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RESUMEN. 
 

Las VLPs son cápsides virales idénticas a los viriones nativos sin contener material 

genético, conservando sus características intrínsecas como el tamaño, tropismo 

celular y antigenicidad. Las VLPs tienen diversas aplicaciones, entre las que 

destacan su capacidad para la generación de vacunas, su efectividad para 

transportar moléculas bioactivas, y su eficiencia en la entrega de dichas moléculas 

a tejidos específicos.  

El parvovirus B19 (B19V) es de interés biotecnológico para la generación de VLPs 

funcionalizadas. Las cápsides del B19V son icosaédricas, con diámetro de 20-25 

nm, y están compuestas de 60 subunidades proteicas, de las cuales la proteína VP2 

aporta el 95% del total de la cápside y la proteína VP1 el 5% restante. Ambas 

proteínas difieren únicamente en 227 aminoácidos, presentes en el extremo N-

terminal de la proteína minoritaria VP1, a esta región se le ha denominado región 

única de VP1 o simplemente VP1u. La proteína VP2 tiene capacidad de auto 

ensamblarse generando VLPs, tanto in vivo como in vitro, situación que la proteína 

VP1 no logra realizar eficazmente in vivo.  

Se sabe que la proteína minoritaria VP1 es crítica para el correcto tropismo e 

internalización celular. El mecanismo por el cual VP1 concede la entrada a las 

células aun no se logra dilucidar completamente. No obstante, se sabe que VP1u 

presenta un dominio de unión a receptor, el cual promueve un cambio 

conformacional en la VP1u al interaccionar con su receptor (aún desconocido), 

exponiendo el siguiente motivo, conformado por el tripéptido (RGE), el cual 

interactúa con la integrina 51. Esta integrina está involucrada directamente en la 

internalización de los viriones a las células blanco. La región VP1u presenta 

actividad intrínseca de fosfolipasa tipo 2, que se expone después del primer 

contacto con el receptor y facilita la liberación de los viriones del lisosoma.  

En este trabajo se exploró la formación in vitro de VLPs a partir de VP1. Nuestros 

resultados demuestran que VP1, por sí sola, forma VLPs, y además se puede co-

ensamblar con VP2 en diferentes proporciones. Se evaluó el correcto plegamiento 

de VP1u por su actividad de fosfolipasa, y por su capacidad de promover la 

internalización de VLPs de B19V en células HepG2 (hepatocarcinoma), 

encontrando en ambos casos que VP1u es funcional. Este trabajo provee 

información relevante sobre VP1 y amplía el abanico de posibilidades de 

funcionalización de las VLPs de B19V, para que puedan ser aplicadas como 

plataforma novedosa en terapias sitio específicas para el tratamiento de 

enfermedades hepáticas.
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INTRODUCCIÓN.  

 

Eritroparvovirus I de primate (B19V). 

El Eritroparvovirus I de primate, generalmente conocido como parvovirus B19 

(B19V), es parte de la familia Parvoviridae y se clasifica dentro del género de los 

Erytrovirus [1,2]. Esta familia incluye virus cuyo cromosoma consiste en una cadena 

sencilla de ADN lineal, encapsulada en cápsides icosaédricas de entre 20 y 25 nm 

de diámetro. El B19V infecta principalmente a niños y adolescentes en edad escolar 

(5 a 14 años), provocando el llamado eritema infeccioso. Además, casusa poli-

artropatía en adultos, crisis agudas de aplasia en pacientes con anemia hemolítica 

crónica, y anemia crónica en pacientes con inmunosupresión. Durante el embarazo, 

adicionalmente, el virus puede provocar hidropesía fetal con la posible muerte del 

producto. La infección por B19V se transmite principalmente por vía respiratoria [1, 

2, 3]. La producción de anticuerpos IgM comienza a los 12 días de infección y 

persisten por aproximadamente 3 meses. Los anticuerpos específicos IgG aparecen 

varios días después de la producción de IgM y permanecen de por vida protegiendo 

al individuo de subsecuentes infecciones [4]. 

La cápside del B19V está compuesta por 60 copias de dos proteínas estructurales: 

VP1 y VP2. La proteína VP1 cuenta con 781 residuos de aminoácidos (AA.) con un 

peso molecular de 83 kDa, constituye el 5% de la masa total de la cápside y está 

directamente asociada a la interacción celular; mientras que la proteína VP2 consta 

de 554 AA. (58 kDa), aporta el 95% restante de la cápside y se asocia al 

reconocimiento antigénico mediado por IgM. Ambas proteínas son idénticas, a 

excepción de una región adicional de 227 AA. en el extremo N-terminal de VP1, 

conocida como “región única de VP1” (VP1u). La parte estructural de ambas 

proteínas es la región VP, formada por un barril beta con ocho hebras beta 

conectadas por asas proyectadas al exterior de la cápside, las cuales determinan la 

topografía y estructura específica de este virus. Debido a la frecuencia tan pequeña 

de VP1 en la cápside, la estructura de VP1u es aún desconocida [1, 2, 3, 4]. 

Las cápsides de diferentes parvovirus son similares en tamaño y estructura, y por 

tanto en las características de sus superficies, por lo que comparten algunas de las 

interacciones moleculares con las células hospederas [5,6,7,8]. La Figura 1 muestra 

el modelo cristalográfico de la cápside del B19V (PDB 1s58) comparado con las 

estructuras cristalográficas del virus adeno-asociado (AAV-2), PDB 6ih9; el 

parvovirus diminuto de ratón (MVM), PDB 4zpy; y el parvovirus felino (FPV), PDB 

1c8e.  
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Fig.1 Comparación del modelo de la cápside del parvovirus B19 PDB 1s58 contra las cápsides de los parvovirus 

AAV-2 PDB 6ih9 (cian), FPV PDB 1c8e (lila) y MVM PDB 4zpy (amarillo). 

 

Todas las cápsides de los parvovirus están compuestas por subunidades proteicas 

que presentan un barril β sumamente conservado, y regiones hipervariables (asas) 

conectadas a las ocho hebras del barril β (Fig. 2) [1, 3, 5]. Estas asas son 

precisamente las que confieren diferencias topologías a las cápsides de los 

parvovirus, aportando a cada uno receptores celulares y grado de antigenicidad 

específicos [3]. En el modelo cristalográfico de la cápside del parvovirus B19 (Fig. 

1), reportado por Kaufmann en 2004, se logró dilucidar la densidad electrónica de 

la mayor parte de la proteína estructural VP2, con excepción de 13 residuos (301-

313) que forman una de las asas con mayor movilidad, ubicada cerca al eje de 

simetría de orden 3, y la densidad de 18 aminoácidos del extremo N-terminal. Esto 

último suele ocurrir con algunas estructuras cristalográficas de otros parvovirus, 

probablemente porque su posición varía en cada monómero [5, 9].  

En la Figura 2 se observa un análisis de conservación del modelo cristalográfico de 

la proteína estructural VP2 del B19V contra proteínas estructurales de otros 

parvovirus [10, 11]. Es clara la alta conservación del barril β, como se ha reportado 

para diferentes parvovirus como el AAV-2 y el MVM [9]. Se observa además la 

conservación de algunos segmentos de las asas (loops) que forman el eje de 

simetría de orden 3: las asas 3 y 4 del segmento GH, el asa 1 del segmento BC y 

otra porción del segmento GH; regiones que tanto en el B19V como en otros 

parvovirus podrían estar fuertemente asociadas al ensamble de las cápsides o 
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formar parte de los dominios de unión a receptores celulares, lo que justamente en 

el B19V se sugiere ocurre en las protuberancias generadas en este eje de simetría.   

 

 

Es importante destacar que el análisis de conservación se llevó a cabo solo con 8 

secuencias, entre las que se encuentran la secuencia de la proteína integral del 

parvovirus de macaco, chimpancé, bovino, etc. usando el algoritmo HMMER [10, 

11]. Adicionalmente, se sabe que la proteína estructural del AAV-2 presenta un 

RMSD de 1.8 Å al alinearla con la proteína VP2 del B19V, compartiendo 400 C 

equivalentes, lo que representa el 77% de la estructura [5]. En ambos viriones el 

poro presente en el eje de simetría de orden 5 es generado por el asa DE, este eje 

de simetría es homólogo a los presentes en FPV y MVM (Fig. 1) [5, 9]. Sin embargo, 

en el B19V el pico del asa DE se ve orientado hacia el centro del canal, donde 5 

treoninas equivalentes (Thr135) y no conservadas (Fig. 2) generan una compuerta 

polar sin carga al final del canal de aproximadamente 9 Å de diámetro. Esto 

contrasta con el poro de 18 Å del AAV-2 generado por el Asn189, o el poro de 14 Å 

del FPV generado por la Thr158 [5].  

La proteína VP1 comparte la región VP con la proteína VP2, adicionando en su N-

terminal 227 AA. los cuales conforman la región única de VP1 (VP1u). Dentro de 

Fig. 2. Análisis de conservación de VP2 mediante el servidor Consurf. En azul las regiones poco 

conservadas y en rosa las regiones mayormente conservadas. El alineamiento se realizó contra 8 

secuencias con un máximo de identidad del 95% y un mínimo de 35%. 
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esta región se encuentra, al igual que en otros virus de la familia, un dominio con 

actividad intrínseca de fosfolipasa tipo 2 (PLA2), necesaria para mantener la 

infectividad del virus [2,12,13]. Así como uno de los posibles dominios de 

reconocimiento celular y el tripéptido de unión a la integrina α5β1, que se postula, 

media la internalización celular [1, 12, 13, 14, 15, 16]. Por este motivo la topología 

de VP1 y la dinámica de los posibles cambios conformacionales en ella son de gran 

importancia para determinar la interacción con las células blanco.  

Sobre la localización de VP1u se debaten dos posibilidades: 1) puede ser que esté 

expuesta, al menos parcialmente, en la superficie del virión; o 2) como sucede con 

otros virus de la familia, puede estar localizada dentro de la cápside, próxima al poro 

formado alrededor del eje de simetría de orden 5, y solo se expondría en la 

superficie durante daño al virión (endocitosis) o en la primera fase de interacción 

con las células diana [1, 2]. Sin embargo, por su escasez en el virión, su localización 

no ha sido observada ni su estructura elucidada.  

 

Interacciones del B19V con las células blanco. 

La primera interacción de cualquier parvovirus con su célula blanco es a través de 

moléculas en la superficie celular. Una característica en común de las interacciones 

de la cápside de diferentes parvovirus, parece ser la participación de estructuras 

cercanas al eje de simetría de orden 3 con los receptores celulares [17, 18, 19].  

El B19V tiene un tropismo elevado por precursores eritrocitarios de la médula ósea, 

restringiendo la replicación a este tipo de células [20]. Uno de los receptores 

identificados es un globosido-glicolipídico (globotetraosilceramida, Gb4Cer) [19], el 

cual contiene un tetrasacárido formado por un motivo de glucosa, dos motivos de 

galactosa y una N-acetil-galactosamina terminal [19]. En experimentos in vitro 

mediante cryoEM a 26 Å se logró resolver que el parvovirus B19V reconoce al 

Gb4Cer, en la porción helicoidal del tetrasacárido, mediante una depresión en el eje 

de simetría de orden 3 [21], justo en la misma región donde se da la neutralización 

de dos de los anticuerpos monoclonales conocidos para B19V [2,3]. Una vez que 

se da la unión se puede observar un pequeño cambio conformacional tanto en el 

eje de simetría de orden 2 como en el de orden 5 (Fig. 3) [19].
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Hay diferentes evidencias que indican que el Gb4Cer se encuentra dentro de las 

balsas lipídicas en la membrana celular [18], Quattrocchi y colaboradores reportaron 

la localización de Gb4Cer junto con el receptor GM1, el cual se tiene bien 

identificado que solo se encuentra presente en las balsas lipídicas. Además, se 

observó una inhibición en la infección después de la ruptura de las balsas, sin 

embargo, el mecanismo exacto por el que estos microdominios contribuyen a la 

infección viral es aún desconocido [18].  

A pesar de que los sitios de reconocimiento de los Parvovirus son muy variados, 

diferentes estudios indican que la mayoría de ellos se internalizan por endocitosis 

mediante receptores de clatrina, alcanzando rápidamente el lisosoma. Sin embargo, 

debido a que las claveolas son parte estructural de las balsas lipídicas no se 

descarta que la internalización de B19V esté mediada, secundariamente, por este 

sistema. La figura 4 muestra un esquema con las diferencias entre ambos 

mecanismos de internalización [3, 17, 18]. 

La presencia del Gb4Cer no es única de las células progenitoras de la serie eritroide 

y de eritrocitos. También se ha encontrado en otros linajes celulares como son los 

megacarioblastos, mieloblastos, células del cordón umbilical, miocitos fetales, 

fibroblastos de pulmón, células endoteliales, hepatocitos y en algunas células B, sin 

embargo, en estos tipos celulares la infección se ve limitada [1, 3, 15]. 

 

Fig. 3. Comparación de VLPs de VP2 del 

parvovirus B19 antes y después de la unión con 

Gb4Cer. Modificado de Chipman et al., 1996. 

En las figuras A y B se puede observar la 

reconstrucción de la cápside del B19V, 

comparándolo con las figuras C y D en las que 

las cápsides fueron tratadas con el GB4Cer. Se 

pueden apreciar cambios en los ejes de 

simetría de orden 3, 2 y 5. 
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Se han realizado varios experimentos para comprobar que el Gb4Cer efectivamente 

es el receptor del B19V. En experimentos con células blanco pre-incubadas con 

anticuerpos monoclonales específicos contra Gb4Cer se logró bloquear 

completamente la infección [3]. En otro experimento, purificados de Gb4Cer 

inhibieron la hemaglutinación por B19V. Además, aquellos eritrocitos que no 

presentan el antígeno P (Gb4Cer) en su membrana, no pueden ser aglutinados por 

el virus. En estudios con células de médula ósea de pacientes que genéticamente 

presentaban ausencia del antígeno P, se demostró tolerancia a la infección aún en 

presencia de altas dosis del B19V [3]. Sin embargo, la unión al Gb4Cer no basta 

para la internalización celular. Diversas investigaciones apuntan a que esta 

molécula solo contribuye a la unión del virus con la membrana de las células 

hospederas [1, 15, 19, 22].  

Otro receptor postulado para mediar la internalización celular es la integrina α5β1 

(heterodímero de la subunidad α5 y la subunidad β1), se propone que el sitio de 

interacción en la cápside se encuentra en la región única de VP1, el cual sería 

accesible después de un primer contacto con la célula diana, exponiendo así el 

tripéptido [1,3, 13, 23].  

Se ha observado que la integrina α5β1 se une al motivo RGD presente en el N-

terminal de la región VP1u de eritrovirus de simios y monos rhesus, y que se puede 

alinear con la región RGE del B19V (residuos del 104 al 106). A pesar de que el 

tripéptido RGD es el motivo clásico de unión para la integrina α5β1, el motivo RGE 

de la VP1u se ha encontrado interaccionando con esta integrina [18]. En otros 

Fig. 4. Formación de las vesículas de Clatrina. Tomado de Gutiérrez y López, 2010. 
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estudios se observó que la infección de B19V no fue inhibida por péptidos que 

incluyen el motivo RGD, lo que incrementa la posibilidad de que la interacción B19V-

Integrina difiera de la forma clásica con el motivo RGD [18].  

La integrina α5β1 funciona como receptor de la fibronectina embebida en la matriz 

celular, la unión de estas dos participa en numerosas funciones incluidas el anclaje, 

tráfico, proliferación y diferenciación celular. Esta integrina es normalmente 

expresada en la superficie de las células susceptibles como son las células 

progenitoras de eritrocitos [13]. En experimentos donde se desestabilizó la forma 

activa de la integrina 1, utilizando células K562 previamente tratadas con PMA, se 

encontró una reducción en la localización nuclear del parvovirus B19V; y por el 

contrario la activación química y estabilización de la integrina condujo al incremento 

de la entrada del parvovirus B19 [22].  

Leisi y colaboradores compararon la internalización tanto de virus nativos como de 

VLPs compuestas por las proteínas VP1/VP2 y VLPs de VP2 únicamente, en líneas 

celulares UT7/Epo, encontrando que la internalización era llevada a cabo 

únicamente por los virus nativos y las VLPs que contenían la proteína estructural 

VP1 [15]. Sugiriendo que a pesar de que VP1 es la proteína minoritaria, su región 

única (VP1u) es indispensable para la infección [15,19].   

En línea con el complejo mecanismo de internalización del B19V basado en 

múltiples receptores, se puede observar que la unión del B19V a la membrana 

celular mediante el Gb4Cer no es estable por si sola, por lo que necesita de los 

demás receptores para mantenerse [19]. Bönch y colaboradores en 2010 reportaron 

que tanto la interacción de las cápsides con la superficie celular, como la 

internalización a la célula, son procesos que requieren de varias etapas, 

proponiendo que en un primer paso el B19V se une a Gb4Cer, lo que provoca la 

externalización irreversible de la región VP1u. Una vez que esta modificación está 

hecha, se da la segunda interacción con la integrina α5β1. Sin embargo, cuando la 

segunda interacción no es posible, el virus se separa del Gb4Cer y está listo para 

un nuevo evento de unión, repitiéndose hasta que la segunda interacción ocurre 

para lograr la internalización (Fig. 5) [19].  
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Sin embargo, la postura del cambio conformacional que generaría la exposición de 

la VP1u al unirse las cápsides virales con el Gb4Cer fue puesta en duda por Bieri y 

Ros en 2019 [23], al observar que no se presentan diferencias significativas en la 

unión, internalización y exposición de la VP1u del B19V comparando células 

UT7/Epo a las cuales se les eliminó el GB4Cer de la membrana celular contra las 

células UT7/Epo silvestres (Fig. 6).  

Es de resaltar que este descubrimiento no pone en juicio que el Gb4Cer es un 

receptor fundamental para el ciclo de replicación del parvovirus B19, ya que se 

encontró que las células carentes del antígeno P limitaban la infección del B19V al 

no expresar la proteína no estructural NS1, necesaria para la replicación ADN viral 

(Fig. 7), siendo por lo tanto fundamental para mantener la infección [23]. 

 

 

 

 

Fig. 5. Esquema de la unión e 

internalización de B19V a la célula 

blanco. Tomado de Bönsch et al., 

2010. 
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Bieri y Ros observaron que, si es cierto que la interacción con el Gb4Cer no 

promueve la externalización de la región única de VP1, si es necesaria una 

interacción para que la VP1u quede completamente expuesta (Fig. 6E) [23]. En 

2016 Leisi y colaboradores [16] propusieron la existencia de un dominio adicional 

de unión a receptor (RBD) ubicado en el extremo amino de la región única de VP1, 

conformado por los residuos 5 al 80, necesario para la unión e internalización 

celular. Los estudios de internalización arrojaron que aquellas mutantes truncas 

dentro de este segmento perdían paulatinamente su capacidad para internalizarse 

Fig. 6. Efecto de la presencia o ausencia del Gb4Cer en células UT7/Epo, permisivas para la infección del 

B19V. A) Detección por microscopía confocal de la unión del B19V mediante inmunofluorescencia utilizando 

el anticuerpo 860-5SD contra las cápsides virales. B) Detección por microscopía confocal de la 

internalización del B19V mediante inmunofluorescencia con el anticuerpo 860-5SD. C) Cuantificación del 

B19V unido a las células, mediante PCR. D) Cuantificación del B19V internalizado en las células, mediante 

PCR. E) Cuantificación de las VP1u expuestas para los viriones libres y unidos a las células, la presencia 

de VP1u fue medida mediante qPCR para anticuerpo de conejo contra la región PLA2. Tomado de Bieri y 

Ros, 2019.     
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en las células blanco UT7/Epo. Adicionalmente, el hecho de encontrar la mayor 

parte de los epítopos de neutralización para VP1u entre los aminoácidos 20-80 

sugiere la relevancia funcional de motivos en esta región [16]. 

 

 

Como ya se mencionó, actualmente no se cuenta con una estructura cristalográfica 

para la región única de VP1. Leisi y colaboradores utilizaron el servidor Quark para 

generar un modelo de la VP1u que pudiera explicar, o ayudar a entender de mejor 

manera, por qué la unión e internalización del B19V se ve afectada al truncar la 

región entre los residuos 5 y 80 [16]. 

