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RESUMEN 

Las partículas tipo virus (VLPs) están constituidas por todos o algunos de los 

componentes estructurales de los virus. Estas partículas son de gran interés 

biotecnológico ya que pueden ser utilizadas como acarreadores de diversas 

moléculas con el fin de construir nanoreactores enzimáticos, acarreadores de 

epítopos antigénicos para construir vacunas, y péptidos con funciones de 

reconocimiento para generar tropismo artificial. La proteína VP2 de parvovirus B19 

(B19V) tiene la propiedad de autoensamblarse in vitro para formar VLPs, mismas 

que guardan una gran semejanza con la cápside icosaédrica del virion nativo, la 

cual está constituida por 60 subunidades de proteína. Se ha demostrado que es 

posible presentar péptidos heterólogos en la superficie de estas partículas 

mediante su fusión genética en el extremo N-terminal de VP2. Sin embargo, no 

todos los extremos N-terminales quedan expuestos en la superficie de la partícula, 

presentando así una polivalencia reducida. Una forma de aumentar la polivalencia 

es la bioconjugación utilizando elementos que siempre se encuentren en la 

superficie de las partículas, como el asa 301-313 de VP2. Nuestro grupo de 

investigación ha demostrado que la inclusión de fragmentos heterólogos en el asa 

301-313 no afecta la competencia de ensamble de las quimeras de VP2. En este 

proyecto se insertó el péptido SpyTag, que es parte del sistema de bioconjugación 

SpyTag/SpyCatcher, en el asa 301-313 seguido de un sitio de corte para la proteasa 

TEV (TEVp). El sistema SpyTag/SpyCatcher permite una interacción específica y 

covalente entre sus componentes que, al estar fusionados a otras proteínas, 

permite la formación de superestructuras que mantienen la funcionalidad de sus 

componentes. Nuestro objetivo es probar la funcionalidad del péptido SpyTag 

tanto en el asa íntegra como después de cortarla con TEVp. Nuestros resultados 

mostraron que la presencia del péptido SpyTag no afectó la competencia de 

ensamble de la proteína quimérica. Se demostró, además, que el corte del asa con 

TEVp no promueve el desensamble de las partículas.  

 

 



 

 
 

Este estudio dejó claro que el péptido SpyTag es funcional en el asa íntegra, 

aunque no con la polivalencia esperada, y que, tras el corte del asa con TEVp, la 

funcionalidad del péptido SpyTag liberado aumenta a casi el doble y representa 

una tercera parte del total de la polivalencia teórica esperada la cual es de 60.  

De manera global, se demostró que la inclusión de péptidos para bioconjugación 

en el asa 301-313 es una buena opción para la construcción de nuevos 

biomateriales. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 
 

ABREVIATUTAS USADAS 

AFM: Microscopía de fuerza atómica 

ARG: L-Arginina 

B19V: Parvovirus B19 

BSA: Albúmina sérica bovina 
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PLA2: Fosfolipasa A2 
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SARS: Del inglés Severe Acute Respiratory Syndrome, síndrome respiratorio 

agudo severo causado por un virus de la familia de los coronavirus 

SDS-PAGE: Electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sódico 
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molecular 

sf-GFP: Proteína Verde Fluorescente con superplegamiento (del inglés, 

"superfolder") 

TEM: Microscopía electrónica de transmisión 
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VP1u: Región Única de VP1 
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1. INTRODUCCIÓN 

1.1 ASPECTOS GENERALES 

1.1.1 ¿QUÉ SON LOS VIRUS? 

Los virus infectan a plantas, bacterias, hongos y células animales; son patógenos 

intracelulares obligados, no se consideran "vivos" en un sentido estricto, pues no 

pueden replicarse sin ingresar a una célula huésped y usar la maquinaria de ésta 

para la propia replicación y ensamble de nuevas partículas. Los virus y sus 

anfitriones han coexistido y coevolucionado, demostrando una notable 

plasticidad en su estructura y una dinámica metaestable, incluido el ensamblaje 

y desensamblaje coordinado con la entrega exitosa de la molécula cargo, que es 

su material genético. Los virus caracterizados al momento representan solo una 

fracción de la diversidad viral presente en la biosfera (Douglas et al., 2006). 

Los virus pueden estar rodeados o no, por una envoltura viral que facilita su fusión 

e infección a la célula huésped, la envoltura puede provenir de la membrana 

plasmática, aunque también del retículo endoplasmático de la célula, del 

complejo de Golgi o incluso de la membrana nuclear, dependiendo del virus 

(Louten et al., 2016). Los virus consisten típicamente en una cápside proteica que 

encapsula a su material genético. Las subunidades proteicas de la cápside se 

ensamblan con una estructura tridimensional precisa, y albergan en su interior el 

material genético, ADN o ARN (Singh et al., 2006). 

Los procesos de infección del virus o los ciclos de vida del virus difieren mucho 

entre las especies, pero hay seis etapas básicas: (1) fijación selectiva debido a la 

interacción, unión y/o fusión entre la superficie de la cápside viral y los receptores 

específicos en la superficie celular del huésped , (2) penetración de un virus en una 

célula huésped a través de fusión de membrana o endocitosis mediada por 

receptor, (3) liberación de ácido nucleico genómico viral en la célula huésped 

debido a la degradación viral de la cápside por enzimas virales o enzimas huésped, 

(4) replicación del virus y ensamblaje en la célula huésped, (5) modificación 

postraduccional de las proteínas virales; y finalmente, (6) la liberación de virus de 
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la célula huésped. Para algunos virus, como el VIH, se invierte el orden de las 

etapas (5) y (6) (Chen et al., 2010). 

Los avances recientes en microbiología estructural han aumentado los datos 

estructurales recopilados mediante técnicas de difracción de rayos X, microscopía 

crioelectrónica y resonancia magnética nuclear. Actualmente, la prevención y el 

control de epidemias y pandemias causadas por virus infecciosos, como el H1N1, el 

VIH, el SARS y la gripe aviar, son de suma importancia. Como una infección 

comienza con la unión a la superficie entre un virus y una célula huésped, es 

importante construir y visualizar la topología y morfología de la superficie de los 

virus para comprender la unión a la superficie y la interacción posterior. Esta 

información también es crucial para comprender el mecanismo molecular que da 

lugar al ensamblaje de las cápsides del virus y al empaquetado de ADN o ARN. 

Diferentes virus presentan diferentes propiedades estructurales, por ejemplo: 

A. Cápsides virales simples con una o dos proteínas principales (por ejemplo, 

parvovirus, papilomavirus, circovirus, calcivirus, virus de la hepatitis E y 

poliomavirus) (Figura 1). 

B. Cápsides virales complejas con varias capas de proteína, codificadas por 

muchos ARNm distintos, o generadas a partir de una única poliproteína (por 

ejemplo, Picornavirus). 

C. Cápsides virales con envolturas de lípidos que incluyen una bicapa lipídica 

obtenida de la célula huésped, así como glicoproteínas virales (por ejemplo, virus 

de la influenza, el virus del sarampión, el virus de las paperas, el virus de la rabia y 

el virus del Ébola, VIH, Hepatitis C) (Shirbaghaee et al., 2015). 
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Figura 1. 200 virus icosaédricos depositados en el PDB. Los virus más pequeños forman 
cápsides perfectamente simétricas que consisten en 60 copias de una sola proteína 
pequeña, que proporciona suficiente espacio interno para contener un genoma diminuto 
que codifica solo un par de proteínas. El parvovirus, por ejemplo, tiene unos 20 nm de 
diámetro, el virus de la influenza y el VIH tienen un tamaño más típico, unos 100 nm de 
diámetro. Sin embargo, algunos virus miden significativamente más de 100 nm. Los 
poxvirus, como el virus variola que causa la viruela, pueden alcanzar los 400 nm de longitud, 
y los filovirus, como el peligroso virus del Ébola y el virus de Marburg, tienen sólo 80 nm de 
diámetro, pero se extienden en largos filamentos que pueden alcanzar longitudes de más 
de 1000 nm. Estos virrus usan uno o más tipos de proteínas en arreglos cuasi-simétricos 
para construir cápsides aún más grandes que encierran genomas más grandes y 
complejos. Debajo se muestra el esquema de colores que resalta el número de 
subunidades en cada cápside. Figura modificada de: https://pdb101.rcsb.org/learn/paper-
models/quasisymmetry-in-icosahedral-viruses.  

 

1.1.2 PROTEÍNAS COMO BLOQUE DE CONSTRUCCIÓN, NÚMERO T 

Las estructuras biológicas a escala nanométrica, como los microtúbulos, los 

filamentos de actina, los flagelos y las cápsides virales, se construyen mediante la 

oligomerización controlada de subunidades proteicas plegadas de manera 

similar, utilizando un pequeño número de interacciones de tipo no covalente bien 

definidas (puentes de hidrógeno, interacciones de van der Waals, puentes salinos, 

e interacciones hidrofóbicas) en un proceso altamente específico. Esto da como 

resultado oligómeros que son regulares en apariencia y biológicamente 

funcionales. Para lograrse deben ser estables, estar bien formados/plegados y 

deben hacerse en un intervalo de tiempo apropiado. Proteínas pequeñas (N ~ 64 

https://pdb101.rcsb.org/learn/paper-models/quasisymmetry-in-icosahedral-viruses
https://pdb101.rcsb.org/learn/paper-models/quasisymmetry-in-icosahedral-viruses
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aminoácidos), alcanzan su estructura terciaria en tiempos del orden de 

milisegundos (t ~ 10-3 s), en tanto que proteínas más complejas se pliegan en 

tiempos no mayores a algunas decenas de segundos (t ~ 101 s), plegamiento que 

ocurre a la par del tiempo de síntesis, (Olivares-Quiroz y García-Colín, 2004). 

Esto no cambia en nada que algunas proteínas posean la información necesaria 

para buscar su conformación nativa aun estando solas. Las proteínas que facilitan 

el plegamiento mejoran la cinética y evitan la formación de estructuras no nativas. 

La energía de plegamiento de una proteína se asemeja a un embudo donde la 

proteína se pliega por rutas diferentes dependiendo de la conformación en la que 

se encuentre en el estado desplegado, cada ruta seguirá la línea de menor energía 

desde esta conformación hasta la estructura nativa. Este proceso se inicia con 

interacciones de corto alcance que forman estructuras secundarias en regiones 

locales del polipéptido. Estas interacciones no covalentes se establecen entre las 

cadenas laterales próximas. Algunos residuos tienen tendencia a formar 

estructuras en hélice-alfa, hebra-beta o giros. Estos residuos se conocen como 

sitios de iniciación. El siguiente paso es la formación del estado de glóbulo 

fundido, el cual se produce tras un colapso hidrófobo y contiene la mayor parte de 

las estructuras secundarias presentes en la estructura nativa, pero posee muchas 

interacciones incorrectas. Las interacciones de medio y largo alcance se forman 

mediante el reordenamiento del estado de glóbulo fundido. Las últimas 

interacciones en formarse, en caso de existir, son los puentes de disulfuros (Alas-

Guardado et al., 2011).  

El concepto de autoensamblaje sugiere que la información requerida para una 

determinada forma es una propiedad que recae en las subunidades mismas, 

gracias a interacciones de enlace bien definidas y que se refleja en estructuras 

simétricas, por ejemplo, la simetría helicoidal, que encontramos en microtúbulos, 

flagelos y virus en forma de rodillo, forma que surge de operaciones simples de 

traslación y rotación; cada subunidad, con la excepción de los extremos, se 

encuentra en un entorno idéntico (Prevelige, 1998). 
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Una gran cantidad de virus médicamente significativos tienen cápsides con 

simetría icosaédrica, formada por subunidades idénticas, con enlaces idénticos a 

sus vecinos y 60 subunidades con ejes de simetría de orden 5, 3 y 2.  

En la década de 1960, Donald Caspar y Aaron Klug descubrieron que los virus 

construyen cápsides más grandes al abandonar la necesidad de una simetría 

perfecta entre subunidades para empaquetar el ácido nucleico viral, esto se logra 

al utilizar varias copias de las subunidades para formar un nuevo bloque de 

construcción más grande para el icosaedro. Cada cara del icosaedro se compone 

de al menos 3 subunidades de proteína en las cápsides más pequeñas, y cada una 

de ellas, a su vez, participa en la formación de los ejes de simetría de orden 2, 3 y 5. 

Para que una matriz de caras de un poliedro, o facetas, adquiera la estructura 

típica del icosaedro se requiere que la interacción entre las facetas genere cierta 

curvatura, por ejemplo, en un pentámero de facetas. Sin embargo, esta curvatura 

puede ser eliminada si incluimos una sexta faceta. La inclusión de estas unidades 

de hexámeros entre unidades pentaméricas promueve el crecimiento del 

icosaedro, y el número de hexámeros que hay entre pentámeros. El número de 

triangulación, o número T, nos dice que tan grande es una cápside, por ejemplo, 

para T=1, las cápsides contienen 60 subunidades, de modo que el número T nos 

indica qué múltiplo de 60 tiene una cápside (Figura 2). Como consecuencia de 

este empaque entre hexámeros y pentámeros formados por trímeros iguales, se 

generan interacciones cuasiequivalentes entre sus bordes. Los virus han adoptado 

una serie de estrategias para mantener la estabilidad y flexibilidad de las cápsides 

virales, y aunque es evidente que la información requerida para un ensamblaje 

exitoso está codificada en las subunidades, se desconoce la forma exacta en que 

se controla este cambio (Prevelige, 1998).  
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Figura 2. Geometría de las cápsides icosaédricas. Las caras triangulares representan dos 

de las 20 caras icosaédricas. Los ejes de simetría de cinco, tres y dos veces están rotulados 

numéricamente para la cara superior; T = 1 contiene 60 subunidades idénticas en entornos 

idénticos. T = 4 contiene un total de 240 (60x4) subunidades, y las subunidades etiquetadas 

a, b, c y d están en distintas posiciones relacionadas con la simetría. T = 7 contiene 420 (60x7) 

subunidades. Las subunidades en diferentes posiciones relacionadas con la simetría se 

etiquetan como a – g. Las subunidades más oscuras participan en interacciones 

hexaméricas. Los números T representan el número de triangulación, donde hay T 

diferentes entornos de subunidades (Prevelige, 1998). De lado izquierdo: virus satélite de 

necrosis del tabaco (PDB: 2buk); virus del enanismo arbustivo del tomate (PDB: 2tbv), virus 

omega de Nudaurelia capensis (PDB: 1ohf); bacteriófago HK97 (PDB: 1ohg). Figuras 

tomadas de (Prevelige, 1998; http://pdb101.rcsb.org/mo/125). 

 

La oligomerización se puede dividir en dos fases cinética y termodinámicamente 

distintas: la fase de nucleación y la fase de crecimiento, siendo la fase de 

nucleación termodinámicamente desfavorable. Esta barrera energética de 

nucleación surge por el costo entrópico de inmovilizar las subunidades y porque 

el cambio conformacional requerido para formar el núcleo supera a la energía de 

enlace entre subunidades obtenida durante su formación, aunque se estabilizan 

http://pdb101.rcsb.org/motm/125
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después por su interacción hidrófoba con el medio acuoso, lo que contribuye a la 

minimización de energía del sistema.  

Estos factores hacen que sea difícil poblar los intermediarios necesarios para 

formar el núcleo y da como resultado la aparición de una concentración crítica, 

por debajo de la cual no se produce la oligomerización. Una vez que se ha formado 

el núcleo, la posterior adición de subunidades se vuelve favorable, porque las 

subunidades pueden formar múltiples interacciones de enlace, y el crecimiento 

ocurre (Prevelige, 1998). 

 

1.1.3 NANOPARTÍCULAS VIRALES 

Las nanopartículas virales (VNP) son bloques de construcción basadas en virus: 

bacteriófagos, virus de plantas o animales; y pueden contener o no ADN. Estos 

sistemas dinámicos de autoensamblaje forman estructuras altamente simétricas, 

monodispersas y polivalentes. Esto es, su tamaño es homogéneo y, al estar 

compuestos de unidades estructurales repetitivas, sus grupos químicos se 

repiten, lo que permite obtener un número definido distribuido de manera 

precisa en la superficie de los viriones (Figura 3) (Steinmetz et al., 2010). 

 

 

Figura 3. Nanopartículas virales (VNP) derivados de virus icosaédricos. Virus de plantas: 
Virus del mosaico de bromo (BMV), virus del moteado clorótico del caupí (CCMV), virus del 
mosaico del caupí (CPMV), virus de la mancha anular clorótica del hibisco (HCRSV), virus del 
moteado necrótico del trébol rojo (RCNMV), virus del mosaico amarillo del nabo (TYMV); 
Virus de insecto: virus Flock House (FHV); Bacteriófagos: HK97, P22, T7, MS2 y Qβ. P22 y T7 
son fagos cabeza-cola, con las colas no mostradas. Virus de mamíferos: adenovirus (AD). 
Virus en forma de rodillo y filamentosos: virus de la papa X (PVX), virus del mosaico del 
tabaco (TMV), bacteriófago M13. Figura tomada de (Yildiz et al., 2011). 
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Las estrategias que involucran la ingeniería de virus han demostrado un potencial 

considerable al contar con una variedad de formas, tamaños, estabilidades, 

propiedades dinámicas y reactividades químicas. Gracias a las estructuras 

tridimensionales de virus reportadas en el PDB, ha sido posible identificar o 

modificar aminoácidos en su distribución espacial precisa y aprovechar la 

polivalencia en la cápside viral para la bioconjugación (Singh et al., 2006). 

Las proteínas tienen numerosos residuos funcionales activos que se pueden 

conjugar, como los grupos amino y carboxilo terminales, o aminoácidos como la 

lisina, cisteína, tirosina, aspartato y glutamato. Estos pueden funcionalizarse con 

anticuerpos, oligonucleótidos, péptidos, proteínas, carbohidratos, reactivos 

fluorescentes y fármacos utilizando químicos como: N-hidroxisuccinimidil éster 

(NHS), maleimida, isotiocianato y carbodiimida (Lee et al., 2011). Además, estos 

métodos se pueden utilizar para incorporar grupos funcionales sintéticos, como el 

tirosindiazonio y la oxima-hidrozona (Figura 4) (Yildiz et al., 2011). 

Aunque la conjugación de sustancias orgánicas se requiere efectuar en posiciones 

que permitan el acceso a los reactivos orgánicos sin impedimento, sin destruir la 

estructura o impedir el ensamblaje de las proteínas, puede resultar costoso 

además de requerir el análisis posterior a la reacción exitosa, para verificar 

mediante métodos de caracterización los efectos sobre la morfología, tamaño o 

composición de las VLP. Si se pretende realizar modificaciones químicas en la 

superficie del virus, los virus no envueltos pueden representar el sistema de 

elección (Mejía-Méndez et al., 2022).  

Los aminoácidos expuestos en la superficie viral también pueden modificarse 

mediante mutagénesis dirigida al sitio, e incluso introduciendo aminoácidos 

sintéticos en el proceso de traducción, enfoque usado para expandir el número de 

los grupos funcionales para una conjugación química posterior (Fischlechner et 

al., 2007).  

La modificación de la proteína viral mediante ingeniería genética es otro método 

empleado para la introducción de péptidos funcionales, aunque existen ciertas 

limitaciones con respecto al tamaño de los péptidos que pueden introducirse en 

las proteínas de la cápside. 
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Figura 4. Manipulación genética y químicas en la investigación biomédica. Ver Texto. 
Figura modificada de (Yildiz et al., 2011). 

 

La capacidad de ser un nanocontenedor con base en proteínas oligoméricas 

naturales no es exclusiva de los virus, arquitecturas similares en el mundo 

biológico existen: lumazina sintasa, acetiltransferasa, las ferritinas, proteínas de 

choque térmico, encapsulinas. Estos nanocontenedores clínicamente útiles 

deberían tener los siguientes atributos: no ser patógenos, ser específicos para 

ciertos tipos de células, tejidos u órganos, y deben producirse fácilmente en 

grandes cantidades (Tariq et al., 2022).  

La administración de nanopartículas tiene distintas ventajas en comparación con 

la administración tradicional de otras biomoléculas, incluyendo una mayor vida 

útil en circulación y una mejor especificidad tisular. Al entrar en el cuerpo, tienen 

que viajar el tiempo suficiente en el sistema circulatorio para llegar al tejido 

objetivo, evitando su absorción fuera del objetivo, su unión a proteínas séricas, su 

degradación enzimática y la activación del sistema inmunológico, lo que 

terminaría prematuramente su viaje. Son necesarios estudios que describan el 

comportamiento de tales plataformas in vivo, para determinar las características 

farmacocinéticas: como su absorción, distribución en órganos, metabolismo, y 
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tasas de eliminación. Se plantean preocupaciones aún por investigar como la 

biodegradabilidad, ya que debe haber un equilibrio adecuado entre la 

penetración/acumulación en el tejido y el aclaramiento sistémico; la estabilidad, 

inmunogenicidad y reproducibilidad debido a formulaciones complejas de 

múltiples componentes. Así como una evaluación toxicológica de acuerdo con las 

dosis/concentraciones de exposición, frecuencia de exposición, y mecanismos de 

acción (Steinmetz et al., 2010) (Levasseur et, al. 2021).  

Es difícil predecir con precisión las propiedades in vivo de una formulación 

particular y, por lo tanto, cada una debe evaluarse caso por caso antes de realizar 

pruebas clínicas. 

 

1.1.4 PARTÍCULAS TIPO VIRUS 

Las partículas tipo virus (VLP) se consideran un subconjunto de VNP, son 

complejos de una o más proteínas estructurales de virus expresadas en sistemas 

heterólogos, que tienen la propiedad inherente del autoensamble, tienen un 

tamaño y morfología homogéneas casi idénticas a las de los viriones, la partícula 

vírica morfológicamente completa e infecciosa, con excepción de su material 

genético. Así, las VLP mantienen la mayoría de sus propiedades estructurales de 

reconocimiento celular sin ser infecciosas, conservan su afinidad por los 

receptores celulares, los mecanismos de entrada a la célula huésped y la 

inmunogenicidad (Kushnir et al., 2012; Mejía-Méndez et al., 2022).  

