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RESUMEN 

 

El cáncer de mama es una enfermedad que se caracteriza por la generación rápida de células anormales 

que crecen más allá de sus límites. Existen diferentes tipos de Cáncer de Mama (BC), dentro de los cuales, 

se encuentra el triple negativo que se caracteriza por la ausencia de receptores para estrógenos, 

progesterona y el factor epidérmico humano, suele ser muy agresivo con tendencia a metástasis y una alta 

probabilidad de reincidencia. Por lo que se han estudiado nuevas alternativas de tratamiento, como lo es la 

inmunoterapia. Se diseñó un modelo con la proteína estructural VP2 de Parvovirus humano B19  como 

sistema de entrega, de múltiples epítopes de antígenos asociados a tumor. En este trabajo se evaluó el 

efecto profiláctico de una proteína VP2 quimérica multiepitópica y un adyuvante Cry1Ac (protoxina de 

Bacillus turinghensis) en un modelo múrido de cáncer de mama con la línea celular 4T1, en donde se obtuvo 

la inhibición total del crecimiento de tumores con el tratamiento de VP2QM1, así como retraso en el 

crecimiento tumoral en los tratamientos de la construcción VP2QM1 con el adyuvante Cry 1Ac, de igual 

manera se reconocieron respuestas celulares CD4, CD8, la activación de estos, una disminución en la 

población MSDC y una respuesta humoral robusta anti Muc 1 (epítopo integrado en la vacuna) y anti 

VP2QM1.  
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ABSTRACT 

 

Breast cancer is a disease characterized by the rapid generation of anormal cells that grow beyond its limits. 

There are different types of Breast Cancer (BC), among which, is the triple negative that is characterized by 

the absence of receptors for estrogens, progesterone and the human epidermal factor, it is usually very 

aggressive with a tendency to metastasize and a high probability of recidivism. Therefore, new treatment 

alternatives have been studied, such as immunotherapy. A model has been designed with the human 

Parvovirus B19 VP2 structural protein as delivery system, of multiple epitopes of tumor associated antigens. 

In this work, evaluated the prophylactic effect of a multi-epitopic chimeric VP2 protein and an adjuvant 

Cry1Ac (Bacillus turinghensis protoxin) in a murine model of breast cancer with the 4T1 cell line, where the 

total inhibition of cancer growth is found with the treatment of VP2QM1, as well as the delay in tumor growth 

in the treatments of the VP2QM1 construct with the Cry 1Ac adjuvant, likewise, CD4, CD8 cellular responses 

were recognized and their activation, a decrease in the MSDC population and a robust humoral response 

against Muc 1 (antigen integrated in the vaccine) and anti VP2QM1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

9 

INTRODUCCIÓN 

Cáncer 

El cáncer es una enfermedad que se caracteriza por la generación rápida de células anormales que crecen 

más allá de sus límites y pueden invadir zonas adyacentes del organismo e inducir metástasis. (Bustamante 

et. Al. 2012). Uno de los principales tumores que afectan a la población mundial es el cáncer de mama. 

En 2018 se reportaron 2 088 849 casos nuevos de cáncer de mama y 626 679 muertes a nivel mundial. Para 

México se reportaron 27 283 casos de incidencia y 6 884 casos de muerte hasta Septiembre del 2018, 

llevándolo así a ser de los principales tipos de cáncer con mayor incidencia en nuestro país. (Globocan, 

2018).  

 

Cáncer de mama triple negativo (TNBC) 

Se conocen diferentes tipos de cáncer de mama, entre estos el triple negativo (TNBC). En población latina 

se han descrito una alta incidencia de este tipo de cáncer, con una frecuencia de 21,3% en Perú; de 24,6% 

en Venezuela; de 23,1% en México, y de 27% en Brasil. (Vallejos et.al.,2010). 

Este tipo de cáncer de mama fue identificado a partir de la evaluación de muestras tumorales con paneles 

de inmunohistoquímica, en donde se observó que algunas muestras se caracterizaban por la ausencia de 

expresión de los receptores de estrógeno, de progesterona y del receptor 2 del factor de crecimiento 

epidérmico humano (HER2) (Nielsen et.al. 2004), (Levasy et.al.,2006).  

La conducta biológica del TNBC suele ser agresiva debido a que presenta rápida proliferación y una mayor 

tendencia a presentar metástasis a distancia, comparada con los otros subtipos de cáncer de mama, 

predominando las metástasis viscerales (hígado, pulmón y sistema nervioso central), asimismo, tiene un 

curso clínico más agresivo, con recurrencias tempranas y con mayor riesgo de muerte, con respecto a los 

tumores dependientes de hormonas (Dent et.al., 2007) Además existe una falta de blancos moleculares 

reconocidos como útiles para la terapia lo que hace  que exista poca probabilidad de recuperación (Malorni, 

et al. 2012).  

Tratamientos 

Los tratamientos convencionales para este tipo de diagnóstico son la radioterapia; que se basa en el uso de 

radiaciones ionizantes al tumor (efecto local) para inducir mutaciones y causar lesiones en el DNA 

(Desoxyribonucleic Acid) y así provocar incapacidad de reproducción o la apoptosis de células tumorales; la 

sensibilidad a la radioterapia dependerá del ciclo celular en el que se encuentren las células tumorales pero 

de igual manera puede afectar a las células sanas, habrá efectos secundarios como lo es eritema, fibrosis, 

https://mail-attachment.googleusercontent.com/attachment/u/0/?ui=2&ik=57f9f5a771&view=att&th=1651c3d0f02bec37&attid=0.4&disp=vah&safe=1&zw&saddbat=ANGjdJ9IjhRi7z27Qn9edRhoRzYef7V5LFUqwtEtamwzri_Cts70_X5gXObwL8kxN_95UyV-Va7x2SvNMDGGMq6xVE_Prbn-VEpi17om6WydvzqMNKww_euuzfi54g2t2lG6dmKqsEcbxVYqzzXKzqjOjyaDYUrCvveITB9Ziv8Ph1HX6JTaS3kA9bRpvu_IC0FcKwBuXOHrd0E_dUoE3e4sID9XcFkxC9RqM-ohY7UQ4SL_obHGauy6BkwS6PVYYrzIS9BGvpnyl_I_4kIe39SRDFfaIx8SBA3IIGz4wes4jMUK32WXvhdMEWh4GqHB_euVw_-XDWEBM8jw8Y-pI5ucnpUDAppeYATrwgOecXBLEhE65z915ea53TUzQtXgrcstAiguiJ2obj6DPv-f3ZgseCgc_aZDna3EfDkj8T0IjSJl5bNDik-Yd5Y9QKmWjegRqNmiNAaWwcab1_Zck3L0su8m0JdFj_5xL9l1if0RpJTZdet_RgsAIPAUmVTDQSrw7ufO5LFMgY3gXnLQ9dyk_EsAjAWdJKQPQN4A4BjeeJpI7lVJ15tonGSkqZW0vh26y888M5FCwjEPehiIGahSOzxXxd6wFt88UNBtd9Qe0vX6ViqKoyMw8JkOEhsVHodlIDAcvcXSPFaY3Nu7#0.4_40
https://mail-attachment.googleusercontent.com/attachment/u/0/?ui=2&ik=57f9f5a771&view=att&th=1651c3d0f02bec37&attid=0.4&disp=vah&safe=1&zw&saddbat=ANGjdJ9IjhRi7z27Qn9edRhoRzYef7V5LFUqwtEtamwzri_Cts70_X5gXObwL8kxN_95UyV-Va7x2SvNMDGGMq6xVE_Prbn-VEpi17om6WydvzqMNKww_euuzfi54g2t2lG6dmKqsEcbxVYqzzXKzqjOjyaDYUrCvveITB9Ziv8Ph1HX6JTaS3kA9bRpvu_IC0FcKwBuXOHrd0E_dUoE3e4sID9XcFkxC9RqM-ohY7UQ4SL_obHGauy6BkwS6PVYYrzIS9BGvpnyl_I_4kIe39SRDFfaIx8SBA3IIGz4wes4jMUK32WXvhdMEWh4GqHB_euVw_-XDWEBM8jw8Y-pI5ucnpUDAppeYATrwgOecXBLEhE65z915ea53TUzQtXgrcstAiguiJ2obj6DPv-f3ZgseCgc_aZDna3EfDkj8T0IjSJl5bNDik-Yd5Y9QKmWjegRqNmiNAaWwcab1_Zck3L0su8m0JdFj_5xL9l1if0RpJTZdet_RgsAIPAUmVTDQSrw7ufO5LFMgY3gXnLQ9dyk_EsAjAWdJKQPQN4A4BjeeJpI7lVJ15tonGSkqZW0vh26y888M5FCwjEPehiIGahSOzxXxd6wFt88UNBtd9Qe0vX6ViqKoyMw8JkOEhsVHodlIDAcvcXSPFaY3Nu7#0.4_40
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nausea, obstrucción intestinal, hematuria, cistitis, mucositis pérdida de peso, inmunosupresión, entre otros, 

estos efectos dependerán de la dosis y el tipo de radioterapia que se administre. (Murillo, et.al. 2004). 

Otro tratamiento es la quimioterapia, que cabe mencionar induce más efectos secundarios ya que tiene una 

administración sistémica. Hay diferentes tipos de quimioterapias, su función se basa de igual manera en 

dañar a la célula durante el proceso de división celular, algunas de sus funciones  incluyen la inhibición de 

angiogénesis, antimetabolitos, inhibidores mitóticos, hormonas y estrógenos, sin embargo, para TNCB 

quedan descartados los tratamientos con hormonas, debido a que como había mencionado anteriormente 

se caracterizan por la ausencia de receptores para hormonas; en general sus efectos secundarios son 

similares a los de la radioterapia, sin embargo estos aparecen en un periodo más corto y suelen ser más 

agresivos. (Hinojosa, et.al.,2000).  

Por otro lado, se encuentra la extirpación tumoral y la mastectomía, de esta manera se elimina la mayor 

parte del tumor posible o toda la parte dañada por este, no obstante, no es posible la eliminación de todas 

las células tumorales y se tiene que acompañar con radioterapia o quimioterapia, para así evitar reincidencia 

o metástasis. Es por ello que se han implementado nuevas alternativas de tratamiento, debido a que los 

tratamientos convencionales son agresivos, no específicos y con efectos secundarios que repercuten en el 

pronóstico. 

