have been described: two coiled-coil
regions, one coinciding with a death domain (DD), a nuclear
localization signal (NLS), a putative viral genome-linked pro-
tein (VPg), and a hypervariable region (HVR) (1, 6, 11, 13, 22,
25, 29). Based on the HVR nucleotide genetic variability, 15
different nsP1a/4 protein HVR-derived genotypes (named us-
ing Roman numerals) have been established, and a restriction
fragment length polymorphism (RFLP) typing method has
been developed to consistently distinguish between genotypes
(9). In addition, computational analyses of the nsP1a/4 coding
region performed in our laboratory revealed the presence of
acidic regions and of glutamine- and proline-rich regions, a
death domain, and several putative O-glycosylation and phos-
phorylation sites (6–8). Biological and functional analyses also
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showed a colocalization of the nsP1a/4 with the endoplasmic
reticulum and viral RNA and revealed a role of this protein in
RNA replication, as well as a relationship between the genetic
diversity within the HVR of the nsP1a/4 coding region and the
virus replication phenotype (7, 8). Two patterns of replication
that are associated with the nsP1a/4 genotype have been de-
scribed: genotypes IV and V show higher levels of subgenomic
RNA and lower levels of antigenomic RNA than genotypes VI
and XII (8).

To better understand the role of these nsP1a/4 HVR-de-
rived genotypes in viral replication, their interaction with the
viral RNA polymerase has been analyzed in the baculovirus
system. We show that nsP1a/4 is a phosphoprotein that inter-
acts with the viral polymerase.

MATERIALS AND METHODS

Cells and viruses. Sf9 cells were grown at 28°C in TC100 medium (Gibco)
containing 10% heat-inactivated fetal bovine serum (FBS) and 100,000 IU of
penicillin and 100,000 �g of streptomycin per liter. Baculovirus stocks were
prepared by infecting Sf9 cells at a multiplicity of infection (MOI) of 0.1 and
allowing the infection to proceed for 5 to 7 days. Viruses were harvested from the
culture medium after centrifugation at 1,000 � g to discard cell debris. Viruses
were titrated by a plaque assay and stored at 4°C.

Design of recombinant baculoviruses. The Bac to Bac (Invitrogen) baculovirus
expression system was used to express HAstV nsP1a/4 coding regions corre-
sponding to genotypes IV, V, VI, and XII, several truncated forms of the nsP1a/4
genotype V coding region (Fig. 1), and the RdRp gene. The template used for
the amplification of nsP1a/4 genotype XII and RdRp coding sequences was the

plasmid pAVIC6 (kindly provided by S. Matsui, Gastroenterology Section, Vet-
erans Administration Palo Alto Health Care System, Palo Alto, CA), which
contains the full genome of HAstV-1. The templates used for the amplification
of nsP1a/4 genotypes IV, V, and VI were the previously described plasmids
pAVIC-IV, pAVIC-V, and pAVIC-VI (8), which contain the nsP1a/4 coding
region of genotypes IV, V, and VI, respectively. The primers used to amplify all
these sequences are shown in Table 1. PCR-amplified fragments flanked by NotI
and PstI restriction enzyme sites were ligated into NotI/PstI-digested pFastBAC
(Invitrogen) baculovirus transfer vector and transformed into DH10Bac compe-
tent cells, which contain bacmid DNA. Colonies containing recombinant bacmids
were identified by disruption of the lacZ� gene. High-molecular-weight DNA
minipreps were prepared from selected colonies, and the released DNA was used
to transfect Sf9 cells with Cellfectin (Invitrogen). Recombinant baculoviruses,
i.e., Autographa californica multiple nucleopolyhedrovirus (AcNPV)-nsP1a/
4-IV, AcNPV-nsP1a/4-V, AcNPV-�1-88nsP1a/4-V, AcNPV-�1-176nsP1a/
4-V, AcNPV-�1-209nsP1a/4-V, AcNPV-�273-352nsP1a/4-V, AcNPV-�225-
352nsP1a/4-V, AcNPV-nsP1a/4-VI, AcNPV-nsP1a/4-XII, and AcNPV-Pol, were
collected from the supernatants of transfected cells and stored at 4°C.

For the sake of clarity, only results generated with AcNPV-nsP1a/4-V and
AcNPV-nsP1a/4-XII, used as models for the different genotypes, and those with
the truncated forms are presented throughout this work. Occasionally, when
remarkable differences between genotypes other than V and XII exist, the com-
parative results are shown.

Production of astrovirus recombinant proteins. For the heterologous protein
synthesis, confluent Sf9 cells (1.2 � 107 cells in 75-cm2 flasks) were infected with
recombinant baculovirus at an MOI of 3 and incubated at 28°C. At 72 h postin-
fection, cells were harvested by centrifugation (1,000 � g for 10 min), washed
once with phosphate-buffered saline (PBS), and resuspended in two different
lysis buffers (at a rate of 107cells/ml) depending on the downstream applications.
For coimmunoprecipitation and gel filtration studies, cells were resuspended in
lysis buffer containing Nonidet-P40 detergent (NP-40) (10 mM Na2HPO4 [pH

FIG. 1. (A) Schematic depiction of HAstV nsP1a polyprotein. Predicted transmembrane helices (TM), protease motif (PRO), predicted
nuclear localization signal (NLS), immunoreactive epitope (IRE), predicted helicase domain (HEL), coiled-coil structures (CC), predicted death
domain (DD), predicted genome-linked protein (VPg) and hypervariable region (HVR) are indicated. Arrowheads refer to putative identified
proteolytic cleavage sites, which seem to be dependent on both cellular proteases (?) and the viral protease (pro). The enlarged fragment
corresponds to nsP1a/4 and has been cloned into a recombinant baculovirus. (B) Schematic representation of nsP1a/4 truncated forms cloned into
recombinant baculoviruses.
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7.5], 150 mM NaCl, 2 mM EDTA, 1% [vol/vol] NP-40, 5 �g/�l leupeptin, and 5
�g/�l aprotinin) and incubated at 4°C for 30 min. Cell lysates were then centri-
fuged at 14,000 � g for 15 min at 4°C, and cell debris was discarded. For other
applications, cells harvested by centrifugation were resuspended in lysis buffer
containing sodium dodecyl sulfate (SDS) (62.5 mM Tris-HCl [pH 6,8], 2% [by
volume] SDS, 5 �g/�l leupeptin, and 5 �g/�l aprotinin). Extracts obtained from
Sf9 cells infected with a polyhedrin-negative baculovirus strain (AcNPVRP8)
were used as negative controls of expression.

Antibody production. Polyclonal antibody directed against the HAstV RNA-
dependent RNA polymerase (anti-Pol1217–1232) was prepared using a synthetic
peptide coupled to keyhole limpet hemocyanin (KLH) as an immunogen. A
synthetic peptide, spanning amino acid positions 1216 to 1232 from GenBank
accession no. L23513 (NFINKDQREKYRHVHE), was designed taking into
account the results of a hydrophilicity analysis using the ProtScale program
available at http://ca.expasy.org/cgi-bin/protscale.pl and based on the method
described by Hopp and Woods (10). Samples (25 �g) of this peptide covalently
linked to KLH were administered to 8-week-old female Swiss mice in the pres-
ence of Freund’s complete adjuvant and following a previously described sched-
ule (26). Antigen was intraperitoneally injected at weeks 0, 2, 3, 4, and 5, and
between weeks 4 and 5 and thereafter ascitic fluids were collected and processed.
All animal manipulations were performed following a standardized and officially
approved protocol (Generalitat de Catalunya 2963) and under the supervision of
the Experimental Animal Ethics Committee of the University of Barcelona.

Immunoblotting analysis. Recombinant proteins were analyzed by sodium
dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) and Western
blotting (WB). In most experiments, samples were boiled in Laemmli buffer (1 M
Tris-HCl [pH 6.8], 40% glycerol, 25% 	-mercaptoethanol, 1% SDS, and 0.05%
bromophenol blue), electrophoresed in an SDS–10% polyacrylamide gel, and
blotted onto a nitrocellulose membrane. In some experiments, samples were not
denatured before SDS-PAGE in order to compare their mobility under dena-
turing or semidenaturing conditions. After being blocked with 5% skim milk-
TBS buffer (50 mM Tris-HCl [pH 7.6] and 100 mM NaCl), membranes were
incubated with either an anti-1a778–792 mouse polyclonal antibody (7) or an
anti-Pol1216–1232 mouse polyclonal antibody and revealed with a secondary anti-
mouse immunoglobulin G (IgG) alkaline phosphatase-conjugated antibody (Cal-
biochem) in some experiments and a peroxidase-conjugated antibody (Amer-
sham) in others. The enzyme reaction was developed by adding nitroblue
tetrazolium–5-bromo-4-chloro-3-indolylphosphate (NBT-BCIP) (Roche) or
SuperSignal West Femto (Pierce), respectively.

Coimmunoprecipitation. Sf9 cells (1.2 � 107 cells in 75-cm2 flasks) were
coinfected with the baculovirus encoding the RdRp (AcNPV-Pol) and one of
each baculovirus encoding the different nsP1a/4 proteins (AcNPV-nsP1a/4-V,
AcNPV-nsP1a/4-VI, and AcNPV-nsP1a/4-XII) or one of each of the baculovi-

ruses bearing the truncated forms of the nsP1a/4 coding region (AcNPV-�1-
88nsP1a/4-V, AcNPV-�1-176nsP1a/4-V, AcNPV-�1-209nsP1a/4-V, AcNPV-
�273-352nsP1a/4-V, AcNPV-�225-352nsP1a/4-V) at an MOI of 1 for each virus.
At 72 h postinfection, cells were lysed as described above with a cell lysis buffer
containing NP-40 and the extracts were incubated for 1 h at 4°C with either the
anti-Pol1217–1232 mouse polyclonal antibody diluted 1:100 or a nonimmune ascitic
fluid (anti-FCA). Immune complexes were harvested by the addition of 50 �l of
protein A-agarose (Roche) and 3 h of incubation at 4°C, followed by centrifu-
gation at 12,000 � g for 20 s. Pellets were subjected to three washes of 20 min at
4°C, first with lysis buffer, second with a high-salt buffer (10 mM Na2HPO4 [pH
7.5], 500 mM NaCl, 0,1% [vol/vol] NP-40, 5 �g/�l leupeptin, and 5 �g/�l apro-
tinin), and third with a low-salt buffer (10 mM Na2HPO4 [pH 7.5], 0,1% [vol/vol]
NP-40, 5 �g/�l leupeptin, and 5 �g/�l aprotinin). Finally, the immune complexes
were resuspended in 50 �l of 1� Laemmli buffer, boiled for 5 min, and centri-
fuged at 12,000 � g for 20 s. Supernatants were subjected to SDS–10% PAGE
and examined by Western blot analysis with a 1:250 dilution of the anti-1a778–792

mouse polyclonal antibody. As negative controls, immunoprecipitation of ex-
tracts from cells singly infected with AcNPV-nsP1a/4-V, AcNPV-nsP1a/4-VI, or
AcNPV-nsP1a/4-XII with the anti-Pol1216–1232 mouse polyclonal antibody di-
luted 1:100 was also performed.

Detection of phosphorylated and glycosylated proteins. Sf9 cells (1.2 � 107

cells in 75-cm2 flasks) were infected with recombinant baculovirus expressing the
nsP1a/4-V protein (AcNPV-nsP1a/4-V) at an MOI of 3 and incubated at 28°C.
At 72 h postinfection, the presence of phosphorylated proteins, among those
immunoprecipitated with the anti-1a778–792 polyclonal antiserum, was analyzed
by Western blotting, using a monoclonal anti-phosphoserine/threonine antibody
(anti-PSPT) (BD Biosciences Pharmingen). The immunoprecipitation assay was
performed under the same conditions described above. The glycosylation state
was also tested on transferred membrane proteins by oxidizing the carbohydrate
moieties with 10 mM sodium periodate, followed by incorporation of biotin
hydrazide. Biotinylated complexes were detected by a streptavidin-alkaline phos-
phatase (Sigma). Ovoalbumin was used as a positive control of a glycosylated
protein.

Staurosporine treatment. Confluent Sf9 cells (3 � 106 cells in 10-cm2 wells)
were infected with recombinant baculovirus expressing the nsP1a/4-V protein
(AcNPV-nsP1a/4-V) at an MOI of 3 and incubated at 28°C. At 18 h postinfec-
tion, cells were treated with staurosporine at 35, 50, and 100 nM concentrations
for 6 h. Thereafter, cells were washed once in PBS, lysed with an SDS-containing
buffer, and analyzed by immunoblotting using the anti-1a778–792 antibody. The
level of staurosporine phosphorylation inhibition was measured by quantifying
the ratio of band intensities using Quantity One software (Bio-Rad).

nsP1a/4 protein expression under phosphate starvation. Confluent Sf9 cells
(3 � 106 cells in 10-cm2 wells) were infected with recombinant baculovirus

TABLE 1. Oligonucleotides used for designing of recombinant baculovirusesa

Primer sequence (5�–3�) Construct

Forward primers
GTCGGGCGGCCGCCACCATGGGTACTAATACTGGGTACACTGGAGGTGC.................................................................nsP1a/4 -IV
GTCGGGCGGCCGCCACCATGGGTACTAACACTGGGTACACTGGAGGTGC.................................................................nsP1a/4-V
GTCGGGCGGCCGCCACCATGGGTACTAATACTGGATATACCGGAGGGGC.................................................................nsP1a/4-VI
GTCGGGCGGCCGCCACCATGGGTACTAACACTGGGTATACTGGAGGTGC.................................................................nsP1a/4-XII
AGATGGCGGCCGCCACCATGGGTATCAATGGGATACTTGCACCATTTCT ...................................................................�1-88nsP1a/4-V
GATGGGCGGCCGCCACCATGGGTGTAGAATTTACTGAAGTGAT ...................................................................................�1-176nsP1a/4-V
GCCCCGCGGCCGCCACCATGGGTCAACCACTTGATTTGTCTCA......................................................................................�1-209nsP1a/4-V
GTCGGGCGGCCGCCACCATGGGTACTAACACTGGGTACACTGGAGGTGC.................................................................�273-352nsP1a/4-V

�225-352nsP1a/4-V
GAAGGGCGGCCGCCACCATGGTTATCAAAAAACAAGGCCCCAAAAAACT.................................................................Polymerase

Reverse primers
AACAACTGCAGCTAACCTAATGAGTGGTAATTTTGGGCCCCT ........................................................................................nsP1a/4 –IV

nsP1a/4-V
nsP1a/4-VI
nsP1a/4-XII
�1-88nsP1a/4-V
�1-176nsP1a/4-V
�1-209nsP1a/4-V

TGCCTTCTGCAGCTAGTGTGGCGCTGGCAGAATAAACTT.................................................................................................�273-352nsP1a/4-V
CGCCACCTGCAGCTATTGTTCTGGTTGTTTCTCTT................................................................................................................�225-352nsP1a/4-V
TTATTGCTGCAGCTAGCCATCACACTTCTTTGGTCCTCCCC ..............................................................................................Polymerase

a NotI and PstI restriction sites are shown in boldface type, and the Kozak sequence used is underlined.
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expressing the nsP1a/4-V protein (AcNPV-nsP1a/4-V) at an MOI of 3 and
incubated at 28°C. At 18 h postinfection, a phosphate-deficient TC100 medium
was added, and at 48 h postinfection, cells were washed once in PBS, lysed
with an SDS-containing buffer, and analyzed by immunoblotting using the
anti-1a778–792 antibody. The level of phosphorylation inhibition was measured
by quantifying the ratio of band intensities using Quantity One software.

Protein labeling with [32P]orthophosphate. Confluent Sf9 cells (3 � 106 cells
in 10-cm2 wells) were infected with recombinant baculovirus expressing the
nsP1a/4-V protein (AcNPV-nsP1a/4-V) at an MOI of 3 and incubated at 28°C.
At 18 h postinfection, cells were starved for 1 h using phosphate-deficient TC100
medium. Cells were then labeled for 24 h with 125 �Ci phosphorus-32 (Amer-
sham) in 1 ml starvation medium. Finally, cells were washed once in PBS, lysed
with an SDS-containing buffer, and analyzed by SDS–10% PAGE and revealed
by exposing a phosphorimaging screen.

Size exclusion chromatography. Gel filtration through Sephadex G-100 was
performed with an in-house column (0.65 by 15.50 cm) equilibrated with a
phosphate buffer (10 mM Na2HPO4 [pH 7.5], 150 mM NaCl). Three hundred �l
of cell extracts (1.2 � 107 infected cells) were loaded onto the column, and
300-�l fractions were collected at a flow rate of 0.3 ml/min under room pressure
conditions. Aliquots of each fraction were subjected to SDS–10% PAGE, and
Western blot analyses with anti-1a778–792 or anti-Pol1217–1232 mouse polyclonal
antibodies were performed for the detection of the nsP1a/4 proteins or the
polymerase, respectively. The column was calibrated with known molecular
weight standards: immunoglobulin G (IgG) (150 kDa), bovine serum albumin
(BSA) (66 kDa), ovoalbumin (OA) (43 kDa), and lysozyme (LZ) (14 kDa).

RESULTS

Production of astrovirus nsP1a/4 and RdRp in insect cells.
The potential interaction of nsP1a/4 protein and the viral poly-
merase was analyzed through baculovirus-expressed proteins.
Different nsP1a/4 protein variants, including different geno-
types and several amino- and carboxy-truncated forms (Fig. 1),
as well as the viral polymerase were produced. Immunoreac-
tive bands of expected sizes were detected, with approximate
molecular masses of 40 to 42 kDa (depending on the genotype)
for the nsP1a/4 (Fig. 2A; only results for genotypes V and XII
are shown) and 61 kDa for the polymerase (Fig. 2B). Trun-
cated nsP1a/4 proteins of the expected size, with approximate
molecular masses of 30 kDa, 19 kDa, 16 kDa, 31 kDa, and 25
kDa for the �1-88nsP1a/4-V, �1-176nsP1a/4-V, �1-209nsP1a/
4-V, �273-352nsP1a/4-V, and �225-352nsP1a/4-V, respec-
tively, were also detected (Fig. 2C). No immunoreactive bands
were detected in polyhedrin-negative AcNPVRP8-infected Sf9
cells.

Recombinant nsP1a/4 is phosphorylated. Expression of
nsP1a/4 proteins also produced protein bands of higher mo-
lecular masses than expected: 50 kDa for nsP1a/4-IV (data not
shown), nsP1a/4-V, and nsP1a/4-XII proteins (Fig. 2A), 53
kDa for nsP1a/4-VI (data not shown), and in the range 19 to 37
kDa for the truncated proteins (Fig. 2C). Since computational
analysis of the nsP1a/4 protein predicts several putative phos-
phorylation and O-glycosylation sites, the observed increases
in the molecular weight could be due to posttranslational mod-
ifications such as the addition of phosphate or carbohydrate
moieties. To elucidate whether phosphorylation occurs, re-
combinant nsP1a/4-V proteins, used as models, were immuno-
precipitated with the anti-1a778–792 antibody and detected us-
ing the anti-PSPT antibody. One phosphoprotein of around 50
kDa was detected (Fig. 3A), indicating that phosphorylation is
indeed a posttranslational modification of the nsP1a/4-V pro-
tein. To verify the second possibility, the potential carbohy-
drates present in the nsP1a/4 proteins were oxidized and the
newly arising radicals were biotinylated and detected with

streptavidin. Since no positive bands were observed (data not
shown) it was concluded that glycosylation is not a major post-
translational modification.

