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Resumen 

 El desarrollo de partículas viromiméticas es una alternativa para el diseño de 

vectores de ácidos nucleicos que sean eficientes y seguros. En este sentido se trata de 

imitar las propiedades virales involucradas en el proceso de entrega de material genético a 

las células. En 2014, Hernandez-Garcia y colaboradores reportaron el diseño de una 

proteína que forma partículas tipo virus artificial (AVLPs). Esta proteína fue diseñada de 

forma modular por tres bloques de péptidos que permiten imitar las propiedades 

fisicoquímicas de las partículas virales: estabilidad coloidal, autoensamblaje cooperativo y 

unión a ácidos nucleicos. De aquí surgió el nombre para denominar a esta proteína como 

CSB (Colloidal stabillity, Self-assembly, Binding to nucleic acids). En este trabajo se aborda 

el potencial de CSB como vector para la entrega de ácidos nucleicos mediante (i) la adición 

de bloques funcionales que permitan a las partículas de CSB entrar a las células y (ii) 

estudiar la seguridad del uso de las partículas de CSB mediante un análisis comparativo de 

su inmunogenicidad contra vectores virales usados en humanos. 

Por un lado, en un ensayo de análisis de la inducción de anticuerpos IgG en un modelo 

murino, se demostró que las AVLPs son altamente seguras al ser 3 órdenes de magnitud 

menos inmunogénicas que un vector de virus adeno-asociado, considerado uno de los 

vectores virales menos inmunogénicos y que es actualmente utilizado en terapia en 

humanos. Por otro lado, los bloques adicionados para favorecer la internalización celular 

son el péptido aureína y la proteína transferrina humana, los cuales son capaces de 

promover la entrada de partículas a células mediante modificaciones a la membrana de 

manera no específica o mediante endocitosis mediada por receptor, respectivamente. 

Ambos bloques se adicionaron mediante fusión genética. Además, también se exploró la 

fusión de transferrina mediante conjugación química a las partículas de CSB previamente 

formadas con DNA. Se analizó el efecto de la adición de estos bloques sobre las 

propiedades de autoensamblaje, estabilidad, morfología e internalización celular de las 

partículas. Estas modificaciones permitieron aumentar hasta 11 veces la eficiencia de 

entrada a células de las partículas respecto a las AVLPs sin modificar en estudios in vitro. 

Sin embargo, cuando se estudió la distribución intracelular de las partículas, se observó que 

la mayoría de ellas se encuentran atrapadas en endosomas. Además, en estudios de 

transfección con RNA mensajero (mRNA) para la producción de un gen reportero, no se 

observó la expresión del gen de interés. Esto puede estar relacionado con el hecho de que 

las AVLPs brindan una protección modesta contra RNAsas. Por lo cual, es también 
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importante pensar en estrategias para asegurar la protección de RNA contra su 

degradación. 

En este trabajo demostramos que es posible modificar de manera específica y 

controlada las propiedades de las AVLPs mediante distintas estrategias: (i) La edición del 

contenido de bloques que conforman a CSB mediante el uso de estrategias de biología 

molecular. (ii) La conjugación química. (iii) El uso de distintos tipos de proteínas derivadas 

de CSB para formar las AVLPs. Lo anterior funge como una prueba de concepto de la 

capacidad de las AVLPs para ser programadas con distintos propósitos. En este sentido, 

las funciones o propiedades de las AVLPs pueden ser codificadas mediante el diseño de la 

composición de los bloques que componen a CSB, o en general a las AVLPs. Lo anterior 

resulta en la posibilidad de funcionalizar las AVLPs con una gran variedad de bloques 

bioactivos para hacer frente a las distintas barreras a la entrega de ácidos nucleicos. 

Finalmente, este estudio representa un acercamiento hacia el diseño de vectores miméticos 

virales que puedan ser programables y diseñados ad hoc.  
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1. Introducción  

La mimética viral o viromimética es un campo reciente en la investigación científica 

que tiene como principal objetivo desarrollar nuevos sistemas que puedan emular las 

propiedades físicas y bioquímicas de los virus. El desarrollo de este campo de investigación 

ha sido impulsado principalmente por las atractivas características que ofrecen los virus en 

el contexto de la bionanotecnología (acarreadores de ácidos nucleicos, fármacos o 

proteínas, diagnóstico, diseño de vacunas, nano-reactores, etc.), aunado a la necesidad de 

sistemas más seguros (que no induzcan respuestas inmunes no deseadas, sin riesgo de 

oncogénesis) y maleables (fáciles de modificar y producir). En este sentido, la viromimética 

tiene como desafío el diseño de partículas tipo virus artificial (AVLPs) que igualen o excedan 

los beneficios que aportan las partículas virales [1]. 

La viromimética ha sido particularmente relevante en el diseño de sistemas sintéticos 

de acarreadores de ácidos nucleicos. Lo anterior debido a que los virus han evolucionado 

como excelentes agentes de entrega de su material genético cuando infectan a su huésped. 

La unión específica a ácidos nucleicos, autoensamblaje, protección contra nucleasas, 

tropismo tisular, internalización celular, escape endosomal, desensamble responsivo y 

traslocación hacia el núcleo, son algunas de las cualidades que se han logrado mimetizar 

en el diseño de diversos vectores artificiales inspirados en virus [2–6]. Sin embargo, integrar 

todas estas características en una sola partícula viromimética aún es un reto. Uno de los 

acercamientos propuestos para hacer frente a esta problemática es el diseño modular [7]. 

En esta estrategia se fusionan bloques de secuencias de polipéptidos en una sola cadena, 

en donde cada polipéptido tiene su propia estructura y función, y cada una de éstas es 

independiente de la presencia de los bloques adyacentes. 

Bajo el concepto de diseño modular, Hernández-García y colaboradores reportaron 

en 2014, la creación de la proteína viromimética denominada CSB, la cual tiene la 

capacidad de formar AVLPs que imitan las propiedades físicas de algunos virus como su 

autoensamblaje en presencia de ácidos nucleicos y morfología [8]. Naturalmente, se ha 

postulado el uso de CSB como acarreador para la entrega de ácidos nucleicos a células, 

en dónde se han observado resultados modestos o con bajas eficiencias de transfección 

[9,10]. Lo anterior se ha atribuido a que el diseño actual de CSB no cuenta con módulos 

específicos para facilitar su interacción e internalización en células.  
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Con la finalidad de profundizar en el desarrollo de CSB como sistema de entrega, 

este proyecto ahonda en la caracterización y modificación de CSB enfocadas a la 

interacción de las AVLPs de CSB con sistemas biológicos. Por una parte, se evalúa la 

factibilidad de su uso para aplicaciones en biomedicina, particularmente para entrega de 

ácidos nucleicos, explorando propiedades como la estabilidad de estas AVLPs en medios 

que simulen condiciones biológicas y su inmunogenicidad medida en términos de respuesta 

humoral en un modelo murino al ser administradas vía intramuscular. Por otro lado, se 

adicionaron módulos funcionales a CSB para programar la entrada a células de las AVLPs. 

Estos resultados permiten visualizar la practicidad de las AVLPs y su diseño a partir de 

proteínas modulares que sientan las bases para futuras modificaciones que resulten en un 

sistema cada vez más cercano a un virus artificial. 
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2. Antecedentes 

2.1  Entrega de ácidos nucleicos 

El concepto de entrega de ácidos nucleicos se refiere a cualquier proceso en el que 

moléculas de ácidos nucleicos exógenas son introducidas a células. Esto tiene 

implicaciones importantes en investigación relacionada con las funciones de los genes o 

desarrollo de fármacos, y en biomedicina para el desarrollo de terapias génicas, ingeniería 

de tejidos, vacunas, etc. [11,12]. Particularmente, la terapia génica es la transferencia de 

material genético (transgén) a un paciente para combatir cierta enfermedad [13]. El objetivo 

de la terapia génica es obtener niveles de expresión terapéuticos del transgén de interés 

durante tiempos prolongados. El tipo de terapia génica puede clasificarse de varias 

maneras: por (i) el tipo de enfermedad, por ejemplo una enfermedad genética o bien un 

desorden complejo adquirido, (ii) la forma de administración, in vivo o ex vivo, o (iii) el tipo 

de estrategia de entrega de los ácidos nucleicos [14]. En el diseño de vacunas, 

generalmente se pretende que el gen de interés sea entregado a células presentadoras de 

antígenos. En esta aplicación se desea que se logren niveles de expresión adecuados para 

potenciar una respuesta inmune. A diferencia de la terapia génica, aquí no se requiere una 

expresión prolongada del transgén.   

La entrega de ácidos nucleicos es un campo emergente con la necesidad inherente 

del desarrollo de novedosas estrategias para poder facilitar la entrega. Lo anterior se refleja 

en el hecho de que en los últimos años se ha registrado un incremento importante en el 

número de productos utilizados en la entrega de ácidos nucleicos para uso en humanos y 

que han sido aprobados por entidades regulatorias como la “U.S. Food and Drug 

Administration” (FDA), la “European Medicines Agency” (EMA), la “China Food and Drug 

Administration” (CFDA) y la “Ministry of Food and Drug Safety” (MFDS) de Corea [15,16].  

2.2 Vectores para la entrega de ácidos nucleicos 

Los vectores o acarreadores de ácidos nucleicos son formulaciones que protegen y 

facilitan el transporte y liberación del material genético en el interior de las células de interés 

[17]. Los vectores permiten hacer frente a las principales limitantes de la entrega de ácidos 

nucleicos, que son: (i) la susceptibilidad de los ácidos nucleicos a la degradación por 

nucleasas y (ii) los obstáculos biológicos presentes durante su trayectoria, los cuales se 

pueden clasificar en barreras extra- e intracelulares. Las barreras extracelulares hacen 
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referencia a las etapas en las que, dependiendo de la vía de administración, el vector tiene 

que llegar a la célula diana, evadiendo la actividad de proteasas, nucleasas, y el sistema 

fagocítico mononuclear. Por otro lado, las barreras intracelulares abarcan los procesos de 

internalización del vector en la célula, transporte intracelular y liberación del material 

genético en la región subcelular donde se espera ejecute su actividad [18].  

Los acarreadores de ácidos nucleicos se pueden clasificar de manera general con base 

en su composición en vectores virales y no virales.  Sin embargo, cualquier vector utilizado 

en la entrega de ácidos nucleicos debe cumplir con ciertos criterios de calidad para su uso 

en la clínica. En general, las propiedades que un vector necesita tener son baja toxicidad, 

estabilidad coloidal, estabilidad en las condiciones de operación, protección al ácido 

nucleico, biocompatibilidad, biodegradabilidad y liberación controlada.  Otras propiedades 

están relacionadas con la practicidad de su uso, como el hecho de que su aplicación sea 

segura y sencilla, una relación costo/beneficio favorable, capacidad de producción en gran 

escala y almacenamiento y esterilización sean sencillos [13,18]. 

2.2.1 Vectores virales 

Los vectores virales son herramientas que se obtienen a través de la manipulación y 

modificación de virus para obtener partículas no infecciosas, generalmente mediante la 

eliminación parcial o total del genoma viral, el cual se reemplaza por el material genético de 

interés que será entregado a las células diana. Los vectores virales son el tipo de acarreador 

que ha tenido un mayor grado de éxito para terapia génica tanto in vivo como ex vivo [19,20]. 

Lo anterior se debe a que los virus son entidades que han evolucionado a lo largo de 

millones de años para infectar diversos organismos con el objetivo de poder replicarse. Son 

parásitos obligados que requieren de la maquinaria celular para poder multiplicarse y de 

transportar y entregar su genoma a la célula blanco.  

Las ventajas de los vectores virales son que, de forma natural, cuentan con los 

mecanismos moleculares que les permiten tener un tropismo específico, penetrar en las 

células, transporte intracelular y liberación de su material genético. Todos estos procesos 

ocurren de manera regulada respondiendo a estímulos bioquímicos del ambiente 

intracelular para asegurar una infección eficiente [21–23]. Además, existen ya estrategias 

para su producción de forma recombinante, la cual permite su escalamiento [24–27]. Sin 

embargo, las principales desventajas de los vectores virales están relacionadas con la 

seguridad de su uso, ya que generalmente son altamente inmunogénicos y citotóxicos [28–

30]. La respuesta inmune inducida por los vectores virales puede limitar la eficiencia de 
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transducción, es decir la capacidad de entregar el transgén en la células de interés, así 

como favorecer la eliminación de las células que han sido transducidas, lo que limita la 

expresión del transgén a largo plazo [31]. Además, existen vectores que están basados en 

virus que se han distribuido naturalmente en la población humana, como virus adeno-

asociado y adenovirus, y por lo tanto, algunos individuos cuentan con la preexistencia de 

anticuerpos neutralizantes contra el vector [32]. En este sentido, existe un ejemplo de un 

vector de adenovirus en donde la inducción de respuestas inflamatorias adversas, 

posiblemente relacionadas con la preexposición del individuo al virus, resultó en la muerte 

[33]. Por otro lado, algunas estrategias hacen uso de vectores que tienen la capacidad de 

integrar el transgén terapéutico dentro del genoma del paciente, tal es el caso de los 

vectores lentivirales, en dónde la inserción aleatoria del transgén puede activar proto-

oncogenes y resultar en tumorigénesis [29,34,35]. Además, los vectores virales tienen 

restricciones con respecto al tamaño y tipo de transgén que pueden entregar. A pesar de 

que se han implementado estrategias como evolución dirigida y mutagénesis al azar para 

obtener vectores virales con nuevas y mejoradas propiedades, la ingeniería de los vectores 

virales es difícil debido a que la relación entre su secuencia, estructura y función es muy 

compleja [30,36,37]. 

A continuación, se listan ejemplos de los vectores virales más utilizados y que cuentan 

con ejemplos que han sido aprobados por entidades regulatorias en todo el mundo. Se 

especifica el nombre del producto “®”, la compañía farmacéutica, entidad regulatoria y año 

de aprobación [15,16]: 

• Vectores de Virus Adeno-Asociado (vVAA): Glybera® (Uniqure, EMA en 

2012)[38], LUXTURNA® (Spark Therapeutics, FDA en 2017 y EMA en 2018) y 

Zolgensma® (Avexis, FDA y EMA en 2019)[39]. 

• Vectores de Adeno Virus (vAdV): Gendicine® (Shenzhen SiBiono GeneTech, 

CFDA en 2003) y Oncorine® (Shanghai Sunway Biotech, CFDA en 2006)[40]. 

• Vectores Retrovirales: Strimvelis® (GlaxoSmith Kline, EMA en 2016)[41], 

YESCARTA® (Kite Pharma, FDA en 2017 y EMA en 2018)[42], Invossa® (Kolon 

Life Science, MFSD en 2017) y Zalmoxis (MolMed, EMA en 2016). 

• Vectores Lentivirales: Zynteglo® (Bluebird Bio, EMA-2019)[43] y KYMRIAH® 

(Novartis Pharmaceuticals, FDA en 2017 y EMA en 2018)[44]. 
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• Vectores de Virus de Herpes Simple (vVHS): IMLYGIC® (Amgen, FDA y EMA 

en 2015)[45]. 

2.2.2 Vectores no virales 

Los vectores no virales son formulaciones sintéticas que permiten la entrega de ácidos 

nucleicos. Estos generalmente involucran el uso de lípidos, polipéptidos, polisacáridos, 

dendrímeros, lípidos catiónicos y nanopartículas inorgánicas [46]. En comparación con los 

vectores virales, los vectores no virales se han caracterizado por ser más seguros, flexibles 

y programables [13]. Particularmente se ha observado que los vectores no virales son 

menos inmunogénicos, lo cual, a diferencia de los vectores virales, facilita el diseño de 

terapias que requieran de dosis repetidas cuando es difícil mantener por tiempos 

prolongados la expresión del gen de terapéutico [47–49]. Sin embargo, la gran limitante de 

los vectores no virales es que son menos eficientes que los virus para entregar genes en 

aplicaciones in vivo [46,50] y en algunos casos se han tenido problemas con respecto a la 

reproducibilidad de su eficiencia [51].  

A continuación, se enlistan los principales componentes utilizados en el diseño de 

vectores no virales, sus principales características, ventajas, desventajas y ejemplos: 

• Lípidos: Generalmente se hace uso de lípidos ionizables catiónicos que 

permiten formar complejos con los ácidos nucleicos [52]. A estos complejos se 

les ha denominado comúnmente como “lipoplejos” [13]. Sin embargo, las 

formulaciones más recientes hacen uso también de fosfolípidos, lípidos 

esteroles, y combinaciones de lípidos con otro tipo de polímeros como 

polietilenglicol (PEG), lo cual permite un mayor control sobre el ensamblaje de 

estos complejos obteniendo estructuras como liposomas o nanopartículas de 

lípidos [53]. Dentro de los sistemas no virales, los lípidos son los más eficientes 

y seguros. Sin embargo, tienen baja especificidad y estabilidad [53]. 

Actualmente, formulaciones de lípidos catiónicos son el referente para estudios 

de transfección in vitro [54]. Además, existen ya aplicaciones del uso de lípidos 

para uso humano en terapia génica y como vacunas de ácidos nucleicos 

[16,53,55–58]. 

• Polímeros: Se ha denominado como “poliplejos” a los complejos de polímeros 

catiónicos (a pH fisiológico) con ácidos nucleicos en nano- o micro-partículas 

[59]. En general, el uso de polímeros permite la obtención de complejos menos 

inmunogénicos y económicos. Sus principales desventajas son baja eficiencia 
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de entrega, complejidad para controlar su grado de polimerización, citotoxicidad 

y generalmente no biodegradables [53,59]. Ejemplos de los polímeros más 

utilizados para la entrega de pacidos nucleicos son: poli-lisina (PLL), 

polietilenimina (PEI) quitosano, PEG etc. [52,60,61]  

• Dendrímeros: Son moléculas poliméricas complejas con configuración bien 

definida dividida en tres regiones: (i) núcleo (uno o varios átomos con 

propiedades similares), (ii) capas de ramificaciones de unidades repetitivas que 

emergen desde el núcleo, y (iii) grupos funcionales terminales generalmente 

implicados en la interacción con ácidos nucleicos [52]. Estos polímeros permiten 

un mayor control sobre el tamaño de la partícula que los polímeros lineales y 

pueden ser fácilmente conjugados con distintos tipos de moléculas. Entre los 

ejemplos más comunes se encuentran poli(amidoamina) (PANAM) y 

poli(propilenimina) [62]. 

• Péptidos: Una gran variedad de péptidos derivados de virus, bacterias o 

diseñados de novo han sido utilizados para el diseño de vectores no virales. Los 

péptidos son naturalmente biodegradables y permiten un control preciso sobre 

propiedades como tamaño, carga, hidrofobicidad y geometría [63]. 

Generalmente se hace uso de péptidos penetradores de células que dirigen la 

internalización de diversas moléculas a través de la membrana celular. El 

ejemplo más común es el péptido derivado del transactivador de transcripción  

del virus de inmunodeficiencia humana (HIV) normalmente conocido como 

péptido TAT. Los péptidos generalmente se utilizan para funcionalizar otro tipo 

de nanomateriales [64,65]. La gran diversidad de péptidos permite también el 

diseño de acarreadores formados por: péptidos (i) catiónicos, ricos en lisina o 

arginina, que ayudan a condensar los ácidos nucleicos y formar complejos 

denominados “peptiplejos” [7], (ii) entrecruzantes (ricos en cisteínas) o (iii) 

hidrofóbicos (ayudan a brindar estabilidad a la partícula) [63]. 

• Nanopartículas metálicas: Varios tipos de nanopartículas han sido estudiadas 

como acarreadores mediante su conjugación con ácidos nucleicos. Entre las 

más estudiadas están las nanopartículas de oro, de hierro, plata y platino [66–

68]. Las nanopartículas pueden ser fácilmente fusionadas a distintos tipos de 

moléculas, se puede tener un control preciso sobre su tamaño y además 

algunas tienen propiedades interesantes como capacidad fototérmica y 



 

10 
 

magnetismo [52]. Sus principales desventajas son su propensión a 

aglomerarse, toxicidad, y la necesidad de estrategias para asegurar la 

integridad del ácido nucleico [52,69].  

Los vectores no virales más actuales utilizan combinaciones de estos componentes 

para aprovechar las distintas propiedades y ventajas de cada tipo de molécula [70–72]. Esto 

ha resultado en vectores más complejos y más eficientes. Sin embargo, a excepción del 

uso de lípidos, aún no se han reportado ejemplos que hayan sido aprobados para su uso 

en humanos [51].  

2.3 Viromimética 

La viromimética es un área emergente que tiene como principal objetivo desarrollar 

nuevos sistemas que puedan emular las propiedades físicas y bioquímicas de los virus. Las 

motivaciones por el desarrollo de sistemas viromiméticos son: (i) investigación básica 

relacionada con el estudio de los mecanismos moleculares de los virus en sus distintas 

etapas del ciclo viral, así como un mayor grado de comprehensión sobre su origen y 

evolución y (ii) desarrollo de acarreadores que mimeticen los mecanismos moleculares que 

permiten a los virus tener altas eficiencias de entrega de material genético a células [73]. 

Ésta última particularmente requiere del entendimiento de los mecanismos y estrategias 

que utilizan los vectores virales para traspasar las barreras extra- e intracelulares a la 

entrega de ácidos nucleicos y adaptarlas a los vectores no virales [50,74–76]. 

El desarrollo de vectores viromiméticos implica el diseño de sistemas que sean 

capaces de auto-ensamblarse en nanopartículas con estructura ordenada y definida 

mediante la unión específica con ácidos nucleicos, brindar protección al ácido nucleico, 

facilitar su transporte hasta su destino en el interior de la célula blanco y el desensamble 

cuando se reconocen ciertas señales bioquímicas [77,78]. También se pretende que estos 

sistemas sean más seguros que los vectores virales, tengan alta flexibilidad para ser 

programados para la entrega de genes a distintos tipos de células y presentar baja 

inmunogenicidad [1,79–83]. 

Los vectores miméticos virales pueden estar conformados por moléculas de distinta 

naturaleza como lípidos, polímeros, dendrímeros y péptidos [76,84]. Sin embargo, el uso 

de péptidos ofrece la posibilidad de una amplia gama de estructuras secundarias y terciarias 

mediante el control sobre la secuencia de aminoácidos, lo que permite manipular 

propiedades como carga, hidrofobicidad y geometría [63]. Además el uso de péptidos ofrece 
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ciertas ventajas como alta biocompatibilidad, biodegradabilidad, estabilidad, y la posibilidad 

de una producción recombinante y escalable [7]. 

Los ejemplos de partículas viromiméticas podrían clasificarse en dos grandes grupos. 

Los primeros son aquellos enfocados principalmente en imitar las propiedades físicas y 

estructurales de las cápsides virales mientras que los segundos se enfocan en imitar las 

propiedades biológicas de los virus (Fig. 1). 

El primer grupo de ejemplos tiene como eje central el diseño de partículas que 

estructuralmente sean muy similares a los virus (Fig. 1.A y B). Sus principales objetivos han 

sido imitar las propiedades fisicoquímicas de los virus que resultan en partículas ordenadas, 

con estructura definida, y que son capaces de encapsular su propio genoma. La manera 

más sencilla de poder realizar esto es utilizar como base proteínas que naturalmente se 

auto ensamblan en nanocomplejos similares a las estructuras de los virus. Algunos 

ejemplos son las nanopartículas de ferritina, proteínas de choque térmico, encapsulinas, y 

algunas enzimas bacterianas como la lumazina sintasa de Aquifex aeolicus [85–87]. Estas 

proteínas han servido como andamios para la entrega de ácidos nucleicos mediante la 

fusión con péptidos como TAT, el cual tiene actividad fusogénica y RGD, el cuál puede se 

utiliza para direccionamiento a receptores de integrinas, e incluso la incorporación de 

anticuerpos dirigidos hacia receptores celulares. Mediante ingeniería de proteínas se ha 

logrado que estas estructuras tengan desensamble responsivo a pH [86]. En otro ejemplo, 

se logró la producción de una cápside artificial utilizando como base la nano-cápsula 

formada por la enzima bacteriana lumazina sintasa de la bacteria Aquifex aeolicus, a la cual 

se le modificó la carga de su superficie interna, se fusionó al péptido ʎN+ rico en argininas, 

y se sometió a un proceso de evolución dirigida in vitro para obtener partículas que pudieran 

unir y encapsular específicamente su propio RNA (Fig. 1.A) [88]. 

Por otro lado, la estructura icosaédrica de los virus también puede ser simulada 

utilizando proteínas no virales multiméricas [89,90]. Para ello, se ha estudiado el repertorio 

de proteínas naturales que son capaces de formar dímeros, trímeros o pentámeros, para 

utilizarlas como bloques de construcción en nanoestructuras tipo cápsides virales artificiales 

(Fig. 1.B). Este enfoque consiste en la fusión de los monómeros de estos bloques de 

construcción en una forma específica y orientada que resulte en la formación de estructuras 

icosaédricas. En esta estrategia, la predicción in silico de la estructura de las proteínas de 

fusión  es de fundamental importancia [90]. Así, existen varios ejemplos de nanocápsulas 

artificiales que tienen estructuras muy similares a las de las partículas virales y que han sido 
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modificadas para conferirles algunas otras propiedades como el desensamble responsivo 

a ciertos estímulos como cambios en el pH o como una respuesta alostérica [91,92]. 

Además, estos ejemplos también se han sometido a procesos de evolución in vitro con el 

objetivo de obtener partículas que sean capaces de encapsular a su propio genoma [93].  

En estos ejemplos, la mimética de la estructura de las partículas juega un rol central, 

y mientras que se han logrado adicionar algunas otras propiedades como direccionamiento 

específico, desensamble responsivo e incluso la encapsulación de su propio genoma, no 

ha sido posible unir todas estas propiedades en un solo sistema. Estos ejemplos utilizan 

proteínas evolucionadas de forma natural como bloques de construcción, y pequeñas 

modificaciones en su secuencia primaria tiene implicaciones importantes en su estructura 

[8,73,93–95]. En estas estrategias, la reprogramación de su estructura y función suele ser 

un reto grande que involucra el uso de grandes recursos computacionales para la predicción 

de su estructura y de métodos de alto rendimiento para su producción, purificación y análisis 

in vitro. Además, en algunos casos estas partículas suelen contener poros lo 

suficientemente grandes como para permitir la permeabilización de nucleasas que 

degradan el ácido nucleico de interés, lo cual disminuye la eficiencia del uso de estas 

partículas como vectores.  

El segundo grupo de partículas viromiméticas involucra esencialmente el uso de 

péptidos sintéticos. La ventaja de utilizar péptidos es que es posible diseñarlos de forma 

modular, es decir, fusionar pequeños motivos o bloques de construcción con propiedades 

y funciones independientes en una sola cadena polipeptídica (Fig. 1.C).  
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Figura 1. Ejemplos de viromimética. (A) Generación de cápsides artificiales a partir de evolución in 
vitro del complejo enzimático de la Lumazina sintasa de Aquifex aeolicus modificada mediante permutación 
circular y la adición del péptido ʎN+ para encapsular su propio RNA. S: número de subunidades de cada 
nanoestructura. (B) Diseño de nanoestructuras icosaédricas utilizando proteínas multiméricas. Se muestra 
el uso de proteínas pentámericas y triméricas fusionadas en una orientación específica para dar lugar a 
una cápside artificial. Estas partículas se fusionaron con el péptido de unión a DNA TAT derivado de VIH 
y se sometieron a evolución in vitro para generar partículas que encapsulan su propio genoma. (C) 
Ejemplos de diseño modular de péptidos utilizando bloques con funciones específicas y que se auto-
ensamblan con ácidos nucleicos en partículas viromiméticas. La función de cada bloque esta codificada 
por colores. MPG: péptido penetrador de células derivado de la proteína GP41 de VIH. SV40-NLS: 
secuencia de localización nuclear del virus vacuolado de simio 40. H1: Dominio de unión a DNA de la 
histona 1. H5WYG: péptido fusogénico derivado del virus de influenza. GP41: Péptido fusogénico derivado 
de la glicoproteína 41 de VIH. GALA: péptido fusogénico. H2A: Dominio de unión a DNA de la histona 2. 
CS: Sitio de corte de la proteasa catepsina D. HER2: péptido sintético direccionado hacia el receptor HER2. 
LLO: proteína endosomolítica formadora de poros Listeriolisina O. PN: Protamina, péptido condensador de 
DNA. TAT: péptido TAT derivado de VIH. Mu: Dominio de unión a DNA. AF: afficuerpo ZHER2 dirigido al 

receptor Her2. 
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Los primeros enfoques utilizando péptidos para entregar ácidos nucleicos se 

enfocaron en imitar las 3 propiedades básicas de las proteínas virales estructurales más 

sencillas: 1) unión a ácidos nucleicos, 2) autoensamblaje y 3) estabilidad coloidal [7]. El 

primer péptido sintético capaz de condensar DNA fue el péptido KALA, el cual forma 

estructuras tipo α-hélices anfipáticas que exponen residuos de lisina por un lado y leucinas 

en el otro. Las regiones ricas en lisinas son las responsables de la interacción con ácidos 

nucleicos, mientras que su naturaleza anfipática es la responsable de promover el 

autoensamblaje y facilitar la estabilidad coloidal. Posteriormente, de éste derivaron los 

péptidos RALA y GALA, los cuales presentan mejoras en cuanto la eficiencia de 

transfección, mayor biocompatibilidad, y desensamble responsivo a pH [96,97]. 

De manera similar, otros ejemplos de péptidos sintéticos utilizan secuencias 

catiónicas para unir ácidos nucleicos como PLL, secuencias ricas en arginina, e incluso 

algunos motivos de proteínas de unión a DNA como las histonas [98–100]. Para promover 

el autoensamblaje normalmente se usan secuencias derivadas de la seda, elastina o 

bloques de α-hélices anfipáticas [101–104].  

Dado que la principal motivación para el diseño de este tipo de péptidos ha sido el 

desarrollo de nuevos vectores, se han imitado propiedades virales esenciales para la 

entrega de ácidos nucleicos como el direccionamiento específico, escape endosomal, 

desensamble responsivo a estímulos bioquímicos y transporte hacia el núcleo. Para dirigir 

a los vectores hacia cierto tejido específico se han incorporado péptidos dirigidos a 

receptores celulares como ligandos o fragmentos de anticuerpos [105–107]. Estas 

estrategias generalmente resultan en la internalización de los vectores mediante rutas 

endocíticas, por lo cual es necesario añadir ciertos elementos que le permitan a los vectores 

escapar del endosoma antes de ser degradados cuando el endosoma madure a lisosoma. 

Para ello se han utilizado péptidos fusogénicos que son capaces de desestabilizar la 

membrana del endosoma, o motivos catiónicos, generalmente ricos en histidinas, que son 

capaces de inducir el efecto de esponja de protones por su alta capacidad de amortiguación 

de pH y provocan la ruptura del endosoma [3,99,106,108]. Además, también se han 

incorporado secuencias que son capaces de dirigir al vector hacia el núcleo celular 

utilizando secuencias de localización nuclear que generalmente son derivades de proteínas 

virales [3,98,99]. También se ha considerado el diseño de materiales que responden a 

estímulos bioquímicos como cambios en el pH a lo largo de la maduración del endosoma, 

el procesamiento del vector por parte de proteasas específicas de cierto tipo de tejido, e 
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incluso sistemas responsivos a cambios en el potencial redox intracelular [106,109]. 

Utilizando estas estrategias se ha logrado aumentar considerablemente la eficiencia de 

transfección de los vectores no virales. Si bien estos ejemplos han imitado algunas las 

propiedades biológicas funcionales de las partículas virales, no se han enfocado en formar 

partículas que presenten una morfología o el samblaje similar a la de los virus. Además, 

algunos ejemplos utilizan péptidos que son derivados de las proteínas estructurales de 

ciertos virus, como VIH y virus 40 vacuolado del simio (SV40), lo cual podría tener ciertas 

implicaciones con respecto a su inmunogenicidad y, por tanto, la seguridad de uso de estos 

vectores.  