Inmunología del cáncer 

El proceso por el cual se desarrollan neoplasias se denomina carcinogénesis, es una acumulación de 

mutaciones que pueden ser adquiridas innovo o heredadas, estas le confieren a la célula tumoral 

capacidades para tener una mayor sobrevida respecto a las células normales, mayor capacidad de 

reproducirse y heredar esas mutaciones a sus clones. Existen diferentes tipos de mecanismos que le ayudan 

a la célula neoplásica como son la evasión de apoptosis, angiogénesis sostenida, potencial ilimitado de 

replicación, independencia de señales de crecimiento, insensibilidad a estímulos que inhiben el crecimiento, 

invasividad y metástasis. (Sánchez,2013) 

Actualmente se sabe que el papel que tiene el sistema inmune (S.I) en el cáncer es muy importante, ya que 

se descubrió que se pueden encontrar blancos terapéuticos y antígenos asociados a tumor (de los que 

hablaré más adelante) que el S.I es capaz de reconocer y eliminar a las células tumorales sin afectar a las 

células sanas, con un proceso denominado, inmunoedición, que consta de tres pasos fundamentales para 

evitar o eliminar un tumor.  

La primera es la eliminación; el S.I reconoce a la célula tumoral para eliminar por medio de señales de peligro 

a la célula cancerígena, sin embargo, en ausencia de las señales estás células pueden pasar desapercibidas 

y así evitar su eliminación y pasar a la fase de equilibrio. Esta fase de equilibrio depende del S.I adaptativo y 

por presión de selección algunas células se vuelven menos inmunogénicas y con mayor probabilidad de 
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sobrevida y así es como en esta fase existe una constante eliminación de células cancerígenas y a la vez la 

creación de células cancerígenas más resistentes, que son las que pasarán a la fase de escape, ya que 

lograron evitar los mecanismos de supresión tumoral intrínsecos y extrínsecos; en la fase de escape 

comienza la formación de los tumores y se crea un ambiente de inmunodepresión en el tumor, esta evasión 

puede ser por la pérdida del complejo mayor de histocompatibilidad clase I, además pueden adquirir una 

resistencia contra los mecanismos citotóxicos. Sin embargo, se sabe que existen células T específicas, que 

son capaces de reconocer epítopos de Tumor Associated Antigens (TAAs) estas células T reconocen una 

baja afinidad por el complejo péptido-MHC (pMHC) y son capaces de inducir una expansión clonal de 

manera similar a las células con alta afinidad por dicho complejo, igualmente se ha reportado que epítopos 

con baja afinidad por el MHC pueden ser reconocidos por linfocitos T con alta avidez e inducir fuertes 

respuestas antitumorales. (Gross, Graff-Dubois et al. 2004) 

 

Inmunoterapias 

Por la capacidad del sistema immunitario de reconocer y eliminar a las células tumorales, se han desarrollado 

técnicas que se fundamentan en el uso del sistema inmunológico, a esta técnica se le llama inmunoterapia. 

Existen diferentes tipos de terapias pasivas y activas. (Moro, et.al. 2017) Por ejemplo, entre las pasivas algunas 

se basan en el uso de anticuerpos monoclonales contra algún antígeno tumoral por ejemplo anti HER2 o 

en el uso de anticuerpos bloqueadores de los denominados inmuno check-points, que son moléculas de 

inmuno-regulación. (Marmé, et.al. 2016) Actualmente se han implementado dos grandes líneas de 

estrategias para mejorar la respuesta clínica del paciente tratado con inmunoterapia antitumoral.  

 

La primera, relacionada con la aplicación de diferentes sistemas o plataformas de presentación de los TAAs 

a los linfocitos T específicos, ya sea utilizando péptidos, construcciones génicas y proteínas recombinantes 

de TAAs en diferentes combinaciones y secuencias para inducir, aumentar o reforzar la respuesta celular 

antitumoral. Esta estrategia se ha utilizado en conjunto con señales que faciliten la activación y maduración 

de células dendríticas (DC). La segunda línea es aumentar la dominancia o inmunogenicidad de los TAAs. 

En esta estrategia puede haber diferentes variantes: a) utilizar la aplicación de TAAs específicos múltiples 

simultáneos, b) construir antígenos más potentes que los naturales, c) agregar a las construcciones génicas-

TAAs, secuencias génicas de señalamiento que faciliten el procesamiento natural y presentación de éstos 

para aumentar su cantidad en la superficie celular; d) realizar la identificación dinámica de la expresión de 

los TAAs en la evolución clínica del tumor y utilizarlos como blancos antitumorales e incorporar otros tipos 

de tratamientos sincronizados a la transferencia de linfocitos T antitumorales autólogos activados ex vivo, 

como el uso de quimioterapia para depletar linfocitos circulantes antes de la transferencia. (Valdespino; et.al. 

2003.) 
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Entre todas estas nuevas terapias de igual manera se encuentran las vacunas multiepitópicas que utilizan 

epítopos de antígenos asociados a tumor, las cuales usamos en este trabajo, ya que consiste en utilizar un 

sistema de entrega, el cual tiene que ser reconocido por el sistema inmunológico, para hacer una 

presentación de estos y así, aumentar la potencia y duración de la respuesta inmune celular y poder evitar 

la formación de neoplasias.  

 

Epítopos 

Es sabido que las células tumorales expresan antígenos diferenciales, los cuales, están expresados 

preferencialmente en estas células transformadas; estos antígenos tumorales han surgido como blancos 

ideales para inducir respuestas específicas hacia tumores, lo que evita que se induzcan respuestas 

autoinmunes. Gracias a las tecnologías de secuenciación de última generación es posible secuenciar el 

genoma y/o exoma de muestras de biopsias de tumores en relativamente poco tiempo, con lo que se puede 

identificar TAAs presentes en la muestra, lo que permite mediante análisis in sillico seleccionar blancos 

relevantes para utilizarse en la inmunoterapia. (Jiménez, et.al., 2018) 

Durante la progresión tumoral existe inestabilidad genómica, múltiples mutaciones a lo largo de la 

progresión lleva a que no todas las células en un tumor posean el mismo perfil de expresión. Esta 

heterogeneidad intra-tumoral, evita que se pueda inducir una respuesta que afecte a todas las células 

utilizando un solo antígeno, por ello el uso de múltiples epítopos de TAAs puede inducir una respuesta 

inmune más amplia que incluya a mas células tumorales, potenciando así la efectividad de la inmunoterapia, 

esto es posible gracias a que existen linfocitos que poseen una alta afinidad hacia los epítopos ya que no 

fueron eliminados por mecanismos de tolerancia central.  

 

En este trabajo se seleccionaron epítopos que estuvieran reportados en cáncer de mama triple negativo 

tanta en modelo múrido como en humano, que estuviesen reportados en un alto porcentaje en este tipo 

de diagnóstico, que su función tuviera un papel relevante en las células. Los epítopos seleccionados fueron 

3 de P53, la cual es una proteína intracelular encargada de la reparación del DNA y un epítopo de MUC1, 

glicoproteína que se encuentra de manera normal en la célula en la membrana, pero al estar mutada se 

sobrexpresa, siendo un blanco importante para obtener una respuesta humoral.  

 

Sistema de entrega  

Un aspecto relevante para el uso de epítopos de antígenos tumorales en la inmunoterapia del cáncer son 

los sistemas de entrega, ya que es necesario un agente inmunógeno funcional para que el S.I reconozca a 

los epítopos seleccionados. 
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Existen diferentes sistemas de entrega, entre los cuales se encuentran células dendríticas autólogas cargadas 

con neopítopos (Westdorp, et.al.2016), entrega de antígenos como lipososomas (CAF01), emulsiones (MF59), 

micropartículas de biopolímeros (PGLA), virosomas (Epaxal®,  producido  por  Crucell), entre otros sistemas, 

estos reportan que son capaces de promover la presentación cruzada de antígenos, inducción de 

maduración de células dendríticas, estimular la presentación antigénica, estimulación de inmunidad mucosal, 

por medio de respuestas Th1, Th2 y CTL (respuesta inmune citotóxica). (Siel,et.al.,2014) 

 

En este trabajo se utilizaron Partículas Tipo Virus (VLP´s).  Numerosos estudios indican la inmunogenicidad 

de las VLP´s es decir, la actividad estimulante de la respuesta inmune. Con este sistema se ha demostrado 

la activación de las células B y la producción de altos títulos de anticuerpos debido a sus estructuras 

asimétricas y altamente repetitivas. (Bachmann, et.al, 1993).  Lo que indica que las VLP´s son capaces de 

inducir fuertes respuestas inmunitarias humorales y celulares.  Con este sistema de entrega se han 

caracterizado diferentes tipos de VLP´s en ensayos preclínicos y clínicos en diferentes tipos de cáncer, como 

las de VLP´s de Bacolunavirus, (He, etl.al 2020), VLP´s de Polyomavirus en un modelo de melanoma 

(Brinkman et al. 2005), VLP´s de MS2 en un modelo de cáncer de mama (Bolli et al., 2018), VLP´s de 

Bacteriophage Qβ en un modelo de adenocarcinoma (Sungsuwan, Wu y Huang, 2017), etc. En estos ensayos 

se han reportado que tienen la capacidad de ser ensambladas las VLP´s sin afectar su estructura y que son 

capaces de inducir respuestas inmunitarias robustas, sin embargo, algunos modelos necesitan células 

procariotas para su ensamblaje, lo que dificulta su producción y aumenta los costos de producción, otros la 

estructura de la cápside es compleja, por lo que es necesario producir diferentes proteínas, entre otros 

problemas que complican su uso, por lo que es necesario continuar caracterizando un sistema de entrega 

capaz de portar gran cantidad de TAA´s sin afectar su estructura, inducir respuestas humorales y celulares a 

la par y ser producido y purificado de manera más práctica y a menores costos  

Las VLP´s de Parvovirus Humano B19 (erythroparvovirus primate 1) se ha reportado que tiene ventajas 

respecto a otros tipos de VLP´s, como los ya mencionadas, debido a su similitud estructural con la partícula 

viral, su tamaño, sus bajos costos de producción, fácil ensamblaje, su capacidad para portar epítopos de 

antígenos y su capacidad inmunogénica, ya que, al poder ser reconocida por el S.I puede generar fuertes 

respuestas inmunitarias por sí sola (Jiménez-Chávez, et.al. 2019) y adicionada con los epítopos, promete 

ser un buen sistema de entrega de antígenos tumorales.  

Se ha reportado que las VLPs del Parvovirus Humano B19 pueden ser formadas por 60 copias de la proteína 

estructural VP2, la cual puede obtenerse de forma recombinante en Escherichia coli (E.coli) y puede ser 

modificada en su región amino terminal para portar diferentes secuencias sin afectar su ensamblaje. 

Además, esta proteína es obtenida de forma desnaturalizada a partir de cuerpos de inclusión, lo que 

aumenta sus rendimientos de producción. Puede ser ensamblada en un ambiente in vitro libre de células 

una vez renaturalizadas y son capaces de formar espontáneamente cápsides de ~20 nm de diámetro 
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(Sánchez, et al. 2012). El tamaño de estas VLPs permite que al ser inyectadas sean captadas por células 

presentadoras de antígeno, que transportan el antígeno vía linfática a los nódulos, además de procesar y 

presentarlos a las células T, lo que finalmente conduce a la activación de las células T (Bachmann, et.al,2004). 