Las VLPs provocan respuestas tanto humorales como celulares en el sistema 

huésped, respuestas estimuladas debido a sus epítopos antigénicos repetitivos, 

por su baja polidispersidad, pueden usarse directamente como vacunas o como 

andamios para la presentación de antígenos (Mohsen y Bachmann, 2022). Si bien 

no todos los intentos de usar VLPs han tenido éxito en provocar respuestas 

inmunitarias efectivas (Grgacic y Anderson, 2006; Ludwig et al., 2007), uno de los 

casos de mayor éxito es la vacuna contra el virus del papiloma humano (HPV), 

cuyas VLPs inducen respuestas inmunitarias protectoras sólo con la proteína 

estructural L1 (Villa et al., 2005; Garland et al., 2007). A pesar de décadas de 

esfuerzo, se han obtenido pocas licencias para vacunas hechas de VLPs. Entre 
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estas vacunas autorizadas y disponibles comercialmente se encuentran: Engerix-

BR® (GlaxoSmithKline) y Recombivax HBR® (Merck & Co) contra el virus de la 

hepatitis B, GardasilR® (Merck & Co) y CervarixR® (GlaxoSmithKline) contra el virus 

del papiloma humano, HecolinR® (Xiamen Innovax Biotech Co.) contra el virus de 

la hepatitis E (Dai et al., 2018), y Mosquirix® (GlaxoSmithKline Inc.) contra la malaria 

(Mohsen et al., 2017).    

Las VLPs podrían superar varios problemas que suelen estar asociados a las 

vacunas tradicionales, específicamente, la naturaleza infecciosa relacionada con 

las vacunas vivas atenuadas, la reversión a una forma virulenta, el riesgo de 

mutación, la inmunogenicidad reducida de la vacuna inactivada, la toxicidad 

inestable, el bajo rendimiento y el largo tiempo de formulación (Tariq et al., 2022).  

Algunas aproximaciones para crear VLPs quiméricas incluyen: la conjugación 

mediante enlaces fuertes no covalentes (p. ej. afinidad biotina – avidina), fusión 

genética, decoración covalente mediante la formación espontánea del enlace 

isopeptídico (HaloTag®, SNAP-Tag®, sortasa), incluyendo el sistema que se ocupó 

en el presente trabajo (Catcher-Tag) (Brune y Howarth, 2018). 

Las VLPs que presentan proteínas o péptidos heterólogos en su superficie 

mediante la fusión genética a proteínas se denominan VLPs quiméricas. Para que 

las quimeras sean exitosas, deben identificarse múltiples posiciones de fusión 

(asas superficiales, extremos N/C externalizados) para producir VLPs 

multicomponentes que mantengan su competencia de ensamble y evitar el 

plegamiento incorrecto del péptido heterólogo o la formación de partículas con 

tamaño heterogéneo (Takahashi et al., 2008; Soto et al., 2010; Shirbaghaee et al., 

2015; Bustos-Jaimes et al., 2017; Mejía-Méndez et al., 2022; Tariq et al., 2022).  

Las VLPs se pueden desmontar y reensamblar convenientemente cambiando las 

condiciones ambientales, como el valor de pH del medio, la temperatura, la 

concentración de sales y la presencia de aditivos. Esta aplicaciónística brinda la 

posibilidad para la encapsulación, lo cual es apropiado para el diseño de 

nanocontenedores (Carette et al., 2007; Fischlechner et al., 2007; Lee et al., 2011; 

Steinmetz et al., 2010).  
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Los investigadores han diversificado el uso de estos vehículos naturales para 

múltiples aplicaciónes como la administración de fármacos, inmunoterapia con el 

suministro de antígenos y anticuerpos para el tratamiento de distintos tipos de 

cáncer como el colorrectal, de páncreas y de cuello uterino (Mejía-Méndez et al., 

2022); nanorreactores enzimáticos, imagenología médica (agentes de contraste, 

de tomografía por emisión de positrones, fluoróforos); se han utilizado 

ampliamente para construir vacunas humanas contra diversos virus patógenos 

emergentes como el SARS-CoV-2. Otras vacunas en desarrollo están dirigidas 

contra enfermedades no infecciosas, como la hipertensión, el Alzheimer, la 

adicción a la nicotina, las alergias y la diabetes (Singh et al., 2006; Yoo et al., 2011; 

Mejía-Méndez et al., 2022; Mohsen y Bachmann, 2022). (Figura 5).  

 

Hemos pasado de ver los virus solo como enemigos hostiles a verlos y usarlos 

como un recurso potencialmente vasto y beneficioso, gracias a la posibilidad de 

impartir nuevas funciones a la arquitectura de las cápsides, combinando lo mejor 

de la evolución y el diseño inteligente. El potencial de desarrollar una amplia gama 

de nanoestructuras para aplicaciones biomédicas es un hecho, el límite será la 

creatividad (Douglas et al., 2006). 

 

Figura 5. Aplicaciones de 
partículas virales en 
nanotecnología. Usando la 
cápside viral como 
plataforma, se puede unir o 
mostrar genéticamente una 
variedad moléculas en la 
superficie. Figura tomada de 
(Singh et al., 2006). 
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1.1.5 EXPRESIÓN DE VLPs 

La selección del vector de expresión heteróloga es uno de los principales factores 

en la generación de VLPs. Los métodos de expresión reportados son bastante 

reproducibles, tanto bacterias como levaduras son plataformas fáciles y rápidas 

para la producción de proteínas recombinantes útiles en la producción de VLPs 

simples de virus no envueltos, pero carecen de la capacidad de producir 

estructuras complejas y modificaciones post-traduccionales. 

Las características benéficas del uso de sistemas bacterianos para la producción 

de VLP incluyen: (a) fácil manipulación, (b) alta tasa de expresión, (c) tasa de 

crecimiento rápida, (d) estabilidad genética y (e) simplicidad de expresión. Las 

desventajas incluyen (a) inmunogenicidad deficiente, (b) incapacidad para 

desarrollar proteínas recombinantes con modificaciones postraduccionales 

similares a las de los mamíferos, (c) problemas de solubilidad de las proteínas, (d) 

incapacidad para crear los enlaces disulfuro correctos, y (e) presencia de 

endotoxinas bacterianas o lipopolisacáridos en la preparación de proteínas 

recombinantes (Ding et al., 2018; Kushnir et al., 2012; Tariq et al., 2022). 

La producción de proteínas recombinantes en levadura es otra opción popular 

dada la facilidad de expresión, la capacidad de escalar y el costo de producción. 

Sin embargo, factores tales como la glicosilación adecuada de proteínas, el 

plegado correcto, así como la optimización de codones, puede hacer declinar por 

otros sistemas de producción alternativos. Tanto las levaduras, como el sistema de 

células de insecto y baculovirus, están limitados a las modificaciones de “alta 

manosa”. Los sistemas de expresión de baculovirus han permitido otras 

modificaciones post-traduccionales como la acilación, manosilación y la 

formación de enlaces disulfuro. El principal inconveniente del sistema baculovirus 

es la etapa de purificación, ya que estos se producen al mismo tiempo que las 

VLPs (Grgacic y Anderson, 2006; Tariq et al., 2022). 

En los sistemas de expresión de plantas puede obtenerse un alto rendimiento a 

un bajo costo de producción, mejora la formación de enlaces disulfuro, la 

estabilidad y el plegamiento adecuado de las VLP se logran con patrones de N- y 

O-glicosilación, aunque pueden diferir en la glicosilación de antígenos. Estas 
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modificaciones post-traduccionales están implicadas en la adhesión celular, 

focalización de proteínas y respuestas inmunes (Brune y Howarth, 2018).  

Los sistemas de cultivo de células de mamíferos son las más adecuadas para la 

producción de estructuras complejas, porque replica fielmente los patrones de 

glicosilación humana, pero son un sistema menos controlable y más costoso para 

la producción pues los rendimientos obtenidos son generalmente mucho más 

bajos en comparación con otros sistemas (Grgacic y Anderson, 2006).  

A pesar de la alta eficiencia del proceso de autoensamblaje dentro de las células 

de los sistemas de expresión heterólogos eucariotas, muchos usos biomédicos y 

biotecnológicos de las VLPs requieren eliminar contaminantes potenciales de su 

cavidad interna. Una estrategia simple para eliminar dichos contaminantes es 

desensamblar los VLP antes de la etapa de purificación seguido de un 

reensamblaje de las partículas, aunque estos pasos adicionales de 

ensamble/desensamble pueden limitar las ventajas obtenidas de la expresión 

heteróloga eucariótica, incluyendo el costo operacional involucrado de tales pasos.  

La tecnología de partículas similares a virus (VLP) presenta una plataforma 

alternativa para desarrollar vacunas eficaces para combatir enfermedades 

infecciosas de gran preocupación, y avanza en paralelo con las vacunas basadas 

en ARNm y vectores virales (Tariq et al., 2022). 

 

1.2 ERITROPARVOVIRUS 1 DE PRIMATE, ANTERIORMENTE 

PARVOVIRUS B19  

1.2.1 ESTRUCTURA GENÓMICA  

A mediados de la década de 1970, una viróloga, observó una reacción anómala del 

suero de un donante de sangre normal (que ocupaba la posición 19 en la placa B) 

en un ensayo de contrainmunoelectroforesis y radioinmunoensayo para la 

hepatitis B. Al observarse al microscopio, se descubrió el parvovirus humano. 

Recientemente su nombre cambió a Eritroparvovirus 1 de primate (Heegaard y 

Brown, 2002; Young et al., 2004), pero nos referiremos a él como B19V para acortar 

la nomenclatura. 
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Los parvovirus (el nombre proviene de parvum, palabra latina para pequeño) 

forman cápsides pequeñas, de aproximadamente 18-26 nm de diámetro, 

contienen un genoma de ADN monocatenario de aproximadamente ~5000 

bases, encerrado dentro de una cápside de icosaédrica (T = 1), no tienen envoltura 

e infectan vertebrados e insectos.   

La cápside icosaédrica del B19V está formada por dos proteínas estructurales, la 

proteína viral 1 (VP1) de 83 kDa y la proteína viral 2 (VP2) de 58 kDa, surgen de la 

traducción con sitio alternativo de inicio en el mismo marco de lectura abierto, de 

modo que VP1 es igual a VP2 en el extremo C-terminal, la diferencia entre estas 

proteínas recae en la presencia de 227 aminoácidos adicionales en el extremo N-

terminal de VP1: la región única de VP1 (VP1u) (Ozawa et al., 1987; Ozawa y Young 

1987; Carter y Tatterstal, 1991).  

El genoma monocatenario de B19V consta de 5596 nucleótidos y tiene dos 

principales marcos de lectura abiertos (ORF) y también dos ORF más pequeños. 

La transcripción produce al menos nueve transcripciones de ARNm superpuestas, 

todas inician desde el único promotor P6 en el extremo izquierdo del genoma 

(Heegaard y Brown, 2002). La transcripción única del ORF principal izquierdo, se 

traduce en la proteína no estructural (NS1), que conserva múltiples funciones 

replicativas (unión a ADN, ATPasa, actividad de helicasa y transcripción), y es 

citotóxica para las células huésped (Ozawa et al., 1988; Moffat et al., 1998). Mientras 

que cuatro transcripciones superpuestas del ORF principal derecho se traducen 

en las proteínas estructurales VP1 y VP2. Además, cuatro transcripciones de los 

ORF más pequeños se traducen en proteínas de 11 kDa y 7,5 kDa, cuyas 

propiedades biológicas aún no se han determinado, pero se sabe que la proteína 

11 kDa expresada en abundancia induce una apoptosis progresiva de la célula 

huésped (Ozawa y Young 1987; Chen et al., 2010). La proteína estructural más 

pequeña VP2 (58 kDa) forma el 95% de la proteína de la cápside; el resto es VP1 (84 

kDa) (Cotmore et al., 1986; Ozawa & Young, 1987).  

Se han determinado las estructuras tridimensionales de la cápside de varios 

parvovirus, B19V humano (Agbandje et al., 1994; Kaufmann et al., 2004), parvovirus 

canino (CPV) (Tsao et al., 1991; Xie y Chapman, 1996), virus de la panleucopenia 
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felina (FPV) (Agbandje et al., 1993), MVM (Llamas-Saiz et al., 1997), Galleria 

mellonella densovirus (Simpson et al., 1998), virus adenoasociado 2 (AAV-2) (Xie et 

al., 2002), AAV-4 (Padron et al., 2005), y parvovirus porcino (PPV) (Simpson et al., 

2002). 

La superficie externa de B19V tiene diferencias comparado con otros parvovirus, 

es estructuralmente más similar a AAV-2, mientras que MVM se asemeja más a 

CPV y FPV (Kauffman et al., 2004) (Figura 6).  

 

 

Figura 6. De izquierda a derecha: B19V, FPV y CPV.  El capsómero de 5 unidades está 
coloreado en naranja, y en rojo una subunidad. Dos mutaciones en la superficie de CPV, 
mostrados en azul y verde, determinan su huésped. FPV y CPV se unen al receptor de 
transferrina en las superficies celulares. La superficie de B19V es significativamente 
diferente a las de otros parvovirus al carecer de espículas prominentes en los ejes de orden 
de simetría 3, implicados en el reconocimiento del huésped y antigenicidad; tiene 
protrusiones adyacentes a estos ejes de simetría y cavidades en los ejes de simetría de 
orden dos; por el eje de orden cinco, asoma un motivo similar a una flor en su centro, la cual 
está rodeada por una depresión en forma de cañón. Figura modificada de: 
http://pdb101.rcsb.org/motm/125. 

 

1.2.2 PROTEÍNA VP2  

VP2 es capaz de autoensamblar ya sea sola o con VP1, para formar partículas 

similares a virus (VLPs), dichas partículas observadas por microscopio electrónico 

miden de 19-23 nm de diámetro con simetría icosaédrica (Heegaard y Brown, 

2002). 

El plegamiento de VP2 conforma una estructura supersecundaria tipo “jelly roll”, 

que consta de un barril antiparalelo de ocho hebras beta dispuestas en dos 

http://pdb101.rcsb.org/motm/125
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láminas denominadas BIDG y CHEF, de cuatro cadenas. Dos tercios de la 

estructura está hecha de grandes inserciones que conectan las hebras del barril.  

Estas inserciones o asas se encuentran en la superficie viral (Kauffman et al., 2004) 

(Figura 7). La secuencia de péptidos de la estructura central del barril beta barril 

está muy conservada a comparación de las inserciones de superficie (Carter y 

Tatterstal, 1991). 

La estructura cristalográfica de las VLP de B19V producidas exclusivamente a 

partir de VP2 se ha reportado a una resolución de 3.5 Å (PDB 1S58) (Kaufmann et 

al., 2004). B19V produce naturalmente cápsides vacías en individuos infectados, y 

se han comparado con VLPs de VP2 por criomicroscopía electrónica (cryoEM) 

(Kaufmann et al., 2008). La mayoría de los 554 residuos de la proteína de la cápside 

B19V VP2 fueron trazables en la densidad electrónica, a excepción de 18 residuos 

N-terminales, probablemente porque su posición en el virión no es simétrica y no 

está suficientemente limitada; y 13 aminoácidos (aminoácidos 301-313) que forman 

la punta de un asa superficial adyacente a el eje de orden tres. Las regiones con 

los factores de temperatura más altos coinciden con los bucles expuestos 

(Kaufmann et al., 2004).  
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Figura 7. Estructura secundaria del parvovirus B19. (a) Diagrama de listón de VP2. Las 
hebras del barril-β (gris) están etiquetadas secuencialmente de la A a la I. Las asas 
superficiales que conectan las hebras del barril están etiquetadas por color: azul oscuro, asa 
BC; verde oscuro, asa DE; azul claro, asa EF; rojo, asa GH; verde claro, asa HI; amarillo, 
Carboxilo terminal. La posición del asa desordenada (aminoácidos 301–313) (línea 
discontinua) se modeló en función de AAV-2. (b) Topografía de la superficie de B19V. Los 
bucles de superficie están codificados por colores según el diagrama de listón. El asa 
desordenada ha sido omitida. Figura modificada de (Kauffman et al., 2004). 

 

La principal diferencia entre las B19V nativo (con ADN o vacío) y las VLPs de VP2 

radica alrededor del eje de orden 5 donde es espacialmente posible que todos los 

extremos amino terminales en estas zonas sean externalizados al mismo tiempo 

en los viriones (Kaufmann et al., 2008) (Figura 8).  
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El canal estrecho en cada vértice del eje de orden cinco, que se conecta con el 

interior de la partícula es una característica estructural común en los parvovirus, 

se ha implicado en la externalización y el empaquetado del genoma (Farr y 

Tattersall, 2004; Cotmore y Tattersall, 2014). En las cápsides de B19V, el extremo 

externo del canal está cerrado, sin embargo, la presencia de tres residuos de 

glicina consecutivos puede proporcionar la flexibilidad requerida para abrir el 

canal y permitir la liberación del ADN viral.  

 

 

Figura 8. Vista estereoscópica de la diferencia de densidad electrónica positiva entre 
B19V nativo y VLPs de VP2 a través del eje de orden cinco. Panel A. La diferencia de 
densidades en el eje de simetría orden 5 implica que en el caso de los viriones de B19V existe 
material atravesando el poro que se forma en ese eje. El N-terminal de VP2 hasta el residuo 
18 se modeló dentro de es densidad electrónica. La región rica en glicina (residuos 17 a 12), 
mostrada en color verde, diverge del eje central del canal y se conecta con la diferencia de 
densidad en el exterior de la partícula viral. Los 11 residuos N-terminales restantes se podrían 
acomodar en la parte externa y se muestran en color dorado. Figura modificada de 
(Kauffman et al., 2008) 

 

1.2.3  PROTEÍNA VP1  

VP1 es idéntica a VP2 con la excepción de una región amino terminal adicional de 

227 aminoácidos, la llamada región única de VP1 (VP1u) (Ozawa y Young 1987).  

Aunque esta región es un componente menor de la cápside, la respuesta inmune 

dominante contra B19V es provocada por la región VP1u, que alberga fuertes 

epítopos neutralizantes (Saikawa et al., 1993; Anderson et al., 1995; Zuffi et al., 2001). 

Una pobre respuesta inmune contra VP1u se ha relacionado con infecciones 

persistentes (Kurtzman et al., 1989).  
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Se había debatido la localización topológica de VP1u, pues en viriones B19V, la 

actividad de fosfolipasa de VP1u no es detectable y tampoco es accesible a 

anticuerpos. Por otro lado, cápsides vacías derivadas de baculovirus (y algunos 

viriones aislados de plasma humano) pueden inmunoprecipitarse con 

anticuerpos contra la región VP1u (Carter y Tatterstal, 1991; Rosenfeld et al., 1992). 

Inclusive las quimeras de B19V son enzimáticamente activas e inmunogénicas 

(Brown et al., 1994; Miyamura et al., 1994). Por lo tanto, estas regiones parecen estar 

siempre accesible en la VLP (Kauffman et al., 2008). 

Esto se halla en concordancia con otros parvovirus, donde la región VP1u no es 

accesible en la superficie de la cápside, pero puede quedar expuesto in vitro 

mediante tratamientos con calor leve o pH bajo (Vihinen-Ranta et al., 2002) e in 

vivo durante el tráfico de virus a lo largo de la vía endocítica (Leisi et al., 2013). 

VP1u tiene funciones importantes en el ciclo de vida del virus. Alberga un motivo 

de fosfolipasa A2 (PLA2) que se requiere para la infección y está localizado entre 

los aminoácidos 130 a 195 en VP1, dependiente de Ca2+ (Dorsch 2002); entre los 

diferentes parvovirus, constituyen el grupo XIII de la superfamilia PLA2 (Canaan et 

al., 2004). Se cree que la exposición intracelular de la PLA2 es importante para el 

escape endosómico (Zadori et al., 2001; Canaan et al., 2004; Dorsch et al., 2002; Farr 

et al., 2005). Mutantes de B19V en el motivo PLA2 mostraron una disminución 

significativa en la infectividad viral y falla en la transferencia del genoma viral 

desde los lisosomas tardíos al núcleo (Zadori 2001; Zhi 2006; Filippone et al., 2008). 

Se cree que la actividad PLA2 puede estar involucrada en la inducción de 

reacciones autoinmunes y procesos inflamatorios (Tzang et al., 2007). 

Al igual que otros parvovirus, B19V ingresa a la célula a través de endocitosis 

mediada por clatrina (Quattrocchi et al., 2012), pero a diferencia de estos, B19V no 

requiere acidificación endosómica para la exposición a VP1u, pues ocurre 

prematuramente en la membrana celular, para promover la captación del virus. 

En B19V la región VP1u se vuelve accesible solo después de la unión del receptor 

Gb4Cer en la superficie celular (Bonsch et al., 2008, 2010), suena razonable que, 

para ser completamente inmunogénico, VP1u tendría que estar expuesto de 

manera estable en la superficie celular. 
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Para el B19V el aumento de temperatura o acidificación in vitro lleva 

simultáneamente a la exposición de VP1u como del genoma viral sin el 

desmontaje de la cápside (Ros et al., 2006).  La resistencia natural de las cápsides 

del B19V aparentemente sería insuficiente para evitar la externalización del ADN 

viral en el entorno ácido endosómico. Inesperadamente las cápsides unidas al 

receptor son notablemente más resistentes que las cápsides nativas o 

desprendidas (Bonsch et al., 2010). Después de la unión al antígeno P de eritrocitos 

(globósido), solo o en conjunto con otras estructuras moleculares en la superficie 

celular, el B19V adquiere una estabilidad notablemente superior. 

Después del escape endomosal y posterior transporte intracelular, se evidencia 

una translocación coordinada de cápsides virales con el genoma descubierto pero 

asociado a cápside en el núcleo de las células infectadas. Se ha sugerido un 

segundo reordenamiento de la cápside que ocurre después del escape 

endosómico en el citoplasma. Las cápsides son detectables por el anticuerpo 

VP1u, e indetectables por un anticuerpo conformacional (Sun et al., 2019), con 

sensibilidad a la digestión por nucleasas y está fosforilado (Caliaro et al., 2019) 

(Figura 9). Leisi y colaboradores (2016) demostraron que VP1u contiene un 

dominio de unión a un receptor (RBD) que media la captación del virus, y que está 

presente en los linajes eritroides permisivos, limitando el tropismo viral y 

patogénesis por B19V a células en etapas de diferenciación eritroide dependiente 

de eritropoyetina. Los receptores celulares que median la entrada de B19V aún no 

son del todo claros, y se han propuesto varios candidatos, incluido el globósido, el 

autoantígeno Ku80 y la integrina a5b1. Otro receptor ha sido recientemente 

identificado, AXL Tirosina Quinasa (Ning et al., 2023).  

Los aminoácidos N-terminales externalizados de VP1u, 5–80, son responsables de 

la unión e internalización celular. Los residuos 5–68 se definieron además como el 

dominio mínimo de VP1u para la entrada a las células progenitoras eritroides 

mediante la unión e internalización (Leisi et al., 2016).  