2.4 Proteínas CSB 

Este proyecto se enfoca en el estudio de un grupo de proteínas viromiméticas 

modulares, reportadas por Hernandez-Garcia en 2012 y 2014 [8,80], como plataformas para 

el diseño de acarreadores de ácidos nucleicos. Estas proteínas fueron diseñadas de novo 

y de forma racional para formar partículas morfológicamente similares al virus del mosaico 

del tabaco (TMV).  

El diseño de la proteína CSB consta de tres bloques (Fig. 2.A), cada uno diseñado 

para imitar una propiedad específica de las proteínas estructurales de TMV [79]: (1) El 

bloque “C”, de “Colloidal stabillity”, brinda estabilidad coloidal a la partícula y corresponde 

a una secuencia de derivada del motivo tipo colágeno GXY, en dónde X y Y son 

aminoácidos hidrofílicos. Este bloque está compuesto por 396 aminoácidos y no forma 

ninguna estructura secundaria. (2) El bloque “S”, de “Self-assembly and Stabillity”, permite 

interacciones entre proteína-proteína y está constituido por 10 repeticiones de la secuencia 

del motivo tipo seda GAGAGAGQ. En su forma monomérica, este bloque no presenta 

alguna estructura secundaria, sin embargo, adopta una estructura tipo β-rol al momento de 

auto-ensamblarse [110]. Este bloque permite que el ensamblaje de las partículas DNA-

proteína sea de forma cooperativa, de forma similar al ensamblaje de partículas virales, y 

por tanto brinda una mayor estabilidad a las AVLPs [79,111,112]. (3) El bloque “B”, de 

“Binding”, es responsable de la interacción con el esqueleto negativo de los ácidos 

nucleicos al estar conformado por 12 residuos de lisina que a pH neutro están cargados 

positivamente. En la figura 2.B se observa el esquema propuesto del proceso de formación 

de AVLPs con CSB [112]. La proteína CSB tiene una masa molar de 44.75 kDa. 
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Previo al diseño de CSB, se reportó la proteína CB, la cual únicamente está 

conformada por los bloques “C” y “B” y por tanto tiene una masa molar de 38.4 kDa (Fig. 

2.A) [80]. CB también tiene la capacidad de formar partículas en presencia de ácidos 

nucleicos, sin embargo, los mecanismos de ensamblaje, y la morfología de las partículas 

formadas por CB tienen propiedades distintas comparadas con CSB (Fig. 2.C y 2.D). 

Estudios con estas proteínas han demostrado que son capaces de auto-ensamblarse 

y formar AVLPs utilizando distintos tipos de ácidos nucleicos como mRNA, DNA de doble 

cadena (dsDNA) y DNA plasmídico (pDNA) [113,114]. De ahí se deriva el planteamiento 

del uso de estas AVLPs como vectores para la entrega de ácidos nucleicos, para lo cual es 

necesario demostrar que tienen alta eficiencia de transfección y que son seguras [1]. Sin 

embargo, los primeros intentos de utilizar las AVLPs como vectores para entregar ácidos 

nucleicos a células in vitro reportaron que tienen eficiencias de entrega modesta o muy 

bajas [9,10,115]. Esto se ha atribuido a que en el diseño de estas proteínas no se consideró 

algún elemento que facilitara su interacción con células. Por otro lado, los motivos derivados 

de la seda y colágeno utilizados como base para el diseño de estas proteínas son altamente 

biocompatibles, sin embargo, se utilizaron patrones de aminoácidos no comunes en la 

naturaleza que alteran sus propiedades fisicoquímicas. Particularmente el bloque C, a 

diferencia de otras proteínas derivadas de colágena, no forma estructuras tipo cola super 

enrollada, lo anterior debido a la ausencia de prolinas en su secuencia [116]. Estos cambios 

en su estructura podrían modificar su biocompatibilidad e inmunogenicidad. Tomando en 

cuenta todos estos factores, y con el propósito de profundizar en el estudio de CSB como 

sistema de entrega de ácidos nucleicos, este estudio se enfoca en al análisis de la 

estabilidad de las AVLPs en medios que mimeticen condiciones fisiológicas, su toxicidad, 

inmunogenicidad, así como buscar estrategias para mejorar su eficiencia de transfección. 
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2.4.1 Modificaciones a las proteínas tipo virus artificial 

La ingeniería de proteínas es un proceso limitado por la tolerancia de las proteínas a 

ser modificadas sin resultar en la pérdida de su estructura y función. En el caso de las 

proteínas estructurales virales, se ha observado que pequeñas modificaciones en su 

secuencia resultan en partículas menos estables o la pérdida de  la capacidad de formar 

  

 

Figura 2. Diseño de proteínas viromiméticas CSB. (A) Esquema de secuencia primaria de las 
proteínas CSB y CB, mostrando el diseño de construcción por bloques. C: bloque de estabilidad coloidal, 
S: bloque de autoensamblaje y estabilidad, y B: bloque de unión a ADN. (B) Esquema de ensamblaje de 
AVLPs entre CSB y DNA. Modelo basado en y modificado de Marchetti et al, 2019. (C) Esquema del 
ensamblaje de AVLPs entre CB y DNA. (D) Imágenes de microscopía de fuerza atómica de AVLPs 
formadas por CB o CSB y un dsDNA de 850 nm. La barra de escala corresponde a 300 nm. Hernandez-
Garcia et al 2014. 
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partículas [117]. Por otro lado, el diseño de CSB involucra la unión de bloques conformados 

por repeticiones de motivos sencillos con secuencia, estructura y función definidas. Este 

tipo de diseño representa una ventaja sobre la flexibilidad de modificación y reprogramación 

de las proteínas modulares con respecto a las proteínas naturales. Bajo esta premisa, se 

planteó la modificación de CSB mediante la adición de bloques funcionales que les 

permitieran interaccionar con células de una manera más eficiente. 

En este proyecto se propuso la adición de dos módulos que permitieran la entrada de 

las AVLPs a células. Para el primero módulo se escogió el péptido aureína, el cuál tienen 

la capacidad de deformar membranas y, por tanto, inducir la entrada a células de manera 

inespecífica. Por otro lado, se planteó el uso de la proteína transferrina, la cuál es ligando 

del receptor de transferrina, y está involucrada en el abastecimiento de hierro a la célula.  

Aureína es una familia de péptidos antimicrobianos derivados del organismo Litora 

aurea. En específico, aureína 1.2 (Au) ha demostrado tener la capacidad de favorecer el 

escape endosomal cuando este es fusionado a proteínas reporteras [118]. Au es un péptido 

anfipático compuesto por la secuencia de aminoácidos GLFDIIKKIAESF, la cual forma 

hélices α que son capaces de interaccionar principalmente con lípidos con carga negativa 

[119]. Au utiliza el mecanismo conocido como “alfombra” para deformar membranas, en 

donde varias moléculas del péptido interaccionan con los lípidos, deformando y provocando 

invaginaciones en la membrana que, después de alcanzar cierto número de eventos, es 

capaz de romperla e inducir la formación de micelas invertidas [119,120].  

Por otro lado, transferrina (Tf), o bien análogos que puedan ser capaces de 

interaccionar con el receptor de Tf, han sido ampliamente utilizados en sistemas de entrega 

a distintos tipos de cáncer, los cuales, debido a su alta actividad metabólica, sobre expresan 

este receptor para contender con la demanda metabólica de hierro [121,122]. Por otra parte, 

el uso del receptor de Tf ha sido propuesto para dirigir fármacos a otros blancos de interés, 

tal es el caso del parásito Tripanosoma cruzi, causante de la enfermedad de Chagas, para 

la cual no existe un tratamiento seguro y eficaz [123]. 

El uso de Au y Tf como bloques para facilitar la entrada de las AVLPs a células permite 

la exploración de distintas rutas y mecanismos de internalización celular. Mientras que se 

espera que Au facilite la entrada de manera inespecífica, Tf deberá hacerlo mediante 

endocitosis mediada por receptor. Además, el uso de estas dos moléculas permite evaluar 

la versatilidad de las AVLPs de ser conjugadas con una amplia gama de módulos bioactivos, 
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ya que estos dos bloques cuentan con propiedades bioquímicas muy distintas. Mientras 

que Au es un péptido de apenas 1.48 kDa, Tf es de aproximadamente 80 kDa.  
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3. Justificación 

Actualmente existe una alta demanda en el desarrollo de vectores que permitan la 

entrega de ácidos nucleicos a células, tanto para terapia génica como para el desarrollo de 

vacunas. Estos vectores deberán ser eficientes, seguros y versátiles para poder ser 

aplicados de forma exitosa en humanos. Las estrategias actuales involucran el uso de 

vectores virales, los cuáles son eficientes, pero tienen limitaciones relacionadas con la 

seguridad de su uso, particularmente relacionadas con su inmunogenicidad, y son difíciles 

de modificar. Por otro lado, los vectores no virales, aunque más seguros y versátiles, no 

son eficientes.  

Una alternativa prometedora es el uso de partículas viromiméticas. Las proteínas CSB 

forman AVLPs en presencia de ácidos nucleicos, y tienen un diseño modular basado en 

secuencias sencillas que las hacen una alternativa atractiva para su funcionalización con 

módulos bioactivos.  

Estudios previos han reportado que las AVLPs de CSB tienen baja eficiencia de 

transfección. Es por ello que este trabajo se enfoca en realizar modificaciones a las 

proteínas CSB o CB para (1) demostrar su versatilidad de ser programables, (2) aumentar 

su eficiencia de transfección. Por otro lado, este trabajo también plantea un estudio 

comparativo entre las AVLPs de CSB contra vectores virales utilizados en terapia para 

explorar su inmunogenicidad y tener un panorama más contundente sobre la seguridad del 

uso de las AVLPs. Estos estudios permitirán tener información relevante que servirá como 

base para futuras investigaciones relacionadas al potencial uso de las AVLPs como 

sistemas acarreadores de ácidos nucleicos. 
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4. Hipótesis 

Las AVLPs de las proteínas CSB tienen propiedades de estabilidad, toxicidad e 

inmunogenicidad adecuadas para su uso como sistemas acarreadores de ácidos nucleicos. 

Por otro lado, el diseño modular de este sistema facilita su modificación/funcionalización 

con nuevos bloques funcionales, lo que permitirá aumentar su eficiencia de transfección. 

5. Objetivos 

Obtener AVLPs que sean seguras y que tengan bloques funcionales que faciliten su 

entrada a las células. 

6. Objetivos específicos 

1. Obtener AVLPs que desplieguen Au mediante la fusión de Au a las proteínas CSB. 

2. Obtener AVLPs que desplieguen Tf mediante la fusión de Tf a las proteínas CSB. 

3. Analizar el efecto de la adición de Au y Tf sobre el ensamblaje y morfología de las 

AVLPs. 

4. Evaluar la estabilidad de las AVLPs en condiciones similares a las fisiológicas. 

5. Evaluar la inmunogenicidad de las AVLPs en términos de respuesta humoral. 

6. Comparar la eficiencia de entrega de ácidos nucleicos de las distintas AVLPs a 

células mediante ensayos de transfección in vitro.  
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7. Materiales y métodos 

7.1 Oligonucleótidos y plásmidos 

Todos los oligonucleótidos utilizados en este proyecto fueron sintetizados por 

Integrated DNA Technologies (IDT, USA). Para la biosíntesis de las proteínas se utilizaron 

los plásmidos pPIC9 con las secuencias de los genes codificantes para CSB (CSB) y CB 

(CB). [8,80]. Estos mismos plásmidos fueron utilizados como moldes para la clonación de 

CSB y CB modificados con las secuencias de los genes codificantes para Tf (Tf) y Au (Au). 

La secuencia codificante para Tf de origen humano se obtuvo del plásmido pPIC9-Tf 

donado por Bunzo Mikami (Universidad de Kyoto, Japón) [124]. 

7.2 Modificación de CSB mediante técnicas de DNA recombinante. 

Para la adición del bloque de Tf en el extremo N-terminal de CSB se diseñaron 

cebadores de reacción en cadena de polimerasa (PCR) para amplificar las secuencias 

codificantes de Tf y CSB a partir de los plásmidos pPIC9-TF y pPIC9-CSB (tabla 1). En 

cada caso, estos cebadores adicionan los sitios de restricción de las enzimas XhoI y XbaI 

en el extremo 5’ y 3’ de Tf y de XbaI y NotI en los extremos 5’ y 3’ de CSB. Se realizaron 

PCR de cada fragmento utilizando la DNA polimerasa Q5 de alta fidelidad (New England 

Biolabs, NEB, USA) y posteriormente se digirieron con la enzima XbaI (NEB, USA). Los 

fragmentos obtenidos se sometieron a una electroforesis a partir de la cual se purificó la 

banda correspondiente a cada fragmento. Los fragmentos correspondientes a Tf y CSB se 

mezclaron en una reacción de ligación con la enzima DNA ligasa T4 (NEB, USA) incubando 

a 4 °C durante toda la noche. Al día siguiente, la reacción de ligación se utilizó como sustrato 

de PCR con los cebadores directo de Tf e inverso de CSB. De esta forma se logró obtener 

suficiente cantidad del fragmento que corresponde a la fusión Tf-CSB. Posteriormente, el 

fragmento Tf-CSB y el plásmido pPIC9 se digirieron con las enzimas XhoI y NotI (NEB, 

USA), se purificaron del gel y se utilizaron en reacciones de ligación.  

Para la fusión de las proteínas con aureína se diseñó un cebador que adiciona la 

secuencia de Au y el sitio de restricción de XhoI en el extremo 5’ de CSB (tabla 1). Se 

realizó una PCR con este cebador y el cebador inverso de CSB con la enzima DNA 

polimerasa Q5 para obtener el fragmento Au-CSB y clonarlo en el vector pPIC9 entre los 

sitios de restricción de las enzimas XhoI y NotI, generando el vector pPIC9-Au-CSB. Esta 
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misma estrategia se utilizó con CB para producir la fusión Au-CB y el plásmido pPIC9-Au-

CB. 

Las reacciones de ligación de los plásmidos conteniendo las secuencias de las 

fusiones Tf-CSB, Au-CSB y Au-CB se utilizaron para transformar células competentes de 

Escherichia coli DH10β (Thermo Fisher Scientific, USA), las cuales pueden aceptar 

plásmidos de gran tamaño. Las colonias resultantes de las transformaciones se analizaron 

mediante PCR de colonia con cebadores que flanquean la secuencia del promotor y el 

terminador del gen de la alcohol oxidasa (AOX, cebador directo: 5´- 

GCAAATGGCATTCTGACATCC-3´, cebador reverso: 5´-TACTATTGCCAGCATTGCTGC-

3´) y la enzima DNA polimerasa DreamTaq (Thermo Fisher Scientific, USA). Posteriormente 

se extrajo DNA plasmídico de las colonias positivas para PCR de colonia utilizando el kit 

ZymoPURE Plasmid Miniprep (Zymo Research, USA) y se analizaron mediante perfil de 

digestión con la enzima XbaI y secuenciación por el método de Sanger (Laragen, USA). 

Tabla  1 Oligonucleótidos utilizados en para la clonación de las proteínas CSB. 

Cebador Secuencia 5’-3’ Observaciones 

F_XhoI_LEK_

Tf 

GGTCTCGAGAAGAGAGAAGCTGAAGCTT

GTGGTCTCGGTGCTGGTGCAGTCCCTGA

TAAAACTG 

Cebador directo para Tf 

R_Tf-Linker-

XbaI 

CCATCTAGAAGATCCGGCTCCAGATCCA

GGTCTACGGAAAGT 

Cebador inverso para 

Tf 

F_XbaI_linker

_CSB 

TCTTCTAGAGGTCTCGGTGCTGGTGCACC

C 

Cebador directo para 

CSB en la adición de Tf 

R_CSB-NotI TTCGCGGCCGCCCTAGGGAATTCTTAGG

CACCCTTCTT 

Cebador reverso para 

CSB 

F-XhoI-LEK-

Au-Linker-

CSB 

GTACTCGAGAAGAGAGAAGCTGAAGCTT

GTTTATTTGATATTATTAAAAAAATTGCTG

AATCATTTGGTCTCGGTGCTGGTGCACCC 

Cebador directo para 

CSB en la adición de 

Au 
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7.3 Generación de cepas de levadura recombinantes 

Una vez obtenidos los plásmidos pPIC9 recombinantes es necesario generar las 

cepas de Komagataella phaffii recombinantes, anteriormente conocida como Pichia pastoris 

[125]. En este trabajo se utilizó la cepa GS115, la cual tiene una mutación en el gen de la 

histidinol deshidrogenasa (his4), y por tanto es incapaz de producir histidina. El plásmido 

pPIC9 contiene el gen HIS4 como complementación del gen his4 mutado de GS115, de 

esta forma, al transformar con el plásmido pPIC9, las cepas recombinantes se pueden 

seleccionar por auxotrofía en un medio carente de histidina [126].  

Los plásmidos con las secuencias codificantes para las variantes de CSB se 

linealizaron con la endonucleasa SalI (NEB, USA). Al utilizar el plásmido linealizado con 

esta enzima para transformar las levaduras se asegura un solo evento de 

recombinación/integración del gen de interés en el genoma de GS115 en la región AOX1. 

Posteriormente se prepararon las células competentes de GS115. Para ello, se 

cultivaron células de GS115 en medio de extracto de levadura de peptona y dextrosa (YPD, 

Sigma Aldrich, USA) hasta llegar a una densidad óptica (OD) entre 1.2-1.5 U.A. Una vez 

alcanzada la OD, se realizaron 2 lavados con H2O desionizada y un lavado con sorbitol 1 

M (Sigma Aldrich, USA). Al final, las células se resuspendieron en un volumen mínimo de 

sorbitol 1 M y se mantuvieron en hielo en todo momento. La transformación se realizó 

inmediatamente después de resuspender las células. Se tomaron 80 μL de las células 

competentes y se adicionó entre 5-10 μg de plásmido linealizado en un volumen no mayor 

 

Figura 3. Diseño de los plásmidos para la producción recombinante de las fusiones Tf-CSB y Au-
CSB. (A) plásmido pPIC9 con la secuencia de Tf-CSB entre los sitios de restricción de XhoI y NotI. (B) 
plásmido pPIC9 con la secuencia de Au-CSB entre los sitios de restricción de XhoI y NotI. 
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a 10 μL. La mezcla se incubó 5 minutos en una celda de electroporación en hielo y 

posteriormente se sometió a una descarga eléctrica. Inmediatamente después, las células 

se recuperaron con 500 μL de sorbitol 1 M y se sembraron en cajas de medio mínimo con 

dextrosa (MD) (base de nitrógeno de levadura, YNB 1.34 %, biotina 4x10-5 %, glucosa 2%, 

agar 15 g/litro, Sigma Aldrich, USA). Las placas se incubaron a 30 °C por 3 días o hasta 

observar la formación de colonias blancas. Las colonias transformadas de GS115 se 

analizaron mediante PCR de colonia con los cebadores dirigidos a las regiones regulatorias 

del gen AOX y con cebadores específicos para las secuencias codificantes de las proteínas 

CSB. Posteriormente se realizaron pruebas de expresión a pequeña escala en matraz. 

7.4 Producción de las proteínas CSB 

La producción de las proteínas CSB se realizó de manera recombinante. Para ello se 

adaptó el protocolo definido por Hernandez-Garcia y colaboradores en 2012 [80]. Esta 

estrategia hace uso del sistema de expresión de la levadura K. phaffii. Este sistema ofrece 

varias ventajas para la producción de proteínas recombinantes que son difíciles de producir 

en bacterias, cómo es el caso de las proteínas CSB [127]. Además, al tratarse de una 

levadura, los costos de producción son menores y es más fácil de escalar su producción en 

comparación con sistemas de células de mamífero. La cepa GS115 permite la secreción de 

la proteína recombinante al medio extracelular y así, facilita el proceso de purificación. Esta 

cepa se transforma con el plásmido de expresión pPIC9, en el cual se inserta la secuencia 

del gen de interés en sentido con el marco de lectura de la secuencia del péptido señal de 

secreción, el factor α, y bajo el promotor inducible de AOX [128]. 

GS115 es una levadura metalotrófica capaz de utilizar metanol como única fuente de 

carbono. En esta estrategia, el gen de interés se inserta bajo el promotor de AOX, el cuál 

regula la expresión de una alcohol oxidasa que es la primer enzima involucrada en el 

metabolismo de metanol como fuente de carbono. Dado que la alcohol oxidasa utiliza O2 

para su reacción y a que tiene una baja afinidad por éste, la levadura compensa esta 

situación expresando grandes cantidades de la enzima en presencia de metanol, lo cual 

significa que el promotor de AOX es un promotor fuerte e inducible por metanol. De esta 

forma se utiliza este promotor para la expresión de proteínas recombinantes. Esta 

plataforma tiene la ventaja de utilizar el metanol como única fuente de carbono y a la vez, 

como inductor para la producción de la proteína recombinante. Esta levadura es capaz de 

crecer a altas densidades celulares lo cual genera altos rendimientos de proteína 

recombinante por litro de sobrenadante de cultivo [129].  
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La regulación de la producción de proteínas recombinantes bajo el promotor de AOX 

depende de la disponibilidad de las distintas fuentes de carbono en el medio. El promotor 

es reprimido en presencia de incluso pequeñas cantidades de glucosa, mientras que es 

activado en presencia de metanol. Por esta razón, cuando se desea producir proteínas 

recombinantes reguladas por este promotor, se evita el uso de glucosa como fuente de 

carbono. Por otro lado, la producción de proteínas recombinantes generalmente consta de 

dos fases; la fase de obtención de biomasa y la fase de inducción de la producción de la 

proteína recombinante. Durante la fase de generación de biomasa, se utiliza un medio de 

cultivo con glicerol como única fuente de carbono. El glicerol es una fuente de carbono que 

sustituye a la glucosa, es fácil de metabolizar y permite la generación de grandes cantidades 

de biomasa. Posteriormente la fuente de carbono del cultivo se cambia gradualmente por 

metanol para inducir la producción de proteína recombinante [130]. A continuación, se 

describe a detalle el protocolo seguido para la producción de las distintas proteínas en 

matraces bafleados. 

Primero, se inocularon matraces de 250 mL con 50 mL de medio mínimo con glicerol 

(MGY, glicerol 1 %, YNB 1.34 %, biotina 4x10-5 %, Sigma Aldrich, USA) con 

aproximadamente 1 mL del banco de la cepa recombinante. El cultivo se incubó a 30 °C en 

agitación durante 72 h. Posteriormente, el cultivo se utilizó para inocular matraces bafleados 

de 2 L con 600 mL de medio mínimo de inducción (MI, metanol 0.5 %, glicerol 0.1%, YNB 

1.34 %, biotina 4x10-5 %, fosfatos 100 mM pH 6.0, Sigma Aldrich, USA), a una OD ≥ 2 U.A. 

El cultivo se incubó a 30 °C. Posterior a 12 h, se adicionó nuevamente metanol al 0.5 % y 

a las 24 h y cada 12 h se añadió metanol al 1 % hasta las 96 h.  

7.5 Purificación de las proteínas CSB 

Las proteínas recombinantes se purificaron a partir del sobrenadante del cultivo. 

Primero se centrifugó el cultivo a 10 000 xg por 20 min. El sobrenadante se decantó y se le 

adicionó ácido etilendiaminotetraacético (EDTA) 50 mM (Thermo Fisher Scientific, USA) y 

fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) 1 mM (Sigma Aldrich, USA), se ajustó el pH a 8.0 con 

NaOH (Thermo Fisher Scientific, USA) y finalmente se filtró con membranas de fluoruro de 

polivinilideno (PDVF) de 0.22 μm (Merck Millipore, USA). Se agregó (NH4)2SO4 (Sigma 

Aldrich, USA) a distintos porcentajes de saturación para cada tipo de proteína siendo 55 % 

para CSB, 50 % para CB y a 80 % para Tf-CSB, Au-CB y Au-CSB. Los sobrenadantes con 

(NH4)2SO4 se almacenaron a 4 °C durante una noche para permitir la precipitación de las 

proteínas y posteriormente se centrifugaron a 30 000 xg por 20 min. El pellet se resuspendió 



 

27 
 

en 1/10 del volumen inicial del sobrenadante con agua desionizada o amortiguador de 

tris(hidroximetil)aminometano 20 mM pH 8.0 (Tris, Sigma Aldrich, USA), y se adicionó NaCl 

(JT Baker, USA) a una concentración final de 50 mM y acetona (Alta Pureza, Mex.) hasta 

el 40 %. Se centrifugó a 30 000 xg por 20 min. Se recuperó el sobrenadante y se adicionó 

acetona hasta el 80 % de saturación, se centrifugó una vez más a 30 000 xg por 20 min. 

Se eliminó el sobrenadante y el pellet se secó bajo campana o a 37 °C. El pellet se disolvió 

en agua desionizada o Tris 20 mM pH 8.0 para Tf-CSB y se dializó en agua o amortiguador 

Tris. Finalmente, las muestras dializadas se congelaron y liofilizaron.  

7.6 Caracterización de las proteínas CSB 

Las proteínas CSB se analizaron mediante electroforesis desnaturalizante en geles 

de poliacrilamida (SDS-PAGE), Western-Blot (WB) y espectroscopía de masas de 

desorción/ionización láser asistida por matriz (MALDI-TOF). Para SDS-PAGE, típicamente 

se utilizaron muestras conteniendo 20 µg de proteína total, se cargaron en geles de 7.5 o 

12 % de acrilamida y se corrieron a 120 V por 1.5 h. Los geles se tiñeron utilizando el 

colorante SimplyBlue SafeStain (Invitrogen). Para WB, se realizó la electro transferencia del 

gel de SDS-PAGE a membranas de PDVF utilizando un sistema semi seco trans blot Bio-

Rad 200 a 25 V durante 45 min. Posteriormente la membrana se bloqueó durante toda la 

noche en una solución de leche libre de grasas al 5 % en PBS a 4 °C. Todos los lavados 

se realizaron en rondas de 3 con PBS suplementado con Tween-20 al 0.1 % (PBS-T) por 

10 minutos. Las incubaciones con los anticuerpos se realizaron durante 2 h a temperatura 

ambiente. Como anticuerpos primarios se utilizaron los siguientes: (i) La detección de las 

proteínas CSB se realizó utilizando los sueros de la semana 8 post inmunización de ratones 

inmunizados con las AVLPs (detalles en la secciones 7.12 y 7.13), a una dilución 1:1000 en 

PBS suplementado con leche libre de grasas al 2 %. (ii) La detección de transferrina se 

realizó con el anticuerpo D9 (Santa Cruz) a una dilución 1:1000 en PBS-T. Para el 

anticuerpo secundario se utilizó en todos los casos un IgG anti-ratón acoplado a la enzima 

peroxidasa de rábano a una dilución 1:5000 en PBS-T. La detección se realizó con el 

sustrato de la peroxidasa Luminol y el equipo c300 Imaging System (Azure Biosystem).  

La determinación del peso molecular de las proteínas se realizó mediante MALDI-

TOF con un espectrómetro Microflex (Bruker). Se utilizó una matriz de ácido sinapínico y la 

calibración se realizó con el estándar Protein II (Bruker). Los datos se recolectaron en modo 

de operación lienal. 



 

28 
 

7.7 Formación de AVLPs 

Durante este proyecto se utilizaron distintos tipos de ácidos nucleicos para la 

formación de las AVLPs. Como control de la morfología de las AVLPs se utilizó un 

fragmento de DNA lineal de doble cadena (dsDNA) de 1535 pb. También se utilizó el 

plásmido pAcGFP1-N1 de 4.7 kpb. Por otro lado, también se utilizó un fragmento de dsDNA 

de 742 pb que corresponde a un producto de PCR del plásmido pAcGFP1-N1 con los 

cebadores directo: 5’-ATGGTGAGCAAGGGCG-3’ e inverso: 5’-

/5ATTO590/TTATGATCTAGAGTCGCGGC-3’, (IDT, USA), el cual se encuentra modificado 

en el extremo 5’ con el fluoróforo ATTO590. Este fragmento es útil para evaluar la entrada 

de las AVLPs a las células blanco. También se realizaron algunos experimentos utilizando 

un oligonucleótido anti sentido (ASO) de 20 nt (5’-GTCCTCCCTTTCCGTGCTGT-3′, IDT, 

USA) para evaluar la inmunogenicidad de las AVLPs. Finalmente se formaron partículas 

con mRNA que contiene el gen reportero de la proteína amarillo fluorescente eYFP 

(Laboratorio del grupo de Virus, UCLA, USA). 

Para la formación de las AVLPs se tomó en cuenta la relación N/P, la cual se define 

como la relación molar entre las cargas positivas de los grupos amino de las 12 lisinas del 

bloque B de las proteínas CSB o CB, con respecto a las cargas negativas de los grupos 

fosfatos de los ácidos nucleicos. Para los ensayos de formación de las partículas se 

tomaron 100 ng de ácidos nucleicos y se mezclaron con distintas cantidades de proteína 

en amortiguador de ácido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazina-sulfónico (HEPES) 100 mM (IBI 

Scientific, USA), pH 7.4. Debido a que CSB cuenta con una cisteína única en su extremo 

amino-terminal, se adicionó 1,4-ditiotreitol (DTT) 1 mM (Thermo Fisher Scientific, USA) para 

asegurar tener las proteínas en forma de monómeros [111]. Las mezclas de ácido nucleico 

y proteínas se incubaron a 65 °C por 1 h y posteriormente a temperatura ambiente durante 

una noche. Finalmente, las muestras se analizaron mediante ensayos del cambio de la 

movilidad electroforética (EMSA) del ácido nucleico.  

7.8 Ensayo del cambio de la movilidad electroforética 

La presencia de AVLPs en mezclas de las proteínas y ácidos nucleicos se monitoreó 

mediante EMSA. Las muestras se mezclaron con 6x DNA loading buffer (Thermo Fisher 

Scientific, USA) y se cargaron en un gel de agarosa (Life Technologies, USA) al 0.8 %. 

Posteriormente se realizó la electroforesis a 90 V por 1 h. Las bandas correspondientes al 

DNA se visualizaron utilizando el agente SYBR Safe DNA Gel stain (Thermo Fisher 
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Scientific, USA) y un fotodocumentador Azure c300 Imaging System (Azure Biosystems, 

USA). 

7.9 Caracterización morfológica de las AVLPs 

La morfología de las partículas se analizó mediante microscopía de fuerza atómica 

(AFM) utilizando un microscopio MultiMode 8-HR (Bruker, USA) acoplado a una punta 

SCANASYST-AIR (Bruker, USA). Posterior a la formación de las AVLPs, se tomaron 10 µL 

de muestra conteniendo 1 ng/µL de DNA y se depositaron en una mica para AFM. La 

muestra se depositó sobre la mica y se incubó durante 5 minutos, posteriormente se retiró 

el exceso de muestra con un lavado de agua desionizada de 0.5 mL. La mica se secó 

gentilmente con una corriente suave de aire comprimido. Finalmente, las micas preparadas 

se montaron en el microscopio y se obtuvieron micrografías utilizando el modo de escaneo 

en aire asistido a una velocidad de escaneo entre 0.75-1.0 Hz y 500-1000 puntos/línea. 

Finalmente, las imágenes fueron procesadas y analizadas utilizando el programa 

Nanoscope Analysis.  

Las AVLPs también se caracterizaron mediante microscopía electrónica de 

transmisión (TEM). Para ello se depositaron 6 µL de muestra conteniendo 10 ng/µL de ácido 

nucleico en forma de AVLPs sobre gradillas de cobre para TEM de malla de 300 poros 

recubiertas con Formvar y carbón (TED PELLA, USA). Las muestras se incubaron durante 

un minuto y posteriormente se secaron con ayuda de papel filtro. Las muestras se tiñeron 

utilizando 6 µL de una solución de acetato de uranilo (Thermo Fisher Scientific, USA) al 2 

% durante 1 min. El exceso se eliminó con ayuda de un papel filtro y las muestras se dejaron 

secar para su análisis. Las muestras se visualizaron en un microscopio FEI T20 iCorr 

(EICNS, UCLA) y se tomaron fotografías a 55 000 x de magnificación. 