Por lo que estas características perfilan a estas VLPs como un sistema de entrega de bajo costo y altamente 

eficaz. 

 

Jiménez Chávez, et.al. en 2019 reportó el diseño y el uso terapéutico antitumoral de VLPs de Parvovirus 

Humano B19 conformadas de VP2 quiméricas multiepitópicas. Los resultados mostraron un efecto 

significativo antitumoral en un modelo de ratones con cáncer de mama triple negativo, además se indujeron 

respuestas celulares que fueron capaces de inducir regresión tumoral o protección contra el crecimiento 

tumoral.  

 

En un trabajo previo del laboratorio se evaluó una construcción con diversos neoepitopos de la línea celular 

4T1, tales como Qars, TMTC2, GPRC5 y otro epítopo de Survivina. Asimismo, durante el desarrollo de su 

Tesis doctoral (Jiménez-Chávez en proceso) desarrolló el diseño de otra construcción de VLPs quiméricas 

que contiene 3 epítopos de p53 (con diferentes secuencias) y de forma importante incluye un epítope de 

MUC1, epítopo reconocido por linfocitos B, por lo cual es importante evaluar la capacidad de estas VLPs 

quiméricas multiepitópicas para inducir respuestas de anticuerpos capaces de evitar la formación de tumoral. 

 

En trabajos previos del laboratorio se realizó una construcción quimérica multiepitópica, nombrada VP2QM1, 

la cual consiste de un diseño de la cápside de Parvovirus Humano B19, a la cual se le añadieron epítopos de 

antígenos asociados a tumor (AAT).  Para la selección de los epítopos se realizó una búsqueda bibliográfica, 

en la cual se tomaron criterios como la búsqueda de blancos moleculares y antígenos asociados a tumor 

que estuvieran presentes en la línea celular 4T1 y de igual manera en humanos; que la mutación estuviera 

presente en cáncer de mama triple negativo y que estuviera reportada en un alto porcentaje en este tipo 

de cáncer, así como que su función fuera de importancia para el establecimiento o eliminación de tumores 

como fallas en el ciclo celular, reparación de DNA, etc. , otro de los criterios necesarios es que los epítopos 

pudieran ser reconocidos por el MHC-1 de ratones Balb/c y que tuvieran la capacidad de inducir respuestas 

inmunes.  

Los epítopos que se escogieron fueron p53, la cual es una proteína intracelular encargada de la reparación 

del DNA y está presente en el 70% de los diagnósticos de cáncer de mama, es por ello que se seleccionaron 

3 epítopos diferentes de la mutación de esta proteína, ya que además de reportarse en la mayoría de los 

casos, es un blanco terapéutico importante y se ha reportado que genera respuestas celulares como 
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linfocitos CD8+, los cuales son de suma importancia en el tratamiento de cáncer de mama triple negativo 

(Umano, et.al. 2001). 

Se escogió un epítopo de Muc1, la cual es una mucina glicoproteica transmembranal que se encuentra en 

el borde apical de un tejido normal, sin embargo, cuando hay algún tipo de neoplasia, estas células 

sobrexpresan una isoforma que se encuentra en toda la membrana plasmática y permite que sea 

reconocida; se ha reportado que induce respuestas humorales de tipo IgG., por lo que es un blanco 

importante (Larrain, et.al., 2010).  

Adyuvantes  

Los adyuvantes son agentes inmunopotenciadores, a los cuales se les atribuyen 2 funciones fundamentales: 

la estimulación de la resistencia no específica del hospedero contra las enfermedades infecciosas y el cáncer; 

y, por otra parte, la potenciación de la inmunogenicidad de las vacunas comerciales y de la respuesta de los 

animales de laboratorio durante la inmunización experimental (Morris, et.al., 1999). 

Es por ello, que además del sistema de entrega, el uso de un adyuvante, podría incrementar la 

inmunogenicidad de los antígenos, potenciando así las respuestas inmunes obtenidas. Dentro de los efectos 

de los adyuvantes se encuentra la activación de células presentadoras de antígeno (APC) y la mejora de la 

presentación de antígeno por la inducción de señales coestimuladoras. (Abid, 2015). 

La proteína Cry1Ac producida por Bacillus thuringiensis, ha demostrado ser un fuerte adyuvante con 

capacidad de activar células presentadoras de antígeno como macrófagos en diferentes sitios mucosos y 

sistémicos, incrementando la expresión de moléculas coestimuladoras (CD80 y CD86) e induciendo la 

producción de citocinas proinflamatorias, especialmente IL-6, TNF-α y MCP-1 (Moreno-Fierros, et. al, 2013). 

Además, en un modelo de brucelosis esta proteína fue capaz de inducir respuestas celulares citotóxicas 

(González, et. al. 2015), las cuales son deseables en el tratamiento contra el cáncer.  

 La combinación de un buen sistema de entrega que porte múltiples epítopos junto con un fuerte adyuvante 

podría proveer una opción para inducir respuestas antitumorales en pacientes con cáncer.  

JUSTIFICACIÓN  

Debido a la alta tasa de incidencia, reincidencia y mortalidad, así como la falta de blancos terapéuticos en 

el cáncer de mama triple negativo; el más agresivo por ser altamente metastásico, es necesario continuar 

investigando nuevas alternativas de prevención y tratamiento de esta enfermedad.  

La aplicación profiláctica de la proteína VP2QM1 que contiene epítopos de p53 y de MUC1 podría reducir la 

inducción de cáncer en un modelo múrido de cáncer de mama TN inducido con la línea 4T y, por lo tanto, 

representar una herramienta útil para la prevención del cáncer de mama. Por otro lado, a pesar de que se 

han caracterizado estas VLPs como un sistema de entrega eficiente para lograr inducir un efecto terapéutico 

antitumoral, es importante caracterizar el efecto profiláctico antitumoral de la construcción VP2QM1 para la 
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prevención de este tipo de cáncer, así como analizar su capacidad para inducir respuestas celulares (CD4+, 

CD8+), su activación (CD69+) y humorales (Anticuerpos anti Muc1 y anti VP2 nativa)  simultáneamente al 

incluir epítopos reportados para ambos tipos de respuestas.  

 

HIPÓTESIS 

La inmunización profiláctica con la vacuna VP2 quimérica multiepitópica (VP2QM1) inducirá inmunidad 

antitumoral, por lo que inhibirá el desarrollo de tumores en las ratones hembra BALB/c. en un modelo 

experimental de cáncer de mama.  

 

OBJETIVOS 
Objetivo General 

• Evaluar el efecto profiláctico antitumoral de la proteína VP2 quimérica la cual tiene múltiples epítopos 

en un modelo múrido de cáncer de mama inducido con la línea celular 4T1. 

Objetivos Particulares 

• Expresar VP2 nativa y VP2QM1 en E.coli  BL21 

• Ensamblar cápsides de VP2 nativas y VP2QM1  

• Evaluar el efecto de la proteína VP2 nativa y VP2QM1 en el crecimiento tumoral en un modelo múrido 

inducido con la línea celular 4T1. 

• Identificación de las proporciones de células supresoras derivadas mieloides (MDSC), Linfocitos T 

CD3+, CD4+, CD8+ y CD69+.  

• Determinar la respuesta de anticuerpos específicos hacia los epítopos de la construcción VP2QM1. 

• Evaluar la metástasis en pulmón de los grupos inmunizados 

 

MATERIALES Y MÉTODO 

Construcciones VP2 nativa y VP2 quimérica 

 El gen de la proteína VP2 del Parvovirus humano B19, fue donado por el Dr. Bustos Jaimes de la Facultad 

de Medicina, dicha construcción contenida en el plásmido pet22b contiene un tag de 6 histidinas en su 

extremo carboxilo para facilitar su purificación, el plásmido es expresado en E. coli. Para el caso de las VP2 

quiméricas, se utiliza una construcción diseñada anteriormente en nuestro laboratorio para la cual se 

seleccionaron epítopos de las proteínas: P53, MUC1, que han sido reconocidos para la línea tumoral 4T1 y 

para cáncer de mama triple negativo.  

 

 



 

 

17 

La construcción se encuentra igualmente en el plásmido pet22b para su expresión en E. coli. BL21 (Jiménez, 

2018). Las proteínas de VP2 quimérica con epítopos de P53 y MUC1 se denominó VP2QM1 como se describe 

en la tabla (Figura. 1). (Jiménez, et.al. 2020).  

 

 

 

Para hacer la construcción se requirió modificar a la VP2 nativa en su amino terminal para acarrear a los 

epítopos, también contiene un tag de 6 histidinas, para facilitar su producción y una resistencia a Ampicilina 

para facilitar su identificación, esta construcción se realizó en un vector Puc1 para ser insertado en una E.coli 

recombinante (BL21)(Figura 2). Se utilizaron linkers formadores de hélices α, los cuales impiden interacciones 

entre los epítopos y aumentan su inmunogenicidad, en la Figura.2 se muestra una simulación tridimensional 

de la estructura (terciaria) en el programa Phyre2 (Jimenéz. et.al., 2019) 

 

 

 

EPÍTOPOS SELECCIONADOS PARA LA CONSTUCCIÓN VP2QM1 

NOMBRE EPÍTOPOS TIPO DE RESPUESTA REFERENCIA 

P53 - AIYKKSQHM 

- LAKTCPVQLWVS 

- KYMCNSSCM 

Linfocitos T CD8 (Umano et al., 2001) 

MUC1 - GVTSAPDTRPAPGSTAPPAH Anticuerpos (Tarp et al., 2007) 

Figura. 1. Tabla de los epítopos seleccionados para el diseño de la construcción quimérica multiepitópica, VP2QM1.  
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Expresión y selección de VP2QM1 en E. coli 

Se obtuvieron previamente bacterias competentes de la cepa BL21, las cuales son compatibles para el 

promotor presente en el vector Pet22+b. Se transformaron las bacterias por medio de choque térmico, de 

un stock de bacterias competentes almacenadas anteriormente a -80°C, se descongelaron por 15 minutos 

y se le agregaron 2 µl del plásmido de la construcción VP2QM1 (anteriormente confirmada su identidad por 

Western Blot), se dejaron nuevamente en hielo durante 15 minutos, posterior a ello se expusieron a 42°C 

por 45 segundos y después en hielo durante 3 minutos, se le agregó 300 µl de medio Luria Broth (LB) (US 

Biological Swampscott, MA 01907), se incubaron a 37°C durante 1 hora a 180 rpm., se extendieron 250 µl en 

placas de medio LB+Ampicilina y se incubaron por 18 horas a 37°C. Se realizó doble selección para asegurar 

una mayor producción, por lo que se seleccionaron las bacterias aisladas y se cultivaron en medio 

LB+Ampicilina, posteriormente se hizo una electroforesis para confirmar la expresión de las proteínas y se 

seleccionaron las colonias con mayor expresión para sembrarlas nuevamente en placas de medio 

LB+Ampicilina y seleccionar bacterias aisladas para cultivarlas en 250 mL de medio LB+Ampicilina. (Jiménez 

et.al. 2019)  

Producción y purificación de VP2 y VP2 quiméricas en E.coli  recombinantes 

Para evaluar el efecto profiláctico antitumoral se utilizaron grupos inmunizados de VP2QM1, 

VP2QM1+Adyuvante Cry1Ac y VP2 nativas, por lo que se requirió la producción y purificación de estas 

proteínas. 

