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El mundo nanoscopico
de los virus
a través de la luz

Los virus, a pesar de ser sistemas bioldgicos pequerios acelulares, desempefian roles
fundamentales en los ecosistemas y la medicina. Investigarlos no ha sido una tarea facil;
sin embargo, utilizando las propiedades de la luz en técnicas de microscopia avanzada,
como la microscopia de superresolucion, storm, hemos podido adentrarnos en el mundo
nanoscapico de los virus y comprender su complejidad estructural y funcional.

Introduccion
os virus son entidades biolégicas infecciosas acelulares que carecen de pro-
cesos metabdlicos y maquinaria para sintetizar protefnas, por lo que tampoco
poseen la capacidad de replicarse por si mismos. Los virus llevan a cabo
funciones de gran importancia en el mundo que nos rodea, y s6lo una pequefia por-
cién de la diversidad viral causa enfermedades. Por ejemplo, los virus participan en
el control natural de las poblaciones para limitar su sobrecrecimiento, como es el
caso de los fagos con las bacterias, y en los ciclos nutrimentales de los ecosistemas,
aumentando la productividad y su funcionamiento en general. En el 4mbito médi-
co, se han utilizado para el desarrollo de vacunas, antivirales y tratamientos como
la terapia génica. Ademds, mediante transferencia de genes o mutaciones, los virus
pueden modificar el genoma del hospedador, creando variacién y biodiversidad ge-
nética. Asf, los virus desempefian funciones que van desde las m4s sencillas, como
formar parte de los microbiomas, hasta las m4s complejas, en términos evolutivos.
Los virus pueden presentar distintos grados de complejidad. En esencia, es-
tdn compuestos por un genoma de ADN o0 ARN, de cadena simple o doble —lineal
o circular—, protegido por una c4pside formada por protefnas. En algunos casos, la
cdpside se encuentra rodeada por una bicapa lipidica derivada del hospedador,
denominada envoltura. De acuerdo con la presencia o ausencia de esta envoltura,
los virus se clasifican como envueltos o no envueltos. A partir de esta estructura
bésica, la diversidad viral se manifiesta en la amplia variedad de tamafios, formas,
geometrias y composiciones moleculares que presentan.
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Caracteristicas estructurales y componentes de los virus.

B Microscopia electrénica: revelando el mundo

® invisible de los virus

B Debido a su tamafio nanoscépico, los virus dificil-
mente pueden ser observados mediante un microsco-
pio éptico convencional. El primer virus descubierto
fue el virus del mosaico de tabaco (TmMv) en 1892
(Ivanowski, 1892), pero no fue sino hasta 1935
cuando se publicaron las primeras micrografias del
™V (Stanley, 1935) y en 1939 se convirtié en el
primer virus en ser observado por microscopia elec-
trénica de transmisién (TEM, por sus siglas en inglés)
(Kausche y cols., 1939), un tipo de microscopia que
emplea electrones, con la resolucién suficiente para
observar virus.

El primer microscopio de TEM fue desarrollado
en 1930 y destacaba por tener una resolucién mu-
cho mayor que los microscopios 6pticos de la épo-
ca. Afios después se introdujo la tincién negativa,
la cual permitié contrastar la muestra con el fondo
y detectar virus en muestras liquidas, arrojando in-
formacién sobre la morfologia, simetria y el arreglo
de la cdpside. Gracias al progreso en TEM se logré
el descubrimiento de virus de importancia clinica
como los adenovirus, enterovirus, paramyxovirus y
reovirus, entre otros.

La TEM moderna tiene el poder resolutivo sufi-
ciente para permitirnos ver hasta las estructuras
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biolégicas mds pequefias, como los virus. Es amplia-
mente utilizada para analizar la ultraestructura de los
virus y conocer nuevos aspectos del ciclo viral en
una célula infectada.

Actualmente TEM sigue siendo el estdndar de oro
para visualizar la estructura viral; no obstante, una
de las limitaciones de TEM es que requiere utilizar
muestras fijadas y no vivas, lo cual nos aleja de ob-
servar a los virus en sus condiciones mds nativas y
dindmicas. También resulta complicado identificar
protefnas individuales en virus mediante TEM, por lo
que es dificil determinar qué protefnas estan forman-
do las estructuras nanoscépicas observadas.