7.10 Dispersión dinámica de luz 

Las AVLPs se caracterizaron mediante el análisis de dispersión dinámica de luz 

(DLS), con el cuál es posible conocer el tamaño de partícula en solución acuosa, en 

términos de su diámetro hidrodinámico (DH), y su movilidad electroforética con base en su 

potencial ζ, el cual está relacionado con la carga superficial de las AVLPs. Para lo anterior 

se prepararon muestras con 2x109 copias de pDNA/µL o 1 µg/µL de proteína con (N/P: 3) 

o sin pDNA en PBS pH 7.4. Las mediciones se realizaron en un equipo Zetasizer Nano-ZS 

(Malvern Instruments, UK), a 25 °C y utilizando un ángulo de dispersión de 173°. Los 
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resultados se muestran como el promedio de 3 mediciones por muestra de 13 corridas cada 

una.  

7.11 Ensayo de estabilidad con Heparina 

Las AVLPs fueron sometidas a un ensayo de competencia con el polianión heparina. 

Debido a la densidad de carga negativa de la heparina, al combinarse con las partículas 

existirá una competencia con el DNA por la interacción electrostática con las proteínas. 

Para ello, se tomaron 10 µL de AVLPs conteniendo 100 ng de ácido nucleico, se mezclaron 

con cantidades crecientes de heparina (PiSa, Méx.) y se incubaron a 37 °C durante 30 min. 

Finalmente, la liberación del ácido nucleico se analizó mediante EMSA. 

7.12 Pruebas de estabilidad 

Se evaluó la estabilidad de las AVLPs en distintos medios de cultivo. Para ello, se 

tomó una muestra de AVLPs conteniendo 100 ng de DNA y se mezclaron en una relación 

1:1 con medio esencial mínimo de suero reducido (Opti-MEM), medio Eagle modificado de 

Dubelcco (DMEM) o DMEM suplementado con suero fetal bovino (SFB) (Gibco, USA). Las 

mezclas se incubaron a 37 °C durante 24 h. Como control de liberación, se adicionó 

heparina a una relación de 1 ng de heparina por ng de DNA posterior a las 24 h de 

incubación en medio de cultivo. La liberación del DNA de las AVLPs se analizó mediante 

EMSA. 

7.13 Pruebas de inmunogenicidad de las AVLP 

Se realizaron ensayos de inmunogenicidad en un modelo murino para evaluar la 

producción de anticuerpos específicos contra las AVLPs. Se realizaron tres experimentos 

independientes con 6 grupos de ratones BALBC (n = 3 o 5) hembras de 6 a 8 semanas de 

edad. Los ratones se obtuvieron del bioterio del Instituto de Fisiología Celular (IFC) – UNAM. 

Todos los ratones se mantuvieron aislados en cajas aireadas con filtro de acuerdo con el 

protocolo LVD138-18 aprobado por el Comité Interno de Cuidado y Uso de Animales de 

Laboratorio (CICUAL) del IFC-UNAM. Previo a las inmunizaciones, las muestras de AVLPs 

fueron diafiltradas utilizando centricones con corte de peso molecular (MWCO) de 30 kDa 

(Corning, USA) para eliminar el exceso de proteína monomérica en las muestras. Todas las 

inmunizaciones se administraron por la vía intramuscular. Como control de referencia, se 

estudiaron grupos de ratones inmunizados con un vector vVAA en el cual están basados 

varios vectores que se encuentran actualmente en ensayos clínicos o bien ya aprobados 
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para su uso terapéutico. Los vVAA utilizados en este proyecto fueron donados por el Dr. 

Fatuel Tecuapetla (Instituto de Fisiología Celular, UNAM, México) y corresponden a 

cápsides de vVAA del serotipo 1. Particularmente, el vector 

pAAV.Syn.GCaMP6s.WPRE.SV40 contiene en su genoma el gen de la proteína verde 

fluorescente (eGFP).  

En el primer experimento se comparó la producción de anticuerpos producidos 

cuando los ratones se inmunizaron con la misma dosis de masa de proteína de 54.5 ng de 

AVLPs o vVAA. La determinación de proteína total en las muestras de AVLPs o vVAA se 

realizó mediante el ensayo de ácido bicinconínico (BCA, Pierce Biotechnology, USA).  

En el segundo experimento se evaluó la producción de anticuerpos cuando los 

ratones son inmunizados con una dosis de 1010 copias genómicas (gc), ya sea de las AVLPs 

o de vVAA. Para ello se utilizaron AVLPs formadas con el plásmido pACGFP1-N1 y el vVAA 

ya que ambos contienen el gen de eGFP. La cuantificación de gc en las muestras de AVLPs 

o vVAA se determinó mediante PCR cuantitativo (qPCR) con cebadores específicos para 

un fragmento de 117 pb del gen de eGFP (cebador directo: 5’-ATGGTGAGCAAGGGCG-

3’, cebador inverso: 5’- TTATGATCTAGAGTCGCGGC -3’, IDT, USA) utilizando el kit SYBR 

Supermix (Bio-Rad, USA). La cuantificación se realizó mediante la comparación con una 

curva estándar con el plásmido pAcGFP1-N1. La reacción de qPCR se realizó en un 

termociclador Bio-Rad CFX96. 

En el tercer experimento se evaluó la producción de anticuerpos cuando los ratones 

son inmunizados con altas dosis de las AVLPs, para ello se utilizó una dosis de 50 µg de 

proteína sola o en forma de AVLPs y posterior a dos semanas se administró un refuerzo de 

la misma dosis. Se estudiaron grupos control inmunizados con las AVLPs o el vVAA 

coadministrados con un adyuvante a base de alúmina Alhydrogel (Ady) (Invivogen, USA).  

En todos los experimentos se recolectaron muestras de sangre de los ratones de la 

vena de la cola justo antes y cada dos semanas después de ser inmunizados. Los sueros 

se recolectaron al centrifugar las muestras de sangre recién tomadas a 3 000 xg por 15 

minutos. Los sueros se guardaron a -20 °C hasta su análisis. 

7.14 Detección de anticuerpos específicos contra las AVLPs o vVAA 

Se realizaron ensayos de inmunoadsorción acoplado a enzimas (ELISA) para la 

detección de anticuerpos específicos en los sueros de los ratones inmunizados con las 

AVLPs o vVAA. Para poder comparar la producción de anticuerpos inducida por los dos 
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distintos antígenos, AVLPs o vVAA, se estandarizó la cantidad de cada antígeno adsorbido 

a la placa. Para ello se incubaron microplacas de 96 pozos con 50 µL de diluciones seriadas 

de CSB (de 10 µg/mL a 1 ng/mL) o vVAA (de 0.5 µg/mL a 16 ng/mL) en PBS por una noche. 

Posteriormente las placas se bloquearon utilizando una solución de leche libre de grasa al 

5 % y se incubaron por 1 h a 37 °C. Se analizaron diluciones 1:100 en PBS con 5 % de 

leche libre de grasa de mezclas por partes iguales de los sueros de cada grupo. 

Particularmente, se analizaron los sueros de la semana 8 post inmunización de los ratones 

correspondientes a los grupos inmunizados con dos dosis de 50 µg de CSB y adyuvante o 

con 54.5 ng de vVAA. Estos grupos fueron seleccionados ya que son los que presentaron 

una mayor señal para cada antígeno en un ensayo exploratorio previo. La incubación con 

las diluciones de suero se llevó a cabo durante 1 h y a 37 °C. Posteriormente se realizaron 

5 lavados con 300 µL de PBS con Tritón X-100 0.2 % (Bio-Rad, USA). La detección de los 

complejos antígeno-anticuerpo se realizó utilizando un anticuerpo anti-IgG de ratón 

acoplado a la enzima peroxidasa de rábano (Sigma Aldrich, USA). Las placas fueron 

lavadas nuevamente 5 veces con 300 µL de PBS-Tritón. Finalmente se utilizó 3,3’,5,5”- 

tetrametilbendicina (TMB, Thermo Fisher Scientific, USA) como sustrato de la peroxidasa 

incubando los pozos en oscuridad durante 20 min. La reacción se detuvo mediante la 

adición de ácido sulfúrico (Thermo Fischer Scientific, USA) a una concentración de 0.16 M. 

La actividad de la peroxidasa se determinó al medir la absorbancia de las placas a 450 nm 

en un lector de microplacas. El mismo protocolo se siguió para el análisis de la producción 

de IgG de todos los sueros fijando la concentración de antígeno adsorbido a la placa a 1 

µg/µL para CSB o 0.1 µg/µL para vVAA.  

La determinación de títulos de anticuerpos se realizó utilizando los sueros de la 

semana 8 post inmunización del experimento 3 y todos los sueros contra vVAA. Para ello, 

se mezclaron cantidades iguales de los sueros de los ratones correspondientes al mismo 

grupo y se analizaron en diluciones seriadas en PBS con leche libre de grasa al 5 % 

siguiendo el protocolo anterior. El título de anticuerpos se determinó como la dilución más 

alta de suero cuyo valor medio menos 3 desviaciones estándar fuera mayor al valor del 

umbral positivo/negativo determinado como el valor medio más 3 desviaciones estándar del 

control negativo (preimmune). 

7.15  Conjugación química de Tf y CSB 

Como una alternativa para la obtención de AVLPs conjugadas con Tf, se planteó el 

uso de una estrategia de funcionalización química. Para ello se utilizó el agente 
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entrecruzante sulfosuccinimidil 4-(N-maleimidometil)ciclohexano-1-carboxilato) (Sulfo-

SMCC, Sigma Aldrich, USA), el cual permite la unión covalente de aminas primarias de las 

lisinas de Tf con el grupo tiol de la cisteína terminal de CSB. Para lo anterior se utilizaron 

AVLPs previamente formadas con CSB y un fragmento de dsDNA de 742 pb conjugado a 

ATTO590 a una N/P de 10 en HEPES 100 mM pH 7.4. De acuerdo con el protocolo del 

fabricante, la conjugación de las AVLPs se llevó a cabo con una relación molar de 1x de Tf 

: 20x de Sulfo-SMCC : 1x de CSB. Para lo anterior, se prepararon 300 µL de una solución 

de 27 µM de Tf y 540 µM de Sulfo-SMCC. La reacción de activación de Tf con Sulfo-SMCC 

se incubó a 4 °C toda la noche. Posteriormente, para eliminar el exceso de Sulfo-SMCC 

que no reaccionó, la solución se dializó con PBS en 100 veces el volumen de reacción 

utilizando una membrana de 2 MWCO (Spectrum Labs, USA) durante 2 h. En el proceso 

de diálisis se realizaron tres recambios de amortiguador. Por otro lado, se incubaron 300 

µL de la solución de AVLPs conteniendo 27 µM de CSB con 2.7 mM del agente reductor 

Tris (2-carboxietil) fosfina (TCEP, Sigma Aldrich, USA). Lo anterior para reducir el grupo tiol 

de la cisteína de CSB y que esté disponible para reaccionar con Sulfo-SMCC. La reacción 

de reducción se llevó a cabo durante 2 h a temperatura ambiente y posteriormente el exceso 

de TCEP se eliminó mediante diafiltración utilizando dispositivos Vivaspin de 50 kDa 

(Sartorius, Alemania). Al final, la muestra se recuperó en 300 µL de PBS. Se mezclaron las 

soluciones de Tf activada con Sulfo-SMCC y las AVLPs. La mezcla se incubó toda la noche 

a 4 °C. Finalmente, las AVLPs conjugadas se lavaron utilizando los dispositivos Vivaspin 

de 100 kDa y PBS. 

7.16  Evaluación de la entrada de AVLPs a células 

La eficiencia de entrada de las AVLPs a células se evaluó mediante ensayos de 

transfección in vitro utilizando las líneas celulares U251 y HEK293. Las células U251 

provienen de un tumor de glioblastoma y se ha demostrado que sobre expresan el receptor 

de transferrina. Las células HEK293 son derivadas de fibroblastos de riñón humano y 

expresan el receptor de transferrina en menor medida que las células U251 [131,132]. Las 

pruebas de transfección se realizaron en placas de 96 pozos, en dónde se inocularon 5 x 

104 células por pozo y se incubaron durante 24 h en medio DMEM suplementado con 10 % 

de SFB. Posteriormente las células se lavaron 3 veces con PBS y se expusieron a una 

mezcla de 25 µL de las distintas AVLPs en HEPES 25 mM pH 7.4 y 25 µL de Opti-MEM. 

En todas las condiciones se administró una cantidad de AVLPs correspondiente a 100 ng 

de dsDNA-ATTO590. En todos los experimentos se utilizó una mezcla de Lipofectamina 
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2000 (Thermo Fisher Scientific, USA) con 100 ng de dsDNA-ATTO590 como control 

positivo. Tras 4 h de incubación, se adicionó 50 µL de DMEM suplementado con SFB al 10 

% para asegurar la viabilidad de las células. Al finalizar el periodo de incubación, las células 

se lavaron 3 veces con 100 µL de PBS y se fijaron con paraformaldehído al 2 % (Thermo 

Fisher Scientific, USA) y se tiñeron con el reactivo Hoechst 33342 (Pierce Biotechnology, 

USA) 5 µg/mL en PBS por 10 min. Finalmente, las células se lavaron 3 veces con 100 µL 

de PBS y se evaluó la eficiencia de entrada mediante microscopía de fluorescencia y la 

detección del dsDNA-ATTO590 en un equipo Cytation 5.0 (Agilent Biotek, USA). Para 

indagar sobre los mecanismos de entrada de las AVLPs hacia las células se realizaron 

experimentos de transfección a 4 °C por 1 h. En estas condiciones se inhiben los procesos 

metabólicos que requieren energía como la endocitosis y, por tanto, únicamente las AVLPs 

que sean capaces de utilizar rutas alternativas de entrada podrán ser internalizadas en las 

células [133,134]. 

7.17   Análisis de la distribución intracelular de las AVLPs 

Se utilizó microscopía confocal para estudiar en detalle la localización intracelular de 

las AVLPs. Para ello se realizaron experimentos de transfección en portaobjetos con 

cámaras de 8 pozos (Thermo Fisher Scientific, USA). Para ello se sembraron 200,000 

células por pozo y se incubaron por 24 h a 37 °C. Las células se transfectaron con 200 ng 

de dsDNA-ATTO590 en forma de AVLPs y se incubaron por 4 h a 37 °C y atmósfera de 5 

% de CO2. Posteriormente, las células se tiñeron añadiendo Lysotracker 100 nM (Thermo 

Fisher Scientific, USA) a cada pozo y se incubó por 30 min a 37 °C. Finalmente las células 

se lavaron con PBS y se tiñeron con Hoechst 33342 1 µg/mL. Se adquirieron imágenes en 

3D utilizando un microscopio confocal Leica Sp5 (IFC, UNAM). Las imágenes se analizaron 

mediante el análisis del coeficiente de correlación de colocalización de Pearson (PCC) 

utilizando el plugin Coloc2 de la herramienta ImageJ.  

7.18 Ensayo de citotoxicidad de las AVLPs 

La citotoxicidad de las AVLPs se evaluó en términos de la actividad enzimática de las 

células viables utilizando la línea celular U251. Para lo anterior se sembraron 7,500 células 

por pozo en placas de 96 pozos. Las células se trataron en las mismas condiciones que los 

experimentos de transfección. Las células se incubaron por 24 h con AVLPs (100 ng de 

dsDNA-ATTO590 en forma de AVLPs) en medio Opti-MEM. Posteriormente las células se 

lavaron 3 veces con 100 µL de PBS y se incubaron con bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-
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il)-2,5,-difenil tetrazolio (MTT) 0.5 mg/mL en PBS por 4 h a 37 °C. Durante la incubación, 

las células se protegieron de la luz. Se retiró el sobrenadante y los cristales de formazán 

formados se disolvieron con 50 µL de dimetilsulfóxido (DMSO, Sigma Aldrich, USA). 

Finalmente se midió la absorbancia a 570 nm en un lector de microplacas (Agilent Biotek, 

USA).  

7.19 Evaluación de eficiencia de transfección de AVLPs con mRNA 

La eficiencia de transfección de las AVLPs se analizó mediante ensayos de 

transfección in vitro utilizando un mRNA autoreplicante que expresa eYFP. Se utilizó la línea 

celular BHK-21, derivada de fibroblastos de riñón de hámster bebé. Se sembraron 6.5 x 104 

células por pozo en placas de 96 pozos y se incubaron durante 24 h en medio DMEM 

suplementado con 10 % de SFB. Posteriormente las células se lavaron 3 veces con PBS y 

se expusieron a una mezcla de 25 µL de las distintas AVLPs en HEPES 25 mM pH 7.4 y 

25 µL de Opti-MEM. En todas las condiciones se administró una cantidad de AVLPs 

correspondiente a 100 ng de mRNA. Para el control positivo se utilizaron 100 ng de mRNA 

y 0.1 µL de Lipofectamina 2000. La expresión de eYFP se analizó mediante microscopia de 

epifluorescencia y con un lector de microplacas Tecan M1000 utilizando longitudes de onda 

de 485 y 535 nm para emisión y excitación. 

7.20 Producción de mRNA replicante 

Se realizaron experimentos de transfección con las AVLPs utilizando como molde un 

mRNA autorreplicante (replicón). Este mRNA contiene el gen de la RNA polimerasa 

dependiente de RNA del Virus Nodamura (RdRp) y el gen reportero de eYFP. El uso de 

este mRNA ha permitido obtener niveles de expresión del transgén de hasta un orden de 

magnitud mayor en comparación con la expresión de mRNA no replicativos [135]. El 

replicón se sintetiza mediante transcripción in vitro a partir del plásmido pDNA_NR_eYFP, 

el cuál fue previamente reportado por Biddlecome et al 2019 [135]. El plásmido 

pDNA_NR_eYFP se digiere con la endonucleasa XbaI y posteriormente se utiliza como 

sustrato en reacciones de transcripción in vitro utilizando el kit mMessage mMachine T7 

(Thermo Fisher Scientific). El rendimiento y pureza del mRNA producido se evaluó midiendo 

su absorbancia y en geles de agarosa al 0.8 %. 
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7.21 Cuantificación de mRNA en células transfectadas con AVLPs 

Se prepararon AVLPs utilizando como molde el replicón a una N/P de 5. 

Posteriormente, las AVLPs se utilizaron para transfectar células BHK-21 en placas de 24 

pozos sembrando 100 000 células BHK-21 por pozo 24 h previo al tratamiento. 

Posteriormente las células se transfectaron con 200 ng de RNA en forma de AVLPs o en 

complejos con Lipofectamina 2000. Posterior a 1 h de transfección, las células se 

recuperaron mediante tripsinización y el RNA se extrajo utilizando el kit RNeasy Mini Kit 

(Qiagen). El rendimiento y pureza del RNA se analizaron mediante absorbancia a 260 y 280 

nm. Posteriormente se utilizó 1 µg de RNA total de cada muestra en reacciones de 

transcripción reversa con la enzima M-MuLV (NEB) y el cebador reverso Rv_qPCR_eYFP 

(5’- TGGTAGCTCAGGTAGTGGTT-33’) para obtener el DNA complementario (cDNA) 

correspondiente al replicón. La cuantificación de replicón en las muestras de RNA extraído 

de las células se realizó con ayuda de una curva estándar de replicón la cual fue sometida 

a reacciones de transcripción reversa en las mismas condiciones que las muestras. La 

cuantificación de cDNA se realizó mediante qPCR con los cebadores directo 

Fw_qPCR_eYFP (5’- TCAAGATCCGCCACAACATC – 3’) y reverso Rv_qPCR_eYFP que 

generan un fragmento de 117 pb y el kit SsoAdvanced Universal SYBR Green Supermix 

(Bio-Rad) en un termociclador de tiempo real CFX364 (Bio-Rad). 

7.22 Análisis estadístico 

Todos los resultados se reportan como el promedio ± desviación estándar de al 

menos 3 réplicas biológicas. Las diferencias entre grupos se evaluaron mediante análisis 

de dos vías de varianza (ANOVA) seguido del test de Tukey. Los niveles de diferencia 

significativa corresponden a valores de: * p < 0.5, ** p < 0.01, *** p < 0.001 y **** p < 0.0001. 

Todos los análisis se realizaron con el programa GraphPad Prism 8. 

 

 

 

 

 

 



 

37 
 

8. Resultados y discusión 

8.1 Producción, purificación y caracterización de proteínas modulares 

La producción de las proteínas modulares se realizó utilizando el sistema de 

expresión en levadura K. phaffi. El protocolo utilizado es una adaptación de la metodología 

utilizada por Hernandez-Garcia y colaboradores en 2014 con algunas variaciones descritas 

en la sección de métodos [79]. En la figura 4.A se muestra la cinética del crecimiento de 

cultivo de la levadura para la producción de cada una de las proteínas.  Utilizando esta 

estrategia se obtuvieron rendimientos de 10.26 ± 1.55 y 5.89 ± 0.44 mg/L para CB y CSB 

respectivamente (fig. 4.B).  

En la figura 4.C se muestran los geles de SDS-PAGE donde se observa que las 

proteínas se obtienen con porcentajes de pureza por encima del 95 %. El peso molecular 

teórico de cada proteína es de 38.407 kDa para CB y 44.749 kDa para CSB. Estos valores 

no coinciden con lo observado por SDS-PAGE dado que las proteínas contienen un alto 

porcentaje de aminoácidos hidrofílicos y, por tanto, no interaccionan eficientemente con el 

SDS. La verificación el peso molecular de las proteínas se realizó mediante el análisis de 

espectrometría de masas (fig. 5), en donde se observaron valores de peso molecular de 

38.422 y 44.786 kDa, los cuáles son muy cercanos a los valores teóricos para cada 

proteína. 

  

Figura 4. Producción de proteínas en K. phaffii. (A) Cinética de crecimiento microbiano de K. phaffi 
durante la producción de: CB (●) y CSB (■). La línea punteada azul indica el punto de inicio de inducción 
con metanol al 1 % cada 12 h. (B) Rendimiento de la producción y purificación de las proteínas (C) SDS-

PAGE de proteínas purificadas. 
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8.2 Formación de AVLPs con pDNA 

En estudios previos a este trabajo se ha explorado la formación de AVLPs con ácidos 

nucleicos de distinta naturaleza, tales como dsDNA y RNA en forma mRNA y RNA de 

silenciamiento (siRNA) [9,10,79,136]. Sin embargo, el uso de pDNA es una estrategia 

atractiva para la entrega de genes funcionales a células. Por lo cual, se estudió a detalle la 

formación de AVLPs con las proteínas CB o CSB y pDNA. Primero exploramos la unión de 

las proteínas al pDNA mediante EMSA. Este ensayo permite observar de una manera 

rápida la formación de complejos entre las proteínas y el pDNA al observar el retraso en la 

migración del pDNA como resultado de la neutralización de su carga negativa cuando éste 

interacciona con las proteínas. En la figura 6.A se muestra el gel de EMSA en donde se 

observa como a valores crecientes de N/P la migración del pDNA en el gel se va retrasando 

hasta neutralizarse completamente, esto ocurrió aproximadamente a una N/P de 3 para 

ambas proteínas En la figura 6.B se observa el gráfico de la fracción de pDNA libre en 

función de la N/P en donde se observa que CSB neutralizó al pDNA a valores de N/P 

menores comparado con CB. Lo anterior es debido al diseño de las proteínas. CSB contiene 

el bloque “S” que brinda interacciones entre proteína-proteína, y por tanto facilita el 

ensamblaje de las AVLPs siguiendo un modelo cooperativo [79,112]. 

 

Figura 5. Determinación del peso molecular de las proteínas modulares mediante espectrometría 
de masas. Las muestras se analizaron mediante MALDI-TOF en una matriz de ácido sinapínico. La 

adquisición se realizó operando en modo lineal. 
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8.3 Caracterización morfológica de AVLPs con pDNA 

Posteriormente se analizó la morfología de las AVLPs formadas por las proteínas y 

pDNA mediante AFM. Para ello se formaron AVLPs a una N/P = 5. En la figura 7 se 

muestran las imágenes de AFM de estas partículas. Las AVLPs formadas con CB tienen 

una morfología parecida a la del plásmido solo, con una longitud de contorno promedio de 

1425 nm y una altura de 1.5 nm. Esto sugiere que CB únicamente decora al pDNA sin 

condensarlo, tal y como se ha observado en estudios anteriores con AVLPs formadas con 

dsDNA [79,80].  

Las AVLPs formadas con CSB tienen una morfología tipo rodillo, la cual ha sido 

previamente reportada para estas AVLPs y es resultado de la formación de fibras del bloque 

“S” al momento del autoensamblaje [112]. Se observó que además hay una coexistencia 

de dos poblaciones con longitudes alrededor de 250 nm y 500 nm (figura 7.D), sin embargo, 

ambas poblaciones tienen una altura aproximada de 3.5 nm (figura 7.F). Tomando en 

cuenta que el DNA tiene un tamaño de 3.4 nm cada 10 pb, que en previos estudios se ha 

sugerido que CSB condensa al DNA en partículas de aproximadamente 1/3 el tamaño del 

DNA y que el pDNA utilizado es de 4726 pb, se esperaría obtener partículas de alrededor 

de 535 nm. Por lo cual, la población de AVLPs con tamaño aproximado a 500 nm podría 

corresponder a AVLPs formadas con el plásmido linealizado, mientras que la población con 

 

Figura 6. Formación de AVLPs con pDNA. (A) EMSA de la formación de AVLPs con las proteínas 
CB y CSB con pDNA a diferentes valores de N/P. (B) Gráfico de la fracción de pDNA libre en función de la 
N/P utilizada para formar AVLPs.  
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tamaño de aproximadamente 250 nm correspondería a AVLPs formadas con plásmido 

circular, asumiendo que, por su geometría, es probable que el plásmido pueda acomodarse 

en la mitad de la longitud del rodillo de las AVLPs. Sin embargo, experimentos en los cuales 

se logre aislar estas dos poblaciones y extraer el pDNA de las AVLPs podría corroborar 

esta hipótesis.  

8.4 Diámetro hidrodinámico y potencial ζ de las AVLPs 

El análisis de tamaño de partícula mediante DLS muestra que las proteínas tienen un 

DH de aproximadamente 10 nm, y el pDNA de 450 nm (figura 8.A). Al formar AVLPs entre 

las proteínas y el pDNA se observan diversas poblaciones con tamaños de partícula que 

van desde los 70 hasta los 800 nm aproximadamente. Sin embargo, los tamaños de 

partículas obtenidos mediante DLS son el resultado de un ajuste de los datos 

experimentales a un modelo de difusión que considera que las partículas observadas tienen 

morfología esférica [137]. Dado que las AVLPs tienen forma irregular, en el caso de CB y 

 

Figura 7. Caracterización morfológica de AVLPs de CB y CSB con pDNA. (A) Imagen de AFM de 
pDNA. (B) y (C), esquemas de CB y CSB e imágenes representativas de las AVLPs formadas con CB o 
CSB respectivamente. Las barras de escala corresponden a 500 nm (izquierda) y 50 nm (centro). (D) 
Histograma de la frecuencia relativa de longitud de las AVLPs de pDNA y CSB. (E) Perfiles de altura de 
pDNA y las AVLPs de CB y CSB. Los perfiles corresponden a las líneas punteadas en las figuras A, B y C 
para cada muestra. (F) Dispersión de altura de las AVLPs determinada mediante análisis de AFM. 
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de rodillo para el caso de CSB, los valores de DH no necesariamente reflejan las 

dimensiones observadas por AFM y, por ende, los valores observados mediante DLS 

únicamente indican la formación de complejos más grandes cuando se mezclan CB o CSB 

con pDNA en comparación con los componentes individuales.  

El análisis de movilidad electroforética mostró que el pDNA tiene un potencial ζ de -

19.97 ± 1.95 mV, mientras que el de las AVLPs es de -5.85 ± 0.68 mV para CSB y -5.89 ± 

2.2 mV para CB (fig. 8.B). En contraste, las proteínas solas presentaron un potencial ζ de -

3.19 ± 0.75 para CSB y -3.39 ± 1.49 para CB. Estos resultados evidencian la neutralización 

de la carga del pDNA al momento de formar AVLPs con CSB o CB. El valor de ζ de 

nanopartículas es un factor que influye en su estabilidad coloidal, biodistribución, capacidad 

de evadir el sistema inmune, así como su capacidad de internalización en células [138]. Se 

ha descrito que partículas con valores absolutos de ζ por encima de 30 mV presentan alta 

estabilidad coloidal y no tienden a agregarse [139,140]. En este sentido, la baja carga 

negativa de las AVLPs podría indicar que estas tienden a agregarse a través del tiempo en 

solución. Por otro lado, se ha descrito que nanopartículas con carga superficial positiva son 

más propensas a ser internalizadas por células, en este caso la carga superficial negativa 

de las AVLPs pudiera explicar la baja eficiencia de transfección de las AVLPs observada 

en estudios previos.  

 

 

 

Figura 8. Análisis de AVLPs mediante dispersión dinámica de luz (DLS) (A) Distribución de tamaño 
por volumen de las AVLPs. (B) Potencial ζ de pDNA, CB, CSB y AVLPs de pDNA y CB o CBS. 
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8.5 Evaluación de la estabilidad de las AVLPs  

El estudio de la estabilidad de las AVLPs en medios que simulen condiciones 

fisiológicas es importante para evaluar la factibilidad de que puedan ser utilizadas como 

como sistemas de entrega. Esto debido a que las AVLPs deberán de ser lo suficientemente 

estables para proteger su cargamento durante todo el proceso de entrega hasta el momento 

en el que entre a la célula. Dado que la formación de las AVLPs está gobernada 

principalmente por interacciones electrostáticas entre las proteínas y el ácido nucleico, se 

estudió la estabilidad de las AVLPs en presencia de heparina, un polianión de alta densidad 

de carga negativa, que es capaz de competir con el DNA por la interacción con las 

proteínas. Además, la heparina es un polímero anticoagulante presente de forma natural 

en la sangre a concentraciones entre 1 y 2.4 ng/µL [141]. 

Las AVLPs se formaron a una N/P = 5 y fueron expuestas a distintas cantidades de 

heparina previo a su análisis mediante EMSA. En la figura 9 se observa que las AVLPs de 

CB comienzan a desensamblarse a una concentración de heparina aproximada de 2.5 

ng/µL, mientras que a 4.2 ng/µL de heparina se desensamblan completamente. De forma 

similar, las AVLPs de CSB comienzan a desensamblar desde 2.5 ng/µL de heparina, sin 

embargo, no se observó una liberación completa del pDNA incluso a concentraciones de 

hasta 8.3 ng/µL de heparina. Tomando en cuenta las concentraciones endógenas de 

heparina en sangre (1 a 2.4 ng/µL), se puede concluir que, en estas condiciones, 

particularmente para CSB, una fracción de las AVLPs se mantiene formada. 

 

Figura 9. Estabilidad de AVLPs en heparina. (A) EMSA de AVLPs de CB o CSB con pDNA 
incubadas en concentraciones crecientes de heparina. (B) Gráfico de la fracción de DNA neutralizado 
formando AVLPs en función de la concentración de heparina. R: relación en masa de heparina/pDNA. 
HEP: heparina. 
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Posteriormente se evaluó la estabilidad de las AVLPs en distintos medios de cultivo 

comúnmente utilizados en investigación con células de mamífero. Se utilizó el medio Opti-

MEM, ampliamente utilizado en ensayos de transfección, y los medios DMEM y DMEM 

suplementado con SFB (5 %). En la figura 10 se puede observar que no hubo una liberación 

evidente de pDNA de las AVLPs formadas con CB o CSB cuando se incuban en medio 

Opti-MEM o DMEM. Sin embargo, cuando se utilizó medio suplementado con SFB, se 

observa un barrido en las AVLPs de CB a partir de las 12 h de incubación. Cuando se indujo 

el desensamble de las AVLPs incubadas por 24 h en el medio mediante la adición de un 

exceso de heparina a 8.3 ng/µL, se observa un barrido igual al de plásmido solo incubado 

24 h en el medio de cultivo. Lo cual sugiere que CB no protege de manera eficiente al pDNA 

cuando se incuba en medio de cultivo con SFB.  Por otro lado, cuando se incuban AVLPs 

de CSB en medio suplementado con SFB, no se observó un desensamble de estas. 

Además, cuando se indujo el desensamble de las AVLPs con heparina a 8.3 ng/µL, se 

observa un patrón de bandeo ligeramente barrido que es igual al plásmido solo recién 

mezclado con medio, que claramente es distinto del barrido correspondiente al plásmido 

solo y degradado incubado durante 24 h en el medio con SFB. Estos datos sugieren que 

CSB brinda protección al DNA por lo menos 24 h en el medio suplementado con 5 % de 

SFB. 