Recientemente el grupo de trabajo logró la expresión bacteriana y el 

autoensamblaje in vitro de VLPs hechas únicamente por la proteína VP1. El 

correcto plegado de la región única se comprueba al conservarse la actividad de 
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fosfolipasa A2 (PLA2) y la hemaglutinación de glóbulos rojos observada para el 

virión B19 (Soto-Valerio et al., 2022). Sánchez-Rodríguez con la proteína VP2 

obtuvo por dicroísmo circular resultados que concuerdan con la estructura 

reportada para la proteína VP2, conformada principalmente por 8 hojas β 

antiparalelas, una hélice α y varias asas. Estos resultados permitieron confirmar 

que durante el ensamble se tiene un buen plegamiento de la proteína (Sánchez-

Rodríguez et al., 2012). 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Esquema del proceso de infección por B19V, mediado por la vía endocítica 
dependiente de clatrina. a) Internalización mediada por los receptores. b) Se forma el 
endosoma temprano (pH 6.0-6.5). c)  Transformación a endosoma tardío en condiciones de 
pH más bajo (pH 5). d) Transformado en lisosoma con activación de la fosfolipasa A2 (PLA2) 
(pH 4.0). e) El PLA2 activado ayuda al escape lisosómico y los virus se liberan en el citosol. f) 
Los virus son transportados hacia el núcleo, con externalización de genoma asociado a 
cápside. En otros parvovirus existe una señal de localización nuclear (NLS) en VP1. El 
movimiento de microtúbulos y de filamentos de actina están involucrados en todo el 
proceso de infección viral, desde el endosoma temprano hasta la periferia nuclear. El 
genoma viral comienza a replicarse y ensamblarse después del tráfico a través del complejo 
de poros nucleares (NPC) y se liberan fuera de la célula. Imagen modificada de (Tu et al., 
2015). Cuando se activa el receptor de Eritropoyetina (EPO) se fosforila STAT5. La 
translocación de pSTAT (molécula común de las vías estimuladas por eritropoyetina e 
hipoxia) en el núcleo es esencial para la formación de un complejo replicativo funcional 
(Manaresi y Gallinela, 2019). 
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1.2.4 EL GLOBÓSIDO O ANTÍGENO P 

Inicialmente se demostró que B19V aglutinaba glóbulos rojos humanos (Brown y 

Cohen 1992), y se planteó la hipótesis de que la misma aglutinina podría actuar 

como el receptor de la célula huésped en las células progenitoras eritroides; un 

exceso de antígeno P o anticuerpo monoclonal anti-P pudo proteger a los 

progenitores eritroides de la infección con B19V, lo que demostró que el antígeno 

P es un receptor de B19V (Brown et al., 1993). La hemaglutinina se identificó como 

globósido glucosfingolípido (globotetraosilceramida, Gb4Cer) (Brown et al., 1993, 

1994; Agbandje et al., 1994). Gb4Cer está presente en la membrana de los 

eritrocitos y sus progenitores de medula ósea (células huésped naturales), 

también en una multitud de otros tipos de células en las que B19V no puede 

replicarse: megacariocitos, células endoteliales y miocitos fetales (Takahashi et al., 

1990; Cooling et al., 1995; Heegaard y Brown, 2002).  

Los estudios in vivo han sugerido que Gb4Cer es necesario para que B19V se una 

a las células, pero no es suficiente para la entrada celular (Weigel-Kelley et al., 

2001). Se propuso que las integrinas a5b1 funcionan como co-receptores para la 

entrada viral, aunque el mecanismo no se aclaró (Weigel-Kelley et al., 2003), así 

también el autoantígeno Ku80 (Munakata et al., 2005). Ku es una proteína 

heterodimérica de unión a ADN que consta de una subunidad de 70 kDa (Ku70) 

y una de 80 kDa (Ku80), con probable función de transducción de señales al ser 

una quinasa y como receptor de adhesión para fibronectina, por lo que podría 

facilitar la unión del virus a ciertos tipos de células (Munakata et al., 2005).  

El tropismo celular de B19V no podría explicarse si Gb4Cer fuera la única molécula 

receptora. Por tal motivo, se realizaron varios experimentos para conocer la base 

molecular del tropismo: ensayos en fase sólida con liposomas marcados con 

fluorescencia o cápsides marcadas con yodo para caracterizar la especificidad de 

la unión, resonancia plasmática superficial en capas de lipídicas, e incluso 

microcalorimetría de titulación isotérmica. Todos estos estudios no confirmaron la 

unión de Gb4Cer a cápsides recombinantes (Kaufmann et al., 2005). Otro estudio 

informa la unión de VLPs de B19V a Gb4Cer en bicapas lipídicas compatibles (Nasir 

et al., 2014). Estos resultados contradictorios pueden reflejar la existencia de una 



 

24 
 

interacción que ocurre solo en condiciones específicas, como la agrupación de 

receptores, el entorno molecular circundante, o con ciertas conformaciones 

estructurales.  

Bieri y colaboradores, eliminaron el gen B3GalNT1 que codifica la enzima 

globosida sintasa (cataliza la transición de la globotriaosilceramida (Gb3) a Gb4) 

en células UT7/Epo (línea celular susceptible de infección por B19V), estas células 

knockout (KO) no fueron afectadas en su viabilidad y ni en su proliferación celular. 

Inesperadamente, la unión del virus, la internalización y la focalización nuclear no 

fueron perturbadas en estas células. Sin embargo, la transcripción de NS1 falló y, 

en consecuencia, la replicación del genoma viral falló. A pesar de la expresión de 

Gb4, algunas líneas celulares no pueden infectarse porque el virus no puede 

internalizarse, lo que sugiere que otras moléculas receptoras son críticas para la 

internalización del virus en las células susceptibles (receptor de VP1u). Esto explica 

por qué las personas con una mutación rara en el gen B3GalNT1 no expresan 

Gb4Cer y son naturalmente resistentes a la infección (Brown et al., 1994; Bieri et 

al., 2019).  

 

1.2.5  ENFERMEDADES CAUSADAS POR B19V 

La mayoría de los casos de infección por B19V son asintomáticos. El signo clínico 

más común de infección es el eritema infeccioso, o quinta enfermedad, un 

exantema infantil o sarpullido leve principalmente observable en las mejillas. La 

quinta enfermedad toma su nombre de una lista de exantemas infantiles 

comunes, nombrados en el orden de descripción: 1era sarampión, 2da escarlatina, 3ra 

rubéola, 4ta enfermedad de Duke, 5ta por B19V, y 6to roséola (Young et al., 2004).  

La infección por B19V en una mujer embarazada, seguida de la transmisión 

transplacentaria al feto, puede provocar un aborto espontáneo o hidropesía fetal. 

El parvovirus infecta el hígado fetal, sitio de producción de eritrocitos durante el 

desarrollo temprano. La hidropesía es el resultado de anemia severa y quizás 

también miocarditis, que contribuyen a la insuficiencia cardiaca (Rayment et al., 

1990).  
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En contraste con el curso leve de la enfermedad en niños, en adultos, la infección 

puede causar artropatía clínicamente significativa. El B19V puede persistir a 

niveles bajos en la médula, las articulaciones y el hígado de las personas normales 

durante muchos meses después de la infección. También se ha asociado a 

hepatitis y miocarditis, y el papel del B19V en la miocarditis aguda o crónica podría 

ser relevante, aunque aún se debate (Young et al., 2004; Manaresi y Gallinela, 2019).   

La infección por B19V puede precipitar o exacerbar la artritis reumatoide juvenil, 

lupus eritematoso y fibromialgia. Afecta gravemente a personas cuyos glóbulos 

rojos tienen periodos cortos de vida, pues provoca un cese abrupto de la 

producción de glóbulos rojos, lo que provoca anemia severa precipitando una 

insuficiencia cardíaca congestiva, accidentes cerebrovasculares, y secuestro 

esplénico agudo. Esto afecta a personas que padecen anemia falciforme, 

deficiencia de piruvato quinasa, esferocitosis hereditaria, b-talasemia intermedia, 

y multinuclearidad eritroblástica hereditaria (Rayment et al., 1990). El tema de las 

manifestaciones clínicas ha sido revisado exhaustivamente por: Qiu et al., 2017. 

El virus se transmite por gotitas respiratorias y por productos sanguíneos, 

especialmente concentrados de factor VIII y factor IX. La ausencia de una 

envoltura lipídica y su estabilidad genómica hacen que los parvovirus sean 

notoriamente resistentes a la inactivación por calor y a los detergentes (Young et 

al., 2004). El diagnóstico de laboratorio de la infección por parvovirus B19 se basa 

en pruebas serológicas y de ADN, porque la propagación del virus en cultivo de 

tejidos estándar es difícil (Young et al., 2004).  

Existen vacunas efectivas disponibles para parvovirus animales, sin embargo, aún 

no existe para el humano. Una vacuna contra B19V es un objetivo alcanzable y 

técnicamente factible, aunque es necesario afinar detalles en términos de 

inmunogenicidad y ausencia de reactogenicidad.  

 

1.3  PROTEÍNAS DE FUSIÓN Y PROTEASA TEV 

1.3.1  SPYTAG / SPYCATCHER 

La mayoría de los patógenos bacterianos tienen estructuras filamentosas largas 

conocidas como pili, involucradas en la colonización y motilidad. En las bacterias 
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gram-negativas, el pili se forma típicamente por interacciones no covalentes entre 

las subunidades de pilina. Por el contrario, los pili de gram-positivos se forman por 

polimerización covalente de subunidades de pilina. Una definición breve para el 

pili sería, todos los organelos de superficie celular poliméricos y no flagelares 

(Telford et al., 2006). 

El pili Gram (+) se ensambla mediante enzimas transpeptidasas codificadas en la 

bacteria llamadas sortasas. Estas enzimas reconocen motivos de secuencia 

específica en las subunidades de pilina, alargan el oligómero de pili mediante la 

adición progresiva de subunidades unidas por enlaces isopeptídicos 

intermoleculares, y luego atan todo el ensamblaje al peptidoglicano de la pared 

celular. Por lo tanto, los pili consisten en múltiples copias covalentemente unidas 

de una sola columna central, a la que se pueden agregar algunas proteínas 

accesorias (Kang et al., 2007). 

Se ha explorado el dominio CnaB2 de la proteína de unión a fibronectina FbaB, 

una proteína del pili de cepas invasivas de S. pyogenes. A través de ingeniería de 

proteínas, CnaB2 se separó en péptidos más pequeños para lograr formar un 

enlace isopeptídico entre moléculas distantes (Zakeri et al., 2012). Se describió al 

sistema de 13 aminoácidos (SpyTag) que forma un enlace covalente con su 

proteína asociada de 138 aminoácidos (SpyCatcher) (Figura 10). Este sistema se 

emplea para la bioconjugación ortogonal de proteínas y fue usado en este trabajo. 
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Figura 10. Sistema SpyTag – SpyCatcher. A) Caricatura de la construcción. CnaB2 se 
diseccionó en un fragmento mayoritario N-terminal (SpyCatcher, gris) y un péptido C-
terminal (SpyTag, rojo). Los residuos que forman el isopéptido se muestran como barras 
(PDB 2X5P y 4MLI). B) Residuos clave en el entorno para la formación del enlace 
isopeptídico. Asp117 (naranja) y Lys31 (amarillos), Glu77 (gris). C) Mecanismo de reacción. 
Una amina desprotonada de Lys31 ataca nucleofílicamente al carbonilo del Asp117, seguido 
de transferencia de protones que involucran a Glu77, lo que conduce a un intermedio 
tetraédrico neutro que luego libera agua y forma el enlace amida. Imagen modificada de 
(Reddington y Howarth, 2015). 

 

1.3.2 GFP (GREEN FLUORESCENT PROTEIN)  

El uso de proteínas fluorescentes para marcar proteínas es de vital importancia en 

la investigación de todas las ramas de la biología. Hay proteínas fluorescentes en 

el infrarrojo cercano, proteínas bioluminiscentes como la luciferasa, y proteínas 

marcadas con radioisótopos, aunque se requiere de una tomografía por emisión 

de positrones computarizada para verlas. Contar con una amplia gama de estos 

compuestos posibilita a los investigadores diseñar experimentos para aprovechar 

métodos ópticos sofisticados. La proteína verde fluorescente (GFP) hallada en la 

medusa Aequorea victoria, es una proteína monomérica soluble que emite 

https://www.wakolatinamerica.com/productos/evrogen/
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fluorescencia a una longitud de onda de 508 nm cuando es excitada con luz 

ultravioleta (Reid y Flynn, 1997), consta de 238 aminoácidos y su peso molecular se 

halla entre los 30 kDa. Su estructura terciara se forma por 11 hebras beta que 

constituyen un barril y una hélice alfa en el centro. Su función es transducir, 

mediante transferencia de energía, la quimioluminiscencia azul de otra proteína, 

aequorina, en luz fluorescente verde. La emisión de fluorescencia se debe a la 

presencia de un cromóforo con una estructura de anillo de imidazolona, 

específicamente una p-hidroxibencilidenoimidazolinona formada a partir de los 

residuos 65-67, los cuales corresponden a Ser-Tyr-Gly en la proteína silvestre (Tsien 

et al., 1998).  

 

La GFP tolera la fusión N-terminal y C-terminal de una amplia variedad de 

proteínas, muchas de las cuales retienen la función nativa y sirve como reportero 

fluorescente (Yang et al., 1996). Se han desarrollado versiones más robustas de la 

GFP, como la super folder GFP (sf-GFP) desarrollada por Pédelacq y colaboradores 

(2006), quienes obtuvieron una proteína muy robusta que se pliega 

adecuadamente, incluso cuando se encuentra unida a proteínas mal plegadas; 

también muestra una mayor tolerancia a la permutación circular, mayor 

resistencia a agentes desnaturalizantes, así como una mayor velocidad de 

plegamiento. La sf-GFP presenta varias mutaciones que en conjunto impiden la 

dimerización, contribuyen al plegamiento, fluorescencia y velocidad de 

plegamiento mediante la formación de una red electrostática más extensa que 

incluye a aminoácidos que anteriormente no interaccionaban. 

 

La GFP es una proteína muy versátil utilizada diversos campos y también se ha 

empleado en la producción de VLPs. Leona Gilbert y colaboradores fusionaron la 

proteína verde fluorescente mejorada (eGFP) en el extremo amino terminal de 

VP2 del B19V, y se ensambló en VLPs fluorescentes. Las VLPs fluorescentes 

tuvieron la capacidad de internalizarse en células cancerosas y transportarse al 

núcleo a través de la red de microtúbulos (Gilbert et al., 2005). En este trabajo 

utilizaremos a la sf-GFP como reportero para la evaluar la modificación de la 

superficie de las cVLPs de B19V. 
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1.3.3 PROTEASA TEV 

La proteasa del virus del mosaico del tabaco (TEV) tiene un motivo de 

reconocimiento de 7 aminoácidos: EXXYX(Q/S)G (donde X puede ser cualquier 

aminoácido) y la proteólisis tiene lugar entre los residuos Gln o Ser y Gly. El sitio de 

reconocimiento óptimo es ENLYF(Q/S)G con alta especificidad, esta proteasa 

adopta un plegamiento similar al de la tripsina, pero posee una tríada catalítica 

poco convencional en la que un residuo de Cys reemplaza a la Ser. La producción 

a gran escala de la proteasa TEV (TEVp) estuvo inicialmente limitada por su baja 

solubilidad después de la expresión bacteriana, ya que forma agregados 

insolubles. Luego se implementaron diferentes enfoques para resolver este 

problema, como el uso de diferentes cepas de E. coli y el control de la temperatura 

en el crecimiento bacteriano. Otro enfoque ampliamente utilizado es fusionarlo a 

etiquetas de solubilidad: poli-histidina o poli-arginina, proteína de unión a maltosa 

(MBP), glutatión S-transferasa (GST), Tioredoxina (TRX), Streptag II, SUMO, NusA, 

super folder GFP, o proteínas chaperonas (Cesaratto et al., 2016). Blommel y 

colaboradores (2007) unieron a TEVp con la proteína de unión a maltosa (MBP) 

para promover la solubilidad, eliminaron ciertos residuos C-terminal nocivos, 

hicieron modificaciones en el plásmido de expresión y usaron el método de 

autoinducción para aumentar sustancialmente la expresión de la TEVp soluble. En 

este proyecto se utilizó esta proteasa para generar un corte en una quimera de la 

proteína VP2 ensamblada en VLPs. 

 

1.4  POTENCIAL TERAPÉUTICO DE VLPs DE PARVOVIRUS B19 

DISEÑADAS  

B19V no está glicosilada ni tiene enlaces disulfuro, por lo que su expresión en 

bacterias está limitada solo porque las proteínas de la cápside se acumulan como 

cuerpos de inclusión, se puede escalar su producción fácilmente a un bajo costo, 

es resistente a la desnaturalización y puede tolerar procesos de purificación 

agresivos (Sánchez-Rodríguez et al., 2012).  

La capacidad de modificar el N-terminal se plantéo por primera vez cuando se 

fusionó genéticamente una enzima en la superficie de una VLP, sustituyendo a 
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VP1u, parcial o totalmente, coexpresada con VP2 en células de insecto. Formas 

truncadas de VP1 ganan competencia para el autoensamblaje a medida que se 

acorta VP1u (Miyamura et al., 1994; Wong et al., 1994). Desde entonces varios 

grupos han aprovechado la presencia de los extremos N-terminales en la 

superficie externa de la cápside B19V como andamio para la presentación de 

antígenos: determinantes antigénicos del virus del dengue 2 (DEN-2), Bacillus 

anthracis, virus del herpes simple 1 (HSV-1), virus de la hepatitis del ratón (MHV). 

(Brown et al.,1994; Amexis y Young, 2006; Ogasawara et al., 2006).  

Nuestro grupo de investigación ha descrito el replegamiento y ensamblaje de 

VLPs in vitro a partir de VP2 desnaturalizada y expresada en E. coli (Sánchez-

Rodríguez et al., 2012, 2016). Mediante este método de replegamiento y ensamble 

se han presentado péptidos antigénicos de la glicoproteína F del VSR en el N-

terminal (Morán-García et al., 2016). En otro acercamiento para funcionalizar 

partículas, se unió la a-glucosidasa Ima1p de Saccharomyces cerivisiae, mediante 

el sistema SpyTag- SpyCatcher. El péptido SpyTag se fusionó genéticamente en el 

extremo N de VP2 y la proteína expresada se ensambló en VLPs. La glucosidasa 

no se repliega bajo condiciones desnaturalizantes, por lo que se fusionó con su 

contraparte bioortogonal el dominio SpyCatcher para conjugarse posteriormente 

(Cayetano et al., 2018).  

Recientemente se fusionaron múltiples neoepítopos a los extremos N de VP2, los 

neoepítopos Tmtc2, Gprc5a y Qars, y la survivina, un antígeno asociado a tumores. 

Las VLPs administradas a ratones a los que previamente se les habían implantado 

células 4T1, un modelo de carcinoma mamario, retrasaron significativamente el 

crecimiento del tumor. Además, también se redujo la macrometástasis pulmonar 

induciendo respuestas proliferativas específicas de los linfocitos T, CD8 y CD4. Este 

es un resultado alentador, ya que el carcinoma de mama es una de las formas de 

cáncer más letales (Jiménez-Chávez et al., 2019).  

Similar al enfoque anterior para hacer VLPs quiméricas, se fusionaron en el N-

terminal 2 epítopos del dominio extracelular dirigidos al receptor del factor de 

crecimiento similar a la insulina (IGF-1R): los péptidos P8 y 249. IGF-1R se 

sobreexpresa en aproximadamente el 50% de los cánceres de mama y 
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desempeña un papel central en el crecimiento celular, la metástasis y la 

angiogénesis. Las partículas aplicadas como profiláctico protegieron contra la 

formación de tumores y el crecimiento de células 4T1 inoculadas en ratones. 

(Salazar-González et al., 2019). 

Otra posición interesante para explorar reside en el C-terminal puesto que sus 

últimos cuatro aminoácidos se hallan apuntando al núcleo interno de la cápside, 

lo que hace de este sitio un lugar atractivo para incorporar moléculas que deban 

estar dentro de la cápside. Lamentablemente, aún no se dispone de ejemplos de 

moléculas funcionales en el extremo C-terminal de VP2 (Sánchez-Moguel et al., 

2023).  

Un acercamiento más para funcionalizar esta partícula reside en el uso de las asas 

superficiales para la inserción de péptidos o proteínas funcionales. Aunque la 

cápside se estabiliza entrelazando moléculas de VP2 vecinas a través de las asas 

superficiales, no todas estas participan en contactos intermoleculares. Ya que no 

existe garantía de que el péptido unido al extremo N-terminal de VP2 se muestre 

en la superficie de las VLPs, se evaluaron las asas superficiales.  

Anteriormente en el grupo de trabajo (Aguilar, 2014) se evaluaron cuáles serían las 

asas más factibles de ser modificadas en B19V. Se consideraron las siguientes 

características: exposición superficial, movilidad térmica (factores B altos), 

participación en contactos en las intercaras, y la existencia de evidencia evolutiva 

de modificaciones en las secuencias de dichas asas (mediante alineamiento con 

secuencias de virus relacionados) (Kauffman et al., 2004). De acuerdo con la 

evaluación es posible la modificación de los residuos en las asas 62-75, 265-271 y 

301-313. Nuevamente mediante el método de replegamiento en condiciones 

desnaturalizantes y autoensamble, se presentó un péptido heterólogo de 64 

residuos de la proteína F del virus sincicial respiratorio humano (RSV) residuos 215–

278 en el asa 62-75, el cual incluye el sitio antigénico II de este virus (Santillán-Uribe 

et al., 2015). También se insertó genéticamente en el asa 301–313, a la lipasa de 

Bacillus pumilus y la proteína verde fluorescente sf-GFP (Bustos-Jaimes et al., 

2017), todas estas construcciones lograron ensamblarse satisfactoriamente en 

VLPs. Esta elección se llevó a cabo pues son monoméricas, y el plegamiento de 
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ambas proteínas puede rastrearse fácilmente a través de la función, por lo tanto, 

es necesario realizar un estudio preliminar de la capacidad de autoplegamiento 

de las enzimas a fusionar, así como la selección de los conectores que la flanquean.  

 

Finalmente, B19 al ser un patógeno humano tiene potencial para el desarrollo de 

una vacuna anti-B19V. Desde 1991 se han obtenido VLPs provenientes de células 

de insecto, y se descubrió que cuanto mayor era la proporción de VP1/VP2, mayor 

era el título de anticuerpos neutralizantes producidos (Bansal et al., 1993). Dos 

candidatas a vacuna han llegado a ensayos clínicos de fase I, ambas se produjeron 

co-infectando células de insecto con dos baculovirus recombinantes, uno que 

expresa VP1 y otro que expresa VP2. En 2003, se logró el desarrollo de anticuerpos 

neutralizantes que duraron al menos un año, aunque se sucitaron efectos 

adversos como dolor y enrojecimiento de leve a moderado en el lugar de la 

inyección y otras reacciones como dolor de cabeza, fiebre, malestar 

gastrointestinal y fatiga. (Ballou et al., 2003). En el ensayo del 2011, se produjeron 

erupciones cutáneas en los vacunados y el ensayo se detuvo (Bernstein et al., 2011). 