Su modelo fue generado utilizando la secuencia de la región VP1u del residuo 1 al 

101, esta secuencia arrojó la formación de 3 hélices  (Fig. 8): hélice 1 (AA. 14-31), 

hélice 2 (AA. 35-45) y hélice 3 (AA. 59-68), de las cuales solo la primera está 

conservada para otros parvovirus como el del macaco Rhesus [16].  

Los aminoácidos F15, A18, Q22, F23 y F26, ubicados en la primera hélice  

presentan una alta conservación con respecto a otros parvovirus. Estos 

aminoácidos le confieren un carácter anfifílico a la hélice, lo que se postula sería de 

Fig. 7. Bloqueo de la expresión de la 

proteína NS1 en células carentes 

del Gb4Cer. A) Detección por RT-

qPCR de la transcripción de la 

proteína NS1 mediante su mRNA. 

B) Detección por WB de la proteína 

NS1 a diferentes días de infección. 

C) Detección mediante microscopía 

confocal de la proteína NS1 tiñiendo 

con anti-NS1. Tomado de Bieri y 

Ros, 2019.  
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relevancia para la funcionalidad de este dominio. Adicionalmente se encontró que, 

al hacer mutaciones sencillas en los aminoácidos antes mencionados la 

internalización celular se abate, al igual que al hacer mutaciones dobles con GG, 

las cuales rompen el motivo de las 3 hélices alfa [16]. Aún con esta información no 

se ha logrado dilucidar cual es el receptor celular que reconoce este dominio. 

 

 

Fig. 8. Modelo ab initio de las 3 hélices  propuestas por Leisi y colaboradores en 2016. Se aprecia en azul la 

hélice 1, en amarillo la hélice 2 y en rojo la hélice 3. En el panel A se muestra el modelo de frente con el extremo 

N-terminal a la izquierda y el C-terminal a la derecha. En el panel B se muestra la vista lateral para las 3 hélices 

α. Por último, en el panel C se muestra la distribución de las hélices a lo largo de la secuencia de la VP1u. 

Tomado de Leisi et al., 2016. 

 

Es de resaltar que el sitio de unión a receptor propuesto por Leisi y colaboradores 

es muy próximo al N-terminal, por lo que el mecanismo de internalización celular 

podría ser en varios pasos como se propuso anteriormente. De tal modo que, una 

vez que se da la interacción con el dominio de unión a receptor, se generé un cambio 

conformacional que externalice el dominio RGE que interaccione con la integrina 

α5β1, la cual lleve a cabo la internalización celular. Adicionalmente se expondría el 

sitio catalítico para el posterior uso en el lisosoma. Sin dejar de lado la interacción 

entre un segmento del eje de simetría de orden 3 de la cápside y el Gb4Cer, 

interacción que posteriormente mediará la sobreexpresión de la proteína NS1 para 

continuar con la infección viral. En la Figura 9 se muestra el esquema de este 

mecanismo de internalización propuesto con la evidencia hasta ahora recabada. 
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Fig. 9. Esquema propuesto para las interacciones e internalización del B19V.  

 

El equipo de Munakata en 2005 demostró que adicionalmente al Gb4Cer y la 

integrina α5β1, otra molécula es capaz de unirse con la superficie del parvovirus 

B19. Esta molécula fue identificada como la proteína Ku80. En el estudio incluyeron 

líneas celulares con diferentes características para lograr evaluar la importancia del 

Ku80 en el ciclo de replicación del virus: al utilizar líneas celulares que, de los tres 

receptores únicamente contuvieran el Ku80 (U937, H9 y ACHN) no lograron 

cuantificar ADN viral; como en el caso de aquellos linajes celulares que además del 

Ku80 contenían tanto al Gb4Cer como a la integrina α5β1. Adicionalmente 

incluyeron líneas celulares no permisivas a la infección del B19V, a pesar de 

contener en la superficie de sus membranas los receptores Gb4Cer e integrina α5β1 

(HeLa, T24 y SW620), en este tipo de células, al no ser permisivas, tampoco se 

logró cuantificar el ADN viral [24]. 

Para estudiar que tan crítica es la presencia del Ku80 en el ciclo de replicación del 

virus, transfectaron células no permisivas HeLa con el gen de la proteína Ku80 

(HeLa-Ku80), en este tipo de células fue posible cuantificar ADN viral después de 
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30 min de estar en contacto con el virus, así como la presencia de las proteínas 

estructurales en el citoplasma celular. Este resultado confirma que la proteína Ku80 

es uno de los receptores específicos para la infección del B19V, sin embargo, el rol 

específico que desempeña es aún desconocido, al ser una proteína nuclear es 

probable que su principal participación ocurra en la regulación a nivel de la 

replicación viral, aunque su intervención en la internalización celular no se puede 

descartar, ya que al igual que la integrina α5β1 el Ku80 puede participar en 

interacciones con la fibronectina [24]. 

Una vez en el citoplasma los parvovirus se dirigen al perinúcleo, mediante 

movimientos dependientes de micro-tubulina, para hacer llegar su material genético 

al núcleo de las células hospederas [25, 26]. Para esto se requiere de 

transportadores específicos hacia el interior del núcleo en las dos diferentes etapas 

del ciclo de replicación. En la etapa temprana las cápsides necesitan internalizarse 

al núcleo para liberar el material genético, mientras que en la etapa tardía las nuevas 

proteínas sintetizadas se ensamblan en trímeros antes de ser transportadas [27, 

28].  

La vía canónica de entrada al núcleo celular, que muchos virus utilizan, es el 

complejo de poro nuclear (NPC) [26]. Únicamente las proteínas que contienen las 

señales de localización nuclear (NLS) pueden atravesar el NPC. Muchas NLS han 

sido identificadas y están compuestas de agrupaciones de aminoácidos básicos, 

como la del virus SV40 (PKKKRKV); el motivo Pat4, que consiste en 4 AA. básicos 

continuos, y el motivo Pat7, que consta de un motivo de prolinas seguidas de 3 a 4 

AA. básicos después de una interrupción de 1 a 3 aminoácidos [P-X(1-3)-(3-4 K/R)]. 

Además de estas dos NLS continuas, se conocen otras NLS que consisten en dos 

aminoácidos básicos separados por un pequeño puente (linker) de aminoácidos, 

siendo un punto clave el acceso de los motivos con los transportadores [27, 29]. 

De manera general se considera que, al medir aproximadamente 26 nm de 

diámetro, las cápsides de los parvovirus logran entrar intactas al núcleo celular 

mediante el NPC. Hay evidencia que sugiere que los parvovirus y los poliomavirus 

pueden no utilizar el NPC, y atravesar directamente la membrana nuclear [25, 26]. 

Tanto las VLPs del AAV-2 como del MVM se han encontrado internalizándose al 

núcleo intactas. Es de resaltar que, en estos casos, los mecanismos por los que se 

internalizan estos parvovirus varían, sugiriendo que, la entrada al núcleo sigue rutas 

específicas para cada miembro de la familia de los parvovirus [25, 26].  

Las proteínas estructurales de muchos parvovirus muestran la presencia de 

regiones básicas (BRs), que podrían actuar como NLS y que se pueden encontrar 

en cualquiera de sus proteínas estructurales, como en el caso de AVV-2, o 

exclusivamente en la VP1u, como en los parvovirus MVM y CPV [27, 29, 30]. La 
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VP1u de varios parvovirus contiene 4 secuencias putativas de NLS localizadas en 

el N-terminal de VP1, abarcando el dominio de PLA2, se ha logrado demostrar que 

el proceso de translocación es ATP-dependiente [26, 28, 30]. El PPV adicionalmente 

presenta un motivo formado en el eje de simetría de orden 3, nombrado motivo de 

localización nuclear (NLM), el cual consta de los AA. K475 y R477 de los tres 

monómeros; este NLM podría proporcionar solo la salida para aquellos trímeros bien 

ensamblados [27]. 

En el caso del B19V se demostró que después de 24 horas la proteína VP2 nativa 

se encontraba exclusivamente en el núcleo de las células infectadas. 

Adicionalmente se observó que aquellas partículas de VP2 con una deleción de 111 

residuos en el C-terminal, se encontraron en el citoplasma de las células infectadas. 

Otros experimentos con mutaciones entre los primero 60 aminoácidos del C-

terminal demostraron que el motivo KLFPRKATGRW es el que presenta un mayor 

papel como NLS no convencional. Sin embargo, no existe una secuencia de NLS 

homóloga aparente entre la proteína VP2 de los eritrovirus y otros parvovirus [27, 

29].  

Actividad de Fosfolipasa A2 (PLA2) en el Parvovirus B19V. 

Los fosfolípidos son moléculas que consisten en un esqueleto de glicerol unido en 

su posición sn-1 a un ácido graso, usualmente saturado. En su posición sn-2 a un 

ácido graso usualmente insaturado y en la posición sn-3 a un grupo fosfato 

esterificado con alguna otra molécula. Los dos fosfolípidos más comunes son la 

fosfatidilcolina y el difosfatidilglicerol, ambos con características de sal interna 

(switterion). La fosfatidilcolina presenta un ácido palmítico o esteárico en posición 

sn-1 y ácido oleico o linoleico en posición sn-2 [3]. 

Las fosfolipasas (PLAs) se clasifican de acuerdo con el enlace éster que hidrolizan 

(Fig. 10). Estas enzimas juegan un papel fundamental en un gran número de 

procesos biológicos, incluyendo la homeostasis de las membranas celulares, 

digestión de lípidos y la producción de potentes mediadores lipídicos [13, 31].  
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La hidrólisis de las fosfolipasas tipo 2 (PLA2) libera un ácido graso y el liso-fosfolípido 

correspondiente. Se han podido clasificar por su funcionalidad y localización celular 

en dos grandes tipos: a) Citosólicas y de alto peso molecular y b) Secretorias y de 

bajo peso molecular. Por su dependencia de calcio se clasifican en variedades 

Calcio-dependientes y Calcio-independientes. Además, se pueden clasificar en 

cinco tipos enzimáticos principales: 1) Enzimas secretadas (sPLA2), 2) Enzimas 

citosólicas (cPLA2), 3) Enzimas calcio-independientes (iPLA2), 4) Enzimas que 

hidrolizan los mediadores autocoides conocidos como factores activadores 

plaquetarios (PLA2-PAF-AH), y 5) Enzimas lisosomales calcio-independientes (L-

PLA2) (Fig. 11) [31].  

 

 

 

Fig. 10. Sitios de hidrólisis de las PLAs sobre Fosfatidilcolina. 

Fig. 11. Clasificación de las PLA2. Tomado de García y García, 2009. 
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La fosfolipasa encontrada en el B19V se encuentra dentro de las sPLA2. Estas 

enzimas adicionalmente se pueden encontrar en insectos, moluscos, reptiles, 

mamíferos, hongos y bacterias simbióticas de mamíferos [31]. Las variedades 

secretoras son proteínas de bajo peso molecular (14-18 kDa) y estructuralmente 

contienen de cinco a ocho puentes disulfuro [31].  

A pesar de la poca identidad entre secuencias de diferentes sPLA2, la comparación 

entre ellas ha revelado un dominio sumamente conservado en la estructura proteica 

de muchos parvovirus de vertebrados y de insectos, lo que sugiere que este dominio 

es crucial en el ciclo de vida de los virus [12, 13]. El análisis de las secuencias de 

VP1u para 34 parvovirus revelaron que 31 de ellos tienen conservadas las 

secuencias HDXXY y YXGXG para el sitio catalítico y el asa de unión a Ca2+, 

respectivamente. Fuera de estos dos dominios la conservación entre la VP1u y las 

sPLA2 es poca [3, 13].  

El análisis de las estructuras cristalográficas de distintas sPLA2 muestra que su sitio 

activo está compuesto por la diada catalítica His-Asp [13, 31]. El mecanismo 

propuesto para las sPLA2 incluye a la His48/Asp99 como parte del sitio activo. La 

His48 se encuentra adyacente al Asp49, residuo que, junto con el asa de unión 

específica a Ca2+, coordina al carbonilo sn-2 del sustrato, estabilizando la formación 

de un oxianión que forma parte del mecanismo de reacción (Fig. 12) [32]. En el caso 

de la región VP1u del parvovirus B19, los aminoácidos catalíticos corresponden a 

His153, Asp154 y Asp195, y el asa de unión a calcio está compuesta por los 

residuos YVGPG (AA. 130-134) [33].  

La base de esta diada catalítica propone la desprotonación de una molécula de agua 

(w5) por la histidina catalítica, lo que facilita el ataque nucleofílico al carbonilo 

polarizado de la posición sn-2 en el sustrato, que se encuentra coordinado con el 

sitio activo y el ion Ca2+, produciendo un oxianión intermediario. El colapso 

subsecuente de este intermediario genera los productos: ácido graso y liso-

fosfolípido. Teniendo en mente este mecanismo de reacción, se puede inferir que el 

paso limitante de la reacción es la formación del intermediario tetraédrico [32]. Es 

de resaltar que la enzima no se disocia de la membrana después de la catálisis 

(Hopping mode) si no que se mueve a otra molécula sustrato [3].  
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Vale la pena destacar que las VP1u del parvovirus porcino (PPV), del B19V y del 

AAV-2 no presentan preferencia por cadenas sn-2 saturadas o polinsaturadas como 

es típico en la mayoría de las sPLA2 [12, 13, 14]. Los principales fosfolípidos para 

los que se presenta mayor actividad de PLA2 de las diferentes VP1u son el 

fosfatidilglicerol, fosfatidilcolina y fosfatidilserina [3]. 

En cuanto al sitio de unión a Ca2+, se ha comprobado que tanto la VP1u del B19V 

como las del AAV-2, FPV y CPV presentan una fuerte afinidad por este ion, lo cual 

indica que, para la unión del sustrato al sitio activo de estas sPLA2 es necesario la 

presencia del ion en concentraciones que van de submilimolares a milimolares [8, 

12, 13]. Esto es aproximadamente 1000 veces más de las que se encuentran 

presentes en el citoplasma, lo que sugiere que estas enzimas actúan 

extracelularmente o en organelos que tengan la presencia del fluido extracelular [3, 

12]. Adicionalmente, en estudios con VP1u de varios parvovirus, incluyendo el 

B19V, se ha observado que el intervalo de pH para alcanzar la máxima actividad de 

PLA2 es entre 5.0 y 7.0 [3].   

Datos obtenidos con mutantes que afectan la actividad de PLA2 de la VP1u del 

parvovirus porcino (PPV) indicaron que, después de la transfección, no se vieron 

afectados la replicación de DNA, la expresión proteica, la formación de la cápside, 

el empaquetamiento del material genético, ni la liberación de nuevos virus. Sin 

embargo, después de 2 a 4 horas de liberarse y entrar los nuevos virus en la ruta 

Fig. 12. Mecanismo de acción 

propuesto para las sPLA2. Tomado 

de Edwards et al., 2002. 
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clásica de endocitosis, estos mutantes se observaron acumulados en el 

endosoma/lisosoma tardío. Por otra parte, en estudios con baculovirus, donde se 

expresan las cápsides sin la región VP1u, se pudo observar la acumulación de las 

VLPs en la misma zona, lo cual indica que la actividad PLA2 de los parvovirus actúa 

sobre la vía de escape del lisosoma una vez que los viriones se han internalizado a 

la célula [3]. 

Nano-acarreadores. 

El uso de nano-acarreadores que mejoren la eficiencia, especificidad y estabilidad 

de diferentes fármacos ha sido sumamente estudiado en la década pasada, 

pensando principalmente en los problemas que presentan los fármacos libres como: 

su toxicidad, poca especificidad y altos niveles de degradación en el torrente 

sanguíneo. Ejemplos de estos nano-acarreadores son las micelas, liposomas, 

VLPs, etc. [34]. 

Las VLPs son nanopartículas, idénticas a los viriones nativos, sin material genético, 

lo que las hace inocuas para su uso como excipientes de medicamentos. Conservan 

sus mecanismos naturales de reconocimiento celular e inmunogenicidad, son 

capaces de almacenar moléculas para protegerlas de la degradación y 

adicionalmente, por su composición modular, son capaces de acarrear diversas 

moléculas en su superficie. Estas características han posicionado a las VLPs como 

materiales potenciales en la fabricación de vacunas, mecanismos específicos de 

liberación de fármacos y como medios de contraste, por citar algunos ejemplos [34]. 

Debido a que el B19V es patógeno para el hombre, las VLPs de este virus tienen 

potencial en medicina. Típicamente las VLPs de B19V son producidas y auto-

ensambladas en sistemas de expresión eucariotas, con costos relativamente más 

elevados que los sistemas de expresión en bacterias, pero con buenos 

rendimientos. Sin embargo, muchas de las potenciales aplicaciones requieren el 

acceso al interior de las VLPs, ya sea para la encapsulación de moléculas o para 

evitar que lleven productos de contaminación del mismo proceso de 

sobreexpresión. Esto convierte al desmontaje y re-ensamblaje de las VLPs en 

procesos críticos a considerar, limitando así las ventajas de los sistemas de 

expresión eucariotas [35]. 

Se ha demostrado que la proteína estructural VP2 del B19V expresada en E. coli 

tiene la capacidad de replegarse y auto ensamblarse a partir de su estado 

desnaturalizado, ocasionado por la presencia de agentes caotrópicos bajo 

condiciones controladas de pH, fuerza iónica y temperatura [35, 36]. Se ha 

reportado, además, que estas VLPs producidas por re-plegamiento in vitro no 

difieren de los viriones nativos al observarse en microscopía de transmisión 
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electrónica [35, 36]. Teniendo estos datos en mente, se ha logrado funcionalizar a 

las VLPs formadas exclusivamente con la proteína VP2 mediante la unión a su 

superficie con enzimas como la lipasa de B. pumillus [37], la α-glucosidasa de S. 

cerevisiae [38, 39], y la proteína verde fluorescente [40]. También se ha logrado la 

encapsulación de ADN en estas VLPs [41], así como la formación de VLPs híbridas 

con al menos dos funciones nuevas en la misma partícula (presentación de 

diferentes motivos en la superficie de la cápside) [42]. Estas VLPs se han usado 

también para la construcción de nuevos materiales mediante procesos de 

oligomerización controlada [43]. 

Sin embargo, decorar VLPs con alguna otra proteína mediante fusión génica 

conduce a menudo a un mal plegamiento de la proteína de interés o al deficiente 

ensamble de las cápsides. Para salvar este tipo de inconvenientes se han 

desarrollado pequeños péptidos que se unen por fusión génica a las proteínas de 

interés, evitando así interacciones perjudiciales y logrando su purificación por 

separado. Finalmente, bajo condiciones óptimas para ambas proteínas los péptidos 

interaccionarán químicamente para dar lugar a las VLPs funcionalizadas. Uno de 

los sistemas con el que se ha logrado funcionalizar exitosamente las VLPs en 

nuestro grupo de trabajo es el sistema SpyTag-SpyCatcher. 

Sistema SpyTag-SpyCatcher. 

La funcionalización de VLPs generalmente se logra mediante el uso de fusión 

génica, la cual es una técnica que suele ofrecer numerosas ventajas como la 

purificación e inmovilización más eficiente. Sin embargo, sigue siendo un método 

de prueba y error, ya que con ciertas proteínas conduce a un plegamiento incorrecto 

y en el caso de las VLPs puede llegar a causar un mal ensamblaje de la cápside o 

disminuir su estabilidad. Otro desafío importante con la fusión génica es la variación 

en cuanto al organismo óptimo para la expresión de las proteínas, dependiendo de 

sí se requieren modificaciones postraduccionales o no. Por lo tanto, la expresión por 

separado a menudo es lo preferible [44]. 

Una de las alternativas para la funcionalización de VLPs que ha dado una alta 

eficiencia es la adición de etiquetas de péptidos. La fusión génica de un péptido 

además de permitir la producción y purificación sin contratiempos de las proteínas 

de interés tiene la ventaja de poder unir regiones sitio específicas sin mucha 

complicación. El péptido, por su tamaño reducido, suele no afectar la estabilidad y 

plegamiento de la proteína adjunta [45].
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Brune y colaboradores abordaron estos desafíos mediante la formación de un 

enlace amida espontaneo, genéticamente codificado: el sistema SpyTag-

SpyCatcher, para la producción de VLPs más antigénicas (Fig. 13) [44].  

