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Resumen

Los virus, debido a su tamafio nanoscépico, pueden
parecer entidades simples; sin embargo, algunos
virus son estructuralmente muy complejos.
Observarlos mediante microscopia dptica ha sido un
reto formidable debido a su tamafio, que es varias
veces menor que la longitud de onda de la luz visible.
Los avances recientes en microscopia de
superresolucion nos han permitido explorar en
detalle los aspectos estructurales de cada virus. En
este sentido, este trabajo presenta ejemplos de los
avances mas recientes de nuestro grupo de
investigacion en la identificacion de gradientes de
proteinas estructurales en virus individuales
mediante microscopia de localizacion de moléculas
individuales.

Palabras claves: Baculovirus, proteinas
estructurales, microscopia de fluorescencia de
molecula unica.

Summary

Viruses, due to their nanoscopic size, might appear
as simple entities; however, some viruses are
structurally very complex. Observing viruses using
light microscopy has been a formidable challenge
due to their size, which is several times smaller than
the wavelength of visible light. Recent advances in
super-resolution microscopy allowed us to explore
structural aspects of individual viruses in detail. In
this regard, this work presents examples of the most
recent advances achieved by our research group in
identifying gradients of structural proteins in
individual viruses using single-molecule
microscopy.

Keywords: Baculovirus, structural viral proteins,
single-molecule fluorescence microscopy.

Nota: El presente trabajo incluye partes de figuras de articulos publicados previamente (20,21).
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Introduccion

Los virus son sistemas biologicos de dimensiones
nanomeétricas que desempefian funciones criticas en
los organismos vivos desde una perspectiva
evolutiva, ecoldgica, biotecnoldgica y médica (1,2).
Aunque su tamafio nanométrico puede sugerir una
baja complejidad, la mayoria de los virus son
estructural y funcionalmente muy sofisticados. Por
esta razon, observarlos directamente para realizar
estudios morfolégicos detallados ha sido un desafio
3).

El primer virus descubierto fue el virus del
mosaico del tabaco (TMV) en 1892, una nueva clase
de agente infeccioso submicroscopico que dependia
obligatoriamente de las células hospederas para
replicarse (4). En 1935 y 1936 se publicaron las
primeras micrografias de TMV (5,6), y en 1939 TMV
se convirtié en el primer virus visualizado mediante
microscopia electrdnica de transmision (TEM) (7). La
alta resoluciéon ha convertido a la microscopia
electrénica en el estandar de oro para visualizar y
caracterizar estructuralmente virus, mientras que la
microscopia Optica convencional sigue siendo una
herramienta con resolucion insuficiente para estos
estudios nanométricos (8).

La microscopia Optica es una herramienta
poderosa para observar sistemas biol6gicos en un
entorno natural dinamico y permite estudiar células
individuales 'y compartimentos celulares. Sin
embargo, la luz tiene una limitacién fisica, un limite
de difraccion que restringe la resolucion, lo que hace
gue la microscopia Optica convencional sea
insuficiente para observar virus individuales a escalas
nanométricas (9). Este limite fundamental fue
reconocido tempranamente por el fisico aleméan Ernst
Karl Abbe en 1873 (10). Sin embargo, la microscopia
de fluorescencia ha sido la semilla que ha impulsado
nuevos desarrollos tecnoldgicos para observar virus a
una escala que habria parecido inimaginable hace
unos afios, desempefiando un papel clave en la
evolucioén de lo que hoy se conoce como microscopia
de superresolucion (SRM, Super Resolution
Microscopy) (11).

La microscopia de fluorescencia consta de una
serie de herramientas y técnicas que permiten la
localizacion dinamica y especifica de moléculas
diana, utilizando indicadores fluorescentes, apoyados
en un sistema éptico basado en lentes y espejos (12).
La resolucién lograda con técnicas convencionales de
microscopia de fluorescencia permanece restringida
por el limite de difraccién de la luz, lo que permite
una resolucion lateral maxima en el rango de 250-300
nm (12). El desarrollo de la microscopia confocal
introdujo la capacidad de obtener cortes dpticos de la
muestra, mejorando la resolucion axial a alrededor de
600 nm (13). Disponer de cortes dpticos permitié la

reconstruccion tridimensional de muestras y la
medicion de volimenes (13). Sin embargo, la
resolucion obtenida con microscopia confocal fue
insuficiente para observar en detalle virus
individuales (14). El desarrollo de nuevos sistemas de
iluminacién, técnicas para capturar emisiones de
fluorescencia y procesamiento avanzado de imagenes
ha dado origen a una era completamente nueva en
microscopia Optica, dando como resultado la SRM
(12,15).

SRM ha abierto las puertas al mundo nanoscépico
de los virus, permitiendo el estudio de su complejidad
estructural mediante el etiquetado de proteinas y
componentes estructurales especificos (16-20). Sin
embargo, debido a que la SRM es de desarrollo
reciente, existen muy pocos estudios donde se puede
visualizar la distribucion espacial de proteinas
estructurales virales con alta definicion.