In order to confirm the phosphorylated state of the proteins,
Sf9 cells infected with AcNPV-nsP1a/4-V, as a model geno-
type, were treated with staurosporine, a potent inhibitor of
protein kinase C, and a wide variety of other enzymes of both
serine/threonine and tyrosine kinase families (19, 28). Cell
extracts obtained at 24 h postinfection (18 h in the absence of
the drug and 6 h in the presence of the drug) were analyzed by
Western blotting with the anti-1a778–792 antibody. As shown in
Fig. 3B, treatment with staurosporine resulted in a decrease in
the levels of the 50-kDa form of the nsP1a/4-V protein in a
dose-dependent manner, suggesting that the protein was phos-

FIG. 2. Western blot analysis with antibodies against the nsP1a/4
protein (anti-1a778–792 antibody) and the polymerase (anti-Pol1217–1232
of cell extracts of Sf9 cells infected with recombinant baculoviruses
expressing nsP1a/4 proteins corresponding to genotypes V and XII
(AcNPV-nsP1a/4-V, AcNPV-nsP1a/4-XII) (A), the polymerase
(AcNPV-Pol) (B), or different truncated forms of nsP1a/4-V pro-
tein (AcNPV-�1-88nsP1a/4-V, AcNPV-�1-176nsP1a/4-V, AcNPV-�1-
209nsP1a/4-V, AcNPV-�273-352nsP1a/4-V, and AcNPV-�225-
352nsP1a/4-V) (C). As negative controls, extracts from polyhedrin-neg-
ative baculovirus (AcNPVRP8)-infected cells were included. Positions of
molecular size markers (in kilodaltons) are indicated on the left, and
molecular weights of recombinant proteins are on the right.
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phorylated (image analysis confirmed that the intensity of the
nonphosphorylated 40-kDa band did not significantly decrease
with drug concentrations below 100 nM, while the 50-kDa
phosphorylated band already started to decrease at a drug
concentration of 35 nM, reaching its maximum at 100 nM). To
further confirm this observation, infection of Sf9 cells with the
AcNPV-nsP1a/4-V construct was allowed to proceed under
conditions of phosphate depletion. Under such conditions, the
50-kDa form of the nsP1a/4-V protein completely disappeared
(Fig. 3C). Image analyses suggested that a certain amount of
the 50-kDa form ought to be present (considering the amount
of the 40-kDa nonphosphorylated form and the usual ratio of
nonphosphorylated/phosporylated isoforms) provided that
phosphorylation inhibition does not occur. The concluding

demonstration of nsP1a/4-V phosphorylation was through its
specific labeling with [32P]orthophosphate. After 24 h of rep-
lication in the presence of labeled phosphate, a single radio-
active band of approximately 50 kDa was detected in extracts
from AcNPV-nsP1a/4-V-infected cells but not in extracts from
polyhedrin-negative AcNPVRP8-infected cells (Fig. 3D). Al-
though the radioactive band was very faint, it must be borne in
mind that the total phosphate concentration was 10,000 times
lower than the usual one.

Additionally, from results observed with the truncated forms
it can be concluded that the N-terminal half portion of the
protein is essential for the phosphorylation process, since the
phosphorylation pattern of the amino-truncated forms was
completely altered compared to those of the nontruncated or
the carboxy-truncated proteins (Fig. 2C). In the case of �1-
88nsP1a/4-V protein, some phosphorylated forms were de-
tected but with a number of added phosphates significantly
lower than those in the nontruncated protein and the carboxy-
truncated proteins, giving rise to a smaller increase in the
molecular weight (see also Fig. 9). In the case of �1-176nsP1a/
4-V and �1-209nsP1a/4-V proteins, phosphorylation was al-
most absent, although a protein of a molecular weight corre-
sponding to a highly phosphorylated form could be detected as
a faint band, indicating that either the conformation of these
truncated proteins favors the accessibility of only some phos-
phorylation sites or that the conformation of the �1-88nsP1a/
4-V prevents the accessibility of these sites.

Recombinant nsP1a/4 protein forms oligomers. To find out
whether oligomeric forms of nsP1a/4 might exist, Sf9 cells were
infected with baculovirus expressing nsP1a/4 proteins and cell
extracts were analyzed by gel filtration on a Sephadex G-100
column. The column was calibrated with four globular proteins
of known molecular masses from 150 kDa to 14 kDa (IgG,
BSA, OA, LZ). Regression analysis demonstrated a linear
relationship between the elution volumes of the protein stan-
dards and the logarithms of their reported molecular masses
(data not shown). The presence of nsP1a/4 proteins in each
fraction was monitored by Western blot analysis with the anti-
1a778–792 antibody. The bulk of nsP1a/4 proteins eluted around
the IgG (150 kDa) marker, with an important tail around the
BSA (66 kDa) marker due to protein spreading, suggesting the
predominant presence of trimers or larger oligomers and, to a
lesser extent, dimers (Fig. 4; only results from genotypes V and

FIG. 3. Analysis of the phosphorylation state of the nsP1a/4-V pro-
tein expressed in insect cells. (A) Western blot analysis, with an anti-
body against phosphoserines and phosphothreonines (anti-PSPT), of a
cell extract from Sf9 cells infected with the AcNPV-nsP1a/4-V re-
combinant baculovirus, previously immunoprecipitated with the
anti-1a778–792 antibody (lane 1). As a negative control the same procedure
was applied to an extract of cells infected with the polyhedrin-negative
baculovirus strain AcNPVRP8 (lane 2) (B) Effect of staurosporine
(STS) on the synthesis and phosphorylation of nsP1a/4-V protein ex-
pressed in insect cells. Sf9 cells were infected with recombinant bacu-
lovirus AcNPV-nsP1a/4-V and treated with staurosporine at different
concentrations. After treatment, cell extracts were analyzed by West-
ern blotting using the anti-1a778–792 antibody. (C) Expression of nsP1a/
4-V protein in Sf9 cells using media with or without PO4. Sf9 cells were
infected with recombinant baculovirus AcNPV-nsP1a/4-V and main-
tained during 48 h in media with (lane 1) or without (lane 2) PO4.
Thereafter, cell extracts were analyzed by Western blotting using the
anti-1a778–792 antibody. (D) nsP1a/4 labeling with [32P]orthophosphate.
Sf9 cells infected with either a baculovirus encoding the nsP1a/4-V
protein (lane 1) or the polyhedrin-negative baculovirus strain AcN-
PVRP8 (lane 2) were labeled with [32P]orthophosphate. Proteins were
resolved by SDS-PAGE, and radioactively labeled proteins were visu-
alized by exposing a phosphorimaging screen. The position of labeled
nsP1a/4-V protein is indicated by an asterisk. hc, heavy chains of the
antibody used in the immunoprecipitation. Positions of molecular size
markers (in kilodaltons) are indicated on the left.

FIG. 4. Sephadex G-100 gel filtration of nsP1a/4 proteins corre-
sponding to genotypes V and XII. Western blot analysis with the
anti-1a778–792 antibody was employed for detection. The positions of
the standard marker proteins immunoglobulin G (IgG), bovine serum
albumin (BSA), and ovalbumin (OA) are indicated at the top. Frac-
tions corresponding to void volume are indicated by V0.
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XII are shown). The nonphosphorylated isoform of the protein
was the predominant one in the oligomers (Fig. 4).

The central part of the nsP1a/4 protein contains an oli-
gomerization domain. The distinct N-terminal and C-terminal
truncated forms of the nsP1a/4-V protein were examined to
determine the region of nsP1a/4 protein involved in oligomer-
ization. Lysates from Sf9 cells infected with each of these
baculoviruses were loaded onto the columns, and fractions
were collected. Immunoblot analyses of fractions indicated
that �1-88nsP1a/4-V, �1-176nsP1a/4-V, �1-209nsP1a/4-V,
�273-352nsP1a/4-V, and �225-352nsP1a/4-V proteins eluted
at fractions equivalent to molecular masses of around 50 to
150, 10 to 60, 10 to 20, 50 to 150, and 50 to 75 kDa, respectively
(Fig. 5). Since their predicted monomeric molecular masses
are 30, 19, 16, 25, and 31 kDa, respectively, their elution pro-
files demonstrated that the predominant forms were mono-
mers for �1-209nsP1a/4-V, monomers, dimers and trimers for
�1-176nsP1a/4-V and dimers, trimers and higher oligomers for
�1-88nsP1a/4-V, �273-352nsP1a/4-V, and �225-352nsP1a/
4-V. The oligomeric state of the different forms of the nsP1a/
4-V protein was also analyzed through the mobility of nonde-
natured extracts in SDS-PAGE (Fig. 6). Under these
semidenaturing conditions, the nsP1a/4-V protein resolved
mainly as monomers and trimers and likely higher forms which
would not be detected in these gels, whose upper limit is of
around 120 kDa (Fig. 6A): the �1-88nsP1a/4-V protein as
monomers, dimers, trimers, and higher forms (Fig. 6B); the
�1-176nsP1a/4-V protein as monomers, tetramers, and higher
forms (Fig. 6B); the �1-209nsP1a/4-V protein as monomers
(Fig. 6B); the �273-352nsP1a/4-V protein as monomers and
likely higher forms (Fig. 6B) not detectable in these gels;
and the �225-352nsP1a/4-V protein as monomers, dimers, and
higher forms (Fig. 6B). These results suggest that the region
between amino acids 176 and 209 contains an oligomerization
domain. However, since oligomerization is less optimal for the
�1-176nsP1a/4-V mutant than for the �1-88nsP1a/4-V, the
domain is likely to be larger. Alternatively, the occurrence of a
second oligomerization domain between residues 88 and 176
could also explain this behavior.

nsP1a/4 protein interacts with the viral polymerase. The
involvement of nsP1a/4 in viral RNA replication as well as its
interaction with the endoplasmic reticulum (7, 8) suggests that
this protein may be an integral part of the viral replication
complex interacting with the RNA polymerase. The potential
interaction between nsP1a/4 and RNA polymerase was studied
through coimmunoprecipitation of these proteins from ex-

FIG. 5. Sephadex G-100 gel filtration of nsP1a/4-V protein and its truncated forms. Western blot analysis with the anti-1a778–792 antibody was
employed for detection. The positions of the standard marker proteins immunoglobulin G (IgG), bovine serum albumin (BSA), ovalbumin (OA),
and lysozime (LZ) are indicated at the top. Fractions corresponding to void volume are indicated by V0.

FIG. 6. Western blot analysis with the anti-1a778–792 antibody of
denatured versus nondenatured extracts of nsP1a/4-V protein and
their truncated forms. Extracts from Sf9 cells infected with the
AcNPV-nsP1a/4-V (A) or the AcNPV-�1-88nsP1a/4-V, AcNPV-�1-
176nsP1a/4-V, AcNPV-�1-209nsP1a/4-V, AcNPV-�273-352nsP1a/
4-V, and AcNPV-�225-352nsP1a/4-V (B) baculoviruses were dena-
tured using standard procedures (SDS, 	-mercaptoethanol [	ME],
and boiling) or nondenatured. In both cases samples were run under
denaturing conditions (SDS-PAGE) and thus the whole procedure was
considered denaturing or semidenaturing, respectively. As negative
controls, extracts from polyhedrin-negative baculovirus
(AcNPVRP8)-infected cells were included. Positions of molecular size
markers (in kilodaltons) are indicated on the left. The different oligo-
meric states are indicated by �1 (monomers), �2 (dimers), �3 (tri-
mers), and successively.
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tracts of Sf9 cells coinfected with two baculoviruses encoding
the HAstV nsP1a/4 and the RNA polymerase. At 72 h postin-
fection, cells were lysed with a mild detergent and immuno-
precipitated with anti-Pol1217–1232. An immunoprecipitation
with a nonrelated antibody (anti-Freund’s complete adjuvant
[anti-FCA]) was used as a negative control. Subsequent West-
ern blot analyses with anti-1a778–792 antibody revealed that
nsP1a/4 proteins could be specifically pulled down from the
cell lysate (Fig. 7). It is noteworthy that both phosphorylated
and nonphosphorylated forms of nsP1a/4 protein interacted
with the viral RNA polymerase for all genotype-derived pro-
teins (only genotypes V, VI, and XII are shown), and even in
the case of nsP1a/4-VI the phosphorylated isoforms showed a
higher binding capacity (Fig. 7C). The specificity of the
interaction was confirmed after immunoprecipitation with
anti-Pol1217–1232 of extracts from cells infected only with the
AcNPV-nsP1a/4-V, the AcNPV-nsP1a/4-VI, or the AcNPV-
nsP1a/4-XII recombinant viruses (Fig. 7B, D, and F, respec-
tively), since no proteins were pulled down.

The nsP1a/4-V and RNA polymerase interaction was further
studied by gel filtration analysis. For this purpose, lysates from
AcNPV-nsP1a/4-V and AcNPV-Pol coinfected Sf9 cells were
loaded onto a Sephadex G-100 column and fractions were
collected as described above. The presence of nsP1a/4 protein
and RNA polymerase in each fraction was evaluated by West-
ern blotting using the anti-1a778–792 and anti-Pol1217–1232 anti-
bodies, respectively. The elution pattern obtained from cells
coinfected with AcNPV-nsP1a/4-V and AcNPV-Pol baculovi-
ruses was different from that obtained from cells infected with
the AcNPV-nsP1a/4-V or AcNPV-Pol alone. The nsP1a/4-V
protein expressed alone eluted in a wider range of fractions (50
to 150 kDa) than when expressed in combination with the
RNA polymerase (75 to 150 kDa) (Fig. 8A). This change could
be explained by a lower concentration of nsP1a/4-V protein in
double-infected cells than in mono-infected cells and, in con-
sequence, in a much lower tail spread of the protein during the
chromatography. However, the most striking change was that
of the polymerase which was recovered in those fractions cor-
responding to a molecular mass of around 65 to 70 kDa (the
predicted molecular mass is 61 kDa) when expressed alone
(Fig. 8B), and in those fractions corresponding to a molecular
mass of around 100 to 110 kDa when expressed in combination
with nsP1a/4-V protein (Fig. 8B). This change in the polymer-

FIG. 7. Coimmunoprecipitation of the RNA polymerase and
nsP1a/4 proteins corresponding to genotypes V (A and B), VI (C and
D), and XII (E and F). Cell extracts from double-infection (AcNPV-
Pol with either AcNPV-nsP1a/4-V, AcNPV-nsP1a/4-VI, or AcNPV-
nsP1a/4-XII) experiments were immunoprecipitated with either the
anti-Pol1217–1232 antibody or a nonimmune ascitic fluid (anti-FCA)
(A, C and E). Cell extracts from single-infection (AcNPV-nsP1a/4-V,
AcNPV-nsP1a/4-VI, or AcNPV-nsP1a/4-XII) experiments were immu-
noprecipitated with the anti-Pol1217–1232 antibody (B, D, and F) as
controls for the specificity of the immunoprecipitation reaction. Im-
munoprecipitates were resolved by SDS-PAGE, transferred to nitro-
cellulose membranes, and probed with the anti-1a778–792 antibody.
Nonimmunoprecipitated cell extracts are shown in lane 1 of each
panel. Coimmunoprecipitated proteins as well as the heavy chains of
the antibody used in the immunoprecipitation are marked by arrows
and hc, respectively. Molecular size marker positions are indicated on
the left.

FIG. 8. Sephadex G-100 gel filtration of cell extracts from insect cells single infected or double infected with AcNPV-nsP1a/4-V and
AcNPV-Pol. Collected fractions were subjected to Western blotting with the anti-1a778–792 antibody (A) and the anti-Pol1217–1232 antibody (B).
Positions of standard marker proteins immunoglobulin G (IgG), bovine serum albumin (BSA), and ovalbumin (OA) are indicated at the top.
Fractions corresponding to void volume are indicated by V0.
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ase elution pattern could be explained by the occurrence of a
heterodimer formed through the interaction of both proteins,
consistent with results of the coimmunoprecipitation assays
(Fig. 7). An additional and remarkable observation was that
the phosphorylated form of nsP1a/4-V protein could also be
detected in those fractions corresponding to a heterodimer,
indicating that this form can also interact with the RNA poly-
merase (Fig. 8A) as shown above with the coimmunoprecipi-
tation experiments (Fig. 7).

To clarify which domain of the nsP1a/4 protein is involved in
the interaction with the RNA polymerase, the full-length RNA
polymerase was coexpressed in insect cells with the distinct
nsP1a/4-V deletion mutants. Immunoprecipitation experi-
ments were performed using the anti-Pol1217–1232 antibody to
pull down proteins and the anti-1a778–792 antibody in the im-
munoblotting analysis. Interestingly, the �1-176nsP1a/4-V and
�1-209nsP1a/4-V truncated forms completely failed to interact
with the RNA polymerase (Fig. 9). These results suggest that
the region spanning amino acids 88 to 176 contains essential
sequences for interaction with the RNA polymerase.

DISCUSSION

Small viruses have evolved to maximize their genomic infor-
mation by producing multifunctional viral proteins. To expand
the information stored in the small viral genome, the cleavage
end products and their precursors may have distinct functions.
The putative nsP1a/4 or C-terminal nsP1a protein of astrovirus
is an example of this. The exact functions of the nonstructural
proteins encoded in ORF1a of astrovirus, with the exception of
the protease, still remain elusive. Among them, the nsP1a/4 has
received special attention and has been suggested to be in-
volved in many different roles, including apoptosis induction
(6), in order to activate those caspases necessary for capsid
maturation (3, 6, 20), and regulation of RNA replication (8).

Related with these functions it is remarkable that nsP1a/4
protein contains two essential domains, a DD (6) and a VPg
(1), which may be associated with the induction of apoptosis
and genome replication, respectively. Additionally, an HVR,
whose variability affects genome replication (8, 9), is also pres-
ent in this protein (22, 25, 29). Although the exact boundaries
of the proteolytical cleavages of the ORF1a are not well iden-
tified, our initial working hypothesis was that a first cleavage at
position Gln-567/Thr-568 (14) would render the nsP1a/4 pro-
tein of around 40 kDa and that further unknown processes of
this protein would render smaller proteins. Some of these
proteins are in the range of 21 to 27 kDa and include phos-
phorylated forms (7). The crystal structure of the astrovirus
protease has very recently been described (27), suggesting a
high preference for Glu and Asp at the P1 substrate position
and consequently a preference for the Glu-654/Ile-655
cleavage rather than the Gln-567/Thr-568 cleavage and even
suggesting that these latter residues are located in the S1
pocket. However, the inclusion of the coiled-coil domain
predicted in the region Thr-568–Glu-654 is of high interest
and justifies the construct corresponding to what we call
nsP1a/4 protein. Additionally, the truncated form �1-
88nsP1a/4-V corresponds exactly to the protein originated
after the Glu-654/Ile-655 cleavage.

