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Resumen 

Las partículas tipo virus (VLPs por sus siglas en inglés), son arreglos 

supramoleculares de proteínas estructurales de los virus, con gran interés 

biomédico y biotecnológico dados su tamaño nanométrico, monodispersidad y 

polivalencia. Estas partículas pueden ser usadas como acarreadores de epítopos 

inmunogénicos u otras moléculas de interés. Sin embargo, la presentación de 

péptidos en la superficie puede estar limitada por la exposición de sus extremos N- 

y C-terminales. En el caso de las VLPs del parvovirus B19 (B19V), el extremo C-

terminal se encuentra dentro de la cápside viral, por lo que no puede ser utilizado 

para la presentación de péptidos. Por su parte, el extremo N-terminal se encuentra 

solo parcialmente expuesto en la superficie de las VLPs, lo cual reduce 

significativamente la polivalencia. Se han utilizado diversas estrategias para lograr 

aprovechar la polivalencia de estas partículas, una de ellas es la presentación de 

péptidos o proteínas en asas superficiales; sin embargo, algunas proteínas pueden 

tener problemas en su plegamiento o, función. Una manera de lograr aprovechar 

completamente la polivalencia de estas partículas es transportar los extremos N- y 

C-terminales a la superficie de las VLPs, mediante permutaciones circulares. Por lo 

tanto, en este trabajo, se realizó el coensamble de la proteína VP2 (proteína 

estructural mayoritaria) de B19V con una forma permutada circularmente de la 

misma proteína, así como el ensamble de cada una de las proteínas de manera 

independiente. Estudios preliminares sugirieron que la forma permutada 

circularmente es capaz de formar VLPs. Sin embargo, no se determinó la exposición 

de los extremos N-terminales. En este trabajo se modificó el extremo N-terminal de 

la forma permutada circularmente, para poder identificar y cuantificar su presencia 

en la superficie de la VLP por medio de una reacción que sería imposible llevar a 

cabo si el extremo N-terminal estuviera en el interior de la partícula. Para tal fin, se 

fusionó el péptido SpyTag (ST) al extremo N-terminal de la proteína permutada 

circularmente, para posteriormente hacerlo reaccionar con su par ortogonal, el 

dominio SpyCatcher (SC) fusionado a la proteína sfGFP (SC-GFP). ST y SC forman 

un enlace isopeptídico que puede ser analizado por su migración en gel y por su 

fluorescencia. Con base a lo obtenido, se logró estimar el número de SC-GFP 

unidos a ST en cada VLP, comprobando la exposición de los extremos N-terminales 

en la superficie de las partículas.  
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1. Introducción 

Los virus son estructuras supramoleculares, basados en nucleoproteínas, que 

evolucionaron en nanomáquinas biológicas, capaces de autorreplicarse mediante la 

maquinaria celular del huésped y propagarse a otras células y organismos. Después 

de la replicación de sus componentes macromoleculares en la célula huésped, el 

virión típico debe poder autoensamblarse, madurar en una entidad infecciosa 

estable, salir de la célula, y resistir agresiones físicas y químicas severas en el 

entorno extracelular (Chiu et al., 1997). En respuesta a presiones de selección, el 

proceso de evolución del virus ha logrado agrupar un conjunto notable de 

características y muchas funciones complejas en estructuras de nucleoproteínas 

relativamente simples. Gracias al conocimiento y desarrollo de compuestos para 

bioconjugación, así como el desarrollo de tecnologías para la modificación genética 

de proteínas, se ha abierto un mundo de posibilidades para el aprovechamiento de 

las partículas virales en medicina y la industria (Douglas & Young, 1998; Mateu, 

2011).  

La biología sintética es un campo emergente de investigación cuyo objetivo es hacer 

de la biología una disciplina de ingeniería, permitiendo así diseñar, controlar y 

estandarizar procesos biológicos, que pueden ser ajustados y diseñados para fines 

biomédicos y biotecnológicos (Gamboa et al., 2018). Un claro ejemplo de esto son 

las partículas tipo virus (VLPs por sus siglas en inglés), las cuales están compuestas 

de proteínas estructurales de la cápside viral y son semejantes al virus silvestre en 

su estructura y propiedades antigénicas, pero sin ser infectivas ya que no poseen 

material genético. Estas partículas son capaces de autoensamblarse, ya sea in vivo 

o in vitro. Sin embargo, uno de los principales problemas del autoensamble in vivo 

en sistemas heterólogos procariontes o eucariontes, es que conlleva a la 

encapsulación de posibles contaminantes que obstaculizaría algunos usos de VLPs 

en biotecnología o medicina (Brune et al., 2016; Sánchez-Rodríguez et al., 2012; 

Noad & Roy, 2003). El ensamble in vitro de VLPs provee un panorama más amplio 

para su uso en la biología sintética, evitando la encapsulación de contaminantes y 

permitiendo la encapsulación de proteínas, fármacos o genomas heterólogos de 

interés (Sánchez-Rodríguez et al., 2012). De igual manera, estas partículas han sido 
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usadas como plataformas para la presentación de péptidos sobre su superficie y de 

este modo inducir respuesta inmune en el hospedero (Plummer & Manchester, 

2011) (Fig. 1).  

 

Figura 1. Ejemplos de cápsides virales que han sido desarrolladas como vacunas 

de VLPs y plataformas para la presentación de antígenos heterólogos (Plummer & 

Manchester, 2011). 

El uso de las VLPs en estas áreas se debe a que poseen propiedades de gran 

interés como su monodispersidad y polivalencia, es decir, su tamaño no es muy 

variable, y al estar constituidas de múltiples subunidades de las mismas proteínas, 

los grupos reactivos en su superficie se repiten periódicamente con precisión 

nanométrica. Por lo tanto, al lograr la presentación de un péptido en una proteína 

estructural de la partícula en su superficie, se logrará presentar el péptido de interés 

repetidas veces de acuerdo con la polivalencia de la VLP (Blum et al., 2015). 

Además, la fuerza y selectividad de las interacciones proteína-proteína permiten su 

uso para la creación de nuevos nanomateriales, siendo excelentes sistemas 

enlazantes entre nanopartículas y nanocables para generar estructuras más 

ordenadas y con la capacidad de tener distintas funciones (Soto & Radna, 2010). 

La gran variedad de aplicaciones de las VLPs en la biotecnología ha incentivado la 
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búsqueda de proteínas virales capaces de formar estas partículas a partir de sus 

proteínas estructurales, con el fin de tener un amplio repertorio de herramientas 

útiles para la encapsulación de fármacos, enzimas o material genético, así como la 

presentación de péptidos en su superficie para la generación de anticuerpos contra 

el péptido o la proteína de interés. 

El Parvovirus B19 (B19V) es uno de los virus que se ha utilizado como modelo para 

la construcción de VLPs mediante el autoensamble de una de sus proteínas 

formadoras de la cápside (Kajigaya et al., 1991). El B19V es un virus patógeno para 

humanos, perteneciente a la familia Parvoviridae, género Erythrovirus. Es el agente 

etiológico del eritema infeccioso en niños, crisis aplásicas en pacientes 

inmunocomprometidos, así como aborto espontáneo e hidropesía fetal no inmune 

en mujeres embarazadas. El B19V muestra un notable tropismo tisular por células 

hematopoyéticas humanas del linaje eritroide. Es un virus de apariencia esférica, no 

envuelto, de 18-25 nm de diámetro, con simetría icosaédrica T1 (Naides, 1999; 

Rogo et al., 2014).  

Las características estructurales del genoma de B19V son comunes para esta 

familia de virus. Este virus posee un DNA de cadena sencilla, de polaridad positiva 

o negativa, de 5596 bases en longitud, el cual es encapsulado en viriones 

isométricos. El genoma viral está compuesto de una región interna única, que 

contiene todas las secuencias codificantes, flanqueado por dos regiones terminales 

invertidas repetidas, posee dos marcos de lectura abiertos principales, en la mitad 

izquierda del genoma codifica la proteína viral no estructural (NS) y en la mitad 

derecha del genoma codifica las proteínas víricas de la cápside VP1 y VP2. 

Adicionalmente están presentes dos marcos de lectura menores en el centro y el 

extremo derecho del genoma posiblemente codificando para proteínas no 

estructurales más pequeñas (Fig. 2) (Gallinella, 2013).  
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Figura 2. Representación esquemática y organización del genoma de B19V. A: 

Marcos de lectura abiertos identificados en la cadena positiva del genoma, las 

flechas indican las regiones codificantes para proteínas virales situadas sobre el 

mapa de ORFs. B: Organización del genoma con una representación distinta de las 

regiones internas y terminales e indicando las posiciones del promotor (P6), donador 

de empalme (D1, D2), aceptor de empalme (A1-1/2,A 2-2/2), y sitio de escisión de 

poliadenilación (pAp1, pAp2 y pAd) (Gallinella, 2013). 

El virión está compuesto de 60 subunidades, tanto de VP1, la cual se encuentra en 

una proporción del 5%, como de VP2, con una proporción del 95% en la cápside 

viral, con pesos moleculares de 84 y 58 kDa respectivamente. La estructura central 

del monómero está formada por la región común VP, formada por un barril beta 

clásico, con ocho hebras conectadas por grandes asas que se proyectan sobre la 

superficie exterior y determinan su topografía y estructuras específicas en los ejes 

de simetría 5, 3 y 2. Al igual que otros parvovirus, el B19V tiene una estructura 

cilíndrica en el eje de orden 5, formando un canal cerrado que conecta la superficie 

interior y exterior del virión, rodeado por una depresión tipo cañón. En contraste con 

otros parvovirus, el B19V carece de picos prominentes alrededor del eje de simetría 

de orden 3 y tiene una superficie redondeada general, de apariencia lisa. Al 

comparar las VLPs de B19V formadas exclusivamente por VP2 con los viriones 

nativos, la mayor diferencia está alrededor del eje de simetría de orden 5, lo que 

sugiere que en los viriones o en las cápsides vacías, el canal cilíndrico está 

normalmente bordeado por el N-terminal de las proteínas VP2, mientras que en las 

VLPs hay una densidad electrónica difusa por dentro del canal que podría 

A 

 

B 
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corresponder a los extremos N-terminales de VP2 que no atravesaron este canal 

(Gallinella. 2013; Kaufmann et al., 2004, 2008). 

VP1 es idéntica a VP2, excepto por una región N-terminal de 227 residuos 

adicionales en VP1, la llamada región única de VP1 (VP1u). Los virus de la familia 

Parvoviridae poseen actividad fosfolipasa en la región única de VP1. B19V no es la 

excepción, posee actividad de fosfolipasa intrínseca, probablemente necesaria para 

que pueda ser efectiva la infección al hospedero, por lo que su disposición 

topográfica y dinámica podría ser crucial para lograr la interacción productiva de los 

viriones con las células diana. La localización topológica de VP1 sobre la cápside 

ha estado en debate ya que su actividad de fosfolipasa no puede ser detectada en 

viriones recién producidos, sugiriendo que VP1u no se encuentra en la superficie de 

la cápside y solo se muestra después de la exposición a condiciones ácidas o a 

temperatura elevada (Ros et al., 2006). Trabajos previos indican que B19V 

externaliza VP1u al unirse a las células precursoras eritroides, probablemente a 

través del poro que se encuentra en el eje de simetría de orden cinco del virus, 

desplegando su actividad de fosfolipasa, que podría facilitar los últimos pasos de 

internalización al virus (Bönsch et al., 2010). También se ha planteado el posible 

mecanismo de unión e internalización del virus a partir de trabajos previos que 

mencionan principalmente dos receptores indispensables para la entrada a la 

célula, el globósido (Gb4Cer) y la integrina α5β1, además del autoantígeno Ku80 

como un probable correceptor celular para la infección de este parvovirus, 

facilitando la unión a ciertos tipos celulares (Bönsch et al., 2010; Munakata et al., 

2005; Weigel-Kelley et al., 2003, 2006). Sin embargo, más recientemente, Leisi y 

colaboradores (2013) estudiaron el papel que juega VP1u en la entrada e 

internalización del virus, mediante distintas versiones recombinantes de longitud 

completa y truncadas de VP1u, así como ensayos de internalización en diferentes 

células permisivas para B19V, para demostrar el papel del receptor de VP1u en la 

internalización de B19V. Los resultados les permitieron sugerir que la fosfolipasa no 

es esencial para el proceso de internalización, debido a que utilizaron una versión 

truncada en el residuo 128 de la región carboxilo de VP1u, que en consecuencia no 

tiene el dominio de fosfolipasa, y que sigue siendo capaz de unirse a la membrana 
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celular para después poder internalizarse a la célula. Ellos también determinaron, 

mediante cortes en diferentes regiones de VP1u, el papel fundamental que juega 

éste en el estrecho tropismo de B19V al controlar un proceso de entrada altamente 

selectivo. Posteriormente, para localizar el dominio de unión al receptor en la región 

de VP1u, analizaron los efectos de distintas versiones truncadas y mutaciones sobre 

la capacidad de internalización de la proteína recombinante en células UT7/Epo, y 

lograron determinar que los aminoácidos 5-80 de la región N-terminal son 

necesarios y suficientes para la unión e internalización celular (Leisi et al. 2016). 

Subsecuentemente, Bieri y Ros (2019), lograron discernir el papel del Globósido 

(Gb4Cer) en el ciclo de vida del B19V. Como se mencionó anteriormente, Gb4Cer 

es considerado el receptor primario del parvovirus B19. Sin embargo, su expresión 

no correlaciona bien con el acoplamiento y el tropismo selectivo del virus. Mediante 

el knock out (KO) del gen B3GalNT1, que codifica para la enzima globósido sintasa 

en células UT7/Epo y que ayuda a sintetizar al receptor Gb4 en este linaje celular, 

descubrieron que no hubo cambios en la unión al virus y su internalización a la célula 

KO. Sin embargo, la transcripción de NS1 falló, y consecuentemente la replicación 

y expresión de la proteína de la cápside fue eliminada. Estos estudios demostraron 

que Gb4 no es realmente una parte fundamental en el mecanismo de unión e 

internalización del parvovirus B19V, pero es esencial para la infección productiva al 

huésped (Bieri y Ros, 2019). 