Finalmente se evaluó la estabilidad de las AVLPs en medios de cultivo con alto 

porcentaje de SFB (10, 20 o 100%). En la figura 11 se observa que en estas condiciones 

no se aprecia un desensamble de las AVLPs a lo largo del tiempo, sin embargo, el control 

de liberación de pDNA a las 24 h con heparina muestra un patrón que no corresponde al 

del carril de pDNA mezclado con medio justo antes de cargar en el gel, lo que sugiere que 

el pDNA es degradado en presencia de SFB durante el periodo de incubación. Sin embargo, 

el grado de protección que brindan las AVLPs, particularmente CSB, al pDNA en presencia 

de suero es similar al de otros sistemas desarrollados con base en péptidos y que han 

presentado resultados favorables en ensayos de transfección [4,142].   
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Figura 10. Estabilidad de las AVLPs formadas con CB o CSB y pDNA en medio de cultivo Opti-
MEM, DMEM o DMEM suplementado con SFB al 5 %.  

 

Figura 11. Estabilidad de las AVLPs formadas con CB o CSB y pDNA en medio de cultivo DMEM 

suplementado con altos porcentajes de SFB (10, 20 y 100 %). 
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8.6 Evaluación de la respuesta inmune humoral de las AVLPs  

La inmunogenicidad de los vectores para la entrega de ácidos nucleicos es un factor 

crítico que puede limitar de manera importante su seguridad y uso. Particularmente, la 

respuesta humoral inducida por el vector utilizado limita su eficiencia de entrega y también 

la capacidad de poder realizar administraciones repetidas cuando la aplicación así lo 

requiera [47–49]. Por esta razón, decidimos evaluar la respuesta inmune humoral de las 

AVLPs y compararla con la respuesta de un vVAA (serotipo 1) como referencia, ya que 

existen fármacos ya aprobados para su uso clínico en humanos basados en éste.  

En general, existen varios factores que pueden afectar el nivel de la respuesta 

inmune, como la dosis y vía de administración [143,144]. Para un estudio comparativo entra 

AVLPs y vVAA, estas dos variables deberán ser iguales y analizarse en las mismas 

condiciones. En este sentido, la dosis y la vía de administración se seleccionaron con base 

en reportes de experimentos relacionados con la entrega de ácidos nucleicos en modelos 

murinos. Con respecto a la vía de administración, la vía intramuscular es una de las rutas 

más empleadas, mientras que las dosis utilizadas, normalmente se reportan en términos de 

número de copias del gen de interés (gc) y corresponden a valores desde 109 – 1012 gc 

[145–150]. Es importante aclarar que un mismo número de partículas o gc ya sea de AVLPs 

o vVAA, no necesariamente corresponde a un mismo valor en términos de masa, lo cual 

repercute directamente en el número de antígenos presentes (tomando en cuenta que cada 

partícula está constituida por varias copias de cada una de las proteínas que la componen), 

lo cual pudiera tener un efecto sobre el nivel de inducción de la respuesta humoral. Esta 

diferencia en masa es debida al peso molecular de cada partícula. Mientras que el peso 

molecular de vVAA es de aproximadamente 3.8 MDa [151], el peso molecular de las AVLPs 

varía dependiendo del ácido nucleico que se utiliza como molde. El cálculo del peso 

molecular teórico de las AVLPs considera que todos los grupos fosfatos del ácido nucleico 

molde se neutralizan 1 a 1 con las 12 lisinas del bloque “B” de las proteínas, por lo tanto, 

se considera que hay una molécula de CB o CSB por cada 12 nucleótidos del ácido nucleico 

molde. Considerando estos factores, se decidió realizar dos experimentos, uno en dónde 

se utilizó la misma dosis en términos de masa de proteína, ya sea de las AVLPs o de vVAA, 

y un segundo experimento en donde se administró la misma dosis en términos de copias 

genómicas. Dado que es la primera vez que se utilizan las AVLPs para experimentos in 

vivo, se seleccionaron dosis bajas que corresponden a 54.5 ng de proteína total o bien 1010 

gc. En la tabla 2 se describe a detalle las dosis utilizadas para cada experimento y su 

equivalencia entre masa de proteína y gc, para cada caso. Aquí se puede observar que, 
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por ejemplo, la misma dosis de 54.5 ng de proteína total, corresponde 3x1010 gc para vVAA 

mientras que para las AVLPs esto es aproximadamente 0.1x1010 gc, una diferencia que 

corresponde a un orden de magnitud. 

Tabla  2. Dosis de vVAA y AVLPs utilizadas en los experimentos de inmunización. 

Experimento Figura 

vVAA AVLPs 

Proteína 

(ng) 
gc (x1010) 

Proteína 

(ng) 
gc (x1010) 

Proteína total 13.A 54.5a 3b 54.5a 0.1α, 0.09β 

Copias genómicas 13.B 18.15a 1b 502α, 585β 1b 

Dosis altas* 14 - - 50000a 7.8α, 6.7β 

a: Proteína total determinada mediante BCA. b: copias genómicas determinadas mediante qPCR. *: en 
este experimento se administró un refuerzo de la misma dosis 15 días después de la primera inmunización. α: 
valor determinado teóricamente basado en el peso molecular de CB y considerando una molécula de CB por 
cada 12 nucleótidos. β: valor determinado con base en el peso molecular de CSB y una molécula de CSB cada 
12 nucleótidos. 

Para poder comparar la producción de anticuerpos IgG inducida por las AVLPs o 

vVAA, se estandarizaron las condiciones de ELISA, particularmente, la concentración de 

antígeno adsorbido a la placa. El objetivo fue seleccionar la concentración menor de cada 

antígeno que resulte en la mayor señal y que ésta se encuentre dentro del intervalo de 

linealidad del detector. Para ello se utilizaron los sueros de grupos correspondientes a CSB 

o vVAA que dieron mayor señal en un estudio exploratorio previo, los cuales corresponden 

a los grupos inmunizados con 50 µg CSB + adyuvante o 54.5 ng de vVAA, y se probaron a 

una dilución fija 1:100 con distintas concentraciones de cada antígeno adsorbido a la placa. 

De acuerdo a la figura 12, las concentraciones seleccionadas para cada caso corresponden 

a 1 µg/mL para CSB y 0.1 µg/mL para vVAA. Estas condiciones permiten una mayor 

sensibilidad para cada ELISA y además asegura que todas la mediciones se encuentran 

dentro del intervalo de linealidad del detector. Sin embargo, para comparar los valores 

observados para los ELISA de cada antígeno, es importante tener en cuenta que en los 

ensayos de estandarización, los sueros utilizados para CSB corresponden a una 

concentración que es 3 órdenes de magnitud más grande en términos de proteína que para 

vVAA, además la concentración de antígeno adsorbido a la placa seleccionada para los 

ensayos es también mayor en un orden de magnitud para CSB, lo que teóricamente 

resultaría en una detección más sensible de IgG contra CSB que contra vVAA. Sin embargo, 

cuando se administró la misma dosis de AVLPs o vVAA, ya sea en términos de proteína 

total (fig. 13.A) o de gc (fig. 13.B), no se observó la producción de anticuerpos IgG contra 
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las AVLPs, incluso en los grupos control en los que se utilizó adyuvante. En contraste, vVAA 

si generó una respuesta inmune evidente con o sin adyuvante. Lo anterior sugiere que las 

AVLPs inducen una respuesta humoral menor que vVAA. 

Posteriormente se realizó un tercer experimento de inmunización en el que se 

utilizaron dosis altas de AVLPs. En este experimento se formaron AVLPs con CSB o CB y 

un ASO. La selección del ASO fue debido a que, en un estudio en colaboración con el grupo 

de la Dra. Bertha Espinoza del Instituto de Biomédicas, UNAM, demostramos que las 

AVLPs formadas con ASO son capaces de reprimir la expresión del gen de interés en el 

parásito T. cruzi [115]. En este experimento, se observó la máxima de producción de IgG a 

la semana 8 para todos los grupos. En el caso de las AVLPs de CB, la inducción de IgG fue 

modesta, incluso en la presencia de adyuvante (figura 14). Por el contrario, las AVLPs de 

CSB indujeron una mayor respuesta, que corresponde a dos veces la de AVLPs de CB, la 

cual se incrementó hasta 4 veces en presencia de adyuvante. Además, los grupos 

inmunizados con CSB indujeron una respuesta que corresponde a 1.6 veces la respuesta 

de CSB en forma de AVLPs, lo que indica que las proteínas son menos inmunogénicas 

  

Figura 12. Estandarización de la concentración de antígeno adsorbido a la placa en el ensayo de 
ELISA. La dilución de cada suero se mantuvo constante a 1:100. Los sueros analizados corresponden a 
grupos de ratones inmunizados vía intramuscular con 2 dosis de 50 µg de CBS suplementado con adyuvante 
más un refuerzo de la misma dosis 15 días después, o una sola dosis de 54.5 ng de vVAA. Los sueros se 
obtuvieron a la semana 8 por sangrado de la vena de la cola. Las concentraciones seleccionadas para futuros 
ELISA corresponden a los puntos encerrados en el rectángulo punteado azul: 1 µg/mL para CSB y 0.1 µg/mL 
para vVAA. Las líneas verticales corresponden al error estándar de la media. Ady: Adyuvante de alúmina 
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cuanto están formando AVLPs. De manera similar, el uso de adyuvante incrementó la 

respuesta de CSB hasta 3 veces.  

La determinación de títulos de anticuerpos obtenidos en este experimento a la 

semana 8 post inmunización fue de 1:400 y 1:200 para los grupos inmunizados con CSB 

solo o en forma de AVLPs con ASO (fig. 15.A), mientras que la coadministración de 

adyuvante potenció la producción de IgG resultando en títulos de 1:6400 y 1:3200 

respectivamente. Por otro lado, los títulos obtenidos de los sueros de los grupos 

inmunizados con vVAA fueron 1:100 para el experimento de misma dosis de copias 

genómicas y 1:1600 para el experimento de misma dosis de proteína (fig. 15.B). Tomando 

 

Figura 13. Comparación de inducción de producción de anticuerpos IgG entre las AVLPs y vVAA. 
ELISA para la detección de anticuerpos específicos contra las AVLPs (específicamente contra CSB) o vVAA 
en los sueros de los ratones inmunizados con misma dosis de: (A) proteína total: 54.5 ng o (B) cantidad de 
copias genómicas: 1010 gc. Los ELISA se realizaron siguiendo el protocolo descrito en la sección 7.14 
conforme a la estandarización de la figura 12. Ady: adyuvante de alúmina. Cada punto representa el promedio 
de un grupo (n=5). Las líneas verticales representan el error estándar promedio. Las líneas grises punteadas 
representan el umbral negativo/positivo. Se utilizó un análisis de ANOVA de dos vías para determinar la 
significancia de la diferencia contra sueros obtenidos previo a la inmunización (**p≤0.01, ****p≤0.0001). 
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en cuenta que en estos experimentos las dosis difieren en un factor de 1000 veces, es claro 

que las AVLPs presentan una respuesta humoral menor que vVAA. 

Posteriormente, la especificidad de los IgG detectados mediante ELISA se corroboró 

mediante análisis de WB utilizando mezclas de cada grupo de sueros de ratones 

inmunizados con dos dosis de 50 µg de proteína total de CSB o AVLPs de CSB o CB con 

ASO, donde se observó que todos los sueros son capaces de reconocer de manera 

específica a CSB y a CB (fig. 16).  

En estos experimentos es evidente que la producción de anticuerpos contra las 

proteínas se reduce en presencia de ASO, es decir, cuando se encuentran en forma de 

AVLPs, lo cual puede deberse a la neutralización de las cargas positivas del bloque B. Esto 

debido a que existen reportes que sugieren que los antígenos catiónicos tienen una mayor 

capacidad de interacción con las células presentadoras de antígeno y por tanto, inducir la 

producción de anticuerpos [152,153]. 

 

Figura 14. Producción de anticuerpos IgG contra AVLPs tras la inmunización con altas dosis. ELISA 
de detección de IgG contra CSB de sueros de ratones inmunizados con altas dosis de AVLPs de CSB o CB 
con ASO, o con CSB solo. Todos los grupos fueron inmunizados con 50 µg de proteína total, más un refuerzo 
de la misma dosis 15 días después de la primera inmunización. Cada punto representa el promedio de un 
grupo (n=3). Los ELISA se realizaron siguiendo el protocolo descrito en la sección 7.14 conforme a la 
estandarización de la figura 12. Ady: Adyuvante de alúmina. Las líneas verticales representan el error 
estándar medio. La línea gris punteada representa el umbral negativo/positivo. Se utilizó un análisis de 
ANOVA de dos vías para determinar la significancia de la diferencia con respecto a sueros correspondientes 
a la pre-inmunización (*p≤0.05, **p≤0.01). 
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 Estos experimentos demuestran que las AVLPs presentan una respuesta inmune 

humoral menor que aquella observada para vVAA. Esto implica que las AVLPs pueden ser 

utilizadas a mayores dosis con un menor riesgo de inducir una respuesta inmune humoral 

en comparación con vVAA u otros vectores virales. Lo anterior considerando el consenso 

general de que vVAA es uno de los vectores virales menos inmunogénicos [30].  

La baja inmunogenicidad de las AVLPs puede atribuirse al bloque “C”, considerando 

que éste representa más del 80 % de la composición total en masa de las proteínas y que 

es éste el que se encuentra expuesto al exterior de la partícula. Además, el bloque “C” fue 

diseñado a partir del motivo derivado de la colágena (GXY)n, en donde para este caso X y 

Y son aminoácidos hidrofílicos. La particularidad de este bloque es que a diferencia de otras 

proteínas derivadas del colágeno que se pliegan en estructuras tipo triple hélices, el bloque 

“C” no tiene una estructura secundaria definida [116]. Sin embargo, existen varios estudios 

  

Figura 15. Títulos de anticuerpos de sueros de ratones inmunizados con AVLPs o vVAA. Gráfico de 
la máxima dilución con señal positiva para cada grupo y ELISA de titulación de cada grupo de sueros. ND: 
no determinado por sensibilidad del protocolo. NA: No se realizó este experimento. (A) Título de sueros de 
ratones inmunizados con dos dosis de 50 µg de proteína de CSB o AVLPs de CSB o CB con ASO. (B) Título 
de anticuerpos de sueros de ratones inmunizados con vVAA. Pt: suero de ratones inmunizados con 54.5 ng 
de proteína. gc: suero de ratones inmunizados con 1010 gc. Los ELISA se realizaron siguiendo el protocolo 
descrito en la sección 7.14. Ady: Adyuvante de alúmina. Las líneas verticales representan el error estándar 
medio. Las líneas grises punteadas corresponden al umbral negativo/positivo. 
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en dónde se reporta la baja inmunogenicidad y biocompatibilidad de biomateriales 

derivados de la colágena [154–156]. 

Al comparar los niveles de respuesta humoral de AVLPs de CB contra AVLPs de CSB, 

se observó que las últimas produjeron mayores niveles de anticuerpos. Las principales 

diferencias entre estas AVLPs que pudieran explicar este efecto son la presencia del bloque 

“S” y la morfología rígida tipo rodillo para el caso de AVLPs de CSB. Existen reportes de 

que los péptidos derivados de la seda, como el bloque S, generalmente no generan una 

respuesta inmune o lo hacen en un nivel bajo. Por otro lado, las propiedades físico-

mecánicas de las AVLPs como rigidez y morfología podrían ser las responsables de 

aumentar la capacidad de inducir anticuerpos [157,158]. Además, es importante considerar 

que, de acuerdo al análisis de WB, los anticuerpos producidos al inmunizar con CSB, 

detectaron también a CB, por tal razón, una fracción de estos anticuerpos debió haberse 

producido contra uno de los bloques comunes para ambas proteínas. 

8.7 Modificación de los módulos de CSB mediante clonación 

Las AVLPs han demostrado ser candidatos prometedores para su uso como 

acarreadores de ácidos nucleicos. Diversos estudios han evaluado esta aplicación 

utilizando ASO, siRNA o mRNA [9,10,115]. En todos ellos, la actividad el ácido nucleico 

empleado ha sido baja. Esto podría ser debido a que las AVLPs no entran a las células de 

interés de manera eficiente. Por estas razones, en este trabajo se planteó el rediseñó de 

las proteínas para añadirles bloques funcionales que permitan la entrada eficiente de las 

AVLPs a las células. En la figura 17 se muestra el esquema de las modificaciones 

planteadas a las proteínas. Para facilitar la entrada a las células mediante mecanismos 

 

 

 Figura 16. Detección de CSB y CB mediante WB con los sueros de ratones inmunizados con altas 
dosis de proteína de CSB o AVLPs. (A) SDS-PAGE de CSB y CB. (B) WB para la detección de CSB y CB 
utilizando los sueros de cada grupo de los ratones inmunizados con dos dosis de 50 µg de proteína de CSB 

o de AVLPs. α: anti.  
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físicos se utilizó el péptido Au. Para facilitar la entrada mediada por receptor se usó la 

proteína Tf.  

La primera estrategia para fusionar los bloques Au y Tf a las proteínas consistió en 

una fusión recombinante para producir las proteínas en la levadura K. phaffi y 

posteriormente purificarlas del sobrenadante. Para ello se planteó la fusión de las 

secuencias de DNA codificante para cada uno de estos bloques al extremo N-terminal de 

las proteínas. Esto debido a que es el extremo N-terminal el que queda expuesto al exterior 

de las AVLPs. El diseño por bloques de las proteínas se muestra en la figura 18. 

 

 

Figura 17. Esquema de las modificaciones propuestas a las proteínas CSB para facilitar su entrada a 
las células. El péptido de aureína (Au) permite la entrada a las células mediante mecanismo físicos mediante 
la disrupción de las membranas de las células. Transferrina (Tf) facilita la entrada mediante endocitosis 
mediada por receptor. TfR: receptor de transferrina. 

 

Figura 18. Diseño mediante bloques de las modificaciones a las proteínas. Los bloques de aureína y 
transferrina se adicionan en el extremo N-terminal de las proteínas. NT: extremo N-terminal, CT: extremo C-
terminal. 
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En la figura 19 se muestran los fragmentos amplificados por PCR para la clonación 

de Tf-CSB: el fragmento Tf con los sitios de restricción para XhoI y XbaI (2112 pb), el 

fragmento de CSB con los sitios de restricción para XbaI y NotI (1538 pb), y la fusión Tf-

CSB (3642 pb). El fragmento Tf-CSB se insertó en el plásmido pPIC9 y se transformó en la 

cepa de E. coli DH10β. En la figura 20 se muestra el PCR de colonia utilizando los 

cebadores de AOX que reconocen las regiones en el plásmido que flanquean el sitio de 

inserción de la secuencia de interés. Con estos cebadores se obtuvo una banda de 4113 

pb. Posteriormente se realizó una extracción de plásmido de E. coli y se analizó con un 

perfil de restricción utilizando la enzima XbaI. El plásmido pPIC9-Tf-CSB tiene dos sitios de 

corte reconocidos por XbaI, por lo cual se generaron dos bandas de 2322 y 9283 pb 

respectivamente, las cuales se pueden observar en el gel de la figura 20.C.   

 

 

Figura 19. Productos de PCR para la fusión Tf-CSB. (A) Fragmento de Tf. (B) Fragmento de CSB. (C) 
Fragmento de la fusión Tf-CSB. MPM: Marcador de peso molecular. 
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La adición de Au a CSB se realizó directamente por PCR utilizando cebadores 

conteniendo la secuencia de Au. En la figura 21 se muestran los geles de los productos de 

PCR con estos cebadores que corresponden a 1595 y 1398 pb para Au-CSB y Au-CB 

respectivamente. Posteriormente, estos fragmentos fueron insertados en el plásmido pPIC9 

bajo los sitios de restricción de XhoI y NotI y se clonaron en células de E. coli DH10β. En la 

figura 22 se muestra el análisis de los plásmidos purificados de E. coli mediante perfil de 

restricción con las enzimas XhoI y NotI. Se observan las bandas esperadas 

correspondientes a 1342 y 1582 pb para Au-CB y Au-CSB respectivamente.  

 

Figura 20. Análisis de PCR del plásmido pPIC9-Tf-CSB. (A) Mapa del plásmido pPIC9-Tf-CSB. (B) 
PCR de colonia de E. coli DH10β transformadas con el plásmido pPIC9-Tf-CSB, utilizando los cebadores del 
gen AOX. (C) Perfil de digestión del plásmido pPIC9-Tf-CSB purificado de E. coli y digerido con la enzima 
XbaI. MPM: marcador de peos molecular. 

 

Figura 21. Productos de PCR con los cebadores para adicionar la secuencia del bloque Au a CSB y 

CB. MPM: Marcador de peso molecular. 
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Los plásmidos que dieron positivos para PCR de colonia y perfil de digestión se 

secuenciaron para corroborar la ausencia de mutaciones. 

 

Una vez obtenidos los plásmidos de las variantes pPIC9-Tf-CSB, pPIC9-Au-CSB y 

pPIC9-Au-CB, se procedió a la transformación de la levadura K. phaffii con estos plásmidos 

mediante electroporación. Las colonias resultantes se analizaron mediante PCR de colonia. 

Se utilizaron dos pares de cebadores para el PCR de las colonias resultantes de la 

transformación con el plásmido pPIC9-Tf-CSB. El primer par de cebadores flanquea la 

región 3’ de Tf y la secuencia completa de CSB, resultando en un fragmento de 1725 pb, 

tal y como se muestra en la figura 23.A. El segundo par de cebadores amplifica la secuencia 

completa de Tf generando una banda de 2112 pb, mostrado en la figura 23.B.  

Para el análisis de PCR de las colonias resultantes de la transformación con los 

plásmidos pPIC9-Au-CSB y pPIC9-Au-CB se utilizó un par de cebadores que flanquea la 

secuencia de Au y el extremo 3’ de CSB. En la figura 24 se muestra el gel donde se 

observan las bandas esperadas de 1560 y 1322 pb respectivamente. De esta manera se 

comprobó la obtención de las colonias de K. phaffii recombinantes para la producción de 

las proteínas Tf-CSB, Au-CSB y Au-CB. 

 

 

Figura 22. Perfil de digestión de plásmidos pPIC9-Au-CSB y pPIC9-Au-CB con las enzimas de 
restricción XhoI y NotI. (A) Mapa del plásmido pPIC9-Au-CSB. (B) Mapa del plásmido pPIC9-Au-CB. (C) 
Perfil de restricción de los plásmidos pPIC9-CB, pPIC9-Au-CB, pPIC9-CSB y pPIC9-Au-CSB. MPM: 
Marcador de peso molecular. 
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8.8 Producción y purificación de proteínas modificadas 

La producción de las proteínas modificadas se llevó a cabo utilizando el protocolo 

descrito para CSB y CB. En la figura 25 se muestran las cinéticas de crecimiento de K. 

phaffi durante la producción de cada una de las proteínas. En esta figura se observa que 

incluso cuando se indujo la producción de las proteínas con el bloque Au, el cual se ha 

reportado como un péptido antimicrobiano, no existen diferencias importantes en la cinética 

de crecimiento. 

  

Figura 24. Análisis de colonias de K. phaffii transformadas con pPIC9-Au-CSB o pPCI9-Au-CB. SM-: 
Control de PCR sin templado, C+: control positivo utilizando el plásmido pPIC9-Au-CSB, C-: control negativo 
de colonia de levadura sin transformar. MPM: marcador de peso molecular. 

  

Figura 23. Análisis de las colonias de K. phaffii transformadas con el plásmido pPIC9-Tf-CSB. (A) 
PCR de colonia con cebadores que amplifican la región 3’ de Tf y CSB. (B) PCR de colonia con cebadores 
que amplifican Tf. SM-: control de PCR sin templado, C-: control negativo de colonia de levadura sin 
transformar, C+: control positivo utilizando el plásmido pPIC9-Tf-CSB purificado de E. coli, C: colonia de 
levadura transformada. MPM: Marcador de peso molecular. 
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La purificación de las proteínas se realizó utilizando una metodología similar a la 

utilizada para CSB, únicamente cambiando los porcentajes de sulfato de amonio utilizados 

para precipitar las proteínas de acuerdo a lo descrito en la sección 7.5 de metodología. 

Siguiendo esta estrategia se obtuvieron rendimientos de 0.43 ± 0.11, 0.26 ± 0.14 y 0.57 ± 

0.08 mg/L para Tf-CSB, Au-CSB y Au-CB respectivamente. A pesar de que la cinéticas de 

crecimiento no difieren de manera importante con respecto a aquellas observadas para 

CSB o CB, los rendimientos de proteínas purificada son menores en un orden de magnitud. 

Posteriormente se caracterizaron las proteínas mediante SDS-PAGE y WB. El peso 

molecular teórico de Tf-CSB es de 121 kDa. En el gel de SDS-PAGE de la figura 25 se 

muestra una banda correspondiente a este peso molecular en la muestra del carril del 

sobrenadante inducido con metanol. Tras purificar la proteína Tf-CSB y analizar la muestra 

mediante WB utilizando como anticuerpo primario, ya sea los sueros obtenidos tras la 

inmunización de ratones con las AVLPs, es decir para detectar CSB, o bien el anticuerpo 

D9, el cual reconoce al bloque Tf, se observó que esta banda es reconocida por ambos 

anticuerpos, por lo cual esta banda corresponde a la fusión Tf-CSB. Es importante 

mencionar que, con este análisis, se detectó también la presencia de bandas que 

corresponden a Tf y CSB independientes, lo cual indica que la fusión Tf-CSB es susceptible 

de proteólisis durante el proceso de producción/purificación, por lo cual es importante 

considerar la presencia de estos productos como contaminantes para futuros experimentos. 

El análisis mediante SDS-PAGE de las proteínas que contienen el bloque Au muestra 

bandas de peso molecular aparente superior a 100 kDa, lo cual no corresponde con el peso 

molecular teórico de 40.26 y 46.1 kDa para Au-CB y Au-CSB respectivamente. Lo anterior 

es similar al caso de CB y CSB, dado a que el bloque “C” corresponde un alto porcentaje 

en su composición y éste interacciona de manera deficiente con el SDS. La adición de Au 

a las proteínas añade alrededor de 1.5 kDa, lo cual sigue siendo despreciable para el efecto 

del bloque “C”. En efecto, las proteínas Au-CB y Au-CSB migran de manera similar a sus 

contrapartes CB y CSB en geles de SDS-PAGE respectivamente (fig. 25.I y 25.J). 

Finalmente, el análisis mediante WB utilizando los sueros de los ratones inmunizados con 

las AVLPs confirmó la identidad de Au-CB y Au-CSB (fig. 25.K). 
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8.9 Formación de AVLPs con Tf-CSB 

Se estudió la formación de AVLPs con la proteína Tf-CSB utilizando el plásmido 

pAcGFP1-N1 y un fragmento de dsDNA de 742 pb. En la figura 26.A se observa que a N/P 

de 0.5 y 1, la fracción de pDNA correspondiente al pDNA relajado, migró ligeramente más 

  

Figura 25. Producción y purificación de las proteínas recombinantes modificados. (A) Cinética de 
crecimiento de K. phaffi durante la producción de CSB, Tf-CSB y Au-CSB. (B) Cinética de crecimiento de K. 
phaffi durante la producción de CB y Au-CB. (C) Rendimiento de proteínas purificadas. (D) SDS-PAGE de 
sobrenadantes de K. phaffi durante la producción de Tf-CSB. SSI: Sobrenadante sin inducir, SI: 
Sobrenadante inducido, PI: botón celular después de inducir. (E) SDS-PAGE de Tf-CSB purificado. (F) WB 
de Tf-CSB purificado utilizando los sueros de los ratones inmunizados con AVLPs. (G) WB de Tf-CSB 
purificado utilizando el anticuerpo primario D9 α-Tf. (H) SDS-PAGE de sobrenadantes de la producción de 
Au-CB y Au-CSB. (I) y (J), SDS-PAGE de Au-CSB y Au-CB purificados respectivamente. (K) WB de Au-CB 

y Au-CSB con los sueros de los ratones inmunizados con AVLPs.  
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abajo en el gel, además hay una disminución de la banda correspondiente al plásmido 

superenrollado y aparece una banda que coincide con la migración del plásmido linealizado. 

A valores de N/P altos se observa un barrido del plásmido característico de degradación 

del DNA. Cuando se utilizó dsDNA, también se observó un barrido a N/P de 5 y 10. Lo 

anterior sugiere que al mezclar Tf-CSB con DNA, el DNA se degrada de forma dosis 

dependiente. Este efecto no se observó cuando el dsDNA es incubado con concentraciones 

de transferrina que equivalen a concentraciones de Tf-CSB para obtener los distintos 

valores de N/P (figura 26.B). Tampoco se observó este efecto al mezclar el dsDNA con la 

proteína CSB y Tf a concentraciones equimolares que corresponden a concentraciones de 

CSB para las distintos N/P. Lo anterior sugiere que esto es un efecto específico de la mezcla 

con Tf-CSB.  

El barrido observado en la figura 26 es característico de degradación de DNA, sin 

embargo, considerando que el punto isoeléctrico de Tf experimental es aproximadamente 

5.2-5.6 dependiendo de su estado de oxidación [159], existe la posibilidad de que a pH 7.4, 

la interacción entre Tf-CSB y DNA resulte en complejos con carga negativa. En este 

escenario, estos complejos deberían ser los suficientemente compactos para poder migrar 

más rápido en el gel.   Para descartar por completo esta posibilidad, se realizaron pruebas 

de desensamble utilizando dos estrategias. La primera consistió en un desensamble 

mediado por heparina mediante la adición de 8.3 ng/µL de heparina e incubando a 37 °C 

por 1 h. La segunda consistió en someter a la mezcla a una extracción con 

fenol/cloroformo/alcohol isoamílico (25:24:1) seguido de una precipitación con etanol para 

recuperar el DNA. En la figura 27.A se muestra que tras inducir el desensamble de los 

 

 

Figura 26. Efecto de la adición del módulo Tf a CSB sobre la formación de AVLPs. (A) EMSA del 
plásmido pAcGFP1-N1 (pDNA) o un fragmento de dsDNA cuando se mezcla con Tf-CSB a varios N/P. (B) 
EMSA de dsDNA cuando se mezcla con concentraciones crecientes de transferrina (Tf). Estas 
concentraciones molares son equivalentes a las de Tf-CSB para obtener cada determinada N/P. (C) EMSA 
de dsDNA cuando es incubado a distintas N/P de CSB en presencia de una concentración equimolar de CSB 
y Tf. 
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posibles complejos entre Tf-CSB y pDNA, aparece el mismo patrón de barrido tanto a N/P 

de 1 y 5. En contraste, las muestras de los complejos desensamblados con heparina o 

fenol/cloroformo/alcohol isoamílico (25:24:1) formados entre CSB y pDNA, muestran un 

patrón de bandeo igual al pDNA libre (fig. 27.B). Lo anterior confirma que al preparar AVLPs 

con Tf-CSB se degrada el DNA y esta degradación es dependiente de la concentración de 

Tf-CSB. 

La degradación del DNA al formar AVLPs con Tf-CSB podría deberse a la presencia 

de nucleasas contaminando la muestra. Para poder descartar esta posibilidad se realizaron 

ensayos de formación de AVLPs en condiciones de desnaturalización de nucleasas. La 

formación de AVLPs se realizó en presencia de EDTA (10 mM) con o sin tratamiento de 65 

°C durante 10 minutos. En la figura 28 se puede observar que aún en condiciones en las 

cuales se inactivarían las nucleasas presentes en la muestra, el DNA se sigue degradando. 

Lo anterior sugiere que el efecto de degradación no es el resultado de presencia de 

nucleasas en la muestras y pudiera ser un efecto específico de Tf-CSB.  

