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Sintesis

SINTESIS

En la presente investigacion se obtuvo por via recombinante en E.coli la proteina NS3 del VDEN
2, la cual mostré actividad proteasa y se reconocio por los anticuerpos presentes en los liquidos
asciticos hiperinmunes inducidos por los cuatro serotipos del virus dengue en ratones BALB/c.
Se demostro la antigenicidad para las células T de la proteina recombinante NS3 a través de la
secrecion de IFNy por las células del bazo de los ratones BALB/c, previamente inmunizados con
el VDEN 2, cultivadas y estimuladas in vitro con dicha proteina. Igualmente, indujo Acs 1gG
anti-NS3 y una respuesta de células T, la cual no fue protectora en el modelo de encefalitis viral
en raton. Sin embargo, la proteina recombinante NS3 del VDEN 2 potencia la respuesta inmune
inducida por la proteina DIII-C-2 frente al VDEN 2, lo que contribuye al control de la infeccion

viral.
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INTRODUCCION

El dengue es actualmente la enfermedad viral de mayor impacto en términos de morbilidad y
mortalidad trasmitida por artropodos. Reportes recientes de la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) muestran un incremento dramatico de los casos de dengue notificados por los paises
donde circulan estos virus. Aproximadamente 390 millones de personas en el mundo se infectan
cada afio con uno de los virus del dengue (VDEN); de ellas, 96 millones desarrollan la
enfermedad, y de estas personas, alrededor de 1 millon se clasifican como dengue severo (1), por
lo que el control del dengue constituye una de las prioridades de los sistemas de salud publica en

los paises endémicos, en aquellos con transmision de dengue y en aquellos donde exista el vector.

Recientemente, una vacuna tetravalente contra el dengue (Dengvaxia), desarrollada por Sanofi
Pasteur, se licenci6 en 19 paises endémicos. Sin embargo, los resultados de los ensayos clinicos
fase 3 realizados en 10 paises endémicos y que involucraron méas de 35 000 nifios entre 2 'y 16
afios de edad, revelan que esta vacuna muestra una baja eficacia protectora contra dos de los
cuatro serotipos del VDEN (2). Ademas, en el tercer afio posterior a la primera dosis de
inmunizacion, se observa un incremento en el indice de hospitalizacion de individuos
seronegativos inmunizados, principalmente nifios menores de cinco afios, con un cuadro de
dengue severo y un comportamiento que sugiere el desarrollo del fenémeno de amplificacion
dependiente de anticuerpos (ADA), lo cual se asocia a la vacunacion (3-5). Por lo antes expuesto,
continta siendo de prioridad maxima para la comunidad cientifica internacional, la obtencion de
una vacuna que induzca inmunidad protectora de larga duracién contra los cuatro serotipos del
VDEN. Esta proteccién no solo debera generarse a través de una respuesta de anticuerpos (Acs)
neutralizantes (Nt), sino ademas, por una respuesta inmune celular, a la cual actualmente se le
demuestra su papel relevante en la eliminacion de la infeccion por el VDEN (6-8). En este sentido,
se identifican a las proteinas no estructurales (NS) del VDEN como las fuentes de los epitopos

inmunodominantes reconocidos por las células T CD8citotoxicas (9).
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Otra terapia alternativa en el manejo de los casos clinicos de dengue para evitar el riesgo del
dengue severo y las muertes causadas por este agente es la introduccién de farmacos anti-virales
que puedan emplearse con seguridad en la profilaxis o tratamiento efectivo de la enfermedad (10-
12). Laaccion de estas moléculas anti-virales debera dirigirse contra las funciones de las proteinas
virales, principalmente las proteinas NS, pues estas son los componentes esenciales de la
maquinaria de replicacion del genoma viral durante la infeccion (13-17).

Estudios recientes demuestran que la interaccion de las proteinas NS con los factores del
hospedero conducen a la supresion de la respuesta inmune innata que puede contribuir a la
inmunopatogenia de la infeccion por el VDEN (18-20). Teniendo en cuenta lo anteriormente
expuesto, la caracterizacion de las proteinas NS, determinantes en el ciclo de replicacion viral y
en la respuesta inmune celular generada contra la infeccién por el VDEN, permitira el desarrollo

de estrategias eficaces para combatir la enfermedad del dengue.

Los cuatro virus del complejo dengue (VDEN 1, VDEN 2, VDEN 3, VDEN 4) son
antigénicamente diferentes (21, 22) con un 70% de similitud entre las secuencias aminoacidicas.
De las 10 proteinas que se obtienen después de la traduccién del genoma viral y el procesamiento
post-traduccional de la poliproteina viral, siete son NS (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B
y NSb5) y tienen como funcion coordinar los mecanismos intracelulares de la replicacion y del
ensamblaje viral, y la modulacion de los mecanismos de defensa del hospedero (23, 24). Entre
las proteinas NS, la proteina NS3 resulta de particular interés tanto para el desarrollo de fa&rmacos
anti-virales (25) como para la induccion de una respuesta inmune celular protectora en una

formulacion vacunal (26).

La proteina NS3 se encuentra en el citoplasma celular asociada a la membrana intracelular por
interaccion con el cofactor NS2B para formar parte del complejo de replicacién viral (13). Esta
proteina posee multiples funciones enzimaticas: participa en el procesamiento de la poliproteina
viral, en la formacion de la caperuza del extremo 5’ del acido ribonucleico (ARN) y en la
formacion de la particula viral (27-29). En esta proteina se identifican dos dominios funcional-
estructurales denominados en correspondencia con sus dos actividades enzimaticas principales:
la funcion proteasa la realiza el dominio ubicado hacia el extremo N-terminal, el cual contiene
los primeros 169 aminoacidos (aas) (30) y el dominio responsable de la actividad helicasa ubicado

en la region C-terminal, el cual comprende desde el aa 180 hasta el 618 (31, 32). Este dominio

2



Introduccion

helicasa es responsable, ademas, de las actividades nucleosido trifosfatasa (NTPasa), 5> ARN
trifosfatasa (RTPasa), y de la hibridacion de las moléculas de ARN independiente de ATP (33-
35).

La proteina NS3 es ademas una fuente de epitopos inmunodominante para las células T
CD8"citotoxicas, un principal mecanismo efector de la respuesta inmune antiviral (36-38).
Numerosos estudios basados en la caracterizacion de la respuesta inmune celular generada en los
humanos tras la infeccion con el VDEN identifican a la proteina NS3 como la més reconocida
por las células T CD8*citotoxicas en las células mononucleares de sangre periférica de los
individuos provenientes de regiones diferentes del mundo (39-41). En el modelo de ratén, la
proteina NS3 se identifica como la principal diana para los linfocitos T citotoxicos (CTL,
cytotoxic T lymphocytes) especificos para el dengue (42). Por otra parte, esta proteina es capaz de
inducir una respuesta de Acs que puede mediar la lisis de las células infectadas por el VDEN.
Ademas, los Acs monoclonales (AcM) anti-NS3 confieren proteccion pasiva frente al reto con el
virus salvaje en ratones inmunizados con la misma (43, 44). Recientemente se ha demostrado el
papel directo de los linfocitos T CD8" en la proteccién contra la infeccion por el VDEN en los
ratones (45), por lo que resulta interesante desarrollar y evaluar candidatos vacunales basados no
solo en la generacion de Acs Nt sino también en la induccidn de una respuesta de células T
citotdxicas contra el VDEN.

El proyecto cubano para la bdsqueda de una vacuna contra el VDEN, desarrollado como una
colaboracion entre el Instituto de Medicina Tropical “Pedro Kouri” (IPK) y el Centro de
Ingenieria Genética y Biotecnologia (CIGB), contempla entre sus estrategias, la obtencién y
evaluacion inmunoldgica de proteinas quiméricas basadas en la fusion del dominio Il de la
proteina de la envoltura (E) a la proteina de la capsida viral (DIII-C). Las formulaciones
monovalentes DIII-C de los cuatro serotipos del VDEN (DI1I-C-1, DIII-C-2, DII-C-3, DIII-C-
4) evaluadas en ratones y primates no humanos (PNH) demuestran la induccién de una respuesta
inmune funcional con capacidad protectora (46, 47). Por su parte en la evaluacion de la
formulacion tetravalente DI1I-C en modelos animales se demuestra la potencialidad de la misma
al inducir una respuesta protectora en ratones inmunocompetentes y ser inmunogénica en los

PNH (48, 49). A pesar de estos resultados, se continGa investigando el papel que juegan otras
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proteinas virales que aporten epitopos que incrementen la inmunogenicidad y la capacidad

protectora de nuevos candidatos vacunales.

En este contexto, resulta interesante conocer si la proteina NS3 del VDEN 2 obtenida por via
recombinante conserva los determinantes antigénicos funcionales, de modo que pudiera
considerarse un inmunogeno atractivo para su inclusion en una posible formulacion vacunal
contra el VDEN. Consecuentemente, es de gran importancia caracterizar y evaluar la respuesta
inmune inducida por la proteina recombinante NS3 en la recuperacion y/o la proteccion contra la
infeccion por el VDEN, asi como determinar su papel inmunomodulador sobre la respuesta
inmune inducida por una formulacion vacunal contra el VDEN. Por lo antes expuesto, el presente

trabajo se plantea la siguiente hipotesis:

Hipotesis
La proteina recombinante NS3 del VDEN 2 expresada en Escherichia coli conserva los
determinantes antigénicos de la proteina nativa, genera una respuesta inmune protectora contra

el VDEN 2 en ratones BALB/c y potencia la inmunogenicidad de la formulacion vacunal
monovalente contra el VDEN 2, DIII-C-2.