Por otro lado, está bien establecido que VP1 no es requerida para la formación de 

la cápside (Kajigaya et al., 1991; Sánchez-Rodríguez et al., 2012, 2014). Una 

contribución importante de Kaufmann y colaboradores en el 2004 fue la obtención 

de la estructura tridimensional por cristalografía de rayos x de VLPs ensambladas 

únicamente con la proteína VP2 (Fig. 3) (PDB 1S58), facilitando de esta manera el 

estudio estructural de las VLPs y permitiendo plantear nuevas estrategias para 

modificaciones mediante ingeniería de la proteína VP2.  
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Figura 3. Modelo de la estructura cristalográfica de la partícula tipo virus del B19V 

ensamblada solo por la proteína VP2, indicando en escala de rojos el valor del 

desplazamiento atómico o factor B de la proteína. Un rojo más intenso indica que el 

valor del factor B aumenta y a un rojo más claro disminuye (PDB 1S58). 

La proteína estructural mayoritaria de la cápside, VP2, está compuesta por 554 

aminoácidos, los cuales se observan en la estructura cristalográfica, excepto por los 

19 residuos del extremo N-terminal y 13 residuos del asa 301-313 presente en la 

superficie de la VLP, que es adyacente al eje de simetría de orden tres en el virión. 

Esto sugiere que el asa 301-313 es muy móvil y no es indispensable para el 

plegamiento de la proteína o el ensamble de las VLPs. VP2 posee una estructura 

que contiene un barril β de ocho hebras antiparalelas. Cabe destacar que 

aproximadamente dos tercios de la estructura de la proteína VP2 está compuesta 

de asas y giros que conectan las hebras del barril β mostradas en gris en la figura 

4. La cápside está estabilizada por el ensamble de moléculas VP2 vecinas, donde 

las asas 3 y 4 que conectan las hebras G y H de una subunidad están 

interconectadas con el asa 1 que conecta las hebras BC y una porción del asa GH 

de una subunidad triple relacionada con la simetría triple (Fig. 4). El extremo C-

terminal no se encuentra visible en la superficie de la cápside y los extremos N-

terminal se observan en la superficie de la cápside por el poro del eje de orden cinco 

en B19V silvestre (Kaufmann et al., 2004, 2008).  



9 
 

 

Figura 4. Representación de listón de la proteína VP2 de B19V (PDB 1S58) 

(Kaufmann et al., 2004). 

Las VLPs del B19V se pueden obtener a partir del autoensamble in vivo 

exclusivamente de la proteína VP2, o de la expresión de VP2 y VP1 en sistemas 

heterólogos. Sin embargo, uno de los principales problemas del ensamble in vivo 

de cualquier VLP es que puede retener contaminantes, esto llevó a nuestro grupo 

de trabajo a determinar las condiciones para realizar el ensamble in vitro de VLPs 

de B19V, lo que garantizaría la ausencia de contaminantes en el interior de las VLPs 

y logrando el control del ensamblaje (Sánchez-Rodríguez et al., 2012). De igual 

manera se ha logrado la encapsulación de DNA de cadena doble en B19V con el 

fin de presentar una estrategia para abrir la posibilidad del uso de las VLPs de B19V 

como sistemas de liberación con futuras aplicaciones terapéuticas (Sánchez-

Rodríguez et al., 2015). Además, se ha realizado la presentación de péptidos en la 

superficie de VLPs de B19V mediante su fusión al extremo N-terminal de la proteína 

VP2, como son los péptidos de la glicoproteína de fusión del virus sincicial 

respiratorio (Morán-García et al., 2016). Sin embargo, se ha demostrado que en 

VLPs de B19V no se externalizan todos los extremos N-terminales teóricos en la 

superficie del poro formado en el eje de orden 5 (Fig. 5) (Brown et al., 1994; Gilbert 

et al., 2005; Kaufmann et al., 2008). 
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Figura 5. Representación estereoscópica de la reconstrucción de los extremos 

amino terminales de VP2 de B19V dentro del poro formado en el eje de simetría de 

orden cinco de la cápside, el cual muestra que es espacialmente posible que todos 

los extremos N- terminal se externalicen al mismo tiempo (Kaufmann et al., 2008).  

En consecuencia, se ha implementado la utilización de asas superficiales como 

puntos de unión para péptidos y de esta manera aprovechar la polivalencia de las 

VLPs. No obstante, la presentación de péptidos en el asa puede llegar a 

comprometer el plegamiento correcto de la proteína de interés (Santillán-Uribe et 

al., 2015).  

Otra estrategia para aprovechar el potencial polivalente de estas partículas es 

cambiar el extremo N-terminal de las VLPs a la posición de un asa superficial por 

permutación circular. Una proteína permutada circularmente, posee los extremos N- 

y C- terminales nativos conectados vía un enlazador peptídico corto, y se introducen 

nuevos extremos terminales en un sitio secundario en otra parte de la secuencia 

polipeptídica (Terasaka et al., 2018). Esta estrategia se ha utilizado extensamente 

para cambiar la conectividad de elementos de estructura secundaria en una 

proteína, manteniendo la forma tridimensional general. Este tipo de reordenamiento 

topológico ha sido observado en proteínas formadoras de VLPs, y se puede emplear 

para la ingeniería de proteínas permitiendo la modificación de la morfología de la 

partícula. Por ejemplo, la proteína de la cápside del bacteriófago AP205 es una 

permutación circular natural de la proteína del bacteriófago MS2 (Shishovs et al., 

2016). Mediante el uso de esta táctica, en nuestro grupo se modificó el 
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ordenamiento de los extremos terminales de VP2 (Herrera, datos no publicados). 

Se usó la herramienta bioinformática CPred (http://sarst.life.nthu.edu.tw/CPred) 

para el análisis de la estructura de la proteína VP2. Se escogió el residuo 69, ya que 

presentó la mayor probabilidad de ser un buen punto para introducir una 

permutación circular (0.775 en escala de 0 a 1). Se eliminaron los primeros 22 

residuos de aminoácidos del extremo N-terminal, ya que no son esenciales para el 

ensamble de VLPs de este virus y se insertó un péptido que serviría de puente entre 

el extremo C-terminal original, y el residuo 23 de la VP2. Este péptido puente tiene 

la secuencia EGG SGG SGG SGG SGG SGG SGG SGG SGG, que debería ser 

suficientemente largo para que se cubra la distancia existente entre el residuo 23 y 

el extremo C-terminal de la VP2 (= 55.6 Å). En el nuevo extremo N-terminal se 

adicionó la secuencia MGGSGGSGGSGG, en el que, a nivel de DNA, hay un sitio 

de restricción para la endonucleasa de restricción BamHI, que permitiría posibles 

modificaciones en el futuro. Finalmente, en el extremo C-terminal se le colocó una 

etiqueta de 6xHis, para facilitar su purificación. El gen fue sintetizado químicamente 

tomando en cuenta los codones necesarios para la expresión de la proteína en E. 

coli, y se insertó en el vector de expresión pET22b(+). Se encontró que la proteína 

VP2 permutada en el residuo 69 (VP2-CP69) tiene la capacidad de formar VLPs, de 

acuerdo con su caracterización mediante Dispersión Dinámica de Luz (DLS por sus 

siglas en inglés) y Microscopía Electrónica de Transmisión  (TEM por sus siglas en 

inglés) (Herrera, datos no publicados). Sin embargo, no se comprobó que los 

extremos N- y C-terminales se encontraran expuestos en la superficie de la 

partícula. Es de gran interés demostrar que la forma permutada de la proteína VP2 

realmente presenta sus extremos terminales en la superficie de las VLPs, por su 

relevancia tecnológica. Para ello sería necesario un método que nos permita 

determinar experimentalmente o predecir dichos elementos estructurales. 

Una estrategia innovadora que se ha utilizado para la construcción de biomateriales 

y la biotecnología es el acoplamiento a través de un sistema denominado 

SpyTag/SpyCatcher Éste tiene la capacidad de interaccionar ortogonalmente y 

formar un enlace isopeptídico que puede ser fácilmente identificado mediante un gel 

de poliacrilamida. Este sistema fue creado a partir de la búsqueda de pili y 
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adhesinas de bacterias Gram-positivas, que contienen frecuentemente uniones 

isopeptídicas espontáneas, comúnmente en dominios tipo inmunoglobulina CnaB1 

o CnaB2 (Brune et al., 2016). Todos los enlaces isopéptidicos bacterianos se 

encuentran en dominios de hojas β que se asemejan a la proteína Cna de 

Staphylococcus aureus (Symersky et al., 1997; Deivanaygam et al., 2000). Se sabe 

que los dominios CnaA y CnaB se producen en miles de proteínas de superficie 

bacteriana, y los enlaces isopéptidicos emergen como una modificación post 

traduccional muy común que sustenta la formación y estabilidad del pilus Gram-

positivo. En las proteínas pilus bacterianas, la formación de un enlace isopéptidico 

depende de un residuo de Glu o Asp catalítico. Los enlaces isopéptidicos 

autogenerados entre las cadenas laterales de Lys y Asp han surgido como un sello 

distintivo de las proteínas de la superficie de las bacterias Gram-positivas después 

de su descubrimiento en la principal subunidad de pilina de Streptococcus pyogenes 

(Kang et al., 2007). 

Streptococcus pyogenes [grupo A Streptococcus (GAS)] infecta la garganta y la piel 

humanas, causando infecciones comunes como dolor de garganta y amigdalitis, así 

como enfermedades invasivas graves como fascitis necrotizante, fiebre reumática y 

síndrome de shock tóxico estreptocócico (Cunningham, 2000). Los pili delgados, de 

2 nm de ancho y > 1 µm de largo, han sido revelados por microscopía electrónica y 

se demostró que eran esenciales para la adhesión a células de la piel y amígdala 

humana. Las proteínas formadoras de pilus se codifican en un pequeño grupo 

genético dentro de una isla de patogenicidad conocida como la región FCT (unión 

a la fibronectina, antígeno T de unión al colágeno). En la cepa S. pyogenes M1 

SF370, spy0128 codifica la subunidad pilin principal, spy0129 la sortasa C1, y 

spy0125 y spy0130 a dos proteínas asociadas al pilin (Mora et al., 2005). El 

monómero Spy0128 tiene una estructura alargada de dos dominios, (Fig. 6A). 

Ambos dominios tienen estructuras β irregulares, que son variantes modificadas del 

pliegue de inmunoglobulina (Fig. 6B). El dominio N-terminal o CnaB2 (residuos 18 

a 171) forma un sándwich β en el que las hebras en una hoja β (verde en la Fig. 6) 

se extienden progresivamente de tal manera que la parte superior de esta hoja β, 

en la parte superior del dominio, está relativamente expuesta (Kang et al., 2007). El 
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dominio C-terminal CnaB1 (residuos 173 a 307) comprende 11 hebras β. Los dos 

dominios se encuentran asociados por solo un residuo de serina (Ser172), 

separando el final de la cadena β del dominio N, del inicio del dominio C-terminal. 

El dominio CnaB2 es inusual, ya que ocurre aislado en secuencia y representa un 

dominio plegado independiente, ideal para abordar cuestiones relacionadas con el 

papel estructural de los enlaces isopéptidicos y el mecanismo de su formación 

(Hagan et al., 2010). 

 

Figura 6. Estructura de spy0128. A: Representación de listón del monómero, código 

de colores del N-terminal (azul) al C-terminal (rojo). B: Diagrama de la topología del 

dominio N-terminal (arriba) y C-terminal (abajo). Las cadenas poseen el mismo 

código de color que en A. Las barras negras marcan la localización de las dos 

uniones isopeptídicas intramoleculares (PDB 3B2M) (Kang et al., 2007). 

Posteriormente Reddington y Howart (2012, 2015) determinaron que dividiendo la 

proteína del dominio CnaB2 (la cual es una proteína de unión a fibronectina FbaB 

de Streptococcus pyogenes (Spy)), se pueden obtener dos péptidos capaces de 
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reconstituirse espontáneamente para formar un enlace isopeptídico. Para lograr 

esta unión, es importante la acción de una triada catalítica (Asp, Glu y Lys), la cual 

debe estar presente entre el fragmento que se cortó y la subunidad restante. Los 

dos péptidos obtenidos a partir de la división del dominio CnaB2 fueron 

denominados SpyTag (13 residuos de aminoácido) y SpyCatcher (116 residuos de 

aminoácido). SpyTag/SpyCatcher reacciona a 10 µM con un alto rendimiento con 

un tiempo medio de poco más de 1 minuto (k = 1.4×103 M-1s-1). No poseen residuos 

de cisteína y pueden ser fusionados a los extremos N- o C- terminales y asas de 

una gran variedad de proteínas, sin afectar su funcionamiento (Fig. 7 A y B). Esta 

unión puede llevarse a cabo en un intervalo de temperaturas de 4 a 37 °C, valores 

de pH de 5 a 8, sin amortiguadores específicos, e incluso con detergentes no 

iónicos. La capacidad de formar este enlace isopeptídico espontáneo en una gran 

variedad de condiciones, y sin requerimientos restrictivos, ha permitido su uso en 

distintas aplicaciones biomédicas y biotecnológicas (Fig. 7C). 