Los efectos adversos se atribuyeron a dos factores importantes: la actividad de 

fosfolipasa de la región única de VP1u (PLA2 es un alérgeno importante en el 

veneno de abeja), y a las proteínas contaminantes provenientes de las células de 

insectos. Posteriormente, en 2013, se construyeron VLPs con las proteínas VP1/VP2 

expresadas en S. cerevisiae en lugar de células de insecto, y haciendo una 

mutación puntual se inactivó la actividad de PLA2, las dos posibles causas 

principales de la reactogenicidad encontrada en el ensayo anterior (Chandramouli 

et al., 2013). Los estudios más recientes han producido VLPs con hasta un 25% de 

VP1 en la levadura Hansenula polymorpha u obteniendo mediante células T293 

humanas VLPs con una relación VP1/VP2 cercana a uno (Shao et al., 2022; Suzuki 

et al., 2022). 

Uno de los desafíos para poner en marcha la vacuna es en que no se han 

establecido métodos de cultivo de B19, ni modelos animales adecuados para su 

evaluación. Hasta donde se sabe, actualmente no hay ensayos activos para las 

vacunas contra B19V, su implementación no está incluida entre las prioridades de 

la OMS, y el interés comercial en lugar de la falta de eficacia o seguridad ha 



 

33 
 

limitado el desarrollo de una vacuna contra el parvovirus B19. Dicha vacuna podría 

ayudar a las personas vulnerables a la infección.  

 

 

 

2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 
La proteína VP2, en ausencia de VP1 y del genoma del virus, es capaz de formar 

capsómeros capaces de ensamblarse en VLPs. Se han logrado presentar péptidos 

en la superficie de las VLPs de B19V mediante fusión genética como la lisozima de 

gallina, de 147 residuos, en el extremo N-terminal de la proteína VP2. Sin embargo, 

la distribución de estos extremos amino de las unidades estructurales repetitivas 

no es total, para una partícula de B19V representaría la cantidad de 60 sitios 

potenciales a ser expuestos. Buscando expandir las posibilidades, se han insertado 

péptidos en el asa superficial 301-313 con éxito. Para decorar las VLPs de B19V con 

proteínas funcionales se puede utilizar el sistema SpyTag/SpyCatcher fusionando 

alguno de sus componentes en dicha asa. Es posible que los componentes de este 

sistema tengan pocos grados de libertad estructural para llevar a cabo su 

interacción. Por este motivo, decidimos insertar un sitio de corte para la proteasa 

TEV adyacente al péptido SpyTag presentado en el asa 301-313, con el fin de liberar 

uno de los extremos del péptido una vez que la VLP se encuentre ensamblada, y 

así mejorar su capacidad de reaccionar con su contraparte SpyCatcher. Se 

evaluará la eficiencia de conjugación del sistema SpyTag/Spy Catcher después del 

corte proteolítico, mediante fluorescencia del acoplamiento de la molécula verde 

fluorescente. También se evaluará la estabilidad de las VLPs proteolizadas para 

establecer si aún pueden ser una herramienta biotecnológica.  
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3. HIPÓTESIS 
La presentación del péptido SpyTag junto con un sitio de corte para la proteasa 

TEV en al asa 301-313 de VP2 no afectará el ensamble de esta proteína en VLPs, ni 

la funcionalidad del péptido para conjugarse con su par bioortogonal, el dominio 

SpyCatcher. El corte proteolítico con TEVp en un sitio adyacente al sitio donde se 

encuentra el péptido SpyTag aumentará la movilidad de este último y, en 

consecuencia, aumentará de manera significativa su eficiencia de reacción con el 

dominio SpyCatcher. 

4. OBJETIVOS 
 

4.1  OBJETIVO GENERAL 

• Estudiar si el corte proteolítico de un asa superficial de VP2 que incluye al 

péptido SpyTag aumenta la capacidad de este último para reaccionar con su 

contraparte bioortogonal SpyCatcher, y establecer el efecto de dicho corte 

proteolítico sobre la estabilidad de las VLPs. 

 

 

4.2  OBJETIVOS PARTICULARES 

• Expresar el gen de la quimera de VP2 que tiene el péptido SpyTag 

flanqueado por un sitio de corte para la proteasa TEV insertado entre los 

residuos 307 y 308 (denominada 307-ST-TEV), en E. coli, y purificar la proteína 

quimérica. 

• Estudiar el ensamblaje de 307-ST-TEV en VLPs y caracterizarlas por métodos 

hidrodinámicos, microscópicos y fluorescencia. 

• Expresar y purificar las proteínas accesorias sf-GFP-SC y TEVp. 

• Comparar la eficiencia de conjugación antes y después del corte proteolítico 

• Analizar la estabilidad antes y después del corte con la TEVp en función de la 

temperatura y agentes caotrópicos. 
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Expresión de la proteína VP2, proteína 
quimérica 307 ST-TEV y las proteínas 
accesorias (sf-GFP y TEVp) en E. coli; 

purificación por cromatografía de 
afinidad en columna con matriz de 

Níquel e intercambio aniónico (sf-GFP) 

Renaturalización de la proteína VP2 y 
recombinante in vitro. Autoensamblado 

de VLPs. 

Caracterización 
de VLPs. 

Proteólisis de 
VLPs. 

Dispersión 
Dinámica de 

Luz (DLS) 

Densidad por 
gradientes de 

CsCl 

Microscopía de 
Fuerza Atómica 

(AFM) 

Microscopía 
electrónica de 

transmisión 
(TEM) 

Acoplamiento 
de VLPs con la 
GFP mediante 

sistema Spy 
Tag/Spy Catcher 

Separación 
mediante 

cromatografía de 
exclusión molecular 

para separar GFP 
que no reaccionó a 

las VLPs.  

Medición de 
fluorescencia de la 
GFP acoplada en 

espectrofluorómetro 

5. MÉTODOS Y MATERIALES 

5.1  METODOLOGÍA GENERAL 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Los Materiales, Instrumentos y equipos, y Cepas utilizadas se describen en los 

Anexos A.1, A.2, A.3, respectivamente.  

 

5.2  EXPRESIÓN DE LA PROTEÍNA 307-ST-TEV 

La preparación de células quimiocompetentes se realizó de acuerdo con el Anexo 

A.4 y para la transformación de células quimiocompetentes se siguió el Anexo A.5. 

La cepa E. coli BL21 (DE3) se usó para la expresión de la proteína 307-ST-TEV. El 

plásmido pET22b(+) en el que estaba presente el gen modificado, se transformó 

en E. coli BL21(DE3) a 37 °C y 200 rpm en medio Luria Bertani, con 100 µg/mL de 

ampicilina para seleccionar las clonas transformadas con el vector PET22b(+). 

 

Para asegurar la eficiencia de expresión de las clonas se probó en un ensayo de 

inducción a pequeña escala, después de la inducción se realizó el análisis de 
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proteínas por electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sódico 

(SDS-PAGE), y se tiñó el gel con azul de Coomassie.  

 

Posteriormente se inocularon 10 mL de medio LB-Amp. El tubo con medio de 

cultivo se incubó a 37°C con agitación orbital a 200 rpm durante 12 h. Se trasvasó 

el contenido a un matraz que contenía 200 mL de medio LB-Amp adicionando los 

10 mL del preinóculo obtenido previamente. Se incubó durante 3 h a una 

temperatura de 37°C y con agitación orbital de 200 rpm. Para escalar la 

generación de biomasa se trasvasó a un matraz con 500 mL de medio LB-Amp 

con los 210 mL de medio de cultivo obtenidos previamente y se incubó a 37°C y 

con agitación orbital a 200 rpm. Al inicio de la fase exponencial (DO600 de 0.6 a 0.8) 

se añadieron 710 μL de una solución de IPTG 0.25 M. La concentración final de 

agente inductor en el medio de cultivo debe ser de 0.25 mM. Se incubó a 37°C y 

con agitación orbital de 150 rpm. durante un periodo de tiempo de 12 h. 

Posteriormente se recuperó la biomasa por centrifugación a 5000 rpm por 20 min 

a 10°C y se determinó la presencia de las proteínas quiméricas mediante SDS-

PAGE. La biomasa recuperada fue resuspendida en solución salina (0.9% m/v) con 

la finalidad de retirar el medio de cultivo remanente.  

 

5.3 LIMPIEZA DE CUERPOS DE INCLUSIÓN. 

El pellet obtenido se lavó con solución amortiguadora ALCI (Tris-HCl 50 mM, NaCl 

150 mM, EDTA 5 mM, pH 8.0). Posteriormente la biomasa se recuperó de nuevo 

por centrifugación durante 15 min a 8000 rpm a 5°C. Las células recuperadas 

fueron resuspendidas en solución amortiguadora BLCI (Tris-HCl 50 mM, NaCl 150 

mM, EDTA 5 mM, 2% v/v de Tritón-X100, pH 8.0). Las células se lisaron mediante 

sonicación utilizando pulsos de 9.5 s con 5 s de apagado durante 20 min en un 

baño de agua helada. El producto de la lisis se centrifugó durante 20 min a 10,000 

rpm y 4°C. Se descartó el sobrenadante y se recuperaron los cuerpos de inclusión. 

La fracción obtenida previamente se solubilizó empleando la solución 

amortiguadora CLCI (NaH2PO4 50 mM, NaCl 0.3 M, DTT 2 mM, GuHCl 5 M, pH 6.3). 

Para incrementar la solubilidad de las proteínas, todas las fracciones se 

mantuvieron en incubación durante 12 h a 30°C con agitación orbital de 200 rpm.  
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Los agregados de proteína y remanentes de la pared celular fueron retirados 

mediante centrifugación a 15000 rpm durante 15 min, y el sobrenadante fue usado 

para purificar la proteína. En trabajos previos (Sánchez-Rodríguez et al., 2012; 

Sánchez-Rodríguez et al., 2016; Santillán-Uribe et al., 2015) se describe que las 

proteínas quiméricas basadas en la proteína VP2 tienden a formar cuerpos de 

inclusión durante la sobreexpresión en E. coli, incluso con distintas variables como 

diferentes temperaturas, tiempos de incubación, o concentraciones de IPTG. La 

proteína 307-ST-TEV no es la excepción.  

 

5.4 PURIFICACIÓN DE 307-ST-TEV 

La purificación de la proteína se llevó a cabo bajo condiciones desnaturalizantes 

por cromatografía de iones metálicos inmovilizados (IMAC) usando la resina 

comercial Protino® Ni-TED que interacciona con la etiqueta de histidinas la 

proteína. 

La técnica usada para la purificación fue la columna de afinidad por gravedad con 

un volumen de 15 mL. La matriz de la columna fue equilibrada empleando 30 mL 

de la solución amortiguadora APU (NaH2PO4  50 mM, NaCl 0.3 M, GuHCl 3 M, 2.5 % 

v/v de Glicerol, pH 7.5). Posteriormente se adicionaron a la columna 10 mL de la 

solución de cuerpos de inclusión solubilizados. Después se adicionó a la columna 

20 mL de la solución amortiguadora BPU (NaH2PO4  50 mM, NaCl 0.3 M, GuHCl 3 M, 

pH 7.5). Posteriormente se agregaron 20 mL de la solución amortiguadora CPU 

(NaH2PO4 50 mM, NaCl 0.3 M, GuHCl 3 M, Imidazol 15 mM, pH 7.5). Después se 

agregaron 15 mL de la solución amortiguadora DPU (NaH2PO4 50 mM, NaCl 0.3 M, 

GuHCl 3 M, Imidazol 30 mM, pH 7.5). En seguida se añadieron 10 mL de la solución 

amortiguadora EPU (NaH2PO4 50 mM, NaCl 1 M, GuHCl 3 M, pH 7.5). Finalmente, 

cuando la solución EPU estuvo por concluir su paso por el reservorio, se adicionan 

30 mL de la solución amortiguadora FPU (NaH2PO4 50 mM, NaCl 0.3 M, GuHCl 3 M, 

Imidazol 0.3 M, pH 7.5). Simultáneamente se comenzó a cuantificar el volumen 

muerto (aprox. 10 mL) y se colectó en fracciones de 4 mL el frente de elución. 

Se dializaron alícuotas para eliminar el agente desnaturalizante de las fracciones 

obtenidas y se analizaron por SDS-PAGE. Se conservaron las fracciones donde la 
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cantidad y pureza de la proteína fueron elevadas para juntar y concentrar 

empleando unidades de filtración Amicon® Ultra-15 Ultracel- 50K con tamaño de 

corte de 50 kDa. Se realizó un cambio de amortiguador para quitar el imidazol y 

cambiarlo por amortiguador de replegamiento (Tris-HCl 20 mM, NaCl 0.15 M, EDTA 

1 mM, DTT 1 mM, GuHCl 5 M, pH 8). La concentración final de proteína se determinó 

midiendo la absorbancia a 280 nm, para lo cual se utilizó una curva patrón de 

albúmina solubilizada en el amortiguador de replegamiento. La concentración de 

proteína se ajustó a aproximadamente a 1 mg/mL y se almacenó en cuarto frío 

hasta posterior uso.  

 

5.5  MODIFICACIÓN DE LA PROTEÍNA sf-GFP-SC 

Una de las moléculas para conjugar la VLP, era una construcción que contenía a 

la spGFP fusionada al domino SpyCatcher, conteniendo entre ambas un sitio de 

corte para la proteasa TEV (Cayetano-Cruz et al., 2019). Como en esta investigación 

propusimos cortar a las VLPs ensabladas con la proteína 307-ST-TEV, era posible 

que cualquier remanente de TEVp podría eliminar dominios de sf-GFP al conjugar 

las VLPs con sf-GFP-SC. Para evitar la remoción del dominio de sf-GFP por 

proteólisis y obtener mediciones de fluorescencia exactas, se hizo una 

modificación al dominio SpyCatcher eliminando el sitio de corte para la proteasa 

TEV y parte del puente (linker) que une ambos dominios. 

La modificación del segmento SpyCatcher en el extremo 5' de gen de la proteína 

sf-GFP-SC se realizó mediante 2 PCRs (Figura 11). Se utilizaron los tres cebadores 

(primers) mostrados en la Tabla 1. Para obtener el templado sobre el cual se 

realizaron las reacciones de PCR se realizó la extracción del ADN plasmídico de 

una colonia de E. coli DH5α, con el gen de interés, mediante el protocolo de 

purificación de ADN plasmídico (miniprep) citado en el Anexo A.6. 
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Figura 11. Esquema de la construcción.  Panel A: Esquema de la sf-GFP-SC. Finalizando la 
secuencia de la sf-GFP sigue un puente (linker) de Gly y Ser, junto a una etiqueta de 
histidinas. A continuación, un sitio de corte para la proteasa TEV y finalmente el 
SpyCatcher. La ubicación de los cebadores para la primera PCR se halla en el segmento 
del SpyCatcher. Panel B: Esquema de las PCRs, la primera PCR amplifica el segmento 
SpyCatcher, una segunda PCR sobre el producto de la primera PCR añade un sitio de corte 
para la enzima de restricción BamHI y re-insertarla en el vector. 

 

Tabla 1. Secuencias de los tres cebadores (dos sentido y uno antisentido) utilizados para 
realizar las PCRs. Los nucleótidos en negritas conforman los sitios para las enzimas de 
restricción BamHI y XhoI respectivamente.                                                                                                                                           

 

La primera reacción de PCR se realizó con el ADN plasmídico del gen de interés 

para amplificar el segmento que codifica para la región que codifica al dominio 

SpyCatcher, se utilizaron las cantidades descritas en la Tabla 2, ajustando la 

proporción de reactivos de acuerdo con el volumen deseado. El programa 

utilizado para el termociclador se describe en la Tabla 3.   

Con la amplificación obtenida se realizó una segunda PCR en mayor volumen para 

añadir el sitio de corte para BamHI al inserto, y se utilizó un kit de purificación de 

PCRs (Jena Bioscience). Posteriormente tanto vector e inserto fueron cortados con 

las enzimas de restricción BamHI y XhoI (New England Biolabs) mediante 

incubación por 3 h a 37°C, para obtener los extremos cohesivos. Posteriormente 

PCR Cebador Sentido Cebador Antisentido 
1 5’- GGTGGTGCCATGGTTGATACC -3’ 

Cebador DE 
5’- CGCTCGAGAATATGAGCGTCACCT -3’ 
Cebador REV 

2 5´-GGTGGTTCTGGTGGATCCGGCGGT 
AGCGGTGGT- 3´ 
Cebador F 

5’- CGCTCGAGAATATGAGCGTCACCT -3’ 
Cebador REV 

A B 
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se realizó la purificación del ADN mediante el Kit de extracción por gel de agarosa 

(Jena Bioscience), de acuerdo con las instrucciones del proveedor. 

 

Tabla 2. Volumen de reactivos utilizados para llevar a la cabo la PCR.  

Reactivo Concentración 

H2O  17.5 μL 

10X amortiguador para Taq High Fidelity con MgSO4   2.5 μL (200 μM de MgSO4) 

dNTP mix (10 mM c/u)  1 μL (200 μM de c/u) 

Cebador sentido (PCR1)  0.5 μL (0.5 μM) 

Cebador antisentido  0.5 μL (0.5 μM) 

Templado  0.25 μL 

DMSO 2.5 μL 

Taq High Fidelity polimerasa 0.25 μL (1.875 unidades) 

Volumen final  Volumen final 25 μL 

 

Tabla 3. Temperatura, tiempo y ciclos para llevar a cabo las PCRs. 

Proceso  Temperatura (ºC) Tiempo Ciclos 

Desnaturalización 
inicial 95 2 min 1x 

Desnaturalización 95 20 s 

30 x Alineamiento 56, 58, 60 30 s 

Extensión 68 2 min 

Extensión final 68  10 min 1 

 

Una vez obtenidos vector e inserto purificados, se midió la concentración de ADN 

en un Nanodrop y se llevó a cabo la reacción de ligación con el vector, a una 

relación 1:3 y 1:5 (vector/inserto) durante 12 h aproximadamente a de 16°C. Con el 

producto de la ligación se transformaron células DH5a en un medio LB 

enriquecido con peptona. Se incubó ON y se analizaron las colonias que crecieron. 
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5.6  EXPRESIÓN Y PURIFICACIÓN DE LA NUEVA PROTEÍNA sf-GFP-SC 

(sf-GFP-SCb) 

Para la obtención de células transformantes de E. coli BL21(DE3) pLysS, se optó por 

transformar primero en E. coli DH5α, mediante el protocolo de transformación de 

células quimiocompetentes, añadiendo cloranfenicol a la placa. Se extrajo el ADN 

plasmídico y el plásmido que codifica a la proteína verde fluorescente se 

transformó en la cepa E. coli BL21(DE3)pLys a 37°C y 200 rpm en medio Luria 

Bertani, con 100 µg/mL de ampicilina en 10 mL de cultivo.  

 

Se centrifugaron las células a 5000 rpm durante 10 min y se lisaron las células con 

solución de lisis (NaCl 0.1 M, Tris 50 mM, EDTA 2 mM, pH 7.5 y 0.5 mg/mL de 

lisozima) durante 30 min por 1.5 h a 37°C. Para hacer una prueba rápida y detectar 

las clonas con el sitio de corte modificado nuevamente se centrifugaron células a 

8000 rpm se tomaron 14 µL y se añadieron 4 µL de proteasa incubadas por 15 min 

a 25°C para encontrar las colonias modificadas transformadas con la ligación que 

no tuvieran el sitio de corte para TEV. 

Las colonias modificadas se crecieron de acuerdo con el protocolo para la proteína 

quimérica 307-ST-TEV, pero disminuyendo el tiempo de incubación ON. Las 

células cosechadas se lisaron mediante sonicación utilizando pulsos de 9.5 s con 5 

s de apagado durante 20 min en un baño de hielo. Para las células lisadas con sf-

GFP-SCb, los restos celulares se eliminaron mediante centrifugación a 14000 rpm 

durante 20 min a 4ºC, y el sobrenadante se utilizó para la purificación de proteínas 

mediante cromatografía de afinidad.  

La purificación de sf-GFP-SCb se realizó en condiciones no desnaturalizantes. El 

sobrenadante recuperado se cargó a una columna de afinidad HisTrap HP (5 mL) 

acoplada a un sistema FPLC y equilibrada previamente con Amortiguador PBS 

(NaCl 137 mM, Na2HPO4 10 mM, KCl 2.7 mM, KH2PO4 2 mM, pH 7.4). La columna se 

lavó con cinco volúmenes de columna de amortiguador PBS y tres volúmenes de 

columna de amortiguador PBS con imidazol 35 mM. La proteína unida se eluyó 

de la columna con amortiguador PBS con imidazol 350 mM y se recogieron 

fracciones de 2.0 mL. Las fracciones de proteínas se analizaron mediante SDS-

PAGE. Debido a las múltiples impurezas obtenidas al concentrar la proteína se 
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realizó una segunda etapa de purificación utilizando la columna HiTrap Q (HP). Se 

usó Amortiguador A para cargar la columna (K2HPO 50 mM 4, NaCl 50 mM, pH 7.5) 

y el amortiguador de elución B (K2HPO4 50 mM, NaCl 500 mM, pH 7.5), para 

despegar la proteína. Las fracciones ubicadas bajo el pico del cromatograma 

fueron colectadas y analizadas por SDS-PAGE para verificar la pureza, después se 

cuantificó la concentración de proteína mediante ensayo de BCA y se guardó con 

un amortiguador de fosfatos pH 7.4 a una proporción 1:1 con glicerol estéril para 

filtrarse por 0.45 µm y conservarse a -20°C. 

 

5.7  ENSAMBLE IN VITRO DE 307-ST-TEV  

El proceso de replegamiento y autoensamble de las VLPs de la proteína quimérica 

307-ST-TEV, se llevó a cabo dializando 1.5 mL de proteína (1.05 mg) en 350 mL de 

amortiguador PBS Arg (NaCl 137 mM, Na2HPO4 10 mM, KCl 2.7 mM, KH2PO4 2 mM, 

L-Arg 200 mM, pH 7.4), y en un volumen igual de amortiguador PBS 2x Arg (NaCl 

274 mM, KCl 5.4 mM, Na2HPO4 20 mM, KH2PO4 4 mM, L-Arg 0.2 M, pH 7.4), ambos 

en agitación constante a 4°C, con la finalidad de evaluar la fuerza iónica en el 

tamaño de nuestra quimera. Es recomendable cambiar el amortiguador en poco 

volumen cada 12 h para un mejor resultado. Así mismo, se evaluaron tiempos de 

diálisis desde 40 hasta 60 h, observando el radio hidrodinámico de nuestras 

partículas, esperando que sea similar al de la VP2 con el asa silvestre.   