Para validar esta hipotesis se plantearon los siguientes objetivos:
Objetivos

Objetivo general

Evaluar la capacidad inmunogénica, protectora e inmunomoduladora de la proteina recombinante
NS3 del VDEN 2 expresada en Escherichia coli.

Obijetivos especificos

1. Obtener la proteina recombinante NS3 del VDEN 2 con el empleo de diferentes estrategias
de expresion y purificacion.

2. Evaluar la antigenicidad de la proteina recombinante NS3 del VDEN 2 para anticuerpos y
células del bazo de los ratones inmunizados con el VDEN 2.

3. Caracterizar la respuesta inmune inducida por la proteina recombinante NS3 del VDEN 2

y evaluar su capacidad protectora frente al reto viral homotipico en ratones.
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4. Demostrar la capacidad inmunopotenciadora de la proteina recombinante NS3 del VDEN

2 sobre la respuesta inmune inducida por la proteina recombinante DIII-C-2.

Novedad cientifica

Este estudio constituye el primer trabajo cientifico a nivel mundial que evalla la respuesta
inmune de la proteina NS3 del VDEN 2 obtenida por via recombinante en Escherichia coli. Se
demuestra por primera vez que esta proteina recombinante conserva los determinantes
antigénicos nativos, es altamente inmunogénica y estimula una respuesta celular de tipo Thil,
lo que convierte a esta proteina en un candidato atractivo para su inclusion en una formulacién

vacunal.

Este trabajo es el primer estudio que demuestra la capacidad inmunopotenciadora de la proteina
recombinante NS3 del VDEN 2 combinada en una formulacion con la proteina DIII-C-2 en el

modelo de encefalitis de raton.
Valor teoérico-préctico

Los elementos que sustentan el valor tedrico y practico de los resultados del presente trabajo

son los siguientes:

e Se aportan resultados que incrementan el conocimiento acerca de la antigenicidad e
inmunogenicidad de la proteina NS3 del VDEN 2. Esto abre la posibilidad de implementar
un ensayo diagndstico con una sensibilidad elevada para la deteccidn del antigeno NS3 en

casos de dengue y dengue grave.

e Larespuesta inmune celular inducida y la capacidad protectora de la proteina NS3 corrobora
la necesidad de contar con un modelo animal adecuado que permita interpretar los

mecanismos inmunoldgicos protectores contra el VDEN 2.

e Se aportan nuevas evidencias que demuestran las potencialidades de la proteina NS3 para

ser utilizada en formulaciones vacunales contra el VDEN.

e La obtencidn de altos niveles de expresion de la proteina NS3 en Escherichia coli con la

estrategia aplicada, permite que se amplien las potencialidades del Laboratorio Vacuna
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Dengue del IPK para la clonacion y expresion de otras proteinas virales, asi como para el

estudio de la respuesta inmune en animales inmunizados.
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I. REVISION BIBLIOGRAFICA

I.1. La enfermedad del dengue

La enfermedad del dengue representa en la actualidad una de las principales problematicas de
salud puablica en el mundo (50). Anualmente se estiman 390 millones de infecciones por el
VDEN, de las cuales aproximadamente 100 millones manifiestan algun sintoma de la
enfermedad (1) y méas de 500 000 personas son hospitalizadas con las manifestaciones mas
severas. En los afios ultimos, la magnitud y la trascendencia mundial de la infeccion por el
VDEN aumenta debido a la expansién geogréafica de los VDEN vy de su principal vector, que
convierte, a las personas infectadas en portadores y multiplicadores potenciales del virus. La
region de América Latina evoluciona progresivamente de ser un area de baja endemicidad a
una de hiperendemicidad con transmision local de los cuatro VDEN en practicamente todos los

paises (51).

La infeccion por los VDEN se manifiesta como una sola enfermedad en cada individuo y tiene
un espectro amplio de presentaciones clinicas, con evolucién impredecible (52-54). Estas
pueden ser asintomaticas, aproximadamente 300 millones de infecciones al afio (1), o
sintomaéticas en dependencia de determinados factores de riesgo, entre los que se encuentran
los relacionados con el virus, los genéticos del individuo y los socio-epidemiolégicos (55-58).
Las infecciones sintomaticas pueden transcurrir desde una fiebre indiferenciada, pasando por
la fiebre dengue (FD), hasta el cuadro severo de la enfermedad, con sus dos manifestaciones
clinicas mas graves: la fiebre hemorragica (FHD) y el sindrome de choque por dengue (SCD)
(59). El desarrollo de estas ultimas formas clinicas se asocia no solo, a los factores sefialados
anteriormente, sino también a la presencia de Acs pre-existentes ante la infeccion secundaria
con un serotipo diferente, el asma bronquial, la anemia de células falciformes, la diabetes

mellitus y la raza (60-64).
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Una serie de parametros clinicos, de laboratorio, o ambos, definen la enfermedad del VDEN
como dengue o dengue grave segun la nueva clasificacion de la OMS (65). De manera general,
aunque la mayoria de los pacientes se recuperan después de un curso clinico benigno y de
resolucion espontanea, una proporcion pequefia progresa hacia la etapa mas grave,
caracterizada principalmente por el aumento de la extravasacion intensa del plasma (66, 67);
las hemorragias masivas (68) y una afectacion importante de 6rganos como el higado, el
corazén, y con menos frecuencia el rifion y el sistema nervioso central (SNC) (69-72). En este
ultimo érgano la afectacidn no solo se evidencia a través de las hemorragias, sino también a
través de la encefalitis, la cual ha dejado de ser infrecuente tanto en nifios como en adultos, para
convertirse en un criterio diagnostico de la enfermedad por dengue (73, 74). La incidencia de
la infeccion por el VDEN asociada a manifestaciones neuroldgicas, tales como las encefalitis,
las encefalopatias, las meningitis, el sindrome de Guillan-Barré, la mielitis, la polineuropatia y
la hemorragia cerebromeningeal, alcanza hasta un 5% (75, 76), y su frecuencia, principalmente

en la encefalitis, depende del serotipo predominante durante la epidemia (77-79).
1.2. Epidemiologia

En los ultimos afos existe una emergencia dramatica del dengue a nivel mundial como resultado
del cambio climaético, la explosion demogréafica y las inequidades sociales, asi como el deterioro
de los sistemas de salud de los paises mas pobres (80, 81). Asimismo, en los Gltimos 50 afios,
laincidencia del VDEN ha aumentado 30 veces por la creciente expansion geogréafica del vector

hacia nuevos paises y por el aumento de la resistencia a insecticidas.

En la region de las Américas se registra el incremento mas drastico en la actividad del dengue,
sostenida en los Ultimos 25 afios, con brotes epidémicos que se repiten de manera ciclica
especialmente en Brasil, Colombia, Costa Rica, Per(, Venezuela y México (82, 83). El niUmero
de casos de dengue y dengue grave, en el 2017 alcanzé la cifra de 1 574 028 casos, de los cuales
36 688 fueron casos de FHD. En este mismo periodo, el nimero total de muertes por dengue
fue de 843 con una tasa de letalidad por la forma grave de 2,30%. La circulacion de los cuatro
serotipos del VDEN se mantiene en la region y agrava la situacion epidemiologica (83).

En Cuba el dengue no se reporta hasta el afio 1977 cuando se produjo una epidemia causada

por el VDEN 1 que afectd el 50% de la poblacién (84). Cuatro afios mas tarde se produjo la
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primera epidemia de dengue hemorragico en la region, causada por el VDEN 2 genotipo
asiatico, con més de 10 000 casos graves y 158 fallecidos, de ellos 101 nifios y 57 adultos (85).
En 1997 ocurre otra epidemia de dengue en la cual se aisl6 el VDEN 2 genotipo
americano/asiatico con un numero de casos de 2 946, de ellos 205 casos hemorragicos y 12
fallecidos en el municipio de Santiago de Cuba (86). Entre los afios 2001 y 2002, una epidemia,
pero en esta ocasion causada por el VDEN 3, se produjo en Cuba, principalmente en la Ciudad
de La Habana y se reportaron mas de 14 000 casos, 79 graves Y tres fallecidos (87, 88). En el
afio 2005 se describieron dos brotes de dengue en el pais, el primero con 198 casos confirmados,
correspondientes al VDEN 2, y el segundo, con 148 casos confirmados, correspondientes al
VDEN 4. En este ultimo, localizado en La Habana y Camaguiey, se diagnosticé un caso de FHD
(89). Durante el afio 2006 se confirma la presencia de los VDEN3 y VDEN 4 en seis provincias

del pais mientras que en otras dos se pudo aislar inicamente el VDEN 3.

En el periodo 2007-2015 se observa un acortamiento entre los brotes de dengue en diferentes
regiones del pais; pero se controlan rapidamente. En la actualidad se trabaja intensamente en el
pais para la sostenibilidad de las actividades de vigilancia y control del dengue y su vector.

1.3. Los virus del dengue

Los VDEN son transmitidos por el mosquito de mas rapida propagacion en el mundo el Aedes
(Stegomyia), principalmente Aedes aegypti. Ademas, el Aedes albopictus y algunos vectores
endémicos como el Aedes polynesiensis, en la polinesia francesa, son también agentes

trasmisores de estos virus (90).

El VDEN es un complejo de 4 serotipos (VDEN 1, VDEN 2, VDEN 3, VDEN 4) pertenecientes
a la familia Flaviviridae, género Flavivirus, en el que se agrupan alrededor de 70 miembros, los

cuales comparten aproximadamente el 50% de sus secuencias aminoacidicas (91).