Dentro de las diferentes técnicas de SRM existe
una variante la cual consiste en inducir el parpadeo de
fluoréforos con el fin de poder localizarlos de forma
independiente. Esta metodologia se conoce como
microscopia de localizacion de molécula Unica
(SMLM, Single Molecule Localization Microscopy).

En este trabajo presentamos nuestros avances mas
recientes en la caracterizacion de la distribucion
nanoscopica diferencial de componentes estructurales
en baculovirus mediante microscopia de localizacion
de molécula dnica (SMLM). Demostrando por
primera vez que algunas proteinas estructurales se
localizan en regiones especificas del virus, mientras
gue otras tienen una distribucion mas homogénea a lo
largo del virus. Parte de estos resultados han sido
publicados con anterioridad (21,22).

Los baculovirus son miembros de la familia
Baculoviridae, virus de ADN que infectan
selectivamente a diversos insectos, aunque su
principal huésped son las larvas de lepidépteros (23).
Los baculovirus suelen tener entre 30 y 60 nm de
ancho y 230 a 385 nm de longitud, con un genoma
formado por un ADN circular bicatenario (24).

Estos virus tienen dos formas de vida, una es el
virion libre responsable de la infeccion de célula a
célula y designado como virus en gemacion (BV,
Budded virus) y la otra forma generada en la Ultima
etapa de la infeccion es el virus ocluido. Los virus
derivados de la oclusién (ODV, Occlusion-derived
virus) estdn contenidos dentro de un cristal de
proteina llamado poliedra, que se ensambla en el
nucleo de las células infectadas (24). EI ADN esta
contenido dentro de la cépside, pero sélo los BV
obtienen una bicapa lipidica de las células de las que
brotan, esta es la envoltura del virus (25) Mientras que
ODV en el nacleo obtienen la membrana externa de
la envoltura nuclear (26).
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El baculovirus Autographa californica maltiple
nucleopolyhedrovirus  (ACMNPV) ha sido el
baculovirus mas estudiado, frecuentemente utilizado
en la produccion de proteinas recombinantes con
interés médico y  biotecnologico  (27,28).
Inicialmente, se creia que las capsides de BV y ODV
contenian la misma composicién proteica (29). Sin
embargo, los andlisis protedmicos de las proteinas
presentes en las nucleocapsides y las envolturas
aisladas del baculovirus han demostrado lo contrario
(30). Actualmente sabemos que los baculovirus
gemados y ocluidos comparten algunas proteinas
estructurales, pero otras son especificas del fenotipo
viral.

Los baculovirus representan un modelo excelente
para estudiar la localizacion de proteinas en viriones
individuales. La forma de varilla de cada BV facilita
la exploracion de la distribucion de proteinas
utilizando SRM. El hecho de que los baculovirus
contengan proteinas localizadas diferencialmente en
la envoltura y la céapside, como GP64 y VP39,
estimula el estudio de la distribucion precisa de estas
y otras proteinas estructurales (31-33). Otra ventaja
de utilizar baculovirus como modelo para estudiar la
distribucion diferencial de proteinas en viriones
individuales utilizando SRM, es la facilidad de
manipulacion mediante tecnologias de ADN
recombinante (34). Lo anterior permite producir
proteinas de fusion de proteinas fluorescentes con
proteinas  estructurales virales para  poder
visualizarlas facilmente mediante técnicas de
fluorescencia. EIl presente trabajo describe por
primera vez la distribucién espacial diferencial de
varias proteinas estructurales de baculovirus, en virus
individuales, mediante el uso de técnicas de
fluorescencia, ADN recombinante y mapeo de
moléculas individuales por microscopia de super
resolucion.

Materiales y Métodos
1. Construccion de baculovirus recombinantes y
cultivo celular.

Los genes que codifican las proteinas E25
(GenelD: 1403927) y P24 (GenelD: 1403962) de
AcMNPV se clonaron en el vector de transferencia
pFastBac™ (Thermo Fisher Scientific, EE. UU.) bajo
el control del promotor de poliedrina (pPH) y en
marco de lectura con la variante monomérica del gen
de la proteina fluorescente verde mejorada (EGFP)
(Takara Bio USA, San José, CA). La clonacion se
realiz6 utilizando enzimas de restriccion y se
confirmé mediante secuenciacion.

El plasmido de transferencia pFastBac™ que
contiene las construcciones se usd para realizar la
transposicion en células DH10Bac™ E. coli, que
contienen el bacmido y el plasmido auxiliar, como

parte del sistema Bac-to-Bac® (Thermo Fisher
Scientific, EE. UU.). Células de Spodoptera
frugiperda (Sf9 ATCC®, EE. UU. n° de cat. CRL-
1711, RRID: CVCL_0549) fueron transfectadas con
el bacmido para la generacion de baculovirus
recombinantes utilizando el agente transfectante
Flyfectin segun las especificaciones del fabricante
(OZ Biosciences, San Diego, CA , EE.UU. n° de
catalogo FF50500).