® Microscopia optica y fluorescencia: iluminando el
® mundo oculto de los virus
= La microscopia éptica es una excelente herramien-
ta para observar sistemas biolégicos en un ambiente
dindmico, ya que no es necesario fijar la muestra y
permite visualizar fenémenos dindmicos. Se trata de
una técnica que no es invasiva y no dafia al espéci-
men. Sin embargo, posee importantes limitaciones
que restringen la visualizacién de muestras a escalas
nanométricas.

En todas las técnicas de microscopia existe un li-

mite inferior en cuanto al tamafio de los detalles que



pueden ser discernidos, llamado limite de resolucién
espacial. Si la muestra es menor a este limite, enton-
ces no puede ser vista con claridad. En el caso de la
microscopfa éptica esto se debe a que la luz viaja en
forma de onda y por lo tanto solamente puede ser
enfocada en regiones determinadas cuyo tamafio no
sea inferior a la mitad de la longitud de onda de Ia
luz. De esta manera, la resolucién espacial en la mi-
croscopia Optica se encuentra limitada por la longi-
tud de onda de la luz, y los detalles a menores distan-
cias no pueden ser distinguidos. Este es un principio
fisico y no estd asociado al tipo de microscopio de luz
utilizado. El limite de difraccién de la luz aplica para
microscopios sencillos de epifluorescencia, asf como
para modernos microscopios confocales.

Hace algunos afios, pensar en observar virus em-
pleando microscopfa de luz hubiera parecido inima-
ginable. Sin embargo, la microscopia de fluorescen-
cia (un tipo de microscopia éptica) ha revolucionado
nuestra manera de observar el mundo nanoscépico
de los virus.

La microscopfa de fluorescencia es una técnica
clave para los cientificos que estudiamos los sistemas
vivos e incluso aquellos que se consideran “no vivos”,
como los virus. Esta técnica nos permite visualizar
estructuras y procesos biolégicos con una alta espe-
cificidad y sensibilidad, conservando las propiedades
biolégicas de la muestra. Su principal herramienta es
el uso de fluoréforos, moléculas que tienen la capa-
cidad de emitir luz cuando son excitadas por una fuen-
te de luz. Los fluoréforos pueden emplearse para reali-
zar el marcaje especifico de protefnas, 4cidos nucleicos
como el ADN 0 el ARN, asf como otros componentes es-
tructurales como las membranas lipidicas en los virus.

Existen miiltiples maneras de aprovechar la fluo-
rescencia segtn los diferentes tipos de microscopia.
Algunos ejemplos son la microscopia de epifluores-
cencia y confocal, técnicas convencionales que es-
tan limitadas en resolucién y donde objetos meno-
res a 200 nm (como los virus) serfan imposibles de
observar. Sin embargo, la microscopia de superreso-
lucién permite incrementar entre 10 y 20 veces la
resolucién espacial de la microscopfa de luz conven-
cional, facilitando la observacién de estructuras de
20 nm o0 menos.

El mundo nanoscopico de los virus a traves de la luz

= Microscopia de superresolucion: reconstruyendo
= virus una molécula a la vez

B La microscopfa de superresolucién representa un
conjunto de técnicas que han revolucionado la bio-
logfa al romper la llamada “barrera de difraccién” de
la luz (Jacquemet y cols., 2020). Con la microsco-
pia de superresolucién, los cientificos podemos seguir
de cerca el proceso de infeccién, desde el momento
en que un virus se adhiere a la membrana celular,
hasta su entrada y replicacién dentro de la célula.
Esto no sélo ayuda a entender mejor cémo los vi-
rus logran evadir el sistema inmunoldgico, sino que
también permite identificar puntos criticos en su
ciclo de vida que podrfan ser vulnerables a nuevos
tratamientos antivirales.

Cada técnica de microscopia de superresolucién
tiene sus propias caracteristicas y aplicaciones. Pero
particularmente una de ellas ha llevado a los cienti-
ficos a superar los limites de resolucién en algo que
pareciera inimaginable. Esta técnica es la micros-
copfa de reconstruccién dptica estocdstica (STORM),
la cual localiza moléculas fluorescentes individuales
en multiples imdgenes para reconstruir una imagen
de alta resolucién, una molécula a la vez.