 

Entre las diversas moléculas pequeñas para ayudar al replegamiento de proteínas 

recombinantes a partir de cuerpos de inclusión, la arginina es uno de los aditivos 

más utilizados y eficaces. Puede formar tanto puentes de hidrógeno como formar 

interacciones electrostáticas con residuos cargados, debido a que, a pH neutro, la 

arginina tiene dos cargas positivas por la desprotonación de sus grupos guanidino 

y amino, mientras que a pH 10 tiene sólo la carga positiva del grupo guanidino. 

Este último, es responsable de la unión a las proteínas ya que favorece 

significativamente la interacción con residuos aromáticos y cargados debido 

interacciones catión-π. Este efecto está relacionado con la supresión de la 

agregación de las proteínas debido a la interacción entre el grupo guanidinio de 

la arginina y los triptófanos de las proteínas. El grupo guanidino también 
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interactúa directamente con la columna vertebral de la proteína, y los grupos 

metileno de la arginina pueden asociarse con los parches hidrofóbicos de la 

proteína a través de interacciones de tipo dispersivo e hidrofóbico (Kamerzell et 

al., 2011) 

Sánchez-Rodríguez (2016) empleó a la arginina para facilitar el replegamiento y 

evitar la agregación de las proteínas, logrando incrementar el rendimiento de 

VLPs solubles, confiriéndoles mayor estabilidad coloidal. 

 

5.8 PROTEÓLISIS DE VLPS 

La proteasa TEV es una proteasa codificada por el virus del mosaico del tabaco 

(TEV) de aproximadamente ~26 kDa. Dada la especificidad de esta proteasa, es un 

reactivo muy útil para escindir proteínas con la secuencia canónica de corte. Se 

hizo la proteólisis de VLPs ensambladas, para investigar si ocurría la proteólisis en 

la secuencia blanco y el tiempo necesario para que tal reacción llegue a su fin.   

Los pasos seguidos para la obtención de la TEVp se pueden consultar en el Anexo 

A.7.  

Se incubaron VLPs con la proteasa a una relación molar 1:10 (VLPs:TEVp) a 4°C, a 

diferentes tiempos, 0, 2, 4, y 6 h, y un ON con un refuerzo de proteasa (1:5 molar). 

Se detuvo la hidrólisis añadiendo azul de Coomassie y calentando a las muestras 

en baño María por 10 min. Otro experimento realizado para conocer si la 

concentración de proteasa es suficiente o existe algún impedimento estérico, se 

incubaron VLPs con relaciones molares crecientes de la proteasa (1:10, 1:5, 1:2.5, 1:1) 

ON a 4°C.  

 

5.9  CARACTERIZACIÓN DE VLPS MEDIANTE DLS 

La dispersión dinámica de luz (DLS por sus siglas en inglés), también conocida 

como espectroscopía de correlación de fotones, mide el movimiento browniano y 

lo relaciona con el tamaño de las partículas. La relación entre el tamaño de una 

partícula y su velocidad debido al movimiento browniano se define en la ecuación 

de Stokes-Einstein. Se iluminan las partículas con un láser y se analizan las 
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fluctuaciones de intensidad en la luz dispersada en intervalos de tiempo muy 

cortos para determinar la distribución del tamaño de partícula de la población. 

Tres tipos de muestras fueron dializadas para ensamblarse: 307-ST-TEV y 307-ST-

TEV proteolizada con TEVp a 4 °C ON (ver abreviatura) durante la noche sin 

agitación. Como control se midieron VLPs ensambladas con VP2.  

Las muestras fueron microfiltradas por un filtro de difluoruro de polivinilideno 

(PVDF) de 0.45 µm de tamaño poro, y luego por uno de 0.22 µm de tamaño de 

poro. Las mediciones por DLS se llevaron a cabo usando el equipo Zetasizer µV 

(Malvern) equipado con un láser de fotodiodo (830 nm). Los parámetros para el 

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

y 20°C para la temperatura. Se utilizó una celda de vidrio con capacidad para un 

volumen de 500 μL. Es recomendable hacer 10 corridas con 10 medidas de 10 

segundos cada una. Se efectúan las mediciones para determinar la presencia de 

partículas ensambladas o de sus intermediarios, es decir cápsides íntegramente 

formadas o en su defecto capsómeros.   

 

5.10  PURIFICACIÓN DE VLPS MEDIANTE CROMATOGRAFÍA DE 

EXCLUSIÓN MOLECULAR 

Es la técnica más simple y sencilla de todas las técnicas de cromatografía, separa 

las moléculas según las diferencias de tamaño a medida que pasan a través de un 

medio de filtración en gel hecho de un polímero entrecruzado, con un tamaño de 

poro definido y empaquetado en una columna. A diferencia de la cromatografía 

de intercambio iónico o de afinidad, las moléculas no se unen al medio de 

cromatografía, por lo que la composición del tampón no afecta directamente la 

resolución (el grado de separación entre picos). En consecuencia, una ventaja 

significativa de la filtración en gel es que las condiciones se pueden variar para 

adaptarse al tipo de muestra o los requisitos de purificación, análisis o 

almacenamiento adicionales sin alterar la purificación. 

Para la separación y purificación de las distintas especies presentes en las 

muestras ensambladas se utilizó un sistema de cromatografía líquida de alta 

resolución (HPLC) de la marca Waters (2487 dual λ Absorbance detector, 600S 
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Controller) utilizando la columna Sephacryl S-500 HR como fase fija, y la solución 

amortiguadora PBS 2x Arg como fase móvil. Se fijó el flujo en 0.5 mL/min y se 

utilizó un detector UV-Vis ajustado a una longitud de onda de 280 nm para dar 

seguimiento al progreso de la purificación. A partir del minuto 50 se inició la 

colección de las muestras en fracciones de 2.0 mL, posteriormente cada una de 

estas muestras fue analizada mediante DLS para detectar la presencia de VLPs y 

confirmar el aislamiento de estas. Se analizaron las siguientes especies por este 

método: 

1)VLPs de 307-ST-TEV, 

2)VLPs de 307-ST-TEV proteolizadas, 

Posteriormente se pasaron por exclusión las especies anteriormente 

mencionadas pero conjugadas sf-GFP-SCb  

3) VLPs de 307-ST-TEV + sf-GFP-SCb 

4) VLPs de 307-ST-TEV proteolizadas + sf-GFP-SCb  

 

5.11  FORMACIÓN DEL COMPLEJO sf-GFP-SCb: 307-ST-TEV Y 

FLUORESCENCIA DE VLPs 

La reacción de conjugación de sf-GFP-SCb y 307-ST-TEV se hizo para las VLPs 

formadas por 307-ST-TEV y una segunda ocasión, pero con VLPs proteolizadas con 

TEVp a 4 °C ON sin agitación. La formación del complejo se realizó mezclando 2.1 

mg de 307-ST-TEV con 2.58 mg de sf-GFP-SCb (relación molar 1: 1.8) en solución 

amortiguadora PBS 2X con L-Arg a 0.2 M, pH 7.4. Se incubó en un Thermomixer 

(Eppendorf) a 25°C, a 400 rpm, durante 3 h.  

 

Después de la reacción de SpyCatcher/SpyTag, las VLPs ensambladas y decoradas 

se separaron de los intermediarios mediante cromatografía de exclusión por 

tamaño (SEC). El producto de la reacción de conjugación se microfiltró a través de 

una membrana de 0.45 µm y se cargó en una columna Superdex 200 grado 

preparativo, equilibrada con PBS que contenía L-Arg 0.2 M, pH 7,4. Se fijó el flujo a 

1 mL/min y se leyó la recolección de proteínas a 280 nm. Se recogieron fracciones 

de 2 mL entre el máximo del pico cromatográfico y se analizaron mediante DLS.  
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Para la fluorescencia de las VLPs se realizó una curva de calibración con distintas 

concentraciones de la proteína sf-GFP-SCb (1- 125 μg) para estimar el número de 

estas moléculas acopladas a las partículas obtenidas por SEC. La fluorescencia de 

las partículas se midió a 20°C. Los espectros de emisión de fluorescencia se 

registraron desde 490 a 600 nm utilizando una longitud de onda de excitación de 

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

Posteriormente se calculó la concentración de sf-GFP acoplada a las VLPs 

formadas con la proteína 307-ST-TEV y la misma VLP proteolizada con TEV 

posterior a su ensamble. Se midió por triplicado la fluorescencia de las partículas 

decoradas, se interpolaron en la curva de calibración, y de acuerdo con la 

concentración de proteína, se calculó el número de partículas SC-GFP acopladas 

a las dos especies de VLPs. 

Finalmente, para las fracciones del pico principal del cromatograma con el 

tamaño esperado, se realizó un SDS-PAGE de la muestra para visualizar la 

interacción de la proteína 307-ST-TEV con la SC-GFP.  

 

5.12  CARACTERIZACIÓN POR MICROSCOPÍA DE FUERZA ATÓMICA 

La microscopía de sonda de rastreo o fuerza atómica no ocupa lentes, fotones o 

electrones. Este tipo de microscopía examina las estructuras de las superficies de 

las muestras mediante un barrido con una sonda en forma de punta de tamaño 

nanométrico. En este proceso de barrido las interacciones entre las superficies y la 

punta son monitoreadas, teniendo como resultado la conformación de imágenes 

tridimensionales en las que se registran con gran precisión los relieves 

topográficos de las superficies de las muestras. Dos formas principales de esta 

tecnología son la microscopía de efecto túnel desarrollada por Binnig y Roher de 

la IBM en Suiza en 1981 (premios Nobel de Física en 1986) y la microscopía de fuerza 

atómica por Binnig y colaboradores en 1986. 

  

Esta última se puede realizar con varios tipos de muestras, incluso aquellas de 

material no conductor o aislante. La punta de barrido, de unos nanómetros de 



 

47 
 

diámetro, está localizada al final de una barra o cantiléver de un poco más de un 

centenar de micras de largo. La punta barre la superficie de la muestra de 

diferentes modos o formas de acercamiento o de contacto intermitente o no, 

detectando, con diversos grados de precisión, la topografía del material en 

cuestión.  

 

Para el análisis AFM de partículas, se ocuparon las fracciones previamente 

purificadas por exclusión molecular de 307-ST-TEV y 307-ST-TEV con tratamiento 

(proteasa ON a 4°C, sin agitación y a una relación molar 1:10 de VLPs contra 

proteasa); diluidas (1:1x10-9) con PBS2X Arg filtrado por una membrana de 0.22 µm. 

Se dispersaron 15 μL de muestra en la superficie de un disco de mica V1 de 12 mm 

de diámetro (Ted Pella Inc.). Las muestras se secaron al vacío a 75 Torr a 

temperatura ambiente y luego se lavaron dos veces con 1 mL de agua desionizada 

para eliminar los cristales de sales tampón, y se secaron al vacío nuevamente.  
 

Los discos de mica se montaron en un disco magnético y se analizaron en el aire 

utilizando el modo de tapping (golpeteo) con un microscopio de sonda de barrido 

Innova (Veeco Instruments Inc.), equipado con una sonda de barrido de alta 

resolución Hi'RES-C19 / Cr-Au (MikroMasch). Las sondas tienen un radio de punta 

<1 nm, con constantes de fuerza promedio de 0.5 N/m, y una frecuencia media de 

resonancia de 65 kHz, compatible con materiales blandos como proteínas. 

 

5.13  CARACTERIZACIÓN POR CENTRIFUGACIÓN ISOPÍCNICA 

La centrifugación isopícnica separa las partículas en un gradiente de densidades 

en función de la densidad de las mismas, el gradiente es autoformado ya que la 

muestra se mezcla con la solución del gradiente y conforme se lleva a cabo la 

centrifugación se genera el gradiente, se aplican velocidades de 

ultracentrifugación para provocar la separación. Las partículas de la muestra se 

mueven en el gradiente hasta que llegan a un punto donde la densidad de éstas 

iguala al gradiente.  

El principio de separación no radica en la velocidad de sedimentación sino la 

densidad de la partícula, que quedará separada del resto en una banda que 
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agrupa las partículas de igual densidad. Cuando se centrifuga la disolución, la sal 

de cesio (con gran masa, muy soluble en agua, higroscópica) se redistribuye y 

alcanza un equilibrio, formando, un gradiente de concentración. La anchura de la 

banda está determinada por el equilibrio entre la fuerza centrífuga (que tiende a 

estrechar la banda), la difusión (que tiende a ensancharla) y el gradiente de 

densidad (un gradiente más pronunciado dará una banda más estrecha).  

Muestras de 307-ST-TEV, 307-ST-TEV proteolizada y coensambles con VP2 nativa 

en diferentes proporciones también se analizaron por centrifugación isopícnica 

en gradientes continuos de CsCl (1.33 g/mL), esto de acuerdo con lo reportado en 

la literatura (Kajigaya et al., 1989) donde la cápside proteica sedimentó con la 

densidad esperada de las cápsides vacías de parvovirus, 1.31 g/ml y 1.42 g/ml para 

virus intactos. Las instrucciones para preparar esta solución se enlistan en el Anexo 

A.8. Los ensambles de las VLPs se realizaron en amortiguador PBS 2xArg. La 

ultracentrifugación se llevó a cabo en una ultracentrífuga Beckman Optima XL90 

usando un rotor SW 60 Ti a 55,000 rpm a 20°C durante 10.75 h. Las bandas 

generadas por efecto de la formación del gradiente fueron recuperadas y 

sometidas a un proceso de diálisis previa a la caracterización, para realizar un SDS-

PAGE y analizar por densitometría los geles resultantes. 

  

5.14  ESTABILIDAD DE 307-ST-TEV  

Muestras de proteína 307-ST-TEV y 307-ST-TEV proteolizada (ON a 4°C, sin 

agitación y a una relación molar 1:5 de VLPs contra proteasa), fueron purificadas a 

través de exclusión molecular y se midió la concentración de proteína. Se estudió 

el efecto de un agente caotrópico en la estabilidad de las partículas, para lo cual 

se colocaron a diferentes concentraciones iniciales de GuHCl (1, 2, 3, 4, 5, y 6 M). Se 

utilizó el amortiguador de replegamiento con alta molaridad de GuHCl para 

alcanzar la concentración deseada; la molaridad exacta se calculó de acuerdo con 

su índice de refracción (http://sosnick.uchicago.edu/gdmcl.html). Los cálculos de 

dilución se realizaron de acuerdo al volumen de celda (0.6 mL), molaridad deseada 

y concentración de VLPs, se midió el radio hidrodinámico por DLS, el tiempo 

asignado para llegar al equilibrio fue de 24 h. 

http://sosnick.uchicago.edu/gdmcl.html
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6. RESULTADOS 

6.1  EXPRESIÓN, LIMPIEZA DE CUERPOS DE INCLUSIÓN Y 

PURIFICACIÓN DE LAS PROTEÍNAS VP2 Y 307-ST-TEV 

Se tiene el gen que contiene al SpyTag fusionado en el asa 301-313 de la proteína 

VP2. Este gen está subclonado entre los sitios de restricción XhoI y NdeI del vector 

de expresión pET22b(+) (Figura 12). Esta proteína tiene el sitio de corte para la TEVp 

del lado carboxilo del péptido. A partir del residuo 307 del asa comienza el 

espaciador seguido del SpyTag, además se añadió a la proteína recombinante una 

etiqueta de 6xHis en el carboxilo terminal para facilitar la posterior purificación 

(Figura 13), nos referiremos a esta proteína como 307-ST-TEV. 

 

 

Figura 12. Mapa del plásmido para la expresión de la proteína VP2 307-ST-TEV. 
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MTSVNSAEASTGAGGGGSNPVKSMWSEGATFSANSVTCTFSRQFLIPYDPEHHYKVFSPAAS

SCHNASGKEAKVCTISPIMGYSTPWRYLDFNALNLFFSPLEFQHLIENYGSIAPDALTVTISEIA

VKDVTDKTGGGVQVTDSTTGRLCMLVDHEYKYPYVLQGQDTLAPELPIWVYFPPQYAYLTV

GDVNTQGISGDSKKLASEESAFYVLEHSSFQLLGTGGTATMSYKFPPVPPENLEGCSQHFYE

MYNPLYGSRLGVPDTLGGDPKFRSLTHEDHAIQPQNFMPGPLVNSVSTKEGDSSSTGGSGG

AHIVMVDAYKPTKGGSGGENLYFQSGGTGGGAGKALTGLSTGTSQNTRISLRPGPVSQPYHH

WDTDKYVTGINAISHGQTTYGNAEDKEYQQGVGRFPNEKEQLKRLQGLNMHTYFPNKGTQ

QYTDQIERPLMVGSVWNRRALHYESQLWSKIPNLDDSFKTQFAALGGWGLHQPPPQIFLKI

LPQSGPIGGIKSMGITTLVQYAVGIMTVTMTFKLGLRKATGRWNPQPGVYPPHAAGHLPYVL

YDPTATDAKQHHRHGFEKPEELWTAKSRVHPLEHHHHHH 

Figura 13. Secuencia de aminoácidos que corresponden a la construcción de la proteína 

307-ST-TEV. En azul la secuencia que corresponde a la secuencia SpyTag, en color café el 

espaciador, en morado la secuencia de corte para TEVp; en color negro la secuencia que 

corresponde a VP2, y en color verde la etiqueta de seis residuos de Histidina. 

 

La expresión se llevó a cabo en E. coli BL21(DE3). Para la obtención de la proteína 

307-ST-TEV se transformaron células quimiocompetentes por choque térmico 

con el plásmido de esta construcción. Se probó la sobreexpresión de la proteína 

quimérica, así como de la proteína VP2 y se detectaron bandas con las masas 

moleculares esperadas para ambas proteínas (Figura 14).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14. Pruebas de expresión de VP2 y 307-ST-TEV. Carriles 1 y 2: lisado celular antes de 

la inducción de VP2 y 307-ST-TEV, respectivamente. Carril 4, marcador. Carriles 5 y 6, lisado 

celular después de la inducción de VP2 y 307-ST-TEV, respectivamente. El peso molecular 

para la proteína VP2 y 307-ST-TEV es de ~58kDa y ~60 kDa respectivamente. 



 

51 
 

Figura 15. Limpieza de cuerpos 
de inclusión y purificación. 
Carriles:  

1) Sobrenadante después de lisis 
celular de VP2.                                                                               
2) Sobrenadante después de lisis 
celular de 307-ST-TEV.                               
3 y 8) Marcadores de peso 
molecular (kDa)                                                   
4) Pellet después de lisis celular 
de VP2.                                                                                               
5) Pellet después de lisis celular 
de 307-ST-TEV.                                                                                  
6) Proteína VP2 purificada.                                          
7) Proteína 307-ST-TEV 
purificada. 

Figura 19. Mapa del 

plásmido para la 

expresión de la proteína 

sf-GFP-SC. 

 

Posteriormente, las proteínas 307-ST-TEV y VP2 se recuperaron de cuerpos de 

inclusión, y se purificaron por IMAC bajo condiciones desnaturalizantes (Figura 15). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

6.2  MODIFICACIÓN DE LA PROTEÍNA sf-GFP-SC 

Para modificar el gen que codifica a la proteína sf-GFP-SC se tuvo que extraer, 

digerir y purificar el vector de clonación, el cual tiene 6531 pares de bases (Figura 

19).  
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Con el ADN plasmídico se realizó la primera PCR (Figura 20). De acuerdo con la Tm 

de los cebadores (64 °C), se restaron 5 °C y utilizaron 3 temperaturas diferentes 

alrededor de esta temperatura (59 °C) para asegurar la amplificación.  

Con el fin de demostrar que el fragmento esperado de 458 pbs se encontraba en 

el peso molecular, se analizó por electroforesis en gel de agarosa al 1% para 

comprobar que se hubiera amplificado correctamente el segmento que codifica 

al SpyCatcher. (Figura 20). Este primer producto fue nuevamente sometido a 

amplificación mediante PCR incluyendo dentro del cebador (Primer F), la 

secuencia de corte para la enzima de restricción BamHI y posteriormente efectuar 

la ligación. 

Una vez obtenido el producto de la segunda PCR, se realizó una digestión con las 

enzimas de restricción BamHI y XhoI (New England Biolabs) para generar los 

extremos cohesivos y llevar a cabo su ligación con el vector, en este punto se 

observó que la doble banda presente en varias PCRs realizadas a distintas 

temperaturas, desapareció gradualmente dando lugar a una banda mayoritaria.  

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

(~6531 pbs) como del inserto (~482 pbs). Con el producto de la ligación se 

transformaron células DH5α, creciendo 7 colonias que se estudiaron para 

corroborar la modificación de la secuencia proteica. Finalmente, este nuevo 

plásmido se envió a secuenciar para constatar la secuencia del gen resultante. A 

la nueva versión de sf-GFP-SC sin sitio TEV se le denominó sf-GFP-SCb. 
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A)                                                     B)                                               C) 

 

Figura 20.  Geles de agarosa mostrando el producto de la digestión y de las PCRs. Panel A: 

Vector pET sf-GFP-SC linealizado con XhoI. Panel B: Fragmento del producto obtenido del 

PCR 1. Panel C: Fragmentos del producto obtenido del PCR 2. 

 

6.3  EXPRESIÓN Y PURIFICACIÓN DE sf-GFP-SCb  

Con el ADN plasmídico extraído se transformaron células competentes de E. coli 

BL21(DE3) pLysS, se crecieron en tubo con 10 mL de medio de cultivo y se efectuó 

la sobreexpresión para constatar el cambio en la proteína. 

Todas las colonias crecidas en tubo mostraron el brillo verde fluorescente 

característico, y se realizó una prueba rápida para saber qué colonias tenían a la 

sf-GFP-SCb. El pellet de las colonias se lisó con solución de lisis y nuevamente se 

centrifugó en tubos Falcon para quitar restos celulares. Se tomó una alícuota del 

extracto celular y se añadieron 4 µL de TEV purificada, se incubaron 15 min. a 25 °C 

para observar si existía proteólisis y por ende la modificación del sitio de corte. Los 

resultados se observan en la Figura 21.  
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A)          B) 

           

 

 

 

 

 

 

Figura 21. Prueba de modificación al sitio de corte. Panel A, carriles 1 y 2: sobreexpresión 

de diferentes colonias obtenidas de la ligación. Carril 5: extracto celular antes de inducción. 