To better understand the role of the nsP1a/4 HVR-derived
genotypes in viral replication, their potential interaction with
the viral RNA polymerase was analyzed by expressing these
proteins in the baculovirus system. Expression of HVR-derived
forms of the nsP1a/4 protein in insect cells resulted in high-
level production of two main products, one of the expected size
(40 to 42 kDa depending on the genotype) and a second one
larger than expected that could contain several proteins with
small molecular size differences (50- to 55-kDa range). These
differences may be attributed to phosphorylation processes,
since both PO4 starvation and kinase inhibition induced a

FIG. 9. Coimmunoprecipitation of the RNA polymerase and truncated forms of the nsP1a/4 protein. Cell extracts obtained from coinfection
experiments with recombinant baculovirus expressing the AcNPV-Pol and the different truncated forms of nsP1a/4 (AcNPV-�1-88nsP1a/4-V,
AcNPV-�1-176nsP1a/4-V, AcNPV-�1-209nsP1a/4-V, AcNPV-�273-352nsP1a/4-V, and AcNPV-�225-352nsP1a/4-V) were incubated with either
the anti-Pol1217–1232 antibody or a nonimmune ascitic fluid (anti-FCA). Immunoprecipitates were resolved by SDS-PAGE, transferred to
nitrocellulose membranes, and probed with anti-1a778–792 antibody. Nonprecipitated cell extracts are shown in lane 1 of each panel. Coimmuno-
precipitated proteins and the light chains of the antibody used to immunoprecipitate are marked by arrows and lc, respectively. hc, heavy chain.
Molecular size marker positions are indicated on the left.
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complete loss and a concentration-dependent reduction of the
proteins of higher molecular weight of the nsP1a/4-V type used
as a model. In fact, these proteins are specifically labeled when
produced in the presence of [32P]orthophosphate and are spe-
cifically recognized by an antibody against phosphoserines and
phosphothreonines. While these results are expected accord-
ing to previous studies (7), smaller proteins were not observed,
indicating either that no proteases able to produce the cleav-
ages are present in baculovirus-infected insect cells or that the
conformation of the nsP1a/4 protein is not adequate to allow
the processing to occur. Another important point was to de-
termine the oligomeric state of the protein and whether it
could be affected by the phosphorylation state and/or the HVR
type. Gel filtration and semidenaturing SDS-PAGE analysis
revealed that nsP1a/4 proteins form oligomers, with trimers or
higher oligomers being the predominant form. The nonphos-
phorylated isoform was the predominant one in the oligomers
detected by gel filtration. Since the phosphorylated isoforms
were not present in those fractions corresponding to mono-
mers, it may be suggested that they are mainly in a nonglobular
state. Thus, it may be postulated that the phosphorylation state
regulates the conformation of these proteins from a nonglobu-
lar to an oligomeric condition or that depending on the con-
formation and state of oligomerization different phosphoryla-
tion patterns may occur. An oligomerization domain could be
mapped between residues 176 and 209 of nsP1a/4-V, but the
exact boundaries of the domain could not be determined. This
domain, as well as the region spanning residues 1 to 176,
contains several potential phosphorylation sites (8). An addi-
tional and intriguing point is that while the nonphosphorylated
form of most of the nsP1a/4-V-derived proteins was the pre-
dominant one present in oligomers, in the �273-352nsP1a/4-V
carboxy-truncated protein the phosphorylated forms were also
present in oligomers, which were of the higher type, indicating
the critical relationship between the conformation and the
phosphorylated state. These findings altogether point to a
cross talk regulation between the oligomerization and phos-
phorylation states of nsP1a/4 protein which may regulate the
interaction with the RNA polymerase. In fact, nsP1a/4 protein
monomers, but not higher forms, interact with the RNA poly-
merase, likely forming a heterodimer, and the phosphorylated
isoforms appear to be strongly interactive. The polymerase
interaction domain is contiguously located to the oligomeriza-
tion domain in the nsP1a/4 boundaries, and even they may be
partially coincident, since the use of truncated proteins repre-
sents an approximation to domain mapping, and thus a steric
competition among both processes could be expected. How-
ever, phosphorylation/dephosphorylation of different residues
may induce conformational changes (12) favoring one or the
other process. The HVR could also play a critical role in
defining these conformations, taking into consideration the
differential number of serine residues which are potentially
susceptible to phosphorylation as well as the differential indel
pattern (8). In fact, viruses bearing nsP1a/4 proteins of geno-
types VI and XII have a higher number of potential phospho-
serines that have been suggested to be associated with produc-
tion of higher levels of genomic RNA (8). Our results suggest
that at least for genotype VI, this replication pattern might be
related to the higher interactive capacity of the phosphorylated
isoforms of nsP1a/4-VI with the RNA polymerase. This obser-

vation was not so evident for genotype XII since the phosphor-
ylated form was harder to visualize due to its coincidence with
the IgG heavy chains. Further studies are needed to charac-
terize the regulation of minus and plus RNA strands as well as
subgenomic RNA. However, our data prove that nsP1a/4 pro-
tein is involved in the replication complex through an interac-
tion with the RNA polymerase, and this could be related to a
potential VPg function.
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26. Pintó, R. M., et al. 1998. Enhancement of the immunogenicity of a synthetic
peptide bearing a VP3 epitope of hepatitis A virus. FEBS Lett. 438:106–110.

27. Speroni, S., et al. 2009. Structural and biochemical analysis of human patho-
genic astrovirus serine protease at 2.0 Å resolution. J. Mol. Biol. 387:1137–
1152.

28. Tamaoki, T., et al. 1986. Staurosporine, a potent inhibitor of phospholipid/
Ca

dependent protein kinase. Biochem. Biophys. Res. Commun. 135:
397–402.

29. Willcocks, M. M., N. Ashton, J. B. Kurtz, W. D. Cubitt, and M. J. Carter.
1994. Cell culture adaptation of astrovirus involves a deletion. J. Virol.
68:6057–6058.

30. Willcocks, M. M., A. S. Boxall, and M. J. Carter. 1999. Processing and
intracellular location of human astrovirus non-structural proteins. J. Gen.
Virol. 80:2607–2611.

VOL. 85, 2011 INTERACTION OF nsP1a/4 AND POLYMERASE OF ASTROVIRUSES 4479



�

�

�

3.3 ESTUDIO III 

IDENTIFICACIÓN DE UNA PROTEÍNA VPg ESENCIAL PARA LA 

INFECTIVIDAD EN ASTROVIRUS HUMANO 





�

Página�|�107��
�

3�RESULTADOS:�ESTUDIO�III�

�

�

RESUMEN 

asta� el� momento,� en� ninguno� de� los� AstVs� secuenciados� se� ha� identificado� un�

dominio� metiltransferasa,� lo� cual� planteó� la� hipótesis� ya� hace� tiempo� de� que� el�

genoma�del�virus�podría�estar�unido�covalentemente�a�una�proteína�VPg�en�su�extremo�5’�

(Jiang� et� al.,� 1993).� Esta� hipótesis� estaría� de� acuerdo� con� el� hecho� de� que� la� RNA�

polimerasa� del� virus� pertenece� al� supergrupo� I,� un� grupo� en� el� que� la� mayoría� de� virus�

contienen�proteínas�VPgs.�En�cuanto�a�la�localización�de�la�putativa�región�codificante�para�

la� proteína� VPg� de� AstV,� algunos� autores� postularon� que� se� encontraría� upstream� de� la�

proteasa�y�que�la�Ser420�podría�ser� la�responsable�de�la�unión�covalente�entre� la�VPg�y�el�

RNA� genómico� (Jiang� et� al.,� 1993).� Otro� trabajo� más� reciente� basado� en� predicciones�

computacionales,� por� el� contrario,� sugiere� que� la� VPg� se� encontraría� downstream� de� la�

proteasa,�más�concretamente�dentro�de� la�región�codificante�para� la�proteína�nsP1a/4,�y�

que� sería� el� residuo� Tyr693� el� responsable� de� la� unión� covalente� al� RNA� genómico� (Al�

Mutairy�et�al.,�2005).�A�pesar�de�todas� las�evidencias�que�apuntan�a� la�existencia�de�una�

proteína� VPg� en� AstV,� hasta� la� actualidad� no� se� ha� demostrado� experimentalmente� la�

síntesis�de�esta�proteína�en�células�infectadas�con�AstV.�

En�este�estudio�se�presentan�diversas�evidencias�experimentales�que�apoyan�la�existencia�

de�una�proteína�VPg�unida�al�genoma�de�HAstV,�con�un�papel�clave�en�la�infectividad�del�

virus.��
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3� CARACTERIZACIÓN�GENÉTICA�Y�FUNCIONAL�DE�LA�PROTEÍNA�nsP1a/4�DE�ASTROVIRUS�

El�análisis�de�las�proteínas�co�purificadas�con�el�RNA�de�HAstV�revela�la�presencia�de�una�

proteína�con�un�peso�molecular�(13�15�kDa)�compatible�con�el�de�la�proteína�VPg�predicha�

computacionalmente�por�Al�Mutairy�y�col.�(2005).�El�anticuerpo�usado�para�la�detección�de�

esta� proteína� está� dirigido� contra� una� secuencia� comprendida� entre� la� proteasa� y� el�

extremo�C�terminal�de�la�poliproteína�nsP1a,�incluyendo�la�putativa�VPg,�de�tal�manera�que�

los� resultados� obtenidos� apoyarían� la� localización� de� la� VPg� downstream� de� la� proteasa.�

Además,�a�pesar�de�que�no�se�ha�podido�obtener�la�secuencia�completa�de�la�proteína�de�

13�15� kDa,� la� identificación� de� un� péptido� de� 15� aminoácidos� correspondientes� a� los�

residuos� 699�713� de� la� poliproteína� nsP1a� confirmaría� que� la� región� codificante� para� la�

proteína� VPg� se� localiza� en� el� extremo� 3’� del� ORF1a� y� más� concretamente� dentro� de� la�

región�codificante�para�la�proteína�nsP1a/4.�

El�análisis�in�silico�de�la�secuencia�de�la�proteína�VPg�descrita�por�Al�Mutairy�y�col.�(2005)�

revela�que�se� trata�de�una�proteína� intrínsecamente�desordenada,� característica�descrita�

para� las� VPgs� de� miembros� de� las� familias� Caliciviridae� y� Potyviridae� y� el� género�

Sobemovirus,�y�que�se�relacionaría�con�su�capacidad�de�unión�a�múltiples�proteínas.��

En�cuanto�al�papel�de�la�VPg�en�el�ciclo�replicativo,�el�tratamiento�proteolítico�del�RNA�de�

HAstV�con�Proteinasa�K�demuestra�que�dicha�proteína�resulta�esencial�para�la�infectividad�

del�virus,�sugiriendo�un�papel�clave�en�el�inicio�de�la�traducción,�tal�y�como�se�ha�descrito�

para�calicivirus.��

Por� otro� lado,� el� uso� de� distintas� formas� mutadas� de� la� proteína� VPg� ha� permitido�

identificar�el�residuo�Tyr693�como�potencial�residuo�de�unión�al�RNA�vírico,�puesto�que�su�

sustitución� por� un� residuo� alanina� e� incluso� por� un� residuo� serina,� residuo� que� presenta�

también� un� grupo� hidroxilo� disponible,� resulta� letal� para� la� replicación� de� HAstV.� Los�

resultados�obtenidos�con�estas�formas�mutadas�de�la�VPg�sugerirían,�además,�un�potencial�

papel�de�esta�proteína�en�la�transcripción�del�RNA�vírico.��
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Viral genome-linked proteins (VPgs) have been identified in several single-stranded positive-sense RNA virus families. The pres-
ence of such protein in the family Astroviridae has not been fully elucidated, although a putative VPg coding region in open read-
ing frame 1a (ORF1a) of astrovirus with high amino acid sequence similarity to the VPg coding region of Caliciviridae has been
previously identified. In this work we present several experimental findings that show that human astrovirus (HAstV) RNA en-
codes a VPg essential for viral infectivity: (i) RNase treatment of RNA purified from astrovirus-infected cells results in a single
protein of 13 to 15 kDa, compatible with the predicted astrovirus VPg size; (ii) the antibody used to detect this 13- to 15-kDa pro-
tein is specifically directed against a region that includes the putative VPg coding region; (iii) the 13- to 15-kDa protein detected
has been partially sequenced and the sequence obtained is contained in the computationally predicted VPg; (iv) the protein re-
sulting from this putative VPg coding region is a highly disordered protein, resembling the VPg of sobemo-, calici- and potyvi-
ruses; (v) proteolytic treatment of the genomic RNA leads to loss of infectivity; and (vi) mutagenesis of Tyr-693 included in the
putative VPg protein is lethal for HAstV replication, which strongly supports its functional role in the covalent link with the vi-
ral RNA.

Viral genome-linked proteins (VPgs) are virus-encoded small
proteins that are covalently linked to the 5= terminus of many

RNA viral genomes through a phosphodiester bond. Since the
discovery of such a protein in the poliovirus genome, several ani-
mal and plant viruses have been reported to bear proteins cova-
lently linked to their genomes (45). Among viruses with single-
stranded positive-sense RNA (
ssRNA) genomes, VPgs have
been described for animal viruses (Picornaviridae, Caliciviridae,
and Dicistroviridae families), plant viruses (Comoviridae, Potyviri-
dae, and Luteoviridae families, and Sobemovirus genus), and fun-
gal viruses (Barnaviridae family) (36, 45). During the viral life
cycle of these viruses, VPg performs multiple functions, playing a
role in key processes such as genome replication, viral protein
synthesis, and potentially genome encapsidation (12, 26).

A common feature of VPgs is that they are rich in basic amino
acids [mostly Lys (K),Gly (G), Thr (T), andArg (R)], which favors
the interaction with the negatively charged RNA (30). For cova-
lent binding of VPg to RNA, picornaviruses use the hydroxyl
group of a conserved Tyr residue situated near the N terminus of
VPg. Poty- and caliciviruses also use a Tyr residue, while comovi-
ruses are reported to exploit a Ser residue (45). In the case of
sobemoviruses, the residue for RNA linkage is not conserved
within the genera and it appears to be species specific (37). An-
other common feature of VPgs is their intrinsic disorder. Re-
cently, VPgs of some sobemoviruses and potyviruses were re-
ported to be “natively unfolded proteins” (14, 21, 47), lacking
both secondary and tertiary structures and existing as a dynamic
ensemble of conformations at physiological conditions. Using
computational predictions, disordered domains have been de-
scribed inVPgs of several caliciviruses, such as rabbit hemorrhagic
disease virus, vesicular exanthema of swine virus, Sapporo virus,
Manchester virus, andNorwalk virus (21). This property has been
postulated to be one of the factors that enable the functional di-
versity of VPgs (21).

Human astroviruses (HAstV) are recognized as common viral
pathogens causing gastroenteritis in children (33). Astroviruses

are nonenveloped 
ssRNA viruses that belong to the family As-
troviridae, which includes both mammalian and avian viruses.
The HAstV genome is 6.8 kb in length, is polyadenylated, and
contains three overlapping open reading frames (ORFs) and two
untranslated regions. The nonstructural proteins (nsPs), which
include a viral protease and an RNA-dependent RNA-polymerase
(RdRp), are synthesized as polyproteins from ORF1a and ORF1b,
respectively, using the genome RNA as the template, while the
structural proteins are expressed from a subgenomic RNA pro-
duced after replication that contains ORF2 (33). The absence of a
methyltransferase-coding region and the similarity of astrovirus
RdRp with other polymerases of Koonin’s supergroup I (which
includes VPg-containing viruses, such as picornaviruses, calicivi-
ruses, and certain plant viruses) suggest the possibility that the
HAstV genome, as well as the subgenomic RNA, may be linked to
a VPg protein on its 5= end (1, 27, 29). Consistent with this idea,
treatment ofHAstVRNAwith proteinase K abolishes the recovery
of infectious viruses after transfection of wild-type RNA (50).
Based on sequence comparisons between human and animal as-
troviruses with somemembers of the Caliciviridae, Picornaviridae,
and Potyviridae families, a putative VPg coding region has been
mapped downstream of the protease motif, coinciding partially
with the nuclear localization signal (NLS), and Tyr-693 at the
conserved TEEEY-like motif has been postulated to be the residue
responsible for the covalent linkage to viral RNA (1, 29). More-
over, two conserved amino acidmotifs characteristic of the N-ter-
minal end of calicivirus VPg [KGK(N/T)K and (D/E)EY] can also
be identified in astrovirus sequences (1, 8). With respect to the
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boundaries of this putative VPg, Al-Mutairy et al. (1) suggested a
potential N-terminal proteolytic cleavage site [Q(K/A)] located
upstream, either immediately next to, or 1 to 2 amino acid resi-
dues from the KGK(N/T) K motif and a C-terminal proteolytic
cleavage site [Q(P/A/S/L)] between 92 and 143 amino acid resi-
dues downstream of the N-terminal cleavage site. Although the
presence of VPg in the HAstV genome has been speculated for
many years (27) and many observations suggest that HAstV may
encode a VPg protein, its presence has not been experimentally
proven yet. The main goal of our study was to identify and char-
acterize the genome-linked protein of HAstV.

MATERIALS AND METHODS
Cells and viruses. The human colon adenocarcinoma cell line CaCo2was
grown in Eagle’s minimum essential medium (MEM) supplemented with
10% fetal bovine serum (FBS) and was used to propagate a cell culture-
adapted strain of HAstV serotype 4 (HAstV-4) as well as to recover mu-
tant viruses. CaCo2 cells were infected as previously described (38) with
some modifications. Briefly, cell monolayers were washed twice with
phosphate-buffered saline (PBS) and inoculated with viral stocks pre-
treated with 10 �g/ml of trypsin (GIX, Sigma) for 30 min at 37°C. After a
1-h adsorption at 37°C, a MEM overlay supplemented with 5 �g/ml of
trypsin (for virus recovery) or 2%FBS (for immunofluorescence analysis)
was added. Baby hamster kidney cells (BHK-21) and human hepatocellu-
lar carcinoma cells (Huh7.5.1) were grown in MEM supplemented with
10% FBS and were used to transfect HAstV RNA.

Detection of genome-linked proteins in HAstV RNA preparations.
Infected or mock-infected CaCo2 cells grown on 25 cm2 flasks were
trypsinized at 24 hpostinfection andpelleted at 3,000� g for 10min.After
being washed with PBS, RNA from pelleted cells was extracted using
GenEluteMammalian Total RNAminiprep kit (Sigma) and digested with
100 U of RNase I (Ambion) for 1 h at 37°C. The resulting preparations
were separated by SDS-PAGE and subjected to blotting. Proteins were
electrophoretically transferred to nitrocellulosemembranes, and after be-
ing blocked with 5% skim milk–TBS buffer [50 mM Tris-HCl (pH 7.6)
and 100 mM NaCl], membranes were probed with anti-nuclear address-
ing region (anti-NAR) serum kindly provided by M. J. Carter from the
School of Biomedical and Molecular Sciences, University of Surrey,
United Kingdom (52), which recognizes a region of about 30% of the
C-terminal end of nsP1a polyprotein (residues 643 to 940 of strain A2/88
Newcastle, corresponding to the region spanning the protease motif and
the end of ORF1a). Detection was performed using a horseradish perox-
idase-conjugated anti-rabbit antibody and the enzyme reaction was de-
veloped with a SuperSignal West Femto kit (Pierce).

Protein identification by mass spectrometry. Infected CaCo2 cells
(from 10 175-cm2 flasks) were trypsinized at 24 h postinfection and pel-
leted at 3,000 � g for 10 min. After being washed with PBS, RNA from
pelleted cells was extracted using an RNAqueous Midiprep kit (Ambion).
Eluted RNA (1 ml) was precipitated with lithium chloride and resus-
pended in a final volume of 50 �l, prior to RNase I (Ambion) treatment
with 1,000 U for 1 h at 37°C. The resulting preparation was separated by
SDS-PAGE. The gel was then stained with silver nitrate (AgNO3), and the
protein band of interest was excised and in-gel digested with trypsin (se-
quencing grade modified, Promega) in the automatic Investigator Pro-
Gest robot (Genomic Solutions). Tryptic peptides were then extracted
from the gelmatrixwith 10% formic acid and acetonitrile, dried in a speed
vac and analyzed by on-line liquid chromatography–nanoelectrospray
ionization–tandem mass spectrometry (Cap-LC-nano-ESI-Q-TOF) (Ca-
pLC, Micromass-Waters) at the Proteomics Platform of Barcelona Sci-
ence Park, University of Barcelona (amember of the ProteoRed network).
Data were generated in PKL file format and submitted for database
searching in the MASCOT server.

Disorder prediction. Folding predictions were carried out using two
software packages: the neural network predictor PONDRVL-XT (44) and

FoldIndex (bioportal.weizmann.ac.il/fldbin/findex.) (39), which predict
to what extent a given protein sequence is intrinsically unfolded. The
analyses were performed using default values.