Se utilizó la cepa BL21 de E. coli recombinante las cuales fueron transformadas con el plásmido de VP2 

nativas y VP2QM1 fueron crecidas en medio Luria Broth (LB) con 100µg/mL de Ampicilina para hacer un 

medio selectivo, en condiciones de 37°C por 18 horas, posteriormente se le agregó isopropil β-D-1-

Figura. 2 Mapa del plásmido Pet22B1 de VP2QM1 y Simulación del acomodo de la estructura terciaria de la 

proteína VP2QM1 
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tiogalactopiranósido (IPTG) para una concentración final de 0.2mM por 18 horas adicionales para inducir la 

producción de la proteína de interés. Las bacterias se recuperaron por centrifugación a 8042 x g a 4° por 10 

minutos, el pellet se resuspendió en un buffer de lisis (NaH2PO4 • H2O 50 mM; NaCl 0.3 M; pH 6.3) y fue 

sonicado con pulsos de 5 segundos de actividad y 5 segundos de descanso por 15 minutos en hielo. Los 

cuerpos de inclusión formados por la proteína se recuperaron por centrifugación a 6434 x g a 4°C por 20 

minutos y se lavaron 3 veces con un buffer A (NaH2PO4 50 mM: NaCl 0.3 mM, Tritón X—100 al 2%; pH 6.3 

3 mM), se sometió a sonicación durante 40 segundos y se centrifugó a 6434 x g durante 10 minutos, se lavó 

nuevamente con Buffer A+ 3mM DTT y un último lavado con buffer de lisis. La pastilla se solubilizó en 20 

mL de buffer de columna y se incubó a 37°C con 200 rpm por 72 horas, la proteína no soluble fue eliminada 

por centrifugación a 1045 x g por 20 minutos.  

Para la purificación de las proteínas VP2 silvestre y VP2 quimérica nombrada VP2QM1 se realizó como se 

describe en un trabajo anterior (Jiménez –Chávez et al 2019). Ambas proteínas se purificaron en condiciones 

desnaturalizantes por cromatografía de afinidad por metales inmovilizados en condiciones 

desnaturalizantes, en una columna con 10 mL de Resina His de Niquel puro que se equilibró con buffer de 

columna (NaH2PO4 50 mM: NaCl 0.3 mM; GuHCl 3M, Glicerol 5%, β-Mercaptoetanol 10 Mm) y se cargaron 

con 3-5 mL de proteína solubilizada a un flujo de 2 mL/min. Posteriormente se lavaron con dos volúmenes 

de buffer de columna que contenía 20mM de imidazol. Una vez que la D.O. a 280 nm fue 0 o estable. La 

proteína se eluyó agregando buffer de elusión en fracciones de 5 mL. Una alícuota de las fracciones fue 

dializada en PBS para eliminar el exceso de GuHCL y fue corrida en una electroforesis con un gel SDS-PAGE 

para confirmar la presencia de la proteína y su pureza. Posterior a esto se calculó la concentración de las 

proteínas por método de Bradford.  Las fracciones que se obtuvieron de proteína pura se concentraron 

mediante unidades de filtración por centrifugación de 50000 Da, se cuantificaron con el método de Bradford 

y se diluyeron hasta una concentración de (0.5 µg/µl) para después continuar con ensamblaje in vitro de las 

proteínas. Se dializó 1.3 mL de proteína pura con una concentración de [0.5 µg/µl] contra 50 mL de PBS con 

Arginina [0.2 M] durante 72 horas, haciendo cambios cada 12 horas para evitar la saturación de Guanidina. 

Posteriormente las muestras fueron filtradas por 0.22um y analizadas mediante dispersión dinámica de luz, 

donde se buscaron tamaños de partículas de aproximadamente 20-30 nm y se almacenaron a 4°C hasta su 

uso. (Sánchez, et.al. 2012).  

Identificación por Western Blot  

Se hizo la transferencia a una membrana de nitrocelulosa con una cámara de transferencia, se bloqueó con 

leche al 4% descremada por 12 horas a 4°C, se lavó con PBS Tween al 0.1% y se puso a incubar con un 

anticuerpo monoclonal primario, en este caso de conejo anti VP2, durante 1 hora, posteriormente se reveló 

con un anticuerpo secundario anti-conejo conjugado con un fluorocromo infrarrojo que emite a 800 nm; se 
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incubó durante una hora en agitación a temperatura ambiente y se leyó con un escáner Odissey LiCor. 

(Ni,et.al.2008). 

 

Obtención y purificación de protoxina y toxina Cry1Ac 

Se utilizó la cepa BL21 de E. coli recombinante que contiene un plásmido con el gen que codifica la protoxina 

Cry1Ac. Las bacterias se cultivaron en medio Luria Broth (US Biological Swampscott, MA 01907) adicionado 

con Ampicilina (100 μg/mL). Posteriormente se incubó a 37 °C por 48 horas a 300 rpm en agitación 

constante. Para la cosecha de las bacterias se centrifugó a 8042 x g a 4 °C por 15 minutos y se lavaron dos 

veces con amortiguador TE (Tris-HCl 0.05 M, EDTA 1mM, pH 8.0). Posteriormente se lisaron las bacterias 

incubándolas a 37 °C durante 1 hora con 20 mg/mL de lisozima + sacarosa al 15%, las bacterias se sonicaron 

durante 10-15 ciclos de 5 minutos cada uno, a una amplitud de 100 Htz. Los cuerpos de inclusión se 

recuperaron por centrifugación a 8042 x g a 4 °C por 10 minutos, al término, la pastilla se lavó 5 veces con 

50 mL de NaCl 0.5 M más Tritón X-100 al 1%. Después se realizó otra centrifugación bajo las mismas 

condiciones para re-suspender la pastilla en 30 mL de agua bidestilada a 4 °C. Una vez más se centrifugó a 

8042 x g por 15 minutos a 4 °C y se solubilizó la pastilla en 5 mL de amortiguador de carbonatos (Na2CO3 

0.1M, pH 9.6, más 10 mM de DTT) por 30 minutos a 37 °C en agitación a 300 rpm. La protoxina Cry1Ac 

solubilizada se obtiene por centrifugación a 8042 x g 4 °C por 15 minutos, mediante la recuperación del 

sobrenadante. Los restos de endotoxinas se eliminaron purificando la proteína mediante una columna de 

polimixina (BioRad Lab, CA) y se verificó la ausencia de LPS. Finalmente, la concentración de proteínas se 

determinó por el método de Bradford y la pureza mediante electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-

PAGE). (Rojas, et.al. 2004). 

Cultivo línea celular 4T1 

La línea celular 4T1, derivada de un carcinoma mamario de ratón BALB/c, fue donada por el Dr. Pedro Ostoa, 

del departamento de Inmunología, Instituto de Investigaciones Biomédicas, Ciudad Universitaria. Las células 

fueron cultivadas en medio RPMI suplementado con Suero Fetal Bovino (SFB) al 10% + antibac (penicilina 

(100 U/mL), estreptomicina (100 lg/mL) y fungicida (0.75 lg/mL)) a 37 °C y 5% CO2 en placas de cultivo de 

75 cm2. 
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Esquema de inmunización e inducción de tumores. 

Evaluamos el efecto profiláctico antitumoral in vivo de la construcción VP2QM1 coadministradas con 

adyuvante Cry1Ac en un modelo múrido de cáncer de mama con la línea celular 4T1. Utilizamos un esquema 

de inmunización, que consistió de tres inmunizaciones profilácticas en dos vías de inmunización, es decir, 

por cada inmunización se administró una vía intraperitoneal para tener un efecto sistémico y otra vía 

subcutánea para un efecto local. Se utilizaron 3 grupos de ratones hembra BALB/c de 6-8 semanas de edad, 

uno inmunizado con PBS (vehículo), otro con VP2QM1 y finalmente uno con VP2QM1+ Adyuvante Protoxina 

Cry1Ac (Ady. PCry1Ac), cada grupo con una n=5. Se aplicaron 3 inmunizaciones cada 7 días por 2 vías, una 

vía s.c. (sub-cutánea) en la sexta mama y otra vía intraperitoneal. En el caso del grupo VP2QM1 se 

administraron [50 µg/µl] de VP2QM1, para el grupo inmunizado con VP2QM1+P.Cry1Ac se administraron 

[50 µg/µl] de VP2QM1 + [50 µg/µl] de Ady. PCry1Ac en cada una de las vías, en total se administró [100 

µg/µl] de VP2QM1 por ratón en cada inmunización y para el grupo VP2QM1+PCry1Ac, [100 µg/µl] de 

VP2QM1 y [100 µg/µl] de PCry1Ac por ratón. Siete días posteriores a la última inmunización se inocularon 3 

x103 células. Los tumores fueron medidos cada 3er día con un vernier y los valores del tamaño tumoral 

fueron obtenidos mediante la fórmula V= (L x S²)/2 (L= Lado más largo, S= Lado más corto). Todos los 

ratones fueron sacrificados 30 días después de la inoculación de células 4T1. (Figura 4) 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Identificación de anticuerpos por técnica de ELISA (Enzyme-Linked InmunoSorbent Assay).  

Para la identificación de anticuerpos contra MUC1 y VP2QM1 se realizó la técnica de ELISA. Tras 2 

inmunizaciones se tomaron sueros de la cola de los grupos de ratones (PBS, VP2QM1 y VP2QM1+ Adyuvante 

Cry1Ac y de animales sanos). Se recubrieron las placas con péptidos sintéticos del epítopo de MUC1 y con 

Figura. 4 Esquema de inmunización 
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VP2QM1 en placas de poliestireno de 96 pozos, se agregó una dilución de 10 µg de péptido en 100 µl de 

Buffer de Carbonatos (Na2CO3 1mM +NaHCO3 3mM, pH 9.6) por pozo para recubrir la placa, se incubaron 

por 12 horas a 4° C. Se lavaron 3 veces con 250 µl con PBS 1x+Tween 20 (PBS-T) v/v al 0.5%, se bloquearon 

adicionando 200 µl de leche al 3% durante 2 horas a 4°C, posteriormente se lavaron nuevamente con PBS-

T v/v al 0.05% tres veces y se recubrieron los pozos con 100 µl de PBS-T. Se realizaron diluciones seriadas 

de los sueros en PBS-T empezando con 1:100 (IgG totales), se incubaron 12 horas a 4°C, se lavaron 3 veces 

con PBS-T 20 al 0.05%. Se agregaron 100 µl a cada pozo de una dilución de 1:1000 de anticuerpos 

peroxidados anti-IgG de chivo, y se incubaron por una 1 hr a 4°C y se lavaron 3 veces con PBS-T v/v al 5%. 