Los VDEN son estables a temperaturas por encima de -70°C y en estado de liofilizacién a 5°C.
Por otro lado, son inestables si se someten al calor y se inactivan bajo la accién de la luz
ultravioleta (92). Estos son esféricos, de aproximadamente 50 nm de diametro, ademas, poseen

una densidad de 1,23 g/cm3y un coeficiente de sedimentacion de 210 S (93).

Las células infectadas con el VDEN producen una mezcla heterogénea de particulas virales

estructuralmente distintas que varian desde particulas completamente inmaduras y parcialmente

10
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maduras, hasta completamente maduras (94, 95). Estas particulas virales pueden distinguirse
por su talla, su morfologia y el estado de clivaje de la proteina precursora de la membrana
(prM). Este ultimo proceso es esencial para producir una particula viral madura e infectiva (96).
Aunque los viriones inmaduros generalmente se consideran productos irrelevantes de las
celulas infectadas con el VDEN (97), la deteccion de una proporcion elevada de Acs anti-prM
en los pacientes con infeccion secundaria comparados con los detectados en pacientes con
infeccion primaria, sugiere la funcionalidad de las particulas virales inmaduras en la infeccién
por dengue (98, 99). Las diferencias encontradas en el virion del VDEN, segun el hospedero
infectado, pudieran tener implicaciones en la presentacion de las particulas virales al sistema

inmune humano y en el desarrollo de una vacuna efectiva contra el VDEN (100, 101).

Las particulas virales poseen un anillo glicoproteinico externo bien organizado, una bicapa
lipidica derivada del reticulo endoplasmético (RE) y un nicleo interno que contiene a la
nucleocapsida, de aproximadamente 30 nm de diametro, formada por la proteina de la capsida
(C) y un ARN (102). Este ARN es un ARN mensajero (ARNm) de cadena simple y polaridad
positiva, compuesto aproximadamente por 11000 b, de las cuales, un poco mas de 10000 b se
integran en un Unico marco abierto de lectura (ORF, open reading frame) que varia en tamafio
de acuerdo con cada serotipo del VDEN, e incluso entre un mismo serotipo (103). EI ORF se
encuentra flanqueado en los extremos 5’ y 3’ por las regiones no codificantes (UTR,
untranslated regions). Estas UTR contienen los elementos conservados de la estructura
secundaria del ARN, que son esenciales para la replicacion eficiente y la traduccién del ARN
viral de los flavivirus (104, 105). La presencia de estos elementos, especificamente en la regién
UTR 3’, propicia el desarrollo de los estudios de atenuacidon, patogenecidad e inmunogenicidad
de las cepas del VDEN para su empleo en el desarrollo de los candidatos vacunales contra el el
dengue (106-108). Al igual que en todos los flavivirus, el ARN del VDEN presenta una
caperuza en su extremo 5' (m7GpppAmp) y carece de un tracto poliadenilado (cola Poli A) en
su extremo 3'.

La traduccion del ARN viral da lugar a una poliproteina de aproximadamente 3400 aas, que
tras su procesamiento co- y post-traduccional produce tres proteinas estructurales hacia el
extremo N-terminal: la proteina C, la proteina de la envoltura (E) y la proteina de membrana
(M), y siete proteinas NS (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B y NS5) (109, 110).

11
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La tabla 1.1 muestra las propiedades, caracteristicas y funciones de las proteinas producidas

Tabla I.1. Proteinas codificadas por el ARN gendémico del VDEN.

. Longitud Peso o .
Proteina (aas) Molecular Caracteristicas y Funcion
(kDa)
Proteina dimérica, basica, asociada al RE. Inmunodominancia de
Capsida 112-127 9-12 epitopos de células T CD4*. Esencial en el ensamblaje del virién y

© en la proteccion del genoma viral. Inductor de una respuesta
inmunologica celular contra el VDEN.

En el virién inmaduro se presenta como un precursor glicosilado de
26kDa (prM). La formacion de M por escision proteolitica con

Mer(nl\t/)lgana 75 8-9 furina es crucial en la morfogénesis del viriébn maduro. Protege a la
proteina E de cambios conformacionales irreversibles durante su
transito por la via secretora.

Proteina glicosilada dimérica con dos sitios esenciales de N-
glicosilacién, Asn 67 (especifico para los VDEN) y Asn 153. Sus

Envoltura tres dominios antigénicos C, A y B se corresponden con los tres

495 60 I . . : .
(E) estructurales I, Il y Ill. Principal antigeno que induce inmunidad

protectora. Esencial en la union del virus al receptor celular y en la
fusion de las membranas viral y celular.

Se presenta en forma monomérica, dimérica o hexamerica. Esta
asociada a la membrana celular, liberada al medio extracelular o
reside en el RE. Posee dos sitios de glicosilacion Asp 130 y 207.
NS1 46-55 Implicacion en la replicacion viral. Diana de células T citotoxicas y
Acs especificos que la hacen blanco del complemento o de la
ADCC. Biomarcador para el diagndstico temprano de la infeccion

por VDEN.
Proteina  pequefia  hidrofébica con  cinco regiones
NS2A 22 transmembranosas. Participa en la sintesis del ARN viral y en el

ensamblaje del virion.

Proteina pequefia asociada a membrana que forman un complejo
con NS3, (cofactor para la funcion serina proteasa). Posee tres
regiones transmembranosas hidrofébicas y una regién hidrofilica
necesaria para la union de la NS3.

NS2B 14

La segunda proteina mas grande del VDEN. Proteina citoplasmatica
NS3 618 70 con multiples funciones enzimaticas en la replicaciéon viral.
Principal fuente de epitopos de células T citotdxicas CD4*y CD8".

Proteina pequefia, integral de membrana con cuatro regiones
hidrofébicas. Participa en la replicacién del ARN viral y en la

NS4A 150 16 regulacion de las actividades del dominio helicasa de la proteina
NS3.

NS4B 248 27 Proteina pequefa hidrofébica con dominios en el citoplasma y en el
RE separados por regiones transmembranosas. Antagoniza la
accion antiviral del interferén (IFN) tipo | y modula la replicacién
del VDEN.

NS5 95-105 La més grande y conservada de las proteinas de los flavivirus.

Proteina basica con dos dominios estructurales y funcionales que
participan en la replicacion viral, el dominio polimerasa y el
metiltransferasa.

12



Capitulo |
Revision Bibliografica

1.3.1 La proteina no estructural NS3

La proteina NS3 es altamente conservada entre los flavivirus y comparte entre el 66-76% de
identidad entre las secuencias aminoacidicas de los cuatro serotipos del VDEN (111). En la
estructura tridimensional de esta proteina se identifican dos dominios estructurales, el dominio
proteasa, el cual se ubica hacia el extremo N-terminal y abarca los primeros 171 aas (32) y el
dominio helicasa, el cual abarca desde el aa 180 hasta el aa 618 (Figura 1.2). Estos dominios se
unen por una regién de aproximadamente 10 aas, cuya secuencia aminoacidica no se conserva
entre los cuatro serotipos, ni entre los flavivirus, solamente se conserva el aa acido glutamico
en la posicion 173, seguido por el aa prolina o glicina (112). Este interdominio adopta una
conformacién extendida y flexible que permite la asociacion e interaccion entre ambos

dominios durante el proceso de replicacion viral.

La proteina NS3 es el componente mas importante de la maquinaria de replicacion del ARN
viral. Un estudio de mutagénesis sitio-dirigida basado en las regiones de la superficie de NS3
accesibles a los solventes revela que ademas de la importancia de esta proteina en la replicacion
del ARN viral, los dominios de la NS3 son criticamente requeridos para la produccién de
particulas virales infecciosas (27). En ese trabajo las mutaciones puntuales realizadas en los
dominios helicasa, proteasa y en el interdominio son suficientes para eliminar la formacion de
la particula viral sin afectarse la traduccion, el procesamiento de la poliproteina o la replicacién
del ARN viral. Ademas se identifica en el extremo N-terminal una region poco estructurada
rica en residuos del aa prolina involucrada en la formacion de la particula viral infectiva. Estos
resultados evidencian el papel central de la proteina NS3 en la coordinacion de la replicacion

viral y en la formacion de los viriones maduros.

El dominio proteasa de la proteina NS3 posee la funcion serino-proteasa de la superfamilia de
la tripsina compuesta por la triada catalitica histidina 51, acido aspartico 75, y serina 135, la
cual es conservada entre los flavivirus (113). Este dominio realiza la actividad proteolitica
necesaria para el procesamiento postraduccional de la poliproteina viral, para lo cual ademas
requiere de la presencia de la proteina NS2B que actia como cofactor (114). Por su parte, el
dominio helicasa es el responsable de las actividades ARN helicasa (115), NTPasa (33), RTPasa
(28) y la actividad de hibridacién dependiente de ARN (34).

13
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Todas estas funciones son requeridas para la replicacion viral (116) y la formacion de la
caperuza en el extremo 5° del ARN viral. Mutaciones realizadas en esta proteina pueden
disminuir sus funciones, lo que abre un camino para el disefio de inhibidores anti-virales
alostericos (10, 31).

En tejidos humanos la proteina NS3 puede encontrarse en el bazo, los linfonodos, los
macrofagos alveolares, los hepatocitos y las células perivasculares del cerebro (117).
Recientemente, Nunes y colaboradores detectan las proteinas NS1 y NS3 del VDEN en
macrofagos y células endoteliales de la placenta y el cordon umbilical de mujeres embarazadas
fallecidas. Ese estudio sugiere la transmision vertical del VDEN con impacto en la muerte
materna y fetal por este virus. Igualmente, demuestra la importancia de la deteccion de la
proteina NS3 en los pacientes con un cuadro clinico de dengue severo, para el seguimiento y

manejo de la enfermedad en estos casos (118).
I.4. Respuesta inmune e inmunopatogenia de la infeccién del VDEN

La conjugacion de mecanismos de neutralizacion viral, citotoxicidad celular dependiente de Acs
(ADCC, antibody dependent celular citotoxicity) y activacion de linfocitos T y del complemento

son invocados en la respuesta protectora frente al virus dengue (119).