El mecanismo de reacción de CnaB2, ahora denominados SpyTag y SpyCatcher 

por la división de éste mediante ingeniería de proteínas, ocurre en un ambiente que 

es vital para la proteína, para llevar los residuos a una proximidad y orientación 

óptima. Antes de la reacción, se cree que los grupos carboxilos de Glu77 y Asp 117 

forman un doble enlace de hidrógeno, facilitando el ataque nucleofílico del N de 

Lys31 al C del Asp117, formando un intermediario zwiterionico. Después hay dos 

transferencias de protones concertadas, con el Glu77 formándose un intermediario 

tetraédrico neutral, el cual colapsa con la liberación de una molécula de agua. La 

molécula de agua se libera y se forma un enlace amida limitando la velocidad de 

reacción (Fig. 7D), con una barrera energética de 102 kJ/mol para el CnaB2 intacto 

(Hagan et al., 2010; Hu et al., 2011).   
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Figura 7. Sistema de interacción SpyTag/SpyCatcher. A: Estructura de CnaB2 

dividida en SpyCatcher (gris) y SpyTag (rojo) B: Ambiente en el cual se lleva a cabo 

la unión entre Asp117 (naranja) y Lys31 (amarillo), facilitado por Glu77 (gris). C: 

Aplicaciones de SpyTag/SpyCatcher. D: Mecanismo de reacción. Lys31 ataca 

nucleofílicamente al Asp117, seguido por la transferencia de protones que 

involucran al Glu77, dirigiendo a un intermediario tetraédrico neutral y después la 

liberación de agua y la formación del enlace amida (Reddington & Howarth, 2015). 

A 

 

D 

 

C 

 

B 
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El entendimiento del mecanismo de unión de estos péptidos para la formación del 

denominado dominio CnaB2, abre nuevas oportunidades para mejorar la resiliencia 

a la agregación de enzimas mediante su ciclación, de esta manera una enzima 

mesofílica puede mejorar su tolerancia térmica evitando su desplegamiento a altas 

temperaturas o ayudar al replegamiento de la proteína de interés, permitiendo su 

uso en ambientes menos favorables. (Schoene et al., 2014). Con este sistema se 

ha fomentado la activación del sistema inmune mediante la unión de antígenos, ya 

sea al SpyTag o al SpyCatcher, y su posterior unión a una molécula objetivo como 

una célula dendrítica, para generar una respuesta inmune eficiente en células B y T 

(Liu et al., 2014). De igual manera, este sistema se puede utilizar para la creación 

de proteínas multifuncionales, fusionándolo a partículas polivalentes capaces de 

presentar el mismo péptido de manera milimétrica, o en su defecto para la formación 

de partículas con distintas funciones mediante SpyTag/SpyCatcher fusionados a 

distintos péptidos de interés (Fairhead et al., 2014; Sun et al., 2014). 

En nuestro grupo de trabajo, hemos decorado VLPs de B19V mediante la fusión 

genética del péptido SpyTag al extremo N-terminal de la proteína VP2. Esto nos ha 

permitido decorar a estas partículas con enzimas activas y con reporteros 

fluorescentes (Cayetano-Cruz et al., 2018). La amplia variedad de usos del sistema 

SpyTag/SpyCatcher nos podría permitir utilizarlo para titular los nuevos extremos N-

terminales sobre la superficie de las VLPs formadas con la proteína VP2 permutada 

en el aminoácido 69, mediante la fusión del péptido SpyTag al extremo N-terminal 

de la proteína VP2-CP69 y su posterior interacción con el péptido SpyCatcher unido 

a un reportero fluorescente, la proteína superfolder-GFP (sfGFP) (Cayetano-Cruz et 

al., 2019), quimera a la que denominamos SC-GFP. La cuantificación de la proteína 

SC-GFP unida a las VLPs compuestas por la proteína VP2-CP-69 que tiene al 

péptido SpyTag en su extremo N-terminal (ST-VP2-CP69) nos dejará establecer si 

en realidad los extremos N-terminales de esta proteína permutada se encuentran 

expuestos sobre la superficie de estas VLPs. 
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2. Hipótesis y Objetivos 

 

Hipótesis  

Mediante la fusión del péptido SpyTag al extremo N-terminal de la proteína VP2-

CP69, se obtendrán proteínas quiméricas que podrán ensamblarse en VLPs y el 

extremo N-terminal fusionado con el SpyTag quedará expuesto en la superficie, por 

lo tanto, será capaz de interaccionar con la proteína SpyCatcher unida a una 

proteína reportera. 

 

Objetivo general 

Comprobar la exposición de los extremos N-terminal de VP2-CP69 al ensamblarse 

en VLPs mediante titulación por el sistema SpyTag/SpyCatcher.  

 

Objetivos particulares 

- Fusionar la secuencia nucleotídica que codifica para el péptido SpyTag al 

extremo 5’ del gen que codifica para la proteína VP2-CP69 mediante 

subclonación. 

- Expresar en E. coli el gen de la quimera formada (ST-VP2 -CP69), y purificar 

la proteína quimérica. 

- Realizar el ensamble de las proteínas quiméricas para la obtención de VLPs  

- Comprobar la presencia del péptido SpyTag en la superficie de las VLPs a 

través de la titulación de su interacción con la proteína SpyCatcher unida a 

un reportero fluorescente.  
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3. Metodología 

 

Esquema general de trabajo 

 

Separación mediante SEC de SC-GFP para separar la proteína no unida a las VLPs y su posterior 
medición por fluorescencia

Comprobación de la interación entre las VLPs con SpyCatcher mediante SDS-PAGE

Pruebas de interacción entre las VLPs ST-VP2-CP69  y las  distintas  proporciones  realizadas con 
la proteína SpyCatcher 

Purificación y ensamble de la proteína quimérica ST-VP2-CP69, ST-VP2 y la proteína VP2 para la 
formación de VLPs de proteínas puras, asi como de diferentes proporciones de estas dos 

proteínas y su posterior caracterización por: ultracentrifugación isopicnica, DLS, SDS-PAGE, AFM 
y TEM

Transformación del plásmido con el gen VP2 ST-CP69 y sobreexpresion de las proteínas ST-VP2-
CP69, ST-VP2 y VP2 en E.coli BL21(DE3) pLysS

Subclonación del gen VP2-CP69 en el plásmido pET-22b(+) con la secuencia del péptido SpyTag 
en la región que codifica para el extremo N-terminal
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Métodos 

Subclonación  

El gen de la proteína VP2 permutada circularmente en el residuo 69 (CP69) se 

encontraba clonado en el vector pET22b(+) (pETCP69), entre los sitios de 

restricción NdeI y XhoI, y además codifica para un espaciador (GGSGGSGGSGG) 

en su extremo N-terminal que incluye un sitio de restricción BamHI. Con el fin de 

fusionar VP2-CP69 al péptido SpyTag en el extremo N-terminal, se realizó una 

subclonación del gen de la proteína VP2-CP69 presente en el vector pETCP69, a 

un plásmido derivado del pET22b(+) que ya contaba con la secuencia que codifica 

para el péptido SpyTag (pETST-VP2) unido al de la proteína VP2 y separados por 

el mismo espaciador que también tenía un sitio de restricción para BamHI, cabe 

destacar que anteriormente, en nuestro grupo de trabajo se agregó la secuencia que 

codifica para el péptido SpyTag al extremo 5' del gen de la proteína VP2 mediante 

PCR (Cayetano-Cruz et al., 2018). Ambos plásmidos, se cortaron con las enzimas 

de restricción XhoI y BamHI para generar los mismos extremos cohesivos en el 

inserto con el gen VP2-CP69 y en el vector de interés con la secuencia de SpyTag 

para su posterior ligación. Posteriormente se purificó el vector (derivado de pETST-

VP2) y el inserto de interés (derivado de pETCP69) mediante el kit de purificación 

de DNA a partir de gel de agarosa (Jena Bioscience), de acuerdo con las 

instrucciones del proveedor. Una vez obtenidos los fragmentos, se llevó a cabo la 

reacción de ligación con ligasa de T4 (New England Biolabs) de acuerdo con las 

instrucciones del proveedor.  
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Figura 8. Representación del proceso de ligación, para la obtención de la secuencia 

que codifica a la proteína ST-VP2-CP69 en el vector de expresión pET22b(+). A: 

Esquema de la secuencia de la proteína VP2 con la permutación circular en el 

aminoácido 69 clonada en el sitio de clonación múltiple del pET22b(+).  B: Esquema 

de la secuencia de la proteína VP2 con la secuencia del péptido SpyTag en el 

extremo 5’ clonada en el sitio de clonación múltiple del pET22b(+). C: Producto de 

la ligación, con el esquema de la secuencia de la proteína ST-VP2-CP69.    

Obtención de células transformantes de E. coli BL21(DE3) 

El producto de la ligación de VP2-CP69 fusionado al extremo amino N-terminal con 

la secuencia del péptido SpyTag (ST-VP2-CP69) se usó para transformar células 

de E. coli DH5α quimiocompetentes preparadas de acuerdo con el método descrito 

por Inoue (Inoue et al., 1990). Estas células suelen dar mejores resultados para la 

transformación y se obtiene una mayor cantidad de DNA plasmídico con un grado 
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de pureza más alto comparado con células de E. coli BL21(DE3). Por lo que se 

siguió el siguiente protocolo de transformación: 

Protocolo de transformación de células quimiocompetentes 

1. Se tomó un tubo con 50 μL de células quimiocompetentes de E. coli DH5α, 

almacenadas a -70°C y se colocaron en hielo. En condiciones de esterilidad 

se les agregaron 10 μL del vector ligado y se incubaron en hielo por 30 min.  

2. Las células se pusieron a incubar inmediatamente, en un termobloque 

previamente calentado a 42°C, por 60 s para generar el choque térmico.  

3. Después de esta segunda incubación se volvió a poner en hielo el tubo por 

2 min y nuevamente en condiciones de esterilidad se le agregaron 250 μL de 

medio LB.  

4. Una vez mezclado el medio con las células se procedió a incubar el tubo a 

37°C por 1 h con agitación orbital a 250 r.p.m.  

5. Después de esta etapa de recuperación se procedió a inocular las células en 

placas de medio LB con ampicilina (100 μg/mL), para lo cual se pusieron 25 

μL del medio con células en cada caja y se lo distribuyó mediante perlas de 

vidrio estériles para favorecer la obtención de colonias aisladas.  

6. Las cajas se colocaron en la incubadora y se dejaron creciendo por 16 h a 

37°C. Una vez que pasó el tiempo de incubación se observaron las cajas que 

presentaron colonias y se las colocó en el cuarto frío a 4°C para retrasar su 

crecimiento. 

Al tener las células de E. coli DH5α ya transformadas con el plásmido pETST-VP2-

CP69 se procedió a purificar el DNA plasmídico para corroborar su presencia 

mediante un gel de agarosa y proceder con la transformación de este en células de 

E. coli BL21(DE3) pLysS, mediante el siguiente protocolo: 

 

Protocolo de purificación de DNA plasmídico (fenol/cloroformo)  
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1. De las cajas obtenidas, se seleccionaron varias colonias aisladas las cuales 

se inocularon en tubos de 10 mL con medio LB con ampicilina (100 μg/mL) 

hasta que alcanzaron una densidad óptica de 0.6 a 600 nm. En este punto 

se tomaron 3 mL del cultivo para preparar tubos con glicerol al 30% 

(concentración final) para su almacenamiento a -70°C.  

2. Del mismo cultivo se tomó 1 mL y se centrifugó en un tubo eppendorf de 1.5 

mL a 9000 r.p.m. durante 1 min, se descartó el sobrenadante y sobre este 

mismo tubo se adicionó 1 mL del cultivo y se volvió a centrifugar (Este paso 

se repitió una vez más).  

3. Al pellet obtenido se le resuspendió en 100 μL de una solución para lisis 

celular, compuesta por 50 mM de glucosa, 25 mM de Tris-HCL pH 8, 10 mM 

de EDTA y 5 mg/mL de lisozima. Ya mezclado, se incubó a 37°C durante 30 

min.  

4. Después se le adicionaron 200 μL de una solución recién preparada de 

NaOH 0.2 M y SDS al 4%. Se agitó suavemente para homogenizar la 

solución y se incubó en hielo durante 10 min.  

5. Posteriormente se le agregaron 150 μL de una solución 5 M de acetato de 

potasio (pH 5) y nuevamente se incubó por 10 min.  

6. Para separar el DNA plasmídico de los restos celulares, se centrifugó la 

muestra a 14000 r.p.m. durante 5 min a temperatura ambiente. Al final se 

transfirieron 400 μL del sobrenadante a un tubo nuevo.  

7. A este sobrenadante se le agregaron 200 μL de fenol saturado de 

amortiguador y se mezcló invirtiendo el tubo suavemente, de igual forma se 

le agregaron 200 μL de cloroformo y se mezcló suavemente. Para separar el 

DNA plasmídico de proteínas y otros restos celulares se volvió a centrifugar 

como en el paso 6.  

8. Una vez que terminó la centrifugación se formaron dos fases, la superior, que 

es acuosa, es la que contiene el DNA plasmídico. De ésta, se tomó el mayor 

volumen posible tratando de no mezclarla con la otra fase.  
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9. Para poder precipitar el DNA plasmídico de esta fase, se mezcló con un 

volumen igual de isopropanol en un tubo nuevo y se incubó a temperatura 

ambiente por 3 h.  

10. Posteriormente se recolectó el DNA plasmídico mediante centrifugación 

(14000 r.p.m. durante 15 min) a temperatura ambiente. Se descartó el 

sobrenadante y al pellet obtenido se lavó con etanol al 80%; este paso se 

repitió 2 veces. Por último, el DNA se secó al vacío en el equipo de 

liofilización Speed Vac.  

11. Finalmente, se resuspendió el DNA plasmídico en 25 μL de amortiguador TE 

estéril con RNAsa para eliminar RNA copurificado. Se incubó por 1 h a 37°C 

antes de guardarlo. 

Con el DNA plasmídico ya purificado se procedió a realizar una prueba de digestión 

para comprobar que nuestro vector realmente contenía el inserto de interés, 

nuevamente se utilizaron las enzimas XhoI y BamHI y se incubaron a 37°C por 1 h, 

el producto obtenido se sometió a electroforesis en un gel de agarosa (1%) y se 

analizó en un transiluminador UV T1203 tras teñirlo con bromuro de etidio. Una vez 

que se comprobó cuáles fueron los plásmidos que liberaron el inserto, se eligió uno 

para realizar la transformación de las células quimiocompetentes de E. coli 

BL21(DE3) pLysS. Para esto se siguió el protocolo de transformación mencionado 

anteriormente. 

