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Abstract: The human rotavirus is an icosadeltahedral structure, with a characteristic pattern of a trian
gulation number (T) of 1 3  with a skew symmetry. The inner layer of the rotavirus has 1 32 morphological 
units, with 260 structural units of trimetric sctructure. 1t is possible that the outer layer is a smooth geodesic 
shell. 

Los virus isomórficos ultraestructuralmente 
corresponden a modelos icosadeltaédricos 
(Crick y Watson, 1 956; Gaspar y KIug, 1 962). 
El icosadeltaedro deriva de la subdivisión de 
las caras de un icosaedro en un determinado 
número de triángulos equiláteros, denominado 
índice de triangulación (T). A su vez, el icosae
dro es un sólido de 20 caras triangulares equilá
teras, que delimitan 30 lados y 1 2  vértices, ca
racterizándose esta estructura por presentar los 
ejes de simetría 2, 3 y 5 (Horne y Wildy, 1 96 1 ). 

La envoltura viral o cápside, está constituida 
por unidades morfológicas o capsómeros, 
que a su vez están integrados por unidades 
estructurales y éstas por subunidades. Por cada 
virion isomórfico, existen dos tipos de capsó
meros: pentámeros, que corresponden a arre
glos de cinco unidades estructurales y que se 
localizan en los vértices del icosaedro, por lo 
tanto hay 1 2  pentámeros por virion. El otro 
tipo de capsómero es el hexámero y su número 
depende del índice T del virus analizado. En la 
mayoría de los virus, los hexámeros se localizan 
distribuidos regularmente a partir de los bordes 
de cada una de las caras del virion, siendo posi
ble contar el número de capsómeros localizados 
en el eje que une dos pentámeros vecinos, lo 
que se conoce como índice n. Es posible calcu
lar el número total de capsómeros (N) de un 
virion, aplicando la fórmula : N = l O (n- l )l + 2 
(Horne , 1974). Sin embargo, existen algunos 
ejemplos de virus con simetría obl icua, en los 
cuales no se localizan hexámeros en el eje que 
une dos pentámeros vecinos (Yanagida, 1 977) 
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y por lo tanto, no es posible calcular el índice 
n y obviamente a través de este proceso no es 
posible calcular el número total de capsómeros 
en esos virus. 

El número de capsómeros de un virus se 
puede calcular en forma aproximada, mediante 
el número de capsómeros periféricos (ncp) 
que muestra la partícula, a partir de la fórmu
la: N = (ncp? / 7T (Roseto et al, 1 979). 

A la vez, el número de capsómeros perifé
ricos se puede contar en microfotografías 
procesadas mediante la técnica de re forza
miento de imágenes por rotación (Marhkam 
et al. , 1 963). 

En cuanto a la ultraestructura de rotavirus 
se han hecho varias descripciones, que son 
contradictorias entre sí (Esparza y Gil, 1 978; 
Kogasaka et al , 1 979 ; Martin et al. , 1 975 ; Ro
seto et al , 1 979; Stannard y Schoub, 1 977) 
Sin embargo, hay un acuerdo general en con
siderar que este virus presenta una doble capa 
o cápside, e incluso dos grupos de investigado
res coincidieron en afmnar que la capa exter
na presenta una serie de perforaciones hexago
nales que le brindan un aspecto de panal de 
abejas (Stannar� y Schoub, 1 977; Kogasaka 
et al. , 1 979). Pero en lo referente a la ultraes
tructura de la capa interna, los informes publi
cados discrepan en cuanto al número de capsó
meros, í�dice T e incluso en el número de 
capsómer0s periféricos. En el cuadro 1 se resu
men los 4atos más relevantes de las descripcio
nes ultraestructurales de rotavirus. 
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Este informe pretende dar una visión de con
junto respecto a la ultraestructura de rotavirus, 
empleando varias técnicas de análisis al micros
copio electrónico, que permiten obtener infor
mación complementaria. 