El sobrenadante de las células transfectadas se
recogi6 como el virus P1 inicial, y las células Sf9 en
fase de crecimiento logaritmico (2 x 10° células/ml)
se infectaron con el pasaje viral P1 y se incubaron a
27 °C con agitacion constante. Después de 72 horas
de infeccion, se recogio el sobrenadante como pasaje
viral P2. El proceso se repiti6 hasta llegar al paso P3,
con el que se realiz6 una expresion a gran escala para
recuperar el virus del sobrenadante.

Las células Sf9 se mantuvieron en medio Grace
(Thermo Fisher, EE. UU., n.° de cat. 11300-027)
suplementado con suero bovino fetal (FBS)
inactivado al 10% (Biowest, Francia, n.° de cat.
$1650-500), lactoalbumina (Sigma - Aldrich, EE.
UU., cat. no. 292805), antibidtico-antimicético
(Thermo Fisher, EE. UU., n.° de cat. 15240-062) y
&cido pluronico F-68 al 0,1 % (Sigma-Aldrich, EE.
UU., n.° de cat. P1300) a 27 °C con agitacion.

2. Purificacion de baculovirus

Se  produjeron  baculovirus  recombinantes
utilizando células de insecto Sf9. La incubacion se
llevé a cabo a 27 °C con agitacién de 100 rpm hasta
alcanzar un volumen de 50 ml a una densidad de 2 x
109 células/ml. Posteriormente, cada matraz se infectd
con baculovirus recombinantes BacE25-EGFP o
BacP24-EGFP, asi como BacWT. Cinco dias después
de la infeccion, las células se precipitaron por
centrifugacion a 2435 xg por 10 minutos a 4°C,
utilizando un rotor SLA-1500. El sobrenadante se
recuperd y se ultracentrifug6 a 103.864 x g en un rotor
SW-28 durante 1,5 horas a 4 °C para concentrar los
BV. El pellet conteniendo los BV se resuspendi6 en 2
ml de PBS estéril y se mantuvo a 4°C durante toda la
noche. Al dia siguiente, se recuperaron los
baculovirus resuspendidos, se cargaron en un
gradiente discontinuo de sacarosa del 50% y del 10%
y se purificaron por ultracentrifugacion a 103.864 x g
en un rotor SW-28 durante 1,5 horas a 4°C; Se
aislaron BV de la interfaz de gradiente. Para eliminar
el exceso de sacarosa, los virus se centrifugaron
nuevamente bajo los mismos parametros en PBS
estéril. Se descartd el sobrenadante y el pellet se
mantuvo en PBS durante la noche a 4 °C. Finalmente,
los baculovirus brotados se resuspendieron, se
recuperaron y se almacenaron a -70 °C hasta su uso.
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3. TEM-InmunoGold

Para microscopia TEM inmunoGold, se
incubaron BacWT, BacP24-EGFP y BacE25-EGFP
con anticuerpo anti-GP64 (1:10) o anti-EGFP (1:10,
Takara, JP, n.° de catadlogo 632592) durante la noche
a 4 °C, posteriormente se montaron en rejillas de oro
recubiertas con Formvar y se inmunomarcaron con
anticuerpo secundario conjugado con nanoparticulas
de oro (1:10, 15 nm en didmetro, Aurion, NL cat. no.
AU25816) durante toda la noche. Las rejillas se
lavaron y posteriormente se contrastaron con acetato
de uranilo al 4% durante 5 minutos y luego con citrato
de plomo al 0,4% durante 3 minutos a temperatura
ambiente. Las rejillas se lavaron con agua destilada y
se secaron al aire antes de su visualizacién en un TEM
JEM-1010 (JEOL, Peabody, MA, EE. UU.),
funcionando a 80 kV. La adquisicion de imagenes se
realiz6 utilizando el software Gatan Microscopy Suite
(V. 2.32.888.0).

4. Produccion de anticuerpos anti-P24

La proteina P24-His(6x) recombinante se expresd
y purifico a partir de E. coli BL21(DE3). P24-His (6x)
se purific6 mediante cromatografia de afinidad y se
dializé frente a solucidn salina tamponada con fosfato
(PBS). La pureza e identidad de la proteina se
confirmaron mediante SDS-PAGE.

Se inmunizaron ratones BALB/c de seis a ocho
semanas de edad con la proteina P24-His (6xX)
purificada en una mezcla 1:1 con hidroxido de
aluminio. Cada raton recibi6 una inyeccién
intramuscular (100 pl) con una concentracion de 15
pg de proteina por ratdon. Los ratones fueron
inmunizados dos veces: la primera al dia 0 y la
segunda aplicacion dos semanas después. Se recogio
suero obtenido mediante puncién submandibular de
ratones inmunizados antes de la inmunizacion
(control inicial) y a intervalos de 14 dias.