Sobreexpresión de las proteínas  

Las condiciones de sobreexpresión de la proteína VP2, ya se habían reportado 

anteriormente (Sánchez-Rodríguez et al., 2012), por lo tanto, la sobreexpresión de 

la proteína recombinante ST-VP2-CP69 se realizó el mismo protocolo: 

Protocolo de sobreexpresión  

1. Se preparó un primer inóculo en 10 mL de medio LB con ampicilina (100 

μg/mL) a partir de una colonia aislada de E. coli BL21(DE3) pLysS, la cual 

fue previamente secuenciada para verificar la secuencia del gen. El tubo con 
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medio de cultivo se incubó a 37°C, con agitación orbital de 220 r.p.m. durante 

12 h.  

2. El inóculo se transfirió a un matraz con capacidad de 500 mL que contenía 

100 mL de medio LB con ampicilina (100 μg/mL) y se incubó a 37°C, con 

agitación orbital de 220 r.p.m. hasta que alcanzó su fase exponencial (DO600 

= 0.6 a 0.8).  

3. Una vez que este nuevo inóculo alcanzó la densidad óptica requerida, se 

transfirió a un matraz con capacidad de 2 L que contenía 500 mL de medio 

LB con ampicilina (100 μg/mL) y se incubó a 37°C, con agitación orbital de 

220 r.p.m. hasta que alcanzó nuevamente su fase exponencial (DO600 = 0.6 

a 0.8).  

4. En este punto se le agregaron 500 μL de una solución de IPTG 250 mM para 

inducir la sobreexpresión de la proteína. La concentración final de IPTG en 

el medio fue de 0.25 mM. El matraz se dejó en incubación durante 12 h más 

a 37°C.  

5. Transcurrido el tiempo de inducción se procedió a recuperar la biomasa por 

centrifugación a 6000 r.p.m. a 5°C por 15 min. Se tomó una muestra pequeña 

para determinar la presencia de la proteína mediante SDS-PAGE.  

6. El pellet celular se resuspendió nuevamente en una solución de NaCl al 0.9% 

(m/v) para eliminar el medio de cultivo remanente de las células. La biomasa 

se volvió a centrifugar como en el paso 5. Este proceso se repitió 2 veces. 

Obtención de las proteínas ST- VP2-CP69, ST-VP2 y VP2 en cuerpos de 

inclusión 

Anteriormente se ha descrito que las proteínas basadas en la proteína VP2 

expresadas en E. coli tienden a formar cuerpos de inclusión durante la etapa de 

sobreexpresión, y la proteína ST-VP2-CP69 no fue la excepción. Para la limpieza 

de cuerpos de inclusión se utilizó el siguiente protocolo (Sánchez-Rodríguez et al., 

2012; Santillán-Uribe et al., 2015; Cayetano-Cruz et al., 2018). 
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Protocolo de limpieza y solubilización de las proteínas 

1. El pellet obtenido del protocolo anterior, se resuspendió en 30 mL de solución 

amortiguadora ALCI (50 mM Tris-HCl, 150 mM NaCl, 5 mM EDTA, pH 8.0). 

Posteriormente este se volvió a centrifugar a 8000 r.p.m. durante 15 min a 

5°C.  

2. El pellet se resuspendió en 40 mL de solución amortiguadora BLCI (50 mM 

Tris-HCl, 150 mM NaCl, 5 mM EDTA, 2% v/v Triton-X100, pH 8.0). En esta 

solución se realizó la lisis celular mediante sonicación. Se realizaron dos 

ciclos de 10 min cada uno, con pulsos de 20 s y pausas de 20 s empleando 

una potencia de 60 a 80 W. Entre un ciclo de sonicación y otro, se 

centrifugaron los cuerpos de inclusión a 8000 r.p.m. durante 15 min a 5°C y 

el pellet se volvió a resuspender en solución amortiguadora BLCI para 

realizar la siguiente sonicación.  

3. La solución con cuerpos de inclusión obtenida se centrifugó a 8000 r.p.m. 

durante 20 min a 5°C. El pellet que se obtuvo se resuspendió en 30 mL de 

solución amortiguadora CLCI (50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 6 M Gdn-HCl, 

2 mM DTT, pH 6.3), con lo cual se logró solubilizar los cuerpos de inclusión. 

Para aumentar la eficiencia de este proceso se incubó a 30°C, con agitación 

orbital de 220 r.p.m. durante 12 h.  

4. Por último, para eliminar los remanentes de proteína agregada se volvió a 

centrifugar la solución a 10000 r.p.m. durante 20 min a 5°C y el sobrenadante 

se transfirió a un tubo nuevo. 

Purificación de las proteínas VP2, ST-VP2-CP69 y ST-VP2 

Las proteínas quiméricas utilizadas están provistas de una etiqueta de Histidinas en 

el extremo C-terminal para facilitar su purificación por cromatografía de afinidad por 

iones metálicos inmovilizados (IMAC por sus siglas en inglés), por tal motivo se 

utilizó una matriz Protino Ni-TED que permitió la interacción de la proteína con los 

iones de níquel presentes en la matriz, para lo cual se utilizó el protocolo siguiente: 
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Protocolo de purificación 

1. Se pasó un volumen de 50 mL de H2O a la columna para limpiar la matriz de 

la solución de etanol al 20%. Después se le pasó un volumen de 30 mL de 

una solución amortiguadora A (50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 3 M Gdn-

HCl, Glicerol 5% v/v, pH 7.5) para equilibrar la columna.  

2. Ya equilibrada la columna se pasó un volumen de 5 mL de la solución con la 

proteína solubilizada.  

3. Una vez que ésta entró a la columna, se le adicionó un volumen de 20 mL de 

una solución amortiguadora B (50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 3 M Gdn-

HCl, pH 7.5) para distribuir a la proteína a través de toda la matriz.  

4. Posteriormente se pasó un volumen de 20 mL de una solución amortiguadora 

C (50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 3 M Gdn-HCl, Imidazol 30 mM, pH 7.5) 

para favorecer la liberación de otras proteínas que pudieran unirse a la matriz 

inespecíficamente.  

5. Una vez que la solución C entró a la columna, se adicionó un volumen de 5 

mL de la solución amortiguadora D (50 mM NaH2PO4, 1 M NaCl, 3 M Gdn-

HCl, pH 7.5).  

6. Finalmente, cuando la solución D entró a la columna, se adicionó un volumen 

de 30 mL de la solución amortiguadora E (50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 

3 M Gdn-HCl, Imidazol 300 mM, pH 7.5), con la cual se eluyó la proteína de 

interés. Para esto se recolectó un volumen muerto de 10 mL y después se 

comenzó a recolectar el volumen restante en fracciones (seis en total).  

7. Las fracciones obtenidas se analizaron mediante SDS-PAGE para saber en 

cuáles se encontraba nuestra proteína y descartar las demás. Las que tenían 

a la proteína se juntaron en un tubo Falcon de 50 mL y posteriormente se 

concentraron mediante un Amicon Ultra-15 (50 kDa) para filtración con 

centrífuga.  

8. Una vez que se obtuvo la proteína concentrada y con un mayor grado de 

pureza, se le cambió el amortiguador E por el R (20 mM Tris-HCl, 150 mM 

NaCl, 1 mM EDTA, 5 M Gdn-HCl, 1 mM DTT), nuevamente mediante el uso 

de un Amicon Ultra-15 (50 kDa). 
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Posteriormente se realizó la cuantificación de la proteína por espectrofotometría a 

una longitud de onda de 280 nm. Empleando como referencia una curva de 

calibración obtenida a partir de disoluciones de albúmina sérica bovina (BSA) 

solubilizada en la solución amortiguadora R. Todos los puntos de la curva fueron 

preparados por triplicado, con un volumen final de 1000 μL y concentraciones desde 

100 µg/mL hasta 1 mg/mL. 

Purificación de la proteína SC-GFP 

La proteína SC-GFP posee la siguiente secuencia de aminoácidos: 

MRKGEELFTGVVPILVELDGDVNGHKFSVRGEGEGDATNGKLTLKFICTTGKLPV

PWPTLVTTLTYGVQCFARYPDHMKQHDFFKSAMPEGYVQERTISFKDDGTYKTR

AEVKFEGDTLVNRIELKGIDFKEDGNILGHKLEYNFNSHNVYITADKQKNGIKANFK

IRHNVEDGSVQLADHYQQNTPIGDGPVLLPDNHYLSTQSVLSKDPNEKRDHMVL

LEFVTAAGITHGMDELYKGGSGGSGGSGGMSYYHHHHHHDYDIPTTENLYFQG

AMVDTLSGLSSEQGQSGDMTIEEDSATHIKFSKRDEDGKELAGATMELRDSSGK

TISTWISDGQVKDFYLYPGKYTFVETAAPDGYEVATAITFTVNEQGQVTVNGKAT

KGDAHILEHHHHHH* 

El plásmido que contiene al gen que codifica para la proteína verde fluorescente 

unida al SpyCatcher (Cayetano-Cruz et al., 2019) se transformó en la cepa 

Escherichia coli BL21 (DE3) pLysS a 37 °C y 200 rpm en medio Luria Bertani, con 

100 µg/mL de ampicilina para seleccionar las clonas transformadas con el vector. 

El cultivo se escaló a un volumen final de 500 mL, se utilizó el mismo protocolo para 

la sobreexpresión de la proteína quimérica ST-VP2-CP69, disminuyendo el tiempo 

de incubación a 8 h a 30°C. Se centrifugaron las células a 5000 rpm durante 10 min 

y se resuspendió el sedimento celular en Amortiguador A para cargar la columna 

(0.5 M NaCl, 20 mM K2HPO4, 20 mM Imidazol, pH 7.4). Posteriormente se sonicó 

en cama de hielo con pulsos de 20 s y pausas de 40 s durante 15 min y se 

centrifugaron a 15000 rpm por 15 min a 4°C para recuperar la proteína ubicada en 

el sobrenadante. Se verificó la sobreexpresión de la proteína por SDS-PAGE.  
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Ya que la proteína ST-VP2-CP69 contiene una etiqueta de Histidinas en el extremo 

C-terminal, se purifica mediante cromatografía de afinidad por iones metálicos 

inmovilizados (IMAC por sus siglas en inglés). Por tal motivo se utilizó una matriz 

Protino Ni-TED que permitió la interacción de la proteína con los iones de Ni+ 

presentes en la matriz. Posteriormente se utilizó una columna de cromatografía de 

intercambio aniónico Hi-Trap, con el fin de disminuir la cantidad de proteínas no 

deseadas y solo obtener a la proteína de interés. En consecuencia, se siguió el 

siguiente protocolo de purificación: 

1. El sobrenadante recuperado se cargó a una columna de afinidad HisTrap HP 

(5 mL) acoplada a un sistema FPLC y equilibrada previamente con 

Amortiguador A (NaCl 0.5 M, K2HPO4 20 mM, Imidazol 20 mM, pH=7.4).  

2. La columna se lavó con 8 volúmenes de columna del amortiguador A, 

después la proteína se eluyó con Amortiguador B (NaCl 0.5 M, K2HPO4 20 

mM, Imidazol 0.5 M, pH=7.4). 

3. Se analizaron las fracciones mediante SDS-PAGE. 

4. Debido a las múltiples impurezas obtenidas al concentrar la proteína, se 

realizó una segunda etapa de purificación utilizando la columna HiTrap Q 

(HP). Se usó el amortiguador A sin NaCl para cargar la columna y el 

amortiguador de elución B sin Imidazol, para despegar la proteína mediante 

un gradiente de este mismo compuesto. 

5. Las fracciones ubicadas bajo el pico del cromatograma fueron colectadas y 

analizadas por SDS-PAGE para verificar la pureza. Después se cuantificó la 

concentración de proteína mediante ensayo de BCA. 

6.  La proteína se almacenó con un amortiguador de fosfatos pH= 7.4 a una 

proporción 1:1 con glicerol estéril para filtrarse por 0.45 µm y conservarse a 

-20 °C.   

Ensamble y caracterización de VLPs mediante DLS  

El ensamble de las partículas tipo virus se realizó a partir de las proteínas ST-VP2-

CP69, ST-VP2 y VP2, llevando a cabo ensambles con cada una de las proteínas 

puras y a partir de estas proteínas en 2 distintas proporciones 20%(ST-VP2-CP69)-
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80%(VP2) y 50%(ST-VP2-CP69)-50%(VP2) (Fig. 9). El ensamble se realizó en el 

amortiguador de Ensamble (amortiguador R), para esto se llevó a la proteína a una 

concentración de 0.6 mg/mL en un volumen final de 1.5 mL. Posteriormente fue 

dializada frente a un amortiguador PBS 2x L-Arg (274 mM NaCl, 5.4 mM KCl, 20 

mM Na2HPO4, 4 mM KH2PO4, 0.2 M L-Arg, pH 7.4), para eliminar el agente 

desnaturalizante (Gdn-HCl). La muestra se dejó en diálisis durante un periodo total 

de 42 h a una temperatura de 4°C, con agitación. Para caracterizar los ensambles 

obtenidos y comprobar que realmente se hayan formado especies de un tamaño 

similar a las VLPs, las muestras fueron analizadas por dispersión dinámica de luz 

(DLS por sus siglas en inglés) en un equipo Zetasizer μV (Malvern Instruments). La 

dispersión dinámica de luz es una técnica basada en los principios del movimiento 

browniano y el efecto Doppler, mediante los cuales se determina el tamaño y la 

masa de las partículas que se encuentran en suspensión. Los parámetros para el 

análisis fueron fijados en 1.33 para el índice de refracción, 1.003 cp para la 

viscosidad, y 25°C para la temperatura. Se utilizó una celda de vidrio con capacidad 

de 500 μL. Antes de analizar las muestras en el DLS se pasaron por cartuchos de 

filtración con un tamaño de poro de 0.45 μm y después por cartuchos de filtración 

con un tamaño de poro de 0.22 μm. Todas las muestras tratadas por Cromatografía 

de Exclusión Molecular (SEC, por sus siglas en inglés) ya no fueron filtradas por los 

cartuchos mencionados anteriormente. Cada muestra fue analizada mediante cinco 

ciclos, cada ciclo constituido de 10 determinaciones con un intervalo de 10 

segundos entre cada medición.  