La técnica sTorM ha revolucionado la virologfa
al permitir la visualizacién de protefnas individua-
les en virus, revelando su organizacién con una alta

precisién. Con sTorM, podemos encender y apagar
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Fundamento de la técnica de storm (A) y su uso en la localizacién de protefnas estructurales individuales para la reconstruccién de un mapa de
distribucidn de proteinas estructurales individuales en virus (B). Véanse también los videos 1y 2.

fluoréforos individuales de forma aleatoria. Al adqui-
rir imégenes en el tiempo de estos pasos de encendido
y apagado (llamados parpadeos), es posible reconstruir
la distribucién espacial de proteinas virales de interés
con gran precisién, molécula por molécula, tal y como
se ejemplifica en la Figura 2 (Videos 1 y 2).

Esta capacidad para observar protefnas indivi-
duales dentro de un virus ha sido crucial para en-
tender como éstas interactdan entre si. Por ejemplo,
en el estudio de herpesvirus, storm ha revelado la
organizacién de las diferentes capas de proteina del
virus, incluyendo proteinas asociadas a la envoltura
y proteinas que se encuentran entre la cdpside y la
envoltura (Laine y cols., 2015). sTorM también ha
ayudado a explicar el ensamblaje del virus de inmu-
nodeficiencia adquirida humana (vix) y los cambios
que sufre durante su maduracién (Buttler y cols.,
2018). Otros virus de importancia médica para hu-
manos como SARS-CoV-2 e influenza han sido estu-
diados para obtener informacién sobre su tamafio
y la distribucién de sus proteinas estructurales. Es-
tos estudios han permitido demostrar, por ejemplo,
que existe una mayor simetrfa en la distribucién
espacial de proteinas de la envoltura en el virus de
sars-CoV-2, comparado con el de influenza (Mc-
Mahon vy cols., 2023).

Ademids de proporcionar informacién bdsica so-
bre la biologfa de los virus, sTorM tiene implicacio-
nes practicas significativas. Al entender mejor la
organizacién y funcién de las proteinas virales, los

cientificos podemos identificar nuevas técnicas para
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el desarrollo de medicamentos antivirales y disefiar
estrategias mds efectivas para interferir con el ciclo
de vida del virus. Asimismo, el uso de sTORM para
analizar miles de particulas virales individuales nos
permite entender la heterogeneidad morfolégica
viral, identificar malformaciones virales o virus sin
contenido genético (vacios), estudiar con detalle el
anclaje de virus a la célula hospedera y seguir paso a

paso la morfogénesis viral.

= Resolviendo la nanoarquitectura de los baculovirus
B Nuestro grupo de trabajo es pionero a nivel mun-
dial en el uso de sTorRM para estudiar la distribucion
espacial de proteinas estructurales en baculovirus in-
dividuales. Los baculovirus son virus que infectan de
manera selectiva a insectos.

La historia del descubrimiento de los baculovirus
estd relacionada con el desarrollo de la industria de
la seda en China, hace mas de 5000 afios. En esas
épocas la seda era moneda de cambio a nivel mun-

dial (Xeros, 1952).

La produccién de seda se llevaba a cabo mediante el
cultivo de la oruga o gusano de la seda llamado Bombix
mori. En algunos periodos, los cultivos del gusano eran
totalmente destruidos por un enemigo invisible: el ba-
culovirus (Xeros, 1952). Asi fue como afios después,
mediante el uso de la microscopia de TEM, se descubrié

que estos virus infectan y matan al gusano de la seda

(Xeros, 1952).