Carril 3: sobreexpresión de GFP de una colonia sin modificación. Carril 4: sobreexpresión 

de GFP de una colonia sin modificación añadiendo proteasa TEV durante 15 min, se 

observa proteólisis pues la GFP de 43 kDa se escinde a fragmentos teóricos de 30 y 13 kDa. 

Panel B, carriles 1 y 3: sobreexpresión de GFP de colonias modificadas. Carril 2 y 4: 

sobreexpresión de GFP de colonias modificadas añadiendo proteasa TEV durante 15 min, 

no ocurre proteólisis. 

La colonia con la modificación deseada se escaló usando el mismo protocolo que 

para la proteína quimérica 307-ST-TEV, pero disminuyendo el tiempo de 

incubación de 8 a 6 h. La secuencia de la proteína quimérica modificada se 

encuentra en la Figura 22. 

MRKGEELFTGVVPILVELDGDVNGHKFSVRGEGEGDATNGKLTLKFICTTGKLPVP
WPTLVTTLTYGVQCFARYPDHMKQHDFFKSAMPEGYVQERTISFKDDGTYKTRAE
VKFEGDTLVNRIELKGIDFKEDGNILGHKLEYNFNSHNVYITADKQKNGIKANFKIRH
NVEDGSVQLADHYQQNTPIGDGPVLLPDNHYLSTQSVLSKDPNEKRDHMVLLEFV
TAAGITHGMDELYKGGSGGSGGSGGMSYHHHHHHDYDIPTTENLYFQGAMVDTLS
GLSSEQGQSGDMTIEEDSATHIKFSKRDEDGKELAGATMELRDSSGKTISTWISDGQ
VKDFYLYPGKYTFVETAAPDGYEVATAITFTVNEQGQVTVNGKATKGDAHILEHHH
HHH 
 
Figura 22. Secuencia de aminoácidos de la proteína sf-GFP-SCb. En negro la secuencia 

que corresponde a la sf-GFP, en color café el espaciador, resaltado en gris se halla la parte 

de la secuencia eliminada, en morado la secuencia de corte para TEVp, en color verde la 

etiqueta 6xHis. 
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Figura 23. Purificación de sf-
GFP-SCb por cromatografía de 
afinidad. Carril 1: Sobreexpresión 
de sf-GFP-SCb. Carril 2: extracto 
celular antes de inducción. Carril 
3-9: Fracciones de interés con 
impurezas. 

Figura 24. Purificación de sf-
GFP-SCb por cromatografía 
de intercambio aniónico. 

Carriles 1 y 2: proteínas 
contaminantes.  

Carriles 3 y 5: fracciones 
correspondientes a sf-GFP-
SCb (40 kDa).  

Carril 4: sf-GFP-SCb (40 kDa) + 
TEVp (26 kDa). 

Carril 6: sf-GFP-SC (40 kDa) 
antes de 2da purificación. 

 

 

La purificación de la proteína se realizó por IMAC y las fracciones de elución se 

analizaron mediante SDS-PAGE (Figura 23). El peso molecular teórico de la 

proteína es de ~40 kDa, de acuerdo con el servidor Protparam. Al concentrarse las 

fracciones de interés se observó que la pureza de la proteína no era la idónea para 

trabajar, por lo que se volvió a purificar, esta vez por una columna de intercambio 

aniónico acoplada al FPLC (Figura 24). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

6.4 ENSAMBLE IN VITRO DE 307-ST-TEV Y CARACTERIZACIÓN POR 

DLS. 

La proteína purificada 307-ST-TEV se usó para pruebas in vitro. Trabajos previos 

mencionan que, dependiendo de condiciones como fuerza iónica, pH y 

temperatura, es posible obtener una variedad de especies de ensamblado y es 

limitada por las características estructurales intrínsecas de las proteínas.  
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Anteriormente se había observado que en el amortiguador PBS Arg, esta proteína 

generaba partículas de menor tamaño al esperado para una VLP. Por ello se 

decidió probar una mayor fuerza iónica durante el ensamble.  

La fuerza iónica parece ser determinante en el acomodo de cada monómero de 

proteína. De modo que una concentración muy baja o alta de sal podría provocar 

que los capsómeros (trímeros) no puedan interaccionar de manera adecuada con 

otros trímeros para completar un icosaedro y no se logren estabilizar estas 

especies para cerrar por completo la cápside. 

Se utilizó L-Arg en el amortiguador ya que tiene cierta afinidad específica, aunque 

débil, por las cadenas laterales aromáticas, que se encuentren enterradas en la 

proteína plegada, responsables de la agregación de estructuras proteicas 

desplegadas o parcialmente plegadas. Esta interacción es capaz de ayudar a 

suprimir la agregación debido a que el grupo guanidino de la arginina interactúa 

con los electrones π de las cadenas laterales aromáticas. 

El tiempo de diálisis es un factor para considerar, pues se tiene registro del caso 

de una VLP ensamblada únicamente con una quimera de VP2 con una lipasa 

insertada igualmente en el asa 301-313, donde la incubación de hasta 60 h 

favoreció que el diámetro de las partículas polidispersas de 10 nm aumentara de 

a 28 nm en una población monodispersa (Bustos-Jaimes et al.,2017).  

Para este fin, las VLPs se ensamblaron por diálisis al equilibrio para eliminar el 

GuHCl usando dos amortiguadores de distinta fuerza iónica: PBS-Arg (NaCl 137 

mM, KCl 2.7 mM, Na2HPO4 10 mM, KH2PO4 10 mM, 0.2 M L-Arg, pH 7.4) y PBS-2xArg 

(NaCl 274 mM, KCl 5.4 mM, Na2HPO4 20 mM, KH2PO4 4 mM, L-Arg 0.2 M, pH 7.4). A 

partir de las 40 h de diálisis, se midió el radio hidrodinámico de la muestra cada 2 

h (40, 42, 44, 46, 48 y 60 h). Las mediciones por DLS se muestran en la Tabla 4.  

Para el amortiguador PBS-Arg se dejó de medir a las 46 h puesto que empezaron 

a coexistir dos poblaciones, algunas con tamaños de VLP y otra de intermediarios 

de menor tamaño similar a capsoómeros (no mostrados en la tabla). En cambio, 

en el amortiguador PBS-2xArg, la población mayoritaria se mantiene y alcanza la 

mayoría de población (99.5%) a las 42 h, con un pico monodisperso de 
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Figura 25: Diagrama 
de dispersión por 
volumen para el 
ensamble después 
de dializar 42 h a 4°C 
contra PBS-2xArg. 

aproximadamente 21.3 ± 6.5. (Figura 25). Incluso la solución PBS-Arg también 

alcanza a las 42 h una población mayoritaria dentro de los tamaños, lo que sugiere 

que es el tiempo adecuado para dializar la VLP de la quimera.  

 

 

Los radios hidrodinámicos se hallan en concordancia a lo reportado en nuestro 

grupo de trabajo (Cayetano-Cruz et al., 2018, 2019; Bustos-Jaimes et al., 2017; 

Morán-García et al., 2016; Santillán-Uribe et al., 2015; Sánchez-Rodríguez et al., 2012) 

aunque se esperaba un ligero aumento del radio hidrodinámico debido a que el 

SpyTag estaría alargando el asa 301-313.  

Tabla 4. Comparación del diámetro de VLPs ensambladas en diferentes amortiguadores, 

medidos por DLS.  

PBS-Arg  PBS-2xArg  
Tiempo 

(h) 
Tamaño 
(d. nm) 

% 
Volumen 

St-Dev Tiempo 
(h) 

Tamaño 
(d. nm) 

% 
Volumen 

St-Dev 

40 25.0 70.2 6.1 40 21.2 99.3 6.3 

42 20.7 91.9 5.7 42 21.3 99.5 6.5 

44 21.2 80.1 5.0 44 20.7 99.3 6.0 

46 25.8 43.5 6.5 46 20.5 95.2 4.9 

* * * * 48 19.3 96.8 4.8 

* * * * 60 22.3 98.9 5.2 

 

6.5    PROTEÓLISIS DE VLPs 

En el primer experimento se colocaron 120 µg de VLPs y se incubaron ON sin 

agitación con 5.4 µg de proteasa (10:1 en relación molar), y se muestreó a las 2, 4, 6, 

8 h. La reacción se detuvo con azul de Coomassie en baño María. A la última 
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muestra se le añadió nuevamente 5.4 µg de proteasa (Figura 26). El peso 

molecular observado en el gel para la proteína 307-ST-TEV es de ~60 kDa, aunque 

el calculado por ProtParam es de 65 kDa. Si esta es escindida en la secuencia de 

corte, se obtienen dos partes que se hallan aproximadamente en los pesos 

moleculares de 35 kDa y 25 kDa (36 y 29 kDa según ProtParam). Como se aprecia 

en el gel, al añadir nuevamente la proteasa, se observa diminución en la 

intensidad de la banda de 307-ST-TEV y el aumento en la intensidad de los 

segmentos producto de la hidrólisis.  

 

Figura 26. Proteólisis de 307-ST-TEV con TEVp a distintos tiempos, relación 1:10 molar. Carril 

1: Marcador de peso molecular (kDa). Carril 2: Tiempo 0, Carril 3: 2horas, Carril 4: 4 horas, 

Carril 5: 6 horas, Carril 6: 8 horas, Carril 7: 16 horas, más refuerzo de proteasa (1:5 molar). La 

hidrólisis se llevó a cabo a 4 °C. 

 

En un análisis por densitometría con el programa Image LabTM, se obtuvieron los 

porcentajes para saber el grado de hidrólisis. A las 2 h, 7.4% de la proteína 307-ST-

TEV fue hidrolizada, a las 4 h existe una proteólisis del 12.9 %, a las 6 horas existe 

una proteólisis del 15.6 %. A las 8 horas el fragmento proteolizado representa el 

30.2%, aumentando significativamente el grado de hidrólisis. Finalmente, con el 

refuerzo ON (1:5) aproximadamente el 65% de la proteína puede ser digerida bajo 

estas condiciones. Esto sugiere que puede ser necesario añadir más proteasa para 
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llegar a la máxima hidrólisis posible. Otro fenómeno que se observa es que la 

hidrólisis no es total, debido a dos posibles factores: un efecto estérico o a la 

inactivación de la proteasa.  

En un segundo experimento (Figura 27), se aumentó la relación molar de la 

proteasa (1:10, 1:5, 1:2.5, y 1:1) dejándose ON sin agitación a 4°C. Se detuvo la reacción 

mediante la adición de amortiguador de carga y baño María. Se realizó una 

electroforesis y se analizó el gel con las muestras. La temperatura a la que se realizó 

la proteólisis fue de 4°C para no comprometer la integridad de las VLPs.  

Nuevamente con el análisis del programa Image LabTM se cuantificaron los 

porcentajes de hidrólisis. Para la relación 1:10 de proteína con respecto a la 

proteasa, el grado de hidrólisis fue de 69.6% y para la relación 1:5 fue de 79.2%, 

aumentando el porcentaje de hidrólisis con respecto del experimento anterior, 

esto se pudo deber a que se utilizó un nuevo lote de proteasa y a una 

cuantificación inadecuada de la proteína para el primer experimento.  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 27. Proteólisis de 307-ST-TEV con TEVp a distintas relaciones molares. Carril 1) 

Marcador de peso molecular (kDa); carril 2) 307-ST-TEV:TEVp 1:10; carril 3) 307-ST-TEV:TEVp 

1:5; carril 4) 307-ST-TEV:TEVp 1:2.5; carril 5) 307-ST-TEV:TEVp 1:1. 

 

Para la relación 1:2.5 el porcentaje de hidrólisis alcanzó el 80.5% y para la relación 

1:1 alcanzó obtuvo hidrólisis del 85.2%. Nuevamente se observó que a pesar de los 

intentos por proteolizar el 100% o en su totalidad la quimera, no se logra. Se teoriza 
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entonces de que algún impedimento estérico vuelve inaccesible el sitio de corte 

para que se acople la proteasa en el asa móvil, además aún falta confirmar la 

integridad de la cápside. 

 

6.6 CARACTERIZACIÓN DE VLPs MEDIANTE DLS 

Se analizaron por DLS las muestras de los ensambles con el 100% de la proteína 

quimérica 307-ST-TEV y también las VLPs tratadas (proteasa ON a 4°C, sin 

agitación y a una relación molar 1:5 de VLPs contra proteasa) para medir el radio 

hidrodinámico de la población mayoritaria, como control se utilizó la VLP de VP2. 

Las muestras antes de ser pasadas por SEC, se midieron preliminarmente por DLS 

para evaluar los tamaños obtenidos y asegurar el ensamble de la cápside. 

La Figura 28 muestra las distribuciones por volumen de los dos ensambles 

estudiados, se reporta el valor promedio de las medias de cada distribución y la 

desviación estándar de estos valores. Para 307-ST-TEV se obtuvo un tamaño de 

22.5 ± 5.5 por volumen (Figura 28 panel B). Que resulta ser un poco más pequeño 

que la VLP de VP2, aunque está dentro del error de la técnica. Para la especie 

proteolizada se observa que también tiene un radio hidrodinámico similar y que 

es ligeramente mayor que 307-ST-TEV, esto tiene sentido pues se libera el asa más 

móvil asemejando a una VLP más “esponjosa”.  La anchura del pico es 

proporcional a la polidispersidad, lo que denota la existencia de más de un tamaño 

en las especies formadas. 

Sin embargo, los datos sugieren que las partículas siguen ensambladas a pesar 

del corte en el asa 301-313. De otro modo, esperaríamos especies de tamaño menor 

a los 15 nm si se tratara de capsómeros, o menor a los 6 nm si se tratara de 

monómeros de la quimera. Y lo más importante, esperaríamos especies de 

tamaños mucho mayores por agregación dado que el corte es prácticamente a la 

mitad de la proteína, lo cual debería afectar el núcleo hidrofóbico de la partícula 

generando especies propensas a la agregación. Una debilidad inherente del DLS 

es su baja resolución. Por ejemplo, el DLS no puede distinguir entre partículas de 

90 y 110 nm, apareciendo un pico amplio. Para ofrecer una resolución máxima, el 
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DLS requiere partículas de tamaño diferente en al menos un factor de 3 (por 

ejemplo, 10 y 30 nm, 50 y 150 nm. Esta es una limitación del DLS, especialmente 

para muestras polidispersas (Bhattacharjee et al., 2016). Esto puede explicar 

porque la medición de las muestras proteolizadas tiene un pico más ancho, ya que 

pueden no ser estrictamente homogéneas, sinónimo de una muestra mas 

heterogénea. 

 

 

 

Figura 28. Distribución de 
tamaño de partícula por DLS.  

Panel A: VLPs de VP2 
dializada 40 h en PBS Arg 0.2 
M, pH 7.4 

 

 

 

Panel B: VLPs de 307-ST-TEV 
dializada 42 h en PBS 2x Arg 
0.2 M, pH 7.4.  

 

 

 

 

 

Panel C: VLPs de 307-ST-TEV 
dializada 42 h en PBS 2x Arg 
0.2 M, pH 7.4 y proteolizada 
con TEV (1:5) ON a 4 °C. 

A  

Ensambles de 
VP2 

Tamaño promedio  
23.4 ± 3.3 nm 

B 

Ensambles de 
307-ST-TEV 

Tamaño promedio  
22.5 ± 5.5 nm 

C 

Ensambles de 
307-ST-TEV 
proteolizada  

Tamaño promedio  
25.5 ± 5.1 nm 
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6.7  PURIFICACIÓN DE VLPS MEDIANTE CROMATOGRAFÍA DE 

EXCLUSIÓN MOLECULAR 

Otra de las caracterizaciones realizadas para verificar el correcto ensamble de las 

VLPs fue la purificación mediante cromatografía de exclusión molecular (SEC), 

primero se ensamblaron las partículas en el tiempo idóneo de 42 h, y se separaron 

capsómeros de las VLPs, comparando entre las distintas especies el tiempo de 

retención en la columna y corroborando nuevamente el tamaño de la partícula 

medido mediante DLS. Se comenzó con VP2 como control, seguido de VLPs de 

307-ST-TEV y posteriormente se separaron las mismas VLPs de 307-ST-TEV 

proteolizadas (proteasa ON a 4°C, sin agitación y a una relación molar 1:5 de VLPs 

contra proteasa) con el fin de observar algún cambio los parámetros mencionados 

anteriormente.  

 

En la Figura 29 se muestra el cromatograma para las VLPs de la proteína VP2 

como control. El tiempo de retención promedio donde se presenta el máximo de 

absorbancia fue de ~74 min, idéntico a las VLPs de la quimera 307 ST-TEV con un 

pico definido, mostrada en la Figura 30 Panel A. Se trabajó también con la VLP 

proteolizada en el asa más móvil, para saber si se desensambla o forma agregados. 

El tiempo de retención cambió por un par de minutos a aproximadamente ~72 

minutos, menor al obtenido por 307-ST-TEV, lo que sugiere la presencia de 

partículas con un diámetro ligeramente más grande. Sin embargo se aprecia una 

pequeña protuberancia alrededor del minuto 100 que podría corresponder a la 

TEVp o quizás a una fracción de proteína desensamblada (Figura 30 Panel B). La 

fracción correspondiente a la protuberancia no fue medida por DLS.  

Las fracciones donde se recolectaron los picos de máxima absorbancia se 

midieron mediante DLS para confirmar el hecho de que el tamaño de partículas 

es acorde a una VLP y que el tamaño de las partículas proteolizadas es 

ligeramente mayor a la que no tiene tratamiento (Figura 31). Los resultados 

evidencian que hay un incremento de tamaño para la quimera proteolizada a 

comparación de la que no tiene tratamiento proteolítico.  
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Figura 29. Cromatogramas de filtración en gel para VLPs de VP2. La línea media 

representa el máximo de absorbancia alrededor a los 74 minutos.  

       A                                                                            B 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 30. Cromatogramas de filtración en gel para VLPs de 307 ST-TEV. La línea media 

representa el máximo de absorbancia. Panel A: 307-ST-TEV, Panel B: 307-ST-TEV 

proteolizada, relación molar 1:5 ON a 4°C, se observa una protuberancia alrededor del 

minuto 100 que podría corresponder a la TEVp o a una fracción de proteína 

desensamblada. 

Ensambles de 
307-ST-TEV. 

Tiempo de 
retención ~74 
minutos 

Ensambles 
de 307-ST-
TEV 
proteolizada. 

Tiempo de 
retención ~72 
minutos 

Ensambles 
de VP2. 

Tiempo de 
retención ~72 
minutos 
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Figura 31. Distribución de 
tamaño de partícula 
mediante DLS para la 
fracción de mayor 
absorbancia purificada 
mediante cromatografía de 
exclusión molecular. 

Panel A: VLPs de 307-ST-
TEV.  

Panel B: VLPs de 307-ST-
TEV proteolizada. 

 

 

 

6.8 FORMACIÓN DEL COMPLEJO sf-GFP-SCb CON 307-ST-TEV  

Los ensambles de la quimera fueron conjugados con la contraparte sf-GFP-SCb 

para efectuar la reacción de SpyCatcher/SpyTag. Las VLPs ensambladas y 

decoradas se separaron de los intermediarios mediante cromatografía de 

exclusión por tamaño (SEC). Para las VLPs conjugadas con sf-GFP-SCb se utilizó la 

columna Superdex 200 grado preparativo ya que el tiempo de retención de la sf-

GFP-SCb en la columna Sephacryl S-500 HR es de 76 min, muy cercano al tiempo 

de retención de las VLPs. Por lo que no es capaz de separar las VLPs de la proteína 

a acoplar (Figura 32), además, para poder medir en una curva patrón la 

fluorescencia de la proteína acoplada, necesitamos quitar todo el remanente de 

la proteína que no reaccionó. El acoplamiento mediante el sistema 

SpyCatcher/SpyTag se realizó en las condiciones reportadas por colaboradores del 

grupo de trabajo (Cayetano et al., 2018). 

A 

Ensambles de 
307-ST-TEV Tamaño promedio  

23.1 ± 4.6 nm 

B 

Ensambles de 
307-ST-TEV 
proteolizada 

Tamaño promedio  
26.0 ± 5.4 nm 
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Figura 32. Cromatograma de filtración en gel de sf-GFP-SCb con la columna Sephacryl S-
500 HR. 
 
 

6.8.1  PURIFICACIÓN DE VLPS DECORADAS POR CROMATOGRAFÍA DE 

EXCLUSIÓN MOLECULAR 

El producto de la reacción de conjugación se microfiltró a través de una 

membrana de 0.22 µm. No se determinó la concentración de proteína por BCA 

antes y   después   de   cada   etapa   de   microfiltración, tampoco se observó 

precipitación de proteína a simple vista, está reportado que el porcentaje de 

recuperación de proteína en PBS-Arg 0.2 M y pH 7.4 es del 98% y en este caso se 

filtró por protocolo de cuidado de la columna (Sánchez-Rodríguez et al., 2016). 

Despues se cargó en una columna Superdex 200 equilibrada con amortiguador 

PBS-Arg. Se utilizó esta columna puesto que tiene el grado de resolución 

necesario, separar proteínas con pesos moleculares (Mr) que van de 10 a 600 kDa, 

para separar toda la proteína sf-GFP-SCb que no reaccionó.  

La separación de proteínas se siguió por absorbancia a 280 nm, y se recolectaron 

fracciones de 2 mL en el pico de máxima absorbancia y se midieron mediante DLS 

(Figura 33). 

 

 

 

sf-GFP-SC 

Tiempo de 
retención ~76 
minutos 
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Figura 33. Cromatogramas de filtración en gel con la columna Superdex 200 grado 

preparativo. Panel A: VLPs de 307-ST-TEV conjugada con sf-GFP-SCb (1:1.8) tiempo de 

retención 56 minutos. Panel B: VLPs de 307-ST-TEV proteolizada relación molar (1:5) ON a 

4°C y posteriormente conjugada con sf-GFP-SCb (1:1.8). Panel C: proteína sf-GFP-SCb.  

 

A 

Ensambles de 
307-ST-TEV 
conjugada. 

Tiempo de 
retención ~56 
minutos 

B 

Ensambles de 
307-ST-TEV 
proteolizada y 
conjugada. 