Para revelar las placas se le agregó 100 µl de 2,2'-azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) 

(ABTS)+H2O2 al 3% a cada pozo, se leyó en un espectrofotómetro de placas (Termo Labysistems) a 405 nm 

a los 10 minutos y posterior a este, cada 5 minutos hasta los 30 minutos.  

Obtención de leucocitos totales de bazo 

Treinta días posteriores a la inoculación de las células tumorales con línea celular 4T1, los ratones fueron 

sacrificados, y se obtuvieron células de bazo. Los bazos fueron disgregados sobre un filtro de tela de 

organza y fueron filtrados, las células fueron recuperadas y llevadas a un volumen de 8 mL, centrifugadas a 

1206 x g durante 10 minutos a 4 °C. Posteriormente se decantó el sobrenadante y se agregaron de 3 a 7 mL 

(dependiendo del tamaño de la pastilla celular) búfer de lisis de eritrocitos (NaH2PO4 • H2O 50 mM; NaCl 

0.3 M; pH 6.3), se re-suspendieron y se dejaron incubar 7 minutos en frío. Se lavaron con 10 mL de PBS frío 

y centrifugadas a 1206 x g 10 minutos a 4 °C, se agregó 5 mL de medio RPMI y las células fueron nuevamente 

filtradas con tela de organza y fueron centrifugadas a 1206 x g, 10 minutos a 4 °C, posteriormente se llevan 

los tubos con la pastilla celular a un volumen de 6 mL de medio RPMI, posteriormente se contaron 

automáticamente con TC10 Automatic Counter Cell.  

Proporción de Linfocitos CD4+, CD8+, CD4+/CD69+, CD8+/CD69+ y MDSC 

El sacrifico de los ratones se realizó en el día 30, por dislocación cervical. Se extrajeron los pulmones, ganglios 

inguinales y bazo de cada organismo, los cuales se depositaron en cajas Petri con medio RPMI suplementado 

con Suero Fetal Bovino (SFB), se maceraron, se filtraron para la obtención de linfocitos, y se contaron con 

un contador automático de células Bio-Rad TC10TM.  Para la identificación de las poblaciones se contaron 

1x106 células, las cuales fueron centrifugadas a 400g por 5 min a 4°C, posteriormente fueron bloqueadas 

con anti-CD16/32 1lg/mL, en 0.5% BSA-PBS para evitar uniones de anticuerpos no específicos. Se marcaron 

inmediatamente con anticuerpos específicos para las moléculas CD4 (Anti-mouse CD4-Isotiocianato de 

fluoresceína [FITC]), CD8 (Anti-mouse CD8-Ficoeritrina [PE]), CD69 (Anti-mouse CD69-FITC), CD11b (Anti-

mouse CD11b-FITC) y GR1-APC, cabe mencionar que todo el procedimiento se realizó en un gabinete de 

flujo laminar y se incubaron a 4° C. Después de la incubación las células fueron lavadas con 1 mL de 
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Amortiguador de fosfatos con ázida de sodio (PBA) (Albúmina de suero bovino 0.5 gr., azida de sodio 0.01 

gr. en 100 ml de H2O) y fijadas con 300 μL de p-formaldehído al 1% para ser analizadas por citometría de 

flujo, se analizaron los datos con el software FlowJo 7.6 y GraphPad para hacer el cálculo estadístico ANOVA 

para observar las diferencias entre tratamientos. 

Macrometástasis en pulmón 

Para estimar la macrometástasis en pulmón después del sacrificio en el día 30 se disectaron los pulmones, 

a los cuales se les inyectó una solución 10% de tinta india por la tráquea, esta anteriormente fue bloqueada 

con hilo quirúrgico, a los pulmones se les realizaron 3 lavados de una solución Fekete (100 mL= 70% etanol, 

10 mL 10% p-formaldehído, y 5 mL de ácido acético glacial), para eliminar el exceso de tinta y se incubaron 

durante 12 horas en la misma solución para fijarlos.  Los nódulos metastásicos se contaron manualmente 

con un microscopio estereoscópico y se fotografiaron. (Jiménez, et.al 2019). 

RESULTADOS 

Confirmación de identidad de los plásmidos    

Se realizaron electroforesis de ácidos nucleicos para confirmar la identidad del plásmido pet22B-VP2n (VP2 

nativa) y de pet22B-QM1 (VP2 con epítopos) se cortaron con las enzimas de restricción EcoR1 y Nde1. En la 

Figura 5 se muestra un gel de agarosa con el plásmido de VP2QM1, se puede observar en el carril 1 los 

cortes del vector con ambas enzimas con una banda en aproximadamente 5000 pares de bases que 

corresponde al vector y otra en 2500 pb que corresponde al gen de la proteína VP2 nativa, en el segundo 

carril una banda cerca de 7500pb, ya que se hizo un solo corte con EcoR1 y en el tercer carril el plásmido 

sin cortar  como control,  los tamaños moleculares de las bandas obtenidas coinciden con el teórico de 7490 

pb para el caso de VP2QM1.  En la Figura 6 se muestra el corte del plásmido de VP2 nativa, en la que se 

hizo un corte con ambas enzimas, se observan bandas aproximadamente de 1500 y 5000 pb, por lo que se 

confirma la presencia del plásmido de un tamaño de 7000 pb. En comparación de los tamaños del plásmido 

pet22B-VP2n respecto a pet22B-Q1 VP2 respecto a la VP2QM1 se observa un cambio en los pares de bases 

de los DNA, debido a la inserción de los múltiples epítopos de la construcción VP2QM1. 
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Figura. 5 Digestión del plásmido pet22B-QM1. Se muestra un gel de 

agarosa en donde en el carril 1 se hicieron dos cortes con las enzimas 

EcoR1 y Nde1, se observan bandas aproximadamente de 5000 y de 

2000 pb, en el carril 2 se hizo un corte con la enzima EcoR1, se observa 

una banda aproximadamente en el peso de 8000 pb, en el último carril 

se encuentra el plásmido pet22B sin cortes, para tomarlo de 

referencia. 
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Figura. 6 Digestión del plásmido pet22B-VP2n. Se muestra 

un gel de agarosa de una electroforesis de ácidos nucleicos 

de VP2 nativa. En el carril se muestran 2 bandas, ya que fue 

cortado con ambas enzimas, se observa una banda de 

aproximadamente 5000 pb y otra de aproximadamente de 

1500 pb.  
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Expresión de la proteína VP2QM1 y confirmación por Western Blot  

Se realizó un ensayo de Western Blot para confirmar la identidad de la proteína VP2QM1, puesto que es 

probable que existan proteínas del vector que tengan el mismo peso y se comporten de una manera 

similar a VP2QM1. Para ello, se corrieron dos geles de poliacrilamida SDS PAGE (Figura.7) cargados con 20 

µL cada pozo en el siguiente orden, carril 1-colonia de bacterias E. coli transformadas no inducidas, carril 

2- colonia de E. coli inducida con IPTG, carril 3-proteina enriquecida, carril 4- proteínas no unidas de la 

purificación como patrón de comparación, cabe resaltar que la banda de la proteína inducida (carril 2) se 

ve un incremento en la banda respecto a la banda no inducida (carril 1), esto se debe a la inducción lo que 

se refleja con una mayor concentración de la proteína. Se hizo la transferencia a una membrana de 

nitrocelulosa con una cámara de transferencia, se bloqueó con leche al 4% descremada, se lavó con PBS 

Tween al 0.1% y se puso a incubar con un anticuerpo monoclonal primario (conejo anti VP2) y se reveló 

con un anticuerpo secundario anti-conejo conjugado con un fluorocromo infrarrojo a 800 nm; se incubó y 

se leyó con un escáner infrarrojo Odissey LiCor como se muestra en la Figura 7.  El Gel de Poliacrilamida 

muestra diferentes lavados de la proteína VP2QM1, se realizó el Western Blot para verificar la identidad de 

la proteína, en el Western Blot se puede observar las bandas con fluorescencia con el mismo peso 

molecular esperado (75 kD), lo cual indica, que el anticuerpo reconoce la proteína VPQM1 y así 

confirmamos su peso teórico.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura. 7 Expresión de proteína VP2QM1 y confirmación por Western Blot. En el carril 1 se encuentra la colonia no 

inducida, en el carril 2 una colonia inducida, en el carril 3 la proteína enriquecida y en el carril 4 las proteínas no unidas 

de la purificación. Se utilizaron anticuerpos anti VP2 para confirmar si la banda sobre expresada de 75 kD después de 

la inducción con IPTG correspondía con la proteína VP2 quimérica.  
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Producción de VP2 nativa y VP2QM1  

Para obtener una concentración óptima de la proteína se necesita una sobrexpresión como se muestra en 

el carril 2 y 3 de la Figura. 8 con una banda de 65 kD, lo que confirma la sobrexpresión de la proteína VP2 

nativa. Para el caso de la proteína VP2QM1 se muestra una banda con un peso de 75 kD lo que indica 

expresión y que las bacterias fueron transformadas exitosamente, sin embargo, fue necesario una segunda 

selección puesto que el grosor de la banda no muestra la concentración necesaria de la expresión de la 

proteína respecto a las bandas de VP2 nativa.  