La produccion de anticuerpos especificos contra
la proteina P24 se evalu6 mediante un ensayo de
inmunoadsorcion ligado a enzimas (ELISA). Se
recubrieron placas de noventa y seis pocillos
(Corning, EE. UU., n.° de catalogo 3590) con P24 (5
pHg/ml en PBS) y se incubaron durante la noche a 4
°C. Después de bloguear con leche en PBS-T (PBS
con Tween-20 al 0,05%) durante 1 hora a 37 °C, las
placas se lavaron con PBS-T y se afadi6 suero de
ratbn (1:100). Los anticuerpos especificos se
detectaron utilizando un anticuerpo secundario anti-
1gG de raton conjugado con HRP (1:5000) y revelado
con la solucién de sustrato TMB. La reaccion se
detuvo con H.SO4 0.16 M y la absorbancia se midio a
450 nm usando un lector de microplacas multiskan
FC 3.1 (Thermo Fisher, EU).

5. Etiquetado y montaje de virus

La envoltura viral se marcé con fluorescencia
utilizando la sonda de etiquetado de membrana
CellBrite™ Steady 650 (Biotium, EE. UU., n° cat. n.°
30108-T) durante el proceso de purificacion. Las
particulas virales purificadas se resuspendieron en
una solucion de etiquetado que contenia CellBrite™
segun las instrucciones del fabricante. La mezcla se
incub6 a temperatura ambiente durante 30 minutos
con agitacién suave para asegurar la incorporacién
uniforme de la sonda en la envoltura viral. Después
del etiquetado, el exceso de tinte se elimino
realizando una serie de pasos de purificacidn, incluida
la ultracentrifugacion en gradiente de sacarosa, para
obtener las particulas virales marcadas. La integridad
de la envoltura viral se evalué mediante TEM.

Se sometieron particulas de baculovirus
recombinantes que expresaban GP64 y P24/P24-
EGFP a marcaje por inmunofluorescencia para
visualizar la distribucién de estas proteinas. Las
particulas virales se montaron en cubreobjetos
recubiertos previamente con poli-L-lisina (0,01%) y
las muestras se bloquearon con BSA al 3% en PBS
para evitar la union no especifica.

Los anticuerpos primarios especificos de GP64
(anti-GP64, 1:100) y P24 (anti-P24, 1:100) se
incubaron durante 3 horas a temperatura ambiente.
Luego, las muestras se lavaron con PBS y se
incubaron con anticuerpos secundarios conjugados
con fluoréforo (CF568, 1:100, Biotium, EE. UU., n°
cat. n.° 20100) durante 1 hora a temperatura ambiente
en la oscuridad. Después de lavados adicionales para
eliminar el exceso de anticuerpos secundarios, las
particulas virales marcadas se montaron en
portaobjetos y se analizaron mediante SMLM.

Para obtener imagenes SMLM, se prepar6 un
tampén de parpadeo que contenia MEA (2-
mercaptoetilamina) 100 mM (Sigma-Aldrich, EE.
UU., n.° de catdlogo 30070-50G), glucosa al 8.9%
(Sigma-Aldrich, EE. UU., n.° de catdlogo G5767-
500G). 0.56 mg/ml de glucosa oxidasa (Sigma-
Aldrich, EE. UU., n.° de cat. #G2133-250KU) y 170
pg/ml de catalasa (Sigma-Aldrich, EE. UU., n° de
catalogo #C40-100MG). La muestra se monto con el
tampon parpadeante entre el portaobjetos y el
cubreobjetos que contenia la muestra y se sellé con
esmalte de ufias para evitar la oxidacion durante la
adquisicién.

6. Imagenes SMLM

Las imagenes se adquirieron utilizando un
microscopio ONI Nanoimager invertido (Oxford
Nanoimaging Ltd., Oxford, Reino Unido) equipado
con un objetivo de inmersion en aceite de 100x, NA
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1.4. El sistema esta equipado con la cdmara ORCA-
Flash 4.0 (V3 C133440-20CU) con un tamafio de
pixel de 6,5 x 6,5 um2. Los fluoréforos se excitaron
utilizando laseres con longitudes de onda de 405 nm,
473 nm, 561 nm y 640 nm. Los cuatro l&seres tienen
una potencia de 1 W medida en la fuente. Se utilizé el
laser de 405 nm para promover el parpadeo inicial del
fluoréforo en todas las adquisiciones. Se emple6
iluminacion de fluorescencia de reflexion interna
total (TIRF) para capturar la fluorescencia de las
particulas virales mas cercanas al cubreobjetos. El
microscopio ONI Nanoimager proporciona un limite
de resolucion de 20 nm segun el fabricante (Oxford
Nanoimaging Ltd., Oxford, Reino Unido).
Realizamos un analisis de decorrelacion de imagenes
sin pardmetros que proporciond un limite de
resoluciéon de 6,6 nm en nuestras condiciones
experimentales (35).