Hasta el momento, no existen reportes previos de una posible actividad nucleasa 

atribuible a Tf o CSB. Sin embargo, existen reportes de otras proteínas de unión a hierro 

con actividad nucleasa. De particular interés es la proteína lactoferrina, la cual es miembro 

de la misma familia de proteínas de transporte de hierro con un alto grado de homología 

estructural con transferrina [160,161]. Se ha demostrado que lactoferrina es capaz de 

degradar distintos tipos de ácidos nucleicos como parte de su función como agente 

 

 

Figura 27. Ensayo de desensamble de complejos Tf-CSB con pDNA. (A) EMSA de desensamble de 
complejos formados por Tf-CSB y pDNA a N/P de 1 o 5 con heparina (H) o fenol/cloroformo/alcohol isoamílico 
(F/C). (B) EMSA de desensamble de complejos formados por CSB y pDNA a N/P de 1 o 5 con heparina (H) 

o fenol/cloroformo/alcohol isoamílico (F/C). 
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antimicrobiano [161,162]. Este antecedente respalda la posibilidad de una actividad tipo 

nucleasa específica de Tf.  

Dado que utilizar la proteína Tf-CSB muestra un efecto negativo sobre la integridad 

del DNA, se decidió evaluar si este efecto aún persiste cuando se forman AVLPs con 

combinaciones de Tf-CSB y CSB. Lo anterior con el objetivo de evaluar si al disminuir la 

proporción de Tf-CSB presente en las AVLPs pudiera eliminarse el efecto de degradación 

del DNA y obtener AVLPs decoradas con Tf. Para lo anterior, se evaluó el efecto de la 

adición del módulo Tf en la formación de AVLPs con distintas mezclas de Tf-CSB y CSB a 

una N/P total de 3. En el gel de EMSA de la figura 29.A se observa que al utilizar una baja 

proporción Tf-CSB (0.1 y 0.3), se obtiene un retraso en la movilidad electroforética del pDNA 

similar a cuando únicamente se utiliza CSB. Conforme aumenta la fracción de Tf-CSB 

empleada, comienza a aparecer un barrido en el pDNA similar al de la figura 27 y finalmente 

la aparición de bandas correspondientes a la degradación del pDNA. Posteriormente se 

caracterizó la morfología de las AVLPs formadas con mezclas de Tf-CSB y CSB y un 

fragmento de dsDNA de 1535 pb mediante AFM. Cuando se utilizó 1% de Tf-CSB se 

observa una morfología igual a la de partículas formadas únicamente con CSB (figura 29.B). 

Al aumentar el porcentaje de Tf-CSB a 5 %, se observan AVLPs con una morfología similar 

pero menos compactadas, mientras que al 10 % de Tf-CSB se pierde la morfología tipo 

rodillo y se observan complejos con morfología menos rígida y de tamaños variables. 

Cuando se usó 30% de Tf-CSB, se observan complejos de DNA-proteína con una amplia 

variación en su longitud que corresponden posiblemente a fragmentos de DNA degradado. 

  

Figura 28. Formación de AVLPs con Tf-CSB en condiciones de desnaturalización de nucleasas (EDTA 
10 mM y calentando las muestras a 65 °C por 10 min).  
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Los resultados de AFM demuestran que la adición del bloque Tf interfiere de alguna 

manera con la formación y compactación de las AVLPs. Por tal razón no se obtienen AVLPs 

con la morfología de rodillo esperada. Lo anterior posiblemente se deba a que el bloque Tf 

es de aproximadamente 80 kDa, lo cual representa dos veces el peso molecular de la 

proteína CSB y por tal, podría estar interfiriendo estéricamente en la formación de las 

AVLPs. Esto resulta en otra posible razón de la degradación de DNA por Tf-CSB, donde Tf-

CSB pudiera estar ejerciendo una fuerza de tensión sobre el DNA al momento del ensamble 

que resulta en la fractura del DNA.  

Dado que nuestro principal interés es obtener AVLPs decoradas con el bloque Tf y a 

que al utilizar fracciones pequeñas de Tf-CSB se puede obtener AVLPs bien definidas, se 

decidió corroborar si efectivamente en estas condiciones hay Tf presente en las AVLPs. 

Para ello se utilizó un ensayo de inmunodetección acoplado a AFM [163]. Se prepararon 

AVLPs con el fragmento de dsDNA de 1535 pb y 1 % de Tf-CSB + 99 % de CSB para una 

N/P total = 10. Se preparó la muestra de acuerdo con el protocolo descrito en métodos con 

la adición de un paso final de incubación con 10 µL de anticuerpo D9 a 0.02 µg/mL por 10 

min. En la figura 30 se muestra la presencia de partículas pequeñas que corresponden al 

anticuerpo en contacto con las AVLPs (flechas amarillas). Como control negativo se utilizó 

una muestra de AVLPs preparadas en ausencia de Tf-CSB, es decir AVLPs formadas 

únicamente con CSB y expuestas al anticuerpo D9 o bien, partículas que contienen 1 % de 

 

 

Figura 29. Formación de AVLPs con mezclas de Tf-CSB y CSB. (A) EMSA de formación de AVLPs 
con mezclas de Tf-CSB, CSB y plasmido utilizando una N/P total = 3. (B) Micrografías de AFM de AVLPs 
formadas con un fragmento de dsDNA de 1535 pb y mezclas de Tf-CSB y CSB. Cada micrografía muestra 
el porcentaje de Tf-CSB empleado para una N/P total = 10. Las imágenes corresponden a un área de 1 µm 
x 1 µm. 
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Tf-CSB + 99 % de CSB, pero utilizando un anticuerpo control (α-cas9) que no tiene 

especificidad contra Tf o CSB. En los controles también se observó la presencia de 

anticuerpo en algunas ocasiones en contacto con las AVLPs. Dado que esta metodología 

no distingue de manera directa entre una interacción específica entre anticuerpo-antígeno 

y la simple adsorción de anticuerpos sobre la mica al azar, se cuantificó y analizó la 

frecuencia y probabilidad de cada uno de estos eventos según el protocolo descrito por 

Cervantes en 2013 [164].  

En el gráfico de la figura 30 se muestra la distribución del número de anticuerpos D9 

en contacto con las AVLPs en función de la longitud de la partícula. Se observa como 

claramente la mayoría de las AVLPs preparadas con Tf-CSB están en contacto con 

alrededor de 2-4 moléculas de anticuerpo por partícula, mientras que la mayor parte de las 

AVLPs preparadas únicamente con la proteína CSB no está en contacto con anticuerpos, 

con algunas excepciones que contactan con 1, 2 o hasta 3 anticuerpos. Cuando se analizó 

el control utilizando un anticuerpo inespecífico de transferrina, se observó que la mayoría 

de las AVLPs están en contacto con 0-2 moléculas de anticuerpo. Posteriormente se realizó 

un análisis estadístico para determinar la significancia de estos datos. 

Para determinar la significancia estadística de diferenciar entre eventos al azar de 

adsorción de anticuerpos contra la detección específica de transferrina se calcularon y 

compararon la probabilidad de azar (PA) contra la probabilidad experimental (PE). PA se 

define como el área de las AVLPs entre el área total de observación, mientras que PE se 

calcula como el número de moléculas de anticuerpo en contacto con las AVLPs dividido 

entre el número total de anticuerpos en el área de observación. Posteriormente se realizó 

una prueba T de Student de muestras apareadas para obtener un valor de p. Los valores 

obtenidos para PA, PE y p se resumen en la tabla 3. En la tabla se observa que los valores 

p para los controles fueron de 0.14 y 0.082 mientras que para la detección especifica de Tf 

en las AVLPs fue de 0.013. Lo anterior indica que, a diferencia de los controles, la detección 

específica de Tf en las AVLPs si es estadísticamente significativa. Estos resultados 
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sugieren que las AVLPs formadas con mezcla de 1 % de Tf-CSB y 99% de CSB, contienen 

Tf desplegada en su exterior. 

 

Tabla  3. Análisis estadístico de la detección de transferrina en las AVLPs mediante AFM. 

Parámetro CSB + D9 TfCSB+ αcas TfCSB + D9 

PA 0.017 0.018 0.023 

PE 0.041 0.037 0.244 

p 0.140 0.082 0.013 

  

Figura 30. Inmuno detección de transferrina en las AVLPs mediante AFM. (A) Micrografía de AFM de 
AVLPs preparadas con un dsDNA (1535 pb) y CSB a una N/P = 10 incubadas con el anticuerpo D9 para la 
detección de transferrina. (B) Micrografía de AFM de AVLPs, preparadas con un dsDNA (1535 pb) y una 
mezcla de Tf-CSB (1 %) y CSB (99 %) a una N/P total = 10, con un anticuerpo αcas9 como control. (C) 
Micrografía de AFM de AVLPs, preparadas con un dsDNA (1535 pb) y una mezcla de las proteínas Tf-CSB 

(1 %) y CSB (99 %) a una N/P total = 10,con el anticuerpo D9. (D) Distribución de número de anticuerpos en 

contacto con las AVLPs en función de la longitud de cada partícula. 
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8.10 Formación de AVLPs con Tf mediante conjugación química 

Dado que la fusión recombinante Tf-CSB únicamente permitió formar AVLPs con un 

limitado número de proteínas desplegando Tf, lo cual posiblemente pudiera limitar su 

entrada a las células, y que los rendimientos de producción y purificación de la proteína son 

bajos, se decidió usar una estrategia alternativa para poder desplegar Tf en las AVLPs. En 

esta segunda estrategia se planteó el uso del agente entrecruzante Sulfo-SMCC para 

conjugar CSB y Tf. El uso de Sulfo-SMCC permite la unión covalente entre la única cisteína 

localizada en el extremo N-terminal de CSB con los grupos amino de las lisinas expuestas 

al solvente de Tf mediante una reacción con un grupo maleimida. En la figura 31.A se 

muestra el esquema del flujo de trabajo para realizar dicha conjugación. Primero se 

formaron las partículas entre CSB y DNA y posteriormente se añadió Tf que fue previamente 

activada con Sulfo-SMCC para así, funcionalizar las AVLPs con Tf. Se realizaron pruebas 

con distintas relaciones molares de cada uno de los reactantes y distintas temperaturas de 

incubación de la reacción de conjugación para encontrar las mejores condiciones de 

funcionalización. En la tabla de la figura 31.C se muestran las distintas relaciones molares 

utilizadas durante esta exploración. La conjugación entre CSB y Tf se monitoreó mediante 

SDS-PAGE, en donde se observó la aparición de una banda entre 100 y 150 kDa que 

corresponde a la fusión Tf-CSB.  

De acuerdo a la figura 31.D, las mejores condiciones para realizar la conjugación 

fueron utilizando relaciones molares de 1x Tf : 20x Sulfo-SMCC : 1x CSB, y una incubación 

de la reacción a 4 °C. Sin embargo, aún en esta condición se puede observar que existe un 

gran exceso de proteínas Tf y CSB sin conjugar.  

Posteriormente se analizaron las AVLPs después de la conjugación con Tf mediante 

AFM en donde se observa que las partículas conservaron su morfología tipo rodillo. 

También se puede observar la presencia de proteína sin conjugar observada como 

pequeñas partículas en el fondo de la muestra (fig. 32). 
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Figura 31. Conjugación química de AVLPs de CSB con Tf. (A) Esquema de conjugación de Tf a AVLPs. 1. 
Formación de AVLPs de CSB y DNA. 2. Activación de Tf con Sulfo-SMCC, el cual reacciona con las aminas 
libres de Tf. aTf: Tf activada. 3. Conjugación de AVLPs con aTf. Sulfo-SMCC reacciona con la cisteína en el 
extremo N-terminal de CSB. (B) Estructura de Tf resaltando en azul los residuos de lisina disponibles para la 
conjugación con CSB. (C) Tabla de relaciones molares de CSB, Tf y Sulfo-SMCC probadas para la 
conjugación. (D) Análisis de conjugación mediante SDS-PAGE. Los geles de la izquierda corresponden a los 
controles de Tf y AVLPs de CSB antes de conjugar. En los geles de la derecha se muestran las muestras de 
cada reacción deacuerdo a la tabla en (C) despues de la conjugación. Las flechas negras indican la posición 

en el gel del monómero de Tf-CSB. 
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8.11 Estudio preliminar de la entrega de ácidos nucleicos con Tf-CSB 

Hasta el momento se cuenta con dos estrategias distintas para formar AVLPs que 

desplieguen Tf en su exterior; fusión recombinante y conjugación química. La formación de 

AVLPs con la fusión recombinante Tf-CSB no fue eficiente y solamente fue posible formar 

AVLPs utilizando mezclas de 1-5 % Tf-CSB con 99-95 % de CSB. Además, los rendimientos 

de producción/purificación de Tf-CSB recombinante son bajos. Por otro lado, con la 

conjugación química, tampoco se logró obtener AVLPs compuestas 100 % por CSB 

conjugada con Tf y no es posible controlar por completo los sitios de Tf donde se une a 

CSB. Por ello, se decidió realizar un experimento preliminar para determinar cuál estrategia 

permite una mayor eficiencia de entrada a células comparando las AVLPs de Tf-CSB 

recombinante o conjugada químicamente formadas por las condiciones previamente 

establecidas. 

En la figura 33 se muestra que las AVLPs de Tf-CSB conjugada entran a las células 

más eficientemente que las AVLPs de Tf-CSB formadas con la fusión recombinante. Esta 

diferencia es de más de un orden de magnitud. Lo anterior puede deberse a la posible 

pérdida de la estructura y función de Tf en la fusión recombinante durante el proceso de 

purificación o ensamblaje de las AVLPs, o simplemente porque la conjugación química 

permite un mayor número de moléculas de Tf desplegadas por AVLP. Dado que la 

conjugación química de Tf-CSB, resultó en una mayor eficiencia de transfección, los 

experimentos siguientes se realizaron únicamente con Tf-CSB derivada de la estrategia de 

conjugación química. 

  

Figura 32. AVLPs conjugadas con Tf. Se conjugaron AVLPs de CSB formadas con un dsDNA de 742 
pb. (A) Gel de SDS-PAGE de CSB, Tf y Tf-CSB AVLPs. (B) EMSA de AVLPs de CSB antes y depsues de 

conjugarse con Tf. (C) Microscopía de AFM deTF-CSB AVLPs. Barra de escala es 200 nm. 
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8.12 Formación de AVLPs con Au-CSB y Au-CB 

Posteriormente se estudió la formación de AVLPs utilizando Au-CSB y Au-CB 

mediante EMSA y AFM. En la figura 34 se muestra que después de la adición del bloque 

Au, ambas proteínas Au-CSB y Au-CB pueden neutralizar al dsDNA de manera similar a 

sus contrapartes CSB y CB. Sin embargo, en la gráfica de la fracción de DNA libre en 

función de la N/P, se puede observar que a los mismos valores de N/P, las versiones con 

Au neutralizan en menor medida al DNA. El análisis de la morfología de las AVLPs formadas 

a N/P = 5 demostró que éstas conservan su morfología tipo rodillo, de manera similar a las 

versiones sin Au. 

 

 

 

  

Figura 33. Comparación de eficiencia de transfección de AVLPs de Tf-CSB formadas con la fusión 
recombinante (R-Tf-CSB) o mediante conjugación química (Q-Tf-CSB). (A) Imágenes de microscopía de 
fluorescencia de células U251 transfectadas con AVLPs fromadas con un dsDNA conjugado con ATTO590. 
(B) Eficiencia de transfección de las AVLPs expresada como el procentage de células con marca fluorescente 
con respecto al número de células totales.  
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8.13 Caracterización morfológica de las AVLPs 

Hasta este punto del proyecto se determinó que es posible obtener AVLPs con el bloque 

Tf mediante la conjugación de Tf con AVLPs de CSB, y AVLPs que desplieguen el bloque 

Au mediante la modificación recombinante de las proteínas. Posteriormente, se decidió 

evaluar los efectos de estas modificaciones sobre la morfología de las partículas mediante 

AFM y TEM. En la figura 35.A se muestran micrografías representativas de cada una de las 

disntintas AVLPs. La figura 35.B muestra los perfiles de altura contra distancia de partículas 

 

 

Figura 34. Formación de AVLPs con Au-CSB y Au-CB. Se fromaron AVLPs con un dsDNA de 742 pb. 
(A) EMSA de la fomración de complejos entre CSB o Au-CSB y dsDNA en función de la N/P. (B) EMSA de la 
fomración de complejos entre CB o Au-CB y dsDNA en función de la N/P. (C) Gráfico de la fracción de DNA 
libre en función de la N/P. (D) Micrografías de AFM de AVLPs formadas con CSB, Au-CSB, CB y Au-CB 
respectivamente. Las imágenes son de 1 x 1 µm. 
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representativas de cada una de las distintas AVLPs. Estos perfiles corresponden a las 

partículas encerradas en óvalos amarillos de la figura 35.A. En esta figura se puede apreciar 

partícula contra partícula, los cambios en longitud y altura de cada una de las AVLPs. 

También se observa que la altura es irregular a lo largo de la partícula. En los gráficos de 

las figuras 35.C y D se muestran las distribuciones de longitud y altura máxima de partícula 

para cada una de las prepaciones de AVLPs. Se puede observar que en general, las AVLPs 

de CB y Au-CB son más largas  y presentan una altura menor en comparación con las 

AVLPs de CSB, Au-CSB y Tf-CSB. Esto esta relacionado con la capacidad de 

compactación que otorga el bloque “S”. En estudios anteriores, utilizando DNA mayor a 1 

kpb, se ha observado que el bloque “S” induce la compactación del ácido nucleico molde al 

formar las AVLPs hasta un factor de 1/3 con respecto a su longitud de persistencia [79]. En 

este caso, las AVLPs presentaron una longitud promedio de 136, 168 y 133 nm para CSB, 

Au-CSB y Tf-CSB respectivamente. Considerando una longitud de contorno del dsDNA de 

245 nm, la formación de AVLPs resultó en un factor de compactación de 1.8, 1.45 y 1.84 

para CSB, Au-CSB y Tf-CSB respectivamente. Este grado de menor compactación ya se 

ha observado en otros estudios donde se han formado AVLPs utilizando ácidos nucleicos 

de tamaño corto como siRNA [9]. Finalmente, en la figura 35.E se muestran micrografías 

de TEM de cada una de las partículas donde se aprecia a mejor detalle la morfología tipo 

rodillo en cada una de ellas. Además, con esta metodología fue posible observar a las 

moléculas de Tf decorando las partículas en la muestra correspondiente a Tf-CSB. 

8.14 Evaluación de la estabilidad de AVLPs  

Posteriormente se caracterizó la estabilidad de las AVLPs en ensayos de 

competencia con el polianión heparina y en incubación a 37 °C en medio de cultivo Opti-

MEM. En la figura 36 se muestra el gel de EMSA de AVLPs formadas a una N/P de 5 e 

incubadas a distintas concentraciones de heparina. Tanto en el gel (figura 36.A) como en 

el gráfico de la fracción de DNA libre (figura 36.B) se observa que las AVLPs formadas por 

Au-CSB comenzaron a desensamblarse a la concentración menor de heparina de 1.6 

ng/µL, posteriormente Tf-CSB y CSB se comenzaron a desensamblar a 2.5 ng/µL de 

heparina. Además, Au-CSB se desensambló completamente a 2.5 ng/µL, después CSB a 

4.2 ng/µL y finalmente Tf-CSB no se desensambló incluso a 8 ng/µL. La tendencia fue 

similar para las proteínas derivadas de CB. Au-CB se desensambló a 1.6 ng/µL mientras 
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que CB a 3.3 ng/µL. Estos resultados sugieren que la adición de Au pudiera tener un efecto 

negativo sobre la estabilidad de las AVLPs ante heparina. 

La disminución en la estabilidad de las AVLPs con Au podría estar relacionada con 

que, en ciertas condiciones, Au puede interaccionar preferentemente con polisacáridos, 

particularmente cuando Au está formando dímeros [119,165]. Por otra parte, la mayor 

estabilidad observada en las AVLPs de Tf-CSB podría deberse a la posibilidad de que, 

durante el proceso de conjugación, se pudieran haber formados múltiples 

entrecruzamientos entre péptidos adyacentes. Esto concuerda con la figura 31 en dónde se 

observaron bandas de alto peso molecular que podrían corresponder a multímeros de las 

fusiones Tf-CSB. Cómo era esperado, las proteínas derivadas de CSB fueron en general 

más estables que aquellas derivadas de CB. Lo anterior debido a la capacidad de 

 

Figura 35. Caracterización morfológica de las AVLPs. (A) Micrografías de AFM de las distintas AVLPs. 
La barra de escala corresponde a 200 nm. (B) Perfiles de altura de partículas representativas de cada tipo de 
AVLPs. Los perfiles corresponden a las partículas encerradas en óvalos amarillos en (A). (C) Distribución de 
longitud de AVLPs medidas mediante AFM. La línea azul punteada corresponde a la longitud de persistencia 
del DNA molde. (D) Distribución de altura máxima de las AVLPs medida mediante AFM. (E) Micrografías de 
TEM de AVLPs. La barra de escala corresponde a 50 nm. 
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interacción entre proteína-proteína que brinda el bloque “S”. Al considerar el contexto 

biológico, todas las AVLPs se desensamblaron a concentraciones mayores a las reportadas 

para los niveles endógenos de heparina (1.77 ng/µL). En resumen, estos resultados 

demuestran que las partículas pueden ser metaestables, lo que significa que pueden 

mantenerse ensambladas a concentraciones bajas de heparina, pero se desensamblan y 

liberan el DNA en altas concentraciones de la misma.  

Posteriormente se realizó un ensayo de estabilidad en medio de cultivo Opti-MEM por 

24 h, el cual es el medio de cultivo más usado para estudios de transfección in vitro. En la 

figura 37 no se observó un desensamble notorio de las AVLPs a lo largo del tiempo. Al 

inducir la liberación del DNA de las AVLPs incubadas por 24 h en medio de cultivo mediante 

la adición de heparina, se puede observar que el DNA liberado conserva su integridad. Este 

resultado sugiere que las AVLPs protegen el DNA cuando son incubadas en medio Opti-

MEM y además son capaces de liberarlos de forma íntegra.  

 

Figura 36. Ensayo de estabilidad de AVLPs en presencia de heparina. (A) EMSA de AVLPs incubadas 
en concentraciones crecientes de heparina. (B) Gráfico de la fracción de DNA liberado de las AVLPs en función 
de la concentración de heparina. HEP: heparina.  
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8.15 Entrega de ácidos nucleicos a células con las AVLPs 

En la siguiente etapa del proyecto, se evaluó la capacidad de las AVLPs para entrar 

a células y el efecto de las adiciones de los bloque Au y Tf sobre estas. Entre las AVLPs 

probadas se incluyeron AVLPs formadas por 50 % Au-CSB y 50 % CSB (50 % Au-CSB), 

así como AVLPs formadas por 50 % Au-CSB y 50 % CSB que fueron conjugadas 

posteriormente con Tf (Tf-Au-CSB) siguiendo la misma metodología que para Tf-CSB.  

La eficiencia de entrada a células se evaluó utilizando la línea celular U251, la cual 

es una línea derivada de glioblastoma que sobre expresa el receptor de transferrina. En la 

figura 38.A se muestran imágenes de fluorescencia de células transfectadas con las AVLPs 

después de 24 h. La figura 38.B muestra la eficiencia de transfección de las AVLPs a 1, 4 

y 24 h postransfección. Se observa que, en todos los casos, la adición de Au o Tf aumentó 

la eficiencia de transfección de las AVLPs. Las AVLPs de Au-CSB presentaron un pico 

máximo de entrada a las 4 h (45 %), el cual es 7.5 veces más alto que el observado para 

 

Figura 37. Ensayo de estabilidad de AVLPs en medio Opti-MEM. Geles de EMSA de AVLPs incubadas 
en medio de cultivo a lo largo del tiempo. Se adicionó un control de liberación añadiendo heparina a las AVLPs 
incubadas en medio de cultivo despues de 24 h.  
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CSB en este punto (6 %). En el caso de Tf-CSB, el porcentaje de células con AVLPs 

aumentó a lo largo del tiempo siendo 6 (35 %) y 4 (50 %) veces más que CSB a 4 (6 %) y 

24 h (12 %) respectivamente. Adicionalmente, las AVLPs de Tf-Au-CSB mostraron la mayor 

eficiencia de transfección desde 1 h postransfección, siendo ésta 8 veces (43 %) la entrada 

de CSB en este punto. Después, la eficiencia de entrada aumentó hasta 68 %, la cuál es 

significativamente mayor que aquella observada para las AVLPs de Au-CSB y Tf-CSB 

individualmente. 

 

Figura 38. Entrada de AVLPs a células U251. (A) Imágenes de fluorescencia de células U251 24 h 
postransfección con las distintas AVLPs. La barra de escala corresponde a 50 µm. (B) Gráfico de eficiencia de 
entrada de las AVLPs a células a través del tiempo. La eficiencia de entrada representa el porcentaje de células 
con marca fluorescente con respecto al número de células totales. Los asteriscos sobre las barras indican el 
nivel de significancia estadística de las diferencias comparado contra las AVLPs de CSB para cada tiempo. 
Los asteriscos sobre lineas que unen dos grupos indican el nivel de significancia estadística de la diferencia 
entre estos grupos. (C) Comparación de eficiencia relativa de entrada de CSB, Au-CSB, CB y Au-CB. La 
eficiencia de entrada relativa se muestra como el porcentaje con respecto al control positivo de lipofectamina 
utilizado en cada experimento. Los asteriscos indican el nivel de significancia estadística de las diferencias 
entre dos grupos. *: p ≤ 0.05, **: p ≤ 0.01, ***: p ≤ 0.001, ****: p ≤ 0.0001. 
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Posteriormente se comparó la eficiencia de transfección contra AVLPs de CB y Au-

CB. Se observó que CB tiene una mayor eficiencia de entrada que CSB. Esto sugiere que 

la adición del bloque “S” tiene un efecto negativo sobre la capacidad de entrada de las 

células, sin embargo, la adición del bloque “S” confiere una mayor estabilidad a las 

partículas, lo cual es de suma importancia para aplicaciones in vivo. De manera similar a 

Au-CSB, las AVLPs de Au-CB presentaron una eficiencia de entrada mayor que CB. 

Además, no se observaron diferencias significativas al comparar Au-CSB contra Au-CB. Lo 

anterior claramente refleja la capacidad del bloque Au para inducir la entrada a las células.  

Dado que uno de los principales retos de este trabajo no solamente es demostrar que 

es posible mejorar la eficiencia de transfección de las AVLPs mediante la adición de bloques 

funcionales como Au y Tf sino también, demostrar que estas modificaciones pueden ser 

programables y permitir el control sobre el funcionamiento de las AVLPs, se evaluó si 

efectivamente los bloques adicionados funcionan de la manera esperada mediante una 

exploración de la ruta que estas AVLPs modificadas utilizan como vía de entrada. 

Primero se evaluó el efecto de la inhibición de endocitosis al realizar experimentos de 

transfección a 4 °C por 1 h (fig. 39.A). En estas condiciones, los procesos metabólicos que 

requieren ATP, como la endocitosis, se detienen. Esta estrategia se ha utilizado para 

distinguir entre partículas que entran a las células mediante endocitosis de aquellas que 

utilizan mecanismos alternativos como disrupción de membranas para entrar a las células 

[133,134]. Para esto, se determinó el porcentaje de eficiencia de transfección relativa a 4 

°C con respecto a la eficiencia de transfección a 37 °C para cada muestra. En este sentido, 

un porcentaje del 100 % significa que todas las partículas entran a las células por 

mecanismos independientes de endocitosis, mientras que un 0 % indicaría la inhibición total 

de la entrada de las partículas debido a que estas entran exclusivamente por endocitosis. 

Cualquier valor intermedio indica la fracción de partículas que son capaces de entrar por 

rutas independientes de endocitosis. En el gráfico 39.B se observa que en el control con 

lipofectamina prácticamente no hubo cambio y se observó un 98 % de eficiencia de 

transfección relativa a 4 °C. La transfección relativa de las AVLPs de CSB fue de 17 %, 

indicando que el 83 % de reducción es debido a la inhibición de endocitosis. De forma 

similar, la entrada de AVLPs de Tf-CSB se redujo hasta un 3 %. En contraste, las AVLPs 

de Au-CSB presentaron una eficiencia de transfección relativa de 68 %, y del 58 % para 

partículas que tienen 50 % de Au-CSB. Estos resultados indican que la adición del bloque 

Au permite la entrada de las AVLPs a las células mediante mecanismos independientes de 
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endocitosis, mientras que Tf, principalmente utiliza endocitosis. Es importante notar que la 

reducción del 32 % en la entrada observada para las AVLPs de Au-CSB indica que existe 

una fracción de estas AVLPs que se internaliza mediante endocitosis. Estos resultados 

sugieren que los bloques de Au y Tf adicionados a las AVLPs para facilitar la entrada a las 

células, lo hacen mediante los mecanismos esperados, lo cual tiene implicaciones 

importantes en el diseño de las AVLPs demostrando que su diseño modular permite la 

adición de nuevo bloques y que la función de éstos se conserva.  

Posteriormente se evaluó la especificidad de las AVLPs en células que sobre 

expresan o no el receptor de transferrina. Para ello se comparó le eficiencia de entrada de 

las AVLPs en células U251, las cuáles se ha reportado que sobre expresan el receptor de 

 

Figura 39. Exploración de la ruta de entrada de AVLPs a células. (A) Imágenes de fluorescencia de 
células U251 24 h postransfección con las distintas AVLPs. La barra de escala es de 50 µm. (B) Gráfico de 
eficiencia de entrada a 4 °C relativa a 37 °C para cada tipo de AVLPs a células U251. (C) Comparación de 
eficiencia de entrada de AVLPs en células U251 y HEK293. La eficiencia de entrada corresponde al porcetaje 
de células con marca fluorescente con respecto al número de células totales. Los asteriscos muestran el nivel 

de significancia estadística de las diferencias entre grupos. *: p ≤ 0.05, ****: p ≤ 0.0001. 
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transferrina, contra las células HEK293, las cuáles expresan el receptor en menor medida  

[131,132]. En la figura 39.C se observa que hay un 50 % menos de entrada de las AVLPs 

de Tf-CSB en las células HEK293, lo cual concuerda con la expresión diferencial del 

receptor en ambas líneas celulares. Estos resultados sugieren que las AVLPs de Tf-CSB 

utilizan principalmente el receptor de Tf como vía de entrada. Es importante recalcar que 

todas las otras muestras de AVLPs de CSB o Au-CSB entran en niveles similares en ambas 

líneas celulares, indicando que éstas AVLPs no tienen especificidad sobre alguna de las 

dos líneas celulares probadas.  

8.16 Localización intracelular de las AVLPs 

Posteriormente se caracterizó la localización intracelular de las AVLPs mediante 

microscopía confocal utilizando los marcadores Hoechst, para teñir el núcleo de las células, 

y Lysotracker, para teñir endosomas. La figura 40.A muestra imágenes representativas de 

células transfectadas con las AVLPs por 4 h. Se observa que la mayoría de las AVLPs 

colocalizaron con endosomas y no hay presencia de AVLPs en el núcleo. La figura 40.B 

muestra la distribución de valores de PCC entre las AVLPs y los endosomas. El valor 

promedio de PCC para todas las AVLPs es aproximadamente 0.3. Sin embargo, las AVLPs 

formadas por Au-CSB presentan una tendencia hacia valores cercanos a 0, lo que indica 

una disminución en la colocalización con endosomas, mientras que las AVLPs de Tf-CSB 

presentan valores más cercanos a 1. Esto concuerda con los resultados anteriores que 

demuestran que todas las AVLPs utilizan hasta cierto punto, rutas de entrada que 

involucran endocitosis. Estos resultados indican que, a pesar de que se logró incrementar 

la eficiencia de entrada de las AVLPs a las células, las AVLPs se mantienen atrapadas en 

los endosomas, incluso cuando contienen Au que tiene la capacidad de alterar membranas. 

Esto es un factor importante que pudiera limitar la eficiencia de expresión de un gen de 

interés. Por lo tanto, es necesario buscar alternativas que puedan facilitar el escape 

endosomal de las partículas. 
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8.17 Citotoxicidad de las AVLPs 

Posteriormente se evaluó la citotoxicidad de las AVLPs en condiciones similares a las 

de transfección in vitro en células U251 incubadas con las AVLPs por 24 h y posteriormente 

tratadas con MTT para determinar la actividad metabólica de las células. Tal como se 

muestra en la figura 41, todas las AVLPs indujeron una reducción en la actividad metabólica 

 

Figura 40. Distribución intracelular de las AVLPs. (A) Microscopía confocal de células U251 despues de 
4 h de transfección con AVLPs. (B) Distribución del coeficiente de correlación de pearson (PCC) entre 
Lysotracker y AVLPs. Barra de escala = 10 µm. 