El mundo nanoscopico de los virus a traves de |a luz - mm m—

Los baculovirus, en combinacién con el cultivo
de células de insecto aisladas de la oruga Spodoptera
frugiperda, han permitido desarrollar un nuevo siste-
ma de expresién de proteinas en células eucarion-
tes. Este sistema es utilizado actualmente para la
produccién de una gran cantidad de vacunas y pro-
tefnas recombinantes de uso médico y biotecnolé-
gico, principalmente porque el baculovirus es muy

facil de manejar a nivel molecular para generar bacu-
lovirus recombinantes que expresen proteinas de in-
terés biomédico. Ademads, los baculovirus producen
una gran cantidad de proteina recombinante en las
células de insectos en cultivo. Por todo lo anterior,
los baculovirus se han utilizado por los dltimos 30
afios para la produccién de proteinas recombinantes
de interés biotecnoldgico y médico. Un sinnimero de
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vacunas modernas se produce en el sistema de expre-
sién de baculovirus y células de insecto en cultivo.

Los baculovirus resultan ser una excelente he-
rramienta para conocer el mundo nanoscépico de
los virus con mayor profundidad. Su forma alarga-
da como la de un bastén con un tamafio de entre
250 y 400 nm de largo, su facil amplificacién y pu-
rificacién a partir de células de insecto en cultivo y
la capacidad de manipularlos genéticamente son
s6lo algunas de las enormes ventajas que ofrece el es-
tudio de estos virus mediante microscopia de STORM.

Nuestro estudio se ha centrado en entender cémo
se distribuyen las protefnas estructurales a lo largo
de estos virus. Para lograrlo, utilizamos la técnica de
STORM, que nos permite observar la disposicién
de estas protefnas con una alta precisién.

Uno de los hallazgos mis interesantes de nuestra
investigacién es el descubrimiento de que algunas

protefnas estructurales de baculovirus se distribuyen de

TEM

forma polarizada en el virus, mientras que otras se
distribuyen de forma homogénea a lo largo del virus.

Para lograr observar proteinas estructurales me-
diante sTorM, hemos realizado el marcaje de la
protefna llamada E25 con una proteina verde fluo-
rescente (EGFP). E25 es una proteina de la que se
sabe muy poco; sin embargo, con sTorRM hemos
podido mapear su distribucién a lo largo del virus
y comenzar a sugerir posibles funciones con base en
esta distribucién. Ademds, podemos contrastar su
distribucién con proteinas de localizacién y funcién
conocida, como es el caso de la proteina GP64, una
protefna que participa activamente en los mecanis-
mos de infeccién de la célula hospedera y que es
bien conocida por tener una distribucién polarizada
en el baculovirus. Con la técnica de sTormM hemos
corroborado observaciones previas donde mediante
microscopia electrénica (TeEm) se habfa demostrado
que la proteina GP64 se localizaba en un polo del
baculovirus. Esta es la primera vez que se puede
observar mediante microscopia de luz (en este caso
sTorM) la distribucién polarizada de GP64 (Figu-
ra 3 y Video 3).

Estos descubrimientos no sélo profundizan nues-
tro conocimiento sobre la biologfa de los baculo-
virus, sino que también tienen implicaciones para
el disefio de nuevas herramientas biotecnoldgicas.
Comprender la organizacién nanoscépica de las pro-
tefnas en los baculovirus puede ayudar a mejorar su
eficiencia como plataformas para la produccién de
protefnas recombinantes y el desarrollo de nuevas
terapias basadas en esta tecnologfa.

Nuestra investigacién destaca la importancia de
la microscopfa de superresolucién en la biologia

de virus y abre nuevas avenidas para el desarrollo de

Envoltura [E25

100 nm

La microscopia de superresolucién storv permite mapear la distribucién nanoscépica de proteinas estructurales en particulas individuales de
baculovirus. En este caso particular se muestra la distribucion polarizada de GP64, asi como la distribucién homogénea de E25-EGFP. El dibujo de la derecha
muestra el modelo y representa la distribucion de estas dos proteinas en baculovirus individuales.
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aplicaciones biotecnoldgicas basadas en baculovirus.
Estamos entusiasmados con los futuros avances que
estos hallazgos podrian desencadenar en el campo
de la biotecnologia y la virologia. A medida que la
tecnologia avanza, sigue prometiendo revelar nue-
vas perspectivas sobre estos enigmdticos y poderosos
agentes infecciosos, ahora visibles gracias a la mi-
croscopia de superresolucién vy, en particular, a los
avances en la manipulacién de la luz y de superre-
solucion.
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