 

Fig. 13. Generación de Vacunas mediante la funcionalización de VLPs con antígenos usando el sistema 

SpyTag-SpyCatcher. Tomado de Brune et al., 2016. 

SpyTag es un péptido que forma un enlace isopeptídico espontáneo e irreversible 

con su proteína asociada SpyCatcher al ponerlos en contacto. Ambos péptidos 

pueden ser colocados en diferentes zonas de las cadenas polipeptídicas, son 

funcionales en un amplio intervalo de condiciones de pH (5-8) y temperatura (4-37 

ºC), no poseen cisteínas y adicionalmente el complejo formado es estable en SDS 

a ebullición. El sistema está basado en el dominio de unión a fibronectina de 

Streptococcus pyogenes (CnaB2). El CnaB2 contiene un enlace isopeptídico interno 

entre los residuos Lys31 y Asp117, catalizado por el Glu77 contenido en SpyCatcher 

(Fig. 14) [44, 46, 47].  
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Fig. 14. Mecanismo de reacción para la formación del enlace isopeptídico del sistema SpyTag/SpyCatcher. 

Tomado de Li. et al., 2013. 

El sistema está compuesto del péptido SpyTag, que consta de 13 AA., y del dominio 

SpyCatcher, el cual consta de 116 AA. (Fig. 15). Ambas moléculas reaccionan 

rápidamente con una vida media de 74 segundos a una concentración de 10 M 

[46, 47]. 

 

 

 

 

 

 

Fig. 15. Sistema SpyTag/SpyCatcher. A) Modelo del complejo SpyTag/SpyCatcher. En rosa se puede apreciar 

el péptido de 13 AA SpyTag, mientras que en cian se presenta la proteína de 116 AA SpyCatcher. En amarillo 

se muestra el sitio de interacción entre los AA. Lys31 y Asp117. B) Acercamiento al sitio de reacción, se muestra 

adicionalmente en verde el residuo de Glu (Glu77) que participa para que la interacción se lleve a cabo. Tomado 

de Li et al., 2014. PDB 4MLI. 

En nuestro grupo de trabajo ya se han realizado investigaciones con este sistema, 

en las que se demostró que no se abate la capacidad de VP2 de auto ensamblarse 

y en los casos estudiados se logra el correcto plegamiento y por tanto actividad de 

las proteínas seleccionadas [38, 39].  
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Las VLPs de B19V han sido hasta el momento un excelente modelo para el 

desarrollo de materiales con aplicaciones potenciales en biotecnología y medicina. 

Por otra parte, dado que la proteína estructural VP1 del B19V es clave para el 

tropismo e internalización celular, en este trabajo se propone sobreexpresar la 

proteína VP1 en E. coli, purificarla, replegarla, evaluar su actividad de fosfolipasa 

tipo 2, y caracterizar su competencia de auto ensamble, así como su capacidad de 

co-ensamblarse con la proteína VP2 para formar VLPs. Para evaluar el papel del 

segmento VP1u en la internalización celular, marcaremos a las VLPs formadas con 

VP1 con la proteína GFP utilizando el sistema SpyTag/SpyCatcher. Los resultados 

permitirán ampliar el potencial funcional de las VLPs del B19V.  

 

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA. 
El empleo de VLPs del B19V optimizadas con enzimas, fluoróforos o ADN requiere 

del correcto tropismo e internalización del sistema a las células blanco y, en algunos 

casos, el escape del endosoma. Estas funciones se llevan a cabo con la 

intervención de la proteína VP1 en el virión nativo. Por lo que proponemos evaluar 

la capacidad de la proteína VP1 recombinante para replegarse, auto ensamblarse y 

co-ensamblarse con VP2 de manera in vitro. El resultado de esta investigación 

proporcionará información sobre la capacidad de VP1 para producir VLPs, ya sea 

sola o en conjunto con VP2 y las propiedades bioquímicas de la región única de 

VP1, como lo es su actividad de fosfolipasa, lo que permitirá ampliar las funciones 

potenciales de las VLPs del B19V. 

 

HIPÓTESIS. 
La proteína VP1 se puede expresar en un sistema heterólogo procarionte como 

cuerpos de inclusión. Esta proteína puede ser replegada en condiciones controladas 

de temperatura, pH y fuerza iónica. La proteína resultante conservará sus 

propiedades de oligomerización para formar capsómeros y cápsides y podrá ser co-

ensamblada con la proteína VP2. El VP1u también se replegará, presentará 

actividad de fosfolipasa tipo 2 y tendrá efecto en la internalización de estas VLPs en 

células que contengan los receptores adecuados. 
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OBJETIVOS. 

GENERAL. 

• Estudiar la capacidad de replegamiento, auto ensamble y co-ensamble de la 
proteína estructural VP1 del B19V y determinar sí la VP1u es funcional. 

 

PARTICULARES. 

• Expresar la proteína VP1 en E. coli mediante el sistema de expresión pET-
22b(+). 

• Purificar la proteína VP1 recombinante. 

• Estudiar la capacidad de VP1 para auto ensamblarse. 

• Estudiar la habilidad de VP1 para co-ensamblar con VP2. 

• Evaluar el plegamiento de VP1u a través de su actividad PLA2. 

• Caracterizar por métodos hidrodinámicos: dispersión dinámica de luz, 
cromatografía de exclusión molecular y ultra-centrifugación isopícnica (DLS, 
SEC, IC), los capsómeros y/o VLPs ensambladas. 

• Caracterizar por métodos estructurales: microscopía de transmisión 
electrónica y la microscopía de fuerza atómica (TEM, AFM), los capsómeros 
y/o VLPs ensambladas. 

• Generar VLPs co-ensambladas que contengan VP1, VP2 y ST-VP2 para su 
posterior funcionalización con la proteína fluorescente sfGFP-SC. 

• Caracterizar las VLPs funcionalizadas con la proteína sfGFP-SC mediante 
métodos hidrodinámicos (DLS y SEC). 

• Caracterizar las VLPs funcionalizadas con sfGFP-SC mediante métodos 
estructurales (AFM). 

• Evaluar la funcionalidad de VP1u mediante pruebas de internalización celular 
con VLPs formadas por VP1 y funcionalizadas con sfGFP-SC. 
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MATERIAL Y MÉTODOS.  

ESQUEMA GENERAL DE TRABAJO: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Transformar células 

competentes de E. coli 

DH10B y BL21(DE3) con 

el plásmido que contiene 

a VP1. 

Sobre expresar VP1 a 37º 

C con IPTG. 

Propagar y purificar el 

plásmido pET22b-VP16H. 

Purificar VP1 mediante 

columna de afinidad a Ni. 

Pruebas de ensamblaje 

de VLPs únicamente con 

VP1 y diferentes 

concentraciones de VP2. 

Replegar VP1 bajo 

condiciones controladas. 

Obtener VLPs estables 

con VP1 en su estructura. 

Caracterizar las VLPs 

mediante métodos 

hidrodinámicos, 

electroforéticos y de 

microscopía. 

Pruebas de actividad 

PLA2 contra 

fosfatidilcolina. 

Pruebas de co-ensamble 

de VP1, VP2 y ST-VP2. 

Para su funcionalización 

con sfGFP-SC. 

Pruebas de 

internalización en líneas 

celulares. Microscopía 

confocal. 



Material y Métodos: Material  

 26 

MATERIALES. 

Material Biológico 

Células de E. coli BL21(DE3): genotipo F- ompT- gal DCM hsdSB(rb-mb-) (clts857 ind 
Sam7 nin5 lacUV5-T7 gene 1 ind1 sam7 nin5]). 

Células de E. coli DH10B: genotipo str. K-12 F– Δ(ara-leu)7697[Δ(rapA'-cra' )] 
Δ(lac)X74[Δ('yahH-mhpE)] duplication(514341-627601)[nmpC-gltI] galK16 galE15 e14–

(icdWT mcrA) φ80dlacZΔM15 recA1 relA1 endA1 Tn10.10 nupG rpsL150(StrR) rph+ spoT1 
Δ(mrr-hsdRMS-mcrBC) λ– Missense(dnaA glmS glyQ lpxK mreC murA) Nonsense(chiA 
gatZ fhuA? yigA ygcG) Frameshift(flhC mglA fruB). 
 

Células de E. coli BL21(DE3): Transformadas con los plásmidos para sobre expresar 
las proteínas VP2, ST-VP2 y sGFP-SC 

Enzimas de Restricción: NdeI y XhoI 
 

Eritrocitos: 3 muestras diferentes 
 

Células HepG2 
 

Plásmido pET22b-VP16H 
 

 

Reactivos Químicos 

Ácido acético glacial Bromuro de Etidio 
 

Ácido clorhídrico (HCl) 
 

Clorhidrato de Guanidina (GndHCl) 
 

Ácido etilendiamino tetracético (EDTA) Cloruro de Calcio CaCl2 

 

Ácido Fosfotúngstico  
 

Cloruro de Cesio (CsCl) 
 

Acetato de Potasio (CH3CO2K) 
 

Cloruro de Potasio (KCl) 
 

Agar LB (Luria-Bertani) Cloruro de Sodio (NaCl) 
 

Agarosa UltraPureTM 

 
Cloroformo 
 

Albumina sérica bovina (BSA) 
 

Dodecilsulfato de Sodio (SDS) 
 

Ampicilina 
 

Etanol 
 

Azul Brillante R-250 
 

Fosfato de Potasio dibásico (K2HPO4) 
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Fosfato de Potasio monobásico (KH2PO4) 
 

Medio DMEM (Dulbecco Modified Eagle 
Medium) 

Fosfato de Sodio dibásico (Na2HPO4) 
 

Membrana para diálisis 
 

Fosfato de Sodio monobásico (NaH2PO4) 
 

Metanol 
 

Glicerol 
 

Sulfato de Níquel (NiSO4) 
 

Hidróxido de Sodio (NaOH) 
 

Tris-HCl 
 

Imidazol 
 

Tritón X-100 
 

Iodo (I2) 
 

Vectashield (Aceite de inmersión) 

Isopropanol 1,4-Dithiotreitol (DTT) 
 

Isopropil-1-tio--D-galactopiranósido 
(IPTG) 

1-palmitoil-2-oleoil-3-fosfatidilcolina (FC) 
 

Matriz Ni-TED para columna de afinidad 
 

2-Mercaptoetanol 
 

Matriz S500 para cromatografía de 
exclusión molecular  

4,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) 

Medio LB (Luria-Bertani) 
 

 

 

Amortiguadores 

Amortiguador 1: 500 mM glucosa, 25 mM Tris-HCl pH 8, 10 mM EDTA y 5 mg/mL de 
lisozima 

Amortiguador 2: NaOH 0.2 M y 4% de SDS 
 

Amortiguador 3: CH3CO2K 5 M, pH 5 
 

Amortiguador TE: Tris-HCl 10 mM, EDTA 1 mM, pH 8 
 

Amortiguador EB: Tris-HCl 10 mM, pH 8.0 
 

Amortiguador TAE: 35 mM Tris-HCl, 20 mM de Ácido acético glacial, 1.2 mM EDTA 
 

Amortiguador LAMELI: 25 mM Tris-HCl, 0.2 M Glicina y 0.1% SDS pH 6.8 
 

Solución fisiológica: NaCl 150 mM 
 

Amortiguador ALCI: 50 mM Tris-HCl, 150 mM NaCl, 5 mM EDTA, pH 8.0 
 

Amortiguador BLCI: 0 mM Tris-HCl, 150 mM NaCl, 5 mM EDTA, 2% v/v Tritón 100x, pH 
8.0 
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Amortiguador CLCI: 50 mM NaH2PO4, 0.3 M NaCl, 2 mM DTT, 6 M GndHCl, pH 6.3 
 

Amortiguador AEQ: 50 mM NaH2PO4, 0.3 M NaCl, 2.5% v/v glicerol, pH 7.5 
 

Amortiguador APU: 50 mM NaH2PO4, 0.3 M NaCl, 3 M GndHCl, 2.5% v/v glicerol, pH 7.5 

Amortiguador BPU: 50 mM NaH2PO4, 0.3 M NaCl, 3 M GndHCl, pH 7.5 
 

Amortiguador CPU: 50 mM NaH2PO4, 0.3 M NaCl, 3 M GndHCl, 15 mM Imidazol, pH 7.5 
 

Amortiguador DPU: 50 mM NaH2PO4, 0.3 M NaCl, 3 M GndHCl, 30 mM Imidazol, pH 7.5 
 

Amortiguador EPU: 50 mM NaH2PO4, 1 M NaCl, 3 M GndHCl, pH 7.5 
 

Amortiguador FPU: 50 mM NaH2PO4, 0.3 M NaCl, 3M GndHCl, 350 mM Imidazol, pH 7.5 

Amortiguador GPU: 20 mM Tris-HCl, 0.150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM de DTT, 5 M 
GndHCl, pH 8 

PBS- Arg: 137 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 10 mM Na2HPO4, 2 mM KH2PO4, 0.2 M Arginina, 
pH 7.4 

Amortiguador AGRA: 137 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 10 mM KH2PO4, 10 mM EDTA, 
0.5 % v/v Tritón X-100, pH 7.4 

Amortiguador AACT: Tris-HCl 5 mM, CaCl2 5 mM, NaCl 137 mM, KCl 2.7 mM, Tritón 
X-100 2 mM, pH 7.5 

Amortiguador BACT: NaCl 0.88% y CaCl2 2 mM pH 7.4 
 

PBS2x-Arg: 274 mM NaCl, 5.4 mM KCl, 20 mM Na2HPO4, 4 mM KH2PO4, 0.2 M Arginina, 
pH 7.4 

Amortiguador BPS-Tripsina: 137 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 10 mM Na2HPO4, 2 mM 
KH2PO4, Tripsina al 0.05% pH 7.4 

 

Instrumentos y Equipos 

Instrumento o Equipo Marca 

Balanza analítica BP 221S 
 

Sartorius 

Balanza de dos platos  
 

 

Baño refrigerante  Hoefer Scientific Instruments 
 

Electroporador MicroPulserTM Bio Rad 
 

Centrifuga Refrigerante RC 6+ Thermo Scientific Sorvall 
 

Centrifuga Refrigerada 5702 R Eppendorf 
 

Cromatógrafo de líquidos de alta resolución 
(HPLC) 

Waters 

Espectrofotómetro biochrome Libra 
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Incubadora MaxQ400 
 

Thermo Scientific 

Micro Centrifuga 5418 
 

Eppendorf 

Micro pipetas (5, 20, 100, 200, 1000 L) 
 

Eppendorf/ Gilson 

Microscopio confocal TCS SP5 X Leica Microsystems 
 

Microscopio de fuerza atómica Innova Vecco Instruments Inc. 
 

Microscopio de transmisión electrónica  JEOL JEM-ARM200F 
 

Potenciómetro pH 700 Oakton 
 

Sonicador CPX 750  Cole Parmer 
 

Trans-iluminador UV T1203 Sigma 
 

Termomixer confort Eppendorf 
 

Ultra centrifuga OptimaTM XL-100K Class S Beckman 
 

Vortex 
 

 

Zetasizer V Malvern Instruments 
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METODOLOGÍA 

Análisis in silico de la VP1u para la obtención de un modelo tridimensional. 

Como se mencionó anteriormente, no se conoce la estructura de la región única de 

VP1, por lo que la secuencia se sometió a análisis in silico utilizando los servidores 

ITASSER, ROBETTA y Quark para obtener un modelo para su visualización y 

análisis [48, 49, 50, 51, 52, 53]. 

Para la validación de los modelos obtenidos por los diferentes servidores se utilizó 

el servidor SAVES [54]. Así mismo, para la elección del mejor modelo se tomó en 

cuenta la integridad y similitud (RMSD) del dominio de PLA2 contra otras 

fosfolipasas. 

Transformación de células de E. coli DH10B para la propagación del plásmido pET22b-

VP16H. 

En este trabajo se utilizó la proteína VP1 fusionada a una etiqueta de 6xHis para su 

purificación. El gen que codifica para esta proteína fue sintetizado químicamente 

(Epoch Life Science Inc.) y se subclonó en el vector pET22b(+), entre los sitios NdeI 

y XhoI. Al plásmido resultante se le denominó pET22b-VP16H.  

Para la propagación de este plásmido se transformaron células de E. coli DH10B 

electro-competentes, las cuales presentan ventajas frente a otras células para 

propagar plásmidos por su alta eficiencia de transformación, facilidad para su 

multiplicación y resistencia a plásmidos potencialmente tóxicos para la célula.   

Protocolo: Transformación de células electro-competentes. 

 

1. El plásmido contenido en papel filtro se hidrató con 50 μL de agua destilada estéril.  
Se agitó durante 5 min y se dejó reposar durante 30 min. Una vez transcurrido el 
tiempo, se centrifugó 1 min a 10,000 rpm, se retiró el papel filtro.  

2. Las células de E. coli DH10B electro-competentes se retiraron del congelador a   
-70º C, teniendo cuidado de manejarlas siempre en baño de hielo.  

3. Se adicionaron 2 μL del plásmido a las células de E. coli DH10B electro-
competentes. 

4. Inmediatamente se colocaron las células en una celda de electroporación fría, de 
2 mm de separación entre placas, y se procedió a dar el pulso eléctrico en un 
electroporador con las condiciones preseleccionadas: 2.5 kV. 

5. Para recuperar las células se adicionaron 500 μL de medio LB a la celda de 
electroporación. La mezcla se decantó en un tubo Eppendorf de 1.5 mL y se 
incubó a 37 ºC durante 1 h. 

6. Al finalizar la incubación, se inocularon 200 μL de las células en agar LB-Amp (50 
μg/mL) usando perlas de vidrio estéril para promover la obtención de colonias 
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aisladas. Se dejaron incubar a 37 ºC por 16 h. Adicionalmente se realizaron 
controles de las células competentes sin transformar en placas de LB, LB-Amp y 
LB-Kan incubando en las mismas condiciones. 
 

 

Purificación del plásmido por mini-prep. 

El ADN plasmídico de las colonias aisladas se purificó para corroborar la presencia 

del gen de interés. La purificación se llevó a cabo por el protocolo de mini-prep. 

Protocolo: Purificación ADN plasmídico. 

1. Se seleccionaron las colonias que posteriormente se inocularon en medio líquido 
LB-Amp a 37 ºC durante 16 h. 

2. Se centrifugaron 1.5 mL de las células de E. coli DH10B a 5000 rpm durante 10 
min a 20 ºC. 

3. Se decantó el medio y se resuspendió la biomasa en 100 μL de amortiguador 1 
(500 mM glucosa, 25 mM Tris-HCl pH 8, 10 mM EDTA y 5 mg/mL de lisozima). 

4. Se incubó a 37 ºC durante 1 h. 
5. Posteriormente se adicionaron 200 μL de amortiguador 2 fresco (NaOH 0.2 M y 

4% de SDS). Se incubó en hielo durante 10 min. 
6. Transcurrido el tiempo se adicionaron 150 μL de amortiguador 3 (CH3CO2K 5 M, 

pH 5). Se mezcló e incubó en hielo durante 10 min. 
7. Posteriormente se centrifugó a 10,000 rpm durante 5 min a 20 ºC. 
8. Se recolectaron aproximadamente 400 μL del sobrenadante, el cual se colocó en 

un tubo Eppendorf nuevo. A este se le adicionaron 300 μL de fenol saturado con 
amortiguador TE (Tris-HCl 10 mM, EDTA 1 mM, pH 8) frío. Se agitó suavemente. 

9. Posteriormente se adicionaron 300 μL de cloroformo y se agitó 
suavemente. 

10. Se centrifugó a 10,000 rpm durante 5 min a 20 ºC. 
11. Se transfirió la fase acuosa a un nuevo tubo y se adicionó un volumen igual de 

isopropanol. Se mezcló suavemente. Para mejorar el rendimiento de 
precipitación de ADN se dejó a 4 ºC durante 12 h. 

12. Para recuperar el ADN se centrifugó a 10,000 rpm durante 15 min. 
13. Se realizaron 2 lavados al ADN precipitado con etanol al 80%, hasta no lograr 

percibir el olor característico a fenol. 
14. Se decantó y se llevó a sequedad en una centrífuga a baja presión. 

 

 

Caracterización del vector pET22b-VP16H mediante digestión del plásmido. 