Tiempo de 
retención ~54 
minutos 

C 

sf-GFP-SC 

Tiempo de 
retención ~83 
minutos 
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En la Figura 34 panel A se muestra el cromatograma para las VLPs de la proteína 

307-ST-TEV decorada con la proteína fluorescente. El tiempo de retención 

promedio donde se presenta el máximo de absorbancia es de ~56 min. En el panel 

B se muestra el cromatograma de las VLPs proteolizadas (proteasa ON a 4°C, sin 

agitación y a una relación molar 1:5 de VLPs contra proteasa) y decoradas con la 

proteína fluorescente, el tiempo de retención cambió a ~54 min, tiempo 

nuevamente menor al obtenido por 307-ST-TEV, lo que sugiere la presencia de 

partículas con un diámetro ligeramente más grande. Finalmente, el panel C 

muestra la elución de la proteína verde fluorescente con un tiempo de retención 

promedio de 83 minutos.  El tiempo de retención para la partícula sin conjugar no 

fue medido. 

 

 

 

De acuerdo con la Figura 34, se encontró que las partículas de 307-ST-TEV 

presentaban un diámetro de partícula de 31.1 ± 6.7 nm, mientras que las mismas 

partículas proteolizadas con TEV mostraron un tamaño promedio de 34.1 ± 7.3 nm, 

A 

Ensambles de 
307-ST-TEV 
decorada con 
sf-GFP-SC 

B 

Ensambles de 
307-ST-TEV 
proteolizada y 
decorada con 
sf-GFP-SC 

Tamaño promedio  
31.1 ± 6.7 nm 

Tamaño promedio  
34.1 ± 7.3 nm 

Figura 34. Distribución de 
tamaño de partícula mediante 
DLS para la fracción de mayor 
absorbancia purificada mediante 
cromatografía de exclusión 
molecular. 

Panel A: VLPs de 307-ST-TEV 
decorada con sf-GFP-SC.  

 

Figura 34. Distribución de 
tamaño de partícula mediante 
DLS para la fracción de mayor 
absorbancia purificada mediante 
cromatografía de exclusión 
molecular. 

Panel B: VLPs de 307-ST-TEV 
proteolizada y decorada con sf-
GFP-SC.  
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muy cercanos a los valores antes reportados para las partículas VLPs de la quimera 

de VP2 con sfGFP fusionada genéticamente (Bustos-Jaimes et al., 2017). 

Nuestro grupo de trabajo ha reportado una quimera de VP2 que tenía en el asa 

301-313 a la proteína sfGFP fusionada genéticamente mediante espaciadores 

(linkers). Las VLPs de la quimera fluorescente mostraron un diámetro de 32.7 ± 4.5 

nm (Bustos-Jaimes et al., 2017). Por otra parte, la implementación del sistema 

SpyTag/SpyCatcher permitió unir una a-glucosidasa a la superficie de VLPs en el 

extremo N-terminal de VP2, y supone una ventaja pues la actividad catalítica de 

una enzima no se ve comprometida por las duras condiciones de purificación 

usadas para VP2. Las VLPs decoradas con a-glucosidasa mostraron un diámetro 

de 42.1 ± 9.1 nm (Cayetano-Cruz et al., 2019). Los ejemplos anteriores demuestran 

que aún con modificaciones en ambas posiciones, las proteínas quiméricas 

retienen su competencia para formar VLPs. Finalmente, se ha reportado otra 

quimera que incorpora el péptido PreS1 en el extremo N-terminal de VP2. Este 

péptido se deriva del virus de la hepatitis B (VHB), y consiste únicamente de los 

residuos 21-47 del dominio N-terminal de la proteína del antígeno de superficie 

viral (HBsAg), y permite el reconocimiento de alta especificidad en líneas celulares 

de hepatocitos humanos. Para visualizar la interacción e internalización de las 

partículas con el péptido PreS121-47, se generó una VLP “híbrida” que también 

contuviera como pieza de autoensamble a VP2-SpyTag en el extremo N-terminal, 

y producir el producto bioortogonal covalente conjugando con sf-GFP-SCb. Las 

VLPs formadas de esta interacción lograron internalizarse en hepatocitos 

humanos y retuvieron su fluorescencia. Estas partículas mostraron un diámetro 

de 35.9 ± 8.2 nm (Cayetano-Cruz et al., 2019). 

 

6.8.2 FLUORESCENCIA DE VLPs Y ANÁLISIS POR SDS-PAGE DEL COMPLEJO 

sf-GFP-SCb:307-ST-TEV 

Se midieron los espectros de emisión de fluorescencia a las VLPs, de acuerdo con 

las condiciones descritas en la metodología e interpolando en una curva estándar 

se obtuvo la masa de sf-GFP presente en la muestra. Se determinó el contenido 

de proteína total mediante BSA para estimar la cantidad de dominios de proteína 
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verde fluorescente acoplados a cada VLP. En la Tabla 5 se encuentran los valores 

de intensidad de fluorescencia en unidades arbitrarias (UA) obtenidas para las 

VLPs conjugadas y el número aproximado de proteína verde fluorescente 

conjugada para cada especie. En el caso de las VLPs formadas a partir de la 

proteína 307-ST-TEV se obtuvo una intensidad de fluorescencia de 57586.4 ± 12.0 

UA a 514 nm, en cambio, para las VLPs con tratamiento (proteasa ON a 4 °C, sin 

agitación y a una relación molar 1:5 de VLPs contra proteasa) se obtuvo una 

intensidad de fluorescencia de 77575.2 ± 21.6 UA a la misma longitud de onda. De 

acuerdo con los datos de fluorescencia obtenidos anteriores, y la curva de 

calibración, se calculó la cantidad de sf-GFP-SCb unida al péptido SpyTag 

asumiendo que no hay apagamiento por la unión de la sfGFP a las VLPs ni por 

interacciones entre los dominios de la propia sfGFP unidos a las partículas. En el 

caso de las VLPs de 307-ST-TEV, la masa de sf-GFP-SCb unida fue de 0.117 mg y la 

masa total de las partículas, sin sf-GFP-SCb, fue de 0.909 mg. El peso molecular 

para sf-GFP-SCb es de 40917.55 mg/mmol y de 65045.87 mg/mmol para 307-ST-

TEV. Se calculó que las masas moleculares para sf-GFP-SCb y 307-ST-TEV sin 

tratamiento alguno corresponden a 2.857 nmol y 15.770 nmol respectivamente, la 

proporción molar de sf-GFP-SCb a 307-ST-TEV, fue calculada de la siguiente 

manera: 2.857 nmol/15.770 nmol = 0.18, que corresponde una ocupación del 18% 

de los sitios posibles de unión. Tomando en cuenta que cada partícula tiene 60 

subunidades de la proteína 307-ST-TEV, el 18% de 60 es 10.9 que fue redondeado 

a 11 unidades acopladas de sf-GFP-SCb por VLP (Tabla 5).  

Respecto a las VLPs de 307-ST-TEV proteolizada, la masa de sf-GFP-SCb unida fue 

de 0.157 mg y la masa total de las partículas, sin sf-GFP-SCb, fue de 0.789 mg. Se 

calculó que las masas moleculares para sf-GFP-SCb y 307-ST-TEV proteolizada 

corresponden a 3.849 nmol y 12.128 nmol respectivamente. La proporción molar 

de sf-GFP-SCb a 307-ST-TEV proteolizada, fue calculada de la siguiente manera: 

3.849 nmol/12.128 nmol = 0.317, correspondiente al 31.7%, y por ende 19 unidades de 

sf-GFP-SCb por VLP fueron acopladas a esta especie (Tabla 5), una cantidad mayor 

a la VLP que no tuvo tratamiento proteolítico. 
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Se esperaba que las VLPs proteolizadas tuvieran un mayor número de moléculas 

fluorescentes acopladas ya que los aminoácidos responsables del enlace 

isopeptídico tendrían mayor libertad en la superficie de la partícula y por ende 

mayor reactividad. Esta hipótesis propuesta se cumplió, recordando que las 60 

subunidades que conforman la VLP tienen un sitio reactivo, aunque la polivalencia 

no llega a ser total o del 100%, sino aproximadamente una tercera parte del total 

para las VLPs cortadas en el asa mediante TEV y una sexta parte para las VLPs con 

la proteína íntegra que tiene el péptido Spy Tag en el asa. 

 

Tabla 5. Datos de fluorescencia obtenidos de las VLPs formadas por las proteínas 307-ST-
TEV, y 307-ST-TEV con tratamiento de proteólisis.  Los datos se adquirieron a partir de la 
fracción del pico colectada en la columna. 

Especie Intensidad de 

fluorescencia 

(UA) a 514 nm 

Masa de 

VLPs 

(mg) 

Masa de 

sf-GFP-

SCb (mg) 

Proporción 

Molar 

# de sf-

GFP-SCb 

unidas por 

VLP 

307-ST-TEV + 

sf-GFP 

57586.4 ± 12.04 0.909 

(2.857 

nmol) 

0.117 

(15.770 

nmol) 

0.18 10.87 

307-ST-TEV 

con proteólisis 

+ sf-GFP 

77575.2 ± 21.65 0.789 

(3.849 

nmol)  

0.157 

(12.128 

nmol) 

0.317 19.04 

 

El acoplamiento de una proteína para la VLP que fue cortada en el asa es parecido 

a las VLPs cuyo N-terminal expone péptidos que contienen sitios antigénicos del 

virus respiratorio sincitial (VSR) flanqueada con un sitio para la proteasa factor Xa 

entre los péptidos heterólogos y la proteína VP2, por el eje de orden 5. Se demostró 

que la cantidad expuesta en la superficie y suponiendo toda la fracción expuesta 

reaccionaría fue de ~35%, es decir, 21 péptidos disponibles para conjugar (Morán-

García et al., 2016). En otro artículo más reciente del grupo de trabajo, una VLP fue 

equipada con 50% del péptido Spy Tag en el N-terminal de VP2, y el resto con un 
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péptido heterólogo, el análisis de fluorescencia reveló que se acoplaron 

aproximadamente 10 unidades de sf-GFP-SC a las posibles 30 subunidades 

disponibles de la VLP, aunque hay que tomar en cuenta que el N-terminal de cada 

subunidad no está siempre expuesto como se mencionó anteriormente 

(Cayetano-Cruz et al., 2019). Este resultado es análogo a la VLP que no recibió 

tratamiento con proteasa. 

Si se realiza la conjugación para la VLP de proteína 307-ST-TEV (~60 kDa) sin cortar, 

con la sf-GFP-SCb (~40 kDa), la suma de los pesos moleculares daría como 

resultado aproximadamente 100 kDa. Este enlace no se lleva a cabo en los 

extremos de la proteína, sino en la parte media, y se ha visto que esto afecta su 

migración electroforética, generando pesos moleculares aparentes mayores al 

esperado. El análisis por SDS-PAGE del experimento del punto 6.9, la conjugación 

de las VLPs con la sf-GFP-SCb, da como resultado lo que se observa en la Figura 

35, carril 4, el producto de la unión entre ambas proteínas, con un peso molecular 

aparente mayor a 180 kDa, que no corresponde con el peso molecular esperado.   

La explicación a este peso anómalo es que la proteína desnaturalizada no 

adquiere una forma lineal sino en forma de letra “Y”, afectando su desplazamiento 

a través de los poros del gel. Se observa que las bandas de los carriles 1 y 3 

(correspondientes a 307-ST-TEV y sf-GFP-SCb respectivamente) reducen 

significativamente su concentración, quedando un leve remanente de estas 

proteínas en el carril 4. En el carril 2 se demuestra que es posible cortar 

completamente 307-ST-TEV si no se efectúan las condiciones para el ensamble, 

provocando que la proteína esté mal plegada e incluso parcialmente 

desnaturalizada. Esto sucedió cuando se llevó a cabo una diálisis incompleta, 

desde el amortiguador de condiciones desnaturalizantes interrumpiendo el 

término a ensamble de VLPs cambiando el amortiguador por agua.  
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Figura 35. Enlace isopeptídico entre 307-ST-TEV y sf-GFP-SCb (en gel de poliacrilamida al 

12%). Carril 1) 307-ST-TEV ~60 kDa; 2) 307-ST-TEV completamente proteolizada (~35 kDa y 

~25 kDa); 3) sf-GFP-SCb (~40 kDa) 4) interacción 307-ST-TEV + sf-GFP-SCb. 

Se analizaron mediante SDS-PAGE al 9% las fracciones correspondientes a los 

picos principales de la purificación por exclusión molecular explicada 

anteriormente. Se comparan las dos VLPs conjugadas, la que no tuvo el 

tratamiento con TEVp y la que sí lo tuvo. En ambos casos se formó una nueva 

banda que surge del enlace isopeptídico, aunque de dos masas distintas (Figura 

36).  

En la Figura 36 carril 5, nuevamente observamos la unión entre 307-ST-TEV y sf-

GFP-SCb (~100 kDa) mediante la aparición de una banda desplazada un poco más 

a la parte inferior de un gel al 9% que es de ~140 kDa, que, aunque sigue sin ser el 

peso molecular esperado, demuestra el corrimiento electroforético para las 

especies que forman un enlace covalente en otro segmento distinto del extremo 

-N o -C terminal. Cuando la proteína 307-ST-TEV es hidrolizada se obtienen dos 

segmentos, uno de ~36 kDa de peso molecular (que contiene el segmento SpyTag 

responsable del enlace isopeptídico) y otro menor de ~24 kDa. De la conjugación 

entre 307-ST-TEV proteolizada (~36 kDa) y la sf-GFP-SCb (~40 kDa) se obtiene la 

interacción en el peso molecular de ~72 kDa que se observa en el gel. 
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En los carriles 5 y 6 se observan barridos de proteína que no se hallan como 

contaminantes en los carriles 1, 2, y 3. Aunque no se sabe con certeza que da lugar 

a las bandas inespecíficas se puede suponer que son fragmentos autoproteolíticos 

de VP2. Esa proteína tiende a autoproteolizarse como se ha podido ver por 

Westernblot (Sánchez-Rodríguez et al., 2012). Es posible que el barrido observado 

sea interacciones de la sf-GFP-SCb con algunos de los restos de la autoproteólisis 

la cual es, aparentemente, común en algunos parvovirus, como el canino.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 36. Enlace isopeptídico entre 307-ST-TEV y sf-GFP-SCb (en gel de agarosa al 9%). 

Carril 1) 307-ST-TEV ~60 kDa; 2) 307-ST-TEV parcialmente proteolizada (aparece 

únicamente el segmento de ~35 kDa; 3) sf-GFP-SCb (40 kDa); 4) Marcador de peso 

molecular (kDa); 5) interacción 307-ST-TEV + sf-GFP-SCb; 6) y 7) interacción 307-ST-TEV 

proteolizada + sf-GFP-SCb. 

 

6.9 CENTRIFUGACIÓN ISOPÍCNICA 

La centrifugación isopícnica es una técnica que permite separar moléculas o 

partículas con base en su densidad en un medio con un gradiente de densidad. El 

equilibrio entre la fuerza centrífuga y la fuerza de difusión provocan que los 

analitos se concentren en la región del gradiente donde su densidad se iguala con 

la densidad de la solución que los rodea.  
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Sánchez-Rodríguez y colaboradores identificaron dos bandas características en 

las muestras de VP2 sometidas a un gradiente de CsCl, y caracterizaron 

exhaustivamente las especies presentes en dichas bandas mediante técnicas 

como TEM. La banda superior con aspecto difuso presenta una densidad 

característica de aproximadamente 1.22 g/mL y está formada por especies 

intermediarias. Por otro lado, la banda inferior presenta una densidad de 

aproximadamente 1.28 g/mL y concentra a un conjunto uniforme de VLPs por lo 

cual es una banda muy definida y claramente observable. 

Se realizó la ultracentrifugación isopícnica por dos motivos, el primero fue saber si 

las cápsides formadas a partir de 307-ST-TEV sin proteolizar y ésta misma cápside 

proteolizada, forman VLPs. La evidencia de que se formaron sería observar las 

bandas anteriormente descritas en el gradiente. En la Figura 37 se pueden 

observar las dos bandas anteriormente reportadas en cada tubo: la banda inferior 

más densa, compacta y abundante perteneciente a las VLPs correctamente 

ensambladas, y en la banda superior con menor densidad, más amplia y difusa los 

intermediarios de ensamble. Otro motivo para realizar el experimento fue probar 

que las partículas eran capaces de coensamblar con VP2 u otra quimera de esta 

proteína.  

En el experimento se dializaron, para el proceso de ensamble, 4 muestras distintas: 

307-ST-TEV, 307-ST-TEV:VP2 (3:1), 307-ST-TEV:VP2 (1:1) y VP2 como control y éstas 

mismas con tratamiento (proteasa ON a 4 °C, sin agitación y a una relación molar 

1:10 de VLPs contra proteasa). 

Antes de que cada muestra se sometiera a la centrifugación, se midieron los radios 

hidrodinámicos por DLS, para verificar que el tamaño era acorde al tamaño de las 

VLPs. (Tabla 6). Se puede observar para las muestras proteolizadas, que la banda 

de intermediarios es poco clara y parece estar más cercana a la banda de VLPs 

(Figura 38). 

Los resultados de la Tabla 6 muestran los valores de densidad para la banda 

inferior formada únicamente por VP2 (1.28 g/mL), las VLPs formadas a partir de 

VP2 y 307-ST-TEV no muestran algún incremento notable de densidad siendo 
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307-ST-TEV | 307-ST-TEV:VP2 | 307-ST-TEV:VP2 |       VP2                                              
...........................              .(3:1 M)                  ..-(1:1 M)                                   

Intermediarios  

VLPs 

 307-ST-TEV   |  307-ST-TEV:VP2 | 307-ST-TEV:VP2 |      VP2                                              
..........................                  . (3:1).   .    ......--        (1:1)                                   

Intermediarios  

VLPs 

cercanos a los valores previamente reportados por el grupo de trabajo (Sánchez-

Rodríguez et al., 2012, 2014). 

   

 

Figura 37. Ultracentifugación isopícnica en gradientes de CsCl. Gradientes de CsCl. De 
izquierda a derecha: Ensambles de proteína sin proteólisis: 307-ST-TEV, 307-ST-TEV:VP2 
(3:1), VP2:307-ST-TEV (1:1), VP2. Las flechas corresponden a las bandas formadas. 

 

 

Figura 38. Ultracentifugación isopícnica en gradientes de CsCl. Gradientes de CsCl. De 
izquierda a derecha: Ensambles de proteína con TEV (1:10) ON: 307-ST-TEV, 307-ST-TEV:VP2 
(3:1), VP2:307-ST-TEV (1:1), VP2. Las flechas corresponden a las bandas formadas. 
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Tabla 7. Medición del radio hidrodinámico antes de la centrifugación isopícnica. Y 
densidades de las bandas.  

 

 

 

Las bandas que corresponden a las VLPs proteolizadas se analizaron mediante 

SDS-PAGE y se muestran en la Figura 39. Para el carril 5, 100% de la quimera, se 

obtuvo una hidrólisis del 33%. Para el carril 6, 75% de ST-TEV y restante con VP2, la 

hidrólisis fue de 19.4%, la incorporación aparente de VP2 fue de 24.3% lo que es 

muy cercano al valor teórico planeado. Para el carril 7, 50% de ST-TEV y restante 

con VP2, el grado de hidrólisis fue de 24.8% y la incorporación de VP2 fue de 38.7%.  

Por lo que se constató que, en el caso de los coensambles, las partículas obtenidas 

sí incorporan la proteína VP2 y 307-ST-TEV en una proporción aproximada a la que 

fue planeada para la formación de las VLPs.  

 

 

 

 

 

Proteínas 
ensambladas 

Tamaño por DLS (% 
volumen) 

Densidad de banda 
superior (g/mL) 

Densidad de banda 
inferior (g/mL) 

307-ST-TEV 21.27 ± 4.93 1.24 1.29 
307-ST-TEV 

proteolizada 23.38 ± 4.33 1.25 1.28 

307-ST-TEV- VP2 
(4:1) 

21.93 ± 4.51 1.24 1.29 

307-ST-TEV- VP2 
(4:1) proteolizada 23.48 ± 3.46 1.25 1.30 

307-ST-TEV- VP2 
(1:1) 22.73 ± 4.82 1.24 1.29 

307-ST-TEV- VP2 
(1:1) proteolizada 

24.02 ± 3.73 1.25 1.30 

VP2 23.02 ± 3.63 1.24 1.29 
VP2 + TEV 24.31 ± 4.08 1.24 1.27 
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Figura 39. SDS-PAGE de las bandas obtenidas por gradientes. Ensambles sin proteólisis, 

carriles:  1) 307-ST-TEV, 2) 307-ST-TEV:VP2 (3:1), 3) VP2:307-ST-TEV (1:1), 4 ) VP2. Ensambles 

con proteólisis (1:5 ON), carriles 5) 307-ST-TEV, 6) 307-ST-TEV:VP2 (3:1), 7 ) VP2:307-ST-TEV 

(1:1), 8) VP2.   

 

6.10 ANÁLISIS POR AFM 

Para confirmar la presencia de VLPs, además de las mediciones por DLS y la 

centrifugación isopícnica, las partículas ensambladas se analizaron por AFM. Esta 

técnica puede mostrar, además de la presencia y el tamaño de las VLP, cambios 

notables en la superficie de las partículas. La sonda utilizada aquí permite 

imágenes de alta resolución de las VLP analizadas. Las imágenes AFM de la VLP 

307-ST-TEV revelan una estructura esférica característica de los virus icosaédricos 

aparentemente entre 20-25 nm de diámetro (Figura 40 panel A). Las imágenes 

de AFM de la VLP 307-ST-TEV proteolizada permite observar también una 

estructura esférica aparente de ~25 nm de diámetro (Figura 40 panel B), estos 

datos concuerdan con las mediciones obtenidas mediante DLS. 
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.             

Figura 40. A) Diámetros de las VLPs 307-ST-TEV por AFM para las partículas A, 23 nm, B, 

25 nm, y C, 24 nm. B) Diámetros por AFM para las partículas quiméricas proteolizadas: A, 

25 nm; B, C, D y E, 26 nm. 

 
6.11 ESTABILIDAD DE VLPS DE 307-ST-TEV 

La desnaturalización química involucra un conjunto de interacciones un poco 

diferentes a las responsables de la formación de los estados plegados de las 

proteínas. Desde las interacciones específicas en una secuencia de aminoácidos 

de una cadena en particular: formación de puentes de hidrógeno, puentes salinos, 

hasta la disposición detallada de las cadenas laterales hidrófobas dentro del 

glóbulo de la proteína. Por el contrario, la acción de los desnaturalizantes químicos 

está relacionada con un proceso inespecífico de interacciones del esqueleto 

proteico relativamente no polar. Los desnaturalizantes interaccionan con regiones 

hidrófobas de diferentes partes de la proteína y al aumentar su concentración 

estabiliza los estados desnaturalizados por facilitar la solvatación de superficies no 

polares (England & Haran, 2011). El guanidinio en particular tiende a interactuar 

con regiones hidrofóbicas de una proteína a través de su superficie plana no polar, 

mientras expone sus bordes polares/cargados al solvente.  