La correccion de la aberracion cromética se
realizé utilizando microesferas TetraSpeck™ de 100
nm (Thermo Fisher Scientific, EE. UU., n.° de
catalogo T7279) y se habilité el sistema de control de
temperatura para minimizar la deriva durante la
adquisicion.

Se adquirieron series de imégenes para cada
campo de vision con un tiempo de exposicion de 30
ms por cuadro para un total de 10.000 cuadros por
canal. La localizacién precisa de cada fluoréforo se
identifico en tiempo real durante la adquisicion de
imagenes utilizando el software ONI, NimOS (ONI
v.1.19.5.20230223170946-e050349, Oxford
Nanoimaging Ltd., Oxford, Reino Unido). Las
imagenes adquiridas se exportaron individualmente
por canal con un tamafio de pixel de 0,5 nm en un
formato TIFF compatible y se importaron al software
ImageJ (FIJI) (v. 1.54f, NIH, Bethesda, MD, EE.
UU.) para su posterior analisis.

7. Anélisis de distribucion de fluorescencia

Las imagenes de SMLM, luego de ser exportadas
e importadas a ImageJ, se analizaron utilizando la
herramienta de seleccion rectangular en la region de
interés (ROI) de la imagen, donde previamente las
particulas  virales habian  sido alineadas
horizontalmente con el software ImageJ.

Con la region de interés (ROI) seleccionada,
utilizamos la funcion "Perfil de trazado" de Fiji para
calcular la intensidad promedio de pixeles a lo largo
del eje X para cada ROI. Este proceso se repitié para
el segundo fluor6foro, asegurando que las
condiciones de adquisicion y procesamiento fueran
equivalentes para ambas muestras. Se dibujaron
rectangulos idénticos para garantizar que se midieran
las mismas areas en las imagenes correspondientes a
ambos fluoréforos. Dadas las diferencias de longitud
entre los baculovirus, los datos se normalizaron como

porcentaje de longitud y las intensidades de
fluorescencia se ajustaron y presentaron como
unidades de fluorescencia arbitrarias (AU).

8. Conteo de moléculas

Para el andlisis del nimero de moléculas
mostradas de E25-GFP y P24-GFP en baculovirus
individuales, se desarroll6 un script en R Studio. Los
datos sin procesar se extrajeron de las imagenes de
cada adquisicion de SMLM obtenidas con el software
NimOS (Oxford Nanoimaging Ltd., Oxford, Reino
Unido). Los datos sin procesar contenian coordenadas
(localizacion de pixeles X, Y) para cada particula y
cada canal de fluorescencia. El script de R lee los
millones de puntos de datos de cada imagen SMLM,
filtra los datos por canal y coordenadas X, Y, y realiza
el andlisis de virus individuales, descartando
moléculas con las mismas coordenadas para eliminar
particulas duplicadas en el conteo. El procedimiento
se realizé para 15-25 baculovirus individuales para
BacE25-EGFP, BacP24-EGFP y BacWT.

9. Analisis estadistico

Los datos obtenidos sobre los recuentos
moleculares de GP64-WT, E25-EGFP y P24-EGFP
se analizaron mediante un andlisis de varianza
bidireccional (ANOVA) para comparar la media de
cada grupo y determinar si hubo diferencias
significativas. Se realizd una prueba de Tukey post-
hoc para comparaciones multiples. Los resultados se
consideraron significativos cuando el valor de p fue
inferior a 0,05 (p < 0,05). Para evaluar si habia una
diferencia significativa entre las medias del recuento
molecular de P24 y P24-EGFP, se empleé la prueba t
de Student. Los resultados se consideraron
significativos cuando el valor de p fue inferior a
0,0001 (p <0,0001).

Resultados

1. La proteina de la envoltura GP64 esta polarizada
hacia un extremo del baculovirus.

Un estudio estructural en baculovirus utilizando
TEM en combinacion con marcaje de anticuerpos y
particulas de oro (InmunoGold), describié hace afios
que la proteina estructural GP64 se encontraba
localizada hacia un extremo del virus (33,36). GP64
es una proteina esencial para la infeccién por este
virus, ya que permite el anclaje a las células y facilita
la salida del endosoma, una vez que el baculovirus ha
ingresado a la célula hospedera de insecto (36).

Con el fin de determinar si los baculovirus
recombinantes producidos por nosotros mantienen la
polarizacion de la proteina GP64, realizamos
experimentos de TEM-imnunoGold utilizando un
anticuerpo especifico contra GP64 y un anticuerpo
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secundario acoplado a nanoparticulas de oro. El
primer paso fue producir los baculovirus
recombinantes, para este proyecto generamos 3
diferentes virus: un baculovirus silvestre (BacWT),
un baculovirus que contiene el gen que codifica para
la proteina de la envoltura E25 fusionado a la proteina

BacE25-EGFP

Anti-GP64 |

"
C

BacWT
W‘ s %

~

Anti-EGFP

BacEZS-EGFP

fluorescente verde (EGFP) (BacE25-EGFP) y un
baculovirus recombinante que contiene el gen que
codifica para la proteina de la nucleocapside P24
fusionado a EGFP (BacP24-EGFP). Estas
construcciones se detallan en la figura 1A.