Debido a que el gen de VP1 fue clonado entre los sitios de restricción NdeI y XhoI, 

fue posible realizar una digestión con las enzimas específicas para estos sitios 

(Tabla. 1), para después poder observar en un gel de agarosa al 1% la presencia 

del vector pET22b(-) y el gen de la proteína VP1. 
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Tabla. 1. Mezcla para la reacción enzimática para la liberación del gen de VP1. 

Reactivos Volumen (μL) 

Enzima de restricción NdeI 

Enzima de restricción XhoI 

BSA 10x 

Amortiguador NEB 3.1 

Agua destilada 

2.5 μL 

2.5 μL 

5.0 μL 

5.0 μL 

25 μL 

 

Protocolo: Digestión enzimática del plásmido pET22b-VP16H. 

1. Se resuspendió el plásmido en 10 μL de amortiguador EB (Tris-HCl 10 mM, pH 
8.0). Se tomó 1 μL y se mezcló con 4 μL de la mezcla de reacción enzimática. 

2. Se incubó durante 50 min a 37 ºC para promover el corte de las enzimas de 
restricción. 

3. Una vez transcurrido el tiempo se agregaron 2 μL de amortiguador de carga para 
electroforesis. 

4. Del plásmido resuspendido en EB se tomó 1 μL y se le adicionaron 2 μL de 
amortiguador de carga. 

5. Se realizó la electroforesis tanto para las muestras digeridas como para las 
intactas, además del marcador de peso molecular para ADN (2log DNA ladder 
BisLabs) en un gel de agarosa al 1%. 

6. Al finalizar la electroforesis se tiñó el gel con bromuro de etidio durante 15 min. 
Se observó en el trans-iluminador de luz UV. 

 

Transformación de células E. coli BL21(DE3) electo-competentes. 

Una vez que se propagó el plásmido, garantizando que se tendrá reservas para todo 

el proyecto, se continuó con la transformación de células de E. coli que permitan la 

sobreexpresión de la proteína VP1, para lo que se usó la cepa BL21(DE3) electro-

competente. 

Protocolo: Transformación de células E. coli BL21(DE3) electro-competentes. 

1. El plásmido propagado se rehidrató en 10 μL de agua destilada estéril.  
2. Para la transformación se tomó 1 μL del plásmido. Se siguió el mismo 

procedimiento que para la transformación de E. coli DH10B electro-competente. 
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Inducción de la expresión de la proteína VP1. 

El gen de la proteína VP1 está bajo el promotor T7, que adicionalmente contiene un 

operador lac. Esto permite utilizar un inductor artificial como el IPTG, permitiendo 

que la RNApol de T7, cuya expresión es regulada también por el operador lac, se 

una al promotor T7 y transcriba el gen con alta eficiencia. Antes de realizar el 

escalamiento de la producción de VP1 se hizo una prueba de sobreexpresión para 

corroborar condiciones experimentales. 

Protocolo: Inducción de la expresión de VP1. 

Se partió de las colonias aisladas de E. coli BL21(DE3) obtenidas con el plásmido 

propagado. 

1. Una colonia se inoculó en 10 mL de medio LB-amp. Se dejó incubar a 37 ºC 
durante 6 h. 

2. Se tomó una alícuota de 500 μL como control. 
3. Se adicionó una concentración final de 0.25 mM de IPTG. 
4. Se dejó incubar a 37 ºC durante 16 h. 
5. Se tomó una alícuota de 500 μL. 
6. Las muestras anteriores y posteriores a la inducción se centrifugaron a 14,000 

rpm durante 10 min. 
7. Se decantó el sobrenadante y la biomasa fue resuspendida en 100 μL de agua 

destilada. 
8. De estas muestras, para corroborar la sobreexpresión, se realizó una 

electroforesis en un gel de poliacrilamida al 12% en condiciones desnaturalizantes 
(SDS-PAGE). 
 

 

Una vez corroborada la sobreexpresión de VP1 se procedió al escalamiento a 1 L 

de medio de cultivo. 

Protocolo: Escalamiento de la producción de VP1 a 1 L de medio de cultivo. 

Para este procedimiento se partió de las colonias aisladas de la transformación de E. coli 

BL21(DE3). 

1. Se inoculó una asada de una colonia aislada en 10 mL de medio LB-amp. Se 
incubó a 37 ºC durante 16 h con agitación orbital a 220 rpm. 

2. Los 10 mL se trasvasaron a un matraz Erlenmeyer bafleado, con 100 mL de medio 
LB-amp. Se incubó a 37 ºC durante 5 h con agitación orbital a 220 rpm. 

3. Se trasvasaron los 110 mL de agar a un matraz Erlen-Meyer con 1 L de medio de 
cultivo LB-amp, se tomó 1 mL del medio como blanco. 

4. Se incubó a 37 ºC hasta alcanzar la fase exponencial a una D.O.600nm = 0.5 (1.5 
h).  
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5. Una vez alcanzada la fase exponencial, se adicionó IPTG (0.25 mM concentración 

final) y se incubó a 37 ºC durante 16 h con agitación orbital de 220 rpm. Se 
corroboró la sobreexpresión mediante electroforesis en gel de poliacrilamida SDS-
PAGE. 

6. La biomasa fue recuperada centrifugando a 5000 rpm por 20 min a 10 ºC. 
7. Se realizaron 2 lavados con 100 mL de solución salina (NaCl 150 mM) 

centrifugando en iguales condiciones. 
8. Por último, se resuspendieron las células en 50 mL de solución salina (NaCl 150 

mM) y se guardó a -70 ºC. 
 

 

Limpieza de los cuerpos de inclusión. 

En trabajos previos [35, 36, 41, 43] se describe la formación de cuerpos de inclusión 

por la proteína VP2 y otras proteínas quiméricas basadas en la proteína VP2. 

Debido a que VP1 y VP2 comparten la región mayoritaria VP este fenómeno siguió 

ocurriendo. El protocolo utilizado para la limpieza de los cuerpos de inclusión es el 

reportado por Santillán-Uribe, 2017 [43]. 

Protocolo: Limpieza de cuerpos de inclusión. 

1. Se descongeló la biomasa empleando un baño de agua a 25 ºC y se recuperaron 
las células centrifugando durante 15 min a 8000 rpm a 5 ºC. 

2. La biomasa recuperada fue resuspendida en 25 mL de solución amortiguadora 
ALCI (50 mM Tris-HCl, 150 mM NaCl, 5 mM EDTA, pH 8.0). Y recuperada por 
centrifugación en las condiciones descritas. 

3. Las células recuperadas fueron resuspendidas en 40 mL de solución 
amortiguadora BLCI (50 mM Tris-HCl, 150 mM NaCl, 5 mM EDTA, 2% v/v Tritón 
100x, pH 8.0). Una vez resuspendidas las células se procedió a sonicarlas 
mediante un ciclo de 20 min, con pulsos de 10 s y pausas de 10 s. Todo esto 
empleando baño de hielo. 

4. El producto de la lisis celular se centrifugó a 8000 rpm durante 20 min a 4 ºC. Se 
descartó el sobrenadante. 

5. Se realizó un lavado de los cuerpos de inclusión obtenidos solubilizándolos en 40 
mL de solución amortiguadora BLCI y sonicando nuevamente en un solo ciclo de 
10 min con pulsos de 10 s y pausas de 10 s. 

6. La suspensión obtenida se centrifugó a 10,000 rpm durante 40 min a 4 ºC. Se 
descartó el sobrenadante y se continuó con la fracción insoluble. 

7. El precipitado obtenido se solubilizó en 50 mL de solución amortiguadora CLCI (50 

mM NaH2PO4, 0.3 M NaCl, 2 mM DTT, 6 M GndHCl, pH 6.3). De esta manera se 
conservó en un tubo falcón a temperatura ambiente hasta comenzar la 
etapa de purificación. 
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Purificación de la proteína VP1 mediante cromatografía de afinidad a Níquel. 

La proteína VP1 está provista de una etiqueta con 6 residuos de Histidina que se 

localizan en el extremo C-terminal. Esta característica permite su purificación por 

cromatografía de afinidad, utilizando resina cuya matriz contiene iones níquel, el 

cual es afín a los anillos de imidazol de los residuos Histidina. El protocolo utilizado 

se desarrolló con base en un trabajo previo donde se purificaron proteínas 

quiméricas de VP2 [43]. 

Protocolo: Purificación por cromatografía de afinidad a iones Ni. 

La columna empleada fue empacada con resina Protino® Ni-TED y posee un volumen de 

columna de 15 mL. Su funcionamiento depende de la gravedad. 

1. La matriz de la columna fue equilibrada con 30 mL de solución amortiguadora AEQ 

(50 mM NaH2PO4, 0.3 M NaCl, 2.5% v/v glicerol, pH 7.5).  
2. Cuando la solución AEQ estaba por terminarse se adicionaron al reservorio 20 mL 

de la solución amortiguadora APU (50 mM NaH2PO4, 0.3 M NaCl, 3 M GndHCl, 
2.5% v/v glicerol, pH 7.5). 

3. Inmediatamente después de que terminó de pasar la solución APU se adicionaron 
7.5 mL de la solución de cuerpos de inclusión solubilizados. 

4. Casi finalizado el paso de los cuerpos de inclusión por el reservorio, se 
adicionaron 20 mL de solución amortiguadora BPU (50 mM NaH2PO4, 0.3 M NaCl, 
3 M GndHCl, pH 7.5). 

5. Cuando la solución BPU estaba por concluir su paso por el reservorio se agregaron 
20 mL de la solución amortiguadora CPU (50 mM NaH2PO4, 0.3 M NaCl, 3 M 
GndHCl, 15 mM Imidazol, pH 7.5). 

6. Antes de que el amortiguador CPU terminara su paso por el reservorio se 
adicionaron 15 mL de solución amortiguadora DPU (50 mM NaH2PO4, 0.3 M NaCl, 
3 M GndHCl, 30 mM Imidazol, pH 7.5). 

7. Cuando la solución DPU estaba por terminar su paso por el reservorio, se 
adicionaron 10 mL de la solución amortiguadora EPU (50 mM NaH2PO4, 1 M NaCl, 
3 M GndHCl, pH 7.5). 

8. Finalmente, antes de que el amortiguador EPU terminara su paso por el reservorio, 
se adicionaron 30 mL de la solución amortiguadora FPU (50 mM NaH2PO4, 0.3 M 
NaCl, 3M GndHCl, 350 mM Imidazol, pH 7.5). Inmediatamente se comenzó a 
recolectar el volumen muerto (10 mL). 

9. Terminando de recolectar el volumen muerto se comenzó a colectar la proteína 
de interés en 6 fracciones de 5 mL cada una. 

10. Para finalizar el ciclo de purificación, se adicionaron 70 mL de agua destilada al 
reservorio. 

11. Se analizaron las fracciones 1, 4 y 6 mediante electroforesis en gel de 
poliacrilamida SDS-PAGE para comprobar la pureza de las fracciones.  

12. Aquellas fracciones que presentaban iguales condiciones de pureza se 
concentraron utilizando unidades de filtración Amicon® con un límite de peso 
molecular de 50 kDa. 

13. Una vez concentrada la proteína se realizó el cambio de la solución amortiguadora 
FPU por la solución amortiguadora denominada GPU (20 mM Tris-HCl, 0.150 M 
NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM de DTT, 5 M GndHCl, pH 8) utilizando la misma unidad  
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Amicon®. Con este cambio de amortiguador se busca eliminar el imidazol 
presente y conservar a la proteína en condiciones apropiadas para su 
posterior uso. 
  

 

Determinación de la concentración de la proteína. 

La determinación de la concentración proteica se realizó por espectrofotometría a 

280 nm, tomando como referencia una curva patrón de albúmina sérica bovina 

(BSA) solubilizada en amortiguador GPU. Tanto las diluciones de la curva patrón 

como las diluciones de la muestra problema se realizaron por triplicado y bajo las 

mismas condiciones experimentales (Tabla. 2). 

Tabla 2. Diseño experimental para la determinación de la concentración proteica. 

Muestra Vol. BSA 

1 mg/mL 

(μL) 

Concentración 

BSA (mg/mL) 

Vol. amortiguador 

Gpu (μL) 

Vol. VP1 

(μL) 

Blanco - - 1000 μL - 

1 50 μL 0.05 mg/mL 950 μL - 

2 200 μL 0.2 mg/mL 800 μL - 

3 400 μL 0.4 mg/mL 600 μL - 

4 600 μL 0.6 mg/mL 400 μL - 

5 800 μL 0.8 mg/mL 200 μL - 

6 1000 μL 1.0 mg/mL - - 

M1 - - 990 μL 10 μL 

M2 - - 950 μL 50 μL 

M3 - - 900 μL 100 μL 

 

Protocolo: Determinación de la concentración proteica. 

1. Se realizó una solución stock de BSA en amortiguador GPU (1 mg/mL). 
2. La proteína VP1 se filtró a través de una membrana con tamaño de corte de 0.45 

micras. 
3. Todas las diluciones se prepararon en las mismas condiciones experimentales 

(Tabla 2). 
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4. Se determinó la absorbancia de cada muestra en el espectrofotómetro a 280 nm 

utilizando celda de cuarzo. 
5. Con los valores obtenidos para las diluciones de BSA se construyó una curva 

patrón y por interpolación de las absorbancias para las muestras problema se 
determinó la concentración de VP1. 
 

 

Ensamble de proteínas para la obtención de VLPs. 

Al VP1 representar el 5% de la cápside viral del B19V, y teniendo en cuenta que la 

proteína estructural VP2 es capaz de formar cápsides sin la presencia de VP1, esta 

última ha sido poco estudiada en cuanto a su capacidad de formar VLPs estables. 

En estudios con baculovirus se demostró que VP1 es incapaz por si misma de 

formar VLPs eficazmente [55, 56], probablemente por el impedimento estérico 

provocado por los 227 AA. adicionales que presenta en su extremo N-terminal.  

Sin embargo, su capacidad de auto ensamble no se ha evaluado en condiciones in 

vitro. Para evaluar su capacidad de generar VLPs se colocaron pruebas de 

ensamble con la proteína estructural VP1 (100%) así como ensambles en 

proporciones VP1/VP2 (1:1 M/M), VP1:VP2 (1:9 M/M) y VP2 (100%) como control 

[35, 36, 39, 43]. 

Protocolo: Ensamble de proteína 

1. Se prepararon los tubos de diálisis de 1.5 mL, ajustando la concentración de 
proteína a 0.7 mg/mL utilizando amortiguador GPU para llegar al volumen deseado 
para cada ensamble. 

2. Se dializaron las muestras durante 40 h a 4 ºC contra PBS-Arg (137 mM NaCl, 
2.7 mM KCl, 10 mM Na2HPO4, 2 mM KH2PO4, 0.2 M Arginina, pH 7.4).  

 

Caracterización de VLPs mediante DLS. 

La dispersión dinámica de luz (DLS, por sus siglas en inglés) es una técnica 

hidrodinámica que puede ser empleada para determinar el perfil de la distribución 

de tamaño y masa que presentan algunos materiales en solución. Se usa 

principalmente para la caracterización de polímeros, micelas, carbohidratos, 

proteínas y nano partículas. 

 

 



Metodología 

 38 

Protocolo: Caracterización de VLPs mediante DLS. 

1. Una vez finalizada la diálisis las muestras se mantuvieron en hielo. Cada muestra 
se filtró a través de una membrana de 0.45 micras. 

2.  Posteriormente fueron filtradas por una membrana de 0.22 micras. 
3. Se utilizó una celda de cristal con capacidad de 500 μL para las mediciones. 
 

Cada muestra fue analizada mediante 5 ciclos de 10 determinaciones por ciclo. 

Las condiciones se fijaron en 1.33 para el índice de refracción, viscosidad de 1.003 

cP y 20º C de temperatura. 

 

Purificación de VLPs mediante cromatografía de exclusión molecular. 

La cromatografía de exclusión molecular o de filtración en gel es una técnica de 

separación en la que la fase estacionaria está constituida por un polímero 

entrecruzado de tamaño de poro definido. Las moléculas grandes, no compatibles 

con el tamaño de poro, siguen su avance, mientras que las más pequeñas quedan 

retenidas en los intersticios de la matriz. Esta modalidad de cromatografía es útil 

para especies neutras de alto peso molecular, realizándose la separación en función 

de su tamaño, lo que permite separar las VLPs completamente formadas de 

intermediarios o agregados proteicos [57].  

Para este análisis se utilizó un sistema de cromatografía de líquidos de alta 

resolución de la marca Waters. La columna utilizada fue empacada con la fase 

estacionaria denominada Sephacryl S-500 HR. Como fase móvil se utilizó solución 

amortiguadora PBS-Arg (137 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 10 mM Na2HPO4, 2 mM 

KH2PO4, 0.2 M L-Arg, pH 7.4). El flujo de la fase preparativa se mantuvo en 0.5 

mL/min y se utilizó un detector de UV-Vis ajustado a una longitud de onda de 280 

nm para dar seguimiento al proceso de purificación. A partir del minuto 50 se 

empezó la recolección de las muestras, las de mayor absorbancia fueron analizadas 

posteriormente mediante DLS [36, 39, 43]. 

Caracterización de VLPs mediante ultra-centrifugación isopícnica. 

En la centrifugación isopícnica las partículas son separadas en base a su densidad, 

el tamaño solo afecta la velocidad a la que las partículas alcanzan su posición 

isopícnica. Se lleva a cabo en un gradiente de densidad autogenerado, en el que 

las partículas se mueven hasta el punto en el que su densidad es la misma que la 

del medio, generalmente los tiempos de centrifugación son largos para lograr el 

equilibrio entre la fuerza centrífuga, el empuje hidrostático y la difusión, en la Figura 

16 se observa el esquema de la ultra-centrifugación isopícnica [58]. 
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Los gradientes continuos se autogeneraron a partir de una solución de CsCl con 

densidad de 1.33 mg/mL. Esto se logra a partir de una solución 2.4 M de CsCl 

llevada a aforo con la solución amortiguadora AGRA (137 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 10 

mM KH2PO4, 10 mM EDTA, 0.5 % v/v Tritón X-100, pH 7.4), filtrada a través de una 

membrana de 0.45 μm. 

Protocolo: Caracterización de VLPs mediante Ultra-centrifugación Isopícnica 

1. Una vez finalizada la diálisis para conseguir el ensamble, las muestras se 
mantuvieron en hielo. De cada muestra se tomaron 500 μL que se analizaron 
mediante DLS corroborando que el ensamble finalizó correctamente. 

2. En cada tubo para centrifuga con capacidad de 5 mL (Ultra-Clear Beckman 11 x 
60 mm) se colocaron 3.5 mL de la solución de CsCl. 

3. Posteriormente se adicionaron 500 μL de las muestras con VLPs. Teniendo 
cuidado de mantener el gradiente generado. 

4. Los tubos y las camisas respectivos se balancearon con la proteína específica. 
5. El proceso de ultra-centrifugación se realizó empleando un rotor 60 Ti en un 

equipo OptimaTM XL-100K Class S, ambos de la marca Beckman. Las condiciones 
se fijaron en 55,000 rpm a 20 ºC durante 10 h y 45 min. 

6. Terminado el proceso, las bandas se recuperaron para medir su densidad y 
posterior caracterización mediante electroforesis en gel de poliacrilamida SDS-
PAGE. 
 

 

Caracterización de VLPs por microscopía de fuerza atómica (AFM). 

La microscopía de fuerza atómica (AFM por sus siglas en inglés) es reconocida 

como una versátil y poderosa herramienta analítica con potencial en diversas áreas 

de la biología. En la AFM la superficie de la muestra es escaneada mediante una 

aguda sonda y se visualiza la muestra a través de las fuerzas de atracción o 

repulsión en cada posición al aplicar un voltaje específico [59].  