1.4.1 Respuesta mediada por anticuerpos

Las células B activadas por el virus producen Acs que median las funciones de neutralizacion
del virus extracelular al bloquear la union o fusion de la envoltura viral a su receptor en la
membrana plasmatica celular, pero también son capaces de mediar la eliminacion de las células
infectadas por el virus a través de un mecanismo de ADCC o de citolisis mediada por
complemento (CMC) (120). La presencia de Acs Nt a uno de los serotipos del VDEN o0 Acs
mediadores de ADCC se asocian a un curso clinico de la infeccion mas benigno. Ademas, los
Acs IgM e IgG se unen a los antigenos virales solubles y favorecen la eliminacion de estos de

la circulacion por células fagociticas (121).

Los Acs Nt se consideran el mecanismo protector mas importante contra la infeccion por el
VDEN (122), por lo que la induccion de niveles elevados de los mismos es el objetivo principal

de los candidatos vacunales.

14
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Los Acs Nt serotipo especificos pueden permanecer de por vida en los individuos luego de su
infeccion. Hasta el presente no se conocen con exactitud los titulos de Acs Nt necesarios para
proteger frente a la infeccion con cada uno de los serotipos, aungue se han propuesto titulos
entre 10 y 102 (123).

Ademaés de la neutralizacion, los Acs contra el VDEN pueden participar en otros mecanismos
protectores frente a la infeccion. La formacion de inmunocomplejos entre la proteina E del
VDEN vy los Acs pueden activar el complemento, mientras que la via clésica de este sistema
puede ser activada durante la infeccion primaria por este virus (124). En correspondencia con
ello se pueden encontrar moléculas de IgM especificas al virus en esta fase de la infeccion (125).
Durante la infeccion secundaria, también ocurre la activacion de la via clasica del complemento.
Muy interesante es el hecho de que las subclases 1gG1 e 1gG3, las méas importantes activadoras
del complemento durante una respuesta secundaria, son las subclases de 1gG mas producidas en

los casos de individuos que desarrollan las formas més graves de la infeccion (126).

1.4.2 Respuesta mediada por células

Las células T ejercen dos funciones principales: (1) la produccion de citoquinas que juegan un
papel crucial en la regulacién de las funciones inmunoldgicas, el desarrollo de una respuesta
antiviral eficaz y la activacion de las células T CD8", los macréfagos y las células B; y (2) la
lisis de células infectadas. Tanto los linfocitos T CD4" como los CD8* son capaces de eliminar
las células infectadas por mecanismos citotoxicos, lo que contribuye a la recuperacion de la
infeccion (127).

Aungue el papel patogénico de las células T CD4* y CD8" se ha caracterizado con profundidad,
el papel protector de estas poblaciones celulares es menos conocido. No obstante, varios
estudios sugieren la induccion de una respuesta inmune mediada por celulas en los individuos
inmunizados con los candidatos vacunales atenuados u obtenidos por la via recombinante, como
resultado de la no correlacion entre la generacion de una respuesta de Acs Nt y la proteccion
frente al reto viral (128-130).

Estudios realizados por van der Most y colaboradores en los afios 2000 y 2003, con un virus
recombinante que contiene la cepa vacunal atenuada 17D del VFA que expresa las proteinas

prM y E del VDEN 2, constituyen los primeros indicios sobre el papel protector de las células

15



Capitulo |
Revision Bibliografica

T CD8" frente al reto intracraneal en los ratones (131, 132). Por otra parte, Yauch y
colaboradores, en el 2009 publican que la inmunizacion con los epitopos de las proteinas C,
NS2A, NS4B y NS5, genera células productoras de IFNy con actividad citotdxica, y que media
la disminucion de la carga viral in vivo tras el reto en un modelo de ratones C57BL/6
transgénicos, que no expresan el receptor para los IFNa/p (133). En el mismo afio, Gil y
colaboradores analizan el papel de las poblaciones celulares CD4" y CD8" en la proteccion
contra el VDEN en el modelo de encefalitis viral en ratones. En este estudio se demuestra que
la proteccion conferida frente al serotipo homélogo depende de las células T CD8*. Ademas,
esta poblacion celular prolifera tras la estimulacion in vitro con el virus homologo vy, junto a la

poblacion CD4*, es la responsable de la secrecion de IFNy (134, 135).

En el dengue la respuesta citotoxica de las células T CD8* contribuye al dafio de
células no infectadas por el virus, tal como los hepatocitos (136). Es posible que una activacion
celular temprana e inadecuada de los linfocitos T CD8" se relacione directamente con la
gravedad de la enfermedad (137, 138).

1.4.3 Inmunopatogenia

En relacién con la patogenia de la enfermedad se plantean algunas hipétesis para explicar el

cuadro grave:

La infeccidn con un serotipo del dengue provee inmunidad homéloga de larga duracion, pero
solo hay proteccion cruzada transitoria contra los otros serotipos, lo que hace posible una
infeccion secuencial que pudiera agravar la sintomatologia del paciente (139). El cuadro grave

se explica en funcion del fenémeno de ADA, que expresa que la respuesta inmune humoral a

una infeccién primaria por un determinado serotipo origina Acs Nt capaces de proteger al

individuo contra el virus homdlogo y, en menor medida, contra serotipos heterdlogos (140).

La formacion de inmunocomplejos, formados fundamentalmente por Acs de subclases 1gG1 e
IgG3, serian internalizados, por las células del sistema fagocitico mononuclear (monocitos y
macrofagos), al interactuar con los receptores Fcy tipo I (CD64) y IT (CD32) en ellas presentes.
De esta manera, se favoreceria, la diseminacion viral, ya que estos inmunocomplejos entran a

las células hospederas mas rapido que los viriones no acomplejados.
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Se ha demostrado que los Acs contra las proteinas prM y E facilitan la unién eficiente y la
entrada de las particulas inmaduras a las células que expresen el receptor Fc, los cuales estan
presentes en las células B, en las células dendriticas y en los monocitos-macrofagos
fundamentalmente, dianas de la infeccién por el VDEN (61, 141). El incremento de la
replicacion viral durante las infecciones secundarias heterotipicas, desencadena procesos donde
participa activamente el sistema monocito-macréfago que concluyen con el aumento de la
permeabilidad vascular responsable de los sintomas severos de la enfermedad (142). La
infeccion mediada por la ADA suprime, ademas, la produccion de interleuquina (IL)-12 e IFNy,
lo que conduce a una respuesta inmune de células T cooperadoras (Th, T helper) 2, descrita en

los pacientes con FHD (143).

La reactividad cruzada de células T (144, 145), produce dafios inmunol6gicos pues tras la

infeccion secundaria heterotipica se activan principalmente clones de células T de memoria,
estimulados en respuesta a la infeccion primaria, que generan la produccion de una serie de
citoquinas inflamatorias que participan en el desarrollo de la FHD/SCD (144). Méas tarde se
demuestra que, efectivamente las células T de memoria y con reactividad cruzada, activadas
durante la infeccion secundaria, reconocen epitopos peptidicos alterados con diferencias de
pocos aas entre los cuatro serotipos del dengue, y que después de la activacion estas sufren el
proceso de apoptosis en el periodo agudo de la enfermedad. Estos linfocitos T de memoria no
son capaces de proliferar ni de secretar IFNy, por lo que se retarda la eliminacién del virus y se
incrementan los titulos virales (146). La exposicion de epitopos virales en la superficie de las
células infectadas conlleva a la activacion de las células T y de las citoquinas proinflamatorias,
que tienen un efecto directo en las células del endotelio vascular que resulta en la extravasacion
de plasma (147). La participacion de las citoquinas inflamatorias secretadas por las células T de
memoria tras la infeccidn heterotipica se demuestra con el incremento de la permeabilidad

vascular y en la extravasacion de plasma.

La virulencia de las cepas (148) es un factor que puede aumentar cuando cepas de los VDEN

pasan repetidamente por el hospedero humano (149). De esta forma, las cepas mas virulentas
son las responsables de los sintomas graves que se observan en la FHD/SCD. En 1999,
Leitmeyer y colaboradores reportan la existencia de diferencias estructurales entre las cepas de

origen asiatico y las de origen americano del VDENZ2, que estan correlacionadas con la
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virulencia y la patogenicidad (150). Durante las infecciones secundarias, las cepas del VDEN 2
pertenecientes al genotipo asiatico se asocian al desarrollo de las formas severas, mientras que

las cepas de genotipo americano al desarrollo de las formas leves de la enfermedad (151).

Por otra parte, las secuencias de infeccion se correlacionan con el desarrollo de las formas
severas de la enfermedad. La infeccion secuencial VDEN 1/VDEN 2 o VDEN 1/VDEN 3 se
asocian con epidemias de dengue grave (152-154). Bhattacharya y colaboradores, en el afio
2013, sefialan que la secuencia de infeccion VDEN 3/VDEN 2 también se asocia con el
desarrollo de las formas severas de la enfermedad (154). En la epidemia de 1980 en Tailandia,
la secuencia de infeccién VDEN 1/VDEN 2 muestra un riesgo de desarrollo de FHD 500 veces
mayor que la infeccion primaria por el serotipo 2. En esta misma epidemia, para la secuencia de
infeccion VDEN 3/VDEN 2 el riesgo de desarrollo de la FHD es 150 veces mayor, y en el caso
de la secuencia VDEN 4/VDEN 2 de 50 veces (155).