 

Trímero de 

ST-VP2-CP69 

Trímero de VP2 
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Figura 9. Esquema de la posible formación de VLPs a partir de distintas 

proporciones de las proteínas ST-VP2-CP69 y VP2 (Los trímeros podrían ser 

mixtos, es decir, contener VP2 y ST-VP2-CP69). Las líneas unidas a los triángulos 

rojos representan a los extremos N-terminales de la proteína ST-VP2-CP69.  

 

Caracterización de VLPs mediante ultracentrifugación isopícnica  

Para corroborar que las VLPs formadas contuvieran a las proteínas VP2, ST-VP2-

CP69, y las mezclas de ellas en las proporciones empleadas (20:80 y 50:50), se 

realizó su caracterización mediante ultracentrifugación isopícnica, la cual es una 

técnica que permite separar moléculas y/o partículas con base en la densidad que 

éstas poseen al encontrarse en un gradiente de densidad continuo. El equilibrio 

entre la fuerza centrífuga y la fuerza de difusión provocan que los analitos se 

concentren en la región del gradiente donde su densidad es igual a la densidad de 

la solución que los rodea. Así, no se producirá sedimentación debido a que las 

partículas flotarán sobre el material que posea mayor densidad que ellas, de tal 

suerte que, aunque se prolongue el tiempo de centrifugación, las partículas no irán 

al fondo. A la densidad en este punto se conoce como “bouyant density” (densidad 

flotante) (Hull, 2014). Durante el proceso in vitro que se emplea para la obtención 

de VLPs a partir de proteínas quiméricas, existen fenómenos asociados a las 

características intrínsecas de estas proteínas que favorecen la agregación de la 

proteína y de las VLPs recién formadas. Esta técnica permite constatar la formación 

de VLPs, ya que gracias a ella es posible distinguir y separar a las VLPs de las 

especies intermediarias y de los agregados de proteína. Los gradientes continuos 

se formaron a partir de una solución de CsCl con densidad de 1.33 mg/mL. Para 

preparar esta solución se utilizaron 40.8 g de CsCl que fueron solubilizados en 79.22 

mL de la solución amortiguadora de gradiente 𝐴𝑔𝑟𝑎 (137 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 10 

mM Na2HPO4, 2 mM KH2PO4, 10 mM EDTA, 0.5% v/v de Tritón X-100, pH 7.4). En 

cada tubo para centrífuga, con capacidad para contener 5 mL de solución (Ultra-

Clear Beckman 11 x 60 mm), se colocaron 3.5 mL de la solución amortiguadora 

𝐴𝑔𝑟𝑎, y posteriormente 500 µL de la solución que contiene a las VLPs. El proceso 
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de ultracentrifugación se llevó a cabo empleando un rotor del tipo 60 Ti en un equipo 

OptimaTM XL-100K Class S, ambos de la marca Beckman. Las condiciones del 

proceso se fijaron en 55,000 r.p.m. a una temperatura de 20°C y durante un periodo 

de tiempo de 10 H con 45 min. Las bandas generadas por efecto de la formación 

del gradiente fueron recuperadas y sometidas a un proceso de diálisis para su 

posterior caracterización por SDS-PAGE. 

Purificación de VLPs mediante cromatografía de exclusión molecular (SEC)  

Las proteínas obtenidas a partir de ensambles de proteínas puras, así como de 

diferentes proporciones de VP2 y ST-VP2-CP69, ya caracterizadas mediante DLS 

(esto con el fin de asegurar que estas ensamblaran correctamente), se purificaron 

mediante un sistema de cromatografía de líquidos de alta resolución de la marca 

Waters, con una columna para purificación mediante SEC, para la obtención de las 

VLPs aisladas de sus intermediarios. La columna que se utilizó fue empacada con 

la fase estacionaria denominada Sephacryl S500 HR. Se utilizó la solución 

amortiguadora PBSArg (137 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 10 mM Na2HPO4, 2 mM 

KH2PO4, 0.2 M L-Arg, pH 7.4) como fase móvil. El flujo de la etapa preparativa se 

mantuvo en 0.5 mL/min y se utilizó un detector UV-Vis ajustado a una longitud de 

onda de 280 nm para dar seguimiento al progreso de la purificación. A partir del 

minuto 50 se inició la colección de las muestras, en fracciones de 2.0 mL cada una. 

Posteriormente cada una de estas fracciones fue analizada por DLS para detectar 

la presencia de VLPs y confirmar el aislamiento de estas. 

 

Análisis de VLPs y de estructuras supramoleculares por Microscopía de 

Fuerza Atómica  

La microscopía de fuerza atómica (AFM, por sus siglas en inglés) es una poderosa 

herramienta que permite caracterizar materiales con dimensiones en la escala 

nanométrica. Las muestras que fueron analizadas por esta técnica se filtraron 

empleando unidades de la marca Millipore con tamaño de poro de 0.22 µm. Se 

colocaron 30 µL de la solución remanente en la superficie de un disco de mica grado 
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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°C. Con el 

propósito de eliminar los cristales formados por la presencia de sales en las 

soluciones amortiguadoras empleadas durante el proceso de ensamble, se 

realizaron dos ciclos subsecuentes de limpieza con agua desionizada que 

previamente fue filtrada con cartuchos de 0.22 µm. Finalmente, las muestras fueron 

llevadas nuevamente a sequedad en condiciones de presión reducida y a una 

temperatura de 25°C y la mica fue adherida a un disco magnético. Los análisis se 

llevaron a cabo en un microscopio de sonda de barrido Innova™ (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 táctil. 

 

Caracterización de VLPs por Microscopia Electrónica de Transmisión  

Para el análisis por TEM se utilizó un microscopio de transmisión Tecnai 12 de 

Phillips, que se encuentra en el Instituto Nacional de Rehabilitación ubicado en la 

ciudad de México, para lo cual se efectúa una tinción negativa con ácido 

fosfotúngstico al 3% pH=7. Se analizaron las muestras de la proteína quimérica (ST-

VP2-CP69) de la muestra ya purificada por HPLC, de esta se tomaron 10 µL que 

fueron colocados sobre una rejilla de cobre recubierta de formvar durante 5 min. 

Una vez transcurrido el tiempo, se quitó el exceso de volumen y se dejó fijar durante 

un min. Posteriormente se adicionaron 5 µL del medio de contraste (ácido 

fosfotúngstico al 3% pH=7) y se dejó durante un min. Se eliminó el exceso de 

volumen y se dejó secar a temperatura ambiente durante una h. 
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Interacción de la proteína ST-VP2-CP69 con el péptido SpyCatcher (SC)  

Se utilizaron las VLPs purificadas por SEC (asegurando la interacción 

exclusivamente de VLPs y no de intermediarios o agregados), tanto de partículas 

formadas por proteínas puras de VP2 (control negativo) y ST-VP2-CP69, así como 

de las VLPs constituidas de diferentes proporciones de estas 2 proteínas (80:20 y 

50:50 de VP2 y ST-VP2-CP69 respectivamente), la interacción entre las VLPs antes 

mencionadas con SC-GFP (proteína superfolder GFP unida al dominio SpyCatcher) 

se realizó en un amortiguador de PBS con 0.2 M L-Arg, pH 7.4, incubado en un 

Termomixer (Eppendorf) a 25°C, 400 r.p.m. durante 4 h (Fig. 10), en una proporción 

de cada proteína 1:2 (Cayetano et al. 2018). Posteriormente se realizó un SDS-

PAGE de la muestra para visualizar la interacción de la proteína ST-VP2-CP69 con 

el SC-GFP. 

 

 

 

Figura 10. Representación de la interacción entre la proteína SC-GFP con las VLPs 

formadas con VP2 y ST-VP2-CP69. 
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Cinética de interacción entre la proteína quimérica ST-VP2-CP69 y SC-GFP 

Se utilizaron VLPs con una proporción 50:50 de la proteína ST-VP2-CP69 y VP2, 

para analizar la interacción entre el péptido SpyTag fusionado a la proteína 

quimérica y el SpyCatcher unido a la proteína sf-GFP. Se usó una proporción molar 

de dos veces SC-GFP por una de ST-VP2-CP69, para seguir la interacción a lo 

largo del tiempo (0, 15, 30, 60, 120, 180, 240 y 300 min) y su visualización a través 

de SDS-PAGE.  

Purificación por SEC de VLPs fusionadas a SC-GFP 

Una vez obtenida la conjugación entre el par SpyCatcher/SpyTag de las VLPs con 

el SpyTag y la proteína GFP con el SpyCatcher (realizada a una proporción molar 

1:1), se utilizó una columna de cromatografía de exclusión molecular (SEC) para 

separar los intermediarios de partículas que no ensamblaron, agregados, y separar 

las proteínas que si reaccionaron de las que no. El producto de la reacción fue 

microfiltrado a través de una membrana de 0.22 µm y cargada en una columna 

Superdex 200 prep grade, previamente equilibrada con PBS adicionado con 0.2 M 

L-Arg, pH 7.4. La separación de la proteína fue monitoreada a 280 nm, las fueron 

fracciones colectadas (2 mL) se analizaron por DLS. 

Fluorescencia de VLPs quiméricas 

La fluorescencia de las partículas fue realizada a 20°C. El espectro de emisión de 

fluorescencia fue registrado de 495 a 540 nm, usando una longitud de onda de 

excitación de 485 nm y con ranuras de excitación y de emisión de 0.5 mm. Se realizó 

una curva de calibración con distintas concentraciones de la proteína SC-GFP (5-

80 µg) a partir de la intensidad de fluorescencia obtenida a 514 nm. Para calcular la 

concentración de SC-GFP acoplada a las VLPs formadas a partir de las proteínas 

ST-VP2-CP69, ST-VP2, y la proporción 1:1 (VP2/ ST-VP2-CP69); todas las 

proteínas fueron llevadas a la misma concentración de VLPs (15.8 µg). 

Posteriormente se prosiguió con la medición de las partículas por fluorescencia, con 

3 repeticiones por muestra, finalmente la señal de fluorescencia, a una longitud de 
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onda de emisión de 514 nm, se interpolaron en la curva de calibración, calculando 

la concentración de SC-GFP acoplada a las distintas VLPs.  

 

4. Resultados y Discusión 

 

Subclonación 

Después de los procesos de corte y ligación del gen de interés y el vector con el 

gen que contiene la secuencia que codifica para el SpyTag se obtuvieron varias 

colonias que fueron usadas para purificar plásmido. Los plásmidos fueron digeridos 

con las enzimas BamHI y XhoI para liberar el inserto sin la secuencia del péptido 

SpyTag y con NdeI y XhoI para liberar el inserto con la secuencia del péptido 

SpyTag. Con el fin de demostrar que el fragmento esperado se encontraba en el 

nuevo plásmido, el cual se analizó por electroforesis en gel de agarosa al 1%. El 

resultado del gel muestra bandas con los pesos esperados, tanto del vector (5400 

pb) como del inserto ST-VP2-CP69 (1700 pb). Los dos insertos liberados, con y 

sin la secuencia del péptido SpyTag, se observan en el gel en un peso aproximado 

de 1700 pb debido a que la diferencia en las pares de bases agregadas por la 

secuencia de SpyTag es mínima (Fig. 11). El plásmido se envió a secuenciar para 

comprobar que en el proceso de ligación no hubo problemas que pudieran 

comprometer la secuencia del gen quimérico resultante (Fig. 12). 
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Figura 11. Gel de agarosa mostrando los productos de la digestión del plásmido de 

las colonias analizadas con el inserto ST-VP2-CP69. Carriles 1, 2, 3, 4 y 5: Digestión 

del plásmido pET ST-VP2-CP69 con las enzimas de restricción BamHI y XhoI de 

las colonias a, b, c, d y e. Carril 6: Marcador de peso molecular. Carriles 7, 8, 9, 10 

y 11: Digestión del plásmido pET ST-VP2-CP69 con las enzimas de restricción NdeI 

y XhoI de las colonias a, b, c, d y e. 

 

MAHIVMVDAYKPTKGGSGGSGGSGGKEAKVCTISPIMGYSTPWRYLDFNALNLFFSPLEFQ

HLIENYGSIAPDATVTISEIAVKDVTDKTGGGVQVTDSTTGRLCMLVDHEYKYPYVLGQGQ

DTLAPELPIWVYFPPQYAYLTVGDVNQGISGDSKKLASEESAFYVLEHSSFQLLGTGGTAT

MSYKFPPVPPENLEGCSQHFYEMYNPLYGSRLGVPDTLGGDPKFRSLTHEDHAIQPQNFMP

GPLVNSVSTKEGDSSSTGAGKALTGLSTGTSQNTRISLRPGPVSQPYHHWDTDKYVTGINA

ISHGQTTYGNAEDKEYQQGVGRFPNEKEQLKRLQGLNMHTYFPNKGTQQYTDQIERPLMVG

SVWNRRALHYESQLWSKIPNLDDSFKTQFAALGGWGLHQPPPQIFLKILPQSGPIGGIKSM

GITTLVQYAVGIMTVTMTFKLGLRKATGRWNPQPGVYPPHAAGHLPYVLYDPTATDAKQHH

RHGFEKPEELWTAKSRVHPLEGGSGGSGGSGGSGGSGGSGGSGGSGGSMWSEGATFSANSV

TCTFSRQFLIPYDPEHHYKVFSPAASSCHNASGLEHHHHH* 

 1        2        3        4        5        6        7        8        9       10      11 
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Figura 12. Secuencia de aminoácidos de la proteína quimérica ST-VP2-CP69. Los 

aminoácidos marcados en amarillo corresponden al péptido SpyTag. Los residuos 

de aminoácidos marcados en turquesa son los residuos de aminoácidos en el nuevo 

extremo N-terminal. Los residuos de aminoácidos marcados en gris indican la 

secuencia de la proteína VP2. Los residuos de aminoácidos marcados en morado 

corresponden al puente que une los antiguos extremos N- y C-terminales. Los 

residuos de aminoácidos marcados en verde corresponden a la etiqueta de 

histidinas. 