 

A B 
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Las muestras se incubaron a distintas concentraciones del agente caotrópico 

GuHCl. El cambio en el tamaño de diámetro, el cual usamos como medida de la 

integridad de las VLPs, se siguió por DLS (Figuras 41 y 42).   

 

Se pudo observar que desde 1 M de GuHCl, ambos tipos de VLPs disminuyeron sus 

tamaños a ~18 y ~16 nm para las especies no proteolizadas y proteolizadas 

respectivamente. Estos tamaños, al menos el de la especie proteolizada, coincide 

con el tamaño de intermediarios de ensamble, como capsómeros y oligo 

capsómeros, mientras que la especie sin tratamiento proteolítico podría haber 

perdido algunos capsómeros, pero igualmente mostraron un cambio importante. 

A 3.0 M del agente caotrópico aparecieron cambios más notorios, pues aparecen 

poblaciones minoritarias de menor tamaño, que podrían ser capsómeros 

(trímeros) o incluso monómeros y dímeros parcialmente plegados. A esta 

concentración, 3 M de GuHCl, aparecieron dos poblaciones para los dos tipos de 

partículas, en la especie sin tratamiento aparecieron lecturas de ~21 nm (90% del 

total de mediciones) y otra de 2 nm (10% del total de mediciones). Para la especie 

proteolizada a 3 M la especie mayoritaria fue de 2.4 nm (74% del total de 

mediciones) y otra de ~22 nm (26% del total de mediciones). Esta concentración 

de GuHCl es relativamente baja para suponer un desplegamiento del núcleo de 

la proteína VP2, el cual no fue modificado por la inserción del elemento heterólogo 

en el asa 301-313. Valga decir que la VP2 silvestre requiere más de 4 M de GuHCl 

para comenzar a desplegarse (Santillán-Uribe et al., 2016). Por otra parte, este 

resultado se contrapone con el resultado observado a 1 M de GuHCl, por lo que es 

posible que las especies de 22 nm sean oligocapsómeros formando especies 

aberrantes debido a la presencia del agente caotrópico. Finalmente, a 5 y 6 M de 

GuHCl las partículas sin tratamiento aumentaron el radio hidrodinámico más que 

las especies proteolizadas. La proteína de 595 residuos es cortada en dos 

segmentos de 334 y 261 residuos. Así, mientras la proteína no proteolizada consta 

de una cadena larga que al desplegarse puede tener un diámetro hidrodinámico 

de ~50 nm, las especies proteolizadas solo pueden formar especies de diámetros 

menores y similares entre ellas. 
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Figura 41. Gráfica de los diámetros hidrodinámicos por DLS obtenidos en el ensayo de 
estabilidad de VLPs de 307-ST-TEV. Evaluación en concentraciones crecientes de GuHCl.  
Una segunda población se marca en las concentraciones con asterisco.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                                                                                                                                 
Figura 42. Gráfica de los diámetros hidrodinámicos por DLS obtenidos en el ensayo de 
estabilidad de VLPs de 307-ST-TEV con proteólisis (1:5). Evaluación en concentraciones 
crecientes de GuHCl. Una segunda población se marca en las concentraciones con 
asterisco. 
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7. CONCLUSIONES 
 

• Se obtuvieron partículas tipo virus (VLPs) de la proteína quimérica 307 ST-

TEV in vitro. Demostramos que la inserción del péptido SpyTag en el asa 

301-313, flanqueada por un sitio de corte para la proteasa no impide la 

formación de las VLPs y que dicho péptido es funcional ya sea fijo en el asa 

o liberado mediante el corte proteolítico con TEV.  

• La proteólisis a diferentes relaciones molares en VLPs con 100% de la 

quimera no es total, se propone como explicación que existe un 

impedimento estérico para que la proteasa acceda a todos los sitios 

posibles. 

• Se confirmó la bioconjugación de sfGFP con la quimera 307 ST-TEV 

mediante SDS-PAGE, y se estimó la cantidad de dominios de sfGFP 

acoplados a la VLP. Se encontró que las partículas con tratamiento 

proteolítico acoplaron un mayor número de proteínas verdes fluorescentes 

(31.7% contra un 18% sin tratamiento) de acuerdo con la hipótesis inicial. 

• El uso del sistema SpyTag/SpyCatcher para unir una proteína fluorescente 

a la superficie de las VLPs es una excelente opción para decorar la partícula 

cuando la funcionalidad de la proteína se ve comprometida debido a las 

duras condiciones de purificación de VP2. 

• La proteína quimérica es capaz de formar coensambles, es decir, VLPs en 

presencia de VP2 a diversas proporciones.  

• Las VLPs a las cuales se les hizo un corte proteolítico en el asa son capaces 

de conservar su estructura de acuerdo a lo observado en DLS, AFM y SEC. 

Sin embargo, al medir la estabilidad con agentes caotrópicos las VLPs 

comienzan a desestabilizarse desde 1 M y los cambios más drásticos 

sucedieron a partir de 3 M de GuHCl. 
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8. PERSPECTIVAS 
 

En el presente trabajo no se pudieron elaborar microscopías de transmisión 

electrónica debido a la suspensión de labores y actividades en la pandemia. Poder 

obtener alguna imagen nos permitiría conocer peculiaridades de la partícula, 

como la distribución de tamaños en la población, la simetría, y el acoplamiento de 

la sfGFP. Estudios recientes por microscopía electrónica de transmisión 

demostraron que la quimera 307-ST-TEV forma VLPs con la morfología esférica 

típica (Santillán-Uribe, comunicación personal). Es de interés evaluar si las VLPs 

proteolizadas y bioconjugadas mantienen su estructura como ya lo indica el 

análisis por AFM. 

Ensamblar la quimera con el sitio de corte TEV junto con otra quimera con algún 

péptido de internalización para una línea celular o tejido específico de interés 

biomédico. Se podría evaluar la estabilidad, integridad y funcionalidad de VLPs a 

determinadas temperaturas. El acoplamiento de la proteína verde fluorescente 

nuevamente podría medirse y la presencia en una célula se podría detectar de 

manera sencilla experimentalmente.  
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10. ANEXO 

A.1 MATERIALES 

1,4-Ditiotreitol (DTT) Fenol Saturado con Tris-HCl 

Acetato de Potasio (KCH3CO2) 
Fosfato de Potasio monobásico 
(KH2PO4) 

Ácido bicinconínico Kit (BSA) Fosfato de Sodio dibásico (Na2HPO4) 

Ácido clorhídrico Fosfato de Sodio monobásico 
(NaH2PO4) 

Ácido etilendiaminotetraacético (EDTA) Glicerol 

Agar bacteriológico Glucosa 

Agarosa UltraPure® Hidróxido de sodio (NaOH) 

Albúmina Imidazol 

Ampicilina Isopropanol 

Bromuro de etidio Isopropil-1-tio-β-D-galactopiranósido 
(IPTG) 

Cloranfenicol L-Arginina 

Clorhidrato de Guanidina (GuHCl) Ligasa de ADN de T4 

Cloroformo Lisozima 

Cloruro de Cesio (CsCl) Matriz para cromatografía de afinidad 
ProtinoTM Ni-TED 

Cloruro de Potasio (KCl) Matriz para cromatografía de exclusión 
molecular GE Sephacryl S-500 HR 

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

Cutsmart (Amortiguador para digestión 
enzimática) Membrana para diálisis 

Dimetilsulfóxido (DMSO) Metanol 

ADN Polimerasa de alta fidelidad 
(HFTaq) Sulfato de Níquel (NiSO4) 

dNTP Mix Tris-HCl 

Dodecilsulfato de Sodio (SDS) Tritón X-100 

Etanol  
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A.2 INSTRUMENTOS Y EQUIPO 

Instrumento o equipo Marca 

Amicon Ultra-15 (30 kDa)  Millipore 

Balanza analítica BP 221S  Sartorius 

Balanza de dos platos Ohaus 

Baño Refrigerante Hoefer Scientific Instruments 

Centrifuga refrigerada 5702 R  Eppendorf 

Centrifuga refrigerada RC 6+  Thermo Scientific Instruments 
 

Cromatógrafo de líquidos de alta 
resolución  

Waters 

Cromatografía líquida de proteínas a 
alta velocidad (FPLC) Äkta 

Äkta 

Espectrofluorómetro PC1  ISS 

Espectrofotómetro Biochrome Libra 

Fuente de poder PS 500XT  Hoefer Scientific Instruments 

Incubadora MaxQ400 Thermo Scientific 

Microcentrífuga refrigerada 5418  Eppendorf 
 

Micro pipetas (1, 2.5, 10, 100, 200, 1000)  Eppendorf/Gilson 

Microscopio de fuerza atómica Innova Vecco Instruments Inc 

Potenciómetro pH 700  Oakton 

Speed Vac SC110  Savant 

Sonicador CPX 750  Cole Parmer 

Termociclador T100®  BIO RAD 

Termomixer confort  Eppendorf 

Trans-iluminador UV T1203  Sigma 

Vórtex Gilson 

Zetataiser μV Malvern Instruments 
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A.3 CEPAS 

E. coli Genotipo Fuente 

BL21(DE3) 

 

F- ompT- hsdSB(rB- mB-) gal dcm 
(λclts857 ind Sam7 nin5 lacUV5-T7 
gene 1) 

Novagen 

BL21(DE3)pLysS F–, ompT, hsdSB (rB–, mB–), dcm, gal, 
λ(DE3), pLysS, Cmr 

Promega 

DH5α 

 

F- φ 80lacZ ΔM15 Δ(lacZYA-argF) U169 
recA1 endA1 hsdR17(rK-, mK+) phoA 
supE44 λ- thi-1 gyrA96 relA1 

Invitrogen 

 

BL21-CodonPlus(DE3)-
RIL 

F– ompT hsdS(rB – mB – ) dcm+ Tetr gal 
λ(DE3) endA Hte [argU ileY leuW Camr 

Agilent 

 

A.4 PREPARACIÓN DE CÉLULAS QUIMIOCOMPETENTES 

1.    Se creció un cultivo Over Night (ON) en placa con medio Luria Bertani (LB) 

sin antibiótico de la bacteria de interés (estrías por agotamiento). 

2. Se eligió una colonia aislada y se inoculó 10 mL de medio LB sin antibiótico 

y se dejó ON. 

3. Se diluyó el cultivo 1:100 en medio LB sin antibiótico: se tomaron 500 µL del 

medio y se inoculan en 50 mL de medio LB. 

4. Se incubó con agitación orbital de 220 rpm a 37 °C hasta una densidad 

óptica de 600 nm (D.O. 600). 

5. Posterior a estos pasos se trabajó en área estéril (campana de flujo laminar) 

y lo más frío posible.  

6. Inmediatamente después de retirar de la incubadora, se colocó el matraz 

en hielo y se cosechan las células por centrifugación a 4000 rpm durante 15 

minutos a 4 °C. 

7. Se decantó el medio y se resuspendieron las células en el volumen original 

del amortiguador de lavado frío (CaCl2 500 mM y glicerol al 15%) 

8. Se centrifugó a 4000 rpm durante 15 minutos a 4 °C. 

9. Se decantó la solución y se resuspendieron las células en el volumen 

original de amortiguador de lavado frío. 

10. Se incuban en hielo durante 30 minutos. 
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11. Se cosechan las células a 4000 r.pm. durante 15 minutos 

12. Se decantó la solución y se resuspendió el pellet en 3 mL de amortiguador 

de lavado frío. 

13. Se alicuotaron 60 µL de las células en Eppendorf de 600 µL. Conforme se 

realiza este paso se sumergen en hielo seco-metanol. 

14. Se guardan a -70 °C.  

 

A.5 TRANSFORMACIÓN DE CÉLULAS QUIMIOCOMPETENTES 

1. Se tomó un tubo con 60 μL de células quimiocompetentes de E. coli 

BL21(DE3), almacenadas a -70°C y se colocaron en hielo. En condiciones de 

esterilidad se les agregaron 2 μL del plásmido resuspendido en agua estéril y se 

incubaron en hielo por 30 min. 

2. Pasado este primer tiempo de incubación, las células se pusieron a incubar 

inmediatamente en un termomixer previamente calentado a 42°C por 60 s para 

generar el choque térmico. 

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

2 min y nuevamente se le agregaron 250 μL de medio LB. Posteriormente se 

incubó el tubo a 37°C por 1.5 h con agitación orbital a 250 rpm. 

4. Después de la etapa de recuperación se procedió a inocular las células en 

placas de medio LB con ampicilina (100 μg/mL), para lo cual se añaden 25, 50 o 100 

μL del medio con células en cada caja y se le distribuye mediante perlas de vidrio 

estériles para favorecer la obtención de colonias aisladas. 

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

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

presentaron colonias y se las colocó en el cuarto frío a 5°C para retrasar su 

crecimiento. 
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A.6 PROTOCOLO DE PURIFICACIÓN DE ADN PLASMÍDICO (MINIPREP) 

1. Se seleccionó una colonia aislada y se le puso a crecer en tubos de 10 mL 

con medio LB y el antibiótico de selección, hasta que alcanzaron una densidad 

óptica de 0.6 a 600 nm. 

2. En este punto se tomaron 10 mL del cultivo para preparar y se centrifugó 

en tubos Falcon de 15 mL a 4000 r.p.m. durante 2 min, se descartó el 

sobrenadante. 

3.  Al pellet obtenido se lo resuspendió en 200 μL de una solución para lisis 

celular, compuesta de: glucosa 50 mM, Tris-HCL 25 mM a pH 8, EDTA 10 mM y 5 

mg/mL de lisozima. Ya mezclado se incubó a 37°C durante 30 min. 

4.  Una vez que pasó el tiempo de incubación, se le adicionaron 400 μL de una 

solución de NaOH 0.2 M y SDS al 4%. Se utilizó un vortex para homogenizar la 

solución y se la puso a incubar en hielo durante 10 min. 

5.  Después de que transcurrieron los 10 min se le agregaron 150 μL de una 

solución 5 M de acetato de potasio (pH 5) y nuevamente se puso a incubar por 

otros 10 min. 

 6.  Para separar el ADN plasmídico de los restos celulares, se centrifugó el tubo 

falcon a 4000 r.p.m. durante 5 min a temperatura ambiente. Al final se toman 

aproximadamente 750 μL del sobrenadante y se los puso en un tubo eppendorf 

nuevo. 

7. A este sobrenadante se le agregó el mismo volumen de solución 

fenol/cloroformo saturado de amortiguador y se mezcló invirtiendo el tubo 

suavemente. Para separar el ADN plasmídico de proteínas y otros restos celulares 

se centrifugó a 14,000 r.p.m. por 5 min. 

8. Después de la formación de las dos fases, se tomó la fase superior que es la 

fase acuosa, que contiene el ADN plasmídico. De ésta, se tomó el mayor volumen 

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

volumen igual de isopropanol en un tubo nuevo y se lo dejó incubando a 5°C por 

3 h. 

10. Posteriormente se recolectó el ADN plasmídico mediante centrifugación 

(14000 rpm durante 15 min) a temperatura ambiente. Se descartó el sobrenadante 

y al pellet obtenido se lo lavó con etanol al 80%; este paso se repitió otras 2 veces. 

Por último, el ADN se secó al vacío en el equipo de liofilización Speed Vac. 

11. Finalmente, se resuspendió el ADN plasmídico en 25 μL de agua 

desionizada estéril y se le agregó 0.5 μL de ARNsa para eliminar cualquier resto de 

ARN que pudiera tener. Se incubó por 1 h a 37°C antes de guardarlo o volverlo a 

liofilizar, dependiendo si el uso es inmediato o no. 

 

A.7 PROTOCOLO DE EXPRESIÓN Y PURIFICACIÓN DE LA PROTEASA TEV 

El plásmido que codifica a la proteasa TEV carente de los últimos 4 residuos C-

terminal para evitar autoproteólisis (pMHTΔ238 TEV), está subclonado entre los 

sitios de restricción XhoI y XbaI del vector de expresión pBR322 con casete de 

resistencia a kanamicina, y que codifica para MBP-His7-TEV (Figura 43). La 

expresión se llevó a cabo en E. coli BL21 RIL en medio mínimo MDAG ON a 37 °C. 

 
 

 

Figura 43. El plásmido pMHT238Δ 

dentro del pBR322 con casete de 

resistencia a kanamicina, codifica para 

MBP-His7-TEV: proteína de unión a 

maltosa (MBP), 7 residuos de histidina 

(His7) y la TEVp con un sitio de corte para 

la TEVp entre MBP y la secuencia His7. 
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• Medio MDAG 

 

 Vf = 50 mL 

MgSO4 1 M 0.1 mL 

Solución de metales traza 1000X 0.01 mL 

Solución 50X M  1 mL 

Glucosa 20% 2 mL 

Ácido aspártico 25% 0.75 mL 

Añadir agua estéril cuanto baste para 50 mL 

 

• Solución de metales traza 1000X 

 

*Todas las soluciones deben esterilizarse a excepción del 0.1 M FeCl3 y guardarse a 

temperatura ambiente. Para preparar 100 mL añadir los mL requeridos de 

solución Stock 

Compuesto Químico y 

fórmula 

Peso 

molecular 

(g/mol) 

Solución 

stock 

(mL) 

Masa para 

20 mL de 

solución 

stock 

(g) 

Concentración 

de la Solución 

Stock (M) 

Cloruro de Hierro 

hexahidratado 

(FeCl3•6H2O) disuelto en 

0.1 M de HCl 

270.30 * 0.5400 0.1 

Cloruro de calcio (CaCl2) 110.99 2.0 2.2198 1.0 

Cloruro de manganeso 

tetrahidratado 

(MnCl2•4H2O) 

197.91 1.0 3.9580 1.0 
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Sulfato de zinc 

(ZnSO4•7 H2O) 

287.56 1.0 5.7510 1.0 

Cloruro de cobalto 

hexahidratado 

(CoCl2•6H2O) 

237.95 1.0 0.9517 0.2 

Cloruro de Cobre (CuCl2) 170.48 2.0 0.3409 0.1 

Cloruro de Níquel (NiCl2) 237.72 1.0 0.9510 0.2 

Molibdato de sodio 

pentahidratado 

(Na2MoO4•5H2O) 

241.98 2.0 0.4839 0.1 

Selenito de sodio 

pentahidratado 

(Na2SeO3•5 H2O) 

263.03 2.0 0.5260 0.1 

Ácido Bórico (H3BO3) 61.83 2.0 0.1236 0.1 

 

 

• Solución 50X M  

 

 Vf = 10 mL Peso molecular 50X 

Na2HPO4 1.775 g 142 1.25 M 

KH2PO4 1.7 g 136.1 1.25 M 

NH4Cl 1.34 g 53.49 1.25 M 

Na2SO4 0.355 g 142 0.25 M 

Esterilizar en autoclave 

 

Posteriormente se agregó el inoculo inicial a 1 L de medio “Terrific Broth” (pH 7) 

para autoinducción durante 12 h a 37 °C sin monitoreo adicional, se agregaron 100 

µg/mL de kanamicina y 34 µg/mL de cloranfenicol para seleccionar las clonas 

transformadas. 
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• “Terrific Broth” para auto-inducción 

 

 Vf = 1000 mL 

Triptona 12 g 

Extracto de levadura 24 g 

Glicerol 8 mL 

K2HPO4 9.4 g 

KH2PO4 2.2 g 

Esterilizar en autoclave y después añadir las siguientes soluciones estériles 

Lactosa 12.5 mL Solución al 20% 

Glucosa 3.75 mL Solución al 20% 

MgSO4 1 mL Solución 1 M 

 

Se centrifugaron las células a 5.000 rpm durante 10 min y se resuspendió el 

sedimento celular en Amortiguador ATEV (0.5 M NaCl, 0.05 M K2HPO4, 0.3 M DTT, 

0.02 M Imidazol) en una proporción de 6 mL de amortiguador por gramo de pasta 

celular. Posteriormente se sonicó en cama de hielo con pulsos de 20 s y pausas de    

30 s durante 20 min y se centrifugaron a 15000 rpm por 20 min a 4 °C para 

recuperar la proteína ubicada en el sobrenadante. Al verificarse la sobreexpresión 

de la proteína mediante SDS-PAGE, se observan dos bandas principales: TEVp de 

~26 kDa y la MBP autoescindida de ~42 KDa (Figura 44). 

La purificación de la proteasa se realizó con el sobrenadante recuperado y se cargó 

a una columna de afinidad Protino His Trap (5 mL) acoplada a un sistema FPLC y 

equilibrada previamente con Amortiguador ATEV (NaCl 0.5 M, K2HPO4 0.05 M, DTT 

0.3 M, Imidazol 0.02 M pH=7.5). La columna se lavó con 8 volúmenes de 

Amortiguador ATEV, después la proteína se eluyó con Amortiguador BTEV (NaCl 0.5 

M, K2HPO4 0.05 M, DTT 0.3 M, Imidazol 0.5 M). 
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Figura 45. SDS-PAGE de las 

fracciones colectadas al 

momento de eluir la proteína de 

interés ~26 kDa, con la solución 

de alta concentración de 

imidazol. 

 

 

Las fracciones que presentaron una señal de UV a 280 nm mayor a 200 mUA 

fueron colectadas y mediante SDS-PAGE se separaron las fracciones con la 

proteína de interés (Figura 45). Después de verificar el peso molecular buscado se 

concentraron para finalmente dializarla contra amortiguador Tris 50 mM, EDTA 

0.5mM y DTT 1 mM a pH 8, se cuantificó la concentración de proteína mediante 

ensayo de BCA y posteriormente con este amortiguador se mezcló a una 

proporción 1:1 con glicerol estéril para filtrarse por 0.45 µm y conservarse a -20 °C. 

 

 

 

 

 

Figura 44. Pruebas de expresión para TEVp 
 
Carriles: 

1: Marcador de peso molecular (kDa)  

2: Lisado celular antes de inducción 

3 y 4: Autoinducción mediante Terrific 
Broth 
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A.8 PREPARACIÓN DE SOLUCIÓN A 1.33 G CM-3 DE CLORURO DE CESIO 

PARA GRADIENTE CONTINUO 

Se pesan 40.8 g de CsCl, y se solubilizan en 79.22 mL de la solución amortiguadora 

de gradiente (NaCl 137 mM, KCl 2.7 mM, Na2HPO4 10 mM, KH2PO4 2 mM, EDTA 10 

mM, 0.5% v/v de Tritón X-100, pH 7.4). Los tubos de centrífuga tienen capacidad de 

5 mL de solución (Ultra-Clear Beckman 11 x 60 mm). Se colocan 3.5 mL de la 

solución amortiguadora y posteriormente 500 μL de la solución que contiene a las 

VLPs.  
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