Para la segunda selección se creció la colonia con mayor expresión, por lo que se seleccionó la colonia del 

carril 8, la cual se estrió nuevamente en una caja Petri con medio LB+amp. con las mismas condiciones y se 

seleccionaron nuevamente colonias aisladas sin colonias satélite, se escogieron 8 colonias y se crecieron 

nuevamente con 3 mL de medio LB+amp., se indujeron con IPTG [0.2mM] y se corrió un gel SDS PAGE para 

observar su expresión como se muestra en la Figura. 9, las que obtuvieron mayor expresión fueron las 

colonias del carril 1 y 2, por lo que se crecieron en mayor volumen de medio LB+amp. y de igual manera 

con las colonias de bacterias de la proteína VP2 nativa; se corrió nuevamente un gel SDS PAGE.  
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Figura. 8 Expresión de VP2 y VP2QM1 en E..coli.  Gel de 

poliacrilamida SDS PAGE en donde los carriles 2-3 se puede 

observar la sobrexpresión de la proteína VP2 Nativa, del carril 4-

8 se muestra la expresión de VP2QM1, en el carril 8 se muestra la 

mejor concentración, sin embargo, no es la concentración 

óptima, puesto que se realizó una segunda selección.  
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Figura. 9 Doble selección de la proteína VP2QM1. Gel de poliacrilamida SDS 

PAGE en donde se cargaron los carriles con VP2QM1 de la doble selección de 

la colonia que había expresado mayor concentración de proteína para lograr 

una sobrexpresión como se muestra en el carril 1 y 2 con una banda de 

aproximadamente 75 kD, lo que corresponde al peso de la VP2QM1 (76.7 kD).    
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En la Figura. 10 se muestra que se obtuvo de manera satisfactoria su producción con la doble selección; 

obteniendo una mejor sobrexpresión de la proteína. En el carril 2 se observa que hubo una mayor expresión, 

sin embargo, se utilizaron ambas colonias para asegurar una mejor producción. 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

Purificación de la proteína VP2QM1 y VP2 nativa  

La purificación de la proteína VP2QM1 se realizó por cromatografía de afinidad con columnas de Níquel y 

de Cobalto con la misma metodología. Se pasaron 3 mL de la proteína solubilizada por la columna, en la 

que se lavaron con buffers de fosfatos con imidazol y por último con un buffer de elusión con una 

concentración muy alta de Imidazol para lograr remover la proteína pura, posteriormente se corrió un gel 

SDS PAGE para verificar la pureza de la proteína y la eficacia del método, como se muestra en la Figura. 11; 

en el carril 2 se cargó muestra de VP2 enriquecida, se puede observar que aún hay presencia de bandas 

inespecíficas, el carril 1 se cargó con muestra de la proteína no unida, sin embargo, se observa que aún hay 

una concentración alta de la proteína de interés, por lo que fue necesario modificar el protocolo previamente 

estandarizado para la proteína VP2 nativa.  

 

 

 

 

 

 

Figura. 11 Purificación de la proteína VP2QM1. En el carril 1 se 

muestra las proteínas no unidas con la resina de Cobalto, en el 

carril 2 se muestran las proteínas concentradas de VP2QM1, en 

el 3 el sobrante de la membrana y, por último, en el carril 4 la 

solución no unida de la columna de Níquel. 

Figura 10 Sobrexpresión de VP2QM1. En el carril 1 y 2 se cargaron las 

muestras de la proteína VP2QM1 que se crecieron para la producción, 

a pesar de que se obtuvo una mayor sobrexpresión de la colonia del 

carril 2 se utilizaron ambas colonias (cuadros rojos), para asegurar una 

mejor producción, ambas bandas corresponden al peso estimado 

anteriormente, por lo que se confirma de igual manera la identidad 

de la proteína.  
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Puesto que la concentración del remanente del VP2QM1 en la solución de las proteínas no unidas es alta se 

modificaron las concentraciones de cloruro de guanidinio (GuHCl) para desnaturalizar la proteína por 

completo y facilitar la unión de la proteína a la columna, de igual manera se aumentó el número de veces 

que se pasa la proteína por la columna antes de los lavados para favorecer su unión. Para obtener una 

mayor pureza se aumentó la concentración de Imidazol en los lavados, lo que promueve que las proteínas 

inespecíficas que se observan en el carril 2 de la Figura. 11 se remuevan. En la Figura 12 se puede observar 

la segunda purificación con las modificaciones mencionadas previamente, a pesar de las modificaciones se 

sigue observando la presencia de proteína en el solubilizado no unido y bandas inespecíficas, por lo que se 

sigue trabajando en la estandarización del método. Finalmente se cuantificó la proteína pura obtenida para 

tener una aproximación por el método de Bradford, en el que se estimó [1.32 µg/µL] al pasar 3 mL por la 

columna de Níquel.  

 

  

 

 

 

 

 

 

Las cápsides de Parvovirus Humano B19 son capaces de formas cápsides posterior a la 

modificación de sus monómeros.  

El ensamblaje in vitro de las proteínas VP2QM1 se realizó mediante diálisis con una membrana de 6000 Da 

de poro. Se dializó 1.3 mL de proteína pura con una concentración de [0.5 mg/mL] contra 3 X 50 mL de PBS 

con arginina [0.2 M], durante 72 horas, haciendo cambios cada 12 horas para evitar la saturación de 

guanidina. Posteriormente las muestras fueron filtradas por 0.22 µm y analizadas mediante dispersión 

dinámica de luz (DLS), donde se buscaron tamaños de partícula de aproximadamente 20-30 nm. Como se 

muestra en el histograma (Figura 13) las poblaciones corresponden al tamaño esperado.  

Figura. 12 Purificación de la proteína VP2QM1. En los 

carriles 1-4 se muestran los lavados de proteínas, en el 

carril 5 se encuentra la proteína VP2QM1 pura. 
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Producción y purificación de la protoxina Cry1Ac  

Para la producción de la protoxina de Cry1Ac de Bacillus thurigensis se utilizó una cepa recombinante de E. 

coli que contiene un plásmido con el gen que codifica la protoxina Cry1Ac. Las bacterias se cultivaron en 

medio LB+Ampicilina. La protoxina Cry1Ac solubilizada se obtiene por centrifugación, mediante la 

recuperación del sobrenadante. Los restos de endotoxinas se eliminaron purificando la proteína mediante 

una columna de polimixina. Finalmente, la concentración de proteínas se determinó por el método de 

Bradford, en la se obtuvo una concentración de [9.6 µg/µl) y la pureza mediante electroforesis en gel de 

poliacrilamida SDS PAGE como se muestra en la Figura. 14, en el carril 1 se observa la protoxina, lo que 

confirma su identidad, puesto que su peso teórico estimado es de 130 kDa.  

 

  

 

 

 

Las proteínas VPQM1 y VP2QM1+Adyuvante Cry1Ac fueron capaces de retrasar e inhibir 

respectivamente el crecimiento tumoral en los ratones inmunizados.  

Para evaluar el efecto profiláctico antitumoral se administraron 3 inmunizaciones una cada 7 días de 100µl 

de PBS, VLP nativa, VP2QM1 y 100 µg VP2QM1+100 µg de adyuvante PCry1Ac por dos vías: subcutánea en 

la sexta mama de los ratones para obtener una respuesta local e intraperitoneal para una respuesta 

sistémica. Siete días después de la última inmunización se indujeron los tumores con 3x10³ células de la línea 

celular 4T1. En la Figura 15 A) en la sexta mama de los ratones. Se puede observar la gráfica de crecimiento 

Figura. 14 Purificación de la protoxina y toxina Cry1Ac. 

En el carril 1 se muestra la protoxina con un peso de 

130 kD. 

Figura. 13 Histograma de las poblaciones de las 

proteínas VP2QM1 ensambladas leídas en un dispersor 

dinámico de luz, con un tamaño aproximado de 20-30 

nm.  
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tumoral, los tumores se midieron con un vernier cada 3 días después de la inducción de tumores con la 

línea celular 4T1 durante 30 días. 

En el grupo de VP2QM1 se obtuvo una protección antitumoral total, ya que los ratones no mostraron 

crecimiento de tumores. El grupo que fue inmunizado con VLP VP2MQ1 + adyuvante Cry1Ac mostraron una 

disminución significativa en el crecimiento tumoral en comparación al grupo control (PBS), como se muestra 

en la Figura 15 E. 

 

 

 

 

 

 

 Figura. 15 Efecto profiláctico antitumoral de VLP’s VP2QM1 coadministradas con adyuvante Cry1Ac con un profiláctico de inmunización. Ratones BALB/c grupos 

VP2QM1, VP2QM1+adyuvante Cry1Ac, PBS vía intraperitoneal y una subcutánea, que posteriormente se inocularon células de la línea 4T1. El crecimiento de los 

tumores fue monitoreado cada 3er día. A) Crecimiento tumoral, cada punto representa la media del crecimiento tumoral por grupo experimental. B) Fotografías 

de los tumores de los ratones en el día 21. C) Ratones libres de tumor 30 días después haber inducido tumores.  ANOVA y prueba de comparación múltiple de 

Dunnett. P ˂0.01 n=5 en PBS, n=5 VP2QM1 y n=5 VP2QM1 + adyuvante Cry1Ac. *, ***   Indica diferencias significativas en donde p≤0.05 o 0.01 respectivamente. 
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En  el panel B se puede observar los tumores de los ratones inmunizados en el día 21, se puede ver 

claramente que el tumor del PBS es más grande que el de los inmunizados con VP2QM1+Adyuvante y que 

VP2QM1 está libre de tumor, lo cual está representado gráficamente en la Figura C, donde  de igual manera 

se muestra el día en que hubo la primera aparición del tumor visible, que fue aproximadamente a partir del 

día 9 y 10.  En la gráfica D se observa el crecimiento de los bazos de los organismos, se obtuvo una diferencia 

significativa de VP2QM1 Y VP2QM1+Ady respecto al PBS. En la Figura E se encuentra el tamaño que tuvo el 

tumor cuando se extirpo en el día 30, hay una diferencia significativa para ambos grupos respecto al grupo 

que se le administró PBS.  

Respuesta de anticuerpos hacia MUC1 en los grupos inmunizados con VP2QM1  

Para la búsqueda de anticuerpos específicos contra las VLP y del epítopo MUC1 se tomaron los sueros del 

grupo de ratones PBS y VP2QM1 después de dos inmunizaciones y se analizaron con la técnica de ELISA. 

Los títulos de anticuerpos se calcularon tomando el valor más bajo del control negativo y posterior a esto 

se determinó el título para cada grupo, los datos se analizaron con el programa GraphPad. 
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Figura.16 Anticuerpos anti VLPs y anti MUC1. Respuesta de anticuerpos anti VP2QM1, un péptido no específico (N.E.) y Muc1 en 

sueros de ratones inmunizados con VLP VP2 nativa, VLP VP2QM1, adyuvante Cry1Ac y Muc1. Los ratones se inmunizaron vía 

intraperitoneal y subcutánea cada 7 días durante 3 semanas. Se muestran los títulos de anticuerpos para VLP VP2QM1, para un 

péptido no específico y para Muc1 estimados por ELISA. 
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Estos resultados muestran que la inmunización con VP2QM1, VP2QM1 + adyuvante Cry1Ac, VP2QM1, induce 

altos títulos de anticuerpos contra VLP y Muc1, sin embargo, para el péptido inespecífico no hay una 

respuesta significativa.  Por lo que se cumple el objetivo de obtener respuestas humorales para todas las 

construcciones, teniendo una mayor respuesta por parte del grupo inmunizado con VP2QM1 + Adyuvante 

Cry1Ac contra VP2QM1 ensambladas, es decir, cápsides completas. También se observa una respuesta para 

el péptido de Muc1, siendo un blanco para inducir una buena respuesta humoral como se observa en la 

Figura.16 

La inmunización con VLPs VP2QM1 disminuye la proporción de MDSC.  