En la segunda epidemia cubana de FHD ocurrida en el afio 1997 causada por una cepa del
serotipo 2 de genotipo asiatico se comprueba la secuencia de infeccion VDEN 1/VDEN 2 en el
98% de los casos graves y en el 92% de los fallecidos (156).

La hipdtesis integral planteada por el Prof. Kouri, es la hipdtesis mas completa, pues plantea al

dengue como un fendmeno inmunopatoldgico multifactorial donde deben ser integrados
multiples factores para su comprension: los factores de riesgos individuales (la presencia de Acs
anti-dengue, la edad, el sexo, la raza, el ser portador de enfermedades cronicas), los factores
epidemioldgicos (el vector y el intervalo entre infecciones) y los factores relacionados con el
virus (el serotipo y la virulencia de la cepa), los que, como consecuencia de su interaccion,

conllevan al desarrollo de la forma grave de esta enfermedad (58).

1.4.4 Papel de la proteina NS3

La proteina NS3 se identifica como la diana principal de la respuesta de células T, debido a que
epitopos presentes en su estructura se reconocen por linfocitos de células T CD8" de humanos
y de raton (157, 158). Un estudio que emplea peptidos sobrelapados y que cubren toda la
poliproteina del VDEN demuestra que la respuesta mayor de células T ex vivo se dirige a la
region de la proteina NS3 y principalmente al dominio helicasa (57). Rivino y colaboradores

(41) exponen que durante una infeccion por el VDEN, las dianas principales de las células T
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CD8" son las proteinas NS como NS3 y NS5; mientras que para las células T CD4" las dianas
preferenciales son las proteinas reconocidas por las células B (E, C y NS1). En un analisis
general de la respuesta de células T (CD4" y CD8") en adultos vietnamitas con infeccion
secundaria por VDEN, mas de la mitad reconocen epitopos de la NS3 del VDEN 2. Este estudio
identifica 34 epitopos de células T en la proteina NS3 (159). Estudios realizados en Macaccus
rhesus, permiten determinar que los péptidos virales capaces de activar células T CD4" y CD8*
provienen primordialmente de las proteinas NS1, NS3 y NS5 (36). En un estudio sobre el
reconocimiento de proteinas de VDEN por las células T citotoxicas de raton, los autores
encuentran un predominio de epitopos reconocidos por estas células en las proteinas NS
principalmente la NS3 (42). Ademaés, se ha demostrado que las células T citotdxicas de
reactividad cruzada y especificas del VDEN reconocen péptidos de NS3 (160).

La proteina NS3 participa en la regulacién de la respuesta immune del hospedero. Estudios
realizados con el empleo del sistema doble hibrido de levadura y el analisis de los revertantes
virales revelan el interactoma de las proteinas NS de los flavivirus (161-163), el cual contiene
mas de 100 proteinas celulares que interacttan con la proteina NS3. Muchas de estas proteinas
se encuentran involucradas en la modulacion de la transcripcion o de la respuesta inmune del
hospedero. Asi, la produccién de IFN tipo | en las células dendriticas derivadas de monocitos
humanos se inhibe cuando la proteasa NS2BNS3 del VDEN escinde y de esta manera, inactiva
la proteina adaptadora y estimuladora de genes de IFN (STING) (164, 165).

La proteina NS3 se localiza exclusivamente en las células infectadas por el VDEN, pero debido
a la lisis por un efecto citopatico viral o por la lisis mediadas por células puede estar accesible

para la union al receptor de la células B (166).

Se reporta que Acs especificos contra la proteina NS3 del VDEN 1 son capaces de incrementar
el tiempo de supervivencia de ratones retados con dosis letales del serotipo homdlogo, aunque
el mecanismo involucrado adn no se encuentra definido (44). Algunos autores plantean que en
infecciones con el VDEN, estan presentes Acs anti-NS3 en muestras de fase aguda de casos
primarios y secundarios (167-169). Valdés y colaboradores demuestran que una respuesta
especifica de Acs anti-NS3 se detecta principalmente en casos secundarios de dengue, la cual

es significativo segun el serotipo infectante (170). Esto abre la posibilidad de implementar un
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ensayo diagndstico con una sensibilidad elevada para la deteccidn del antigeno NS3 en algunos
casos de dengue y dengue grave (171).

La proteina NS3, con importantes funciones cataliticas, es la fuente principal de epitopos de
células T CD4*y CD8" especificas del VDEN vy para células T de reactividad cruzada
especificas para los VDEN (37, 172). Por otra parte, se plantea un papel importante de la NS3
en la induccion de apoptosis en las células infectadas. En un estudio realizado en células Vero
transfectadas con el serotipo 2 del VDEN se observa que la proteina NS3 unida a su cofactor
es capaz de inducir apoptosis. Asimismo, se demuestra que mutaciones en el sitio catalitico
responsable de la protedlisis, disminuye la capacidad de esta proteina de inducir apoptosis
(173). Duarte dos Santos y colaboradores identifican sustituciones aminoacidicas en las
proteinas E y NS3, principalmente en la region helicasa, que pueden influir en la induccion de
apoptosis en respuesta a la infeccion con el VDEN 1 (174). Ademas, en otra investigacion se
demuestra la importancia de esta region helicasa como factor de virulencia para el desarrollo
de la patogenia del VDEN.

Estudios realizados ex vivo, muestran que en los dias de la defervescencia, durante el curso de
una infeccion aguda, la apoptosis puede ser un potencial inmunomodulador de la respuesta
inmune adaptativa al VDEN (175). Evidencias sugieren que la apoptosis de las células T CD8+
durante la infeccion aguda por el VDEN podria asociarse a niveles bajos intracelulares de la
proteina anti-apoptética Bcl-2 (-en inglés- B cell lymphoma) (176), mientras que otras sustentan
la asociacidn de los mecanismos apoptoticos al desarrollo de la patogenia de la enfermedad por
dengue (177). Se plantea que, para el caso del VDEN, la produccién intracelular de las proteinas
virales es esencial en la produccion de apoptosis. Las proteinas M y NS3 han mostrado actividad
pro-apoptotica (173, 178).

Otros estudios ex vivo realizados durante una infeccion secundaria, que muestran la apoptosis
de linfocitos T CD8" especificos a péptidos de la NS3 sugieren que la misma podria estar
involucrada en la explicacion del fendmeno del pecado original antigénico. De esta forma,
podria ocurrir apoptosis de las células T de alta afinidad y expansion de células T de reactividad
cruzada de baja afinidad, lo cual disminuiria el aclaramiento viral, llevando a un incremento de

la carga viral y a las formas mas severas de la enfermedad (146).

20



Capitulo |
Revision Bibliografica

1.5. Desarrollo de vacunas contra el VDEN

El desarrollo de vacunas eficaces contra el dengue es una prioridad, especialmente en las
regiones infestadas por los mosquitos vectores de la enfermedad (179). Teniendo en cuenta las
complejidades de la enfermedad del dengue, las vacunas contra el VDEN deberan proveer una
proteccion duradera contra los cuatro serotipos virales, de forma tal que se evite el fendmeno
de ADA. En este sentido, varias estrategias se desarrollan en la actualidad con el empleo de
virus vivos atenuados, virus completos inactivados o subunidades virales, vectores virales
recombinantes, péptidos, proteinas recombinantes y vacunas de ADN para producir vacunas
contra el dengue (180, 181). Sin embargo, no se dispone de una vacuna eficaz ain cuando la
primera vacuna contra el VDEN, CYD-TDV (Dengvaxia®) desarrollada por la compafia
Sanofi-Pasteur, se licencio recientemente en veinte paises endémicos de Asia y América Latina.
Esta vacuna tetravalente quimérica se gener0 a partir de la cepa atenuada 17D del VFA, a la
cual se le sustituye los genes que codifican para las proteinas prM y E por los que expresan
estas mismas proteinas en los cuatro serotipos del VDEN, de ahi que se obtiene una vacuna
compuesta de cuatro virus quiméricos VFA-17D/VDEN (182). A pesar de que la cepa vacunal
del VFA es altamente inmunogénica, la formulacién tetravalente quimérica contra el dengue
resultd ser poco eficaz contra el VDEN 2 (183, 184). Ademas los vacunados no expuestos
previamente al dengue o que tenian una inmunidad contra el dengue limitada manifestan un
mayor riesgo de dengue grave tras la vacunacion con Dengvaxia®, aspecto principalmente
critico en nifios menores de 9 afios (185, 186). Por otra parte, estudios clinicos demuestran una
mayor eficacia de la vacuna entre individuos con una inmunidad previa a los flavivirus, lo cual
sugiere que la infeccion natural puede contribuir al establecimiento de una inmunidad

adaptativa a largo plazo contra la fiebre del dengue (187).

A pesar de todas las limitaciones de la vacuna Dengvaxia®, sus productores consideran que
aun asi esta es beneficiosa (188). Sin embargo, el Grupo de Expertos en Asesoramiento
Estratégico sobre Inmunizacion (SAGE) de la OMS, solo recomiendan su empleo en regiones
endémicas, con una seroprevalencia del dengue superior al 70%, lo cual también recientemente
se cuestiona por la comunidad cientifica internacional a la luz de los draméticos resultados de

la vacunacién en Filipinas, que conllevé a la suspension de la vacuna (189, 190).
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Los resultados de la vacuna Dengvaxia® imponen que las nuevas vacunas contra el dengue
deban garantizar una eficacia indiscutible en la proteccion contra todos los serotipos de dengue
y las cepas virales circulantes, independientemente de la edad y el estado inmunologico de las
personas con riesgo de infeccidn. Actualmente los candidatos vacunales tetravalentes contra el
dengue desarrollados por Takeda (TDV) y el Instituto Nacional de Salud (NIH, National
Institute of Health) de los Estados Unidos de América (EUA), LAV Delta 30, son las dos

alternativas de vacunas mas avanzadas, aiin ambas en fase clinica 3.