MATERIAL y METODOS 

Virus: Se analizaron muestras de heces posi
tivas por rotavirus, provenientes de nifios con 
diarrea y de terneros. En ambos casos las mues
tras se clarificaron mediante centrifugación 
a 2000 g. durante 30 minutos y luego se con
centraron mediante ultracentrifugación a 
1 00000 g durante una hora. 

Tinción Negativa: Se hicieron extendidos de 
rotavirus sobre láminas de mica y se procesaron 
de acuerdo con la técnica de doble tinción ne
gativa de Horne y Ronchetti ( l974). Las prepa
raciones fueron analizadas en un microscopio 
electrónico de transmisión (MET: Hitachi 
HU- 1 2A). Algunos especímenes fueron foto
grafiados en ángulos de inclinación de 5 ,  1 0  y 
20 grados, respecto al eje del haz de electrones, 
empleando un dispositivo de inclinación (Hita
chi HK 6) adaptado al MET. Además, se anali
zaron los patrones de difracción óptica de al
gunas de esas microfotografías (Klug y Berger, 
1 964; Klug y Rosier, 1 966; Soley et al. . 1 983). 

Refuerzo de imágenes: Los negativos foto
gráficos de viriones sometidos a diversos ángu
los de inclinación fueron impresos según el mé
todo de refuerzo de imágenes por rotación de 
Markham et al . ( l 963). 

Réplicas de platino: Algunos concentrados 
de rotavirus fueron congelados en nitrógeno l í
quido y el agua de las preparaciones se sublimó a 

-90 e durante una hora, en un evaporador de 
metales (Hitachi HU-SS ). Luego los viriones 
fueron sombreados con platino, en un ángulo 
de incidencia de 450 a 1 0-7 torro evaporando el 
metal. Posteriormente la materia orgánica de 
esas preparaciones fue digerida con hipoclori
to de sodio al 1 0%, liberándose así la réplica de 
platino de los viriones, la que fue recogida sobre 
rejillas de cobre para microscopía Y analizada 
en el MET. Además, se fotografiaron viriones, 
inclinando la preparación -5 y + 5 grados, res
pecto a la posición normal, de manera que entre 
ambas micrografías había 100 de diferencia ; 
estos pares de imágenes constituyen estereo 

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

RESULTADOS 

Estructura general : Tanto los rotavirus de 
origen humano como bovino presentaron un 
aspecto idéntico. En ambos casos se observa· 
ron part ículas lisas, cuyo diámetro promedio 
fue de 7 1 ,6 ± 1 ,03 nm y part ículas rugosas de 
6 1 , 1  ± 2,2 nm (Fig. 1 ). A la vez, los viriones 
vacíos cuyo interior fue ocupado por el "co
lorante" electrodenso, mostraron una estructu
ra central hexagonal, compatible con una ar
quitectura viral icosaédrica. 

Número de Unidades Periféricas y número 
total de capsómeros: El análisis de microfoto
grafías procesadas mediante la técnica de re
fuerzo de imágenes por rotación, mostró que 
un mismo virion, fotografiado en diversos án
gulos de inclinación presentaba imágenes claras 
cuando se hacía rotar 20 ó 2 1  veces. En la figu
ra 2 se muestran estos hallazgos: la serie A co
rresponde al virion fotografiado en condiciones 
de operación normal en el MET, o sea sin incli
nación, y muestra que esta partícula presenta 
imágenes claras con 20 y 2 1  giros; en tanto la 
serie B, corresponde al virus inclinado 50, la 
imagen más clara es la de 20 giros, mientras 
que en la serie D, con un inclinación de 200 
la imagen más clara es la de 2 1  giros. De mane
ra que para el mismo virion es posible contar 
20 ó 2 1  unidades periféricas, según el ángulo 
en que se analice . 