BacP24-EGFP

(200 nm |

£ BacP24~EGFP

-

Figura 1. Generacion de baculovirus recombinantes para estudios de molécula Unica. A, dlagrama mostrando las construcciones
utilizadas para generar baculovirus recombinantes silvestre (BacWT), baculovirus recombinante expresando la proteina de fusion E25-
EGFP (BacE25-EGFP) y baculovirus recombinante expresando la proteina de fusion P24-EGFP (BacP24-EGFP). Imagenes representativas
obtenidas por microscopia electronica de transmisién (TEM) combinada con inmunoGold de BacWT marcando la proteina de la envoltura
GP64 (B), la proteina verde fluorescente (EGFP) en el baculovirus silvestre como control negativo de marcaje (C) y la proteina de fusién
E25-EGFP del baculovirus recombinante BacE25-EGFP (D) y la proteina P24-EGFP del baculovirus recombinante BacP24-EGFP (E).

Figura modificada de (22).

Posteriormente se amplificaron los baculovirus y
se purificaron (materiales y métodos) para realizar
posteriormente el marcaje necesario para los estudios
de TEM-imnunoGold. La figura 1B muestra una
micrografia representativa de un baculovirus
individual, mostrando el marcaje por nanoparticulas
de oro de la proteina GP64. Como se observa en la
figura, GP64 se ubica polarizada a un extremo del
virus (Fig. 1B). Posteriormente realizamos el marcaje
con un anticuerpo especifico contra la proteina EGFP.
Como se observa en el baculovirus control, no se ve
marcaje especifico, como era de esperarse ya que el
baculovirus BacWT no lleva el gen que codifica para
EGFP (Fig. 1C). En contraste, el marcaje anti-EGFP
se observa claramente en el baculovirus BacE25-
EGFP (Fig. 1D) y BacP24-EGFP (Fig. 1E).
Interesantemente, el marcaje de E25-EGFP se
observa a todo lo largo del baculovirus, mientras que
el marcaje de P24-EGFP pareciera localizarse

también hacia un extremo del baculovirus
recombinante. Esto se explorara mas adelante
utilizando la microscopia de molécula Unica.

2. La proteina de la envoltura E25 se distribuye de
forma homogénea en la envoltura de baculovirus
mientras que la proteina P24 esta polarizada a un
extremo del virus.

Debido a que la técnica de TEM-imnunoGold
permite solo el marcaje de unas cuantas
nanoparticulas de oro y esto no permite una
evaluaciéon adecuada de la polaridad de proteinas,
decidimos implementar una técnica de microscopia
de fluorescencia de molécula Unica (SMLM),
aprovechando que nuestros baculovirus
recombinantes llevan genes que codifican para
proteinas de fusion para E25 y P24 con la proteina
fluorescente EGFP (Fig. 1A).
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El principio bésico de la microscopia de
fluorescencia de molécula Unica (SMLM) consiste en
excitar al fluoréforo de interés manteniéndolo en un
ambiente reductor (el cual se consiste en el uso de
soluciones que previenen la oxidacion del fluoréforo)
con el fin de que el fluoréforo pueda ciclar entre un
estado apagado y uno encendido, lo cual genera que
cada fluoréforo parpadeo de forma intermitente (Fig.
2A). Debido a que los fluoréforos parpadean de forma
aleatoria (estocastica) la probabilidad de que dos
fluoréforos contiguos parpadeen de forma sincrénica

es bajisima, lo cual permite eliminar la luz
proveniente de fluoréforos vecinos, obteniéndose la
luz de un solo fluordforo en esa region espacial (Fig.
2B). Si se adquieren miles de imagenes por segundo
es factible reconstruir empalmando todas las miles de
imagenes y asi obtener (molécula por molécula) la
localizacion espacial de todos los fluoréforos
individuales de la muestra (Fig. 2C). De esta forma
reconstruimos, una a una, todas las proteinas
estructurales de un virus individual con una
resolucién nanométrica.

C

Empalme de
todas las imagenes

Figura 2. Principios del funcionamiento de la microscopia de localizacién de molécula Gnica (SMLM). A, esquema mostrando los
estados de un fluoréforo. Se observa el estado apagado (arriba marcado como OFF fondo negro). Posteriormente a la excitacion con luz el
fluoréforo cambia al estado de emision de fluorescencia (ON en fondo rojo). De aqui puede seguir dos caminos, cuando existe un ambiente
reductor el fluoréforo se mueve a un estado de apagado (OFF con fondo gris) y cambia rapidamente entre estos dos estados generando un
parpadeo (nétese como este estado es reversible con constantes k2 y k3). En el segundo camino, cuando existe un ambiente oxidante, el
fluoréforo se fotoblanquea (OFF en fondo negro con letra gris) y no vuelve a emitir luz nunca mas. Este estado con constante k4 es
irreversible. En este Gltimo estado el fluoréforo queda destruido e imposibilitado para generar un nuevo ciclo de fluorescencia