Para la obtencion del candidato vacunal TDV se construyeron tres virus quiméricos TDV-1,
TDV-3 y TDV-4 sustituyendo los genes prM y E de los VDEN 1, VDEN 3 y VDEN 4 en el
genoma de la cepa vacunal del VDEN 2- PDK-53 (TDV-2), atenuada por la introduccion de una
mutacién adicional en el gen que codifica para la proteina NS3 (191, 192). Los estudios clinicos
realizados durante las fases 1 y 2, muestran que la administracion de 2 dosis de TDV hacen de
este un candidato vacunal seguro y bien tolerado, que induce una respuesta de Acs Nts y células
T citotoxica CD8+ contra los cuatro serotipos (193, 194). En la actualidad el TDV se encuentra

en los ensayos clinicos de fase 3, la cual se espera que concluya a finales del 2021.

El candidato vacunal LAV Delta 30 se compone de los cuatro VDEN 1, 2, 3y 4, los cuales
contienen una delecién de 30 nucledtidos en el dominio II de la region UTR 3’ del ARN
genomico. Particularmente, el VDEN 2 es un virus quimérico que se obtiene a partir de sustituir
en el esqueleto genémico del VDEN 4 mutante los genes que codifican para las proteinas prM
y E del VDEN 2 (VDEN 2/VDEN 4) (195).

LAYV Delta 30 recibi¢ la licencia del Instituto Butantan en Brasil para producir este candidato

vacunal conocido como TV003.

Los estudios realizados en las fases 1 y 2 demuestran la seguridad y la inmunogenicidad de
TV003, con tasas de seroconversion que van desde un 50% (VDEN 2) hasta un 100% (VDEN
1, 3y 4) después de una dosis Unica de administracion. Sin embargo, la viremia todavia era
detectable en individuos vacunados con TV003 (196). La inmunizacion con este candidato
vacunal le proporciona a cerca del 90% de los vacunados Acs Nts y le confiere proteccion frente
al reto con el VDEN 2 un afio después de la inmunizacion (197). Este candidato vacunal se

encuentra actualmente en los ensayos clinicos de fase 3 que culminaran en el 2022.
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El Instituto de Investigacion del Ejército Walter Reed (WRAIR), FIOCRUZ y Glaxo Smith Kine
(GSK) recientemente unieron fuerzas para potenciar un candidato vacunal tetravalente contra el
dengue basado en virus inactivado purificado (DPIV). Los resultados del estudio clinico de fase
1 muestran que la admmistracion de dos dosis del DPIV adyuvado es bien tolerado e

inmunogeénico, lo que justifica el inicio de un ensayo de fase 2 en un futuro proximo (198).

Otros candidatos vacunales se desarrollan con el empleo de la tecnologia del ADN
recombinante. Entre ellos se encuentran los de subunidades recombinantes que requieren
sistemas de expresion tales como ADN plasmidico, vectores heterdlogos, particulas similares a
virus basadas en la coexpresion de las proteinas prM y E o solo de su dominio Il y antigenos
virales recombinantes purificados de los cuatro serotipos (199) [34,43 , 47-50,75-77]. En este
sentido la estrategia cubana para el desarrollo de un candidato vacunal contra el VDEN, se basa
actualmente en la obtencién de subunidades recombinantes altamente inmunogénicas y
protectoras contra la infeccion por VDEN. La fusion del DIII de la proteina E y la proteina C
(D111-C) constituye una variante atractiva para eliminar el riesgo de la ADA después de la
inmunizacion (135). Esta proteina DIII-C expresada en E. coli y semipurificada se combina con
oligonucledtidos, lo que resulta en la obtencion de agregados de particulas. La evaluacién
inmunogénica de las formas agregadas y no agregadas de los cuatro serotipos en el modelo de
encefalitis viral en ratén, muestra la induccion de una respuesta humoral equivalente, mientras
que la secrecién de IFNy in vitro y la proteccién es mayor para las formas agregadas. Esto
demuestra la contribucion de la agregacion a la induccion de células T CD4* y CD8* (200) y la
importancia de la respuesta inmune mediada por células en la proteccion; ademas refuerza la
idea de que el disefio de un candidato vacunal debe estar encaminado a inducir una respuesta
humoral y celular (201).

1.6. Escherichia coli como sistema de expresion para las proteinas del VDEN

En la actualidad existen varios sistemas de expresion de proteinas recombinantes basados en
cultivos celulares de mamiferos, insectos, levaduras, bacterias, asi como en plantas, sistemas
libre de células y también en animales y plantas transgenicas (202, 203). De estos sistemas, las
bacterias demuestran ser muy eficientes para la sintesis de las proteinas recombinantes. La E.

coli es la especie mas utilizada para la expresion de las proteinas del VDEN, aunque algunas
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cepas de Salmonella se emplean satisfactoriamente para expresar en su superficie las proteinas
E, NS1y NS3 del VDEN (204-206).

Las bacterias tienen como ventaja el ser facilmente cultivable lo cual permite obtener cantidades
elevadas de biomasa celular en un tiempo corto con el empleo de medios de cultivo
relativamente baratos. Esto posibilita un manejo adecuado de las fermentaciones de densidad
elevada, asi como un escalado facil (207). Ademaés, es un microorganismo que se puede
modificar genéticamente para obtener rapidamente una progenie modificada. Algunas cepas de
E. coli se han modificado en su genotipo con el fin de incrementar la produccién y la estabilidad

de las proteinas recombinantes expresadas (208, 209).

Para la produccion exitosa de las proteinas recombinantes en esta bacteria se deben tener en
cuenta una serie de factores genéticos y fisioldgicos entre los que se encuentran: la eficiencia
transcripcional y traduccional, la estabilidad del vector de expresion y de los ARN transcriptos,
la estabilidad de las moléculas ante el ambiente proteolitico del hospedero, la localizacion y
plegamiento de la proteina, asi como la capacidad de expresion de la cepa del organismo
hospedero, lo cual siempre requerira hacer un estudio con cepas diferentes, con vistas a

seleccionar la mas adecuada para la expresion de la proteina recombinante deseada (210, 211).

Entre las desventajas descritas para la bacteria E. coli se encuentran su incapacidad de realizar
las modificaciones post-traduccionales, necesarias para la mayoria de las proteinas eucarioticas
y la produccion de concentraciones elevadas de la proteina heteréloga, en forma insoluble

formando cuerpos de inclusion (Cls) (212).

En los Cls, las proteinas recombinantes carecen de actividad bioldgica por encontrarse
incorrectamente renaturalizadas y las mismas pueden observarse por microscopia de fase como
particulas intracelulares oscuras (213). Sin embargo, los Cls pueden constituir un modelo
asequible para estudiar la agregacion de proteinas (214) y ademas para estudiar las bases
moleculares de las enfermedades conformacionales como la enfermedad de Huntington y el
Alzheimer (215).

La cepa de E. coli mas utilizada en los sistemas de expresion es la BL21, debido a que es
defectiva en las proteasas OmpT y Lon, involucradas en la degradacion de las proteinas (216).

En funcidn del sistema de expresion empleado, la cepa puede contener el médulo regulador de
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la expresion integrado en el cromosoma. En los sistemas de expresion pET y pRSET, la cepa
bacteriana contiene el ADN del bacteriéfago DE3 integrado en el cromosoma. Este bacteriéfago
contiene a su vez el gen codificante de la T7 RNA polimerasa regulado por el promotor lacUV5
cuya actividad se induce por medio de la adicion del inductor tiogalactopiranosido de isopropilo
(IPTG, Isopropyl Thiogalactopyranoside) (217). En los sistemas pGEX, pQE, pTrc y pBAD la
expresion de las proteinas recombinantes no esta supeditada a la presencia de un mddulo
regulador integrado en el cromosoma de la bacteria. En estos sistemas, los elementos
reguladores del promotor para la expresion de proteinas recombinantes estan incluidos en el
vector, por lo que el mismo vector puede emplearse en combinacién con las diferentes cepas
(218).

1.7. Modelos experimentales para la evaluacion de vacunas contra el VDEN

1.7.1 El hombre como modelo de infeccion del VDEN

Los hospederos naturales conocidos del VDEN son los mosquitos y los humanos. Evidencias
seroldgicas en PNH apoyan la existencia de un ciclo selvético (219, 220). Sin embargo, estos
no reproducen la enfermedad observada en humanos. Por lo tanto, el modelo ideal para estudiar
la enfermedad del dengue es el propio hombre. Los primeros modelos humanos documentados
de infeccion por dengue datan de inicios del siglo XX, 1902. Sin embargo, el primer modelo de
reto humano para evaluar la capacidad protectora inducida por vacunas contra el dengue lo
desarrollaron investigadores del WRAIR.

Ellos demuestran la eficacia de una vacuna tetravalente viva atenuada frente al reto con el
VDEN en un grupo de individuos sanos vacunados (221). Ademas, evidencian la posibilidad
de emplear estas vacunas como virus del reto en los ensayos de proteccion (222). Este modelo
de reto humano permite determinar el papel de la inmunidad mediada por células y Acs en
individuos previamente vacunados (223) asi como evaluar la aparicién de signos de alarma
indicativos de extravasacion de liquidos inducida por el VDEN en individuos sanos, no inmunes
a dengue (224). Similarmente, el NIH de los EUA desarroll6 un modelo de infeccion en
humanos que les permite evaluar la eficacia protectora de una vacuna tetravalente viva atenuada
frente al reto con el VDEN 2 (225, 226). A pesar de las indiscutibles potencialidades de este

modelo para las investigaciones en dengue, su uso es ain limitado por varias razones. Entre
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ellas podemos mencionar que no existe un compuesto antiviral efectivo que permita combatir
el riesgo de desarrollar un cuadro de dengue severo tras el reto viral en individuos inmunizados

donde la vacuna tuvo una pobre o ninguna proteccion (227).