El número de capsómeros total (N) se puede 
calcular a partir del número de capsómeros 
perifélicos (ncp), suponiendo que é�te repre
senta un promedio entre 20 y 2 1 ,  obteniéndo
se un valor de 1 33 ,8 cuyo valor más cercano al 
número de capsómeros de una estructura icosa
deltaédrica es 1 32 (Roseto et al . •  1 979). Ade
más, si se calcula el índice de triangulación a 
partir de 1 33 ,8 capsómeros, aplicando los prin
cipios de cuasiequivalencia de Gaspar y Klug 

( l 962), según la fórmula T = (N. 1 2) ó + 
{ l 2 .S)f 60 (Home, 1974); se obtiene un va
lor de 1 3 . 1 ; que sería equivalente a 1 3 ,  que 
corresponde al índice de triangulación de un 
virion de si�etría obl ícua, con una cápside 
integrada pOD 1 32 capsómeros. 
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hg. l .  Tinción negativa d e  rotavirus, A .  Grupo d e  viriones lisos o cOrnpletos, o sea que presentan cápsida interna y 
ex terna. B. Viriones rugosos, han perdido la capa externa, por lo cual presentan un borde dentado, conferido por los 
capsómeros de la cápsida interna. La flecha señala un virión liso. (Barra = 100 mm). 
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Estructura de los capsómeros: Los capsó
meros están integrados por cinco o seis unida
des estructurales dispuestas alrededor de un 
agujero central cuyo diámetro promedio es 
3 ,7 ± 0,9 nm. El análisis por difracción óptica 
de fragmentos de virus muestra claramente 
el patrón hexamérico de los capsómeros, tal 
como se ilustra en la figura 3. A la vez, las uni
dades estructurales están integradas por tres 
subunidades. 

Réplicas de platino: Mediante este proceso 
se obtienen imágenes de aspecto tridimensional 
que corresponden a una sola cara del virion, 
obviando así el problema de las imágenes de 
"moire". En estas microfotografías se aprecia 
claramente la disposición de los hexámeros 
entre dos pentámeros vecinos, cuyo patrón 
es : 

6 6_6-5 5- -
(Fig. 4). O sea, los hexámeros están desplazados 
en aproximadamente - 1 4  grados respecto al 
eje de los pentámeros, disposición que corres
ponde a un icosadeltaedro T - 1 3  (Yanagida, 
1 977). 

Por otra parte, el análisis de imágenes este
reoscópicas, muestra una serie de estructuras 
rombales, en la superficie del virion que corres
ponden a dímeros de unidades estructurales, 
pertenecientes a dos capsómeros vecinos, como 
se aprecia en la figura 5 .  

E n  cuanto a l a  capa externa, nuestros ha
llazgos indican que su espesor es de aproxima
damente 1 0  nm y su superficie externa es li
sa, no fenestrada, como puede apreciarse en las 
réplicas de plantino. 

DISCUSION 

Los trabajos previos sobre la ultraestructura 
de rotavirus presentan discrepancias, que en 
parte pueden explicarse por artificios propios 
de las imágenes obtenidas al microscopio elec
trónico mediante tinción negativa, como son 
las imágenes de "moiré" (aster, 1 968 ; Roseta 
et al. , 1 979). O bien, esas discrepancias son de
bidas a la estructura oblícua de los rotavirus 
per se. Entre los aspectos contradictorios figu
ra el número de capsómeros periféricos del 
virion ; así, dos grupos de investigadores infor
maron el hallazgo de 20 unidades (Martin et 
al. , 1975 ;  Kogasaka et al , 1 979), mientras que 
Esparza y Gil (1 979) calcularon 2 1  unidades. 

Aparentemente, esa disensión en el recuento 
se debe al ángulo de inclinación del virion ana
lizado, tal como desmostramos al analizar el 
número de capsómeros en un mismo virion so
metido a diversos ángulos de inclinación. Sin 
embargo, no debe omitirse que el método de 
refuerzo de imágenes por rotación, empleado 
para calcular el número de unidades periféricas, 
es un proceso artificioso de fotografía, que 
puede inducir errores. 