 

Figura 41. Efecto de las AVLPs sobre la viabilidad celular. (A) Porcentage de viabilidad celular medida 
en función de la actividad metabólica mediante un ensayo de MTT de células U251 transfectadas con AVLPs 
formadas con dsDNA (742 pb) por 24 h. (B) Microscopía de campo claro de células U251 incubadas con 
AVLPs durante 24 h. Las flechas azules indican células con morfología anormal. La barra de escala es de 
50 µm. Los asteriscos en (A) indican el nivel de significancia estadística de las diferencias de los grupos 

comparados contra el control con solo amortiguador. ***: p ≤ 0.001, ****: p ≤ 0.0001. 
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hasta un 70 % del control, mientras que lipofectamina, indujo una reducción de hasta el 60 

%. Por otro lado, no se observaron cambios importantes en la morfología de las células 

tratadas con las AVLPs en comparación con lipofectamina, en donde se observó una mayor 

presencia de células redondeadas como consecuencia del estrés metabólico.  

8.18 Eficiencia de transfección de AVLPs con mRNA 

En la etapa final proyecto se evaluó la capacidad de las AVLPs para entregar e inducir 

la expresión de un gen reportero. Para ello se utilizó un mRNA auto replicante (fig. 42.A). 

Este mRNA contiene la secuencia codificante de una RdRp derivada del virus Nodamura. 

Este RNA puede ser directamente traducido dentro del citoplasma de la célula para producir 

la RdRp, la cuál es capaz de generar más copias de su RNA. En el diseño de este RNA se 

incluyó también el gen reportero de la proteína eYFP unido a la secuencia de RdRp 

mediante la secuencia del péptido autolítico T2A. Así, RdRp y eYFP se traducen como una 

sola molécula que se divide por actividad del péptido T2A.  El uso de este mRNA ha 

permitido obtener niveles de expresión del transgén de hasta un orden de magnitud mayor 

en comparación con la expresión de mRNA no replicativos [135]. El replicón se sintetiza 

mediante transcripción in vitro utilizando como sustrato el plásmido linealizado 

pDNA_NR_eYFP (fig. 42.B).  

 

Figura 42. mRNA replicón. (A) Esquema de diseño del replicón compuesto por RdRp el péptido 
autolítico T2A y la proteína reportera eYFP. El replicón se traduce en el citoplasma de la células cómo una 
sola molécula que se auto lisa por actividad de T2A, separando a RdRp y a eYFP. (B) Producción del mRNA 
del replicón a partir del plásmido pDNA_NR_eYFP, el cuál se linealiza (lDNA_NR_eYFP) para utilizarlo como 
sustrato en una reacción de transcripción in vitro. MPM: Marcador de peso molecular.  
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Una vez obtenido el mRNA replicón se procedió a formar AVLPs a una N/P = 5. En la 

figura 43.A se muestra el esquema del diseño de las AVLPs de CSB con mRNA basado en 

el modelo propuesto por Marchetti et al, en 2019. En la figura 43.B se muestra el gel de 

EMSA de la formación de las AVLPs entre CSB y el mRNA replicón, mientras que en la 

figura 43.C se muestran imágenes de TEM de los distintos tipos de AVLPs formadas con el 

mRNA replicón.  

Posteriormente se analizó la protección del mRNA ante RNAsas cuando las AVLPs 

son incubadas en presencia de RNAsa A a una relación de 0.12 µg de RNAsa por cada 500 

ng de RNA a 37 °C por 1 h. En la figura 44 se observa que después del tratamiento con 

RNAsa A, únicamente el 13 % de las AVLPs permanecieron intactas. Lo que indica que las 

AVLPs brindan poca protección al mRNA.  

 

Figura 44. Ensayo de protección de mRNA en AVLPs contra RNAsa A. EMSA de AVLPs formadas 

con CSB y mRNA a una N/P = 5 e incubadas con RNAsa A por 1 h a 37 °C. 

 

Figura 43. Formación de AVLPs con mRNA replicón. (A) Esquema de AVLPs de CSB y mRNA con 
base en el diseño propuesto por Marchetti et al 2019. (B) EMSA de formación de AVLPs de CSB con el 
mRNA replicón a una N/P = 5. (C) Micrografías de TEM de AVLPs con el mRNA replicón. La barra de escala 
corresponde a 100 nm.  
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Finalmente, se realizaron experimentos de transfección en células BHK-21 con las 

distintas AVLPs formadas con el mRNA replicón hasta por 72 h. Es importante mencionar 

que en este experimento se utilizó una línea celular distinta debido a que existe evidencia 

de que la actividad del replicón, es decir de la RdRp es dependiente del tipo de línea celular. 

Este replicón ya ha sido estudiado anteriormente en células BHK-21 con éxito. Dado que 

hasta este punto del proyecto no se conocía la eficiencia de entrada de las AVLPs en esta 

línea celular, en este experimento, además de evaluar las distintas AVLPs, es decir CSB, 

Au-CSB, Tf-CSB, CB y Au-CB, se incluyeron también un par de controles de AVLPs de CSB 

y CB suplementadas con lipofectamina. Lo anterior debido a que se ha reportado que la 

adición de lipofectamina es capaz de facilitar la entrada de partículas virales al interior de 

la célula [166]. En este sentido, el objetivo fue asegurarse de que las AVLPs puedan entrar 

a las células y tener una idea acerca de la liberación y disponibilidad del mRNA a la 

maquinaria de traducción intracelular.  

La figura 45 muestra imágenes de microscopía de fluorescencia de células 

transfectadas con las AVLPs por 24 h, en las cuales se observa que las AVLPs no 

permitieron la expresión del gen reportero. Únicamente se observa una señal de 

fluorescencia clara en la muestra de células que fueron transfectadas con las AVLPs de CB 

suplementadas con lipofectamina. De manera similar, en la figura 45.B se muestra el gráfico 

de intensidad de fluorescencia de células transfectadas con las AVLPs después de 24 h, 

en donde se observa que efectivamente, únicamente la muestra con de AVLPS de CB 

suplementadas con lipofectamina presentó una diferencia clara con respecto al control de 

mRNA solo.  

Con el fin de indagar si este resultado negativo se debió a que las AVLPs no entran 

eficientemente a las células BHK-21, se realizó un análisis de qPCR a partir de RNA 

extraído de células transfectadas con las AVLPs por 1 h. En la figura 45.C se muestra que 

efectivamente, el número de copias intracelulares de replicón en las células transfectadas 

es significativamente menor que el del control de lipofectamina solo. En esta figura se 

observa también que la suplementación con lipofectamina resulta en una mayor cantidad 

de replicón dentro de las células. Por otra parte, se observa un mayor número de copias de 

replicón en las muestras de las AVLPs modificadas con los bloques Au-CSB y Tf-CSB con 

respecto a CSB sin modificar. Por el contrario, esto no se observó en las AVLPs de Au-CB 

cuando se comparan con CB. En resumen, se pudo detectar la presencia de replicón dentro 

de las células en las muestras tratadas con las AVLPs, sin embargo, este número de 
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moléculas es significativamente menor comparado al del control positivo de lipofectamina. 

Adicionado a esto, en el experimento de protección contra RNAsa A se observó que las 

AVLPs brindan poca protección al mRNA. Considerando que la cuantificación de mRNA 

mediante qPCR se enfoca en la amplificación de solamente un pequeño fragmento de 

aproximadamente 100 nucleótidos, el número de moléculas de replicón detectadas no 

necesariamente refleja el número de moléculas íntegras y disponibles para su traducción. 

Lo anterior pudiera explicar por qué no se observó una señal clara de expresión del gen 

reportero en las células transfectadas.  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 45. Transfección AVLPs formadas con replicón. (A) Imágenes de microscopía de 
epifluorescencia de células BHK-21 transfectadas con AVLPs formadas con el replicón 72 h postransfección. 
(B) Intensidad de fluorescencia de eYFP de células transfectadas con las AVLPs con el replicón. (C) 
Cuantificación del replicón en células transfectadas con las AVLPs formadas con el replicón a 1 h 
postransfección mediante qPCR. 
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9. Discusión general 

El desarrollo de vectores para la entrega de ácidos nucleicos requiere el diseño de 

sistemas que sean versátiles, seguros y eficientes [167]. En este trabajo abordamos cada 

uno de estos aspectos utilizando como plataforma de estudio AVLPs formadas por CSB o 

CB previamente diseñadas por Hernandez-Garcia y colaboradores en 2012 y 2014 [8,80]. 

Demostramos la versatilidad de las AVLPs para ser conjugadas con bloques bioactivos que 

facilitan la internalización celular de las AVLPs. La adición de estos bloques resultó en un 

incremento en la eficiencia de entrega de ácidos nucleicos a las células. Además, 

estudiamos la seguridad del uso de las AVLPs mediante la evaluación de su 

inmunogenicidad, factor que representa una limitante importante para los sistemas de 

entrega. 

Nuestros resultados demuestran que es posible funcionalizar a las AVLPs con 

péptidos de bajo peso molecular mediante fusión recombinante en el extremo N-terminal 

de CSB o CB. En este caso utilizamos el péptido Au de 1.4 kDa [168]. Esta fusión no afectó 

la capacidad de ensamblaje de CSB o CB en AVLPs con morfología tipo rodillo. En estas 

partículas, asumiendo que todas las cargas negativas del DNA son neutralizadas 1:1 por 

las lisinas del bloque B, es decir, que existe una molécula de CSB o CB por cada 12 

nucleótidos del DNA molde, cada AVLP estaría desplegando alrededor de 124 péptidos de 

Au. Estas AVLPs que despliegan péptidos como Au con una alta densidad podrían ofrecer 

una oportunidad interesante no solo para la entrega de ácidos nucleicos, sino también para 

la presentación de péptidos para el diseño de vacunas o entrega de péptidos terapéuticos. 

En el caso de bloques de mayor peso molecular como Tf, la fusión recombinante 

presentó ciertas complicaciones. Por un lado, Tf interfirió con el ensamblaje de las AVLPs 

y por otro se observó la degradación del DNA molde. La obstrucción del ensamblaje podría 

deberse a un impedimento estérico debido al gran tamaño de Tf (aproximadamente 74.7 

kDa) comparado con CSB (44,7 kDa). La causa de la degradación del DNA molde no es 

clara. Una posible hipótesis es una actividad tipo nucleasa inherente a Tf. A pesar de que 

no existen estudios previos que reporten una actividad tipo nucleasa para Tf, si los hay para 

la proteína lactoferrina, la cual tiene un rol biológico similar al de Tf, ambas son proteínas 

que pertenecen a la misma familia, están involucradas en el transporte de hierro y tienen 

capacidad antimicrobiana [161,162,169]. Específicamente se ha descrito que lactoferrina 

posee actividad tipo nucleasa [161]. Tf y lactoferrina tienen un alto grado de homología 

estructural, la principal diferencia entre éstas es su carga superficial, mientras que Tf 
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presenta carga negativa a pH neutro, lactoferrina tiene carga positiva, lo cual le permite 

interaccionar inespecíficamente con ácidos nucleicos [159,160,162]. Esta podría ser una 

explicación de por qué no se ha descrito una actividad tipo nucleasa para Tf, ya que a pH 

neutro no es capaz de interaccionar con el DNA, sin embargo, la fusión con CSB podría 

facilitar esta interacción y potenciar su actividad de nucleasa.  

Por otro lado, Tf ha sido ampliamente utilizada para el direccionamiento específico de 

acarreadores de ácidos nucleicos. Generalmente estos estudios se enfocan en la 

funcionalización de partículas previamente ensambladas con ácidos nucleicos. Siguiendo 

esta estrategia, en este trabajo utilizamos el agente entrecruzante Sulfo-SMCC para 

funcionalizar Tf en la superficie de las AVLPs.  

Al comparar los efectos de funcionalización con otros sistemas como las partículas 

virales, se ha observado que incluso la adición de péptidos de bajo peso molecular 

generalmente interfiere con su ensamblaje, lo que da como resultado partículas menos 

estables o incluso impide su ensamblaje [170,171]. Por lo tanto, la funcionalización 

recombinante con péptidos a partículas virales a menudo requiere que éstas se realicen 

solamente en una pequeña fracción de los capsómeros dentro del total de los que 

conforman la cápside y/o insertarse en un bucle externo de su superficie [172,173]. En el 

caso de CSB, la adición de péptidos pequeños puede realizarse directamente en el extremo 

N-terminal debido a la flexibilidad del bloque “C”. Para la funcionalización con proteínas de 

alto peso molecular, generalmente se utilizan estrategias de funcionalización química. Por 

ejemplo, existen reportes previos de funcionalización de cápsides virales con Tf [174,175]. 

En el caso de las AVLPs, la presencia de la única cisteína localizada en el extremo N-

terminal de CSB permitió su funcionalización con Tf mediante el uso del agente 

entrecruzante Sulfo-SMCC.  

De manera general, la morfología de las AVLPs funcionalizadas con Au o con Tf no 

cambió con respecto a las de CSB o CB. En este sentido, CSB compacta al ácido nucleico 

utilizado como molde y forma fibras rígidas, mientras que CB únicamente decora al ácido 

nucleico. Esto se observó más claramente cuando se formaron AVLPs con pDNA y 

concuerda con previos reportes en donde se utilizó dsDNA linear.  

Los acarreadores de ácidos nucleicos deben de ser estables en condiciones 

fisiológicas, una manera de evaluar esto es mediante la prueba de estabilidad con heparina, 

la cual es un referente para evaluar la estabilidad de nanopartículas cuya principal fuerza 
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de interacción con ácidos nucleicos está basada en interacciones electrostáticas [176]. Lo 

anterior tomando en cuenta la naturaleza de heparina la cuál es un polianión con una alta 

densidad de carga negativa, y que además es un componente natural de la sangre [141]. 

En presencia de heparina, las AVLPs formadas con CSB son más resistentes que las de 

CB debido a la presencia del bloque “S”. Más importante, todas las AVLPs, a excepción de 

Au-CB mantuvieron un alto porcentaje de AVLPs ensambladas a concentraciones mayores 

a las reportadas para los niveles endógenos de heparina en sangre. Por otro lado, todas 

las AVLPs presentaron un alto grado de estabilidad en medios de cultivo sin suero. En el 

caso de la adición de suero, las AVLPs de CSB mostraron una mayor estabilidad, a un 

grado que es comparable con otros sistemas de entrega que han sido exitosos en estudios 

in vivo [97]. 

La seguridad y eficiencia de los vectores también puede estar limitada por la 

capacidad del vector de inducir una respuesta inmune [177]. En estudios con vectores 

virales, la pre-existencia de anticuerpos específicos contra el vector puede desencadenar 

respuestas inflamatorias no deseadas e interferir con la capacidad de entrega de los ácidos 

nucleicos [33]. Esto es una problemática importante cuando se utilizan vectores basados 

en vectores virales que se distribuyen de forma natural en la población humana [32]. 

Además, la capacidad de inducir anticuerpos después de una primera exposición limita la 

posibilidad de una segunda administración del vector cuando es difícil mantener niveles de 

expresión del transgén de interés por tiempos prolongados [31]. Por una parte, las AVLPs 

son sistemas novedosos, por lo cual no existe el riesgo de preexistencia de anticuerpos en 

la población. Además, nuestros resultados demuestran que las AVLPs generan una 

respuesta inmune humoral baja, la cual es aproximadamente 3 órdenes de magnitud menor 

que la inducida por vVAA, el cuál es un vector que ya ha sido aprobado para su uso en 

varias terapias génicas en humanos y es generalmente reconocido como poco 

inmunogénico al ser comparado con otros virus. Lo anterior sugiere que, en términos de 

respuesta inmune humoral, las AVLPs son lo suficientemente seguras para su uso in vivo. 

Sin embargo, es importante no descartar otros factores de la respuesta inmune como la 

respuesta innata o la inducción de citocinas proinflamatorias.  

A pesar de que existen ya varios reportes de diseños de partículas viromiméticas, no 

hay estudios que se enfoquen en analizar su inmunogenicidad [178,179]. Incluso hay 

algunos ejemplos de partículas viromiméticas que utilizan componentes virales, como 

péptidos o el patrón de glicosilación de las proteínas estructurales de los virus para mejorar 
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su eficiencia de entrega, lo cual podría tener repercusiones importantes sobre la 

inmunogenicidad de estos sistemas [180].  

La adición de Au y Tf mejoró la entrada de las AVLPs a las células, imitando el papel 

que cumplen algunos péptidos virales penetradores de células o que son dirigidos a cierto 

receptor. La adición de Au a cualquiera de las AVLPs mejoró la entrada a las células 

después de 4 h de incubación. Sin embargo, después de 24 h, la fracción de células 

fluorescentes transfectadas disminuyó, probablemente debido a la degradación de la sonda 

[181]. Las AVLPs con Au son capaces de utilizar mecanismos físico-mecánicos de 

disrupción de la membrana para ingresar a las células. Sin embargo, por lo menos un 30 % 

también ingresa por vías endocíticas. De manera similar, las partículas virales naturales a 

menudo usan diferentes rutas para acceder al interior de la célula dependiendo del contexto 

celular [182]. Por otro lado, las AVLPs con Tf ingresan por endocitosis con una cinética más 

lenta. Esto podría deberse a que los procesos endocíticos involucran acciones muy 

ordenadas y controladas, que son especialmente lentas para esta geometría de 

nanopartículas [183,184]. Además, la combinación de Au y Tf no solo mejoró, sino que 

aceleró la entrada de las AVLPs a las células. Por otro lado, la baja eficiencia de entrada 

de las AVLPs sin modificar es también un aspecto favorable para este sistema, dado que 

en una aplicación in vivo esto resultaría en un menor grado de inespecificidad.  

Existen reportes que sugieren que Au promueve el escape endosomal cuando se 

fusiona a proteínas reporteras, en este trabajo no observamos este efecto [118]. Es posible 

que su anclaje a las AVLPs haya disminuido su actividad o simplemente no se alcanzó la 

sensibilidad necesaria para encontrar AVLPs libres en el citoplasma. Lo anterior 

considerando que se tiene solamente un fluoróforo por AVLP dado que es el DNA el que 

está marcado con el fluoróforo. En este escenario, es más fácil detectar a las AVLPs que 

se encuentren concentradas en los compartimentos endocíticos que aquellas que escapan 

y se diluyen en el citoplasma. Para esto se requieren más estudios que involucren el 

marcaje de CSB para tener más fluoróforos por AVLP y así aumentar la señal de 

fluorescencia y determinar si realmente no hay un cambio en la distribución intracelular de 

las AVLPs. Todo esto indica que las AVLPs de Au-CSB y Tf-CSB pueden ingresar a la 

célula de una manera más eficiente que las AVLPs de CSB, a pesar de que una gran 

cantidad de ellas es atrapada dentro de los lisosomas después de 4 h de transfección. 

En los ensayos de transfección con mRNA observamos que las AVLPs no permitieron 

la expresión del gen reportero. El hecho de que las AVLPs brindan una protección baja 
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contra RNAsas aunado que las AVLPs entran por vías endocíticas, en donde existe una 

alta concentración de nucleasas, podrían ser la razón por la cual no se observó una 

expresión evidente del gen de interés. En este sentido, es necesario buscar alternativas 

para ofrecer una mayor protección al mRNA. Este fenómeno ha sido una limitante para 

partículas viromiméticas diseñadas a partir de cero. En otros ejemplos dónde se han 

utilizado sistemas viromiméticos de dos componentes multiméricos para formar estructuras 

icosaédricas, se ha observado que estas estructuras contienen poros, a través de los cuáles 

las nucleasas pueden entrar y degradar al ácido nucleico [93,95]. En este caso, de acuerdo 

al modelo de la conformación del ácido nucleico en las AVLPs reportado por Marchetti y 

colaboradores en 2019, el RNA se encuentra alrededor de la fibra formada por el bloque 

“S” que a su vez está envuelta por el bloque “C” (fig. 43) [112]. Sin embargo, el bloque “C” 

no forma una estructura secundaria definida y es muy flexible, por lo que podría estar 

permitiendo la entrada de nucleasas hasta el núcleo de la partícula y, por tanto, la 

degradación del RNA. Una alternativa podría ser la modificación del bloque “C” con 

estructuras más rígidas que brindaran una capa de protección e impidan el acceso de 

nucleasas al interior de las AVLPs, sin embargo, esto involucraría un rediseño importante 

en la estructura de las AVLPs. Otra estrategia más sencilla sería recubrir las AVLPs con 

lípidos, sin embargo, se tendría que evaluar el beneficio del uso de las AVLPs en 

comparación con nanopartículas lipídicas. Por otro lado, en estudios anteriores se ha 

reportado que las AVLPs de CB o CSB entregan de manera eficiente ácidos nucleicos 

cortos como siRNA y ASO, en los cuales se ha visto una inhibición sobre la expresión del 

gen diana [9,115]. En este sentido sería importante evaluar la entrega de este tipo de ácidos 

nucleicos con las AVLPs modificadas con Au y Tf. 

 Existen en la literatura una gran cantidad de sistemas viromiméticos, sin embargo, 

este trabajo reporta el primer ejemplo de AVLPs basadas en péptidos con diseño modular 

que son capaces de mimetizar las propiedades fisicoquímicas de los virus como estructura 

y morfología y que además pueden ser fácilmente programables para mejorar sus funciones 

biológicas como la internalización celular. Otros ejemplos de sistemas viromiméticos 

basados en péptidos modulares han demostrado presentar altos niveles de transfección in 

vitro [2,3,6,98]. Sin embargo, en estos sistemas, generalmente es difícil tener un control 

preciso sobre la morfología de las nanopartículas, además de que frecuentemente utilizan 

péptidos derivados de proteínas virales, lo cual pudiera tener un efecto negativo sobre su 

toxicidad e inmunogenicidad. Por otro lado, los ejemplos de partículas viromiméticas que 

imitan en gran medida las propiedades estructurales de las cápsides virales no han sido 
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utilizadas como sistemas de acarreadores [88,93,95]. Este tipo de partículas se han 

obtenido mediante procesos de evolución in vitro y son capaces de encapsular su propio 

RNA. Incluso, en algunos casos se ha demostrado que son capaces de entrar a células 

[93]. Sin embargo, su capacidad como vectores no ha sido evaluada. Particularmente, no 

se ha demostrado que este tipo de partículas permitan su desensamble para permitir el 

acceso de su RNA a los ribosomas. Además, dado que este tipo de partículas son el 

resultado de un proceso de evolución in vitro, su capacidad de ser modificadas o 

reprogramadas es limitada. En el caso de las AVLPs, se ha demostrado que estas se 

pueden modificar con componentes del sistema CRISPR-CAS para facilitar el 

empaquetamiento de una secuencia específica [185].  

En este trabajo se muestra la versatilidad de las AVLPs para ser modificadas, se 

demostró que son partículas poco inmunogénicas y se mejoró su eficiencia de 

internalización celular. Este estudio sienta las bases para futuros enfoques encaminados a 

mejorar la eficiencia de transfección de las AVLPs, los cuales deberán enfocarse en la 

mejora de las protección contra nucleasas y su capacidad de escapar de endosomas. Por 

otro lado, debido a la facilidad de conjugación de las AVLPs con péptidos y a qué pueden 

ser internalizadas por células, se plantea su uso alternativo como plataforma para el diseño 

de vacunas o de despliegue de péptidos terapéuticos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

89 
 

10. Conclusiones 

En el presente trabajo demostramos que las AVLPs son partículas estables en 

condiciones similares a las fisiológicas y particularmente, la proteína CSB protege al ácido 

nucleico de su degradación en presencia de SFB. Además, estas partículas son seguras 

en términos de su inmunogenicidad. Tanto CB como CSB, ya sea en forma de AVLP o 

como monómeros en solución inducen muy poca respuesta inmune humoral comparada 

contra sistemas que ya han sido aprobados para su uso en humanos. 

Se logró la funcionalización de las AVLPs con bloques bioactivos para facilitar su 

entrada a células. Esto revela las bondades del diseño modular de las AVLPs. Los bloques 

conformados por péptidos de bajo peso molecular como Au se pueden fusionar 

directamente de manera recombinante. Por otro lado, bloques más grandes como Tf se 

pueden añadir mediante conjugación química.  

La adición de estos bloques logró mejorar hasta 11 veces la entrada de las AVLPs a 

las células. Sin embargo, una parte de estas son arrestadas en endosomas y, teniendo en 

cuenta que las AVLPs no brindan una protección astringente contra el ataque de RNAsas, 

no se logró observar una expresión evidente de un gen reportero al transfectar células con 

AVLPs formadas con mRNA. 

Finalmente, los resultados de este trabajo respaldan el hecho de que las AVLPs de 

CSB tienen la capacidad de ser programados para dirigirse a ciertos tipos de células a 

través de rutas específicas mediante la conjugación con una variedad de ligandos que 

tienen diferentes mecanismos de entrada celular. Esta capacidad de las AVLPs de ser 

programables se refleja en la versatilidad de las proteínas para manipular su diseño, en 

donde se probaron 3 estrategias: i) cambios a nivel de secuencia de aminoácidos de los 

bloques que componen a las proteínas mediante técnicas de biología molecular, esta 

estrategia resultó particularmente favorable cuando se añadió una secuencia de un péptido 

pequeño ii) conjugación química de las AVLPs, que permitió la fusión de proteínas de gran 

peso molecular a la superficie de las AVLPs  y iii) formando AVLPs con combinaciones de 

distintas proteínas derivadas de CSB para obtener AVLPs con propiedades mixtas. 

 

 



 

90 
 

11. Perspectivas 

El presente trabajo representa un avance hacia el diseño de partículas que puedan 

ser capaces de imitar las propiedades de los virus necesarias para la entrega de ácidos 

nucleicos. En este sentido es necesario diseñar una estrategia para asegurar el escape 

endosomal de las AVLPs. Para lo anterior se propone el uso de péptidos fusogénicos y la 

adición de módulos ricos en histidinas. Existen reportes que demuestran que el uso de 

policationes basados en histidinas resulta en una mayor eficiencia de transfección cuando 

se compara con el uso de lisinas. Lo anterior debido a las propiedades bioquímicas de la 

histidina que, por un lado, se ha propuesto que es capaz de inducir el efecto de esponja de 

protones y así facilitar el escape endosomal y, por otro lado, facilita la accesibilidad del 

ácido nucleico a la maquinaria celular al desensamblarse más fácil en condiciones 

fisiológicas debido a su pKa característico [186].  

Otro factor muy importante es buscar alternativas para aumentar la protección de las 

AVLPs ante nucleasas. Cómo una opción sencilla y rápida, se propone se propone el 

recubrimiento de las AVLPs con una bicapa lipídica. Esto pudiera adicionar una barrera 

entre el medio exterior y el núcleo de la partícula, así como a la vez servir como un modelo 

de estudio para el desarrollo de AVLPs envueltas que pudieran imitar las propiedades de 

los virus envueltos. 

Por otro lado, es importante también reconocer el potencial de las AVLPs como 

sistemas de acarreadores, no solamente de ácidos nucleicos, sino de fármacos o péptidos 

y por tal, esta plataforma pudiera ser un excelente sistema para el desarrollo de vacunas, 

o el despliegue de péptidos terapéuticos, tal es el caso de péptidos antimicrobianos como 

Au. 
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A B S T R A C T   

The use of viral vectors for in vivo gene therapy can be severely limited by their immunogenicity. Non-viral 
vectors may represent an alternative, however, reports analyzing their immunogenicity are still lacking. Here, 
we studied the humoral immune response in a murine model triggered by artificial virus-like particles (AVLPs) 
carrying plasmid or antisense DNA. The AVLPs were assembled using a family of modular proteins based on 
bioinspired collagen-like and silk-like sequences that produce virus-like particles. We compared our AVLPs 
against an Adeno Associated Virus 1 (AAV), a widely used viral vector for in vivo gene delivery that has been 
approved by the FDA and EMA for gene therapy. We found that a 1000-fold higher mass of AVLPs than AAV are 
necessary to obtain similar specific antibody titters. Furthermore, we studied the stability of AVLPs against 
relevant biological reagents such as heparin and fetal bovine serum to ensure nucleic acid protection in biological 
media. Our study demonstrates that the AVLPs are stable in physiological conditions and can overcome safety 
limitations such as immunogenicity. The scarce humoral immunogenicity and high stability found with AVLPs 
suggest that they have potential to be used as stealth non-viral gene delivery systems for in vivo studies or gene 
therapy.   

1. Introduction 

Gene therapy is still hindered by the need of safe delivery systems 
[1,2]. Moreover, in some cases, transgene expression decreases over 
long-term periods which might hinder repeated vector administrations 
[3,4]. Thus, overcoming the immunogenic response against the vectors 
represents a major challenge [5–7]. Up to date, viral vectors (VVs) are 
the only option approved by regulatory entities such as FDA or EMA to 
deliver complete genes for therapeutic purposes due to their high de-
livery efficiency [8,9]; however, their immunotoxicity severely limits 
their therapeutic use in humans [6,10–14]. The pre-existence or in-
duction of neutralizing antibodies and undesired allergic reactions have 
resulted in the death of a patient [15–17]. This fact clearly indicates that 
special care is required in both, the efficiency and safety of the gene 
delivery vectors and particularly on their immunoreactivity. 

On the other hand, non-viral vectors (nVVs) offer some advantages 

over VVs. They do not present risks of random insertions into the host 
genome and tumorigenesis and have less restrictions in nucleic acid type 
and size that they can incorporate. Moreover, the simple and modular 
design of some nVVs allows optimization by the incorporation or 
modification of biocompatible and low immunogenic components [18]. 
All this makes nVVs a safer alternative than VVs, specially suitable for 
applications that need repeated administrations [19]. On the other 
hand, nVVs are usually less efficient than VVs at delivering genes, 
because they do not bypass the intracellular barriers as VVs do. How-
ever, to gain efficiency, nVVs can be conjugated with functional blocks 
such as ligands for targeting receptors or membrane disturbing blocks 
for cell penetration and endosomal escape [20]. Moreover, strategies to 
increase the efficiency of nVVs often result in augmented cytotoxicity 
and immunogenicity and/or a decrease on cell specificity, which overall 
reduces their safety. 

Design of nVVs that mimic some viral properties has been proposed 
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as an alternative to optimize nVVs [21–25]. Recently, a family of de novo 
and modularly designed proteins that mimic the assembly and structural 
properties of Tobacco Mosaic Virus coat protein have been reported 
[26–28]. These proteins were rationally designed by fusing independent 
functional polypeptide blocks into a single polypeptide chain. These 
polypeptides were termed as “C-S-B” proteins alluding at each of their 
blocks that mimic different viral coat protein properties: colloidal sta-
bility (C), cooperative self-assembly (S) and binding to nucleic acids (B). 
First, colloidal stabilization, is a property provided by the C block, a very 
hydrophilic collagen-like (GXY)n sequence, which forms a superficial 
corona around the particles. Second, viral coat proteins self-assemble 
into macromolecular complexes by specific interactions within the 
capsomers, mostly in a cooperative fashion. In this case, the S block, is 
produced by a silk-like motif (GAGAGAGQ)n which cooperatively self- 
assembles into nanorods [29]. And third, viral proteins must interact 
with the viral genome to assemble, this is mostly done by electrostatic 
interactions. Thus, the B block, produced by 12 lysins, interacts elec-
trostatically with nucleic acids. The combination of these three blocks 
generates elongated nanostructures similar to rod-shaped viruses. Pre-
vious reports have shown the potential application of these AVLPs in 
gene delivery. AVLPs formed with these proteins delivered nucleic acids 
in vitro into HeLa cells and protozoa [30,31]. Moreover, they showed 
negligible cytotoxicity and hemolytic activity. Here, we studied AVLPs 
stability and immunogenicity in order to forward these particles for 
future gene delivery applications. 