Se analizó la proporción de linfocitos TCD3+, CD4+, CD8+ y su activación (CD69+) por citometría de flujo en 

los bazos y tumores de los ratones de los grupos inmunizados debido a que estas poblaciones son de 

importancia en TNBC. Tienden a una inmunosupresión, por ende, a una disminución en las células blanco, 

como CD4+ y CD8+ encargadas de la eliminación tumoral, así como un aumento en la población de MSDC 

(CD11b+/GR1+), ya que es una población que promueve el reclutamiento de Linfocitos para evadir una 

respuesta inmunológica. Es por esto, que analizamos la proporción de estas células, para poder hacer una 

comparación entre los grupos inmunizados con los diferentes tratamientos respecto al grupo control. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura.17 Proporción de MDSC (CD11b+/GR1+) en bazo y tumor de ratones con los diferentes tratamientos. Las células fueron recuperadas y 

teñidas con anticuerpos de superficie anti-Gr1 y anti-CD11b. A) “Dot plots” representativos de la proporción de la población MSDC (cuadro) 

de los diferentes tratamientos y porcentaje indica la media. B) Proporción de MSDC en el bazo de los diferentes tratamientos. C) Grafica de 

barra de la proporción de MDSC en el tumor de los diferentes tratamientos. Estadístico: ANOVA seguido de prueba de comparación múltiple 

de Dunnett. * Indica diferencias significativas respecto al grupo señalado.  

B) 

S
IN

 T
U

M
O

R
 

0

1 0

2 0

3 0

4 0

5 0

M S D C  T U M O R

G ru p o s

%
 c

é
lu

la
s

 C
D

1
1

b
+

/G
R

1
+ P B S

Q 1

V P 2  N A T IV A

V P 2  N A T IV A  +  A D Y .

Q 1 + A D Y

* *

* * *
* *

0

2 0

4 0

6 0

M S D C  B A Z O

G ru p o s

%
 c

é
lu

la
s

 C
D

1
1

b
+

/G
R

1
+ P B S

V P 2  N A T IV A

V P 2  N A T IV A  +  A D Y .

Q 1

Q 1 + A D Y

* *

SIN 

TUMOR 

A) 

C) 



 

 

32 

En la Figura 17 B se muestra una gráfica donde se puede observar que hay una significativa disminución de 

la población MDSC en el grupo de ratones inmunizados con VP2QM1 respecto a los ratones del grupo 

control (PBS) en bazo. En los grupos de VP2, VP2+Adyuvante Cry1Ac y VP2QM1+Adyuvante Cry1Ac los 

porcentajes son similares y se observa una tendencia de disminución, lo cual es importante para mantener 

las proporciones de Linfocitos T CD4+ y CD8+ y, por ende, un mejor pronóstico, ya que estas células son 

de relevancia en el diagnóstico de cáncer de mama triple negativo. En la gráfica 17 C se muestran las 

poblaciones de MDSC para tumor, en el caso del grupo inmunizado con VP2QM1 no hubo crecimiento 

tumoral, por lo que no se muestra en la gráfica, sin embargo, se puede notar una tendencia similar entre 

los grupos inmunizados con VP2QM1+Adyuvante y VP2 nativa, con esto podemos inferir que esto podría 

ser una de las razones por las cuales hay una disminución en el tamaño del tumor en estos grupos (Figura.15)  

La inmunización con VLP con VP2QM1 mantiene la proporción de linfocitos CD3+ y CD8+ en 

bazo y tumor. 

 

 

 

  

 

 

 

 

En la Figura.18 A se muestran los Dotplots donde se encuentran las poblaciones de Linfocitos CD3+ y CD8+    

en bazo, en la segunda columna se observa la población específica de CD3+ y CD8+, cabe mencionar que 

inferimos que la población de CD3+ cuando se aparta la población CD8+ son CD4+. En los grupos de VP2 

nativa y VP2 nativa+adyuvante se observa un aumento en ambas poblaciones de linfocitos T mejoría con 

respecto al control negativo y en el caso de la VP2QM1 y VP2QM1+adyuvante fueron los grupos en donde 

se observa una mejor respuesta. En la Figura 18 B se muestra que hay una diferencia significativa entre el 

grupo PBS y la VP2QM1, esto podía ser una razón por la cual no hubo presencia de tumores en esta 

Figura. 18 Proporción linfocitos TCD3+y TCD8+ en bazo de los grupos de ratones inmunizados con los diferentes tratamientos. Las células fueron 

recuperadas y teñidas con anticuerpos de superficie anti-CD3 y anti-CD8. A) Dotplots representativos de la proporción de linfocitos TCD3+y 

TCD8+ de los diferentes tratamientos y porcentaje indica la media ±SEM. B) Gráfica de barras representativa de la proporción de CD8+ y CD4+ 

en el bazo de los grupos inmunizados con los diferentes tratamientos. * Indica diferencias significativas respecto al grupo señalado. 

 

D) 

B) 

3.67% 7.8% 9.7% 9.33% 4.6% 

  

8.08% 
17.21% 20.55% 26.03% 

 

 

9.77% 
0

1 0

2 0

3 0

4 0

C D 4 +  B A Z O

G ru p o s

%
 c

é
lu

la
s

 C
D

4
+

*

0

5

1 0

1 5

2 0

C D 8 +  B A Z O

G ru p o s

%
 
c

é
l
u

l
a

s
 
C

D
8

+

P B S

V P 2  Q 1

V P 2  Q 1 + A D Y

V P 2  N A T IV A

V P 2  N A T IV A  +  A D Y .

A). 



 

 

33 

población que concuerda con lo que se muestra en la Figura 15 donde también hubo una significativa 

disminución de la población MDSC. A pesar de que la protección con VP2QM1+adyuvante y VP2 nativa fue 

menor a la VP2QM1 si hubo una mejoría en el pronóstico tanto de MDSC como de linfocitos CD4+ y CD8+. 

De igual manera al evaluar la proporción de linfocitos en el tejido tumoral se puede notar que hay una 

mayor proporción de linfocitos CD3+/CD8+ en VP2QM1+adyuvante en la Figura.19. El grupo con VP2QM1 

no presentó tumores, por ello no hay resultados de dicho grupo. Se puede observar que hay un cambio 

significativo en los grupos de VP2QM1 respecto al grupo con PBS y VP2 nativa.  
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Figura. 19 Proporción linfocitos TCD3+/CD69+ y TCD8+/CD69+ en bazo de los grupos de ratones inmunizados con los diferentes 

tratamientos. Las células fueron recuperadas y teñidas con anticuerpos de superficie anti- CD69. A) Dotplots representativos de la 

proporción de linfocitos TCD3+/CD69+ y TCD8+/CD69+ de los diferentes tratamientos y porcentaje indica la media ±SEM. B) Gráfica de 

barras representativas de la proporción de CD4+/CD69+ y CD8+/CD69+ en el bazo de los grupos inmunizados con los diferentes 

tratamientos. * Indica diferencias significativas respecto al grupo señalado. 
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En las poblaciones de linfocitos CD3+ y CD8+ marcadas con CD69+ del grupo VP2QM1 

tuvieron un aumento significativo en bazo.  

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Respecto a la activación de linfocitos CD4+/CD69+ y CD8+/CD69+ en bazo hay una mayor activación en el 

grupo VP2QM1 respecto al grupo PBS como se muestra gráficamente en la Figura 20. Referente a linfocitos 

Figura. 20 Incremento en la proporción de linfocitos T CD8+ y CD3+ en los tumores de ratones inmunizados con VLPs de VP2 nativa y VP2QM1 en presencia de 

adyuvante en tumor de los grupos de ratones inmunizados con los diferentes tratamientos. Leucocitos de tumor de los ratones inmunizados cultivados en placas 

de 96 pozos (2 x 106 células). 72 horas después, las células fueron recuperadas y teñidas con anticuerpos de superficie anti-CD3, anti-CD8 y anti- CD69. A) Dotplots 

representativos de la proporción de linfocitos TCD3+/CD69+ y TCD8+/CD69+ en bazo de los diferentes tratamientos y porcentaje indica la media ±SEM. B) Gráfica 

de barras representativa de la proporción de CD8+ y CD4+ en el bazo de los grupos inmunizados con los diferentes tratamientos. C) Dotplots representativos de 

la proporción de linfocitos TCD3+/CD69+ y TCD8+/CD69+ en bazo de los diferentes tratamientos y porcentaje indica la media ±SEM D) Gráfica de barras 

representativas de la proporción de CD4+/CD69+ y CD8+/CD69+ en el bazo de los grupos inmunizados con los diferentes tratamientos. * Indica diferencias 

significativas respecto al grupo señalado. 
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CD4+/CD69+ y CD8+/ CD69+ en tumor hay un comportamiento similar en la activación en el grupo 

VP2QM1+Ady. y el PBS, para el caso de VP2QM1 no se muestra ya que no hubo presencia de tumores.  

Los grupos inmunizados con VP2QM1 no presentan nódulos metastásicos en pulmón, mientras que 

la inmunización con VP2QM1+Adyuvante Cry1A/c presenta un retraso significativo en la aparición de 

nódulos metastásicos en pulmón respecto al grupo control.  

Para estimar la macrometástasis en pulmón después del sacrificio en el día 30 se extirparon los pulmones, 

los cuales se tiñeron con tinta india por la tráquea, a los pulmones se les realizaron lavados con solución 

Fekete y se incubaron durante 12 horas en la misma solución para fijarlos.  Los nódulos metastásicos se 

contaron manualmente con un microscopio estereoscópico.  

El grupo VP2QM1 no presento nódulos metastásicos en pulmón y cabe resaltar que fue el grupo que 

tampoco presento tumor.  En el grupo VP2QM1+Adyuvante Cry1A/c se encontró una media de 2 a 3 

nódulos por organismo, presentando un retraso significativo respecto al grupo control (PBS), con una media 

de 14 nódulos por organismo. En la Figura 21 se muestran fotografías de los pulmones extirpados con 

nódulos metastásicos circulados con rojo. En la Figura 22 se observa la gráfica de barras, así como las 

diferencias significativas entre los grupos.  

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

PBS VP2QM1+Ady. Cry1aC 

VP2QM1 

Figura 21 Fotografías en microscopio estereoscópico de pulmones teñidos con tinta India y fijados con p-formaldehído 

y ácido glacial.Nódulos metastásicos en círculo rojo 
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DISCUSIÓN 

Debido a la falta de tratamientos para cáncer de mama triple negativo se diseñó esta vacuna antitumoral 

de una proteína de VP2 (de Parvovirus Humano B19) quimérica multiepitópica, que se evaluó en un modelo 

múrido. Se decidió utilizar este sistema de entrega debido a que presenta ventajas respecto a otro tipo de 

sistemas de entrega. La cápside de Parvovirus Humano B19 tiene una simetría icosahédrica, que se forma 

con 60 copias de proteínas estructurales y está constituida únicamente por dos proteínas, 5% de VP1 y 95% 

de VP2, lo que facilita su ensamblaje, además de poder agregar L- Arginina para una mayor estabilidad 

coloidal, así como poder ensamblarse de manera in vitro sin necesidad de células procariontes, como ya se 

ha mencionado, en este trabajo se realizó en una cepa recombinante de E. coli BL21. Otra de sus ventajas, 

es que la modificación de sus monómeros no afecta su ensamblaje, es decir, que es capaz de presentar 

múltiples péptidos en su superficie (Bustos, 2019), además de que su tamaño (20 nms) facilita su 

reconocimiento respecto a VLP´s de mayor tamaño (>200 nms) que necesitan a células presentadoras de 

antígeno como células dendríticas para poder ser reconocidas en un periodo aproximado de 24 horas 

(Bachman, et.al. 2010), a diferencia de las VLP´s de Parvovirus Humano B19, que migran directamente a los 

nódulos linfáticos como lo reporta Jiménez et.al. 2019.  