 

Sobreexpresión de la proteína ST-VP2, ST-VP2-CP69 y VP2 

Al determinar que el plásmido ligado se encontraba presente, se procedió a realizar 

la transformación de éste en células de E. coli BL21(DE3) pLysS. Todas las 

proteínas utilizadas en este trabajo se transformaron en estas células para 

posteriormente continuar con la sobreexpresión, la cual se llevó a cabo mediante la 

adición de IPTG al cultivo en una concentración final de 0.25 mM al llegar a la mitad 

de su fase logarítmica. Se comprobó la inducción, mediante SDS-PAGE en un gel 

de acrilamida al 12%, de todas las proteínas utilizadas. Se estimó un peso molecular 

aproximado de la proteína ST-VP2 de 59 kDa, concordando con el peso molecular 

esperado para esta proteína (Cayetano et al., 2018). Al comprobar la 

sobreexpresión en el gel de agarosa de las proteínas VP2 y ST-VP2-CP69 se 

observó un aumento en su peso molecular respecto a VP2 con ~58 kDa y ~60 kDa 

para ST-VP2-CP69 (Fig. 13), debido a la adición del péptido SpyTag en el extremo 

amino terminal. 
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Figura. 13. SDS-PAGE de la sobreexpresión de las proteínas ST-VP2, VP2 y ST-

VP2-CP69. A: Sobreexpresión de la proteína ST-VP2. Carril 1: células sin inducir. 

Carril M: marcador de peso molecular. Carril 2: células inducidas. B: Sobreexpresión 

de las proteínas VP2 y ST-VP2-CP69. Carril 1: células de VP2 sin inducción. Carril 

2: células de ST-VP2-CP69 sin inducción. Carril M: marcador de peso molecular. 

Carril 4: células de VP2 inducidas. Carril 5: células de ST-VP2-CP69 inducidas. 

 

Purificación de las proteínas ST-VP2-CP69, ST-VP2 y VP2 

Una vez que se determinó que la proteína quimérica es capaz de sobreexpresarse 

en células de E. coli BL21(DE3) pLysS, se continuó con el protocolo de purificación 

de la proteína. La proteína ST-VP2-CP69 se expresa en forma de cuerpos de 

inclusión, al igual que VP2, ST-VP2 y la gran mayoría de sus quimeras conocidas, 

como se ha reportado previamente (Bustos-Jaimes et al., 2017; Sánchez-Rodríguez 

et al. 2012; Santillán et al., 2015). Partiendo de los cuerpos de inclusión 

solubilizados, se realizó la purificación de las proteínas VP2, ST-VP2-CP69 y ST-

VP2 por IMAC y se analizaron las fracciones obtenidas mediante SDS-PAGE (Fig. 

14). Las fracciones con una mayor cantidad de proteína y con menos proteínas 

adicionales no deseadas se mezclaron y concentraron mediante un Amicon Ultra-
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~58kDa 
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15 (50 kDa) para filtración con centrífuga. Posteriormente se cuantificó la proteína 

por espectrofotometría a una longitud de onda de 280 nm de acuerdo con la 

metodología previamente descrita. Se obtuvo una concentración para VP2 de 4 

mg/mL, de ST-VP2-CP69 1.5 mg/mL y de ST-VP2 1.7 mg/mL. Cada proteína se 

llevó a una concentración de 0.6 mg/mL en 1.5 mL de amortiguador R para su 

ensamble, al dializarla frente a un amortiguador PBS L-Arg. 
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Figura 14. SDS-PAGE de la purificación de las proteínas VP2, ST-VP2-CP69 y ST-

VP2. A: Fracciones de la proteína VP2, carril M: marcador de peso molecular. 

Carriles 1, 2, 3, 4 y 5: Fracciones obtenidas en la elución.  B: Fracciones de la 

proteína ST-VP2-CP69, carril M: marcador de peso molecular. Carriles 1, 2, 3, 4, 5, 

6 y 7: Fracciones obtenidas en el amortiguador de elución. C: Fracciones de la 

proteína ST-VP2, carril M: marcador de peso molecular. Carriles 1, 2, 3, 4 y 5: 

Fracciones obtenidas en la elución. 

 

Sobreexpresión de la proteína SC-GFP 

Se realizó la transformación del plásmido con el gen que codifica a la proteína SC-

GFP (pETSC-GFP) en células de E. coli BL21(DE3) pLysS, para posteriormente 

llevar a cabo la sobreexpresión mediante la adición de IPTG al cultivo en una 

concentración 0.25 mM al llegar a la mitad de su fase logarítmica de crecimiento. Al 

analizar por SDS-PAGE los perfiles de proteínas intracelulares se observó una 

banda en el peso molecular esperado de ~43 kDa en la fracción soluble, 

característica que ya se ha reportado previamente para esta quimera de la proteína 

sfGFP (Cayetano-Cruz et al., 2019) (Fig. 15). 
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Figura 15. SDS-PAGE de la sobreexpresión de la proteína SC-GFP. Carril 1: células 

antes de la inducción. Carril 2: células después de la inducción. Carril M: Marcador 

de peso molecular. 

 

Purificación de la proteína SC-GFP 

Al comprobarse la sobreexpresión de la proteína SC-GFP en células de E. coli 

BL21(DE3) pLysS se continuó con la purificación de esta, a partir de la fracción 

soluble mediante IMAC, para posteriormente analizar las fracciones obtenidas por 

un SDS-PAGE (Fig. 16). Las fracciones con una mayor cantidad de proteína y con 

menos proteínas contaminantes se mezclaron y concentraron mediante un Amicon 

Ultra-15 (50 kDa) para filtración con centrífuga. 

 

 

  1          2                M 
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Figura 16. SDS-PAGE de la purificación de la proteína SC-GFP por IMAC. Carriles 

1-8: fracciones obtenidas durante la elución.   

Al analizar el gel obtenido a partir de la purificación por IMAC, se observó que a 

pesar de obtener mayoritariamente la proteína de interés, no se han eliminado una 

parte considerable de proteínas no deseadas, por lo que se realizó un segundo paso 

de purificación mediante una columna de cromatografía de intercambio aniónico (Hi 

Trap Q) con el fin de disminuir la cantidad de proteínas no deseadas. Las fracciones 

obtenidas se analizaron en un SDS-PAGE (Fig. 17) y aquellas con una mayor 

cantidad de la proteína de interés se concentraron mediante un Amicon Ultra-15 (50 

kDa) por centrifugación. 
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Figura 17. SDS-PAGE de la purificación de la proteína SC-GFP por cromatografía 

de intercambio iónico (Hi Trap Q). Carriles 1-6: fracciones obtenidas en la elución. 

 

Ensamble de VLPs y caracterización por DLS 

Las VLPs se ensamblaron por diálisis al equilibrio para eliminar el agente caotrópico. 

Posteriormente, las partículas fueron purificadas por SEC y se realizó la 

caracterización de las VLPs formadas por VP2 o ST-VP2-CP69, así como las 

partículas formadas por mezclas de estas proteínas en distintas proporciones (80:20 

y 50:50), mediante DLS. Se encontró que las partículas de VP2 presentaban un 

diámetro de partícula de 25.5 ±9.5 nm, muy cercano a los valores antes reportados 

para las partículas de VP2 (18-24 nm) (Cayetano-Cruz et al., 2018, 2019; Bustos-

Jaimes et al., 2017; Sánchez-Rodríguez et al., 2012; Santillán-Uribe et al., 2015). 

Las VLPs con una proporción 20% de ST-VP2-CP69 y 80% de VP2 tuvieron un 

diámetro de partícula de 26 nm, muy cercano a las VLPs formadas únicamente por 

VP2, resultado que era de esperarse ya que la mayoría de la partícula está formada 

principalmente por VP2. Las VLPs formadas por la proteína ST-VP2-CP69 

únicamente presentaron un aumento en su diámetro con respecto a las VLPs 

formadas por VP2 o la proporción 20:80, esto puede deberse a que la exposición 

de los extremos amino terminal en su superficie junto con el péptido SpyTag 

aumentan el diámetro aparente de la misma. Este resultado concuerda con lo 

reportado por Coffen en el 2018, donde menciona que las partículas formadas por 

la proteína quimérica VP2 con el SpyTag en el amino terminal posee un aumento 

en el diámetro de la partícula comparada con las partículas de VP2 silvestre. En ese 

trabajo se argumenta que el aumento en el número de extremos N-terminales 

externalizados aumenta el tamaño aparente de las VLPs. En consecuencia, en las 

VLPs de ST-VP2-CP69, el aumento del diámetro hidrodinámico de las VLPs (35 

nm), indica que posiblemente todos o la mayoría de los extremos N- terminal se 

encuentran externalizados. De igual manera, las VLPs con una proporción 50:50 de 

las dos proteínas mencionadas, tuvieron un diámetro de 33 nm, similar a lo 

mencionado para las VLPs de ST-VP2-CP69. Por lo tanto, es importante destacar 
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A 

que el diámetro en el pico máximo de cada VLP formada de distintas proteínas fue 

aumentando conforme se elevó la proporción de la proteína ST-VP2-CP69, 

sugiriendo que probablemente esta proteína mantenga su extremo N-terminal en la 

superficie y en consecuencia provoque un aumento en el diámetro determinado por 

DLS. Con respecto a las VLPs formadas por la proteína ST-VP2, se observó un 

tamaño similar al de las partículas formadas por la proporción 20:80. Esto se puede 

deber a que solo una fracción de sus extremos amino terminales está externalizada, 

por lo tanto, su tamaño, aumenta gradualmente de acuerdo con la exposición de 

sus extremos N- terminales (Fig. 18).     
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35.6 ± 12.9 nm 33.8 ± 11.1 nm 

26 ± 9 nm 25.5 ± 9.5 nm 
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Figura 18. Análisis por DLS de las VLPs obtenidas a partir de las distintas 

proporciones de las proteínas VP2 y ST-VP2-CP69 y de proteínas puras de las 

proteínas mencionadas. A: ST-VP2-CP69. B: 50:50 (VP2 y ST-VP2-CP69) C: 80:20 

(VP2 y ST-VP2-CP69, respectivamente). D: VP2. E: ST-VP2.  

 

Caracterización de VLPs mediante ultracentrifugación isopícnica  

Posteriormente, se realizó la caracterización de las partículas mediante 

ultracentrifugación isopícnica, obteniendo las dos bandas esperadas tanto para los 

intermediarios como para las VLPs (Fig. 19). Se determinaron densidades mayores 

para las proteínas integradas con una mayor cantidad de ST-VP2-CP69 (Tabla 1). 

Los valores de densidad previamente reportados por nuestro grupo para VP2 (1.28 

g/ml), y las densidades obtenidas para VLPs formadas a partir de VP2 y la 

proporción 20:80 fueron cercanas a las ya reportadas (Sánchez-Rodríguez et al. 

2012, 2014). Estas partículas, además de contar con una proteína de peso 

molecular mayor, deberían de tener una mayor masa de proteína en su interior 

debido a la presencia del puente que conecta los antiguos segmentos N- y C-

terminales, confiriéndoles así una mayor densidad. Las bandas que corresponden 

a las VLPs fueron recuperadas y analizadas mediante SDS-PAGE (Fig. 20) y se 

constató que las partículas estaban constituidas por las proteínas quiméricas 

empleadas durante el proceso de ensamble. 

 

E 

27 ± 6.1 nm 
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Figura 19. Análisis por centrifugación isopícnica en gradiente de CsCl. Carril B: 

Blanco. Carril 1: VP2. Carril 2: ST-VP2-CP69. Carril 3: Coensamble VP2:ST-VP2-

CP69 (80:20). Carril 4: Coensamble VP2:ST-VP2-CP69 (50:50). 

 

Tabla 1. Valores de la densidad obtenida a partir de las distintas VLPs. 

VLPs Densidad (g/mL) 

VP2 1.26 

VP2-ST-CP69 1.29 

VP2:VP2-ST-CP69 80:20 1.27 

VP2:VP2-ST-CP69 50:50 1.30 

            B                  1                        2                       3                   4 

Intermediarios 

VLPs 
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Figura 20. SDS-PAGE de las VLPs tomadas a partir de la centrifugación isopícnica. 

Carril 1: VP2. Carril 2: ST-VP2-CP69. Carril 3: VP2:ST-VP2-CP69 80:20. Carril 4: 

VP2:ST-VP2-CP69 50:50. Carril M: Marcador de peso molecular. 