La figura 3 muestra imagenes tipicas de
baculovirus individuales donde se marco a la proteina
GP64 con un anticuerpo fluorescente para poder
visualizarla en combinacién con la fluorescencia de
las proteinas E25-EGFP y P24-EGFP. En la figura 3A
se muestra el marcaje de cientos de moléculas
individuales de GP64 (cada punto es una molécula
individual), las cuales se localizan polarizadas hacia
un extremo del baculovirus, tal y como se reporto en
trabajos anteriores al nuestro y como habiamos
observado con la técnica de TEM-imnunoGold (Fig.
1B). Para poder visualizar al baculovirus completo
utilizamos una sonda fluorescente que marca la

envoltura viral (envelope, mostrado en magenta). La
distribucion de la proteina E25-GFP se observa mas
homogénea a lo largo de la envoltura viral (Fig. 3B).
Interesantemente, la distribucion de la proteina P24-
EGFP se observa localizada hacia un extremo del
baculovirus, de forma muy parecida a la distribucion
de la proteina GP64 (Fig. 3C). El analisis de la
distribucion espacial de la intensidad de fluorescencia
a lo largo de los baculovirus muestra de forma mas
evidente la distribucion polarizada de P24 y GP64
(Fig. 3D).
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Figura 3. Estudios de microscopia de molécula Unica con los baculovirus recombinantes. Fluorescencia de molécula Unica con
baculovirus silvestre (A, BacWT), baculovirus recombinante (B, BacE25-EGFP) y baculovirus recombinante (C, BacP24-EGFP). Cada
punto de fluorescencia corresponde a una molécula individual de las proteinas de fusién o de GP64 endégena (marcada con un anticuerpo
anti-GP64 comercial acoplado a un fluoréforo). D, analisis de la distribucién de fluorescencia en el espacio para decenas de baculovirus
individuales como los mostrados en las imagenes superiores. La intensidad de fluorescencia de midi6 a lo largo del baculovirus (izquierda
a derecha). Los datos muestran la media y desviacion estandar de al menos 25 baculovirus individuales. Nétese como la proteina endégena
GP64 se concentra en un polo del baculovirus (a la izquierda), mientras que la proteina de la envoltura E25 muestra una distribucién
indistinguible de la obtenida con un marcador de envoltura viral (mostrado en magenta en las imagenes superiores). La proteina de la
nucleocapside P24 también muestra una distribucion discreta polarizada hacia la misma ubicacién de la proteina GP64. Figura modificada

de (22).

3. La proteina de la nucleocépside P24 se encuentra
polarizada hacia el mismo extremo del baculovirus
donde se encuentra GP64.

Con el fin de estudiar de manera mas detallada las
distribuciones de E25-EGFP y P24-EGFP en relacion
con GP64, realizamos marcajes dobles en baculovirus
individuales y procedimos a contar el nimero de
proteinas en cada baculovirus individual (Fig. 4). La

figura 4A muestra la distribucion polarizada de GP64
(rojo) y la de E25-EGFP (verde) en el mismo
baculovirus individual. El analisis de la distribucion
de intensidad de fluorescencia respecto a la distancia
muestra claramente que la proteina GP64 se localiza
hacia un extremo del baculovirus, como habiamos
mostrado con anterioridad (Fig. 4B
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Figura 4. Conteo de moléculas individuales de las proteinas de la envoltura E25 y de la nucleocapside P24. A, ejemplos
representativos de baculovirus individuales donde se marcé a la proteina GP64 con un anticuerpo comercial en el baculovirus recombinante
BacE25-EGFP. B, andlisis de la distribucion espacial de la intensidad de fluorescencia de la proteina de fusién E25-EGFP y la proteina
endogena GP64. C, imagenes representativas de un baculovirus recombinante BacP24-EGFP expresando la proteina de fusion P24-EGFP.
D, analisis de la distribucion espacial de la intensidad de fluorescencia de la proteina de fusion P24-EGFP y la proteina endégena GP64.
E, conteo de moléculas individuales de GP64 en el baculovirus silvestre BacWT, E25-EGFP del baculovirus recombinante BacE25-EGFP
y P24 del baculovirus recombinante BacP24-EGFP. Los datos muestran la media y desviacion estandar de al menos 15 baculovirus
individuales. El asterisco doble marca la diferencia estadisticamente significativa (P< 0.01) entre E25-EGFP y P24-EGFP. El nimero de
moléculas contado fue: 878+466 para GP64, 1158+424 para E25-EGFP y 642+308 para P24-EGFP, media y desviacion estandar

respectivamente. Figura modificada de (22).