Fig. 16.  Esquema de la centrifugación isopícnica. Tomado de Sun et al., 2018. 
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Las muestras se obtuvieron mediante diálisis durante 40 horas frente a solución 

amortiguadora PBS-Arg y fueron filtradas a través de una membrana de 0.45 μm y 

posteriormente por 0.22 μm. Las muestras fueron analizadas por DLS para estimar 

el estado del ensamble. Las muestras filtradas se llevaron a una dilución 1:1x10-9 

con PBS-Arg filtrado por una membrana de 0.22 μm. Se colocó 1 μL de la dilución 

en la superficie de un disco de mica grado V1 de 12 mm de diámetro (Ted Pella 

Inc.). Posteriormente las muestras se llevaron a sequedad en condiciones de 

presión reducida y temperatura de 25 ºC. Para eliminar los cristales formados por la 

presencia de sales de las soluciones amortiguadoras se realizaron dos ciclos de 

limpieza con agua desionizada, previamente filtrada por una membrana de 0.22 μm. 

Al final la mica fue adherida a un disco magnético. Los análisis se llevaron a cabo 

en un microscopio de sonda de barrido InnovaTM (Veeco Instruments Inc.) que 

cuenta con una sonda de barrido de alta resolución Hi`Res-C19/Cr-Au 

(MIkroMasch). Estas sondas tienen un radio de punta de 1 nm, constantes de fuerza 

promedio de 0.5 N/m y una media de frecuencias de resonancia de 65 kHz. Todas 

las imágenes fueron generadas utilizando el modo intermitente.  

Caracterización de VLPs mediante microscopía de transmisión electrónica (TEM). 

La microscopía de transmisión electrónica (TEM por sus siglas en inglés) es una 

herramienta efectiva para visualizar la morfología y ultraestructura de especímenes 

tan pequeños que no pueden ser visualizados con las microscopias de luz 

convencionales. El TEM utiliza un bombardeo de electrones para visualizar 

muestras muy delgadas, los electrones interactúan con la muestra que es enfocada 

por una lente que magnifica la imagen. Debido al hecho de que el TEM utiliza 

electrones y estos presentan mucho menor longitud de onda que la luz visible la 

resolución es mucho mayor que el microscopio de luz convencional. Las regiones 

donde la muestra bloquea los electrones se observan con apariencia negra mientras 

que las regiones donde los electrones atraviesan tienen una apariencia blanca. En 

viriones, la falta de densidad electrónica permite el paso de los electrones, ya que 

estos, no pueden interactuar con la muestra. Por esta razón la tinción negativa es 

el método más usado para la observación de viriones mediante TEM [60]. 

Las muestras se obtuvieron mediante diálisis durante 40 horas frente a solución 

amortiguadora PBS-Arg, posteriormente fueron filtradas a través de una membrana 

de 0.45 μm seguido de una membrana de 0.22 μm. Las muestras se llevaron a una 

dilución 1:100 con amortiguador PBS-Arg.  Se colocaron 20 μL de la muestra sobre 

la rejilla cubierta con formvar, se dejó impregnar la muestra durante 5 min. Pasado 

el tiempo se retiró el exceso con papel filtro y se colocaron 20 μL de ácido 

fosfotúngstico, el cual se dejó 5 segundos y se retiró el exceso con papel filtro. Las 

rejillas se dejaron secar durante 12 horas. Las lecturas se realizaron en un 
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microscopio de transmisión electrónica JEOL JEM-ARM200F con un voltaje de 200 

kV. 

Determinación de la actividad catalítica de PLA2 perteneciente a VP1u mediante 

cromatografía en placa fina (TLC).  

Una manera indirecta de corroborar que la región N-terminal de VP1 se encuentra 

externalizada y correctamente plegada en las VLPs que la contienen es observando 

la actividad de fosfolipasa tipo 2 que presenta intrínsecamente la VP1u.  

El ensayo se llevó a cabo en 858 µL de amortiguador AACT (Tris-HCl 5 mM, CaCl2 5 

mM, NaCl 137 mM, KCl 2.7 mM, Tritón X-100 2 mM, pH 7.5) utilizando 476 µL de 

VLPs de VP2 100% (Control negativo), VP1 100%, VP1:VP2 (1:9 M:M) y VP1:VP2 

(1:1 M:M) a una concentración aproximada de 0.7 mg/mL, la reacción se inició 

adicionando a la mezcla 666 µL del sustrato en cloroformo a una concentración de 

15 mM, como sustrato 1-palmitoil-2-oleoil-3-fosfatidilcolina (FC). La reacción se 

incubó a 37 ºC durante 1 hora, tras lo cual se realizó una cromatografía en capa fina 

(TLC) usando como fase móvil cloroformo-metanol-amoniaco (65:35:5). Revelando 

posteriormente en cámara con vapores de yodo. 

Determinación de la hemolisis generada en RBC por acción de la PLA2 de VP1. 

Como se ha mencionado anteriormente, el incorporar VP1 a las VLPs del B19V 

proporcionaría la entrada a las células blanco. Sin embargo, al incrementar la 

concentración de VP1, para hacer más eficiente el transito celular, su actividad de 

fosfolipasa tipo 2 intrínseca podría causar lisis celular. Por este motivo se realizó 

una prueba de lisis en eritrocitos (RBC) con las VLPs anteriormente caracterizadas. 

La prueba se realizó en eritrocitos, ya que se conoce que son células permisivas, 

por contener los receptores necesarios para la internalización. Sin embargo, 

también se sabe que hay cierta población que no contiene el antígeno P. Por este 

motivo se utilizaron tres muestras sanguíneas diferentes para reducir la 

incertidumbre. 

Una manera indirecta de conocer el grado de hemólisis de los eritrocitos es 

mediante la cuantificación de la hemoglobina liberada, medida a 540 nm en el 

espectrofotómetro. Para este objetivo se implementó una variante de la prueba 

clínica: fragilidad osmótica. La fragilidad osmótica en eritrocitos indica la resistencia 

de estos a la ruptura por acción de la presión osmótica, ejercida sobre la membrana 

eritrocitaria, al colocarlos en soluciones salinas hipotónicas [61]. 
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Protocolo: Actividad catalítica de PLA2 en RBC mediante variante de fragilidad 

osmótica. 

1. La sangre total heparinizada se centrifugó a 2500 rpm durante 10 min; se desechó 
el plasma y el concentrado de eritrocitos se lavó tres veces con solución salina al 
0.9 % NaCl pH 7.4.  

2. Se preparó una suspensión de eritrocitos al 25% con la misma solución fisiológica, 
para cada una de las muestras. 

3. Se preparó un stock de Amortiguador BACT (NaCl 0.88% y CaCl2 2 mM pH 7.4), 
que en conjunto es una solución fisiológica, para realizar las diluciones pertinentes 
para la curva patrón de hemoglobina: 0.9, 0.7, 0.5 y 0.3%. 

4. Para la construcción de la curva patrón de Hb se mezclaron suavemente 50 µL 
de la suspensión de eritrocitos con cada una de las soluciones de Amortiguador 
BACT (0% hasta 0.9%). Se incubaron las muestras durante 1 h a 37 °C. 

5. Posteriormente se centrifugó cada muestra a 2500 rpm durante 5 min, 
desechando el precipitado. 

6. La absorbancia del sobrenadante se leyó a 540 nm frente al control negativo 
(solución salina al 0.9 %). El control positivo es la muestra incubada con 0 % de 
NaCl-CaCl2 (agua destilada). Para cada punto se calculó el porcentaje de 
hemólisis. 
 

% 𝐻𝑒𝑚ó𝑙𝑖𝑠𝑖𝑠 =
𝐴𝑏𝑠 𝑥%

𝐴𝑏𝑠 0%
∗ 100 

Donde: Abs x%: representa el valor de absorbancia a 540 nm de las muestras a 
diferentes concentraciones de NaCl. 
 

7. Para las muestras con VLPs además de los 50 µL de suspensión de eritrocitos se 
colocaron 200 µL de VLPs (0.7 mg/mL) y amortiguador BACT. Incubando 1 hora a 
37 °C. 

 

En la Tabla. 3 se especifican las condiciones de la curva patrón y de las muestras con 

VLPs. 

Fue necesario usar CaCl2 en el ensayo por la dependencia de Ca+2 por parte de la PLA2 

presente en la región única de VP1.  
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Tabla. 3: Condiciones de la prueba de actividad catalítica de PLA2 de las VLPs en RBC. 

Muestra 

 

Vol. NaCl-CaCl2 

(308 Osm) 

Vol. RBC al 

25 % 

Vol. H2O Vol. VLPs        

0.9 % 2000 μL  50 μL - - 

0.7 % 1555 μL  50 μL 445 μL - 

0.5 % 1111 μL 50 μL 889 μL - 

0.3 % 660 μL 50 μL 1334 μL - 

0 % (agua 

destilada) 

- 50 μL 2000 μL - 

VP2 100 % 1750 μL 50 μL - 200 μL 

VP2:VP1 (1:1) 1750 μL 50 μL - 200 μL 

VP1 100 % 1750 μL 50 μL - 200   μL 

 

Co-ensamble de VLPs con las proteínas VP1: VP2: ST-VP2. 

Una vez comprobado que las VLPs que contienen VP1 no generan lisis celular se 

tuvo la tarea de generar VLPs que además de permitir el acceso a ciertos tipos 

celulares pudiesen ser susceptibles a ser localizadas mediante microscopía 

confocal. Por lo que se generaron VLPs que contuvieran además de VP1, la 

proteína quimérica SpyTag-VP2 (ST-VP2), la cual permitirá posteriormente 

funcionalizar las VLPs con la proteína quimérica verde fluorescente superfolder 

unida al péptido SpyCatcher (sfGFP-SC). 

Las proteínas adicionales que se utilizaron en esta etapa del proyecto, al igual que 

las proteínas VP1 y VP2, fueron expresadas en E. coli BL21(DE3) a partir del 

plásmido pET22b (+), el cual incluía por separado las secuencias de ST-VP2 y 

sfGFP-SC [62]. 

En el grupo de trabajo se contaba con células de E. coli BL21(DE3) transformadas 

con el plásmido de la proteína ST-VP2, por lo que únicamente se tuvo que sobre 

expresar y purificar mediante cromatografía de afinidad a iones níquel, ya que 

presentaba, al igual que las otras construcciones, con un His-Tag. Las condiciones 

de sobreexpresión y purificación fueron las mismas que para la proteína VP2 

descritas en apartados anteriores [43]. En cuanto a la proteína sfGFP-SC se 

contaba con proteína purificada y cuantificada [62] por lo que solo se realizaron los 

cálculos para su implementación. 
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De esta manera se ajustó el protocolo para generar VLPs que contuvieran VP2, VP1 

y ST-VP2. La presencia de VP2 en las VLPs que contengan el sistema SpyTag-

SpyCatcher es fundamental, ya que el péptido SpyTag se ubica en el extremo amino 

terminal, compitiendo por la externalización por el poro en el eje de simetría de 

orden 5 con la proteína VP1, por lo que el tener solamente estas dos proteínas 

provocaría un impedimento estérico importante para la formación de VLPs 

funcionalizadas. 

Protocolo: Ensamble de VLPs funcionalizadas con sGFP. 

1. Se prepararon los tubos de diálisis de 1.5 mL, ajustando la concentración de 
proteína a 0.7 mg/mL utilizando amortiguador GPU para llegar al volumen deseado 
para cada ensamble: VP1:VP2:ST-VP2 (10:65:25 %). 
 
 

2. Se dializaron las muestras durante 40 h a 4º C contra PBS 2X-Arg (274 mM NaCl, 
5.4 mM KCl, 20 mM Na2HPO4, 4 mM KH2PO4, 0.2 M Arginina, pH 7.4).  

 

 

Para corroborar la presencia de VLPs con las tres proteínas se realizó cromatografía 

de exclusión molecular, utilizando el sistema de cromatografía de líquidos de alta 

resolución de la marca Waters, utilizando las condiciones anteriormente descritas, 

las fracciones de mayor absorbancia fueron analizadas posteriormente mediante 

DLS en las mismas condiciones ya mencionadas. 

Funcionalización de las VLPs mediante el sistema SpyTag/SpyCatcher. 

El sistema SpyTag-SpyCatcher es una de las opciones más eficientes de fusión 

génica en módulos que posteriormente pueden generar un enlace isopeptídico entre 

ellos con una alta estabilidad, lo que permite funcionalizar proteínas que no son 

compatibles en el proceso de producción y purificación.  

En el grupo de laboratorio anteriormente ya se ha trabajado con este sistema, 

colocando tanto en el extremo N-terminal como en una de las asas más móviles de 

VP2, el péptido SpyTag sin observar modificaciones en la capacidad de auto 

ensamble de las VLPs. La funcionalización de las cápsides con fluoróforos, como la 

sfGFP o enzimas como la α-glucosidasa se produce una vez que interactúan con 

las proteínas fusionadas con el péptido SpyCatcher, el cual no modificaba el 

correcto plegamiento de las proteínas de interés [38, 39].  
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Protocolo: Funcionalización del co-ensamble VP1:VP2:ST-VP2 con sfGFP-SC. 

1. Una vez confirmada la presencia de partículas con un comportamiento 
hidrodinámico similar a las VLPs con VP1, se incubaron 400 μL de las partículas 
con 5 μL de sfGFP-SC [1.7 mg/mL]. 

2. La incubación se realizó a 30 ºC durante 3 h con agitación orbital. 
3. Las muestras posteriormente fueron concentradas en una centrifuga a baja 

presión y dializadas contra agua durante 16 horas. 
4. Se realizó un SDS-PAGE al 9% para visualizar de mejor manera la interacción de 

las proteínas. 
 

 

Caracterización de VLPs funcionalizadas con sGFP-SC por microscopía de fuerza atómica 

(AFM). 

Las muestras obtenidas de la caracterización por SEC y DLS que posteriormente 

fueron incubadas para la interacción de los péptidos SpyTag-SpyCatcher fueron 

diluidas 1:1x10-9 con PBS-Arg para su caracterización por AFM siguiendo las 

condiciones antes descritas.  

Ensayos de unión e internalización celular en hepatocitos (línea celular HepG2). 

A pesar de que la infección del B19V está restringida a los precursores eritrocitarios, 

se ha observado la presencia de los viriones en otros linajes celulares [1, 3]. Dentro 

de estos linajes se encuentran los hepatocitos, por lo que la infección del B19V se 

ha asociado etiológicamente a la falla aguda fulminante del hígado (AFLF por sus 

siglas en inglés), la cual es una enfermedad fatal debida a infección hepática, 

intoxicación, o complicaciones por trasplante de hígado [63, 64]. 

Para estudiar la relación entre el parvovirus B19V y la AFLF diversos investigadores 

han usado la línea celular de hepato-carcinoma (HepG2), la cual se demostró que 

es un buen modelo, al presentar en su membrana los dos principales receptores 

sugeridos para la unión e internalización celular (Gb4Cer y la integrina α5β1) y es 

comparable con hepatocitos primarios [64, 65, 66]. Estas investigaciones en células 

HepG2 demostraron que, aunque la infección del B19V no es permisiva en este 

linaje celular, al no permitir la sobreexpresión de las proteínas estructurales de la 

cápside viral, la sobreexpresión de la proteína no estructural NS1 del virión induce 

la apoptosis celular por activación de las Caspasas 3 y 9 [65, 66]. 

Estos datos sugieren que el hígado puede ser un posible blanco para terapia usando 

las VLPs del B19V. Estos datos guiaron la decisión de usar la línea celular HepG2 

como modelo para las VLPs que contienen VP1 en su estructura. El protocolo fue 

tomado de Cayetano-Cruz et al., 2019 [62]. 
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Protocolo: Ensayos de unión e internalización de VLPs con VP1:VP2:ST-VP2 

funcionalizadas con sfGFP-SC en células HepG2. 

1. Crecer las células HepG2 hasta una confluencia del 80% (aproximadamente 
50,000 células por caja) adheridas en cubreobjetos dentro de cajas Petri de 35 
mm, manteniéndolas en 2 mL de medio DMEM (Dulbecco Modified Eagle 
Medium) durante 48 h a 37 ºC. 

2. Pasado el tiempo adicionar 100 μg/mL de las VLPs tratamiento. Incubar 
nuevamente 1 h a 37 ºC. 

• VLPs con VP1 (VP1:VP2:ST-VP2 15:55:30)/ sfGFP-SC 

• VLPs sin VP1 (VP2:ST-VP2 70:30)/ sfGFP-SC 

• PBS  
3. Lavar las células con 1 mL de PBS y adicionar 1 mL de medio de cultivo fresco. 
4. Incubar 2, 4 y 6 horas a 37 ºC.  
5. Retirar el medio y lavar 2 veces con PBS-Tripsina al 0.05%.  
6. Lavar nuevamente con 1 mL de PBS. 
7. Fijar las células con 1 mL de paraformaldehído al 4% en PBS durante 15 min. 
8. Lavar 3 veces con 1 mL de PBS. 
9. Para la tinción de los núcleos celulares adicionar 25 μL de DAPI. Reposar durante 

5 min. 
10. Lavar 3 veces con 1 mL de PBS. 
11. Antes de montar el cubreobjetos, colocar 1 gota de Vectashield en el portaobjetos 

previamente etiquetado y desengrasado. 
12. Sellar la preparación colocando esmalte en las orillas. Mantener las preparaciones 

cubiertas de la luz y a 4º C hasta la observación en el microscopio confocal. 
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN. 
 

Análisis in silico de la VP1u para la obtención de un modelo tridimensional. 

La secuencia de la región única de la proteína VP1 fue sometida a análisis mediante 

diferentes servidores para lograr generar un modelo de su estructura terciaria que 

facilite el entendimiento de los sitios de relevancia de esta región. Los servidores 

utilizados fueron 1) ITASSER, el cual genera moldes basados en el PDB (Protein 

Data Bank) que luego, mediante simulaciones, logra integrar para generar el 

modelo, tomando en cuenta las características biológicas de cada proteína; 2) 

ROBETTA, el cual puede realizar la predicción de la estructura tridimensional de 

novo o por comparación con templados; y 3) el servidor QUARK, el cual, al igual 

que ROBETTA, se basa en un método de novo [48, 49, 50, 51, 52, 53]. 

En el caso de ITASSER y ROBETTA los 227 AA. de la VP1u se lograron analizar 

como un solo templado. Sin embargo, el servidor QUARK admite únicamente una 

longitud de 200 AA. por templado, por lo que se tuvo que dividir la secuencia en: los 

primeros 200 AA. y posteriormente del AA. 190 y hasta el 227 para construir un 

modelo completo. De cada servidor se escogieron los 2 modelos con la mejor 

puntuación. La Figura 17 muestra los 6 modelos obtenidos.  

Como una medida para encontrar el modelo que mejor represente las 

características de la región única de VP1 se realizó un análisis comparativo de la 

integridad del dominio de PLA2 de los seis modelos seleccionados contra las dos 

principales fosfolipasas que se tomaron como templado; recordando que, las VP1u 

de diversos parvovirus, únicamente comparten identidad con las sPLA2 en el sitio 

catalítico y el asa de unión a Ca+2 [3, 13]. 

ITASSER: Ambos modelos obtenidos toman como moldes las estructuras 

cristalográficas de fosfolipasas tipo 2 como la de humano (PDB POD1), la 

fosfolipasa del arroz (PDB 2WG7) y la fosfolipasa de abeja (PDB 1POC), 

adicionalmente el primer modelo, el cual presentaba un mejor valor de confianza, 

incluye como templados, proteínas de membrana y proteínas helicoidales recién 

descubiertas.  

El modelo 1 (Fig. 17A) arroja como resultado un haz de 7 hélices , con un RMSD 

de 6.17 Å contra los aminoácidos del sitio catalítico de la fosfolipasa tipo 2 de 

humano (1POD) y 6.61 Å contra los aminoácidos del sitio catalítico de la 1POC. En 

cuanto al modelo dos, este se basa únicamente en estructuras de PLA2, 

presentando un RMSD de 2.59 Å contra los residuos equivalentes del sitio catalítico 

de la fosfolipasa 1POD y 2.67 Å contra los residuos del sitio catalítico de la 
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fosfolipasa 1POC. Sin embargo, para el resto de los residuos no se obtiene 

estructura secundaria definida (Fig. 17B). 

ROBETTA: De los resultados obtenidos se eligieron los dos modelos con mayor 

valor de confianza, en este caso, el servidor realizó los modelos mediante 

comparación de secuencia, utilizando como moldes la PLA2 de abeja (1POC), varios 

arreglos de la proteína estructural del VIH (PDB 4USN, 4D1K, 3DIK), una -

glucosidasa de Pyrococcus furiosus (PDB 3WQ8), una proteína clave en la 

fagocitosis de Legionella pneumophila (4ZUZ) y proteínas de novo.  