Analysis of proteolytical digestion of HAstV RNA over viral infec-
tivity. Total RNA from HAstV-infected CaCo2 cells was used to transfect
BHK-21 cells. Prior to transfection, purified RNA was subjected to pro-
teolytical digestionwith 400�g/ml of proteinase K (PK) (Sigma) for 1 h at
55°C in 10 mM Tris-HCl (pH 8), 1 mM EDTA and 0.5% sodium dodecyl
sulfate (SDS). As a control, equivalent amounts of RNA were also treated
as described above but with the omission of PK. After digestion, PK-
treated and untreated RNAs were ethanol precipitated and quantified by
spectrophotometry and by a one-step quantitative real-time reverse tran-
scription-PCR (qRT-PCR) targeting a conserved region inHAstVORF1b
as previously described (46). The 91-bp target region of the HAstV ge-
nome incorporated into the pGEM plasmid was used to make a standard
curve to quantify astrovirus RNA molecules. One day before transfection,
cells were seeded on glass coverslips pretreated with poly-L-lysine (Sigma)
in 6-well plates so that cells were approximately 60% confluent on the day
of transfection. Cells were transfected using FuGENE HD Transfection
Reagent (Roche) by following the manufacturer’s instructions with some
modifications. Briefly, the transfectionmixturewas prepared by diluting 5
�g of RNA in 100 �l of Opti-MEM I Reduced-Serum Medium (Invitro-
gen) and adding 10 �l of FuGENE HD Transfection Reagent. After a
25-min incubation at room temperature, the mixture was added to cells
previously washed twice with PBS and maintained in 2 ml Opti-MEM I
Reduced-Serum Medium. Every transfection experiment included a neg-
ative control where cells were mock transfected in the absence of RNA.
Evidence for astrovirus replication was monitored by detecting viral pro-
teins by immunofluorescence at 24 h posttransfection and viral RNA by
RT-PCR at 12 and 24 h posttransfection (see below).

Construction of VPg mutants. To introduce mutations in the VPg
coding region, the pAVIC infectious clone kindly provided by S. Matsui
(Stanford University) was used as starting material (11). This plasmid
contains the full-length cDNA of the HAstV-1 Oxford strain, from which
infectious RNA can be generated using T7 RNA polymerase and a cap
analogue. A BglII-XbaI fragment of pAVIC (positions 1657 to 3156), con-
taining the putative VPg coding region, was inserted into the pCITE-2a
vector. Mutations were introduced into the VPg coding sequence in plas-
mid pCITE-2a by site-directed mutagenesis using the QuikChange mu-
tagenesis protocol (Stratagene) and the oligonucleotides shown in Table
1. Putative mutants were screened by sequence analysis, and the mutated
BglII-XbaI fragments were reinserted in the pAVIC plasmid. Full-length
mutant andwild-typeHAstV cDNAswere obtained from the correspond-
ing plasmids by PCR using the Expand Long Range dNTPack kit (Roche).
The primers used in the PCR were 5= end modified to contain the T7

TABLE 1 Oligonucleotides used for construction of VPg mutants using
the QuikChange mutagenesis protocol (Stratagene)

Mutation Sense 5=–3= sequence

Y693A 
 CTTCTTACTGAGGAAGAGGCTCGAGAACTCTTAGAGAAAGG

Y693A � CCTTTCTCTAAGAGTTCTCGAGCCTCTTCCTCAGTAAGAAG

Y720A 
 GGTGAGAGGTCTGGCGCCCCTGACTATGATGATG

Y720A � CATCATCATAGTCAGGGGCGCCAGACCTCTCACC

Y723A 
 GGTCTGGCTACCCTGACGCTGATGATGAAGATTACTATG

Y723A � CATAGTAATCTTCATCATCAGCGTCAGGGTAGCCAGACC

Y728A 
 CCCTGACTATGATGATGAAGATGCCTATGATGAAGATGATGATGG

Y728A � CCATCATCATCTTCATCATAGGCATCTTCATCATCATAGTCAGGG

Y729A 
 GATGATGAAGATTACGCTGATGAAGATGATGATGGCTGGGG

Y729A � CCCCAGCCATCATCATCTTCATCAGCGTAATCTTCATCATC

Y747A 
 GGGGAATGGTTGGTGATGATGTAGAATTTGATGCTACTGAAGTG

Y747A � CACTTCAGTAGCATCAAATTCTACATCATCACCAACCATTCCCC

L701I 
 CGAGAACTCTTAGAGAAAGGTATAGACCGTGAGACATTCC

L701I � GGAATGTCTCACGGTCTATACCTTTCTCTAAGAGTTCTCG

Y693S 
 CTTCTTACTGAGGAAGAGTCTCGAGAACTCTTAGAGAAAGG

Y693S � CCTTTCTCTAAGAGTTCTCGAGACTCTTCCTCAGTAAGAAG
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promoter sequence and 3= end modified to contain a 43-mer poly(T) tail.
The T7-dT-amplified DNAs were then used as templates for in vitro tran-
scription reactions with the mMessage mMachine transcription system
(Ambion) to obtain wild-type and modified capped transcripts contain-
ing the engineered mutations, i.e., Y693A, Y693S, Y720A, Y723A, Y728A,
Y729A, Y747A, and L701I. Following treatment of the transcription mix-
ture with DNase, the RNA was purified by lithium chloride precipitation,
quantified by spectrophotometry and analyzed on agarose gels.

Analysis of VPg mutations over viral replication and rescue of mu-
tant viruses. Wild type and modified capped transcripts containing the
engineeredmutations, i.e., Y693A, Y693S, Y720A, Y723A, Y728A, Y729A,
Y747A, and L701I, were used to transfect both BHK-21 and Huh7.5.1
cells, essentially as described above. In both cases, astrovirus replication
wasmonitored by detecting viral proteins by immunofluorescence at 24 h
posttransfection. To recover mutant viruses, Huh7.5.1 cells were incu-
bated for an additional 48 h in the presence of 5 �g/ml of trypsin before
being subjected to 3 cycles of freeze/thawing and centrifuged at 3,000 � g
to discard cell debris. Lysates from mock- and RNA-transfected Huh7.5.1
cells were then used for sequential passaging on CaCo2 cells previously
treatedwith 10�g/ml of trypsin for 30min at 37°C. Astrovirus replication
in infected CaCo2 cells was evaluated by immunofluorescence, and the
recovered viruses were examined by RT-PCR and sequence analysis using
the ABI Prism BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready reaction kit
(Applied Biosystems).

Immunofluorescence. Cells were rinsed twicewith PBS andfixedwith
3% paraformaldehyde in PBS for 20 min at room temperature. Permea-
bilization was performed for 10 min at room temperature with 0.5% Tri-
ton X-100 in 20 mM glycine-PBS. After being washed, cells were blocked
for 1 h at room temperature in 20 mM glycine-PBS containing 10% FBS.
Cells were incubated overnight at 4°C with a 1:10,000 dilution of the
monoclonal antibody (MAb) 8E7 (kindly provided by P. Sanders at R-
Biopharm AG), which recognizes astroviral structural proteins (23). An
indocarbocyanine 3-conjugated anti-mouse antibody was used as the sec-
ondary antibody at a 1:5,000 dilution. After immunofluorescence label-
ing, cells were stained with 1 �g/ml of DAPI (4=,6=-diamidino-2-phe-
nylindole) for 15 min at room temperature. Mounting was done in
Mowiol, and cells were visualized under a fluorescence microscope
(Olympus BX61). The percentage of transfected cells expressing viral pro-
teins was estimated by counting the number of positive cells and the total
number of cells from 4 different fields per sample.

Detection of HAstV RNA by conventional RT-PCR. The effect of
proteolytical treatment of viral RNAwith PK on viral replication in trans-
fected BHK-21 cells was evaluated by RT-PCR. HAstV RNA was detected
using the previously described primers A1 and A2 (18, 51), which amplify
a fragment of ORF1a, using the A1 forward primer in the RT reaction in
order to detect mainly antigenomic RNA. Amplified products were ana-
lyzed on a 1.5% agarose gel and detected by ethidium bromide staining.

RESULTS
Identification and sequencing of a viral protein covalently
linked to HAstV RNA. To analyze the presence of a VPg protein
linked to the HAstV genome, total RNA (together with proteins
covalently associated with it) was isolated from HAstV-4-infected
or mock-infected CaCo2 cells and treated with RNase I. Analysis
of the treated samples by Western blotting with anti-NAR serum,
which is directed against theC-terminal end of the nsP1a polypro-
tein, containing the putativeVPg coding region, revealed a protein
copurified with the RNA with an estimated molecular mass in the
range of 13 to 15 kDa, which is very close to the expected molec-
ular mass of the product resulting from the VPg coding region
suggested by Al-Mutairyet et al. (11 kDa) (1) (Fig. 1A). No bands
were detected in samples extracted from mock-infected cells ei-
ther with or without RNase digestion or from samples extracted
from infected cells without RNase treatment, where proteins

linked to RNA remained at the top of the resolving gel. When
analyzing total cell extracts instead of purified RNA samples, two
main proteins of �32 and �17 kDa reacted with the anti-NAR
antibody, as well as a high molecular mass protein (Fig. 1A), con-
sistent with data presented before (52). Whether the �17-kDa
protein detected in cell extracts corresponds to a precursor pro-
tein of the 13- to 15-kDa protein bound to the RNAor to a protein
with a different pattern of posttranslational modifications re-
mains to be elucidated.

FIG 1 Identificationof a viral protein covalently associatedwithHAstVRNA. (A)
Western blotting (WB) analysis ofHAstV-4-infectedCaCo2 cell extracts and pro-
teins that were copurified with RNA isolated from mock-infected and infected
cells at 24 h postinfection and stained with anti-NAR antiserum. RNA-copurified
proteins were analyzed before and after treatment with RNase I. (B) Proteolytical
digestion of the RNA-associated proteinwas evaluated by incubationwith protei-
nase K (PK). RNA samples purified from infected cells were mock treated or
treated first with RNase I and subsequently incubated with or without PK. Com-
plete digestion of the 13- to 15-kDa protein was confirmed by WB using the
anti-NAR antibody. (C) Susceptibility of the VPg protein to PK digestion before
theRNase I treatment. Samples treatedfirstwithPKand secondwithRNase Iwere
analyzed by WB with the anti-NAR antibody. Molecular size marker positions in
kilodaltons (kDa) are indicated on the left of each panel. Slight mobility pattern
differences between the VPg protein after RNase treatment in panels A, B, and C
may be explained by the erratic electrophoretic mobility of disordered proteins
and/or the efficiency of the RNase treatment.
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Sensitivity of the 13- to 15-kDa protein to proteolytical diges-
tion was analyzed by treating viral RNA purified from infected
cells with PK. RNA samples extracted from infected cells were
treated with RNase I as described above and further treated with
PK, resulting in a complete degradation of the 13- to 15-kDa pro-
tein (Fig. 1B). No protein bands were detected in the controls
untreated with RNase I, since undegraded RNA does not enter
into the gel. However, when PK digestion was performed prior to
RNase I treatment, a partially degraded protein of 12 kDa was
detected (Fig. 1C). This partial digestion of the 13- to 15-kDa
protein could be explained by a certain degree of protection of the
protein against proteolysis by its covalent linkage to RNA.

To confirm the identity of the 13- to 15-kDa protein as the
predicted VPg, the protein band was excised from a silver-stained
gel (Fig. 2A) and analyzed by combined liquid chromatography-
tandem mass spectrometry, with previous trypsin treatment. An
additional band of 27 kDa corresponding to the RNase I used to

digest the RNAwas also detected. Sequencing of the 13- to 15-kDa
protein allowed the identification of a peptide of 15 amino acids in
length (amino acids 699 to 713 of the nsP1a polyprotein, i.e.,
KGLDRETFLDLIDRI), which represents 16% of the full-length
predictedVPg sequence (Fig. 2B). Althoughwe failed to obtain the
complete sequence with the exact boundaries of VPg, the molec-
ular weight of the detected protein is consistent with the cleavage
sites predicted by Al-Mutairy et al. (1).

Astrovirus VPg is predicted to be an intrinsically disordered
protein (IDP). VPgs of several viruses have been described to be
intrinsically disordered proteins (14, 21, 47). Considering this
common feature, we proceeded to computationally analyze the
disorder degree of predicted astrovirus VPg. Full-length polypro-
teins of HAstV-4 (GenBank accession no. AY720891) were sub-
mitted to disorder prediction with FoldIndex software program
(39). As shown in Fig. 3, prediction clearly shows that the putative
VPg, located between amino acids 665 and 755 of HAstV nsP1a

FIG 2 Silver staining of HAstV VPg and protein identification by mass spectrometry. (A) Total RNA (and proteins associated with it) isolated from cultures of
HAstV-4-infectedCaCo2 cells at 24 h postinfectionwas analyzed by SDS-PAGE and silver staining after being treatedwithRNase I. (B) The 13- to 15-kDa protein
bandwas excised and treatedwith trypsin for protein identification byCap-LC-nano-ESI-Q-TOF. The 15-mer peptide identified is indicated in bold over the full
length of the predicted HAstV VPg amino acid sequence.

FIG 3 Predicted disorder of HAstV nsP1a polyprotein. (A) Schematic representation of the HAstV genome organization and nsP1a polyprotein (enlarged
fragment). The predicted transmembrane helices (TM), proteasemotif (PRO), predicted helicase domain (HEL), coiled-coil structures (CC), predicted genome-
linked protein (VPg) and hypervariable region (HVR) are indicated. Arrowheads refer to putative identified proteolytic cleavage sites (33). (B) FoldIndex
prediction for HAstV nsP1a polyprotein containing the predicted VPg domain between amino acids 665 and 755.
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polyprotein, lies in the unfolded region of the polyprotein, in con-
trast to other astroviral proteins. Similar results were obtained
with the predictor PONDR, and results did not change when the
VPg sequence was analyzed in isolation (data not shown). Except
for the structural polyprotein, where theN-terminal andC-termi-
nal regions were predicted to be unfolded regions (data not
shown), the VPg sequence was the only relatively large region
within the HAstV genome with a high disorder score. Interest-
ingly, this feature was conserved among all other mammal and
avian astroviruses that have been completely sequenced (data not
shown).

VPg protein is essential for viral RNA infectivity. Total RNA
isolated from HAstV-4-infected CaCo2 cells was used to transfect
BHK-21 cells after treatment with or without PK. HAstV replica-
tion in transfected cells was analyzed by immunofluorescence us-
ing the 8E7 MAb, which is directed against astroviral structural
proteins, and by detection of the viral replicating RNA by conven-
tional RT-PCR. While, in the absence of PK treatment, approxi-
mately 5% of transfected cells expressed viral structural proteins,
PK treatment completely abolished viral expression (Fig. 4A), sug-
gesting that the covalent linkage of VPg to the viral genome plays
a pivotal role in infectivity. Proteolytical treatment of viral RNA

also resulted in the abolishment of viral RNA transcription, since
astrovirus RNA (mostly replicating negative-sense RNA) was de-
tected by RT-PCR using the forward primer in the RT reaction
only in cells transfected with PK-untreated RNA (Fig. 4B). Never-
theless, a direct role of VPg on viral transcription cannot be as-
sumed from these experiments, since loss of RNA replication
could be due to abolishment of expression of viral proteins, in-
cluding nonstructural proteins involved in viral RNA synthesis.

As a control prior to transfection, purified HAstV RNA was
quantified by qRT-PCR in order to ensure transfection with equal
amounts of genome copy numbers. No difference in titers of
HAstV-4 RNA genome copies in the absence and presence of PK
[(5.318 � 0.22) � 109 and (4.953 � 0.18) � 109 HAstV-4 RNA
copies/�g of RNA, respectively] was observed.

Mutagenesis of Tyr-693 in the VPg protein is lethal for
HAstV replication. A mutational analysis of the VPg region of
HAstV was performed to determine whether Tyr-693, predicted
as the potential residue involved in covalent linkage to viral RNA
(1, 29), is essential for protein function. Putative HAstV VPg con-
tains, in addition to Tyr-693, five Tyr residues, at positions 720,
723, 728, 729, and 747, that could potentially link VPg to viral
RNA (positions are numbered according to GenBank accession
no. L23513). When comparing HAstV sequences to other astro-
virus and calicivirus sequences, it can be seen that the only Tyr
residue which is 100% conserved among all isolates, including
both mammalian and avian astroviruses as well as caliciviruses, is
Tyr-693, which is contained within the (D/E)EY motif (Fig. 5).
Tyr-723 and Tyr-747 are also highly conserved, but some astrovi-
rus and calicivirus strains show semiconservative substitutions to
Trp or Phe residues. Finally, while Tyr-720 shows strong conser-
vation only among mammalian astroviruses, Tyr-728 and Tyr-
729 show a minor degree of conservation. All these Tyr residues
were mutated to Ala using the infectious HAstV-1 clone. Muta-
tion of Leu-701 to Ile was used as a control mutation. Capped
transcripts obtained from wild-type and mutated plasmids were
first used to transfect BHK-21 cells, and astrovirus replication was
monitored by immunofluorescence using the 8E7 MAb. Cells ex-
pressing astrovirus capsid proteins were detected in cells trans-
fected with the Y720A, Y723A, Y728A, Y729A, and Y747A con-
structs, as well as with the wild-type and control constructs
(L701I) (Fig. 6). Transfection with the Y693A mutant did not
showpositive cells by immunofluorescence, showing that Tyr-693
is essential for virus replication. In no case were mock-transfected
cells found to express astroviral structural proteins (data not
shown).

Since the efficiency of the reverse genetics system described
using BHK-21 cells is low (11), the method described by Ve-
lázquez-Moctezuma et al. using Huh7.5.1 cells (50) was used for
the rescue of infectious viruses. Immunofluorescence analysis was
also used tomonitor viral replication inHuh7.5.1 cells after trans-
fection, and results were similar to those obtained with BHK-21
cells (data not shown). Virions recovered from transfected
Huh7.5.1 cells were amplified by subsequent passages in CaCo2
cells. Again, only the HAstV Y720A, Y723A, Y728A, Y729A, and
Y747A mutants, as well as the wild-type and control constructs
(L701I), could be rescued and further passaged inCaCo2 cells, but
mutation Y693A was lethal. The rescued viruses were analyzed by
RT-PCR, and sequence analysis confirmed the presence of the
engineered mutation in the RNA genome. Interestingly, it is of
note that the Y728A, Y729A, and L701 mutants were rescued to

FIG 4 Effects of proteolytical digestion on HAstV RNA infectivity. RNA iso-
lated fromHAstV-infectedCaCo2 cells, treated or untreatedwith proteinase K
(PK), was used to transfect BHK-21 cells. Viral replication was analyzed by
detecting viral structural proteins by immunofluorescence analysis at 24 h
posttransfection using the 8E7 MAb (magnification, �100), (A) and replicat-
ing viral RNA by RT-PCR at 12 h and 24 h posttransfection (B). RNAs isolated
from infected CaCo2 cells at 12 h and 24 h postinfection were used as positive
controls of RT-PCR. Molecular size marker positions in base pairs (bp) are
indicated on the left of the corresponding panel.
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high titers during early passages, showing no differences from
wild-type virus, while the Y720A, Y723A, and Y747A mutants,
which contain mutations at Tyr residues that are more conserved
(Fig. 5), were harder to rescue to high titers (data not shown).

Additionally, it was also examined whether replacement of
Tyr-693 by Ser, with its available hydroxyl group, could render
infectious viruses, but this mutation was lethal as well and no
structural protein expression was detected by immunofluores-

FIG 5 Multiple alignment of astrovirus (AstV) and calicivirus (CV) sequences in the region predicted for astrovirus VPg. Sequence alignmentwas performed using the
ClustalW2tool (31).The followingrepresentative strainswere included in theanalysis (GenBankaccessionnumbersare indicated inparentheses):humanastrovirus type
1 strainOxford (HAstV-1) (L23513), humanastrovirus type4 strainDresden (HAstV-4) (AY720891), humanastrovirusMLB-1 (MLB-1) (FJ222451), bovine astrovirus
B76/HK (BAstV) (HQ916316), porcine astrovirus 5 strain 33/USA (PAstV) (JF713711), human astrovirus VA-1 (VA-1) (NC_013060), ovine astrovirus (OAstV)
(NC_002469), mink astrovirus (MAstV) (AY179509), turkey astrovirus 2 (TAstV-2) (NC_005790), duck astrovirus 1 strain DA93 (DAstV) (FJ919228), and chicken
astrovirus (CAstV) (NC_003790) for AstVs and Norwalk virus (HuCV/NV) (NP_786948), Lordsdale virus (HuCV/Lordsdale) (X86557), feline calicivirus (FCV)
(NP_783307), and rabbit hemorrhagic disease virus (RHDV) (NP_740330) forCVs. Complete and high-rate amino acid identity (including conservative and semicon-
servative substitutions) are visualized by a gray shading. Gaps are denoted by dashes. Conserved KGK(N/T)K and (D/E)EY motifs are marked by boxes. The six Tyr
residues at positions 693, 720, 723, 728, 729, and 747 (numbered according to theHAstV-1Oxford reference strain [L23513]) which were changed to Ala are indicated
with arrowheads. The Tyr at position 693 was also changed to Ser, and mutation of Leu-701 to Ile was used as a control mutation.
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cence in the original transfection (Fig. 6) or in subsequent pas-
sages on CaCo2 cells.