The delivery efficiency is severely affected by vector stability. The 
vector must be stable enough to protect the nucleic acid until it is 
delivered into the cells, then, the vector must release its cargo to carry 
out its function. As most of the nVVs rely on electrostatic interaction 
between the gene delivery system and the nucleic acid, anionic glycos-
aminoglycans may compete with the nucleic acid, impeding the trans-
port towards the targeted cell and limiting cellular uptake [32]. In fact, 
nVVs formed by distinct types of cationic polymers such as peptides, 
chitosan, polyurethane and polyethyleneimine (PEI) have shown 
different grades of meta-stability against anionic glycosaminoglycans 
including heparin [32–36]. This is an important characteristic for in vitro 
and in vivo applications, thus, AVLPs stability characterization against 
polyanions and in relevant biological media is required. 

Immunogenicity is other important aspect that can severely limit the 
delivery capacity of a vector. Stimulating an immune response is tightly 
linked to the biophysicochemical properties of the vector [37–39]. 
Previous studies have shown how nVVs can elicit low immune responses 
when administered in vivo [40]. Moreover, strategies such as chemical 
modification of the nucleic acids and particle coating with stealth blocks 
such as polyethylene glycol (PEG) and human cell-derived membranes 
can diminish their immune response [14,41,42]. However, some con-
cerns about the use of PEG have arisen recently as it induces humoral 
response and accelerates vector clearance after repeated administrations 
[43,44]. Furthermore, there is broad evidence of highly immunogenic 
nVVs that are used in vaccine design rather than for gene therapy due to 
their adjuvant activity [45,46]. Moreover, AVLPs are non-human and 
can be prone to stimulate the immune system. 

In the present study we evaluated the in vitro stability of the AVLPs in 
heparin and cell culture media supplemented with fetal bovine serum 
(FBS). Additionally, we tested the humoral immune response of our 
AVLPs in vivo using a mice model. We focused on the determination of 
humoral immune response, as this can severely limit the gene delivery 
efficiency of the vector. Moreover, this is the first time that the same 
study compares the humoral response of a nVV to a VV (Adeno-associ-
ated virus, AAV) that has been already approved for human use by 
regulatory entities. The study provides solid evidence of the safety and 
stability of the AVLPs that could be harnessed in further in vivo delivery 
studies. 

2. Materials & methods 

2.1. Production of recombinant proteins 

Recombinant strains of GS115 Komagataella phaffii (previously 
known as Pichia pastoris) were used for the biosynthesis of the proteins 
C4-BK12 and C4-S10-BK12 as previously reported [26]. Briefly, proteins 
were collected from the clarified cell culture supernatant and purified by 
serial fractional precipitation with 50% of ammonium sulfate (Sigma- 
Aldrich), and 40 and 80% of acetone (Alta Pureza Maquiladora, 
Mexico). Dialyzed and lyophilized proteins were stored in sealed tubes 
at − 20 ◦C. Purity and integrity of recombinant proteins were analyzed 
by sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS- 
PAGE) and matrix assisted laser desorption/ionization-time of flight 
(MALDI-TOF) mass spectroscopy. 

2.2. Preparation of AVLPs 

Lyophilized proteins were dissolved in Mili-Q water at 3 μg/μL for 
C4-S10-BK12 and 4 μg/μL for C4-BK12. Dithiothreitol (DTT, Sigma-Aldrich, 
Saint Louis Mo, USA) at 0.1 mM final concentration was added to C4-S10- 
BK12 stock solution before its use and heated at 70 ◦C for 10 min to 
promote complete dissolution into monomers [29]. AVLPs were formed 
by mixing stock solutions of plasmid (pAcGFP1-N1 4.7 kpb, Clontech, 
CA) or antisense DNA oligonucleotide (5′-GTCCTCCCTTTCCGTGCTGT- 
3′, Integrated DNA Technologies; San Diego, CA) with proteins at 
different NP ratio (molar ratio between positively charged groups (N) of 
protein B block and the negatively-charged phosphate groups (P) of the 
DNA template) in HEPES buffer (Gold Biotechnology) 10 mM pH 7.4. 
Typically, 10 ng/μL of pDNA were used during the AVLP preparation. 
Mixtures were incubated overnight at room temperature. 

2.3. Electrophoretic mobility shift assay (EMSA) 

Samples were mixed with 6× loading buffer (Thermo Fisher) and 
loaded in a 0.8% agarose gel (Life Technologies, Canada) for electro-
phoresis. All electrophoresis gels were run for 1 h at 90 V using 1× TAE 
buffer pH 8.0 (Thermo Fisher Scientific, MA). DNA bands were visual-
ized using SYBR Safe DNA Gel stain (CA, USA) and an Azure c300 Im-
aging System (CA, USA) using epi-blue fluorescence filter. Relative 
fractions of free or coated DNA were measured by means of the intensity 
of the bands of interest and compared to the intensity of the control 
using the software ImageJ. 

2.4. Morphological characterization of ALPs 

Morphological characterization of AVLPs was carried out using 
Atomic Force Microscopy (AFM) with a MultiMode 8-H (Bruker, MA, 
USA). Typically, 5 μL of samples containing 1 ng/μL of DNA were 
deposited onto freshly cleaved mica samples discs and incubated for 5 
min, washed with 500 μL of Mili-Q water and dried with air stream. 
Imaging was performed using ScanAsyst mode, at a scanning rate be-
tween 750 and 1000 Hz and 500–1000 samples/line on an area of 5 × 5 
μm. First-order flattened images were processed and analyzed with 
NanoScope Analysis 1.8. 

2.5. Hydrodynamic diameter and surface zeta potential of AVLPs 

Hydrodynamic diameter (DH) and surface zeta potential of AVLPs 
were measured by dynamic light scattering (DLS). Samples containing 2 
× 109 pDNA copies/μL or 1 μg/μL of AVLPs protein alone or with pDNA 
(NP = 3) in PBS (pH 7.4) were measured using a Zetasizer Nano-ZS 
(Malvern Instruments, United Kingdom). Reported values are the 
average of three measurement of at least 13 runs each at 25 ◦C using a 
backscatter angle of 173◦. 
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2.6. Stability of AVLPs in different media 

Stability of AVLPs was tested in presence of the anionic polymer 
heparin and in cell culture media. Heparin (0–8 ng/μL, Pisa, Mexico) or 
culture media (Opti-MEM, DMEM, or DMEM +5, 10 or 20% FBS or FBS 
100%, Gibco, Life Technologies) were mixed 1:1 with previously pre-
pared AVLPs (100 ng of pDNA at NP = 3) and then incubated at 37 ◦C for 
30 min (heparin) or 24 h (media). Samples were loaded into a 0.8% 
agarose gel for EMSA analysis. Release control samples were performed 
to reveal the integrity of the pDNA inside the AVLPs by incubating them 
with 1.0 ng of heparin per ng of plasmid at 37 ◦C for 30 min before 
electrophoresis. 

2.7. AAV vectors 

AAV vectors pAAV.Syn.GCaMP6s.WPRE.SV40 (AAVa) and the 
pAAV.Syn.NES-jRGECO1a.WPRE.SV40 (AAVb), kindly provided by Dr. 
Fatuel Tecuapetla (Instituto de Fisiología Celular, UNAM, México), were 
obtained from Addgene, Ma. Both vectors contain the capsid from AAV1, 
one of the most used viral vectors in gene therapy [47–49]. AAVa was 
used for immunization experiments, while AAVb was used only for 
enzyme linked immunosorbent assays (ELISA). 

2.8. Quantification of genomic copies in the AVLPs and AAVs 

The genomic copies (gc) in AAV particles (AAVs) or AVLPs were 
quantified using quantitative PCR (qPCR) of the gene coding for the 
enhanced Green Fluorescent Protein (eGFP). eGFP is present in the 5.9 
kb genome of AAVa and the plasmid pAcGFP1-N1 used for the prepa-
ration of the AVLPs. Previous to the qPCR, AAVa samples were treated 
with DNAse I (New England Biolabs, MA USA) according to manufac-
turer's protocol. The pDNA of AVLPs samples was purified using phenol: 
chloroform:isoamyl alcohol (25:24:1, Invitrogen) extraction followed by 
ethanol precipitation. Forward and reverse primers 5’ ATGGTGAG-
CAAGGGCG 3′ and 5′ CACGCTGAACTTGTGGC 3′, respectively, were 
designed for the amplification of a 117 pb fragment from the eGFP gene. 
qPCR was performed according to manufacturer's instructions. Briefly, 
reactions containing 1× SYBR supermix (BioRad), 0.1 μM of each primer 
and sample diluted in nuclease free water were processed in PCR plates 
and a Bio-Rad CFX96™ thermocycler. The qPCR protocol consisted of an 
initial step of denaturation at 95 ◦C for 10 min followed by 35 cycles of 
denaturation at 95 ◦C for 15 s and annealing/extension at 60 ◦C for 30 s. 
A standard curve of DNA from the plasmid pAcGFP1-N1 was used for 
DNA quantification. Samples were analyzed in duplicated. Data analysis 
was carried out by using the Bio-Rad CFX Manager 3.1 Software [50]. 

2.9. Total protein quantification by BCA protocol 

Total protein quantification of AAVs and AVLPs was done by a Micro 
BCA™ Protein Assay Kit (Pierce Biotechnology, IL USA). A modification 
to the test tube protocol was implemented to reduce the amount of 
sample used. Briefly, 25 μL of the sample solution was mixed with 25 μL 
of working reagent solution. The remaining procedure followed the 
manufacturer's specifications. 

2.10. Animal welfare and mice immunization 

We performed independent experiments consisting of six groups (n 
= 3 or 5) of 6 to 8-week-old female BALB/c mice obtained from bio-
terium of the Instituto de Fisiología Celular-UNAM (IFC-UNAM). All the 
mice groups were isolated in filtered air boxes and maintained with 
water and food at libitum during all the experiments according to the 
protocol number LVD138-18 approved by the Internal Committee for 
the Care and Use of Laboratory Animals (CICUAL) of the IFC-UNAM. 
Prior to intramuscular immunization, the solution containing the 
AVLPs were diafiltrated using a 30 kDa MWCO Vivaspin column of 

polyethersulfone (Sartorius, CA, USA) to remove excess of monomeric 
protein in samples. First, we evaluated the production of specific anti-
bodies comparing same doses of genomic copies of the DNA of interest. 
Thus, mice groups (n = 5) were immunized once with 1010 genomic 
copies contained in AVLPs or AAVa as determined by qPCR. Then, we 
compared the specific antibodies production when same doses of mass of 
protein are used. Here, mice groups (n = 5) were immunized once with 
50 ng of total protein from AAVa or AVLPs in PBS determined by BCA. 
Finally, we studied the humoral immune response of the AVLPs in a high 
dose regimen. Six mice groups (n = 3) were immunized with 50 μg of 
total protein coming from AVLPs prepared with C4-S10-BK12 or C4− BK12 
and ASO. A boost of the same dose was given two weeks later. Control 
mice groups were immunized with AVLPs or AAVa carrying pDNA or 
ASO with adjuvant co-administration based on aluminum hydroxide 
(Alhydrogel adjuvant from Invivogen). In all experiments, blood sam-
ples were taken immediately before immunization and each two weeks. 
Sera were collected by centrifugation at 3000 ×g for 15 min and stored 
at − 70 ◦C until their analysis. 

2.11. ELISA for the detection of specific antibodies against AVLPs and 
AAVs 

96-well polystyrene microplates were coated overnight with 50 μL of 
suspension containing 1 μg/mL of C4-S10-BK12 or 0.1 μg/mL of AAVb. 
These concentrations were chosen to have high sensitivity as well as to 
give similar absorbance as determined by a serial dilution analysis for 
standardization (see Supplementary data, Fig. S3). Microplates were 
blocked with 300 μL of a solution containing 5% of non-fat dry milk and 
incubated for 1 h at 37 ◦C. Sera from mice were taken before and after 
immunization and were analyzed at a 1:100 dilution in PBS with 5% of 
non-fat dry milk, and 50 μL of this dilution were placed in each well. 
Microplates were incubated at 37 ◦C for 1 h and washed 5 times with 
300 μL of PBS containing Triton X-100 0.2%. Antibody-antigen com-
plexes were detected incubating the microplates with horseradish 
peroxidase (HRP) conjugated anti-mouse IgG (Sigma-Aldrich) for 1 h at 
37 ◦C. Microplates were washed again 5 times more and 3,3′,5,5′′-tet-
ramethylbenzidine (TMB) was used as a substrate. Plates were incubated 
for 20 min in darkness and the reaction was stopped with sulfuric acid 
solution at 0.16 M. HRP activity was measured by reading the absor-
bance at a wavelength of 450 nm with the ELISA plate reader SkanIt for 
Multiskan FC 3.1. ELISA positive values were given when the absor-
bance values were higher than the average of the negative values plus 
three standard deviations. 

2.12. Statistical analysis 

The analyses were performed using the GraphPad Prism 8.0.2 soft-
ware (GraphPad Software, Inc.). Results are shown as the mean ±
standard error of the mean. Statistically significant differences between 
groups were determined by assuming normal distribution and using a 
two-way ANOVA followed by a Tukey's multiple comparisons test. The 
differences were considered statistically significant at p < 0.05. 

3. Results & discussion 

3.1. Formation of AVLPs 

First, we characterized the formation of AVLPs formed by C4-S10- 
BK12 or C4-BK12 proteins by analyzing the interaction between pDNA and 
the proteins by EMSA. Fig. 1 shows the change in the electrophoretic 
mobility of pDNA when it interacts with increasing amounts of protein. 
We found that the negative charges of the pDNA are fully neutralized by 
the proteins forming DNA-protein complexes at a NP = 3 (Fig. 1A). This 
result agrees with previous reports [51,52]. Thus, further experiments 
were carried out at NP = 3. 

Next, we characterized the topology of the protein-pDNA complexes 
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by atomic force microscopy (AFM, Fig. 2). Particles formed by pDNA and 
C4-S10-BK12 protein had a rod-like shape (Fig. 2.A, B and C). As shown in 
Fig. 2.A, we found two populations of nanoparticles with different high- 
aspect ratio with contour lengths (Lc) of approximately 250 and 475 nm; 
however, both had a height ≈3.5 nm (Fig. 2.G and H) [53]. In contrast, 
particles formed by pDNA and C4-BK12 protein seem more flexible and 
similar to naked pDNA (Fig. 2.D and E). They had an average Lc = 1425 
nm and a height ≈1.5 nm (Fig. 2.G and H). Since the pDNA Lc ≈ 1600 
nm, in accordance with previous reports, the results suggest that C4-BK12 
protein coats a single pDNA molecule without condensation whereas C4- 
S10-BK12 is condensing the pDNA. 

The DH of AVLPs measured by DLS showed a broad distribution in 
size with at least two peaks ranging from 50 to 950 nm, whereas DH for 
pDNA, C4-BK12 and C4-S10-BK12 alone was 468.4 ± 90.58, 11.09 ± 1.704 
and 12.62 ± 2.98 nm, respectively (Fig. 2.I). The DH for the peaks of C4- 
BK12 and C4-S10-BK12 AVLPs were 91 and 342, and 220 and 531 nm, 
respectively. Note that DH reflects only the equivalent diameter of a 
diffusing hard sphere; therefore, it does not reflect the actual size of the 
AVLPs with rod-like shape. However, the change in the size distribution 
comparing the proteins and pDNA alone with respect to the AVLPs, 
clearly indicates the formation of macromolecular complexes. 

Moreover, the zeta potential of AVLPs formed in PBS at pH 7.4 by C4- 
BK12 and C4-S10-BK12 proteins were in average − 5.8 ± 2.2 mV and − 5.8 
± 0.7 mV, respectively. In contrast, pDNA alone has a zeta potential of 
− 20 ± 1.9 mV. Furthermore, AVLPs were slightly more negative than 
proteins alone (3.4 ± 1.5 mV for C4-BK12 and − 3.2 ± 0.7 mV for C4-S10- 
BK12, Fig. 2.J). All this indicates that the negative charge of the pDNA is 
neutralized when it is incubated with the proteins. The change in the 
size distribution of the AVLPs and the neutralization of the negative 
charge of the pDNA in presence of the C4-BK12 and C4-S10-BK12 proteins 
clearly indicate the formation of AVLPs. 

3.2. AVLPs show high stability in biological relevant-media 

After characterizing of the formation of AVLPs, we evaluated their 
stability upon incubation in heparin and culture media. This is relevant 
since an efficient gene delivery system must prevent extracellular 
degradation of the nucleic acid cargo previous to cellular uptake. We 
incubated AVLPs with increasing concentrations of heparin, a highly 
anionic polymer present in blood serum [54], to compete for the AVLP 
protein. EMSA allowed us to follow the disassembly of the near-neutral 
protein-coated DNA (top band) into free and uncoated pDNA (lower 
band, Fig. 3.A). AVLPs made of C4-BK12 were completely disassembled 
above 5.8 ng/μL of heparin. In contrast, 20% of the C4-S10-BK12 AVLPs 
remained fully assembled when up to 8 ng/μL of heparin was added. 
This indicates that AVLPs can tolerate heparin concentration levels that 

are equivalent to over 3 times the heparin concentration in blood (Fig. 3. 
B) [54]. 

We conducted further studies to evaluate the effect in the stability of 
AVLPs after incubation up to 24 h at 37 ◦C in commonly used cell culture 
media for growth and transfection of mammalian cells (Opti-MEM, 
DMEM and DMEM supplemented with FBS). As shown in Fig. 4, for both 
proteins, no free pDNA was observed when incubated in Opti-MEM or 
DMEM (Fig. 4.A, B, C, and D). However, when using media supple-
mented with 5% FBS, a smear was seen for AVLPs formed by C4-BK12 
protein after incubation for at least 12 h (Fig. 4.E). The pDNA released 
from these AVLPs with a high excess of heparin looks similar to naked 
pDNA incubated in the same conditions (Fig. 4.E). This means that 
AVLPs formed by C4-BK12 protein could not offer protection to pDNA 
after 12 h of incubation with 5% FBS. On the other hand, AVLPs formed 
by C4-S10-BK12 protein did not show liberation nor degradation of pDNA 
upon 24 h of incubation (Fig. 4.F). The results together indicate that 
pDNA was stable in both AVLPs formed by C4-BK12 or C4-S10-BK12 pro-
tein incubated in Opti-MEM or DMEM for 24 h. 

Interestingly, AVLPs formed by C4-S10-BK12 protein protected pDNA 
against release and degradation in DMEM supplemented with 5% FBS 
for 24 h. Though, these AVLPs formed by C4-S10-BK12 protein did not 
fully protect DNA when incubated with media supplemented with 
higher FBS percentage after 24 h (Fig. S1). Therefore, attention is 
required to facilitate the cellular uptake of AVLPs at lower times or to 
optimize their design to increase their stability. However, note that 
other nVVs that presented partial stability in 10% FBS could deliver 
pDNA in in vivo studies [34]. All this suggests that C4-S10-BK12 could be 
more suitable for in vivo gene delivery where the presence of many 
anionic molecules in natural conditions could induce the disassembly of 
the AVLPs by unspecific interactions before transfection of the targeted 
cells. 

3.3. AVLPs show reduced humoral response compared to AAVs 

Next, we studied the immunogenic response towards AVLPs and 
AAVs in an in vivo murine model (Fig. 5, Table 1). We immunized mice 
with a single dose of 54.5 ng of protein from each antigen, which is 
comparable with a low dose range commonly used in gene therapy 
[55–57]. Interestingly, AVLPs generated a low antibody level, even 
when adjuvant was co-administrated (Fig. 5.A). In contrast, the same 
amount of protein coming from AAVa prompted a higher antibody level 
than the AVLPs. 

Since equal mass of protein between AAVs and AVLPs represents at 
least one order of magnitude lower genomic copies (or particles) for the 
AVLPs (Table 1), we compared the immune response in the mice after 
immunization with the same dose of 1010 gc of AVLPs or AAVa. 

Fig. 1. Formation of the AVLPs. A) EMSA showing the complex formation of pDNA with protein (C4-BK12 or C4-S10-BK12) at different NP ratios. B) Plot of free pDNA 
fraction relative to total pDNA with respect to the NP used. Band's intensity was measured by densitometry analysis using ImageJ software. Results in B are expressed 
as means ± standard error of the mean. 
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Likewise, AAVs prompted a higher level of antibodies than the AVLPs. 
Indeed, specific antibodies against the AVLPs were not detectable in 
these conditions (Fig. 5.B). Moreover, the antibody titters against AAVs 
are comparable (or lower) to those observed in other studies [58]. 

3.4. High doses of AVLPs induced mild but acceptable humoral responses 

In the following studies we decided to immunize the mice with two 
doses of 50 μg of AVLP protein without any DNA or carrying an ASO 
(Fig. 6). These high doses of antigen are typically required to induce a 
humoral immune response in mice [59]. Surprisingly, also at this high 

protein amounts no evident IgG levels were detected with AVLPs of C4- 
BK12 +ASO, even in the presence of adjuvant. Interestingly, AVLPs of C4- 
S10-BK12 alone and with ASO induced a mild immune response (Fig. 6) 
with very low titters of 1:400 and 1:200, respectively (Fig. S4). 

The mice groups immunized with AVLPs formed by C4-S10-BK12 
alone and with ASO + adjuvant had a notorious immune response with 
higher antibodies titters of 1:64000 and 1:32000, respectively (Fig. S4). 
We also noticed that the IgG levels were higher in the sample of C4-S10- 
BK12 alone and they decreased when the protein was forming complexes 
with the ASO. This reduction in the humoral response could be due to a 
neutralization of the 12 cationic charges present in the binding block B 

Fig. 2. Morphology, size and surface zeta potential of AVLPs. AFM of: A-C) AVLPs prepared with C4-S10-BK12 + pDNA. D-E) AVLPs prepared by C4-BK12 + pDNA. F) 
pDNA alone. G) Height profiles of AVLPs + pDNA showed in B, E and F. H) Average height of AVLPs. I) DH of the AVLPs measured by DLS. J) Zeta potential of AVLPs 
measured by DLS. Results in H and I are expressed as means ± standard deviation. 
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of the protein by the ASO. It has been reported that cationic particles can 
interact with antigen presenter cells, inducing both strong cellular and 
humoral immune responses [60,61]. Here, although the proteins alone 

have a negative surface zeta potential, the B block represents a highly 
condensed cationic region that might promote its entry to antigen pre-
senting cells. In fact, many natural viruses also have negative values of 

Fig. 3. Stability of AVLPs in the presence of heparin. A) EMSA of the AVLPs prepared with pDNA and the C4-BK12 or the C4-S10-BK12 protein incubated with increasing 
concentrations of heparin. B) Effect of increasing amounts of heparin over the fraction of coated pDNA in the AVLPs (top band in the EMSA). Results in B are 
expressed as means ± standard error of the mean. 

Fig. 4. EMSAs showing stability of AVLPs incubated 
in different cell culture media at 37 ◦C. AVLPs pre-
pared with C4-BK12 + pDNA incubated in Opti-MEM 
(A), DMEM (C) or DMEM + 5% FBS (E). AVLPs pre-
pared with C4-S10-BK12 + pDNA incubated in Opti- 
MEM (B), DMEM (D) or DMEM + 5% FBS (F). In 
each EMSA, heparin was used as a control to induce 
liberation of the pDNA from the AVLPs after the in-
cubation in the media. Controls showing free pDNA 
in the culture media at 0 or 24 h of incubation, free 
DNA in buffer and medium alone, are shown.   

Fig. 5. Measurements of IgG levels against the AVLPs 
and AAVs in a murine model. ELISAs showing the 
presence of specific IgG against AAVs or AVLPs in 
immunized mice sera. A) A single dose of 54.5 ng of 
total protein was used to immunize mice. B) A single 
dose containing 1010 gc was used to immunize mice. 
Each point represents the average of a group (n = 5). 
Vertical lines represent the standard error of the 
mean. Doted gray line shows the negative/positive 
threshold. Two-way ANOVA analysis was used for 
significance and compared against absorbance from 
pre-immune sera (**p ≤ 0.01, ****p ≤ 0.0001).   
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zeta potentials at neutral pH but are decorated with cationic glycopro-
teins that facilitate their attachment to the negatively charged mem-
brane of cells [62,63]. 

It is clear that the AVLPs have a large range of doses in which the 
humoral immune response is not detected. From an immunogenic 
perspective, our study suggests that the AVLPs are a potential alternative 
for in vivo gene delivery. The low immunogenicity represents an 
advantage over other non-viral vectors also. These are the case of pol-
yplexes composed by PEI, which showed adjuvant properties. If used for 
gene delivery, PEI could induce a non-desired humoral response even to 
the transgene product [64,65]. 

3.5. Implications of AVLP design on humoral response 

The low immunogenicity observed in the AVLPs could be due to the 
presence of the colloidal stability C block in the proteins. First, this block 
was designed using the collagen-like sequence (GXY)n, where X and Y 
are hydrophilic amino acids. However, unlike other collagen-like pep-
tides that form triple-helixes [66], the C block is a random coil, making it 
a singular collagen-like peptide. Despite of this, many studies have re-
ported low immunogenicity of collagen-like biomaterials and biocom-
patibility [67–69]. Second, it forms a corona around the bound nucleic 
acid, and hence it is exposed outside of the nanoparticles [70]. And 

third, the C block represents a major part of the protein, over 80% of the 
molecular weight of the proteins corresponds to this block. These 
properties of the C block could explain the low immunogenic observed 
with AVLPs. 

When we compared C4-BK12 and C4-S10-BK12 proteins, we found that 
the second one produced higher levels of specific antibodies. This 
possibly could be due to differences in the morphology of the particle 
when the S block is present, since silk-like proteins have been previously 
reported to elicit little to none humoral response [71,72]. Moreover, 
Western-Blot analysis shows that specific antibodies produced against 
C4-S10-BK12 cross-reacted with C4-BK12 (Fig. S2), meaning that anti-
bodies could be produced against a common sequence of the AVLPs such 
as C block, which is forming the corona around the particles. In fact, the 
S block is known to confer rigidity and compaction to the particles 
(Fig. 2). These differences in size and shape of the AVLPs might made the 
C4-S10-BK12 AVLPs more available to antigen presenting cells. All this 
suggests that particles with differences in morphology, size and other 
structural features, but not merely its composition and surface charge, 
could lead to important changes in the immune response. 

3.6. Importance of immune response of particles for delivery 

In previous studies, other types of AVLPs have also been designed 
without much attention on immunogenicity [73,74]. Pinnapireddy et al. 
[73], used the lipidic composition and glycosylation pattern of viral 
membranes to envelop PEI polyplexes. Although they favored the gene 
delivery of their particles in vitro, their viral mimicry strategy involves 
the glycosylation pattern as a critical factor for delivery, and because the 
glycosylation pattern of non-human particles are easily recognized by 
the immune system, they could have a high immunoreactivity [75]. Like 
those previous studies, our AVLPs also have shown adequate gene de-
livery in vitro [30,31]. Furthermore, here we provide additional evi-
dence that supports the safe use of our AVLPs in therapeutic purposes. As 
for many drugs, the therapeutic effect is related to the dose. Thus, and 
adequate gene delivery efficiency is directly linked to the dose of vector 
administrated. The maximum dose for human use is regulated by the 
safety of the drug. The little humoral response of our AVLPs, which is 
many times lower than that of VVs approved for human use (Fig. 5), 
implies that our AVLPs have a higher range of doses without safety is-
sues. Nevertheless, low immunogenicity is one of the features desired for 
gene delivery vectors. Further studies must also consider other factors 
such optimization of delivery to specific targets. 

4. Conclusions 

Proteins C4-BK12 and C4-S10-BK12 self-assemble into AVLPs in the 
presence of different types of nucleic acids. These AVLPs are highly 
stable in biological relevant media, especially the protein C4-S10-BK12 
offers practical protection to the nucleic acid from degradation in me-
dium supplemented with serum. Both proteins, in free state or when 
forming particles with pDNA or ASO, induce a poor humoral immune 
response compared to that observed for clinically approved and 
commercially available gene delivery systems such as AVV1. Moreover, 
we report the first direct comparison between a viral and an artificially 
designed non-viral protein vector in terms of their humoral immune 
response. Although more research is still needed to know their cellular 
immune response and in vivo transfection efficiency, all this data sug-
gests that a smart design of AVLPs based on blocks containing de novo 
amino acid sequences could potentially be used as gene delivery systems 
for in vivo applications without the risk of undesired immune reactions 
as compared to viral vectors. 
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ABSTRACT: Viral mimetics is a noteworthy strategy to design
efficient delivery systems without the safety drawbacks and
engineering difficulties of modifying viral vectors. The triblock
polypeptide CSB was previously designed de novo to self-assemble
with DNA into nanocomplexes called artificial virus-like particles
(AVLPs) due to their similarities to viral particles. Here, we show
how we can incorporate new blocks into the CSB polypeptide to
enhance its transfection without altering its self-assembly
capabilities and the stability and morphology of the AVLPs. The
addition of a short peptide (aurein) and/or a large protein
(transferrin) to the AVLPs improved their internalization and
specific targeting to cells by up to 11 times. Overall, these results show how we can further program the cellular uptake of the AVLPs
with a wide range of bioactive blocks. This can pave the way to develop programmable and efficient gene delivery systems.

■ INTRODUCTION
The growing number of gene therapies and genetic vaccines
approved by regulatory entities, such as the Food and Drug
Administration (FDA) and the European Medicine Agency
(EMA), indicates that there is a high demand for novel tools to
effectively deliver nucleic acids into cells.1,2 While there is a
wide variety of types of particles designed for this purpose, viral
vectors are still considered the main option. This is because
they offer high efficiency to get into the cells and reach high
levels of expression of the gene of interest.2 However, there are
important safety limitations that, in certain cases, can severely
hinder their use. For example, some viruses can trigger
undesired immune reactions or randomly insert the transgene
into the host genome, which could be tumorigenic.3−5

Furthermore, viral particles have limited tolerance to be
engineered. Modifications to viral structural proteins, such as
point mutations or domain indels, frequently result in the loss
of their functions, interference to assemble into capsids, or
particles with lower stability.6−12 Moreover, viral vectors have
some restrictions regarding the nucleic acid type and length
they can deliver, and they often require specific packaging
signals.13−15

Viromimetics is an alternative to develop gene delivery
systems that try to imitate viruses to preserve their delivery
advantages and attend to their safety drawbacks. Virus-inspired
vectors are designed to imitate viral properties such as self-
assembly, nanometric size, protection of the genetic cargo
against enzymatic degradation, cell targeting, etc.16 Viromi-
metic vectors can be built from lipids, polymers, dendrimers,

and polypeptides.17,18 However, the use of polypeptides offers
the possibility to manipulate important physical properties
such as surface charge, hydrophobicity, geometry, and
structure by controlling their amino acid sequence.19 More-
over, polypeptide-based vectors offer high biocompatibility,
biodegradability, and stability and can be produced recombi-
nantly with high yields using low-cost raw materials.20

One attractive alternative for the design of artificial capsids is
to use virus-like nanocages as building blocks. Examples of
these particles that can encapsulate nucleic acids have been
obtained through directed evolution, rational design, and
protein engineering.21−23 However, these studies demand high
resources to predict in silico the structure of the particles and to
experimentally evolve the proteins. Moreover, their possibility
to be used as delivery vectors remains to be determined. On
the other hand, the modular design involves the fusion of
different peptides into a single polypeptide chain that could be
able to carry out the three most basic functions of a viral coat
protein.24 Thus, it would require the fusion of three blocks: (1)
a solvent-exposed hydrophilic sequence that is able to provide
colloidal stability to the particle, (2) a hydrophobic core that
drives the self-assembly process through noncovalent inter-
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molecular interactions, and (3) a positively charged segment
that binds to the nucleic acid.20,25 Often, surfactant-like
peptides at specific ratios of hydrophobicity and hydrophilicity
are used as colloidal stability and self-assembly blocks.26,27 For
DNA binding blocks, lysine and arginine-rich peptides play an
important role in nucleic acid condensation.24,28

Designing a viromimetic system with all of the properties
needed for gene delivery and conformed entirely by peptides is
still challenging. Quite often, some non-peptidic components,
such as polymers and lipids, are added to the peptides to
increase their delivery efficiency, but the non-peptide part
raises issues regarding toxicity and thermodynamic stability.20

Furthermore, some examples also include viral-derived
peptides, which could be cytotoxic and immunogenic.29−31

In this work, we use a previously designed modular
polypeptide CSB as a vector that mimics the physical
properties of natural nucleocapsids, such as self-assembly and
the formation of monodisperse particles with a single genome
each. The three blocks that build up CSB are: (i) the C block
that corresponds to a collagen-like hydrophilic motif (GXY)n,
(ii) the S-block made by 10 repetitions of the fiber-forming
silk-like sequence GAGAGAGQ, and (iii) the B block that has
12 lysines.25 Previous studies of CSB have shown the self-
assembly with DNA into rod-like artificial virus-like particles
(AVLPs) via a mechanism similar to the one observed for the
Tobacco Mosaic Virus.32 Moreover, we previously reported
that the AVLPs made by the CSB or CB (a version of the CSB
that lacks the S-block) triggered a very low immunogenic
response in mice, which was even lower than that for an adeno-
associated viral vector (currently used for gene delivery into
humans).33 The modular design, composition from biocom-
patible modules, and low immunogenicity make the AVLPs an
interesting system for gene delivery. However, previous reports
have shown that AVLPs have a low gene delivery
efficiency.34,35

Here, we took advantage of the modular design of the
AVLPs and added extra blocks to the polypeptides to increase
their nucleic acid delivery efficiency. These blocks were
exclusively aimed at enhancing their cellular uptake. Partic-
ularly, we studied the effect of aurein 1.2 (Au) and human
transferrin (Tf). Au is a nonspecific cell-penetrating peptide
that has membrane-disrupting capacity.36−38 Tf is a well-
studied ligand known for targeting tumoral cell lines that
overexpress the Tf receptor and for entering cells via
endocytosis.39 Following this strategy and using a combination
of physical, chemical, biochemical, and biological methods, we
demonstrated a considerable increase in the transfection
capacity of the AVLPs formed by CSB and CB polypeptides.
Also, we explored their possible mechanism of cell entry and
how this affects their intracellular distribution. This study
could pave the way to more efficient viromimetic gene delivery
systems with programable properties.