En las figuras 17C y 17D se observan ambos modelos; el primer modelo presenta 

un RMSD de 8.51 y 8.17 Å contra los residuos equivalentes del sitio catalítico de la 

fosfolipasa de humano (1POD) y la PLA2 1POC respectivamente. Este modelo está 

compuesto por 4 hélices α unidas por regiones largas y desordenadas. En cuanto 

al modelo 2, este presenta un RMSD de 13.07 y 7.61 Å contra los residuos del sitio 

catalítico de la PLA2 de humano y de la 1POC, el modelo consta de 8 hélices α con 

un arreglo claramente más laxo que los modelos anteriores, y en el cual es evidente 

la separación de dos dominios. 

Por último, el servidor Quark arrojo 5 modelos ab initio de los cuales se 

seleccionaron los dos con mejores RMSD contra las dos fosfolipasas de referencia 

(1POD y 1POC). La figura 17E muestra un resultado parecido al segundo modelo 

obtenido mediante ROBETTA (Fig. 17D), con los dominios separados, este modelo 

está compuesto de 7 hélices alfa con RMSDs de 5.17 y 6.40 Å respecto a los 

aminoácidos equivalentes del sitio catalítico de las fosfolipasas de humano y abeja 

respectivamente. El último modelo (Fig. 17F) consta de un haz de 6 hélices  y 

presenta RMSDs de 1.58 y 2.08 Å contra el sitio catalítico de la fosfolipasa 1POD y 

1POC respectivamente. 
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Fig. 17. Modelos de la región única de VP1 obtenidos mediante ITASSER, ROBETTA y Quark. A) Modelo 1 

obtenido por ITASSER: presenta un RMSD de 6.17 Å contra los residuos del sitio catalítico de la fosfolipasa tipo 

de humano (1POD) y 6.61 contra los residuos equivalentes de la fosfolipasa de abeja (1POC). B) Modelo 2 obtenido 

por ITASSER: presenta un RMSD contra la 1POD de 2.59 Å y de 2.67 Å contra la 1POC. C) Modelo 3 obtenido por 

ROBETTA: con un RMSD de 8.51 Å contra los residuos del sitio catalítico de la fosfolipasa de humano y 8.17 Å 

contra la fosfolipasa de abeja. D) Modelo 4 obtenido por ROBETTA: presenta un RMSD de 13.07 Å contra la 1POD 

y 7.61 Å contra la 1POC. E) Modelo 5 obtenido mediante Quark: con RMSDs de 5.18 y 6.40 Å contra los 

aminoácidos del sitio catalítico de las fosfolipasas de humano y abeja respectivamente. F) Modelo 6 obtenido 

mediante Quark: presenta RMSDs de 1.58 y 2.07 Å contra el sitio catalítico de las fosfolipasas de humano y abeja 

respectivamente. 
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A continuación, los 6 modelos fueron sometidos a validación utilizando el servidor 

SAVES, en la Tabla 4 se muestran los valores relevantes de la comparación [54]. 

Tabla. 4. Evaluación de los modelos de la región única de VP1 (VP1u). 

Modelo RMSD 
vs 1POD 

(Å) 

RMSD 
vs 1POC 

(Å) 

Verify 3D ERRAT PROVE 

Modelo 
1 

6.17 6.61 37.89% 
Rechazado 

73.97 4.3% 
Advertencia 

Modelo 
2 

2.59 2.67 63.88% 
Rechazado 

62.55 3.6% 
Advertencia 

Modelo 
3 

8.51 8.17 84.14% 
Aprobado 

93.95 5.3% 
Error 

Modelo 
4 

13.07 7.61 87.67% 
Aprobado 

92.20 4.0% 
Advertencia 

Modelo 
5 

5.18 6.40 93.50 
Aprobado 

82.29 8.0% 
Error 

Modelo 
6 

1.58 2.07 83.50 % 
Aprobado 

88.02 9.9% 
Error 

 

Dentro de los parámetros a evaluar encontramos el “Verify”, el cual determina la 

compatibilidad del modelo atómico 3D con su secuencia de aminoácidos (1D), 

mediante la asignación de clases estructurales, basadas en la localización y entorno 

de cada aminoácido (hélices alfa, hojas beta, asas, residuos polares o no polares, 

etc.) comparando los resultados con estructuras ya cristalizadas. Por lo que es uno 

de los parámetros con mayor importancia en la validación [54].  

El parámetro ERRAT analiza las estadísticas de las interacciones no covalentes 

entre los diferentes tipos de átomos y traza el valor de la función de error contra la 

posición de una ventana de 9 residuos, calculada mediante una comparación con 

estadísticas de estructuras altamente refinadas. Los gráficos de este parámetro 

para cada modelo se observan en la Figura 18 [54]. 

Por último el parámetro PROVE calcula el volumen de los átomos en las 

macromoléculas y las estadísticas de la desviación del Z-score contra las de 

modelos con alta resolución (menor a 2.0 Å) y  bien refinados (R-factor de 0.2 o 

mejor) encontrados en el PDB, teniendo que, un modelo es aprobado por abajo del 

1%, el modelo tiene advertencia de error entre el 1 y el 5% y marca un error por 

arriba del 5% [54]. Aunque es un parámetro por considerar para la validez del 

modelo, de los tres es el que menor peso agrega. 
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Modelo 1 (ITASSER) 

Modelo 2 (ITASSER) 

Modelo 3 (ROBETTA) 

Modelo 4 (ROBETTA) 

Modelo 5 (Quark) 

Modelo 6 (Quark) 

Fig. 18. Comparación de los gráficos de ERRAT de los 6 modelos propuestos para la región única de VP1. 
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Como se mencionó anteriormente el equipo de Leisi, en 2016 utilizó el servidor 

Quark para generar un modelo de la VP1u que pudiera explicar o ayudar a entender 

por qué la unión e internalización del B19V se ve afectada al truncar o modificar la 

región entre los residuos 5 y 80 [16]. Su modelo fue generado utilizando la secuencia 

de la región única de VP1 del aminoácido 1 al 101, esta secuencia arrojó la 

formación de 3 hélices : hélice 1 (AA. 14-31), hélice 2 (AA. 35-45) y hélice 3 (AA. 

59-68) [16], las demostraron son de relevancia tanto para la unión como la 

internalización de la región a las células blanco [16].  

Teniendo esta información en cuenta, un parámetro más a evaluar para los modelos 

generados por ITASSER, ROBETTA y Quark fue la presencia de las 3  hélices 

(Fig. 19).  

 

 

 

 

 

Fig. 19. Visualización de las 3 hélices alfa propuestas por Leisi en 2016. A) Imagen tomada de Leisi. R. et 

al 2016, donde se aprecia en azul la hélice 1, en amarillo la hélice 2 y en rojo la hélice 3. B-G acercamiento 

a los aminoácidos que forman las hélices propuestas por Leisi en 2016 en los seis modelos obtenidos por 

ITASSER, ROBETTA y Quark. En azul la hélice 1, en amarillo la hélice 2 y en rojo la hélice 3.   
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Como se puede observar, los únicos dos modelos que no contemplan la integridad 

de las tres alfa hélices (Fig. 19B y 19C), principalmente de la primera que es la de 

mayor relevancia, son los generados a partir de ITASSER, especialmente el modelo 

2, por lo que para fines de encontrar un modelo que respete todos los sitios 

relevantes para el ciclo de replicación del B19 esos dos modelos se descartan.  

De los modelos restantes, los modelos 3, 5 y 6 (Fig. 19D. 19F y 19G) son los que 

mejor se adaptan a la integridad de las hélices . De entre estos tres, el de mejor 

puntuación en la validación es el 3, sin embargo, justamente es el modelo que 

presenta un RMSD más alto contra las dos fosfolipasas de referencia, presentando 

el sitio activo completamente desplegado, además de presentar el tripéptido RGE 

de unión a la integrina oculto (Fig. 20A). Es posible que este modelo represente la 

conformación nativa en el virión, antes de que se establezca la primera interacción 

con los receptores celulares para posteriormente dar lugar a la conformación capaz 

de unirse a la integrina α5β1 y que presente la actividad de PLA2 necesaria para la 

liberación de los viriones del lisosoma.  

 

 

 

Entre los modelos 5 y 6, el modelo 5 es él que presenta mejores puntajes en la 

validación, sin embargo, el modelo 6 tiene mejores RMSD contra ambas 

fosfolipasas, puntajes aceptables en cuanto a calidad y presenta el tripéptido de 

unión a la integrina accesible (Fig. 20B) por lo que fue el modelo elegido para 

representar la estructural de VP1u en su forma activa.  

La comparación entre los sitios de interés de los modelos 3 y 6 se muestra en la 

Figura 20, resaltando que es posible que exista una transición del modelo 3 al 6 una 

vez que se da el primer contacto con la superficie celular. Es importante recordar 

que, el sitio de unión a receptor propuesto por Leisi se encuentra muy próximo al N-

Fig. 20. Comparación entre el modelo 3 obtenido con ROBETTA (A) y el modelo 6 obtenido mediante 

QUARK (B). Se resalta en rosa los aminoácidos pertenecientes al sitio activo con actividad de fosfolipasa 

tipo 2, y en morado el tripéptido de unión a la integrina α5β1, la cual es clave en la internalización celular 

del virión.  
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terminal. Esto podría corroborar que una vez que se da la interacción con el dominio 

de unión a receptor (hélices α), suceda un cambio conformacional que externalice 

el dominio RGE para la unión a la integrina y que adicionalmente pliegue 

correctamente el sitio activo para su posterior uso en el lisosoma. 

La Figura 21 muestra el modelo completo de la región única de VP1 seleccionado, 

resaltando el dominio de unión a la integrina α5β1 (RGE), el sitio activo de PLA2 y el 

sitio de unión propuesto por Leisi y colaboradores en 2016.  

 

 

 

 

Este modelo nos servirá como referencia, únicamente ilustrativa, de las regiones 

que tienen que estar correctamente plegadas para que las partículas que contienen 

VP1 en su estructura presenten actividad de PLA2 y tengan la capacidad de unirse 

e internalizarse en la línea celular HepG2.  

Es importante no perder de vista que, al tener diferentes modelos con buenos 

puntajes en la validación y con la presencia del dominio de unión a receptor 

propuesto en 2016, la idea de que la región única del parvovirus B19 adopta 

diferentes conformaciones durante el proceso de internalización es plausible. Por lo 

Fig. 21. Modelo tridimensional de la región única de VP1. Se resaltan en rosa el dominio catalítico de 

fosfolipasa tipo 2, en 3 hélices (roja, amarilla y azul) el dominio de unión a receptor (RBD). En lila se muestra 

el tripéptido de unión a integrina (RGE). Además, es posible observar los extremos amino y carboxilo 

terminales. 
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que, probablemente la VP1u durante el ciclo de replicación del virus, presente 

alguna de las conformaciones arrojadas por los servidores utilizados. 

Transformación, purificación y digestión enzimática del plásmido pET22b-VP16H. 

El vector utilizado para expresar la proteína fue el pET22b (+), que cuenta con 5493 

pb. El gen de la proteína VP1 se encuentra localizado entre los sitios de restricción 

NdeI y XhoI. El plásmido con el gen de la proteína VP1, pET22b-VP16H, se muestra 

en la Figura 22. 

 

Fig.22. Plásmido pET22b-VP16H. 

 

Teniendo en cuenta que el vector completo, incluyendo al gen de interés, cuenta 

con 7707 pb, que el gen que codifica para VP1 es de 2343 pb al realizar una 

digestión enzimática entre los sitios de restricción NdeI y XhoI se obtuvieron dos 

fragmentos: el equivalente al gen para VP1 (2343 pb) y el correspondiente al resto 

del vector (5364 pb) fácilmente distinguibles por electroforesis en gel de agarosa al 

1% (Fig. 23). 
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Como se puede observar en la Figura 23, el análisis de restricción del gen de la 

proteína VP1, mediante su liberación del vector pET22b (+), fue exitoso. En el carril 

1 se observa una única banda definida de entre 6 y 8 kpb, valor esperado para el 

vector completo (7707 pb), en el carril 2 se observan dos bandas: una de entre 5 y 

6 kpb y otra de entre 2 y 3 kpb, correspondientes al vector pET22b (+) y al gen de 

la proteína VP1 respectivamente.  

Transformación de células de E. coli BL21(DE3) e inducción de la expresión. 

La sobreexpresión de la proteína VP1 se reguló mediante la adición de un inductor 

artificial como lo es el IPTG, se comprobó la sobreexpresión de VP1 mediante 

electroforesis en gel de poliacrilamida al 12% SDS-PAGE (Fig. 24). 

 

 

 

 

 

La Figura 24 muestra la sobreexpresión de una proteína de entre 75 y 100 kDa, 

consistente con el tamaño teórico de VP1 (83 kDa). Al comparar los datos teóricos 

con los obtenidos experimentalmente se confirma que el plásmido se insertó 

correctamente y que, adicionalmente al adicionar IPTG al medio de cultivo este 

induce la sobreexpresión de la proteína estructural VP1. Pudiendo continuar con el 

escalamiento y purificación de la proteína. 

 

Fig. 23 Electroforesis en gel de agarosa al 1%.  

Carril 1: Vector pET22b-VP1 antes de la digestión 

con enzimas de restricción. Carril 2: Vector 

pET22b-VP1 después de la digestión enzimática 

con las enzimas NdeI y XhoI. Carril 3: marcador de 

peso molecular (2log DNA ladder BisLabs). 

 

Fig.24. A) Gel de poliacrilamida SDS-PAGE al 12% 

para la inducción proteica. Carril 1: Lisado celular de 

E. coli en fase exponencial. Carril 2: Lisado celular de 

E. coli a 16 h de adicionar el inductor IPTG. Carril 3: 

Marcador de peso molecular (Bluestar Prestained 

Protein Marker).  
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Fig. 25. Gel de poliacrilamida SDS-PAGE al 12% 

para confirmar la formación de cuerpos de 

inclusión. Carril 1: Lisado celular de E. coli en fase 

exponencial. Carril 2: Fase soluble del lisado 

celular a 16 h de la inducción con IPTG. Carril 3: 

Cuerpos de inclusión del lisado celular a 16 h de 

adicionar IPTG. Carril 4: Marcador de peso 

molecular (Thermo Scientific Prestained Protein).  

Purificación de VP1 y VP2. 

Suponiendo que VP1 se comportaría como VP2 durante la sobreexpresión y 

purificación, por compartir la región estructural VP, la proteína tendría que 

encontrarse únicamente en cuerpos de inclusión.  Para confirmar que VP1 forma 

cuerpos de inclusión, como lo hace VP2 y las quimeras con las que se han 

trabajado, se realizó una electroforesis en gel de poliacrilamida SDS-PAGE para la 

fracción soluble y los cuerpos de inclusión después de la inducción con IPTG (Fig. 

25).  

 

 

 

 

 

La figura 25 muestra las fracciones recuperadas del cultivo celular después de 16 

horas de la inducción con IPTG. La fracción 1 es el lisado celular antes de la 

inducción; la fracción 2 corresponde a la fase soluble del lisado celular, en la que se 

nota la presencia de algunas proteínas, mas no la presencia de VP1. El carril 3 

corresponde a los cuerpos de inclusión del lisado celular, en el que se observa 

claramente la presencia mayoritaria de VP1 (83 kDa). Al comprobarse la presencia 

de la proteína VP1 en los cuerpos de inclusión, el proceso de purificación se realizó 

en condiciones desnaturalizantes, comenzando por los lavados de los cuerpos de 

inclusión. 

Una vez que se contaba con los cuerpos de inclusión solubles se realizaron dos 

ciclos de purificación mediante IMAC con la metodología descrita en trabajos 

previos [43]. Para corroborar su eficiencia se realizó la electroforesis en gel de 

poliacrilamida SDS-PAGE al 12% a tres fracciones del ciclo de purificación (Fig. 26). 

 

Fig. 26. Gel de poliacrilamida SDS-

PAGE al 12% con las fracciones de la 

purificación de VP1. Carriles 1 y 2, 

fracción 1; carriles 3 y 4, fracción 4; 

carril 5, marcador de peso molecular 

Bluestar Prestained Protein Marker; 

carriles 6 y 7, facción 6 de dos ciclos 

de purificación independientes.  
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Como se puede observar en la Figura 26, la fracción 1 de ambos ciclos presenta 

contaminación; en el primer ciclo se aprecia una presencia mayor de contaminantes 

debido a que la proteína no se centrifugo antes de introducirla en la columna, 

proceso que, como se observa en el segundo ciclo, reduce las impurezas y 

concentra a la proteína. En las fracciones 4 y 6 de ambos ciclos, se distingue una 

banda de entre 75 y 100 kDa correspondiente a VP1, con una pureza aproximada 

al 80%. Por lo que se decidió utilizar este protocolo para la purificación total de VP1, 

teniendo en cuenta únicamente que, para concentrar la proteína se tomará a partir 

de la fracción 3 y hasta la 6. 

Después de concentrar y cambiar de amortiguador el resto de la proteína, se realizó 

una nueva electroforesis en gel de poliacrilamida SDS-PAGE al 12% para verificar 

la pureza de VP1 y descartar que se perdiera la proteína durante estos dos 

procedimientos (Fig. 27). Adicionalmente, para fines de este proyecto, se sobre 

expresó y purificó la proteína VP2, con los mismos protocolos diseñados y 

estandarizados para esta proteína [43]. La electroforesis en gel de poliacrilamida 

SDS-PAGE al 12% de la purificación para ambas proteínas se muestra en la Figura 

27.  

 

 

 

 

 

El análisis por densitometría de la Figura 27 arroja que ambas proteínas se 

encuentran con una pureza aproximada del 82% y 86% para VP1 y VP2 

respectivamente. La estimación de la concentración para ambas proteínas se 

realizó por interpolación con una curva patrón de BSA obtenida a 280 nm. La Tabla 

5 muestra la concentración y rendimiento obtenidos para VP1 y VP2 

respectivamente. 

 

 

 

 

 

 

Fig. 27 Gel de poliacrilamida SDS-PAGE al 12% 

para la purificación de las proteínas VP1 y VP2 una 

vez realizada la concentración y cambio de 

amortiguador para ambas proteínas. Marcador de 

peso molecular Prestained Protein Marker, All 

Blue.  
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Tabla 5: Concentración y rendimiento de las proteínas VP1 y VP2 para un litro de medio de cultivo. 

Proteína Concentración 

final (mg/mL) 

Volumen de 

Proteína obtenido 

Rendimiento (mg 

proteína/L medio 

de cultivo) 

VP1 2.08 ± 0.42 17 mL 35.41 mg/L 

VP2 2.60 ± 0.10 13 mL 33.67 mg/L 

 

Caracterización de VLPs mediante DLS. 

Los viriones del B19V y las VLPs obtenidas a partir de la proteína estructural VP2 

poseen un tamaño que oscila entre los 18 y 24 nm [1, 2, 35]. Teniendo esto presente 

se espera que, sí la proteína VP1 es capaz de formar VLPs, estas presenten un 

tamaño mayor debido a la presencia de los 227 AA. adicionales que contiene en el 

extremo N-terminal. Un comportamiento similar se esperaría para aquellas VLPs 

híbridas que contengan VP1 en su estructura. La Figura 28 muestra las 

distribuciones por volumen de los cuatro ensambles estudiados, obtenidas de la 

dispersión dinámica de luz (DLS). En todos los casos se reporta el valor promedio 

de las medias de cada distribución y la desviación estándar de estos valores.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 28 Diagramas de dispersión 

por volumen para las pruebas 

de ensamble después de 

dializar 40 h a 4º C contra PBS-

Arg. Panel A: VLPs de VP2 

(Control). Panel B: Ensambles 

de VP1. Panel C: Ensambles 

utilizando VP1:VP2 (1:9 M). 

Panel D Ensambles utilizando 

VP1:VP2 (1:1 M). 
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La distribución obtenida para las VLPs de VP2 muestra un tamaño promedio de 

partícula de 23.8 ± 6.4 nm, dato que sirve como referencia tanto para corroborar 

que el ensamble ocurrió de manera efectiva, como del tamaño de las VLPs. El panel 

B muestra la distribución obtenida para el ensamble de VP1, obteniendo un tamaño 

de partícula promedio de 27.1 ± 7.4 nm de diámetro, a pesar del valor en la 

desviación estándar, el comportamiento hidrodinámico de las VLPs de VP1 indica 

que estas partículas son más grandes que las VLPs de VP2. Este resultado aunado 

al hecho de no encontrar especies con diámetros de partícula menores a 15 nm 

(capsómeros), sugiere que la proteína VP1 es capaz de formar de manera in vitro 

VLPs por sí misma.  