DISCUSSION

Although the presence of a viral genome-linked protein in HAstV
and its genomic localization has been speculated and suggested by
several authors in the past (1, 27, 29, 50), its existence has not yet
been experimentally demonstrated. In the current study, we dis-
cuss several experimental findings that support the presence of
such a protein in the HAstV genome. Analysis of the proteins
copurified with astrovirus RNA by Western blotting with an anti-
body against the C-terminal region of astrovirus nsP1a, contain-
ing the putative VPg region, revealed a protein of 13 to 15 kDa.
Direct sequencing of this protein confirmed that it contains at
least 16%of the central part of the computationally predicted VPg
(1). Although the complete amino acid sequence of the protein
was not obtained due to technical limitations, i.e., getting a large
amount of such a small protein, the molecular mass of the de-
tected band was very close to that expected for the predicted VPg
(1), which is 11 kDa. In addition, anti-1a778–792 antiserum, which
is directed against a synthetic peptide (from residue 778 to 792)
contained within the hypervariable region (HVR) of nsP1a (16),
did not react with the 13- to 15-kDa protein (data not shown),
which is consistent with the predicted C-terminal cleavage site
published by Al-Mutairy et al. (1) at residue Q755.

The genomic localization of astrovirus VPg (protease-VPg-
polymerase) is similar to that of the VPgs of the sobemovirus-like
supergroup (sobemo-, luteo- and barnaviruses) and differs from
that of the VPgs of the picornavirus-like supergroup (picorna-,
calici-, poty-, como-, and dicistroviruses), in which the VPg cod-
ing region is located upstream of the viral protease motif (45).
HAstV VPg is located downstream of the protease motif close to

the 3= end of ORF1a and is included in the C-terminal nsP1a
protein (16). Data using the anti-1a778–792 antibody against the
HVR region showed that the C-terminal nsP1a protein accumu-
lates in the perinuclear region, in association with the endoplas-
mic reticulumand the viral RNA (16).Whether this colocalization
with viral RNA takes place before or after the proteolytic cleavage
that releases the VPg protein is still unknown and needs to be
further studied. However, due to the high hydrophilic amino acid
content of VPg, it is likely that the C-terminal nsP1a protein or
even a larger protein could function as a hydrophobic precursor,
directing VPg to cellular membranes prior to the proteolytic
cleavage necessary to release mature VPg, similar to what occurs
with poliovirus, in which precursor 3AB is a hydrophobic mem-
brane-bound protein that acts as a VPg donor in membranous
replication complexes for RNA synthesis (41).

VPg protein detected on SDS-PAGE gels shows a molecular
mass slightly higher than expected (13 to 15 kDa versus 11 kDa),
and this could be due to several causes. Since purified proteins are
digested with RNase prior to electrophoresis, the slight increase in
molecular mass could be due to a small number of residual nucle-
otides linked to the protein. Alternatively, it could also be due to
posttranslational modifications of the protein, such as phosphor-
ylation. In fact, the C-terminal nsP1a protein expressed in insect
cells is modified posttranslationally by phosphorylation (10), and
although phosphorylated residues were not specifically identified,
some of the potential phosphorylation sites are located within the
putative VPg region, specifically the Tyr at positions 693, 728, 729
and 747 (17). Indeed, phosphorylation has been described as a
posttranslational modification of sobemo- and potyviral VPgs
(37, 40). Moreover, the C-terminal nsP1a protein interacts with
itself to form oligomers and with the viral RdRp (10). Interest-

FIG 6 Effect of VPg point mutations on viral replication. Immunofluorescence analysis of astrovirus replication on BHK-21 cells transfected with capped
transcripts derived from the wild-type (Wt) plasmid (pAVIC) or the corresponding plasmids containing the engineered mutations in the VPg coding region
(panel 1: Y693A; panel 2: Y720A; panel 3: Y723A; panel 4: Y728A; panel 5: Y729A; panel 6: Y747A; panel 7: L701I; panel 8: Y693S; panel 9: Wt). Detection of
astroviral structural proteins on transfected BHK-21 cells was performed at 24 h posttransfection using the 8E7 MAb. Magnification, �200.
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ingly, the oligomerization and polymerase interaction domains
map between residues 744 and 777 and residues 655 and 743 of
nsP1a polyprotein (10), respectively, which lie partially in the first
case and almost completely in the second case in the putative VPg
region (amino acids 665 to 755). These potential multiple binding
capacities of astrovirus VPg have also been described for VPg pro-
teins or their precursors in other viruses, such as poliovirus and
potyvirus (9, 12, 26, 41, 53), and may be related to its disordered
structure. Using computational predictions, we found thatHAstV
VPg, like sobemo-, poty- and calicivirus’ VPgs (14, 21, 47), is an
IDP. A larger plasticity of disordered proteins would combine
high specificity with low affinity to ensure faster association and
dissociation rates, enable transient binding of numerous structur-
ally distinct targets, provide the ability to overcome steric restric-
tions, and facilitate the participation in multiple biological pro-
cesses, such as cell cycle control, transcriptional and translational
regulation, membrane fusion and transport, and signal transduc-
tion (48). Since many viruses show a restricted genome size, they
rely on the multifunctionality of their proteins and have been
shown to contain the highest proportion of proteins with con-
served predicted disordered regions, compared to archaea, bacte-
ria and eukaryota (5). Interestingly, intrinsic disorder has been
shown to be important for protein phosphorylation, and it is hy-
pothesized that phosphorylation occurs predominantly within
IDP regions (24). As reversible modifications, phosphorylations
are well known to regulate many processes of 
ssRNA virus life
cycles, including replication (25). Phosphorylation of IDPs seems
to be important for their structural and functional regulation,
since both disorder to order and order to disorder transitions have
been observed to follow the phosphorylation event (28), with con-
formational changes often affecting protein function. Based on
these considerations, a regulation of VPg function dependent on
its phosphorylation status could be proposed.

VPg proteins of other 
ssRNA viruses have been related to
both translation initiation of the viral genome and protein-
primed RNA replication processes (12, 26). In the case of calicivi-
ruses, removal of VPg by proteolytical treatment of RNA dramat-
ically reduces both the infectivity (15, 22) and translation of RNA
in vitro (22), suggesting a role in viral protein expression. Similar
observations have been described for other viruses, such as nepo-
and sobemoviruses (20, 49). Additional evidence for the involve-
ment of calicivirus VPg in translation initiation has been provided
by interactions between VPg and eIF3 and eIF4E and eIF4GI (4, 6,
7, 13). Besides playing a role in translation, calicivirus VPgmay act
as a primer during viral RNA replication, since it has been shown
that it can be nucleotidylylated by the viral RdRp or its precursor
(2, 19, 32) and that the RdRp can synthesize VPg-primed RNA in
vitro (43). In contrast, in the case of picornaviruses, it is clear that
VPg plays a role in the initiation of RNA replication, while is
dispensable for translation. Participation of VPg on viral tran-
scription has been extensively described for poliovirus, in which
an uridylylated form of VPg produced by the 3Dpol is thought to
play a role in priming both negative- and positive-strand synthesis
(41). Since the picornavirus genome translation is dependent on
an internal ribosome entry site (IRES), proteolytic treatment of
RNA neither leads to a loss of infectivity nor has an effect on its
translatability in vitro (41). Data here presented show that PK
treatment ofHAstVRNA completely abolishes infectivity, asmea-
sured by both viral protein synthesis by immunofluorescence and
production of viral RNA molecules in transfected cells, and this

highlights a strong similarity to the calicivirus strategy, where VPg
is essential for genome translation. Consistently,HAstVVPg’s size
and amino acid sequence aremore similar to calicivirus VPgs than
picornavirus VPgs, which are relatively smaller proteins (approx-
imately 2 to 6 kDa). If HAstVVPgwas not required for translation
of the genomic RNAmolecules released in the cytoplasm after cell
entry, transfection of RNAs that have been treated with PK would
have resulted in both expression of viral proteins and viral repli-
cation. Although other observations, such as the requirement of a
cap analogue at the 5= end of RNAs transcribed in vitro for their
infectivity after transfection and the lack of identification of an
IRES sequence within the HAstV genome, also support the hy-
pothesis that HAstVVPgmay interact with the cellularmachinery
to initiate translation, additional studies on genomic RNA trans-
lation should be performed in vitro in order to confirm this idea.

Since it has been previously shown that the astrovirus RdRp
interacts with a domain of nsP1a protein which matches almost
completely VPg (10), we could speculate that astrovirus VPg gets
nucleotidylylated and also plays a role in viral transcription, sim-
ilarly to what occurs in poliovirus, caliciviruses, and other VPg-
containing viruses. Although further studies should be performed
to determine the specific role of astrovirus VPg on virus replica-
tion, our results clearly show that its function is dependent on
Tyr-693, which is conserved among all human and animal astro-
viruses studied to date. As demonstrated for poliovirus (42), po-
tyvirus (35), calicivirus (34), and comovirus (3), mutation of the
Tyr or Ser residue responsible for the linkage to RNA or a change
in its position within VPg results in a lethal phenotype. In the
present study, we demonstrate thatmutagenesis of Tyr-693 toAla,
and even its replacement by Ser, which also provides a hydroxyl
group, is lethal for astrovirus replication, strongly supporting the
functional role of this residue in forming the covalent linkage to
viral RNA. Since transfection of cells with capped Y693A and
Y693Smutant transcripts does not produce infectious viruses, our
hypothesis is that VPg may be required to initiate the synthesis of
all types of viral RNAs produced within cells during infection.
Under these experimental conditions, initial capped transcripts
would have been translated upon cell entry, but VPg proteins syn-
thesized withmutated Tyr-693 residue would have been unable to
assist in the synthesis of nascent RNAs. Finally, our results also
indicate that Tyr residues at positions 720, 723, and 747, although
not critical for virus infectivity, may also be important for repli-
cation efficiency. Characterization of HAstV VPg protein will not
only provide insights into the replication cycle of this human
pathogen but also help to identify novel unique antiviral targets.
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n� general,� el� genoma� de� los� virus� es� de� tamaño� restringido,� por� lo� que� su� ciclo�

replicativo� depende� de� la� multifuncionalidad�de� sus� proteínas.� En� el� caso� concreto�

de� AstV,� actualmente� se� desconoce� la� función� de� la� mayoría� de� sus� proteínas� no�

estructurales.� No� obstante,� en� la� región� C�terminal� de� la� poliproteína� nsP1a,� que� se�

corresponde�con�la�proteína�nsP1a/4,�se�han�descrito�multitud�de�dominios�y�señales�que�

podrían� tener� una� función� biológica� relevante� para� el� ciclo� replicativo� del� virus.�

Concretamente�se�han�descrito�los�siguientes�motivos�y�señales:�una�señal�de�localización�

nuclear� (Jiang�et� al.,� 1993);�una� señal� KKXX�like� de� retención� en� retículo� endoplasmático�

(Guix� et� al.,� 2004b);� un� epítopo� inmunoreactivo� (Matsui� et� al.,� 1993);� una� zona�

hipervariable�rica�en�inserciones�y�deleciones�que�se�ha�relacionado�con�un�posible�papel�

en� la� replicación� del� RNA� vírico� (Guix� et� al.,� 2005;� Willcocks� et� al.,� 1994);� un� putativo�

motivo� death� domain,� que� podría� estar� relacionado� con� la� activación� del� proceso� de�

apoptosis� en� células� CaCo�2� infectadas� (Guix� et� al.,� 2004a);� y� finalmente� una� putativa�

región�codificante�para�una�proteína�VPg�(Al�Mutairy�et�al.,�2005).�

Bajo� estas� premisas� el� objetivo� de� esta� Tesis� fue� profundizar� en� la� caracterización� de� la�

proteína�nsP1a/4�de�HAstV,�tanto�a�nivel�de�variabilidad�genética�(Estudio�I)�como�a�nivel�

biológico�y�funcional�(Estudios�II�y�III).��
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a�diversidad�genética�de�la�región�hipervariable�de�la�proteína�nsP1a/4�se�analizó�en�

el� Estudio� I,� comparándola� con� la� variabilidad� de� otras� regiones� del� genoma,�

concretamente� con� una� región� upstream� de� la� región� codificante� para� la� proteasa�

(nucleótidos� 1229� a� 1426)� y� con� el� extremo� 5’� del� ORF2� (nucleótidos� 4574� a� 4921).�

Asimismo�se�diseñó�un�nuevo�método�de�tipado�molecular�de�HAstV�por�amplificación�por�

RT�PCR� y� análisis� de� polimorfismo� de� longitud� de� fragmentos� de� restricción,� basado�

precisamente�en�esta�región�hipervariable�de�la�proteína�nsP1a/4.��

Los� parámetros� genéticos� comparados� entre� la� región� hipervariable� y� las� otras� dos�

regiones�del�genoma�de�HAstV�pusieron�de�manifiesto�una�enorme�variabilidad�a�nivel�de�

nucleótidos,�pero�sobre�todo,�a�nivel�de�aminoácidos�en�la�región�hipervariable.�A�pesar�de�

que�la�distancia�genética�(p�dist)�a�nivel�de�nucleótidos�de�la�región�hipervariable�es�similar�

a� la� del� extremo� 5’� del� ORF2,� a� nivel� de� aminoácidos� la� distancia� es� más� de� tres� veces�

mayor�en�la�región�hipervariable.�Por�otra�parte,�la�proporción�de�sustituciones�sinónimas�

en�esta�región�es�baja,�mientras�que� la�proporción�de�sustituciones�no�sinónimas�es�más�

del�doble�que�la�de�la�región�5’�del�ORF2�y�cuatro�veces�más�que�la�de�la�región�codificante�

para�la�proteasa�en�el�ORF1a.�Así�pues,�los�resultados�obtenidos�muestran�que�la�proteína�

nsP1a/4,�a�diferencia�de�lo�que�ocurre�generalmente�en�proteínas�víricas�no�estructurales,�

muestra�una�buena�tolerancia�a�los�cambios�de�aminoácidos�y�a�las�inserciones/deleciones.��

En� las� regiones� genómicas� donde� las� estructuras� del� RNA� juegan� un� papel� biológico�

importante� la� heterogeneidad� genética� es� superior� a� nivel� aminoacídico� que� a� nivel� de�

nucleótidos,� dado� que� para� conservar� las� estructuras� secundarias� del� RNA� pueden� ser�

necesarias�mutaciones�compensatorias�que�den�lugar�a�cambios�de�aminoácidos.�Por�ello�

podría�pensarse�que�la�región�hipervariable�contiene�estructuras�secundarias�importantes�

funcionalmente.� No� obstante,� las� inserciones/deleciones� presentes� en� dicha� región�

mantienen� en� todos� los� casos� la� pauta� de� lectura,� por� lo� que� la� función� biológica� de� la�

proteína�codificada�por�esta�región�también�resultaría�esencial�para�el�virus.�

Por� otro� lado,� la� elevada� tolerancia� a� cambios� de� aminoácidos� e� inserciones/deleciones�

podría� aportar� al� virus� ciertas� ventajas� evolutivas.� Concretamente,� por� ejemplo,� esta�

característica� podría� permitir� al� virus� adaptarse� a� interaccionar� con� factores� celulares� de�

L�
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líneas� o� tipos� celulares� distintos� para� la� replicación� de� su� RNA.� De� hecho,� en� un� trabajo�

realizado�por�Willcocks�y�col.�(1994)�ya�se�describió�la�asociación�entre�la�existencia�de�una�

deleción� de� 15� aminoácidos� en� la� región� hipervariable� de� algunas� cepas� de� HAstV� y� la�

adaptación�del�virus�a� replicar�en�ciertas� líneas�celulares.�No�obstante,�en�el�Estudio� I� se�

identificó�la�presencia�de�dicha�deleción�en�el�95%�de�las�muestras�analizadas,�que�incluían�

tanto�cepas�adaptadas�a�replicar�en�cultivo�celular�como�muestras�salvajes.�Dado�que� las�

cepas� salvajes� no� habían� pasado� por� un� proceso� de� adaptación� a� cultivo� celular,� podría�

pensarse� que� en� realidad,� más� que� una� deleción,� se� trataría� de� un� fenómeno� de�

duplicación�de�15�aminoácidos,�el�cual�estaría�presente�en�el�5%�restante�de�las�cepas.�Del�

mismo� modo,� esta� duplicación� podría� estar� relacionada� con� la� adaptación� del� virus� a�

determinados�tipos�celulares.�

De� acuerdo� con� esta� idea,� un� análisis� de� las� tasas� de� sustituciones� sinónimas� y� no�

sinónimas�a�lo�largo�del�genoma�de�AstV�muestra�que�la�región�hipervariable�de�la�proteína�

nsP1a/4,�al� igual�que�la�mitad�C�terminal�de�la�poliproteína�estructural�correspondiente�a�

las�proteínas�estructurales�VP25/26�y�VP27/29,�es�propensa�a�selección�positiva,�lo�cual�es�

esperable�en�dominios�responsables�de�funciones�de�replicación�e�interacción�con�la�célula�

hospedadora�(van�Hemert�et�al.,�2007).��

A�pesar�de�que�la�región�hipervariable�de�la�proteína�nsP1a/4�está�localizada�unos�900�nt�

downstream�de�la�región�de�la�proteína�nsP1a/3�utilizada�en�el�sistema�descrito�por�Belliot�

y�col.�(1997a),�el�análisis�filogenético�de�las�104�secuencias�obtenidas�correspondientes�a�la�

región�hipervariable�muestra�como� las�cepas� se�agrupan�del�mismo�modo�en�dos�únicos�

grupos� claramente� diferenciados:� el� genogrupo� A,� que� incluye� los� serotipos� HAstV�1� a�

HAstV�5�y�HAstV�8;�y�el�genogrupo�B,�que�engloba� los� serotipos�HAstV�6�y�HAstV�7.�Esta�

agrupación�en�dos�clusters�difiere�de�los�resultados�descritos�en�el�análisis�filogenético�del�

ORF1b�y�de� la� región�5’�del�ORF2,�en�el� cual� los�distintos� serotipos� se�agrupan�de� forma�

equidistante,� confirmando� de� esta� manera� las� diferentes� relaciones� evolutivas� entre� los�

serotipos� de� HAstV� según� el� ORF� analizado� (Belliot� et� al.,� 1997a;� Lukashov� &� Goudsmit,�

2002;�Méndez�Toss�et�al.,�2000;�Silva�et�al.,�2006;�Taylor�et�al.,�2001).��
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A�pesar�de�que�la�aplicación�de�diferentes�presiones�selectivas�en�diferentes�regiones�del�

genoma�podría�contribuir�a�explicar�estas�diferencias,�parece�probable�que�las�diferencias�

más� acentuadas� sean� debidas� a� la� existencia� de� fenómenos� de� recombinación� entre� los�

diferentes�ORFs,�o�incluso�entre�diferentes�zonas�de�un�mismo�ORF.�

Una�de�las�principales�características�de�la�variabilidad�genética�de�la�región�hipervariable�

de�la�proteína�nsP1a/4�es�la�presencia�de�numerosas�inserciones�y�deleciones.�Teniendo�en�

cuenta� que� los� gaps� de� las� secuencias� son� ignorados� en� la� mayoría� de� los� métodos� de�

estimación�de�distancias�genéticas,�y�con�el�fin�de�trazar�la�variabilidad�dentro�de�la�región�

hipervariable� y� clasificar� las� secuencias� obtenidas� en� diferentes� genotipos,� se� procedió� a�

establecer� grupos� de� secuencias� de� acuerdo� con� el� tamaño� del� producto� de� RT�PCR�

obtenido� y� dentro� de� cada� uno� de� estos� grupos� se� generaron� árboles� UPGMA.� De� esta�

manera�se� identificaron�12�genotipos�distintos,�denominados�con�números�romanos,�con�

distancias�genéticas�intergenotipo�superiores�al�10%.�

En�la�mitad�de�los�genotipos�descritos�se�observó�que�las�cepas�pertenecientes�a�un�mismo�

genotipo� correspondían� también� a� un� único� serotipo,� mientras� que� en� el� resto� de�

genotipos�se�englobaban�hasta�dos�o�tres�serotipos�distintos.�Estos�resultados,�juntamente�

con�la�descripción�de�diferentes�agrupaciones�filogenéticas�según�la�región�del�genoma�de�

HAstV� analizada,� sugerirían� de� nuevo� la� existencia� de� eventos� de� recombinación� entre�

distintos�tipos�de�HAstV.��

En�varios�estudios�epidemiológicos�se�han�observado�casos�de�coinfecciones�con�diferentes�

tipos� antigénicos� de� HAstV� (Matsui� et� al.,� 1998;� Pang� &� Vesikari,� 1999),� ofreciendo� la�

posibilidad� de� que� ocurran� fenómenos� de� recombinación.� De� hecho,� varios� estudios�

evidencian� la� existencia� de� eventos� de� recombinación� tanto� en� HAstV� (De� Grazia� et� al.,�

2012;�Walter�et�al.,�2001;�Wolfaardt�et�al.,�2011)�como�en�AstV�animales�(Pantin�Jackwood�

et� al.,� 2006;� Strain� et� al.,� 2008;� Tse� et� al.,� 2011)� e� incluso� entre� cepas� que� infectan� a�

distintas�especies�(Rivera�et�al.,�2010;�Ulloa�&�Gutiérrez,�2010).��

En� cuanto� a� los� sitios� de� recombinación,� debido� a� que� en� el� Estudio� I� se� analizaron�

secuencias� de� fragmentos� relativamente� cortos,� es� imposible� identificar� el� lugar� exacto�

donde�podría�ocurrir�dicho�fenómeno.�En�cualquier�caso,� la�recombinación�debería�tener�
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lugar� en� algún� punto� entre� el� ORF1a� y� el� ORF2.� De� hecho,� en� HAstV,� distintos� estudios�

convergen�en�señalar�la�región�de�solapamiento�entre�el�ORF1b�y�el�ORF2�como�potencial�

hot� spot� o� punto� caliente� de� recombinación� (De� Grazia� et� al.,� 2012;� Walter� et� al.,� 2001;�

Wolfaardt�et�al.,�2011).�Además,�en�el�estudio�realizado�por�Wolfaart�y�col.� (2011),�en�el�

que� se� describe� una� cepa� de� HAstV� doblemente� recombinante,� se� apunta� a� una� región�

dentro� del� ORF1a,� más� concretamente� dentro� del� motivo� codificante� para� la� proteasa,�

como�otro�posible�punto�de�recombinación.�Estos�dos�putativos�hot�spots�se� localizan�en�

regiones�altamente�conservadas�del�genoma�de�HAstV,�lo�cual�no�es�de�extrañar�dado�que�

los�eventos�de�recombinación�ocurren�más�frecuentemente�en�este�tipo�de�regiones.��

A� la� vista� de� la� elevada� variabilidad� de� la� región� hipervariable� de� la� proteína� nsP1a/4� y�

teniendo�en�cuenta�que�se�ha�descrito�que�dicha�proteína�está�implicada�en�la�replicación�

del� RNA� vírico� (Guix� et� al.,� 2005),� se� procedió� a� analizar� la� existencia� de� una� posible�

asociación� entre� carga� vírica� y� genotipo� derivado� de� la� región� hipervariable.� Para� ello� se�

utilizaron�los�datos�de�carga�vírica�obtenidos�en�un�estudio�previo�(Caballero�et�al.,�2003)�

mediante�RT�PCR�competitiva�para�35�de�las�104�cepas�analizadas,�correspondientes�a�los�

serotipos�1,�2,�3,�4�y�8.�A�pesar�de�no�disponer�de�información�de�carga�vírica�para�los�12�

genotipos� derivados� de� la� región� hipervariable,� se� observó� una� asociación� entre� ciertos�

genotipos�y�niveles�de�carga�vírica�excretada�superiores.�Concretamente,�las�cepas�aisladas�

correspondientes� a� los� genotipos� IV� y� V� presentaron� niveles� de� excreción� en� heces�

significativamente�más�altos�que�cepas�correspondientes�a�los�genotipos�I�y�VI.�En�cuanto�a�

la� asociación� con� el� serotipo,� se� observó� por� un� lado� que� cepas� de� un� mismo� serotipo�

(serotipo�4)�se�correspondían�con�genotipos�diferentes� (genotipos�V�y�VI),�con�niveles�de�

excreción� vírica� significativamente� distintos,� y� que� por� otro� lado,� cepas� de� un� mismo�

genotipo�(genotipo�VI)�se�correspondían�a�su�vez�con�distintos�serotipos�(serotipos�1�y�4).�

Así�pues,�estos�datos�indicarían�que�el�genotipo�derivado�de�la�región�hipervariable�podría�

influir�en�los�niveles�de�excreción�vírica.�De�este�modo,�el�estudio�realizado�por�Caballero�y�

col.� (2003),�en�el�que�se�describe�una�asociación�de�cepas�correspondientes�al�serotipo�3�

con�niveles�de�carga�vírica�elevados�y�cuadros�clínicos�persistentes,�podría�deberse�a�una�

correlación�a�nivel�de�genotipo�más�que�a�nivel�de�serotipo.�Concretamente,�en�el�estudio�
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citado,� las� cepas� pertenecientes� al� serotipo� 3� correspondían� al� genotipo� IV,� el� cual� se�

asocia�con�niveles�de�excreción�vírica�elevados.��

De�acuerdo�con�los�resultados�obtenidos�en�el�Estudio�I,�en�un�trabajo�previo�realizado�con�

HAstVs�mutantes�que�difieren�únicamente�en�su�región�hipervariable,�se�observó�que� los�

genotipos�IV�y�V�se�asocian�con�niveles�significativamente�superiores�de�RNA�subgenómico�

en�células�CaCo�2�infectadas,�lo�que�resulta�en�niveles�más�altos�de�progenie�vírica.�Por�el�

contrario,�el�genotipo�VI�se�asocia�con�niveles� inferiores�de�RNA�subgenómico�y�progenie�

vírica�(Guix�et�al.,�2005).��

Según�un�estudio�realizado�in�vitro�por�Moser�y�col.�(2007),�la�infección�por�HAstV�provoca�

una� alteración� de� la� función� de� barrera� del� epitelio� intestinal,� posiblemente� debido� a� la�

reorganización�de�los�filamentos�de�actina�y�la�redistribución�de�la�ocludina,�siendo�ambos�

elementos�importantes�para�la�formación�de�las�uniones�intercelulares.�Moser�y�col.�(2007)�

señalan�que�las�proteínas�de�la�cápside�serían�capaces�de�inducir�tal�alteración�por�sí�solas,�

independientemente�del�serotipo,�pero�de�un�modo�dependiente�de�dosis.�Así�pues,�vista�

la� asociación� de� los� niveles� de� RNA� subgenómico� con� ciertos� genotipos� derivados� de� la�

región�hipervariable�y�teniendo�en�cuenta�que�el�RNA�subgenómico�dirige�la�síntesis�de�las�

proteínas�de�la�cápside,�es�posible�que�la�asociación�de�la�región�hipervariable�con�el�nivel�

de�carga�vírica�excretada�esté�a�su�vez�relacionada�con�el�fenotipo�tóxico�de�la�cápside.�

La�caracterización�de�la�diversidad�genética�de�la�región�hipervariable�y�la�confirmación�de�

la� influencia� de� esta� región� en� el� fenotipo� de� replicación� vírica� nos� motivó� a� diseñar� un�

nuevo� sistema� de� detección� y� tipado� de� HAstV� por� RFLP,� con� el� objetivo� de� que� su�

aplicación�en�estudios�clínicos�y�epidemiológicos�contribuya�a�mejorar�el�conocimiento�de�

la� relación� entre� los� diferentes� genotipos� y� la� severidad� de� la� gastroenteritis.� El� sistema�

diseñado�consiste�en�la�amplificación�por�RT�PCR�de�la�región�hipervariable�y�el�análisis�en�

gel�de�acrilamida�del�amplímero�obtenido�después�de�una�digestión�única�con�la�enzima�de�

restricción� DdeI.� El� análisis� de� la� colección� de� cepas� de� HAstV� con� esta� metodología�

permitió�distinguir�19�patrones�de�RFLP,�los�cuales�se�denominaron�con�letras�mayúsculas,�

de�la�A�a�la�S.��
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La�ventaja�de�este�sistema�frente�a�otros�sistemas�de�tipado�radica�en� la�simplicidad�y�el�

bajo�coste�económico.�Otra�ventaja�añadida�es�que�además�de�permitir�la�identificación�de�

los� 12� genotipos� descritos,� la� mayoría� de� patrones� RFLP� permiten� también� inferir� la�

información�del�serotipo�de�la�muestra.�Puesto�que�determinadas�capacidades�replicativas�

se�asocian�de�forma�específica�a�determinados�genotipos,�y�puesto�que�esta�característica�

podría�tener�importancia�clínica,�es�interesante�poder�llegar�a�conocer�la�información�tanto�

del� serotipo� como� del� genotipo� a� partir� de� un� único� test� de� diagnóstico.� Finalmente,�

mientras� que� cualquier� otro� sistema� de� tipado� que� implique� la� secuenciación� del�

fragmento�obtenido�en�la�RT�PCR�no�permite�tipar�a�la�vez�dos�virus�que�estén�presentes�

en� una� misma� muestra,� el� análisis� por� RFLP� permite� con� facilidad� co�detectar� virus� de�

distintos�genotipos�simultáneamente.�Esta�característica�es�importante�cuando�se�trata�de�

analizar� muestras� de� origen� clínico,� pero� puede� tener� especial� interés� para� muestras�

ambientales,� en� las� cuales� es� común� identificar� más� de� un� tipo� de� virus� en� la� misma�

muestra.��

�la� vista� de� la� asociación� del� genotipo� derivado� de� la� región� hipervariable� de� la�

proteína�nsP1a/4�con�el�patrón�de�replicación�y�el�nivel�de�carga�vírica�excretada,�en�

el�Estudio�II�nos�propusimos�profundizar�en�la�caracterización�de�la�proteína�nsP1a/4�con�el�

fin� de� esclarecer� la� base� de� las� posibles� diferencias� funcionales� entre� los� distintos�

genotipos.� Para� ello� se� expresó� en� el� sistema� de� baculovirus� recombinantes� la� proteína�

nsP1a/4�correspondiente�a�genotipos�con�patrones�de�replicación�del�RNA�vírico�distintos.�

En� concreto� se� eligieron� por� un� lado� los� genotipos� IV� y� V,� por� presentar� títulos� de� RNA�

subgenómico� y� niveles� de� carga� vírica� excretada� elevados;� por� otro� lado� el� genotipo� VI,�

asociado� con� niveles� de� RNA� subgenómico� y� carga� vírica� significativamente� inferiores;� y�

finalmente� el� genotipo� XII,� por� presentar� un� patrón� de� replicación� del� RNA� intermedio�

entre� los� genotipos� IV� y� V� por� un� lado� y� el� genotipo� VI� por� otro� lado� (Guix� et� al.,� 2005,�

2008).��

Actualmente�todavía�se�desconocen�con�exactitud�los�sitios�de�procesamiento�proteolítco�

dentro� de� la� poliproteína� nsP1a� que� generarían� la� proteína� nsP1a/4,� aunque� se� han�

descrito� dos� potenciales� sitios� de� corte� entre� los� residuos� Gln567/Thr568� (Kiang� &� Matsui,�

A�
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2002)�y�Glu654/Ile655�(Geigenmüller�et�al.,�2002a).�A�pesar�de�que�parece�ser�que�la�proteasa�

vírica�tendría�preferencia�por�los�residuos�de�ácido�aspártico�y�ácido�glutámico�(Speroni�et�

al.,� 2009),� y� consecuentemente� por� el� lugar� de� corte� Glu654/Ile655,� los� experimentos� del�

Estudio� II� se� diseñaron� antes� de� disponer� de� esta� información� y� el� gen� de� la� proteína�

nsP1a/4� que� se� clonó� se� corresponde� con� el� producto� resultante� del� procesamiento� en�

Gln567/Thr568,�con�un�peso�molecular�teórico�de�aproximadamente�40�kDa.�De�acuerdo�con�

este�peso�molecular�teórico,�en�el�estudio�realizado�por�Guix�y�col.�(2004b),�la�detección�de�

los� productos� resultantes� de� la� infección� de� células� CaCo�2� con� HAstV�4� usando� un�

anticuerpo�dirigido�contra�la�región�hipervariable�reveló�la�presencia�de�proteínas�de�38�40�

kDa,�que�podrían�corresponder�a�la�proteína�nsP1a/4,�además�de�proteínas�de�mayor�peso�

molecular� (75� kDa� y� 160� kDa)� que� corresponderían� a� precursores,� y� proteínas� de� menor�

peso� molecular� (21�27� kDa),� que� resultarían� del� procesamiento� ulterior� de� la� proteína�

nsP1a/4.�Por�otro�lado,�la�inclusión�de�los�motivos�coiled�coil�predichos�en�la�región�situada�

entre�los�residuos�Thr568�y�Glu654�(Jonassen�et�al.,�2003)�nos�pareció�de�gran�interés�dada�la�

asociación�de�este�tipo�de�motivos�con�la�formación�de�oligómeros�(Lupas,�1996).��

La�expresión�de�las�diferentes�formas�de�la�proteína�nsP1a/4�en�células�de�insecto�reveló�la�

presencia� de� dos� productos� principales:� una� proteína� con� un� peso� molecular� similar� al�

predicho� teóricamente� (40� a� 42� kDa� dependiendo� del� genotipo)� y� otra� proteína� con� un�

peso�molecular�superior�al�esperado�(50�55�kDa).�La�variación�en�los�pesos�moleculares�del�

producto� de� 40�42� kDa� según� los� genotipos� era� de� esperar� puesto� que� una� de� las�

características� de� la� región� hipervariable� es� la� presencia� de� numerosas� inserciones� y�

deleciones.� De� hecho,� de� entre� las� cuatro� formas� de� la� proteína� nsP1a/4� expresadas,�

correspondientes� a� los� genotipos� IV,� V,� VI� y� XII,� la� que� mostró� un� peso� molecular� más�

elevado� fue� precisamente� la� correspondiente� al� genotipo� VI,� el� cual� presenta� el� mayor�

número� de� inserciones� respecto� al� resto� de� genotipos.� En� cuanto� a� las� proteínas� con� un�

peso�de�aproximadamente�50�55�kDa,�dado�que�el�análisis�computacional�de�la�secuencia�

de� la� proteína� nsP1a/4� revela� la� presencia� de� varios� putativos� lugares� de� fosforilación� y�

glicosilación� (Guix� et� al.� 2005),� es� lógico� pensar� que� el� incremento� del� peso� molecular�

pueda�deberse�a�este�tipo�de�modificaciones�post�traduccionales.�De�hecho,�en�un�estudio�

realizado�por�Guix�y�col.�(2004b)�en�células�CaCo�2�infectadas,�se�demuestra�que�uno�de�los�
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productos� resultantes� del� procesamiento� ulterior� de� la� proteína� nsP1a/4,� con� un� peso�

molecular�de�22�kDa,�es�una�fosfoproteína,�si�bien�se�desconoce�el�orden�secuencial�de�los�

eventos� de� procesamiento� y� fosforilación.� Así� pues,� con� el� fin� de� determinar� si�

efectivamente� la� proteína� nsP1a/4� experimenta� procesos� de� modificación� post�

traduccional� por� fosforilación,� se� realizaron� distintos� experimentos� tanto� a� nivel� de�

inhibición�de�la�fosforilación�como�a�nivel�de�marcaje�y�detección�de�residuos�fosforilados,�

tomando� como� modelo� la� proteína� nsP1a/4� correspondiente� al� genotipo� V.� Los�

experimentos� realizados� tanto� con� medio� de� cultivo� deficiente� en� fosfato� como� en�

presencia�de�staurosporina,�un�potente�inhibidor�de�la�proteína�quinasa�C�y�de�una�amplia�

variedad� de� otras� enzimas� de� la� familia� de� las� serina/treonina� quinasas� y� las� tirosina�

quinasas� (Meggio� et� al.,� 1995;� Tamaoki� et� al.,� 1986),� resultaron� en� la� ausencia� o� una�

reducción� dosis�dependiente� de� la� proteína� de� mayor� peso� molecular� (�50� kDa),�

respectivamente.�Por�otro� lado,�esta�proteína�de�mayor�peso�molecular� resultó�marcada�

radioactivamente� al� expresarse� en� presencia� de� [32P]ortofosfato� y� fue� reconocida�

específicamente� por� un� anticuerpo� dirigido� contra� residuos� de� serina� y� treonina�

fosforilados.��

Si� bien� se� han� descrito� diferencias� en� el� número� de� potenciales� residuos� fosforilables�

dentro� de� la� región� hipervariable� en� función� del� genotipo� (Guix� et� al.,� 2005),� con� un�

número� creciente� de� residuos� serina� potencialmente� fosforilables� en� aquellos� genotipos�

asociados�con� títulos�bajos�de�RNA�subgenómico� (genotipos�VI�y�XII),� la�expresión�de� las�

diferentes� formas� de� la� proteína� nsP1a/4� en� células� de� insecto� mostró� un� patrón� de�

fosforilación�similar�en�los�distintos�genotipos.�Fuera�de�la�región�hipervariable�el�número�

de� residuos� potencialmente� fosforilables� es� igual� en� los� genotipos� IV,� V,� VI� y� XII,� lo� cual�

sugiere� que� las� formas� fosforiladas� de� la� proteína� nsP1a/4� correspondientes� a� dichos�

genotipos� resultarían� de� procesos� de� fosforilación� de� residuos� situados� principalmente�

fuera� de� la� región� hipervariable.� De� hecho,� las� distintas� formas� truncadas� de� la� proteína�

nsP1a/4� correspondiente� al� genotipo� V� presentaron� distintos� patrones� de� fosforilación,�

siendo� las� formas� truncadas�por�el�extremo�N�terminal,�en�especial� las� formas� truncadas�

entre�los�aminoácidos�1�176�y�1�209,�las�que�mostraron�una�menor�expresión�de�la�forma�

fosforilada.� Así� pues,� estos� resultados� sugerirían� que� la� mitad� N�terminal� de� la� proteína�
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nsP1a/4� resulta� esencial� para� el� proceso� de� fosforilación.� Precisamente,� tal� y� como� se�

muestra�en�el�Estudio�III,�la�región�comprendida�entre�los�aminoácidos�82�y�263�(posiciones�

649�830�en�la�poliproteína�nsP1a),�que�engloba�buena�parte�de�la�mitad�N�terminal�de� la�

proteína�nsP1a/4�y�la�región�hipervariable,�presenta�un�elevado�grado�de�desorden�según�

las�predicciones�computacionales�(Fig.�4.1).�Se�ha�descrito�que�el�grado�de�desorden�de�las�

proteínas� es� un� factor� importante� para� los� procesos� de� fosforilación� y� de� hecho� se� ha�

sugerido� que� este� tipo� de� modificación� post�traduccional� ocurre� predominantemente�

dentro� de� regiones� intrínsecamente� desordenadas.� Además,� la� fosforilación� de� proteínas�

intrínsecamente� desordenadas� parece� ser� importante� para� su� regulación� estructural� y�

funcional�(Iakoucheva�et�al.,�2004).��

Dada� la� existencia� de� motivos� coiled� coil� en� la� región� N�terminal� de� la� proteína� nsP1a/4�

(Jonassen�et�al.,�2003),�otro�de�los�aspectos�que�se�analizó�en�el�Estudio�II�fue�el�estado�de�

oligomerización�y�su�posible�relación�con�el�estado�de�fosforilación�y�el�genotipo�derivado�

de� la� región�hipervariable.� Los� resultados�obtenidos� tanto�por� filtración�en�gel� como�por�

electroforesis� en� condiciones� semidesnaturalizantes� mostraron� que� la� proteína� nsP1a/4�

forma� oligómeros,� siendo� los� trímeros� y� oligómeros� de� orden� superior� las� formas�

predominantes.�Si�bien�no�se�observaron�diferencias�a�nivel�de�los�distintos�genotipos,�sí�se�

observó� una� relación� entre� el� estado� de� oligomerización� y� el� estado� de� fosforilación,�

puesto� que� la� isoforma� no� fosforilada� fue� la� forma� predominante� en� los� oligómeros�

detectados�por� filtración�en�gel.�Dado�que�en� las� fracciones�correspondientes�a� la� forma�

monomérica�de�la�proteína�nsP1a/4�tampoco�se�detectó�la�forma�fosforilada,�una�posible�

explicación�sería�que�las�formas�fosforiladas�formen�parte�de�oligómeros�de�mayor�orden,�

con�un�peso�molecular�superior�al�límite�de�exclusión�de�la�cromatografía,�y�que�por�tanto�

se�eluyan�en�el�volumen�muerto.�Otra�posible�explicación�sería�la�conformación�no�globular�

de�las�formas�fosforiladas,�lo�que�resultaría�también�en�su�elución�en�el�volumen�muerto.�

De�hecho,�se�ha�descrito�que�tanto�las�transiciones�de�un�estado�desordenado�a�un�estado�

ordenado� como� las� transición� inversas,� con� los� consiguientes� posibles� cambios�

conformacionales� y� funcionales,� ocurren� normalmente� tras� eventos� de� fosforilación�

(Johnson�&�Lewis,�2001).�Así�pues,�aunque�los�resultados�obtenidos�no�permiten�discernir�
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si� el� estado� de� fosforilación� regula� la� conformación� de� la� proteína� o� por� el� contrario�

depende�de�ésta,�sí�sugerirían�una�correlación�entre�estos�dos�eventos.��

En� cuanto� al� dominio� de� oligomerización,� y� contrariamente� a� lo� esperado,� los�

experimentos�de�filtración�en�gel�realizados�con�distintas�formas�truncadas�de�la�proteína�

nsP1a/4�indicarían�que�no�se�localiza�en�la�región�comprendida�entre�los�aminoácidos�1�y�

88,�donde�se�han�descrito�motivos�coiled�coil�(Jonassen�et�al.,�2003),�sino�que�se�localizaría�

entre� los� residuos� 176� y� 209� (posiciones�743�776� en� la�poliproteína�nsP1a)� (Fig.�4.1).� Sin�

embargo,� dado� que� los� resultados� mostraron� una� oligomerización� menos� óptima� para� la�

forma�delecionada�entre�los�aminoácidos�1�y�176�que�para�la�forma�delecionada�entre�los�

aminoácidos�1�y�88,�es�probable�que�el�dominio�de�oligomerización�sea�más�amplio�y�se�

extienda�upstream�del�residuo�176.�Curiosamente,�la�región�situada�entre�los�aminoácidos�

88�y�209�parece�ser� importante� también�para�el�proceso�de� fosforilación,�puesto�que� las�

formas� truncadas� tanto� entre� los� aminoácidos� 1�176� como� entre� los� aminoácidos� 1�209,�

pero� no� la� forma� truncada� entre� los� residuos� 1�88,� presentan� niveles� de� expresión� de� la�

forma� fosforilada� inferiores� respecto� al� resto� de� formas� truncadas.� Así� pues,� estos�

resultados�señalarían�de�nuevo�la�estrecha�relación�entre�los�procesos�de�oligomerización�y�

de�fosforilación�de�la�proteína�nsP1a/4.��

Otro�de�los�aspectos�estudiados,�dada�la�implicación�de�la�proteína�nsP1a/4�en�el�proceso�

de�replicación�del�RNA�vírico,�fue�la�posible�interacción�de�dicha�proteína�con�la�polimerasa�

vírica.� Los� resultados� obtenidos� mediante� experimentos� de� co�immunoprecipitación�

mostraron�que,�efectivamente,� la�proteína�nsP1a/4� interacciona�con� la�polimerasa�vírica,�

tanto�en�su�forma�fosforilada�como�en�su�forma�no�fosforilada.��

En� cuanto� al� estado� de� oligomerización� de� la� proteína� nsP1a/4,� los� experimentos� de�

filtración�en�gel�permitieron�inferir�que�la�proteína�nsP1a/4�interacciona�con�la�polimerasa�

vírica� formando� un� heterodímero.� De� acuerdo� con� los� resultados� de� la� co�

immunoprecipitación,�en�los�experimentos�de�filtración�en�gel�también�se�detectó�la�forma�

fosforilada� de� la� proteína� nsP1a/4� en� aquellas� fracciones� correspondientes� a� los�

heterodímeros,�confirmando�de�esta�manera�que�tanto�la�forma�fosforilada�de�la�proteína�

nsP1a/4�como�la�no�fosforilada�interaccionan�con�la�polimerasa�vírica.��



�

Página�|�132�
�

4� CARACTERIZACIÓN�GENÉTICA�Y�FUNCIONAL�DE�LA�PROTEÍNA�nsP1a/4�DE�ASTROVIRUS�

A�nivel�de�los�distintos�genotipos�estudiados�de�la�proteína�nsP1a/4,�si�bien�los�resultados�

mostraron�que�todos�interaccionan�con�la�polimerasa,�sí�se�observó�una�mayor�capacidad�

de�interacción�de�la�forma�fosforilada�de�la�proteína�nsP1a/4�correspondiente�al�genotipo�

VI�con�la�polimerasa.�Precisamente�este�genotipo,�juntamente�con�el�genotipo�XII,�ha�sido�

asociado� a� títulos� superiores� de� RNA� genómico� respecto� los� genotipos� IV� y� V,� y� dado� su�

mayor�número�de�potenciales�residuos�fosforilables�respecto�al�resto�de�genotipos,�se�ha�

propuesto� que� el� proceso� de� fosforilación� de� la� proteína� nsP1a/4� podría� tener� un� papel�

importante� en� la� regulación� de� los� niveles� de� RNA� sintetizados� (Guix� et� al.,� 2005).� Los�

resultados� obtenidos� en� el� Estudio� II� sugieren� que,� al� menos� para� el� genotipo� VI,� este�

patrón�de�replicación�podría�estar�relacionado�con�la�mayor�capacidad�de�interacción�de�la�

forma� fosforilada� de� la� proteína� nsP1a/4� con� la� polimerasa� vírica.� No� obstante,� se�

desconoce�si�esta�mayor�capacidad�de�interacción�se�relacionaría�con�un�mayor�número�de�

residuos� fosforilados� y/o� con� una� posible� conformación� distinta� de� la� proteína� debido� al�

patrón�de�inserciones�presentes�en�este�genotipo.��

En�cuanto�al�dominio�de�interacción�con�la�polimerasa,�los�experimentos�realizados�con�las�

distintas� formas� truncadas� de� la� proteína� nsP1a/4� correspondiente� al� genotipo� V�

permitieron�localizarlo�entre� los�residuos�88�y�176�(posiciones�655�743�en�la�poliproteína�

nsP1a),�en�situación�contigua�al�dominio�de�oligomerización�y�coincidiendo�en�gran�parte�

con�la�secuencia�predicha�como�codificante�para�una�proteína�VPg�(Al�Mutairy�et�al.,�2005)�

(Fig.�4.1).�Dado�que�el�uso�de�formas�truncadas�constituye�una�aproximación�al�mapaje�de�

dominios,� es� probable� que� ambos� dominios� se� solapen� y� que� por� tanto� exista� cierta�

competición�estérica�entre�los�procesos�de�homo��y�heterooligomerización.��

En� conjunto,� los� resultados� obtenidos� en� el� Estudio� II� señalan� a� una� regulación� cruzada�

entre� los�estados�de�oligomerización�y� fosforilación�de� la�proteína�nsP1a/4,�que�a�su�vez�

podrían� estar� implicados� en� la� regulación� de� la� interacción� de� dicha� proteína� con� la�

polimerasa�vírica.��

�

�

�



�

Página�|�133��
�

4�DISCUSIÓN�

�

�

Fig.�4.1.�Representación�de�la�localización�del dominio de�interacción�con�la�polimerasa,�
el� dominio� de� oligomerización� y� la� predicción� del� grado� de� desorden� en� la� proteína�
nsP1a/4.� La� localización� de� los� dominios� mapeados� y� el� grado� de� orden/desorden� se�
muestran� en� un� esquema� de� la� proteína� nsP1a/4� (A)� así� como� dentro� de� la� secuencia�
correspondiente�a� la�proteína�nsP1a/4� (Acc.�No.� L23513)� (B),�donde�en�color�naranja�se�
indica� el� dominio� de� interacción� con� la� polimerasa;� en� color� marrón� el� dominio� de�
oligomerización;� en� color� verde� las� regiones� ordenadas;� y� en� color� azul� las� regiones�
desordenadas.�Los�asteriscos�indican�los�residuos�potencialmente�fosforilables.�En�cursiva�
se� muestra� la� región� hipervariable� y� en� negrita� la� secuencia� correspondiente� a� la� VPg�
predicha� computacionalmente� por� Al�Mutairy� y� col.� (2005).� Los� residuos� subrayados�
indican� la� secuencia� de� la� VPg� identificada� por� espectrometría� de� masas� en� la� presente�
Tesis.�
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l�hecho�de�que�el�genoma�de�AstV�sea�relativamente�grande�(�7�kb)�y�que�no�se�haya�

identificado�hasta�el�momento�ninguna�región�codificante�para�una�metiltransferasa,�

ha�hecho�que�a�lo�largo�de�la�historia�de�la�investigación�sobre�AstV,�varios�autores�hayan�

sugerido� la�presencia�de�una�proteína�VPg�unida�al�genoma�vírico�y�especulado�sobre�su�

posible� localización�genómica� así� como� el� putativo� residuo� de� unión� al� RNA� (Jiang� et� al.,�

1993;�Jonassen�et�al.,�2003;�Velázquez�Moctezuma�et�al.,�2012).�En�el�año�2005,�Al�Mutairy�

y�col.�predijeron�mediante�herramientas�computacionales�una�región�codificante�para�una�

putativa�VPg�en�la�región�3’�del�ORF1a,�que�estaría�incluida�dentro�de�la�región�codificante�

para�la�proteína�nsP1a/4.�Los�resultados�obtenidos�previamente�por�Guix�y�col.�(2005),�así�

como� los� resultados� derivados� del� Estudio� II� (Fuentes� et� al.,� 2011),� que� indican� que� la�

proteína�nsP1a/4�interacciona�con�la�polimerasa�vírica�y�está�implicada�en�la�replicación�del�

RNA�de�HAstV,�podrían�relacionarse�con�una�posible�función�de�la�proteína�nsP1a/4�como�

VPg.��

Así� pues,� todos� estos� antecedentes� nos� motivaron� a� demostrar� experimentalmente� la�

existencia�de�dicha�proteína�en�HAstV�y�determinar�su� importancia�en� la� infectividad�del�

virus�(Estudio�III).�

El�análisis�de�las�proteínas�co�purificadas�con�el�RNA�de�HAstV�por�Western�blotting�con�un�

anticuerpo�dirigido�contra�la�región�C�terminal�de�la�poliproteína�nsP1a�localizada�entre�el�

motivo� proteasa� y� el� final� de� la� poliproteína� (Willcocks� et� al.,� 1999),� y� que� incluye� la�

putativa�VPg,� reveló� la�presencia�de�una�proteína�con�un�peso�molecular�estimado�entre�

13�15� kDa.� La� secuenciación� mediante� espectrometría� de� masas� de� la� proteína� co�

purificada�con�el�RNA�permitió�la�identificación�de�un�péptido�de�15�aminoácidos�(residuos�

699�713�de� la�poliproteína�nsP1a)�que�representa�el�16%�de� la�secuencia�completa�de� la�

putativa�VPg�predicha�computacionalmente�(Al�Mutairy�et�al.,�2005).�A�pesar�de�que�no�se�

pudo� obtener� la� secuencia� completa� y� por� tanto� los� sitios� exactos� de� procesamiento�

proteolítico,�el�peso�molecular�de�la�proteína�co�purificada�con�el�RNA�fue�muy�cercano�al�

peso�molecular�teórico�(11�kDa)�de�la�proteína�resultante�de�la�región�codificante�para� la�

putativa�VPg�predicha�computacionalmente�(Al�Mutairy�et�al.,�2005).�Además,�la�proteína�

de� 13�15� kDa� no� fue� detectada� mediante� Western� blotting� con� un� anticuerpo� dirigido�

contra� una� secuencia� contenida� en� la� región� hipervariable� de� la� poliproteína� nsP1a,�

E�
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concretamente�entre� los� residuos�778�y792� (Guix�et�al.,�2004b),� lo�cual� sería�consistente�

con� el� sitio� de� procesamiento� proteolítico� en� el� extremo� C�terminal� de� la� putativa� VPg�

descrito�por�Al�Mutairy�y�col.�(2005)�entre�los�residuos�Gln755/Ala756.�

El� ligero� incremento�en�el�peso�molecular�de� la�proteína�co�purificada�con�el�RNA�(13�15�

kDa)�respecto�al�peso�teórico�(11�kDa)�podría�deberse�a�varias�causas.�A�pesar�de�que�las�

proteínas� co�purificadas� con� el� RNA� fueron� tratadas� con� RNAsa� previamente� a� su�

separación�por�electroforesis,�el�ligero�aumento�en�el�peso�molecular�podría�explicarse�por�

la�existencia�de�nucleótidos�residuales�ligados�a�la�proteína.�Otra�posible�explicación�sería�

la� existencia� de� modificaciones� post�traduccionales� de� la� proteína,� tales� como� la�

fosforilación.� De� hecho,� como� se� demostró� en� el� Estudio� II� (Fuentes� et� al.,� 2011),� la�

proteína�nsP1a/4�expresada�en�células�de�insecto�sufre�procesos�de�fosforilación,�y�aunque�

en� dicho� estudio� no� se� identificaron� los� residuos� fosforilados,� algunos�de� los� potenciales�

sitios�de� fosforilación�descritos�en�estudios�previos�se� localizan�dentro�de� la� región�de� la�

VPg,� concretamente� en� los� residuos� Tyr693,� Tyr728,� Tyr729� y� Tyr747� (Guix� et� al.,� 2005).�

Desafortunadamente,�los�bajos�niveles�de�proteína�VPg�que�se�pueden�purificar�aislando�el�

RNA�vírico�de�células�infectadas�dificultan�la�confirmación�experimental�de�la�fosforilación�

de� esta� proteína� de� 13�15� kDa.� Finalmente,� otra� explicación� plausible� sería� la� posible�

naturaleza� desordenada� de� la� proteína� detectada.� En� general,� las� proteínas�

intrínsecamente�desordenadas�presentan�una�movilidad�anormal�en�la�electroforesis�SDS�

PAGE� debido� a� su� composición� inusual� de� aminoácidos,� que� hace� que� tiendan� a� unirse�

menos�al�SDS�y�migren�más�lentamente�en�los�geles�que�las�proteínas�globulares�(Tompa,�

2002).��

Al� igual� que� ocurre� en� miembros� de� las� familias� Potyviridae� y� Caliciviridae� y� el� género�

Sobemovirus� (Grzela� et� al.,� 2008;� Hébrard� et� al.,� 2009;� Satheshkumar� et� al.,� 2005),� las�

predicciones�computacionales� realizadas�mostraron�que,�efectivamente,� la�VPg�de�HAstV�

se�corresponde�con�una�región�desordenada�de�la�poliproteína�nsP1a�(Fig.�4.1).�De�hecho,�a�

excepción� de� la� poliproteína� estructural,� donde� las� regiones� N�terminal� y� C�terminal�

corresponden� a� regiones� desordenadas,� la� secuencia� de� la� VPg� es� la� única� región�

relativamente�extensa�dentro�del�proteoma�de�HAstV�con�un�grado�elevado�de�desorden.��
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Curiosamente,� en� comparación� con� los� dominios� Archaea,� Bacteria� y� Eukarya,� los� virus�

presentan� la� mayor� proporción� de� proteínas� con� regiones� desordenadas� (Chen� et� al.,�

2006).�Este� fenómeno�podría�explicarse�por�el� tamaño�restringido�de� los�genomas�de� los�

virus� y,� por� tanto,� por� la� alta� dependencia� de� la� multifuncionalidad� de� sus� proteínas.� La�

mayor�plasticidad�de�las�proteínas�desordenadas�combinaría�una�alta�especificidad�con�una�

baja�afinidad�para�asegurar�procesos�de�asociación�y�disociación�más�rápidos,�permitiendo�

de� esta� manera� la� unión� transitoria� a� múltiples� moléculas� estructuralmente� distintas,�

ofreciendo� la� posibilidad� de� superar� restricciones� estéricas� y� de� este� modo� facilitar� la�

participación� en� numerosos� procesos� biológicos� distintos� (Tompa,� 2005).� De� hecho,� en�

ciertos�virus�como�potyvirus,�calicivirus�y�poliovirus,�se�ha�descrito�que�las�proteínas�VPg�o�

sus� precursores� pueden� interaccionar� con� múltiples� proteínas,� además� de� con� el� RNA�

vírico,� y� se� ha� sugerido� que� esta� capacidad� podría� estar� relacionada� con� su� estructura�

desordenada� (Fellers� et� al.,� 1998;� Goodfellow,� 2011;� Jiang� &� Laliberté,� 2011;� Racaniello,�

2007;�Yambao�et�al.,�2003).�

En� el� caso� concreto� de� HAstV,� la� potencial� multifuncionalidad� de� la� VPg� debida� a� su�

naturaleza� desordenada� podría� relacionarse� con� la� capacidad� de� interacción� con� la�

polimerasa�vírica�y�la�formación�de�homooligómeros�observada�en�la�proteína�nsP1a/4.�De�

hecho,� los�dominios�de� interacción�con� la�polimerasa�y�de�oligomerización�se� localizaron�

entre�los�residuos�88�176�y�176�209�de�la�proteína�nsP1a/4�(residuos�655�743�y�743�776�de�

la� poliproteína� nsP1a),� respectivamente,� los� cuales� quedarían� englobados� casi�

completamente�en�el�primer�caso�y�parcialmente�en�el�segundo�caso�dentro�de�la�región�

correspondiente� a� la� VPg� (aminoácidos� 665�755� de� la� poliproteína� nsP1a)� (Fig.� 4.1).�

Además,�en�el�caso�del�dominio�de�oligomerización,�tal�y�como�se�comentó�anteriormente,�

es�posible�que�éste�se�extienda�upstream�del�residuo�743�y�que�por�lo�tanto�abarque�más�

residuos�correspondientes�a�la�VPg.��

Así,�el�hecho�de�que�el�dominio�de� interacción�de� la�proteína�nsP1a/4�con� la�polimerasa�

vírica� se� localice� dentro� de� la� proteína� VPg� hace� pensar� que� el� papel� sugerido� para� la�

proteína� nsP1a/4� en� el� proceso� de� replicación� del� RNA� (Guix� et� al.,� 2005)� se� deba�

propiamente� a� la� VPg.� Dado� que� en� otros� virus� (poliovirus,� calicivirus� y� potyvirus)� se� ha�

descrito� que� la� proteína� VPg� interacciona� con� la� polimerasa� o� sus� precursores� y� que� es�
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nucleotidilada�por�ésta�(Anindya�et�al.,�2005;�Belliot�et�al.,�2008;�Han�et�al.,�2010;�Machín�

et�al.,�2001;�Paul,�2002;�Puustinen�&�Mäkinen,�2004),�es�factible�pensar�que�en�astrovirus�

pueda�suceder�un�proceso�similar,�que�resulte�en�una�VPg�nucleotidilada�que�pueda�servir�

como�cebador�para�la�transcripción�del�RNA�vírico.��

La�proteína�nsP1a/4�podría�tener�como�una�posible�función�actuar�como�un�precursor�de�la�

VPg,�Dado�que�la�VPg�presenta�un�elevado�contenido�en�aminoácidos�hidrofílicos�y�que�el�

proceso�de�replicación�del�RNA�en�virus�(+)ssRNA�suele�darse�en�asociación�a�membranas,�

es� posible� que� la� proteína� nsP1a/4,� o� incluso� una� proteína� más� grande,� actúe� como� un�

precursor�hidrófobo,�dirigiendo�la�VPg�hacia�dichas�estructuras�membranosas�previamente�

al�procesamiento�proteolítico�necesario�para�generar�la�VPg�madura.�Esta�hipótesis�estaría�

de�acuerdo�con�los�resultados�de�localización�subcelular�de�la�proteína�nsP1a/4,�realizados�

con�un�anticuerpo�dirigido�contra�una�secuencia�downstream�de�la�VPg,�que�colocalizan�la�

proteína� nsP1a/4� con� el� RNA� vírico� y� membranas� derivadas� del� retículo� endoplasmático�

(Guix�et�al.,�2004b).��

Además�de�permitir� la� interacción�con�múltiples�moléculas,�el�desorden� intrínseco�de� las�

proteínas�es�también�importante�para�los�procesos�de�fosforilación.�La�fosforilación�ocurre�

predominantemente�en�regiones�intrínsecamente�desordenadas�(Iakoucheva�et�al.,�2004),�

y�como�modificación�reversible,�es�conocido�que�regula�muchos�procesos�del�ciclo�de�virus�

ssRNA,� incluyendo� la� replicación� (Jakubiec� &� Jupin,� 2007).� Así� pues,� bajo� estas�

consideraciones,�es�posible�especular�sobre�una�posible�regulación�de�la�función�de�la�VPg�

en�función�de�su�estado�de�fosforilación.��

En�cuanto�al�papel�de�la�VPg�en�el�ciclo�replicativo,�los�resultados�obtenidos�mostraron�que�

el�tratamiento�proteolítico�del�RNA�de�HAstV�con�Proteinasa�K�suprime�la�síntesis�tanto�de�

proteínas� como� de� RNA� vírico� en� células� transfectadas,� indicando� por� tanto� que� la� VPg�

juega�un�papel�clave�en�la� infectividad�del�virus,�de� igual�manera�que�se�ha�descrito�para�

calicivirus� (Guix�et�al.,�2007;�Herbert�et�al.,�1997),�nepovirus� (Harrison�&�Barker,�1978)�y�

sobemovirus� (Veerisetty� &� Sehgal,�1980).� Además,� los� resultados� de� la� sensibilidad� de� la�

VPg�a�la�digestión�con�Proteinasa�K�indicarían�que�la�digestión�parcial�de�la�proteína,�que�se�

explicaría�por�el�cierto�grado�de�protección�de�la�proteína�contra�la�proteólisis�debido�a�su�
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unión� covalente� al� RNA,� sería� suficiente� para� suprimir� la� infectividad� del� virus� en� células�

transfectadas.�Así�pues,�los�resultados�obtenidos�sugerirían�que�la�VPg�juega�un�papel�clave�

en�el�proceso�de�iniciación�de�la�traducción,�puesto�que�en�caso�de�que�no�fuera�necesaria�

para�dicho�proceso,�la�transfección�de�células�con�RNA�vírico�tratado�proteolíticamente�con�

Proteinasa�K�resultaría�en�la�expresión�de�todas�las�proteínas�víricas�y�por�consiguiente�en�

la� transcripción� de� los� distintos� RNAs� víricos.� Aunque� se� hacen� necesarios� estudios� de�

traducción� del� RNA� genómico� in� vitro� que� confirmen� esta� hipótesis,� existen� otras�

evidencias�que�apuntan�a�ella,�como�son�el�requerimiento�de�un�análogo�de�la�estructura�

CAP�en�el�extremo�5’�de�los�RNAs�procedentes�de�transcripción�in�vitro�para�su�infectividad�

en� células� transfectadas� y� la� ausencia� de� una� estructura� IRES� en� el� extremo� 5’� del� RNA�

genómico�de�AstV�que�dirija�la�iniciación�de�la�traducción.�Los�HAstVs�seguirían,�por�tanto,�

una�estrategia�diferente�de� la�de�picornavirus,�en� los�cuales� la� iniciación�de� la�traducción�

está�dirigida�por�el�IRES,�y�similar�a�la�de�calicivirus,�para�los�cuales�la�VPg�resulta�esencial�

en�el�proceso�de�traducción�del�RNA�genómico�(Goodfellow�et�al.,�2005,�2011;�Herbert�et�

al.,�1997).�Consistentemente,�el�peso�molecular�y�la�secuencia�de�la�VPg�de�HAstV�son�más�

similares�a�los�de�la�VPg�de�calicivirus�que�a�los�de�la�VPg�de�picornavirus.��

Por� el� contrario,� los� experimentos� de� tratamiento� proteolítico� del� RNA� vírico� no�

permitieron� inferir� un� papel� directo� de� la� VPg� en� la� transcripción� vírica,� puesto� que� la�

supresión� de� la� replicación� del� RNA� en� las� células� transfectadas� podría� explicarse� por� la�

supresión� de� la� expresión� de� proteínas� víricas,� incluyendo� las� proteínas� no� estructurales�

que� participan� en� la� síntesis� del� RNA� vírico.� Sin� embargo,� dado� que� la� polimerasa� vírica�

interacciona�con�una�región�de�la�poliproteína�nsP1a�que�se�corresponde�con�la�región�de�

la� VPg� (Fuentes� et� al.,� 2011),� se� podría� especular� que� dicha� proteína� también� juega� un�

papel�importante�en�la�transcripción�vírica,�de�manera�similar�a�lo�que�ocurre�en�poliovirus�

(Racaniello,�2007)�y� calicivirus� (Belliot�et�al.,�2008;�Han�et�al.,�2010;�Machín�et�al.,�2009;�

Rohayem�et�al.,�2006).��

Aunque�es�necesario�realizar�más�estudios�para�determinar�el�papel�específico�de�la�VPg�de�

HAstV�en�la�replicación�del�virus,�los�resultados�obtenidos�con�diferentes�formas�mutadas�

de� la� VPg� mostraron� claramente� que� su� función� depende� de� la� Tyr693,� altamente�

conservada�en�todos�los�AstVs�humanos�y�animales�estudiados�hasta�la�fecha.�El�cambio�de�
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este� residuo� tirosina� por� alanina,� e� incluso� por� serina,� que� también� contiene� un� grupo�

hidroxilo� disponible,� resultó� letal� para� la� replicación� de� HAstV,� lo� cual� refuerza� el� papel�

funcional� de� este� residuo� en� la� formación�del� enlace� covalente� al�RNA�vírico.� Resultados�

similares� se� han� descrito� para� poliovirus� (Reuer� et� al.,� 1990),� potyvirus� (Murphy� et� al.,�

1996),�calicivirus�(Mitra�et�al.,�2004),�y�comovirus�(Carette�et�al.,�2001),�para�los�cuales�la�

mutación�del�residuo�serina�o�tirosina�responsable�de�la�unión�al�RNA,�o�incluso�un�cambio�

en�su�posición�dentro�de�la�VPg,�resulta�en�un�fenotipo�letal.��

Al�mismo�tiempo,� los� resultados�obtenidos�con�estas� formas�mutadas�de� la�VPg� también�

apoyarían� la� hipótesis� de� la� participación� de� esta� proteína� en� la� transcripción� del� RNA�

vírico,� puesto� que� los� tránscritos� con� un� análogo� de� CAP� en� el� extremo� 5’� y� con� las�

mutaciones�que�producen�el�cambio�de�aminoácido�en�la�posición�693�no�generaron�virus�

infecciosos� al� ser� transfectados� en� células.� Bajo� estas� condiciones� experimentales,� los�

tránscritos�con�la�estructura�CAP�serían�traducidos�después�de�su�entrada�a�la�célula,�pero�

las� proteínas� VPg� sintetizadas� con� el� residuo� Tyr693� mutado� serían� incapaces� de� asistir� la�

síntesis�de�las�nuevas�moléculas�de�RNA.�

Finalmente,� en� cuanto� al� resto� de� residuos� tirosina� contenidos� en� la� VPg� (Tyr720,� Tyr723,�

Tyr728,� Tyr729� y� Tyr747),� los� resultados� obtenidos� indicaron� que� aquellos� situados� en� las�

posiciones�720,�723,�y�747,�aunque�no�son�críticos�para�la�infectividad�del�virus,�sí�podrían�

resultar�importantes�para�la�eficiencia�del�proceso�de�replicación.�La�recuperación�de�virus�

a�partir�de�los�tránscritos�con�las�mutaciones�que�generan�la�sustitución�de�estos�residuos�

tirosina�por�alanina�fue�menos�eficiente�en�comparación�con�el�tránscrito�salvaje�y�con�el�

resto�de�tránscritos�mutantes.��

Al�alinear�secuencias�de�HAstVs�con�secuencias�de�otros�AstVs�de�mamíferos�y�de�aves�y�

secuencias� de�calicivirus,� se� pudo� observar� que� precisamente� estos� residuos� tirosina� son�

los� que� están� más� conservados.� Así,� el� residuo� Tyr720� muestra� un� elevado� grado� de�

conservación� dentro� de� los� AstVs� de� mamífero� y� los� residuos� Tyr723� y� Tyr747� presentan�

también� un� grado� de� conservación� elevado,� pero� en� este� caso� a� nivel� de� todas� las�

secuencias� analizadas,� con� algunas� cepas� de� AstVs� y� calicivirus� con� sustituciones�

semiconservativas� por� los� aminoácidos� triptófano� y� fenilalanina.� Por� el� contrario,� los�
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residuos� Tyr728� y� Tyr729� muestran� un� nivel� de� conservación� mucho� menor.� Dado� que� las�

tirosinas� son� residuos� potencialmente� fosforilables,� estos� resultados� sugerirían� de� nuevo�

una�posible�regulación�de�la�función�de�la�VPg�según�su�estado�de�fosforilación.�Esto�estaría�

de� acuerdo� con� la� hipótesis� presentada� anteriormente,� basada� en� la� predicción�

computacional� sobre� la� estructura� desordenada� de� la� VPg,� teniendo� en� cuenta� que� el�

proceso�de�fosforilación�suele�ocurrir�en�regiones�desordenadas�y�que� la� fosforilación�de�

este�tipo�de�proteínas�es�importante�para�su�regulación�estructural�y�funcional�(Johnson�&�

Lewis,�2001).�

sí�pues,�el�objetivo�principal�de�caracterización�genética�y�funcional�de� la�proteína�

nsP1a/4� ha� sido� desarrollado,� si� bien� dicha� proteína� ofrece� todavía� muchos�

aspectos�por�determinar,�dada�la�diversidad�de�motivos�y�señales�de�potencial�importancia�

biológica� localizados� en� ella.� No� obstante,� enlazando� los� resultados� obtenidos� en� los�

distintos�estudios�realizados�y�a�modo�de�resumen�global,�podemos�decir�que�se�trata�de�

una�proteína�con�un�elevado�nivel�de�variabilidad�genética�implicada�en�la�replicación�del�

RNA�posiblemente�a�través�de�su�interacción�con�la�polimerasa�vírica.�Esta�interacción�con�

la�polimerasa�se�puede�relacionar�con�la�función�de�VPg�identificada�y�su�potencial�papel�

en�la�transcripción�del�RNA.�Dado�el�carácter�hidrófilo�de�la�proteína�VPg,�es�probable�que�

la� proteína� nsP1a/4� actúe� como� un� precursor� de� ésta,� dirigiéndola� hacia� membranas,�

donde� ocurre� la� replicación� de� virus� RNA� de� polaridad� positiva.� Además� de� la� posible�

función� en� la� transcripción� del� RNA,� los� resultados� obtenidos� también� sugieren� la�

participación� de� la� proteína� VPg� en� la� traducción,� lo� cual� podría� relacionarse� con� la�

estructura� desordenada� de� la� proteína� y� su� potencial� capacidad� de� interacción� con�

múltiples�proteínas,�como�podrían�ser�los�distintos�factores�de�iniciación�de�la�traducción.��

Por� otro� lado,� la� fosforilación� de� la� proteína� nsP1a/4� podría� tener� un� papel� clave� en� la�

regulación� de� su� función,� puesto� que� los� resultados� indican� que� se� trata� de� una�

fosfoproteína� y� la� mutagénesis� de� los� residuos� Tyr720,� Tyr723� y� Tyr747,� potencialmente�

fosforilables,�afecta�la�eficiencia�de�replicación�del�virus.��

En� cuanto� a� la� asociación� entre� la� variabilidad� de� la� región� hipervariable� y� los� distintos�

patrones� de� replicación� descritos� en� estudios� previos,� los� resultados� derivados� de� esta�

A�
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Tesis�Doctoral� indican�que�la�forma�fosforilada�de�la�proteína�nsP1a/4�correspondiente�al�

genotipo�VI�interacciona�más�eficientemente�con�la�polimerasa�vírica,�si�bien�se�desconoce�

el� mecanismo� por� el� cual� esto� se� traduce� en� títulos� superiores� de� RNA� genómico� e�

inferiores� de� RNA� subgenómico� respecto� a� otros� genotipos.� En� cualquier� caso,� estas�

diferencias� observadas� entre� genotipos� sugieren� un� potencial� papel� de� la� región�

hipervariable�en�la�modulación�de�la�interacción�de�la�proteína�nsP1a/4�con�la�polimerasa�

vírica�a�través�de�procesos�de�fosforilación/defosforilación�de�algunos�residuos�críticos.�

Por�último,�si�bien�queda�mucho�camino�por�recorrer,�la�identificación�de�una�proteína�VPg�

esencial�para� la� infectividad�de�HAstV�supone�un�paso� importante�en�el�estudio�del�ciclo�

replicativo�de�estos�virus.�Además,�por�tratarse�de�una�proteína�sin�homólogos�celulares,�

podría� constituir� una� buena� diana� para� el� diseño� de� antivíricos� contra� estos� patógenos�

humanos.��

�
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as�conclusiones�más�relevantes�derivadas�del�desarrollo�de�los�dos�grandes�apartados�

de�objetivos�planteados�al�inicio�de�esta�Tesis�Doctoral�son�las�siguientes:�

5.1 CARACTERIZACIÓN GENÉTICA DE LA PROTEÍNA nsP1a/4 

� La� región� hipervariable� de� la� proteína� nsP1a/4� se� caracteriza� por� la� presencia� de�

numerosas�inserciones�y�deleciones�que�conservan�la�pauta�de�lectura,�así�como�por�

un�gran�número�de�sustituciones�tanto�a�nivel�de�nucleótidos�como�sobre�todo�a�nivel�

de�aminoácidos.�

� La� ratio�Ks/Ka�de� la� región�hipervariable�de� la�proteína�nsP1a/4� refleja�una�elevada�

tolerancia�de�esta�región�a�los�cambios�de�aminoácido�no�sinónimos.��

� El� análisis� filogenético� de� la� región� hipervariable,� teniendo� en� cuenta� las�

inserciones/deleciones� presentes� en� esta� región,� permite� identificar� 12� genotipos�

distintos,� con� distancias� genéticas� intergenotipo� e� intragenotipo� superiores� e�

inferiores�al�10%,�respectivamente.�

� Existe�una�relación�directa�entre�los�niveles�de�virus�excretados�y�el�genotipo�derivado�

de� la� región� hipervariable� del� virus� causante� de� la� infección.� En� las� infecciones�

causadas�por�virus�correspondientes�a�los�genotipos�IV�y�V,�los�niveles�de�carga�vírica�

son�significativamente�superiores�a�los�de�otros�genotipos�estudiados.��

� El�sistema�de�diagnóstico�desarrollado�sobre�la�región�hipervariable�por�RFLP�permite�

detectar� y� caracterizar� la� variabilidad� genética� de� HAstV� y� en� algunos� casos� inferir�

también� la� información� del� serotipo.� Además,� presenta� la� ventaja� frente� a� otros�

sistemas� moleculares� de� permitir� co�detectar� virus� correspondientes� a� distintos�

genotipos�en�una�misma�muestra.�

5.2 CARACTERIZACIÓN FUNCIONAL DE LA PROTEÍNA nsP1a/4 

� La� expresión�de� la� proteína�nsP1a/4� en�células� de� insecto� da� lugar�a� dos� productos�

principales:� una� forma� de� la� proteína� no� fosforilada� y� otra� fosforilada.� No� se� han�

encontrado�diferencias�a�nivel�del�patrón�de�fosforilación�entre�las�distintas�formas�de�

la�proteína�nsP1a/4�correspondientes�a�los�genotipos�IV,�V,�VI�y�XII.�

L�
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� La� proteína� nsP1a/4� se� encuentra� en� forma� de� oligómeros� constituidos�

principalmente�por�las�isoformas�no�fosforiladas.��

� El�dominio�de�oligomerización�se�localiza�entre�los�residuos�176�y�209�de�la�proteína�

nsP1a/4.�

� La� proteína� nsP1a/4� interacciona� con� la� polimerasa,� independientemente� de� su�

estado� de� fosforilación,� en� forma� de� heterodímero.� En� este� aspecto� sí� se� han�

encontrado�diferencias�entre�los�distintos�genotipos�estudiados,�siendo�el�genotipo�VI�

el�que�presenta�una�mayor�interacción�de�la�forma�fosforilada�de�la�proteína�nsP1a/4�

con�la�polimerasa�vírica.��

� El�dominio�de�interacción�con�la�polimerasa�se�localiza�entre�los�residuos�88�y�176�de�

la�proteína�nsP1a/4.�

� Se� ha� identificado� una� proteína� VPg� unida� al� genoma� de� HAstV,� cuya� secuencia�

codificante� se� encuentra� localizada� dentro� de� la� región� codificante� para� la� proteína�

nsP1a/4.�

� Según� las� predicciones� computacionales,� la� VPg� de� HAstV� es� una� proteína�

desordenada,� característica� que� podría� relacionarse� con� la� potencial� capacidad� de�

unión�a�múltiples�proteínas.�

� La� proteína� VPg� identificada� resulta� esencial� para� la� infectividad� del� virus,� con� un�

potencial�rol�tanto�en�la�traducción�como�en�la�transcripción�del�RNA�vírico.�

� La�mutagénesis�del�residuo�Tyr693�de�la�VPg�resulta�letal�para�la�replicación�de�HAstV,�

lo� cual� sugiere� que� se� trata� del� residuo� responsable� de� la� unión� covalente� al� RNA�

vírico.�

� La� mutagénsis� de� los� residuos� Tyr720,� Tyr723� y� Tyr747,� aunque� no� resulta� letal� para� el�

virus,� sí� afecta� a� la� eficiencia� de� replicación.� Dado� que� estos� residuos� son�

potencialmente� fosforilables,� es� probable� que� el� estado� de� fosforilación� de� la� VPg�

juegue�un�papel�en�la�regulación�de�la�función�de�dicha�proteína.��

�
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