Posteriormente estudiamos la localizacion de
P24-EGFP con respecto a GP64 (Fig. 4C). Ambas
proteinas se encuentran localizadas hacia un extremo
del baculovirus, donde P24-EGFP se ubica justo al

lado de GP64 (Fig. 4C). La distribucion de la
fluorescencia en el espacio hace mas evidente la
localizacion de ambas proteinas adyacentes una a la
otra (Fig. 4D). Ademés, tomamos ventaja de la
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microscopia de molécula Unica que permite
identificar y contar moléculas individuales de la
proteina de interés, para cuantificar el nimero de
moléculas presente en promedio en los baculovirus
individuales. Tal y como se muestra en la figura 4E,
la cantidad de moléculas individuales de GP64 fue
similar a la de E25-EGFP, y la cantidad de moléculas
individuales de P24-EGFP fue un poco menor a las
otras dos proteinas.

4. Modelo de la distribucién diferencial de proteinas
estructurales en baculovirus individuales.

La figura 5A muestra un diagrama representando
la distribucion diferencial de algunas proteinas
estructurales de baculovirus. Como se puede apreciar,
las proteinas GP64 y P24 se localizan en un extremo

del virus, mientras que la proteina E25 tiene una
distribucion mas homogénea a lo largo del
baculovirus. La localizacion espacial de GP64 hacia
un extremo del virus tiene vital relevancia para la
infeccion viral, dado que esta proteina es la encargada
de permitir el ingreso del virus a la célula huésped. Lo
anterior sugeriria que el baculovirus entra a la célula
huésped orientado a lo largo del virus (Fig. 5B) ya que
GP64 se une al receptor de la célula huésped para
iniciar el proceso de ingreso del virus (el proceso de
infeccion). Es muy poco probable que el baculovirus
entre de lado u orientado hacia el extremo opuesto al
que concentra a GP64 (Fig. 5C), ya que en ese
extremo no hay proteina GP64 para unirse al receptor
celular.

A IQRQ()‘

GP64 E25 P24

Célula huesped

Genoma viral

Envoltura

I~

Nucleocapside

Célula huesped

rReceptor celular de GP64

Figura 5. Modelo representativo de la distribucion diferencial de proteinas estructurales en baculovirus. A, El esquema muestra la
localizacion diferencial de 3 proteinas estructurales en el baculovirus mostrando la envoltura viral y la nucleocépside (donde se localiza el
genoma viral) como referencia. Notese que la proteina GP64 y P24 se encuentran cercanas y ubicados en un polo del virus, mientras que
la proteina E25 decora la envoltura viral. B, esquema representado la posible orientacion que toma el baculovirus para ingresar a la célula
huésped. C, la orientacion incorrecta del baculovirus con respecto a la célula 'y a la posicién de GP64 no permitiria el ingreso del virus a la
célula huésped. La proteina GP64 debe estar dirigida hacia la superficie celular para facilitar la interaccion con el receptor del virus presente

en la célula huésped y la proteina GP64.

© 2025 Mensaje Bioguimico. ISSN-0188-137X

Comité Editorial: Echeverria-Rodriguez, O.; Esparza-Perusquia, M.; Meraz-Cruz, N.; Riveros-Rosas, H.; Vazquez-
Meza, H. y Vilchis-Landeros, M.M. Publicado por el Departamento de Bioquimica, Facultad de Medicina; UNAM.



Vaca, et al., Mens. Bioquim. 49 (2025): 60-72 70

Discusion y conclusiones

La técnica de microscopia de fluorescencia de
molécula Gnica (SMLM), no solo permite conocer la
distribucion espacial de proteinas virales estructurales
en virus individuales, sino que ademas permite
conocer con certeza el nimero de moléculas
desplegadas en la superficie del virus. Lo anterior es
relevante cuando se utilizan virus para desplegar
antigenos de interés con fines biomédicos, como en la
creacion de vacunas. Esto permitiria conocer con
precision el nimero de antigenos administrado a
pacientes al ser vacunados. En las vacunas actuales
disponibles comercialmente este dato es imposible de
determinar. Esto permitiria dosificar no solamente en
nanogramos de proteina, sino el nimero de moléculas
del antigeno administrado en una vacunacion.

El trabajo presentado aqui es una prueba de
concepto de que es factible conocer la distribucion
espacial de proteinas estructurales en virus con muy
alta resolucion. En la actualidad solo existen unos
cuantos trabajos donde se explora el uso de SMLM en
virus individuales. Creemos que esta metodologia
puede ofrecer una gran cantidad de informacion
estructural y ayudar en el entendimiento de la
morfogénesis viral.

Los avances futuros en microscopia de super
resolucion  permitirdn, eventualmente, alcanzar
resoluciones similares a la proporcionada por la
microscopia electrénica, con la ventaja de que en la
microscopia de luz no es necesario fijar o manipular
los virus como en microscopia electrénica. Lo
anterior permitiria avanzar mas rapidamente en la
caracterizaciéon morfolégica a nivel molecular de
virus de intereés.

Finalmente, seria importante determinar si la
distribucion espacial diferencial de algunas proteinas
virales estructurales tiene algun papel funcional, por
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