Además de presentar un diámetro hidrodinámico mayor, el ensamble de VP1 

presenta una mayor desviación estándar, alcanzando poblaciones con diámetros de 

hasta 34 nm, lo que podría deberse a VLPs que contengan mayor número de 

regiones VP1u externalizadas o a un número mayor de monómeros incorporadas 

por cápside.   

En los paneles C y D se observan los co-ensambles producidos por VP1 y VP2 en 

relación molar 1:9 y 1:1 respectivamente, con tamaños promedio de 23.95 ± 5.16 y 

25.28 ± 6.45 nm de diámetro. Estos resultados indican la formación estable de VLPs 
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con ambas proteínas en su estructura, obteniendo así la primera evidencia indirecta 

de la presencia de VLPs construidas in vitro con VP1. 

Caracterización de VLPs mediante cromatografía de exclusión molecular. 

Otra manera indirecta de discriminar el correcto ensamble de VLPs fue su 

purificación mediante cromatografía de exclusión molecular. En esta técnica, 

suponiendo que las partículas con VP1 se comportaran similar a las VLPs de VP2 

y sus quimeras, presentarían un tiempo de retención similar al reportado para estas 

(aprox. 74 min) [43]. Los cromatogramas obtenidos se muestran en la Figura 29.  

La Figura 29 muestra en su panel A el cromatograma del ensamble de VP2, usado 

como control. En este caso el tiempo de retención del pico de máxima absorbancia 

es de 76 min, muy parecido al reportado para estas VLPs [43]. Se puede apreciar, 

además, un pico minoritario con un tiempo de retención de aproximadamente 100 

min, él cual es debido a los intermediarios proteicos que no lograron incorporarse al 

ensamble, probablemente debido a una diálisis incompleta.  

El panel B presenta el cromatograma obtenido por el ensamble conformado 

únicamente de la proteína VP1. La presencia de un pico cromatográfico con un 

tiempo de retención a máxima absorbancia de 72 minutos (menor al obtenido por 

VP2) sugiere la presencia de partículas con un diámetro ligeramente más grande 

que las VLPs de VP2. También se puede observar que no toda la proteína 

ensambló, ya que se advierte la presencia de intermediarios proteicos.  

En los paneles C y D de la Figura 29 se presentan los cromatogramas obtenidos 

para los co-ensambles de VP1 y VP2 en relaciones molares 1:9 y 1:1 M 

respectivamente. En ambos casos se aprecia un pico con tiempos de retención a 

máxima absorbancia de 74 y 72 minutos respectivamente, lo que indica la presencia 

de partículas tipo virus estables y similares a las obtenidas únicamente por la 

proteína VP2. En ambos casos la presencia de intermediarios proteicos es evidente, 

así como la presencia de agregados proteicos para el caso del co-ensamble 

VP1:VP2 1:9 M.  

 



Resultados y Discusión  

 62 

 

 

 

Fig. 29. Cromatogramas obtenidos mediante cromatografía de exclusión molecular utilizados como 

caracterización de las partículas obtenidas. A: Ensamble de VP2. B: Ensamble de VP1. C: Ensamble 

de VP1:VP2 (1:9 M). D: Ensamble de VP1:VP2 (1:1 M). 
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Las fracciones donde se recolectaron los picos de máxima absorbancia se 

analizaron mediante DLS para obtener el tamaño de estas partículas (Fig. 30). En 

la Tabla 6 se muestran los promedios de las medidas obtenidas. 

 

 

Tabla 6: Medidas obtenidas por DLS para los picos de máxima absorbancia en HPLC. 

Ensamble VP2 VP1 VP1:VP2 (1:9) VP1:VP2 (1:1) 

Tamaño 

promedio de 

partícula (nm) 

 

24.3 ± 4.9 nm 

 

24.1 ± 5.4 nm 

 

22.1 ± 3.6 nm 

 

24.75 ± 4.5 nm 

 

El análisis del tamaño de partícula realizado por DLS a los ensambles purificados 

por cromatografía de exclusión molecular indica que, la proteína recuperada de los 

diferentes ensambles presenta un diámetro hidrodinámico característico para las 

VLPs de VP2. Estos resultados fueron la segunda evidencia indirecta de la 

obtención de partículas tipo virus que incluyen a la proteína VP1 en diferentes 

proporciones.  

 

Fig. 30. Espectros de DLS para las fracciones de mayor absorbancia purificadas mediante cromatografía 

de exclusión molecular. A: VLPs de VP2. B: VLPs de VP1. C: Ensamble VP1:VP2 (1:9 M). D: Ensambles 

VP1:VP2 (1:1 M). 
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Caracterización de VLPs mediante ultra-centrifugación isopícnica. 

La ultra-centrifugación isopícnica usando CsCl para generar un gradiente de 

densidad, permite corroborar la formación de partículas tipo virus logrando distinguir 

y separar las VLPs correctamente ensambladas de las especies intermediarias y de 

los agregados proteicos. Esta técnica se utilizó como una caracterización más de la 

formación de VLPs de VP1 y de VLPs co-ensambladas entre VP1 y VP2 (Fig. 31).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

En la Figura 31 se puede observar la presencia de dos bandas en todos los tubos 

con ensamble proteico: la primera con menor densidad, más amplia y casi 

imperceptible, correspondiente a los intermediarios proteicos; y la segunda banda 

más densa, delgada y opaca, perteneciente a las VLPs correctamente 

ensambladas, consistente con lo reportado por Sánchez-Rodríguez en 2012 [35].  

Adicionalmente, está técnica permite concentrar las muestras para evaluar la 

cantidad y tipo de proteína de los ensambles mediante electroforesis en gel de 

poliacrilamida al 12% SDS-PAGE, de esta manera se pudo corroborar que, en el 

caso de los co-ensambles, las partículas obtenidas sí incorporan la proteína VP1 

(Fig. 32). 

Fig. 31. Ultra-centrifugación isopícnica en gradiente de CsCl. De izquierda a derecha: Ensambles a 40 h de 

VP2, VP1, blanco (PBS-Arg), VP1:VP2 1:9 y VP1:VP2 1:1 M. 
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Realizando un análisis por densitometría, al gel SDS-PAGE de la Figura 32, se 

obtuvo que para el caso del co-ensamble 1:9 M, la proporción de VP1 contenida es 

del 13.7%, incorporando de la proteína VP2 el 86.3% restante. Para el caso del co-

ensamble VP1:VP2 (1:1 M) se encontró que la proteína VP1 se encuentra en un 

40.4% mientras que VP2 en un 59.6%, lo que señala que efectivamente VP1 se está 

incorporando en proporciones similares a las planeadas teóricamente.  

En cuanto al ensamble de VP1, la Figura 32 muestra la presencia de tres bandas 

mayoritarias: la primera perteneciente a la proteína estructural VP1 (83 kDa) con 

una presencia total aproximada al 41% del total de la proteína presente en él carril. 

Una segunda banda, con un tamaño cercano a los 56 kDa, similar al presentado por 

la proteína VP2, esta proteína se encuentra con una prevalencia cercana al 27% del 

total de las proteínas observadas en él carril. Por último, es evidente la presencia 

de una tercera banda con un tamaño aproximado a los 17 kDa, en este caso con 

una prevalencia aproximada al 12% del total de las proteínas observadas en el carril. 

Además de estas tres bandas mayoritarias es notoria la presencia de un barrido 

proteico entre las bandas de aproximadamente 58 kDa y la de 17 kDa, estos 

residuos proteicos de diferentes pesos moleculares representan aproximadamente 

el 20% del total de proteínas observadas en el carril.  

Este resultado podría deberse a una purificación deficiente, que se evidencia al 

concentrar la muestra al someterla a la ultra-centrifugación isopícnica, o como se 

ha reportado para otros miembros de la familia Parvoviridae, debido a una auto 

proteólisis de la proteína de mayor peso molecular [67, 68, 69, 70].  

Para intentar dilucidar si el comportamiento de la proteína VP1 es debido a su 

proteólisis, se realizó una curva patrón del cociente del corrimiento de las bandas 

contra el log10 del tamaño de cada banda del marcador de peso molecular, esto 

permitió estimar más puntualmente el tamaño de las bandas contaminantes: 66 kDa 

Fig. 32. Gel de poliacrilamida al 12% SDS-PAGE para 

los gradientes obtenidos por ultra-centrifugación 

isopícnica. Carril 1: Banda correspondiente a las VLPs 

de VP2. Carril 2: Banda correspondiente al ensamble 

de VP1. Carril 3: Marcador de peso molecular Bluestar 

Prestained Protein Marker. Carriles 4 y 5: Bandas 

correspondientes a las VLPs correctamente formadas 

para el ensamble VP1:VP2 (1:9 M) y VP1:VP2 (1:1 M) 

respectivamente.  
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para la banda parecida a VP2 y 18 kDa para la banda pequeña. La sumatoria de 

estas dos bandas dan aproximadamente el tamaño de VP1, esto podría sugerir que 

las dos bandas provienen de la proteólisis de VP1, probablemente generando una 

versión análoga de VP2. 

Para corroborar esta hipótesis se realizó el Western blot del ensamble de VP1 

filtrado por 0.45 y 0.22 µm. Utilizando la sonda HisProbeTM-HRP, la cual reconoce 

la etiqueta de His (HHHHHH) ubicada en el extremo C-terminal de la proteína. La 

Figura 33 muestra el resultado obtenido. 

 

 

 

La Figura 33 muestra claramente la señal generada por la unión de la etiqueta de 

poli-His, presente en el C-terminal de VP1, con la sonda HisProbeTM-HRP. Sin 

embargo, es posible observar dos señales más generadas por la sonda, aunque de 

manera difusa, una con un peso molecular de 66 kDa y la correspondiente a la 

proteína con un peso molecular de 18 kDa. Este resultado puede estar implicando 

que ambas proteínas conservan el extremo C-terminal. Adicionalmente, es 

destacable que varias de las proteínas que se encuentran entre estas dos bandas 

también son tenuemente marcadas por unión con la sonda. Lo cual no arroja un 

resultado concluyente. 

Estos resultados pueden deberse a diferentes factores, como se mencionó 

anteriormente es posible que la purificación de la proteína VP1 no sea optima al 

Fig. 33. Western blot del ensamble de 

VP1 utilizando HisPobeTM-HRP como 

anticuerpo. Panel A: Gel de 

poliacrilamida al 12% SDS-PAGE. Carril 

1: Marcador de peso molecular Bluestar 

Prestained Protein Marker. Carril 2: 

Ensamble de VP1. Panel 2: Western 

blot. Carril 3: Marcador de peso 

molecular Bluestar Prestained Protein 

Marker. Carril 4: Ensamble de VP1.  
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estar co-purificando proteínas de E.coli que presenten dominios ricos en histidinas; 

que la proteína VP1 se esté proteolizando de manera inespecífica; o por problemas 

de optimización en la técnica, como la concentración de la sonda HisProbeTM -HRP, 

el tipo de agente bloqueador utilizado o el tipo de membrana utilizada. Por lo que a 

partir de este único ensayo no es posible determinar si la proteína VP1 se está auto-

proteolizando o no, y de ser así, de que extremo este ocurriendo el corte.  

Es importante mencionar que, el corte proteolítico de las proteínas estructurales de 

algunos virus ha sido reportado. Como ejemplos de este fenómeno se encuentran 

el parvovirus bovino, el parvovirus LuIII, el parvovirus canino (CPV) o el MVM, los 

cuales en las etapas maduras del virión generan a la proteína VP3 a partir de la 

proteína VP2 [67, 68]. La enzima o enzimas con las cuales se median estos cortes 

son aún desconocidas [69]. 

Adicionalmente en los adenovirus (ADV) se ha demostrado que cuando las cápsides 

se expresan en exceso, se produce una proteína desconocida de 26 kDa. 

Recientemente se identificó como un producto de la hidrólisis tanto de VP1 como 

VP2 en el AA D420 mediado por la actividad de caspasas [69]. 

Estos antecedentes dan la pauta para pensar que la proteína VP1 puede estarse 

proteolizando para generar proteínas análogas a VP2 en condiciones específicas 

de concentración, pH y temperatura. Sin embargo, se requiere del estudio con 

anticuerpos más específicos contra la región VP1u para corroborar la proteólisis de 

VP1 o la co-purificación de otras proteínas, y la optimización de la técnica para esta 

proteína y los anticuerpos a utilizar. 

Caracterización de VLPs mediante microscopía de fuerza atómica (AFM) y microscopía de 

transmisión electrónica (TEM). 

Hasta este punto la caracterización de las partículas obtenidas por el ensamble in 

vitro de VP1 y los co-ensambles que contienen VP1 y VP2 se ha realizado de 

manera indirecta, obteniendo evidencia favorable hacia la formación de VLPs 

estables. En estudios previos se ha reportado que, de manera in vivo, la relación 

máxima de VP1 contra VP2 para la correcta formación de VLPs estables era del 

30% [55, 56]. La incorporación de VP1 en una mayor proporción llevó a la formación 

de partículas con bajos rendimientos y partículas mal formadas.  

Por lo que, para corroborar que efectivamente la interacción de la proteína VP1 

genera VLPs y no solo intermediarios, se preparó una muestra de ensamble de VP1 

a 40 h de diálisis en las mismas condiciones antes descritas para ser observada 

mediante técnicas estructurales (AFM y TEM). Este ensamble se filtró por 0.45 µm 

y 0.22 µm y se analizó por DLS para confirmar el correcto ensamble (Fig. 34).  
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Una vez determinado el tamaño de partícula del ensamble de VP1, este fue 

analizado mediante AFM (Fig. 35) y TEM (Fig. 36). 

 

 

 

 

Fig. 35. Micrografías de las VLPs de VP1 obtenidas mediante AFM. La muestra fue obtenida diluyendo 

1:1x10-9 el ensamble filtrado por 0.45 y 0.22 µm, y analizado previamente por DLS. Los paneles A y D 

muestran imágenes a diferentes acercamientos en diferentes regiones. Mientras que los paneles B y C 

muestran acercamientos a diferentes zonas de la imagen A. Y en el panel E se aprecia el acercamiento a 

la región central de la imagen D. 

Fig. 34. DLS del ensamble de VP1 

filtrado por 0.45 y 0.22 µm 

corroborando el correcto 

ensamble utilizado para las 

microscopias de fuerza atómica y 

transmisión electrónica. 
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Las imágenes obtenidas tanto por AFM como por TEM (Fig. 35 y 36) confirman la 

presencia de partículas tipo virus formadas a partir de la proteína estructural VP1 

del B19V, resultado que de manera in vivo no era posible obtener.  

Las micrografías obtenidas mediante TEM revelan la presencia de VLPs con 

tamaños diferentes. Para tener más información sobre este fenómeno, se midieron 

los diámetros de 200 VLPs para realizar un estudio poblacional (Fig. 36D). El 
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Fig. 36. Caracterización de VLPs de VP1 mediante TEM. Paneles A, B y C muestran las micrografías de 

diferentes campos del ensamble diluido 1:100 mediante TEM. D) Histograma de la frecuencia del tamaño de 

partícula.  
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histograma muestra que alrededor del 70% de las partículas tienen un tamaño de 

entre 28 y 47 nm. Mientras que 5% de las partículas presentan tamaños 

correspondientes a las VLPs formadas por VP2 exclusivamente, y en el otro extremo 

del histograma se encuentran especies que alcanzan los 72 nm. Estos resultados 

confirmaron la presencia de partículas con una alta polidispersidad en el tamaño de 

partícula. A pesar de esto, todas las partículas se observan con una simetría 

parecida. 

Este fenómeno no se ha observado en los viriones nativos ni en las VLPs del 

parvovirus B19, obtenidas tanto de manera in vivo como in vitro. Este 

comportamiento probablemente puede deberse a la cantidad de regiones VP1u 

externalizadas en cada tipo de partícula. Sin embargo, otra hipótesis plausible es la 

de tener partículas conformadas por un número mayor de monómeros de proteína, 

debido a la presencia de nuevas interacciones generadas por la VP1u y sus 

fragmentos.  

La formación de nuevas interacciones entre monómeros para lograr generar 

cápsides con diferente número de triangulación es un fenómeno observado en 

diferentes virus, como los parvovirus SV40, CCMV y BMV [70, 71, 72]. Observando 

que cambios en la concentración proteica, condiciones de pH o fuerza iónica, e 

incluso truncamientos en sus proteínas estructurales promueven la formación de 

partículas no idénticas a las que de manera natural o in vivo se logran obtener.  

Sin embargo, con los datos obtenidos hasta el momento no es posible dar una 

respuesta certera a la presencia del polimorfismo observado, para poder dilucidar 

esta situación es necesario realizar estudios estructurales como, por ejemplo, la 

CryoEM, que en el caso de Tang. J y colaboradores ayudó a discernir tres 

poblaciones con números de triangulación diferentes formadas a partir de las 

distintas interacciones formadas por los monómeros de una sola proteína [70]. 

Determinación de la actividad catalítica de PLA2 perteneciente a VP1u mediante 

cromatografía en placa fina (TLC). 

Una manera indirecta de discernir si la región N-terminal de VP1 en las VLPs que la 

contienen esta externalizada y correctamente replegada, fue la evaluación de la 

actividad catalítica de PLA2 que presenta intrínsecamente VP1u. Para este fin se 

retaron las VLPs de VP2 (usada como control negativo), las VLPs de VP1 y los co-

ensambles VP2:VP1 (en proporciones 9:1 y 1:1 M) contra fosfatidilcolina (FC), la 

cual es uno de los sustratos de elección para este tipo de fosfolipasas. 

La reacción enzimática se siguió después de una hora a 37 ºC mediante 

cromatografía en capa fina (Fig. 37). La hidrólisis del fosfolípido por parte de la PLA2 
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dio como resultado la obtención de un ácido graso libre (AG), un liso fosfolípido 

(lisofosfatidilcolina: LFC) y el remanente de FC como se encuentra reportado [13]. 

 

 

En el panel A de la Figura 37 se presenta el blanco de reacción (FC, PBS-Arg, 

amortiguador AACT), en el cual se observa que el sustrato se encuentra 

prácticamente puro. El panel B muestra la placa para las 4 reacciones enzimáticas 

de los ensambles que hasta el momento se trabajaron: VLPs de VP2, VLPs de VP1, 

VLPs para los co-ensambles VP1:VP2 (1:9 M) y VP1:VP2 (1:1 M). Como era de 

esperarse, en el carril 2 donde se encuentra la reacción de la FC con las VLPs de 

VP2, el patrón de la FC no presenta modificaciones. A partir del carril 3 y hasta el 5 

en donde se encuentran las VLPs que contienen VP1 en diferentes proporciones, 

se observa el cambio en el patrón de la FC, dando lugar al característico de la 

hidrólisis de la fosfatidilcolina [13].  

Este resultado demuestra de manera indirecta y cualitativa que, hay regiones N-

terminal externalizadas y con un correcto plegamiento en los ensambles obtenidos. 

Probablemente esto ocurre con mayor frecuencia en las VLPs de VP1 ya que se 

observa con mayor claridad la presencia de los subproductos de la hidrólisis del 

sustrato.  

En este punto, es importante recordar que en la literatura se sugiere que el dominio 

con actividad PLA2 solo presenta catálisis dentro del lisosoma, una vez que se da el 

cambio conformacional de la VP1u al interactuar con los receptores celulares.  

Fig. 37. TLC de actividad de PLA2 sobre FC a 37 ºC/1 h. 

Revelado con yodo. Panel A: Blanco de reacción (FC, PBS-

Arg, amortiguador AACT). Panel B. Carril 2: Reacción 

enzimática VLPs de VP2. Carril 3: Reacción enzimática 

VLPs de VP1. Carril 4: Reacción enzimática VLPs de 

VP1:VP2 (1:9 M). Carril 5: Reacción enzimática de VLPs de 

VP1:VP2 (1:1 M).  
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Tomando en cuenta lo anterior, nuestros resultados implican que la proteína VP1, 

replegada mediante diálisis, está tomando su conformación activa.  