En los modelos ultraestructurales propues
tos previamente para rotavirus, se encontraron 
valores de n = 3, n = 4, n = 5 .  Sin embargo, en 
una estructura icosadeltaédrica obl ícua T = 1 3 ,  
tal como proponemos para rotavirus, no es po
sible calcular el índice n, ya que los hexámeros 
localizados entre dos pentámeros vecinos, es
tán en un eje desplazado en - 1 40 con respecto 
al eje que une ambos pentámeros, o sea en una 
disposición 

5_6_6_6-5 
De manera que el número total de capsómeros 
no se puede calcular en este modelo, basándose 
en el índice n (Fig. 6). 

El problema de las imágenes de "moiré" 
puede observarse mediante el análisis de patro
nes de difracción óptica y reconstrucción de 
imágenes a partir de patrones ftltrados. Sin 
embargo, en el caso de rotavirus los patrones 
de difracción fueron muy complejos, debido a 
la convulución de los patrones correspondien
tes a hexámeros y pentámeros (Sale y et al. , 
1 9 83). No obstante, analizando el patrón de 
difracción de fragmentos de rotavirus, se 
dilucidó claramente la estructura hexamérica 
de algunos capsómeros. 

Otro método para eliminar las imágenes 
de "moiré",  es analizar réplicas de platino 
obtenidas de viriones (Roseta et al. , 1 979); 
con este método se obtienen imágenes claras 
correspondientes a la cara superior del virion, 
ya que es la única superficie de la partícula 
recubierta por el platino. El análisis de ré
plicas permitió identificar al menos dos pen
támeros en cada part ícula de rotavirus, que 
mostraron una disposición de capsómeros 
compatible con un patrón de simetría T = 1 3 , 
como hab ía propuesto Roseta et al. , (1 979). 
Sin embargo, la estructura de la capa externa 
apareció lisa y no fenestrada, contrario a lo 
que otros autores habían propuesto (Stannard 
y Schoub, 1 978;  Kogasaka et al. , 1 979 ; Rose
ta et al. , 1 979). 
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Fig. 2. Arreglo fotográfico de una partícula de rotavirus. La columna de la izquierda corresponde a micrografías to
madas directamente al microscopio electrónico. A. En condición normal. B, e y D. Inclinando la preparación 5 ,  1 0  y 
20 grados respectivamente. Las columnas central y derecha corresponden a fotografías procesadas según la técnica 
de reforzamiento de imágenes por rotación. La columna central corresponde a 20 giros y la derecha a 2 1  giros. 
Nótese que la foto A- l muestra un perfil claro, indicando que el virión presenta 20 estructuras periféricas. No obs
tante la misma part ícula inclinada 20 grados (Fig. D-2) presenta 2 1  unidades periféricas. (Para más detalles ver el 
texto). 
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Fig. 3.A. Fragmentos de cápsida de rotavirus (tinción negativa) que muestran un arreglo de capsómeros hexaméricos. 
En la figura B se muestra uno de los segmentos a mayor magnificación. La fotografía C corresponde al patrón de di
fracción del fragmento de la foto B; obsérvese el patrón claro que indica un arreglo de seis unidades coordinadas, que 
confirma la estructura hexamétrica. (Para mayor información consultar la referencia de So ley et al. 1 983). 

CUADRO 1 

Análisis ultraestructural de la cápsida interna de rotavirus 

No. de capsómeros Indice de No. de unidades No. de capsómeros Referencia 
(o agujeros) triangulación periféricas (o huecos) en el 

(T) borde (n) 