■ MATERIALS AND METHODS
Production of Artificial Virus-Like Polypeptides. Proteins

CSB, CB, Au-CSB, and Au-CB were produced using the recombinant
yeast expression system of Komagataella phaffii (previously known as
Pichia pastoris) strain GS115. We inserted the DNA sequence coding
for aurein 1.2 at the 5′ end of the CSB or CB gene using specific PCR
primers. Then, the resulting amplicons were inserted into the pPIC9
plasmid using the XhoI and EcoRI restriction sites. The resultant
plasmids were digested using the SalI endonuclease and used to
transform the cells by electroporation. Recombinant yeast cells were
used to produce the polypeptides via methanol induction and purified

using previously reported protocols.25,40 Variations were made to the
purification protocol only with respect to the percentage of
ammonium sulfate (Sigma-Aldrich, St Louis, MO) used for fractional
precipitation, being 50% (for CSB and CB) and 80% (for Au-CSB and
Au-CB).
Preparation of CSB, Au-CSB, CB, and Au-CB Artificial Virus-

Like Particles. All lyophilized polypeptides were weighed and
dissolved at a concentration of 1 μg/μL in Milli-Q water. Samples
containing CSB and Au-CSB proteins were supplemented with 0.1
mM dithiothreitol (DTT, Sigma-Aldrich). The polypeptide stock
solutions were heated to 70 °C for 10 min to ensure their disassembly
into monomers prior to the preparation of the AVLPs.41 Different
molar ratios between the positively charged amino acids (N) present
in the B block of the polypeptide and the negatively charged
phosphate groups (P) of the DNA template (N/P) were tested.
Briefly, the stock solutions of polypeptides were mixed with the
nucleic acid of interest (10 ng/μL) in 10 mM HEPES buffer, pH 7.4
(Gold Biotechnology, St Louis, Mo.), and incubated overnight at
room temperature. DNA concentration was measured using Nano-
Drop (Thermo Fisher Scientific). For fluorescence assays, AVLPs
were prepared using a 742 bp dsDNA labeled at 5′ with ATTO594
(prepared by PCR using labeled primers).
Preparation of Tf-CSB AVLPs. Tf-CSB AVLPs were obtained by

conjugating Tf to previously formed CSB particles. The amine groups
from lysine residues present in the Tf were cross-linked to a sulfhydryl
group of the unique cysteine in CSB located at its N-terminal extreme
using the sulfo-SMCC (sulfosuccinimidyl 4-N-maleimidomethyl)-
(cyclohexane-1-carboxylate) cross-linking reagent (Sigma-Aldrich).
First, Tf (Product number T 3309, Sigma-Aldrich) was incubated
with Sulfo-SMCC for 8 h at 4 °C. Next, we removed the excess sulfo-
SMCC by ultradiafiltration (Amicon filters of 10 kDa MWCO) and
added the solution containing CSB AVLPs. The mixture was
incubated at 4 °C for 8 h. Finally, the product was washed through
a 100 kDa MWCO filter to remove unreacted reagents. The reactions
were performed in phosphate-buffered saline solution (PBS), pH 7.4,
using Tf/Sulfo-SMCC/CSB in a molar ratio of 1:20:1.
Electrophoretic Mobility Shift Assay (EMSA). Samples were

mixed with 6× loading buffer (Thermo Fisher Scientific, MA), loaded
in 0.8% agarose gels (Thermo Fisher Scientific, Canada), and run at
90 V for 1 h using 1× TAE buffer, pH 8.0 (Thermo Fisher Scientific,
Lithuania). DNA bands were dyed using SYBR Safe DNA Gel stain
(Thermo Fisher Scientific, Carlsbad, CA) and documented in an
Azure c300 Imaging System (Azure biosystems, Dublin, CA) using an
epi-blue fluorescence filter. The relative fractions of free or protein-
bound DNA in the samples were compared to a naked DNA control
measured by densitometry analysis using ImageJ software.
Morphological Characterization of AVLPs. The shape, length,

and height of the AVLPs were studied using atomic force microscopy
(AFM) and transmission electron microscopy (TEM). For AFM, the
samples were prepared in the following way: 5 μL of AVLPs
containing 1 ng/μL DNA were deposited onto freshly cleaved mica
discs and incubated for 5 min, washed with 500 μL of Milli-Q water,
and dried with the air stream. AFM images of 5 μm2 were captured
using a MultiMode 8-HR (Bruker, MA) in ScanAsyst mode at a
scanning rate between 0.75 and 1 Hz and 500−1000 samples/line.
First-order flattened images were processed and analyzed with
NanoScope Analysis 1.8 software. For characterization of samples
by TEM, 6 μL of AVLPs containing 10 ng/μL dsDNA were loaded on
formvar/carbon-supported 300 mesh copper grids (TED PELLA,
Redding, CA, USA) and stained with 6 μL of 2% uranyl acetate for 1
min. Imaging was done on a FEI T20 iCorr Electron Microscope
(EICNS, UCLA) at 55,000× magnification.
Study of the Stability of AVLPs. The complexation or release of

DNA from AVLPs was tested in the presence of the anionic polymer
heparin and Opti-MEM (Gibco, Life Technologies, United King-
dom). For this, heparin (0−8 ng/μL) (Pisa, Mexico) or culture media
Opti-MEM was mixed with AVLPs (previously prepared with 100 ng
of DNA at N/P = 5) and then incubated at 37 °C for 30 min
(heparin) or 24 h (Opti-MEM media). AVLP stability or disassembly
(DNA release) was analyzed by EMSA. Control samples of maximum
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release of the DNA from the AVLPs to reveal its integrity after the
incubation in Opti-MEM were prepared by adding 8.3 ng/μL heparin
to AVLPs and heated at 37 °C for 30 min.
Mammalian Cell Culture. Monolayers of cell lines U251 or

HEK293 were grown in Dulbecco’s Modified Eagle’s medium
(DMEM, Gibco) supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS,
Gibco) at 37 °C in a humidified atmosphere containing 5% CO2.
Cells were passed when confluency reached 70−90%.
In Vitro Cellular Uptake of AVLPs. Briefly, 7,500 cells per well

(U251 or HEK293) were seeded onto 96-well plates and incubated
for 24 h, then mixed with 100 ng of ATTO590-dsDNA in the form of
AVLPs and incubated for 1, 4, or 24 h at 37 °C. The same amount of
DNA or complexed with Lipofectamine 2000 (Thermo Fisher
Scientific, Carlsbad, CA) were used as negative and positive controls,
respectively. After incubation, the cells were fixed with 2%
paraformaldehyde and stained with the nucleus-specific dye Hoechst
33342 (Pierce Biotechnology, Thermo Fisher Scientific, Rockford, IL)
at 5 μg/mL in PBS for 10 min. Cells were imaged by fluorescence
microscopy using a Cytation 5.0 epifluorescence microscope (Agilent
Biotek, Santa Clara, CA). Images were analyzed and processed using
ImageJ software. To inhibit endocytosis and determine the extent of
cellular internalization independent of energy, cells were incubated
with the AVLPs in similar conditions but this time at 4 °C for 1 h.42,43
Intracellular Distribution of AVLPs. Confocal microscopy was

used to analyze in detail the intracellular distribution of AVLPs in

U251 cells. Here, 200,000 cells were seeded onto 8-well chamber
slides (Thermo Fisher Scientific) 24 h before transfection with AVLPs
or control samples containing 200 ng of ATTO590-dsDNA and
incubated at 37 °C for 4 h in a humidified chamber with 5% CO2.
Then, Lysotracker (Thermo Fisher Scientific, Eugene, OR) was added
to each well to a final concentration of 100 nM and incubated for 30
min at 37 °C. Finally, cells were washed and stained with Hoechst.
Images and series of 3D z-stacks in living cells were collected using a
Leica Sp5 confocal microscope. Pearson correlation colocalization
coefficient (PCC) was obtained using the plugin Coloc2 in ImageJ.
Cytotoxicity Assay. Briefly, 7,500 cells were seeded onto 96-well

plates and treated in conditions similar to those in the transfection
experiments. Cells in Opti-MEM medium were incubated with AVLPs
(containing 100 ng of DNA) for 24 h at 37 °C and then washed 3
times with PBS and later incubated for 4 h at 37 °C with 0.5 mg/mL
3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT)
in PBS. During incubation, the samples were protected from light
using aluminum foil. After that, the solution was removed, and
formazan crystals were dissolved using 50 μL of DMSO. Finally, the
absorbance was measured at 570 nm using a microplate reader
(Agilent Biotek).
Statistical Analysis. Results were expressed as mean ± standard

deviation of biological triplicates. Differences between groups were
evaluated using one or two-way analysis of variance followed by
Tukey’s test. Levels of statistically significant difference were set at *

Figure 1. Design and assembly of AVLPs for enhanced cellular uptake. (A) The modular design of different polypeptides used in this work. Each
block is genetically fused to the others, except for the Tf block. Here, “NH-SMCC-S” represents the covalent bond after the chemical conjugation
using the sulfo-SMCC cross-linking reagent described in (D). (B) CSB self-assembles into AVLPs in the presence of nucleic acids. (C) The Au-
CSB protein is produced as a recombinant fusion protein and self-assembles with nucleic acids to form particles. (D) The Tf-CSB protein is
produced as a chemical conjugation between Tf and CSB AVLPs using the sulfo-SMCC cross-linking agent. (E) The electrophoretic mobility shift
assay (EMSA) showing the formation of complexes between DNA and the polypeptides CSB and Au-CSB. (F) The plot of the fraction of free
DNA relative to total DNA as a function of the N/P. Band’s intensities were measured by densitometric analysis. Vertical lines represent the
standard error media. (G) EMSA showing the integrity of the Tf-CSB AVLPs before and after conjugation of the CSB AVLPs with Tf.
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p-value <0.5, ** p-value <0.01, *** p-value <0.001, and **** p-value
<0.0001.

■ RESULTS
Design and Assembly of Modified AVLPs. The

functional blocks Au and Tf were attached at the N-terminal
end of the CSB to get the polypeptides Au-CSB and Tf-CSB
(Figure 1A). In a similar manner, Au was added at the N-
terminal extreme of CB to produce the Au-CB polypeptide
(Figure S1). The CSB protein self-assembles in the presence of
the DNA into rod-like AVLPs (Figure 1B), and according to
Marchetti et al. in 2019, the DNA could be found around the
stacked S-block.44 One of the aims of this study was to self-
assemble similar rod-like AVLPs when mixing DNA with Au-
CSB or Tf-CSB (Figure 1C,D). In this way, we would obtain
AVLPs displaying the targeting blocks Au and Tf on their
surface.
First, we determined by EMSA the required amount of the

polypeptides CSB and Au-CSB to form AVLPs. For this, we
added increasing concentrations of the polypeptides to a
constant amount of DNA to determine the N/P ratio needed
to fully stop the electrophoretic mobility of DNA in the gel
(Figure 1E). As the amount of polypeptide increases, the
negative charges of the DNA phosphate backbone are
neutralized and thus slow the migration of the DNA. At N/
P of 2 or higher, both polypeptides completely neutralized the
DNA. Subsequently, we measured the fraction of free DNA as

a function of the N/P ratio (Figure 1F). Given the similarity
between the curves of the amount of free DNA as a function of
N/P when using CSB or Au-CSB, we concluded that the
fusion of Au to CSB did not interfere with its ability to interact
with DNA and form AVLPs. Furthermore, we studied the
AVLP formation of Au-CB and CB (Figures S2 and1F), which
lacks the self-assembly S-block. Here, a higher amount of Au-
CB polypeptide than CB was needed to fully neutralize the
DNA.
To obtain the AVLPs displaying the Tf block, we cross-

linked the Tf onto CSB AVLPs (previously assembled) using
sulfo-SMCC. In the first step, sulfo-SMCC forms a covalent
bond with the NH2 of solvent-exposed lysines present in the
Tf, and then it forms a disulfide bridge with the cysteine of
CSB located at its N-terminal end. This conjugation process
did not alter the DNA binding capacity of Tf-CSB (Figure
2C).
Morphological Characterization of AVLPs. Next, we

studied the morphology and dimensions of the AVLPs formed
between dsDNA (742 bp) and polypeptides (Figure 2). AFM
and TEM micrographs show the typical rod-shaped nano-
particles described for CSB.25,44 The length and height
distributions of the AVLPs are shown in Figure 2C,D. Particles
prepared with polypeptides had an average length (and height)
of 136 ± 50 (4.6 ± 0.7) nm for CSB, 168 ± 59 (3.8 ± 0.8) nm
for Au-CSB, and 133 ± 48 (6 ± 0.8) nm for Tf-CSB. Since the
contour length of the DNA template is approximately 245 nm

Figure 2. Morphological characterization of the AVLPs formed by CSB, AU-CSB, Tf-CSB, CB, or Au-CB polypeptides with 742 pb dsDNA. (A)
Atomic force microscopy images of AVLPs. Scale bars = 200 nm. (B) Height profiles of AVLPs measured by AFM. These profiles correspond to
the AVLPs inside the yellow dotted ovals in images from (A). A zoom-in and additional AFM images of each type of AVLPs are provided in Figure
S8. (C) Length distribution of AVLPs. The horizontal dashed line at 250.8 nm corresponds to the contour length of the DNA template used to
prepare the AVLPs. (D) Maximum height distribution of the AVLPs formed by DNA and the polypeptides measured by AFM. (E) Transmission
electron micrographs of AVLPs. Scale bars = 50 nm. Numbers above the boxes in (C) and (D) correspond to the average.
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(742 bp * 0.34 nm/bp), the polypeptides compacted the DNA
1.8, 1.45, and 1.84 times, respectively. In general, the particles
show similar dimensions between them. The only two
considerations are that the higher height for Tf-CSB could
be due to the presence of the Tf protein at the top of the CSB
protein and that Au-CSB compacts the DNA slightly less than
CSB does, suggesting that Au could be disturbing the stacking
of the S-block. Furthermore, CB and Au-CB AVLPs formed
nanoparticles with very similar dimensions and with the
expected rod-like morphology but less compact than CSB
AVLPs.25 These showed a length (and height) of 340 ± 106
(3.2 ± 0.4) nm for CB and 301 ± 120 (3.1 ± 0.6) nm for Au-
CSB. The length of these AVLPs is longer than those derived
from the CSB polypeptides, as CB does not compact the DNA
as the CSB does.
Study of the Stability of AVLPs in Biologically

Relevant Media. Another important question for the
application of the AVLPs is if they remain assembled when
dissolved in media with high amounts of competing polyanions
and in culture media of interest. For this, we evaluated the
stability of AVLPs by incubating them in cell culture media and
solutions containing heparin, a highly anionic polymer that is
present in blood serum. This could tell us how efficiently the
nanoparticle could remain assembled before cellular uptake.
We followed the disassembly of the AVLPs along with

increasing concentrations of heparin using EMSA. Top bands
correspond to the fully formed AVLPs, whereas bands at the
bottom correspond to free DNA, which indicates AVLP
disassembly and DNA release (Figure 3A,B). AVLPs formed
with Au-CSB started to disassemble at the lowest heparin
concentration of 1.6 ng/μL, then Tf-CSB and CSB
disassembled at 2.5 ng/μL. Moreover, Au-CSB fully dis-
assembled at a concentration of 2.5 ng/μL, then CSB
disassembled at 4.2 ng/μL, whereas Tf-CSB AVLPs did not

fully disassemble even at 8 ng/μL of heparin. In summary, the
stability of the different AVLPs followed the following trend:
Tf-CSB > CSB > Au-CSB. Similarly, for CB polypeptides, the
trend was CB > Au-CB. CB AVLPs disassembled at 3.3 ng/μL,
while Au-CB disassembled at 1.6 ng/μL. These results suggest
that Au could have a negative effect on the stability of the
AVLPs against heparin.
Furthermore, we found that all AVLPs (CSB, CB, Au-CSB,

Au-CB, and Tf-CSB) showed high stability when incubated 24
h in Opti-MEM, one of the most used cell culture media for in
vitro transfection studies (Figure 3C). AVLPs did not release
any DNA during the incubation for 24 h, and the maximum
DNA release control with high heparin concentrations showed
the integrity of the DNA.
The lower stability of Au-AVLPs could be attributed to a

possible interaction between Au and heparin since it has been
reported that Au can strongly bind to polysaccharides when it
is dimerized.38,45 Moreover, AVLPs conjugated with Tf were
more stable, probably because multiple covalent cross-links
were created between adjacent polypeptides during the
conjugation process. As expected, CB AVLPs were less heparin
resistant than the CSB counterparts, possibly due to their lack
of the S-block that promotes the polypeptide−polypeptide
interactions.33 Moreover, all of the AVLPs, but Au-CB AVLPs,
were completely disassembled at a heparin concentration
higher than the endogenous levels in plasma (1.77 ng/μL).46
These results show the metastability of the AVLPs, meaning
that they remain assembled at endogenous heparin concen-
trations but disassemble at high concentrations. Furthermore,
all AVLPs remained assembled after the incubation in cell
culture media. Overall, this suggests that the AVLPs can
protect their DNA cargo until it is delivered.
Cellular Uptake of AVLPs. We first prepared AVLPs

containing an ATTO594-DNA as a template and then used

Figure 3. Stability of AVLPs in different conditions. The stability assay of the AVLPs (N/P = 5) with (A−B) heparin and (C−D) cell culture
medium Opti-MEM. (A) The EMSA of CSB AVLPs incubated with heparin. (B) The fraction of free DNA as a function of the heparin
concentration for different AVLPs. (C) The EMSA of CSB AVLPs incubated in Opti-MEM (right). EMSAs for different AVLPs in Opti-MEM (left
panels). The conditions correspond to the equivalent lines in the highlighted square in the EMSA of CSB. Heparin was used as a control for the
maximum DNA release.
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them to transfect in U251 cells that overexpress the transferrin
receptor.47 We measured the internalization of the AVLPs by
epifluorescence microscopy. Figure 4A shows representative
micrographs of cells 24 h after being transfected with AVLPs,
and Figure 4B shows the percentage of cellular uptake at 1, 4,
and 24 h. AVLPs made with Au-CSB, Tf-CSB, and Tf-Au-CSB
(AVLPs formed with Au-CSB and posteriorly conjugated with
Tf) displayed higher cellular uptake than the non-modified
CSB AVLPs. Au-CSB AVLPs had a maximum peak of entry at
4 h (45%), which is 7.5 times higher than CSB AVLPs at this
point (6%), whereas for Tf-CSB AVLPs, the percentage of
fluorescent cells increased over time being 6 (35%) and 4
(50%) times higher than CSB AVLPs at 4 (6%) and 24 h
(12%), respectively. Moreover, Tf-Au-CSB AVLPs showed the
highest cellular internalization, even at 1 h post-transfection,
and they reached 8 (43%) times the entry of CSB AVLPs at
this time point. Thereafter, the percentage of fluorescent cells
increased up to 68%, which was significantly higher than Au-
CSB and Tf-CSB separately at 24 h.
We further transfected cells with AVLPs formed with CB

and Au-CB polypeptides (Figure 4A, right panels). The
comparison between the cellular uptake of CSB and CB
AVLPs is shown in Figure 4C. Interestingly, CB AVLPs
showed a higher cellular uptake than CSB. This implies that
the S-block is detrimental to the cellular uptake of the AVLPs.
However, as shown in Figure 3, the S-block offers higher
stability, which is an important factor for in vivo delivery.
Moreover, similar to Au-CSB, Au-CB had a higher cellular
uptake than CB, and there were no significant differences
between the uptake of Au-CSB and Au-CB AVLPs.

Insights into the Mechanism of Cellular Uptake. Once
we have shown that the AVLPs are entering the cells, we
explored and verified their possible mechanisms of cell
internalization. First, we evaluated the effect of thermal
inhibition of endocytosis by running transfection experiments
at 4 °C for 1 h. In these conditions, cell metabolism and
processes that require ATP, like endocytosis, are slowed down;
thus, only those particles that rely on physical interaction and
direct penetration of the membrane are able to get inside the
cells.42,43 We compared the number of cells transfected with
fluorescent AVLPs after incubation at 4 and 37 °C (Figure 5A)
and quantified the change in the transfection efficiency at 4 °C
relative to 37 °C (Figure 5B). The relative transfection
efficiency of CSB AVLPs was 17% at 4 °C compared to 37 °C,
meaning that it was reduced by 83%. For Tf-CSB AVLPs, the
relative transfection efficiency at 4 °C was only 3% (a
reduction of 97%). In contrast, Au-CSB AVLPs showed a
relative transfection efficiency of 68% (reduction of 32%) and
58% (reduction of 42%) when AVLPs were formed by a 50/
50% mixture of CSB and Au-CSB polypeptides (50% Au-
CSB). Also, Lipofectamine internalization practically did not
change, and it showed a 98% of transfection efficiency at 4 °C
compared to 37 °C (reduction of 2%). The results point out
that Au-CSB AVLPs are able to get inside the cells using an
energy-independent mechanism, which is expected due to the
capacity of the Au block to penetrate directly across cell
membranes.48 Moreover, 32% of cellular uptake of the Au-CSB
AVLPs that was inhibited at 4 °C indicates that these AVLPs
also enter the cell via endocytic pathways. Likewise, the large
reduction in transfection efficiency for Tf-CSB AVLPs means

Figure 4. Cellular internalization of AVLPs. (A) Fluorescence microscopy images of U251 cells after 24 h of transfection with AVLPs carrying a
742 pb dsDNA labeled with ATTO594. Scale bars = 50 μm. (B) Internalization kinetics of CSB, Au-CSB Tf-CSB, and Tf-Au-CSB by U251 cells.
(C) Comparison of the relative cellular uptake of CSB, Au-CSB, CB, and Au-CB AVLPs. Relative cellular uptake is expressed as the percentage
from the positive control with Lipofectamine for each independent experiment.
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that they mostly use energy-driven endocytosis, which is in
strong agreement with the well-known entry mechanism of Tf
via specific receptors.39

To corroborate the cell-targeting specificity of Tf-CSB
AVLPs, we compared the cellular uptake in U251 versus
HEK293 cells (Figure 5C), where the former overexpresses the
Tf receptor, and the latter expresses it at a lower level.47,49 We
found a decrease in the cellular internalization of 50% in the
HEK293 cells compared to U251 cells, which correlates with
the differential expression of the Tf receptor in both cell lines
and suggests that Tf-CSB AVLPs largely use the Tf receptor as
a main route for cell entry. In contrast, CSB and Au-CSB
AVLPs were internalized at a similar level in both cell types.

Intracellular Distribution of the AVLPs. Next, we
explored the intracellular distribution of AVLPs in transfected
cells and their colocalization with lysosomes to gain an insight
into their possible endosomal escape (Figure 6). From
micrographs showing Z-projections of transfected cells
obtained by confocal microscopy (Figure 6A), we calculated
the PCC between ATTO594-DNA and lysosomes stained with
the Lysotracker (Figure 6B). ATTO594-DNA showed a high
colocalization with lysosomes, and interestingly, none of the
AVLPs tested were localized inside the nucleus at 4 h. All of
the AVLPs had similar colocalization values (PCC ∼0.3).
Although Au has been reported to enhance the endosomal
escape of proteins, we did not observe this effect in our results,

Figure 5. Insights into the mechanism of entry of the AVLPs. (A) Fluorescence microscopy images of U251 transfected with the AVLPs at 37 or 4
°C for 1 h. Scale bars = 50 μm.(B) Transfection efficiency of U251 cells after the inhibition of endocytosis at 4 °C. Results are reported as the
percentage compared to the efficiency of transfection observed at 37 °C. (C) Comparison of cellular uptake of the AVLPs in U251 cells (that
overexpress the transferrin receptor) versus HEK293 cells (that do not overexpress the transferrin receptor).

Figure 6. Intracellular distribution of the AVLPs. (A) Confocal microscopy of U251 cells transfected for 4 h with the AVLPs. Scale bars = 10 μm.
(B) Pearson Correlation Coefficient (PCC) between the lysosomes and AVLPs.
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probably because we did the analysis at 4 h post transfection,
which could be too early for the activity of Au, as other reports
have observed the endosomal escape activity at 16 h post
transfection. For Tf-CSB, we did not expect much difference
compared to CSB, as Figure 5B suggests that CSB AVLPs are
also internalized by the cells by endocytic pathways.
Cytotoxicity of AVLPs. Finally, we evaluated the

cytotoxicity of AVLPs on U251 cells treated under the same
conditions as transfection experiments (Figure 7). All AVLPs
reduced cell viability by ∼30% and showed no alterations in
cell morphology, in contrast to Lipofectamine, which reduced
cell viability by ∼37%, and caused a huge alteration to the cells.
Particularly, CSB reduced viability the least (28.7%), followed
by Au-CSB (30%), 50%-Au-CSB (31.8%), Tf-CSB (34.5%),
and finally Lipofectamine (36.7%). Overall, this indicates that
AVLPs can transfect cells causing lower cellular damage than
Lipofectamine, one of the most commonly used transfectant
chemicals.

■ DISCUSSION
The modular design of the AVLPs resulted in an easy and
straightforward functionalization of the polypeptides. The
short Au peptide was successfully genetically fused to the N-
terminal extreme of CSB and CB polypeptides, and this fusion
had little to no effect on their ability to form rod-shaped
nanoparticles. Here, assuming that all negative charges of the
DNA are neutralized 1:1 by the lysines of the B block, each
AVLP would be displaying around 124 Au peptides. These
AVLPs that display peptides with a high density could offer an
interesting opportunity for peptide display and drug delivery.
In the case of larger blocks such as Tf, the chemical

conjugation onto assembled CSB AVLPs allowed us to
successfully obtain AVLPs displaying the Tf block. The
chemical conjugation was a successful alternative to genetic
fusion since the recombinant Tf-CSB fusion protein failed to
assemble well-formed nanoparticles (data not shown). We
attribute this effect to the big difference in the molecular
weight between Tf (74.7 kDa) and CSB (44.7 kDa), which
possibly caused a steric hindrance during the assembly process.
Similarly, recombinant functionalization of viruses can often
prevent their assembly or result in less stable particles.6,50

Thus, the recombinant functionalization usually needs to be
done on a small fraction of capsomers within the capsid and/or
inserted at an external loop at the surface of the capsid.7,51

Likewise, chemical conjugation with preassembled capsids has
been widely used even with large proteins such Tf.52,53

We showed that the addition of Au and Tf to CSB enhanced
the cellular uptake of AVLPs, imitating the role of cell-
penetrating or targeting peptides in natural capsids.54,55 The
addition of Au to any of the polypeptides enhanced the cellular
uptake after 4 h of incubation. However, after 24 h, the fraction
of transfected fluorescent cells decreased, probably due to the
degradation of the probe.56 Moreover, these Au-AVLPs mainly
rely on a membrane-disrupting mechanism to enter the cells.
However, 30% also enter by endocytic pathways. Similarly,
natural viral particles often use different routes to access the
inside of the cell, depending on the context.54 Tf-AVLPs
entered via an endocytic pathway with slower kinetics. This
could be because endocytic pathways are known to be highly
ordered, controlled, and especially slow for this geometry of
nanoparticles.57,58 Additionally, the combination of Au and Tf
not only enhanced but accelerated the cellular uptake of the
AVLPs into the cells. In summary, all of these insights into the
mechanisms of cellular uptake support that our polypeptides
have the capability of being reprogrammed to target specific
cell types through conjugation to a variety of ligands that have
different mechanisms of cell entry. To our knowledge, there
are no examples of other designed virus-like nanoparticles that
can efficiently encapsulate DNA and be reprogrammed to
tether specific cell-targeting ligands.
Since the Au block has been reported to promote the

endosomal escape of proteins,59 it is possible that its
conjugation to AVLPs might have lowered its activity.
However, further studies are required to understand why the
addition of the Au block did not significantly change the
intracellular distribution of the AVLPs. All of these indicate
that Au-CSB and Tf-CSB AVLPs are able to enter the cell in a
more efficient way than CSB AVLPs, but it seems that a large
amount of them is still trapped within the lysosomes after 4 h
of transfection.

■ CONCLUSIONS
In this study, we demonstrated that we can add cellular
targeting blocks into the modularly designed CSB polypeptides
to increase the cellular uptake of AVLPs formed with DNA.
The added blocks could be of a very different nature. We used
the nonspecific cell-penetrating peptide aurein and the protein
transferrin to promote endocytosis through specific cell

Figure 7. Effect of the AVLPs on cell viability. (A) Percentage of cell viability measured with the MTT assay when U251 cells were incubated with
the AVLPs for 24 h at 37 °C. The level of statistical significance was compared to buffer. ***: p-value <0.001 and ****: p-value <0.0001. (B)
Morphology of the cells treated with the AVLPs. Black arrows point rounded cells with abnormal morphology. Scale bars = 50 μm.
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receptors. AVLPs modified with these additional blocks had a
higher capacity to enter cells than non-modified AVLPs. Au-
AVLPs had 7.5 times higher capacity than non-modified CSB,
while for Tf-CSB it was 6 times. Furthermore, the combination
of Au and Tf in the AVLPs further increased the cellular
uptake up to 11 times. Also, all of the AVLPs had lower
toxicity than the cationic-based delivery agent Lipofectamine.
Moreover, we explored the mechanisms of cell entry of AVLPs
and how these affect their intracellular distribution. We found
that the main route of entry varied according to the nature of
the added cell-uptake block. For Tf, it was via endocytosis, and
for Au, through direct membrane penetration; however, so far,
the addition of both blocks did not significantly change the
intracellular distribution at 4 h.
Viral-inspired polypeptide CSB allowed and tolerated the

addition of up to 2 new blocks (for a total of 5 blocks) without
disrupting its functional properties. The addition of blocks had
little impact on their ability to assemble together with DNA
into rod-like AVLPs, which showed enough stability for in vitro
transfection. These results show that CSB AVLPs are highly
modular, versatile and allow the incorporation of new
functional blocks into their design, which is a key factor for
their further improvement for specific delivery applications. As
another example to show the versatility of this system, CSB has
also been conjugated with CRISPR-Cas proteins to target the
assembly of AVLPs toward specific sequences.60 Given that
CSB polypeptide can be easily conjugated with a high variety
of ligands, our study could pave the way for the use of
viromimetic particles as a molecular platform for the delivery
of nucleic acids, drugs, and peptides.
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