Actividad hemolítica de PLA2 de VP1 en RBC. 

Al comprobar que una proporción de la región única de VP1 está correctamente 

plegada y con extremos N-terminales expuestos en la superficie de la cápside, nos 

preguntamos sí la actividad de PLA2 que presentan las VLPs que contienen VP1 es 

dañina para las células blanco. Por este motivo se realizó un ensayo de la capacidad 

hemolítica de las VLPs obtenidas contra eritrocitos de tres personas diferentes.  

Se determino la concentración de Hb a 540 nm contra una curva patrón generada 

por hemólisis de los eritrocitos a diferentes concentraciones osmóticas. A la par se 

realizó una TLC contra FC para corroborar que el nuevo lote de VLPs presentaba 

actividad catalítica (Fig. 38).  

 

Fig. 38. Prueba de actividad catalítica de PLA2 de las VLPs con VP1. Panel A: TLC de la reacción enzimática a 

37 °C durante 1 h contra FC, revelada con Yodo. Reacción de VLPs de VP2 (carril 1), VLPs de VP1 (carril 2) y 

VLPs VP1:VP2 1:1 M (carril 3). Panel B: Curva de hemólisis de RBC a diferentes concentraciones de NaCl y 

hemólisis provocada por las VLPs: VP2, VP1 y VP1:VP2 1:1 M. 

 

La Figura 38A muestra el patrón de hidrólisis de la FC generado por la PLA2 

presente en las VLPs que contienen, lo que confirma que el lote de VLPs presenta 

actividad catalítica. Con estas VLPs se realizó el ensayo de hemólisis en eritrocitos. 

La Figura 38B, no muestra diferencias significativas entre el grado de hemólisis que 

provocan las VLPs de VP2 (control negativo) contra las VLPs que contienen VP1 en 

su composición, por lo que la hemólisis es nula o despreciable. 

Estos datos demuestran que, a pesar de encontrar el dominio con actividad de PLA2 

de VP1 correctamente plegado, exteriorizado y demostrando su capacidad de 
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hidrólisis contra FC, estas VLPs no causan la ruptura de la membrana celular. Por 

lo que, se puede pasar a la etapa del estudio de la internalización de VLPs que 

contengan VP1 en líneas celulares. Esto brindaría información relevante para 

considerar a las VLPs del B19, que contienen ambas proteínas estructurales: VP1 

y VP2, como potenciales nano-acarreadores de entrega intracelular.  

Para este ensayo es necesario contar con cápsides que sean fácilmente detectadas 

dentro de las células, por lo que se prosiguió con la funcionalización de las VLPs 

que contienen VP1 con la proteína verde fluorescente superfolder (sfGFP), lo que 

permitirá el monitoreo mediante microscopía confocal. 

Debido a que se propone que las cápsides interaccionan en un primer paso con los 

motivos del eje de simetría de orden 3, la funcionalización con sfGFP en el asa más 

móvil y próxima al eje de simetría de orden 3 no es lo óptimo, ya que podría 

obstaculizar la interacción con el Gb4Cer. Por este motivo se decidió que la 

funcionalización con la proteína sfGFP se realizaría en el extremo N-terminal que, 

como se ha observado, si logra externalizarse.  

Para este fin se utilizó el sistema SpyTag-SpyCatcher, donde el péptido SpyTag se 

encuentra unido a la proteína estructural VP2 en su extremo N-terminal (ST-VP2); 

y el péptido SpyCatcher unido a la sfGFP por su extremo C-terminal, 

denominándose sfGFP-SC.  

Co-ensamble de VLPs con ST-VP2:VP2:VP1. 

Las proteínas adicionales que se usaron en esta etapa del proyecto fueron 

expresadas en E. coli BL21(DE3) a partir del plásmido pET22b (+). La Figura 39 

muestra los mapas de los vectores. 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 39. Plásmidos que codifican para las proteínas: ST-VP2 (A) y sfGFP-SC (B). 

 

B A 
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La Figura 40 muestra la electroforesis en gel de poliacrilamida al 12% SDS-PAGE 

de la purificación de todas las proteínas a ocupar en esta etapa del proyecto. 

 

 

 

 

 

El análisis mediante densitometría del gel SDS-PAGE mostrado en la Figura 40 

indica que las proteínas presentan un alto nivel de pureza: VP2 con un 78%, VP1 

presentando un 64%, ST-VP2 con una pureza del 81% y la proteína sfGFP-SC con 

una pureza del 89%, y encontrándose todas en el peso molecular esperado: VP2: 

58 kDa, VP1: 83 kDa, ST-VP2: 60 kDa y sfGFP-SC: 43 kDa. 

Para el desarrollo de las VLPs susceptibles a funcionalizarse con la proteína sfGFP-

SC, se tomó en cuenta el impedimento estérico resultante del co-ensamble de ST-

VP2 y VP1 en el extremo N-terminal, lo que podría resultar en un ensamble o 

funcionalización deficiente. Dado que la funcionalización de las VLPs es resultante 

de la interacción covalente de los péptidos Spy-Tag y Spy-Catcher, es necesario 

que la proporción de ST-VP2 en las cápsides sea considerable. En cuanto a VP1, 

es importante recordar que, en los viriones nativos su presencia es minoritaria. Por 

este motivo se optó por la formación de VLPs co-ensambladas con VP2, ST-VP2 y 

VP1 en proporciones 55:30:15. En la Tabla 7 se muestran las concentraciones de 

Fig. 40. Gel de poliacrilamida al 12% SDS-PAGE de las proteínas de interés purificadas para la 

funcionalización de las VLPs de VP1 con sfGFP. Carril 1: VP2. Carril 2: VP1. Carril 3: Marcador de peso 

molecular BlueClassic Prestained Protein Marker. Carril 4: ST-VP2. Carril 5: sfGFP-SC.  
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las proteínas, para el cálculo del co-ensamble, manteniendo 1.5 mL por ensamble 

a una concentración de 0.5 mg/mL, llevando al volumen con amortiguador GPU. 

Tabla 7. Concentración proteica y porcentaje de las proteínas utilizadas para el co-ensamble. 

Proteína Peso 

Molecular 

[Proteína] mg/mL % Ensamble Vol. de proteína 

VP1 83 kDa 5.58 mg/mL 15 % 57 µL 

ST-VP2 60 kDa 1.56 mg/mL 30 % 154 µL 

VP2 58 kDa 1.43 mg/mL 55 % 263 µL 

 

En el caso de este co-ensamble, por la experiencia en el grupo de trabajo con 

ensambles más complejos [43], se decidió realizar la diálisis contra PBS2X-Arg 0.2 

M para garantizar el ensamble completo. Fuera de este cambio en el protocolo de 

ensamble, no se modificaron otras condiciones. 

La caracterización del co-ensamble se empezó por la purificación de VLPs mediante 

filtración en gel, a la par se realizó un ensamble de VP2 como control. 

Como se puede observar en la Figura 41, ambos ensambles presentan un patrón 

similar, con tiempos de retención de 73 min y 72 min para los ensambles de VP2 y 

el co-ensamble VP1:ST-VP2:VP2 respectivamente. Esta disminución en el tiempo 

de retención del ensamble de VP2 en comparación con los cromatogramas 

obtenidos anteriormente puede deberse al cambio de amortiguador con el que se 

llevó a cabo el ensamble, o a un evento de empaquetamiento de la columna 

utilizada. Por lo que para el co-ensamble tampoco se considera que las partículas 

obtenidas tengan un diámetro mayor (Fig.41).  
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Fig. 41. Cromatogramas obtenidos mediante filtración en gel. Panel A: Purificación de VLPs de VP2 utilizado 

como control. Panel B: Purificación del co-ensamble VP1:ST-VP2:VP2 15:30:55 M: Fracción 5 en lila, y fracción 

6 sombreada en morado. 

 

Las fracciones con la mayor absorbancia fueron analizadas mediante DLS para 

corroborar el tamaño de partícula (Fig. 42). En el caso del co-ensamble el pico de 

máxima absorbancia se da en el cambio de fracción por lo que se analizaron ambas 

fracciones, es probable que las VLPs con mayor cantidad de VP1 se encuentren en 

la primera fracción. 
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Fig. 42. DLS obtenidos después de la purificación por exclusión molecular. Panel A: Fracción de máxima 

absorbancia para el ensamble de VP2. Panel B: Primera fracción obtenida por exclusión molecular para el co-

ensamble VP1:ST-VP2:VP2 15:30:55 M. Panel C: Segunda fracción para el co-ensamble VP1:ST-VP2:VP2 

15:30:55 M. 
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La Figura 42 muestra todas las fracciones analizadas, las cuales presentan tamaños 

de partícula característicos de VLPs, confirmando que el co-ensamble de las tres 

proteínas se realizó correctamente.  

En cuanto al co-ensamble, la fracción con menor tiempo de retención (fracción 5) 

presenta un diámetro promedio de 27.07 ± 5.79 nm en comparación con la siguiente 

fracción, la cual presenta un diámetro de 23.61 ± 5.16 nm, se decidió trabajar con 

la fracción 6, debido únicamente a que presenta el tamaño característico de las 

cápsides del parvovirus B19.  

Funcionalización de las VLPs mediante el sistema SpyTag/SpyCatcher. 

Al comprobar que, se obtienen VLPs con las tres proteínas de interés (VP2, ST-VP2 

y VP1), se prepararon bajo las mismas condiciones antes descritas los ensambles 

a utilizar en los ensayos con hepatocitos. Como control negativo para la 

internalización VP2:ST-VP2 (70:30) y el ensamble antes descrito VP2: ST-VP2: VP1 

(55:30:15). Estas partículas fueron posteriormente incubadas con sfGFP-SC 

durante 3 h a 27 °C para lograr su funcionalización. La Figura 43 muestra el 

esquema de trabajo del sistema de acoplamiento SpyTag-SpyCatcher.  

 

 
Fig. 43. Esquema de interacción del sistema SpyTag-SpyCatcher para obtener VLPs que estén 

decoradas con la proteína sfGFP. A) Interacción entre los péptidos SpyTag y SpyCatcher. B) Esquema 

de los modelos de VLPs esperados. 
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En el gel de poliacrilamida al 9% SDS-PAGE de la Figura 44 se observa la formación 

del enlace isopeptídico formado por los péptidos SpyTag y SpyCatcher, apreciando 

una banda adicional en los carriles 3 y 7 con un peso molecular aproximado de 100 

kDa, valor teórico esperado para la interacción de las proteínas ST-VP2 (60 kDa) y 

la sfGFP-SC (43 kDa).  

Es de resaltar que esa banda no se encuentra en los controles que se usaron, en 

donde se colocaron las proteínas ST-VP2, interacción VLPs VP2 con sfGFP-SC, 

VP2 y co-ensamble VP2:ST-VP2:VP1 respectivamente (carriles 1, 2, 5 y 6). 

 

 

 

 

 

Aun cuando la interacción entre las proteínas que contienen los péptidos SpyTag-

SpyCatcher parece ser poca, se comprueba que se lleva a cabo en estos co-

ensambles. Este nivel de interacción es suficiente para los análisis con microscopía 

confocal en células HepG2. 

Caracterización de VLPs funcionalizadas con sfGFP-SC por microscopía de fuerza atómica 

(AFM). 

Como último paso de la caracterización de las VLPs obtenidas por el co-ensamble 

ST-VP2:VP2:VP1 (30:55:15) funcionalizadas con sfGFP-SC, se prepararon las 

VLPs obtenidas para su visualización mediante AFM. Debido a la concentración de 

Fig. 44.  Gel de poliacrilamida al 9% SDS-PAGE de las interacciones entre las VLPs con ST-VP2 y la 

sfGFP-SC. Carril 1: ST-VP2. Carril 2: VLPs VP2 con sfGFP-SC. Carril 3: Interacción co-ensamble VP2: 

ST-VP2 (70:30) con sfGFP-SC. Carril 4: Marcador de peso molecular BlueClassic Prestained Protein 

Marker. Carril 5: VP2. Carril 6: Co-ensamble VP2: ST-VP2: VP1 (55:30:15). Carril 7: Interacción entre el 

co-ensamble VP2: ST-VP2: VP1 (55:30:15) y sfGFP-SC. 
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la muestra las imágenes recopiladas se obtuvieron de campos con una baja 

densidad de proteína, sin lograr un óptimo acercamiento, al verse interrumpida la 

señal de la punta por la saturación de proteína en campos cercanos (Fig. 45). 

 

Fig. 45. Imágenes de las VLPs obtenidas mediante AFM. Panel A: Micrografía a una región con baja densidad 

de proteína de las VLPs del co-ensamble ST-VP2:VP2:VP1 (30:55:15) funcionalizadas con sfGFP-SC. Panel B: 

Acercamiento a la región inferior del panel A. 

La Figura 45A muestra una micrografía a una de las zonas con menor densidad de 

proteína, en este campo es clara la presencia de alrededor de 7 VLPs con tamaños 

entre los 26 y 33 nm. En el panel B de la misma figura se observa un acercamiento 

a la región inferior de la imagen anterior, con este acercamiento se logra corroborar 

los tamaños de partícula obtenidos en el panel anterior. Confirmando así que se 

logran obtener VLPs del co-ensamble de las tres proteínas de interés, y que se logró 

funcionalizar a las VLPs con sfGFP-SC. Con estos resultados comenzamos con las 

pruebas de internalización en la línea celular HepG2. 

Ensayos de unión e internalización de VLPs con ST-VP2:VP2:VP1 funcionalizadas con sfGFP-

SC en células HepG2. 

Teniendo listas las proteínas a utilizar y verificando que tanto el co-ensamble como 

su funcionalización fueron procesos exitosos, se procedió a realizar los ensayos en 

células de carcinoma hepático HepG2. El esquema de trabajo para este ensayo se 

presenta en la Figura 46.  

 

 

 

A B 
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Las VLPs se ensamblaron en las condiciones antes descritas y se analizaron por 

DLS para garantizar el término del co-ensamble (Fig. 47).  

 

 

 

La Figura 47 muestra en el mismo gráfico las mediciones promedio de ambos tipos 

de partícula: ST-VP2:VP2:VP1 (30:55:15) y ST-VP2:VP2 (30:70). Una vez 

corroborada la presencia de VLPs, con un diámetro de partícula característico a las 

partículas anteriormente descritas, se incubaron con la proteína sfGFP-SC a 27º C 

durante 3 h, para su posterior incubación con las células HepG2 (Fig. 48). 

Fig. 46. Esquema de trabajo de la internalización en células HepG2 de las VLPs funcionalizadas con sfGFP-

SC, que contienen o no a la proteína estructural VP1. 

Fig. 47. Promedio del análisis de dispersión dinámica de luz para el co-ensamble VP2: ST-VP2 

(70:30) y el co-ensamble VP2: ST-VP2: VP1 (55:30:15).  
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Fig. 48. Ensayos de internalización de las VLPs funcionalizadas con sfGFP en células HepG2. Panel A: células HepG2 

tratadas durante 6 h con PBS-Arg 0.2 M. Panel B: Células HepG2 tratadas durante 6 h con VLPs co-ensambladas VP2: 

ST-VP2 (70:30). Panel C: Células HepG2 tratadas durante 4 h con las VLPs del co-ensamble VP2: ST-VP2: VP1 

(55:30:15). Panel D: Células HepG2 tratadas durante 6 h con las VLPs del co-ensamble VP2: ST-VP2: VP1 (55:30:15). 

El núcleo de las células fue teñido con DAPI. Todos los co-ensambles fueron funcionalizados durante 3 horas a 27 ºC 

con sfGFP-SC. 
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La Figura 48 muestra los resultados obtenidos mediante microscopía confocal, 

usando diferentes láseres para la excitación de los fluoróforos utilizados (DAPI para 

el núcleo celular y sfGFP para las VLPs), después de incubar las VLPs durante 4 y 

6 horas con las células HepG2 a 37 ºC. Se aprecia únicamente, en las células 

tratadas con las VLPs que contenían a la proteína VP1, la señal de fluorescencia 

verde correspondiente a la proteína sfGFP, esto después de los lavados con tripsina 

al 0.5% realizados durante la preparación de las muestras. Este resultado corrobora 

que las VLPs del co-ensamble que contiene VP1 logran la internalización desde las 

4 horas de tratamiento, incrementándose la señal a las 6 horas post interacción.  

Así mismo el resultado anterior suma evidencia acerca del tropismo de las VLPs del 

B19V que contienen VP1 hacia células hepáticas, lo que incrementa su potencial 

para utilizarse como plataforma para la entrega sitio específica de biomoléculas de 

interés.  

La internalización de las VLPs en las células HepG2 demuestra que no solo el 

dominio con actividad de fosfolipasa tipo 2 presente en la región única de VP1 se 

encuentra correctamente plegado, sino que, además, los sitios de interacción que 

intervienen en el mecanismo de internalización celular se encuentran accesibles y 

con su conformación funcional.  

 

CONCLUSIONES. 
 

Con los datos obtenidos en este trabajo, se confirmó que es posible obtener de 

manera in vitro, VLPs a partir de la proteína estructural VP1. Adicionalmente, se 

consiguió incorporar la proteína VP1 en co-ensambles de diferentes quimeras de la 

proteína VP2, obteniendo en este último caso cápsides de tamaños similares a los 

del virión nativo o las VLPs de VP2. 

Se comprobó que tanto el dominio con actividad de PLA2 como los sitios de 

reconocimiento de receptores, necesarios para la internalización celular, se 

encuentran correctamente plegados y expuestos en las partículas que presentan la 

proteína estructural VP1.  

Los resultados obtenidos colocan a las VLPs del B19V que contienen VP1 como 

una opción biotecnológica para el direccionamiento/internalización celular de 

fármacos relacionados al tratamiento de enfermedades hepáticas
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PERSPECTIVAS. 
 

La obtención de VLPs a partir de la proteína VP1 y el encontrar la presencia de un 

polimorfismo inusual en estas, sugiere que se podrían estar incorporando diferentes 

cantidades monómeros en la cápside, como se ha descrito para otros virus 

icosaédricos. Para poder dilucidar este fenómeno se requieren de estudios 

estructurales, lo que implica, optimizar el método de obtención de las VLPs o en su 

defecto optimizar la purificación de las diferentes especies, por ejemplo, 

implementado un paso adicional de ultra-centrifugación con gradientes de sacarosa. 

Adicional a los métodos estructurales como, la crio-microcopia de transmisión 

electrónica (CryoEM), el uso de técnicas como la ELISA utilizando el anticuerpo 

específico para la VP1u permitiría determinar la cantidad de VP1u externalizadas y 

correctamente plegadas por tipo de población.  

El estudio de termo-estabilidad realizado a las VLPs de VP1 sugiere que aquellas 

partículas con mayor tamaño son más estables al aumento de temperatura, por lo 

menos en 10 ºC (datos no mostrados). Sin embargo, es necesario pulir estos 

experimentos y homogenizar las condiciones para poder comparar estas partículas 

con aquellas VLPs que no contienen a la proteína VP1.  

Aun cuando se demostró que la actividad de fosfolipasa tipo 2, intrínseca de VP1u, 

no genera la ruptura de la membrana celular (eritrocitos y células HepG2), si tiene 

potencial de generar reacciones adversas ya sea cutáneas o inmunológicas, por lo 

que se sugiere hacer las pruebas pertinentes en un modelo murino para evaluar 

este riesgo si se desea aplicar la tecnología. Si fuese este el caso, la solución podría 

estar en mutar uno de los aminoácidos catalíticos para abolir la actividad 

completamente, lo que sería ideal para las enfermedades lisosomales, como la 

enfermedad de Pompe, ya que las cápsides perderían su propiedad de liberarse del 

lisosoma. Esta alternativa quizá no se viable para aquellas enfermedades en donde 

el blanco sea el citoplasma o núcleo celular, en este caso se podría optar por la 

decoración de las VLPs con polietilenglicol (PEG) el cual podría ayudar a evadir el 

sistema inmune.  

La especificidad de las VLPs con VP1 a hepatocitos debería ser corroborada con 

otras líneas celulares y de preferencia corroborarla en un modelo murino, en los 

cuales las reacciones adversas, si existiesen, se harían notar para optimizar el 

sistema. 
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