 

Purificación de VLPs por SEC  

El pico principal de las especies formadas por la proteína ST-VP2-CP69 presentó 

un tiempo de retención mayor (76 min) en la columna de exclusión molecular 

Shephacryl S-500, que el correspondiente a la proteína VP2 (74 min). Esto implica 

que el tamaño de las especies predominantes en el ensamble de ST-VP2-CP69 son 

ligeramente mayores que aquellas formadas por la proteína VP2. Esto coincide con 

la hipótesis de la exposición de los extremos N-terminales con el péptido SpyTag 

en la superficie de las partículas formadas por ST-VP2-CP69. En contraste, VP2, al 

no externalizar la mayoría de sus extremos N-terminales y no contar con el péptido 

SpyTag fusionado a esta región, tendría un tamaño de partícula menor. Como era 

de esperarse, las especies formadas por la proteína ST-VP2 tuvieron un tiempo 

intermedio (75 min) entre los tiempos de retención de las dos proteínas anteriores. 
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D 

Las VLPs formadas por ST-VP2 llegan a externalizar la mayoría de sus extremos 

N- terminales, sin embargo, no todos quedan expuestos por el eje de orden 5 

(Cayetano-Cruz et al., 2018). Por lo tanto, el tiempo de retención es menor que el 

de las VLPs de VP2, pero mayor al de las VLPs de la proteína con la permutación 

circular. Con respecto a las VLPs formadas por una proporción 50:50 de las 

proteínas VP2 y ST-VP2-CP69, se observa un tiempo de retención similar (74.5 min) 

al de las VLPs formadas por ST-VP2. Es posible suponer que esto se debe la misma 

causa, ya que poseen una mayor cantidad de extremos N-terminales en su 

superficie que VP2, pero menor que las partículas de ST-VP2-CP69 (Fig. 21). 

  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 21. Cromatogramas obtenidos mediante cromatografía de exclusión 

molecular. A: ST-VP2-CP69. B: VP2. C: ST-VP2. D: 50-50 (ST-VP2-CP69 y VP2).  

C 

A B 
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Caracterización de VLPs por Microscopia de Fuerza Atómica (AFM) 

Se caracterizaron las VLPs formadas a partir de la proteína ST-CP69 mediante AFM 

y se observaron partículas de distintos diámetros desde los 20 nm hasta los 40 nm. 

Sin embargo, predominaron las que poseen diámetros en el intervalo de 30-35 nm 

(Fig. 22), concordando con los diámetros obtenidos por DLS.  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 22. Micrografía obtenida por microscopía de fuerza atómica de VLPs de la 

proteína ST-VP2-CP69. 

Caracterización de VLPs por Microscopía Electrónica de Transmisión (TEM) 

Se analizaron las micrografías obtenidas por TEM de VLPs formadas a partir de ST-

CP69 y se observaron partículas con diámetros cercanos a los obtenidos por AFM, 

entre 30 y 35 nm de diámetro, el tamaño esperado para estas partículas (Fig. 23).  
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Figura 23. Micrografía obtenida por microscopía electrónica de transmisión (TEM) 

de las especies formadas por la proteína ST-VP2-CP69.  

 

Interacción de la proteína ST-VP2-CP69 con el péptido SpyCatcher (SC)  

Una vez obtenidos los ensambles de la proteína quimérica VP2-ST-CP69 y VP2, 

así como los purificados por SEC en la proporción 50:50, se procedió a realizar la 

interacción de las mismas con la proteína SC-GFP (proteína superfolder GFP unida 

al dominio SpyCatcher) de acuerdo con las condiciones mencionadas 

anteriormente. A continuación, se analizaron las muestras mediante SDS-PAGE, en 

donde se observó claramente la interacción entre las proteínas ST-VP2-CP69 (~60 

kDa) y SC-GFP (~43 kDa) a través de la aparición de especies de mayor peso 

molecular (~103 kDa), (Fig. 24) Además, se observó que las VLPs formadas 

únicamente de la proteína ST-VP2-CP69 interaccionan de manera más eficaz que 

las VLPs con distintas proporciones de ST-VP2-CP69 y VP2, ya que la banda 

observada de la interacción es más intensa. Sin embargo, se sigue manteniendo 
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una banda tenue de la proteína ST-VP2-CP69 restante. Esto permite especular que 

posiblemente no todos los extremos N-terminales se encuentran externalizados o 

que, debido a un impedimento estérico, no hubo oportunidad de que todos los 

extremos N-terminales, a pesar de encontrarse externalizados, interaccionaran con 

la proteína SC-GFP. Con respecto a la interacción dada con las VLPs de la 

proporción 50:50, se observa que la banda de la proteína ST-VP2-CP69 desaparece 

completamente. Esto sugiere que la falta de interacción de esta proteína en VLPs 

de proteína pura ST-VP2-CP69 se debe a un impedimento estérico, ya que al 

reducir la proporción de esta proteína en la VLP se llega a observar el consumo total 

de esta proteína (ST-VP2-CP69). Cabe mencionar que se trabajó anteriormente con 

VLPs en una proporción 20:80 de las proteínas ST-VP2-CP69 y VP2 

respectivamente, sin embargo, al determinar que con la proporción 50:50 

desaparecía por completo la banda de la proteína con la permutación circular, ya no 

fue necesario seguir trabajando con VLPs de la proporción 20:80 debido a que se 

cumplió el objetivo deseado (Fig. 24A). Con respecto a la interacción con las VLPs 

de la proteína ST-VP2 se observó mediante el SDS-PAGE que la proteína 

interaccionó con la proteína SC-GFP formando una banda con un peso molecular 

de ~102 kDa. Sin embargo, no interaccionaron todos los extremos N-terminales 

posibles debido a que se observó una banda remanente de la proteína sin 

reaccionar, lo que concuerda a lo ya reportado por Cayetano y colaboradores en el 

2018, donde mencionan que las VLPs de esta proteína externaliza sus extremos N- 

terminales en aproximadamente un 70% de los casos, por lo que se observa en el 

gel una pequeña cantidad de proteína sin interaccionar  (Fig. 24B), comparado con 

las VLPs de la proteína ST-VP2-CP69, posee aparentemente una mayor eficiencia 

de interacción debido a que la cantidad de proteína sin interaccionar es menor que 

la observada en la interacción por VLPs de ST-VP2. 
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Figura 24. SDS-PAGE de la interacción de VLPs con SC-GFP. A: Interacción de 

VLPs de las proteínas VP2, 50-50 y ST-VP2-CP69 con SC-GFP. 1: VP2. 2: VP2 con 

un exceso de SC-GFP. 3: VLPs 50:50. 4: Interacción de VLPs 50:50 con un exceso 

de SC-GFP. 5: VLPs de ST-VP2-CP69. 6: Interacción de VLPs ST-VP2-CP69 con 

un exceso de SC-GFP. 7: SC-GFP. M: Marcador de peso molecular. B: Interacción 

de VLPs de la proteína VP2 ST-NH con SC-GFP. 1: ST-VP2 con un exceso de SC-

GFP. 2: ST-VP2.  

 

Cinética de interacción entre la proteína quimérica ST-VP2-CP69 y SC-GFP 

Con el fin de determinar la cinética de interacción entre el péptido SpyTag y el 

dominio SpyCatcher se utilizaron VLPs con una proporción 50:50 de las proteínas 

ST-VP2-CP69 y VP2, debido a que en esta proporción se observa prácticamente la 

desaparición de la banda completa de ST-VP2-CP69. Se siguió la interacción a lo 

largo del tiempo (0, 15, 30, 60, 120, 180, 240 y 300 min), para posteriormente 

analizarlo por SDS-PAGE (Fig. 25). Al analizar el gel se observó que después de 

los 120 min de interacción la banda de la proteína ST-VP2-CP69 prácticamente 

desapareció por completo, lo cual indica que el tiempo de interacción que se utiliza 

para la interacción (3 h) es suficiente para lograr la interacción con todos los 

extremos N-terminales externalizados y no hay la posibilidad de un sesgo de 

interacción por el tiempo transcurrido. 
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Interacción de ST-

VP2-CP69 con SC-

GP 102kDa 

ST-VP2-CP69 60 kDa 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 25. SDS-PAGE de la cinética de interacción entre el péptido SpyTag y el 

SpyCatcher a partir de VLPs con una proporción 50:50 (ST-VP2-CP69 y VP2). 1: 

VLP 50:50. 2: Interacción al tiempo 0. 3: Interacción a los 15 min. 4: Interacción a 

los 30 min. 5: Interacción a los 60 min. 6: Interacción a los 120 min. 7: Interacción a 

los 180 min. 8: Interacción a los 240 min. 9: Interacción a los 300 min.  

 

Purificación por SEC de VLPs fusionadas a SC-GFP 

Se realizó la purificación de las partículas después de la interacción con la proteína 

SC-GFP para separar a las VLPs que interaccionaron de las que no y de este modo 

poder realizar la medición por fluorescencia. Se utilizó una columna Superdex 200 

la cual, cumplía con el grado de resolución necesario para poder separar las 

partículas con SC-GFP de intermediarios de ensamble y de la proteína SC-GFP 

libre. Con este método se purificaron las VLPs formadas por ST-VP2-CP69, ST-VP2 

y una mezcla de 1:1 VP2 ST-VP2-CP69 y VP2, así como de la proteína SC-GFP. El 

tiempo de retención de la proteína SC-GFP fue de 109 min, este dato fue utilizado 

para compararlo con los cromatogramas obtenidos posteriormente a partir de VLPs 

quiméricas fusionadas a SC-GFP (Fig. 26A). En la Figura 26B se observa el 

cromatograma de las VLPs formadas a partir de la proteína ST-VP2-CP69 y 

conjugadas con la proteína SC-GFP con un tiempo de retención de 61 min, en el 

minuto 109 se observa un pequeño pico de la proteína SC-GFP que no reaccionó 

              1        M        2           3           4          5           6         7         8         9 

SC-GFP 43 kDa 
VP2 58 kDa 

180 
140 

 
100 

          72 
 

60 
 
 

45 
 
 

35 
 
 

25 
 

 
       
 
 
       



55 
 

con el SpyTag de la partícula. En la Figura 26C se muestra el cromatograma de 

VLPs formadas a partir de la proteína ST-VP2 con un tiempo de retención de 75 

min; sin embargo, no se observó claramente el pico de la proteína SC-GFP que no 

reaccionó, probablemente porque al ser una relación 1:1 de la reacción 

SpyTag/SpyCatcher interaccionó casi completamente, tanto con VLPs como con 

agregados e intermediarios, y en consecuencia la base del pico de absorbancia fue 

más ancha. Por el contrario, en la reacción de SC-GFP con las partículas de ST-

VP2-CP69 si hubo una pequeña cantidad de SC-GFP que no interaccionó (Fig. 

26D). Esta diferencia se debe principalmente a que el comportamiento del ensamble 

entre las distintas VLPs quiméricas puede variar debido a que hay VLPs más 

estables que otras (Goméz. 2019; Sánchez et al. 2012, 2016), lo cual influye 

principalmente en la formación de agregados durante el proceso de ensamblaje. 

Esto es un inconveniente en proteínas como ST-VP2-CP69, que al ser una proteína 

con más modificaciones que la proteína ST-VP2, tiende a ser menos estable. Como 

consecuencia de ello, al poner la misma concentración de proteína para el 

ensamblaje de las VLPs, una gran parte de esta se agrega, por lo que es eliminada 

en el paso de filtración previo a la inyección de las partículas en la columna. Por 

esta razón, se obtiene un pico con menor absorbancia (0.048) en el cromatograma 

de ST-VP2-CP69 que el de ST-VP2 (0.066), y se hace mas evidente el pico de SC-

GFP remanente en el cromatograma de ST-VP2-CP69, ya que hay una menor 

cantidad de SpyTag disponible para reaccionar. En la Figura 26D se observa el 

cromatograma de VLPs formadas a partir de ST-VP2-CP69 y VP2 en una proporción 

1:1, y conjugadas con la proteína SC-GFP, con un tiempo de retención de 73 min. 

Cabe destacar que los tiempos de retención varían de acuerdo con tamaño de las 

partículas obtenidas. Como ya se demostró anteriormente, mediante DLS, las VLPs 

formadas a partir de la proteína ST-VP2-CP69 poseen un diámetro hidrodinámico 

mayor que las VLPs de la proteína ST-VP2 y que las VLPs ensambladas en 

proporción 1:1, lo cual concuerda con lo obtenido en los cromatogramas (Fig. 26). 
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Figura 26. Cromatogramas de SC-GFP y VLPs quiméricas conjugadas con SC-

GFP. A: SC-GFP. B: ST-VP2-CP69 + SC-GFP. C: ST-VP2 + SC-GFP. D: ST-VP2 + 

VP2-CP69 (1:1) + SC-GFP.  

 

Posteriormente se analizaron las fracciones obtenidas mediante SEC por dispersión 

dinámica de luz para obtener el diámetro hidrodinámico de las partículas y de este 

modo obtener la fracción con los tamaños más cercanos a los esperados. En la 

Figura 27 se observa la caracterización de las VLPs por DLS en donde se 

determinaron partículas de ST-VP2-CP69 conjugadas con SC-GFP con un diámetro 

de 43.5 nm, aumentando el diámetro en ~7 nm con respecto al obtenido 

A B 

D C 
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anteriormente en las partículas sin conjugar con SC-GFP (Fig. 27A). Este cambio 

sugiere que efectivamente se llevó a cabo la reacción entre el SpyTag y el 

SpyCatcher. De igual manera, en la Figura 27B se determinó un diámetro de 40.6 

nm de las VLPs formadas a partir de ST-VP2-CP69 y VP2 (1:1), en la cual también 

se observó un aumento en el diámetro de ~6 nm respecto a las partículas no 

conjugadas. En la Figura 27C se observa que las partículas formadas a partir de la 

proteína ST-VP2 aumentaron su diámetro en ~2 nm. En conjunto, los resultados 

indican que si se llevó a cabo la conjugación entre SC-GFP y las partículas 

decoradas con el péptido SpyTag, debido a que en trabajos previos Cayetano y 

colaboradores en el 2018 y 2019, comprobaron que la interacción se llevó a cabo 

tanto por el aumento en el peso molecular observado en el SDS-PAGE entre la 

proteína con el SpyCatcher y el SpyTag, como por el aumento en el diámetro 

hidrodinámico de las partículas de ~10 nm, valores muy cercanos a los obtenidos 

en el presente trabajo. Además, se logró separar a la proteína SC-GFP remanente 

mediante SEC. Por lo tanto, ahora es posible establecer la cantidad de dominios de 

GFP unidos a las VLPs mediante su fluorescencia. 