1.7.2 Modelos animales para la evaluacion de vacunas contra el VDEN

La basqueda de modelos animales adecuados para la evaluacién de candidatos vacunales
tetravalentes constituye un reto para los grupos de investigacion que desarrollan vacunas contra
el dengue (228). Estos modelos deberan tener, como caracteristica fundamental, la capacidad
de replicar el VDEN, inducir una respuesta inmune medible y reproducir la enfermedad.
Ademas, deberan ser accesibles y faciles de utilizar en la evaluacion de docenas de diferentes

candidatos vacunales.

El empleo de animales de experimentacion en los ensayos preclinicos para los potenciales
candidatos vacunales contra el dengue tiene como objetivo evaluar la seguridad, la infectividad
(para vacunas vivas atenuadas), la inmunogenicidad y la posible eficacia protectora de estos
candidatos. Entre los animales mas empleados en la evaluacién de los candidatos vacunales

contra el dengue se encuentran los PNH, los ratones y los cerdos.

Los PNH son hospederos naturales del VDEN vy se utilizan ampliamente como modelo porque
pueden desarrollar viremia y una respuesta de Acs consistente tras la infeccion con el VDEN
(229). Sin embargo, estos no reproducen las manifestaciones clinicas de la enfermedad

observada en humanos.

Los monos rhesus (Macaca) y los chimpancés son los modelos de PNH méas empleados en la
ultima etapa de la evaluacion preclinica para determinar la inmunogenicidad de los candidatos
vacunales contra el VDEN (230-232). Especialmente los monos rhesus muestran una respuesta
inmune de Acs anti-dengue, asi como una cinética de la viremia muy similar a la desarrollada
por el hombre (233-235).

Por otra parte, un estudio de reto viral desarrollado por Gil y colaboradores revela una
plataforma alternativa en monos macacos rhesus para evaluar la inmunogenicidad y eficacia de
una vacuna mediante la proteccion inducida por la inmunidad mediada por células T acoplada
a la reduccién de la viremia (236). Este modelo se utiliza ademas para determinar como la

respuesta inmune contra una cepa viral puede interferir con la respuesta inmune de las cepas de
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los otros serotipos o de un mismo serotipo en una vacuna tetravalente, un fendmeno llamado
interferencia inter-serotipo (237-239). Los monos verdes (Cercopithecus aethiops sabaeus) se
emplean satisfactoriamente en la evaluacion preclinica de los candidatos vacunales contra el
VDEN (240, 241). Sin embargo, el alto costo asociado al mantenimiento de los PNH limita su

uso extensivo en los diferentes ensayos de evaluacion de candidatos vacunales.

Los ratones son el modelo animal mas utilizado, por razones préacticas de disponibilidad y costo.
Estos son, generalmente, los primeros en utilizarse en la fase preclinica para el desarrollo y
evaluacion de candidatos vacunales contra el dengue. Sin embargo, su uso presenta varias
limitaciones que ponen en duda la relevancia para humanos de la respuesta inmune inducida
por los VDEN en este modelo. Las rutas de infeccion empleadas son fisiolégicamente diferentes
a las de la infeccion natural y la replicacion del virus es extremadamente baja, aun cuando
grandes cantidades de virus les sean inoculadas. No obstante, la respuesta de Acs inducida por
el VDEN en este modelo es similar a la observada en humanos (242). Asimismo, la respuesta

de células T presenta el mismo patron observado en la infeccion natural en humanos (243).

El desarrollo de un modelo adecuado de ratén para la infeccidn es un gran desafio; sin embargo
modelos de ratones genéticamente modificados hacen posible reproducir algunos sintomas
clinicos de la enfermedad (244, 245). Ademas, el uso de cepas de dengue adaptadas en raton y
de diferentes vias de inoculacién permite superar la resistencia natural de los ratones a la

infeccion por el VDEN.

La capacidad protectora de la respuesta inmune inducida por el VDEN en ratones se evalla a
través de un modelo de encefalitis viral. Este modelo no reproduce las condiciones naturales
puesto que la encefalitis por dengue en humanos es muy rara y, ademas, necesita de cepas
neuroadaptadas que no son patogénicas para humanos (246). Estudios demuestran que la
proteccidn frente a la encefalitis en este modelo se asocia a la respuesta de células T y no a la
respuesta de Acs Nt (247, 248).

El raton lactante fue el primer modelo empleado en las investigaciones de dengue,
particularmente se utiliza para lograr la adaptabilidad de las cepas del VDEN aisladas de
humanos en el cerebro de estos ratones a través de pases seriados (249). Como resultado los

ratones muestran paralisis y encefalitis, sintomas neuroldgicos poco frecuentes en la infeccién
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por el VDEN (250, 251). Este modelo lo adoptan algunos grupos de investigacién para evaluar
la posible eficacia de anti-virales y candidatos vacunales teniendo en cuenta la severidad clinica,
el indice de supervivencia y la reduccién de la carga viral en el tejido cerebral (252, 253). Sin

embargo la relevancia biologica y fisiologica de este modelo es ampliamente cuestionada.

Si bien se plantea que el modelo animal de raton es un paso necesario, para las evaluaciones de
candidatos vacunales contra el dengue, ya que no se dispone de un modelo que reproduzca la
enfermedad, los resultados de la respuesta inmune, que de estos ensayos se deriven, debe ser
analizada en profundidad. Teniendo en cuenta que los epitopos inmunodominantes de ratén
para las células T pueden diferir de los del humano, los resultados pueden no ser concluyentes
en el estudio de la repuesta de células T, principalmente, en estudios que involucren la
enfermedad grave por dengue (254).

Otro de los modelos empleados, pero poco comun en la evaluacion de candidatos vacunales
contra el VDEN son los cerdos (255). Entre las caracteristicas que hacen a esta animal un
modelo a considerar se encuentra que los cerdos son fisiolégicamente similares a los humanos,
son menos costosos de obtener y mantener, y ademas, un gran nimero de ensayos
inmunoldgicos estan disponibles para modelos de cerdos. Uno de estos modelos es el modelo
de cerdo en miniatura Yucatan (256). Este modelo tiene la ventaja de poseer una respuesta

inmunoldgica y fisioldgica muy similar a la de humanos.

Ademas presenta propiedades fisicas de la piel, metabolicas, inmunoldgicas y cardiovasculares
muy similares a las del hombre, las cuales son aspectos importantes para el estudio de la FHD,
teniendo en cuenta que el VDEN afecta estos sistemas. En un estudio que emplea este modelo
porcino la primoinfeccion de 107 unidades formadoras de placa (ufp) del VDEN 1 por via
subcutanea induce viremia, asi como Acs anti-dengue IgM, 1gG y Acs Nt en todos los cerdos
(256). Por su parte, la infeccion secundaria con el mismo titulo viral del VDEN 1 induce
igualmente viremia; pero los titulos de Ac IgM son mas bajos que los alcanzados en la infeccién
primaria, mientras que los titulos de Acs IgG y Nt son mas elevados (257). Aunque todos estos
resultados parecen prometedores, este modelo tiene algunas limitaciones por lo que estudios
futuros deberan desarrollarse con otros serotipos del VDEN, para constatar la utilidad de este

modelo en la evaluacién de candidatos vacunales contra el VDEN.
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Il. MATERIALES Y METODOS

Las investigaciones que forman parte de este trabajo se desarrollaron en el periodo comprendido
entre enero de 2008 y diciembre 2016, en el Departamento de Virologia del IPK. Las mismas
formaron parte del proyecto de investigacion asociado a programa del MINSAP “Estudios
moleculares y estructurales de las proteinas del virus del dengue: identificacion de proteinas
celulares dianas para el diagndstico y tratamiento de la enfermedad”. Ademas, este estudio
recibi6 financiamiento de la Coordinacion para el Perfeccionamiento de Graduados de Nivel
Superior, CAPES, de Brasil, 2010.

11.1. Cepas bacterianas y virales

La tabla I1.1 muestra las diferentes cepas bacterianas empleadas asi como la finalidad a cumplir

en cada uno de los experimentos.

Tabla 11.1. Cepas de E.coli empleadas en la obtencién de la proteina recombinante NS3 del VDEN 2.

Cepa bacteriana Ensayos Procedencia
XL1-Blue [(supE44 hsdR17 - Propagacion de los plasmidos Donada por el Laboratorio Vacuna
recALl endAl gyrAd6thi relAl - EXxpresion de la proteina NS3 Dengue del CIGB, Habana, Cuba

lac F’[proAB- lacl® lacZAM15
Tn10(tet")])] (258)

M15[pREP4] derivada de la - Expresion de la proteina NS3 No. Catalogo: 1000920 (Qiagen,
cepa K12 de Escherichia coli Alemania)

(Nals, Strs, Rif, Ara*, Gal*, Mtl, F

, RecA*, Uvr*, Lon™)

BL21(DE3) [F-ompT galdcmlon - Expresion de la proteina NS3 Donada por el Laboratorio de

hsdSg(re= mg) MDE3 [lacl Genomica Estructural del Instituto

lacUV5-T7 gene 1 indl sam7 de Biofisica de la Universidad

nin5])] (259) Federal de Rio de Janeiro (UFRJ),
Brasil.
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La tabla 11.2 muestra las diferentes cepas virales empleadas en cada uno de los experimentos.