Respecto a la producción y purificación de la proteína VP2QM1, VP2 nativa y el Adyuvante Cry1A/c. Se 

realizaron diferentes técnicas. El peso de la proteína VP2 nativa corresponde con el peso reportado de 60 

KDa (Bustos, e.t.al. 2012). Tomando en cuenta el peso de la proteína VP2 nativa y de los epítopos de 15 kDa, 

para obtener este peso se obtuvo la secuencia de los aminoácidos, se realizó un ensayo in silico y se 

Figura.22 Gráfica de metástasis en pulmón de los diferentes tratamientos y porcentaje que indica la media ±SEM 

* Indica diferencias significativas respecto al grupo señalado.   
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corroboró con electroforesis de la proteína pura, por lo que el peso teórico de la proteína VP2QM1 es de 

75 kDa, lo que corresponde a lo calculado.  

Respecto a la purificación se realizó por el método de cromatografía de afinidad reportado por Sánchez-

Rodriguez, et. al. 2012 para la proteína VP2 nativa, sin embargo, se modificaron algunas condiciones de 

lavado en la proteína VP2QM1, esto se puede deber a que la proteína VP2QM1 se solubilizaba en los 

primeros lavados a diferencia de la proteína VP2 nativa, donde se hacen cuerpos de inclusión, por lo que 

no era necesaria solubilizar la pastilla y la mayor concentración de VP2QM1 se encontraba en el segundo o 

tercer lavado, como se muestra en la Figura.12. Este comportamiento podría explicarse debido a la alta 

cantidad de ácido glutámico y lisina, lo que puede aumentar su solubilidad (Jiménez, et.al. 2020). Respecto 

al ensamblaje de las proteínas VP2 nativas y VP2QM1 de igual manera se realizó conforme a lo reportado 

por Sánchez-Rodríguez et.a.l, 2012, donde se requería que más del 90% de las poblaciones medidas por el 

DLS, fueran de 20 a 30 nm.  

En la Figura.13 se puede observar que la mayoría de las poblaciones fueron del tamaño mencionado, lo que 

concuerda con el peso en su conformación nativa por Sánchez, sin embargo, se obtuvo una población de 

>100 nm, inferimos que podrían ser agregados de cápsides. 

En el crecimiento tumoral se obtuvo una protección del 100% ante el crecimiento de tumores inducidos por 

la línea celular 4T1, como se observa en la Figura.15, el cambio es significativo para todos los tratamientos 

respecto al PBS. La hipótesis alterna se acepta, la construcción estaba diseñada para obtener respuestas 

humorales y celulares, lo cual se alcanzó con títulos significativos anti Muc1 y antiVP2QM1, así como la 

identificación de linfocitos CD8+, CD4+, CD4+/CD69+, CD8+/CD69+ y una marcada disminución en la 

población MSDC.  

Respecto al grupo inmunizado con VP2QM1+Ady. Protoxina Cry1Ac se obtuvo un retraso en el 

establecimiento de tumores respecto al grupo control, así como en el crecimiento de los mismos y la 

metástasis distal en pulmón, cabe mencionar que es un resultado importante, ya que en la búsqueda de 

anticuerpos anti Muc1 fue el grupo con mayores títulos de anticuerpos, de igual manera se obtuvo una 

buena respuesta celular por lo que inferimos que podría ser un buen tratamiento, por lo que se sugiere la 

administración por otra vía. 

En la búsqueda de títulos de anticuerpos IgG anti Muc1 se obtuvieron altos títulos en los grupos VP2QM1 y 

VP2QM1+Ady., lo que indica que el epítopo es capaz de generar una respuesta humoral. Las respuestas de 

anticuerpos IgG en el diagnóstico de cáncer de mama triple negativo son importantes, ya que puede 

producir una respuesta de las células Natural Killers (NK) generando una respuesta citotóxica mediada por 

anticuerpos, esta respuesta es de suma importancia, ya que las células NK son las encargadas de reconocer 
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a las células propias transformadas. El anticuerpo al unirse con los receptores Fc de la célula NK activa el 

mecanismo citotóxico e induce la liberación de granzimas y perforinas, por otro lado, son productoras de 

citosinas como IFN ɣ, lo que facilita a los macrófagos fagocitar a la célula tumoral y así mejorar la 

presentación de antígeno o bien, estos macrófagos conducen a la producción de IL-12 que aumenta la 

capacidad citotóxica de las NK. (Konta, 2017). 

Posterior a la esto, se midió la población de las células supresoras derivadas mieloides (MDSC), ya que son 

una población de células inmaduras supresoras del sistema inmune principalmente de Linfocitos T, Natural 

Killers y dendríticas. Las células MDSC favorecen el desarrollo de tumores y metástasis, ya que les otorga 

una ventaja a las células tumorales evitando su destrucción por la falta de proliferación de las células del 

sistema inmune (Malvici, 2010), como se observa en el panel B de la Figura 17 hay una mayor cantidad de 

células MSDC en Bazo en el grupo PBS y un cambio significativo respecto al grupo VP2QM1, esto podría ser 

una razón por la cual la cantidad Linfocitos T CD8+ muestra una disminución respecto al grupos control.  

De igual manera se evaluó la proporción de Linfocitos T CD3+, CD8+ y CD69+, anteriormente mencionaba 

que son las células del sistema inmune más importantes para este tipo de diagnóstico, esto se debe a que 

los linfocitos CD4+ y CD8+ reconocen oligopéptidos inmunogénicos tumorales y realizan la principal 

respuesta efectora contra los tumores. Los Linfocitos T CD8+ responden contra antígenos tumorales 

presentados como oligopéptidos de 8-10 aminoácidos y cuando los linfocitos T CD8+ específicos de 

memoria reconocen las células con los péptidos-TAAs se establece la inmunosinapsis y liberan directamente 

perforinas y granzimas para provocar lisis a la célula tumoral (Valdespino,et.al.2003).  

Respecto a los linfocitos T CD4+ tienen diferentes funciones. Una función importante es la de estimular la 

producción de anticuerpos produciendo señales coestimuladoras para Linfocitos B, lo que es relevante para 

un efecto profiláctico, ya que se pueden generar Linfocitos B de memoria y así, generar una respuesta más 

eficaz y rápida ante la existencia de una célula tumoral. Sin embargo, otra de las funciones de las células 

CD4+ (Linfocitos T reguladores, Treg) es modular la respuesta de las células T  CD4+ efectoras, estas pueden 

bloquear la activación de células CD8+ citotóxicas y CD4+ efectoras, existen diferentes mecanismos, como la 

expresión de CTLA-4, donde los Treg pueden regular negativamente la expresión de las moléculas de co-

estimulación lo que conduce a un estado de inmunosupresión, dicho esto, se podría explicar el aumento de 

células CD4+ específicamente en tumor en el grupo control como se muestra en las Figuras 18 y 19, así como 

en  la activación de estos (CD69+) (Malvicini, 2010).  

En la Figura 18 en los grupos de VP2 nativa y VP2 nativa+adyuvante se observa un aumento en las 

proporciones de la población de linfocitos con respecto al control negativo, sin embargo, para en el caso 

de la VP2QM1 y VP2QM1+adyuvante fueron los grupos en donde se observa una mejor respuesta, en la 

Figura. 16 B se muestra que hay una diferencia significativa entre el grupo PBS y la VP2QM1, esto podía ser 
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una razón por la cual no hubo presencia de tumores en esta población que concuerda con lo que se muestra 

en la Figura 17 donde también hubo una significativa disminución de la población MDSC y con la activación 

(CD69+) de linfocitos CD4+ y CD8+ como se puede observar en la tercer y cuarta columna de la Figura18 y 

a pesar de que la protección con VP2QM1+adyuvante y VP2 nativa fue menor a la VP2QM1 si hubo una 

mejoría en el pronóstico tanto de MDSC como de linfocitos CD4+ y CD8+, como ya lo había mencionado, 

quizá se podría evaluar esos grupos en otra ruta de inmunización para optimizar las respuestas.  

CONCLUSIÓN 

• Se obtuvo la inhibición total del establecimiento de tumores inducidos con la línea celular 4T1 en un 

modelo múrido con la administración de la proteína VP2QM1 e igualmente la inhibición total de la 

metástasis de pulmón. 

• Se observó un retraso en el establecimiento y crecimiento de los tumores, así como el retraso de la 

metástasis distal en pulmón con la administración de la proteína VP2QM1+Adyuvante Cry1Ac, como 

se había mencionado anteriormente se sugiere la administración por otra vía para obtener una 

protección total.  

• Se obtuvo una respuesta humoral robusta. En la búsqueda de anticuerpos se obtuvieron altos títulos 

de anticuerpos anti Muc 1 y anti VP2 QM1 en los grupos de VP2QM1+Ady y VP2QM1, lo que 

demuestra que la construcción es capaz de ser reconocida y de general altos títulos de anticuerpos 

tanto para el epítopo Muc1, como para la construcción VP2QM1.  

• Respecto a la respuesta celular se observó el mayor porcentaje de células CD8+ y CD8+/CD69+ en 

tumor en el grupo VP2QM1+Ady. Cry1A/c, cabe destacar que el grupo con mejor respuesta fue el 

grupo VP2QM1, sin embargo, no presento tumor, por lo que se omite esta prueba para dicho grupo. 

En la búsqueda de células CD8+ y CD8+/CD69+ el grupo que obtuvo la respuesta representativa fue 

el grupo VP2QM1, de igual manera, en la búsqueda de células CD4+ y CD4+/CD69+ en bazo el grupo 

que tuvo mayor porcentaje fue VP2QM1. 

• Con base en estos resultados, se concluye que el grupo VP2QM1 cumplió con la activación (marcador 

CD69+) de linfocitos CD4+, CD8+, una disminución de la población MSDC y altos títulos de 

anticuerpos IgG totales, esto podría explicar la ausencia del establecimiento del tumor, por lo que es 

importante seguir con la evaluación de la construcción VP2QM1, así como con la caracterización de 

sistemas de entrega eficaces, como las cápsides de Parvovirus Humano B19.  
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