 

 

 

 

 

 

A B 

43.5 ±9.5 nm 29.2 ±5.9 nm 
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Figura 27. Análisis por DLS de las VLPs conjugadas con SC-GFP. A: ST-VP2-CP69. 

B: ST-VP2. C: VP2:ST-VP2-CP69 (1:1).  

 

Fluorescencia de VLPs quiméricas 

Los espectros de emisión de fluorescencia de las partículas se midieron de acuerdo 

con las condiciones descritas en la metodología. Se observó que las VLPs formadas 

a partir de VP2, al no tener el péptido SpyTag no reaccionan con SC-GFP y por lo 

tanto no presentan fluorescencia (Fig. 28A). En la Figura 28B se encuentra el 

espectro de emisión de fluorescencia de las VLPs formadas por la proteína ST-VP2-

CP69 y conjugadas con SC-GFP, que presentan el perfil característico de la GFP 

con un máximo de 14762± 16.9 UA a 514 nm, que nos permite inferir que las VLPs 

tienen GFP unida. En el caso de las VLPs formadas a partir de la proteína ST-VP2 

se obtuvo una intensidad de fluorescencia de 14374±22.3 UA a 514 nm (Fig. 28C), 

mientras que las partículas híbridas formadas por VP2:ST-VP2-CP69 (1:1) tuvieron 

12885±59.1 UA a la misma longitud de onda (Fig. 28D). Este resultado era el 

esperado, ya que, teóricamente, solo la mitad de los monómeros tienen el péptido 

SpyTag en el N-terminal para conjugarse con SC-GFP, en consecuencia, la 

cantidad de fluorescencia obtenida es menor que en las otras partículas virales con 

una mayor capacidad de interaccionar con la molécula fluorescente y su 

SpyCatcher. 

C 

40.5 ±7 nm 
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Figura 28. Intensidad de fluorescencia de VLPs de VP2 y VLPs quiméricas 

conjugadas con SC-GFP. A: VP2. B: ST-VP2-CP69 + SC-GFP. C: ST-VP2 + SC-

GFP. D: VP2:ST-VP2-CP69 (1:1) + SC-GFP. 

Posteriormente se utilizó una curva de calibración de SC-GFP para determinar el 

número de moléculas de SC-GFP acopladas a las partículas obtenidas por SEC 

(Fig. 29). De acuerdo con los datos de fluorescencia obtenidos arriba, y la curva de 

calibración, se calculó la cantidad de SC-GFP unida al péptido SpyTag. En el caso 

de VLPs de ST-VP2-CP69 la masa de SC-GFP unida fue de 7.22 µg, la masa total 
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de las partículas, sin SC-GFP, es de 15.8 µg en todos los casos, la masa de SC-

GFP es de 43 kDa y de ST-VP2-CP69 es de 64 kDa. Se calculó que las masas 

moleculares de SC-GFP y ST-VP2-CP69 corresponden a 0.168 y 0.2468 nmol 

respectivamente, la proporción molar de SC-GFP a ST-VP2-CP69, fue calculada de 

la siguiente manera 0.168/0.247 = 0.68, que es el 68%, tomando en cuenta que 

cada partícula tiene 60 subunidades de la proteína ST-VP2-CP69, 68% de 60 es 

40.8, que fue redondeado a 41 unidades acopladas de SC-GFP por VLP (Tabla 2). 

Respecto a las VLPs de ST-VP2, la masa de SC-GFP unida fue de 7.11 µg, la masa 

total de las partículas es de 15.8 µg, los pesos moleculares de SC-GFP y de ST-

VP2 son de 43 y 63.8 kDa, y con ellos se calcularon los moles de SC-GFP y ST-

VP2, que fueron 0.165 y 0.2476 nmol respectivamente. La proporción molar es 

0.165/0.248 = 0.66, que es el 66%, que corresponde a 39.6 subunidades 

modificadas, redondeado a 40 moléculas de GFP/VLP (Tabla 2). Por último, para 

las partículas formadas por una proporción molar de 1:1 (VP2/STCP69) la masa de 

SC-GFP acoplada fue de 6.68 µg, la masa total de VLPs es de 15.8 µg, 

considerando que es una mezcla equimolar, consideramos el promedio de los pesos 

moleculares de ST-VP2-CP69 y VP2 para el cálculo (61 kDa), que nos arrojó como 

resultado 0.155 y 0.259 nmol respectivamente. La proporción molar calculada fue 

0.155/0.259 = 0.59 (59%), que corresponde a 35.4 monómeros de GFP por VLP, 

redondeando a 35 unidades acopladas (Tabla 2). Se esperaba que las VLPs de la 

proporción 1:1 tuvieran una menor cantidad de unidades acopladas debido a que 

teóricamente solo la mitad de sus subunidades poseen el péptido SpyTag. Con 35 

unidades de SC-GFP acopladas de 60 subunidades en la cápside, valor cercano al 

50% de las partículas acopladas, tenemos que el rendimiento es prácticamente el 

100%. En contraste, las VLPs cuyas 60 subunidades tienen el péptido SpyTag (ST-

VP2-CP69 y ST-VP2), tuvieron una cantidad mayor de SC-GFP acopladas a su 

superficie, pero no se acercaron al 100% de eficiencia. Esto podría deberse a un 

impedimento estérico generado por las unidades de SC-GFP que lograron 

reaccionar, y las SC-GFP entrantes, o a una disminución en la fluorescencia debida 

a reacciones de apagamiento producidas por la cercanía de las SC-GFP. En el caso 

de las VLPs de ST-VP2, se acoplaron 40 unidades de SC-GFP (66%) a pesar de 
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tener la capacidad de acoplar el 100% de moléculas fluorescentes. Este resultado 

fue el esperado, ya que se ha comprobado que las VLPs de B19V no son capaces 

de externalizar todos los extremos N-terminales a través del poro que existe en el 

eje de orden 5, llegando a externalizar únicamente de 2 a 3 extremos N-terminales 

por eje de orden cinco (Kaufmann et al., 2008). Por otra parte, Cayetano y 

colaboradores en el 2018 demostraron mediante análisis densitométricos, que la 

construcción realizada de VP2 con el SpyTag en el N-terminal es capaz de 

externalizar una mayor cantidad de estos extremos aproximadamente de 3 a 4 por 

eje de orden 5, concordando con los resultados derivados de los experimentos 

realizados en este trabajo para las VLPs formadas por la proteína ST-VP2.  

 

 

Figura 29. Curva de calibración de la proteína SC-GFP. 
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Tabla 2. Datos de fluorescencia obtenidos de las VLPs formadas por las proteínas 

ST-VP2-CP69, VP2 ST-NH y 1:1 (VP2/ST-VP2-CP69), todos los datos se 

adquirieron a partir de una concentración de 15.8 µg de VLPs en cada muestra. 

Entre paréntesis: masa de cada especie en nmol 

 

Nuestros resultados sugieren que los extremos amino terminales se encuentran 

expuestos en la superficie de las VLPs formadas por la proteína ST-VP2-CP69. Sin 

embargo, solo interaccionaron 41 extremos N-terminales de los 60 disponibles. Es 

posible que esto se deba al impedimento estérico que se pudiese ocurrir entre las 

proteínas SC-GFP ya conjugados con la VLP y las nuevas proteínas no conjugadas. 

Tanto el aumento en el diámetro medido por DLS (Fig. 18), como la disminución en 

el tiempo de retención de las VLPs en SEC (Fig. 21), y la fluorescencia de las 

partículas purificadas, nos asegura la unión de la proteína SC-GFP a las VLPs (Fig. 

28). Por otra parte, es relevante conocer la capacidad de este sistema para 

interaccionar con proteínas de diferente tamaño, para evaluar su rendimiento en 

función de las propiedades de la proteína que se desea conjugar.  

 

 

 

   

 Intensidad de 

Fluorescencia 

(UA) 

Masa de 

VLPs (µg) 

Masa de SC-

GFP (µg) 

Proporción 

molar 

Número de 

SC-GFP 

acopladas por 

VLP 

ST-VP2-CP69 14762±16.9 15.8 (0.247) 7.22 (0.168) 0.168/0.247= 

0.68 (68%) 

41 

ST-VP2 14374±22.3 15.8 (0.248) 7.11 (0.165) 0.165/0.248= 

0.66 (66%) 

40 

VP2:ST-VP2-CP69 

1:1 

12885±59.1 15.8 (0.259) 6.68 (0.155) 0.155/0.259= 

0.59 (59%)  

35 
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5. Conclusiones 

 

❖ La permutación circular en el residuo de aminoácido 69 y la fusión de la 

secuencia del péptido SpyTag en el N-terminal no impide la expresión, ni su 

posterior purificación de la proteína ST-VP2-CP69.  

❖ ST-VP2-CP69 es capaz de participar en la formación de VLPs o con distintas 

proporciones de esta proteína y la proteína VP2, corroborando que la 

permutación circular en el residuo de aminoácido 69 y el péptido SpyTag en 

el N-terminal no interfiere en la formación de partículas. 

❖ Las VLPs formadas a partir de ST-VP2-CP69 pueden unir a SC-GFP 

comprobando la externalización de los extremos N-terminales. Sin embargo, 

es probable que el impedimento estérico evite la unión de SC-GFP en 

aproximadamente el 32% de los extremos N-terminales disponibles. 

 

6. Perspectivas 

 

- Confirmar la cuantificación de la conjugación de SC-GFP con las diferentes 

VLPs. 

- Caracterizar por AFM y TEM las VLPs restantes (50:50) así como las VLPs 

unidas a SC-GFP. 

- Comprobar la interacción entre las VLPs de la proteína ST-VP2-CP69 y 

únicamente la proteína SpyCatcher, como modelo de proteína pequeña. 
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7. Anexo 

Materiales  

 

Reactivo  Marca 

Acetato de Potasio   Sigma 

Ácido acético glacial  Sigma 

Ácido bicinconínico (BCA)  Sigma-Aldrich 

Ácido clorhídrico  Sigma  

Ácido etilendiamino tetracético (EDTA)  Sigma 

Ácido fosfotúngstico 3% Fisher scientific 

Agar LB (Luria-Bertani)  Difco 

Agarosa UltraPure TM  Invitrogen 

Albumina  Sigma 

Ampicilina   Sigma-Aldrich 

Azul brillante R-250   Sigma 

Bromuro de Etidio  Sigma 

Cloroformo Sigma 

Clorhidrato de Guanidina (GdnHCl)   Sigma 

Cloruro de Cesio (CsCl)   Sigma 

Cloruro de Potasio (KCl) Sigma 

Cloruro de Sodio (NaCl)   Sigma 

Cutsmart (Amortiguador para digestión 

enzimática) 

New England Biolabs 

DNA Ligasa de T4 New England Biolabs 

Dodecilsulfato de Sodio (SDS)  Sigma 

Etanol  J. T. Baker 

Fenol saturado de amortiguador Sigma 

Fosfato de Potasio monobásico (KH2PO4)  Sigma 

Fosfato de Sodio dibásico (Na2HPO4)  Sigma 

Fosfato de Sodio monobásico (NaH2PO4) Sigma  

Glicerol  Gibco BRL 

Hidróxido de Sodio (NaOH) Sigma  Sigma 

HisTrap HP GE Healthcare 
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HiTrap Q HP anion exchange chromatography 

column 

GE Healthcare 

Imidazol  Sigma 

Isopropil--D-1-tiogalactopiranósido (IPTG) Sigma 

L-Arginina  Sigma 

Medio LB (Luria-Bertani)   Sigma 

Metanol  Química Delta 

Membrana para diálisis  Sigma 

Matriz para cromatografía de afinidad   Protino™ Ni-TED 

Matriz para cromatografía de exclusión molecular  Sephacryl S-500 HR 

Matriz HiLoad Superdex 200 prep grade GE Healthcare 

RNAsa Thermo Scientific™ 

Sulfato de Níquel (NiSO4)  Sigma-Aldrich 

Tris-HCl   Sigma 

Triton X-100  Sigma 

1,4-Ditiotreitol (DTT)  Sigma 

2-mercaptoetanol  Sigma-Aldrich 

  

 

Instrumento o equipo   Marca  

Amicon Ultra-15 (50 kDa)  Millipore  

Balanza analítica BP 221S  Sartorius  

Centrifuga refrigerada RC  Thermo Scientific Instruments  

Centrifuga refrigerada 5702 R  Eppendorf  

Cromatógrafo de líquidos de alta resolución  Waters  

Espectrofotómetro CARY 400  Varian  

Fuente de poder PS 500XT  Hoefer Scientific Instruments  

Microcentrífuga refrigerada 5418  Eppendorf  

Micropipetas (1, 2.5, 10, 100, 200, 1000)  Eppendorf/Gilson  

Microscopio de fuerza atómica  Vecco Instruments Inc.  

Microscopio de transmisión Tecnai 12 Phillips 

Potenciómetro pH 700  Oakton  
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Sonicador CPX 750  Cole Parmer  

Speed Vac SC110   Savant  

Trans-iluminador UV T1203   Sigma  

Termomixer confort  Eppendorf  

Ultracentrífuga OptimaTM XL-100K Class 

S 

Beckman 

Vortex  Gilson  

Zetataiser μV   Malvern Instruments  

 

Cepa  Genotipo  Referencias 

E. coli BL21(DE3) F–, ompT, hsdSB (rB–, mB–

), dcm, gal, λ(DE3), pLysS, 

Cmr. 

- Studier, F. W. and Moffatt, 

B.A. (1986) J. Mol. Biol. 189, 

113–30. 

E. coli DH5α F- 80dlacZ M15 (lacZYA-

argF) U169 recA1 

endA1hsdR17(rk-, mk+) 

phoAsupE44 -thi-1 gyrA96 

relA1 

-Woodcock, D.M., 

Crowther, D.M., Doherty, J., 

Jefferson,S., DeCruz, E., 

Noyer-Weidner, M., Smith, 

S.S., Michael, M.Z., and 

Graham, M.W., Nucl. Acids 

Res. (1989) 17, 3469-347 
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