32 3 20 ni Martín et al. , 1 975  

1 80 9* ni 4 Stannard y Schoub. 1 97 7  

1 6 2  1 6  2 1  5 Esparza y Gil. 1 978  

42  4 20 3 Kogasaka et al. , 1 97 9  

1 3 2  1 3 * *  n i  n i  Roseto e t  al. , 1 979 

1 32 1 3* *  2 0  o 2 1  * * *  Presente trabajo 

ni No informado 

* Dato obtenido del número de agujeros observado en el virión 

* . Icosadeltaedro oblícuo 

• • •  No es posible calcular el índice n en  el modelo oblícuo 

Arquitectónicamente los rota virus corres
ponden a estructuras icosadeltaédricas obl ícuas, 
con un índice de triangulación de 1 3  en tal 
forma que el virion está integrado por 32 cap
sómeros, de los cuales 1 2  son pentámeros y 
1 20 hexámeros. Esos capsómeros están forma
dos por arreglos de 5 ó 6 unidades estructurales, 
dispuestas alrededor de un agujero y esas uni
dades estructurales son compartidas por los 
capsómeros vecinos, formando dímeros rom
bales; así el virión está integrado por 260 uni
dades estructurales, las que presentan un carác
ter trimérico, de manera que el virion tiene 760 

subunidades, tal como corresponde al análisis 
matemático de una estructura icosadeltaé
drica de T = 1 3  (Caspar y Klug, 1 962). 

Como conclusión, el empleo conjunto de va
rios métodos de análisis ultraestructural de 
virus, aplicados a la microscopía electrónica, 
como son : tinción negativa, rotación de Mar
kham, difracción óptica y réplicas de platino. 
permitió confirmar uno de los patrones ultra
estructurales propuestos para rotavirus, y a la 
vez discernir los posibles errores que indujeron 
los resultados conflictivos de otras investigacio
nes. 
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Fig. 4. R�pliL"as de platino. Las dos micrografías superiores fueron fotografiadas inclinando la preparación -5 + 5 
grados, constituyendo un par estereoscópico. Su observación a través de un anteojo estéreo permitirá apreciar los 
virioncs tridimensionales. pudiendo deducirse fácilmente su patrón estructural. 
La fotografía inferior corresponde al grupo de viriones señalado. Se han indicado los pentámeros identificados en 
esas partículas, selialando con un círculo negro la unidad (agujero) central de cada pentámero. La lÍnea interrum
pida indica el borde del icosadeltaedro, nótese q ue los hexámeros (círculos blancos) están desplazados de ese eje, 
por lu que no es pusible calcular el Índice n en este virus. 
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Fig. 5. Réplicas de platino. En el virión encerrado en un círculo se pueden apreciar fácilmente las formas rombales 
delimitadas por los agujeros de la cápsida. Esas formas corresponden a d ímeros de unidades estructurales. (Para más 
detalle ver el texto). 

T=4 (n=3)  T=9 (n=-4) T= 1 6  (n= 5 )  T= 1 3  
Fig. 6. E squema de una de las caras triangulares de un icosadeltaedro T = 4 ,  T = 9, T = 1 6  y T = 1 3. En los tres pri
meros es posible indicar el índice n (número de capsómetros localizado entre dos pentámeros), que representa el 
número de unidades en cada borde del modelo icosadeltaédrico ; lo que no es posible calcular en el modelo T = 1 3  
debido a la localización desfazada d e  los hexámeros respecto al eje que une dos pentámeros. También. e s  posible no
tar como a medida que aumenta el índice T, las caras triangulares de un icosaedro se acercan más a una estructura de 
triángulO equilátero ; en tanto, para índices de triangulación muy bajos (T = 4) corresponden a triángulos esféricos. 
de donde el modelo viral sería más una esfera geOdésica que un icosadeltaedro. 

RESUMEN 

Los rotavirus humanos corresponden ultra
estructuralmente a un modelo icosadeltahé
�rico,_ .con un patrón de simetría característico 
de un número de triangulación (T) de 1 3 , 

oblicuo. La capa interna del virus tiene 1 32 
unidades morfológicas, integradas por 260 
unidades estructurales de carácter trimérico. 
Es posible que la capa interna corresponda a 
un domo geodésico liso. 
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