Tabla 11.2. Cepas virales empleadas en la obtencién y evaluacion de la respuesta inmune de la proteina

recombinante NS3 del VDEN 2.

Ensavo Cepa viral Historial Lugar de Afio de Genotipo No. Acceso
y P de pases aislamiento  aislamiento GenBank
VDEN 1 |
Hawaii 24PR Hawaii 1944 KM204119
Ensayos (260)
inmuno- VDEN 2 Nueva
Papua Nueva . KM204118
enzimaticos Guinea C 24PR pGuinea 1944 Asiatico 2
sobre fase (260)
solida VDEN 3 H87 e . AV
26PR Filipinas 1956 KU050695
(ELISA) (260) Hipt
VDEN 4 H241 25PR Filipinas 1956 I KR011349
(260)
Estimulacion VDEN 2
in vitrod 7PC6/36H . .
m,VI ro de SB8553* Malasia 2002 Cosmopolita FM986658
células de T, 2PV
, (261)
bazo de raton
Esquema de
inmunizacién VDEN 2 A15 4PR, .
Ensayo de (262, 263) 2PVero Cuba 1981 Asiatico 2 AJ012547
proteccion
Clonacioén del
gen ns3
Inmuno-
fluorescencia .
indirecta VDEN 25897 )pc6/36 Cuba 1997 Americano/A— y 200035
(264) siatico
(1F1)
Western
Blotting
(WB)

“cepa donada gentilmente por la Dr. Jane Cardosa de la Universidad de Sarawak, Malasia.

PC6/36HT: Pases en la linea celular C6/36 HT
PV: Pases en la linea celular Vero
PR: Pases en cerebro de raton

HT: (-en inglés- High Temperature)

Las cepas virales empleadas en los ELISAS se obtuvieron a partir de la inoculacion del cerebro

de raton lactante y se concentraron por el método sacarosa-acetona (265). Para la obtencion del

control negativo viral se partié de un extracto de cerebro de raton no infectado con el VDEN.

La preparacion viral empleada para la inmunizacion del grupo control positivo en el esquema

de inmunizacion y para el ensayo de proteccion en ratones, se obtuvo a partir de cerebro de
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raton infectado con el VDEN 2, homogenizado en el medio de cultivo celular liqguido RPMI
(Roswell Park Memorial Institute medium)-1640, (Sigma, Reino Unido).

Los antigenos virales utilizados para las estimulaciones in vitro en los experimentos de
medicion de la respuesta celular, la IFI y el WB se prepararon a partir del sobrenadante de
cultivo de células Vero y C6/36HT infectadas con los diferentes virus (Tabla 11.2). Para ello el
sobrenadante se concentrd por ultracentrifugacion (Beckman Coulter, Bélgica) a 50 000 x g
durante 4 h a 4°C. El precipitado viral se resuspendio en tampon fosfato salino (NaCl 100 mM,
KCI 2 mM, Na;HPO4 10 mM, KH2 PO41 mM, pH 7,2) (PBS). La titulacion viral se realizo en
células BHK-21 (266). El control negativo se prepard a partir del sobrenadante de células no
infectadas.

Las cepas virales y bacterianas empleadas en este estudio se manipularon en cabinas de
seguridad biologica clase Il (BSC I, Biosafety Cabinet class I1).

11.2. Cebadores, plasmidos y enzimas de restriccion

La tabla 1.3 muestra los cebadores empleados en las reacciones de amplificacion del fragmento

que codifica para la protreina NS3 del VDEN 2.

Tabla I1.3. Cebadores utilizados en las reacciones de amplificacion del gen ns3 del VDEN 2.

Reaccion “Cebadores Secuencia 5-3’
Amplificacion del gen ns3 pGEMTNS3 CGGGCTGGAGTATTGTGGGAC
para la clonacién en pGEMT y (+)

la seleccion de los plasmidos pGEMTNS3  TTTTCTTCCAGCTGCAAATTC
recombinantes O]
Amplificacion del gen ns3 PQE30NS3 ctgcadCGGGCTGGAGTA

para la clonacién en pQE30 y (+) Pstl

la seleccion de los plasmidos PQE30NS3 aagcttTTATTTTCTTCCAGCTGCAAATTCC
recombinantes ) HindlIl

Amplificacion del gen ns3  pET21dNS3  ggatccTTATGCGGGCTGGAGTATTGT

para la clonacién en pE21d y (+) BamHI

la seleccion de los plasmidos ~ pET21dNS3  aagcttTTTTCTTCCAGCTGCAAA
recombinantes ) Hindlll

*Todos los cebadores se sintetizaron en el CIGB

Para la obtencidon de la molécula recombinante que contiene el gen que codifica para la proteina
NS3 del VDEN 2 se emplearon los plasmidos pGEMT (Promega, EUA), pQE30 (Qiagen,
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Alemania) y pET21d (Novagen, EUA). Las caracteristicas y mapas genéticos de estos

plasmidos se ilustran en el Anexo I.

Las enzimas de restriccién empleadas en las diferentes estrategias de clonacion fueron HindlIllI,

Pstl y BamHI. Todas las enzimas procedian de la casa comercial Promega, EUA.
11.3. Anticuerpos monoclonales, policlonales y proteina recombinante

Para los ensayos de WB se emple6 un AcM anti-6xHis (Qiagen, EUA) y un Ac policlonal anti-
NS3 proteasa donado gentilmente por el Prof. Ronaldo Mohana-Borges (Laboratorio de

Genomica Estructural, Instituto de Biofisica, UFRJ, Brasil).

Para los ensayos de caracterizacion antigénica por ELISA se emplearon como fuente de Acs
policlonales los liquidos asciticos hiperinmunes de raton (LAH) anti-VDEN 1, anti-VDEN 2,
anti-VDEN 3y anti-VDEN 4, producidos por el laboratorio de Arbovirus, IPK.

Para la IFI se utilizé el AcM anti-VDEN 2, 3H5-1-21 donado por la OMS al Laboratorio de
Arbovirus, IPK.

La proteina DIII-C-2 se empled en la evaluacion de la capacidad inmunopotenciadora de la
proteina NS3 del VDEN 2. Esta proteina quimérica se obtuvo por via recombinante en forma
soluble y contiene los aas del 286 al 426 correspondiente al dominio 111 (DII1) de la proteina E
del VDEN 2 (cepa Jamaica 1339TVP965, 2PC6/36HT) fusionado a la proteina C del mismo
serotipo viral (200).

I1.4. Animales de experimentacién

En el estudio se emplearon ratones BALB/c, hembras, de 7 semanas de vida, con un peso entre
18 y 20 g, suministrados por el Centro de Produccion de Animales de Laboratorio
(CENPALAB), La Habana, Cuba. Los animales se manipularon de acuerdo a las normas
cubanas para el cuidado y uso de animales de laboratorio incluidas en las Guias para el Trabajo
con Animales de Laboratorio del IPK. Los animales se alojaron en jaulas con suelo solido y
lecho grueso y recibieron alimentos y agua ad libitum, temperatura de 25°C, humedad del 60%,

parametros que se chequearon durante todo el periodo de experimentacion.
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11.5. Consideraciones éticas en el uso de animales de laboratorio

En el disefio de los experimentos con animales se siguio el principio de las 3 Rs (Reemplazo,
Reduccion y Refinamiento) enunciado por Russell & Burch (1959) (267). El protocolo
experimental estuvo en concordancia con las regulaciones internacionales para el manejo y
cuidado de los animales de experimentacion y las buenas practicas de Laboratorio para estudios

preclinicos (268). Obtuvo la aprobacion del Comité de Etica del IPK (Anexo II).

Principio del reemplazo: Se realiz6 una extensa revision bibliogréfica en las principales bases

de datos internacionales para revistas biomédicas. Esto permitié seleccionar el modelo animal
a emplear, asi como las dosis de inmunizacion, lo que evitd la repeticion innecesaria de

experimentos.

Principio de reduccion: Se emplearon animales con un estado genético BALB/c y la

interpretacion de los resultados experimentales se avalé con la introduccion de grupos

controles.

Principio de refinamiento: Se tuvieron en cuenta las principales necesidades bioldgicas de los

animales: encamado, confinamiento social, alimentacion y suministro de agua (269). Los
procedimientos quirdrgicos y la toma de la muestra del seno orbital se realizaron con los

animales anestesiados.

En la inmunizacién intraperitoneal se emplearon técnicas adecuadas para la restriccion del
animal y en el estudio de la capacidad protectora, los animales se retaron por via intracraneal
previa induccion de anestesia en cdmaras con dietileter (270).

Para evaluar la severidad, se registaron diariamente en una hoja de observacion los aspectos
clinicos individuales (peso corporal, acicalamiento, respiracion, locomocion y erizamiento)
junto con una evaluacion neurélogica especifica del procedimiento. Se aplico el punto final
humanitario a los animales que experimentaron problemas de salud o malestares como perdida
de peso superior al 20%, inmovilidad durante mas de 24 h, falta de acicalamiento, disnea y

erizamiento. El método de eutanasia empleado fue la exanguinacion (271).

Se emplearon todos los medios de proteccion disponibles, entre los que se encontraron los

uniformes quirdrgicos, guantes y mascarillas de proteccion. Una vez concluidos los
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experimentos las carcazas de los animales sacrificados se colocaron en bolsas para desechos
bioldgicos, debidamente rotuladas y se procedié a su eliminacion segin el procedimiento
establecido por el Departamento de Salud, Seguridad y Epidemiologia Hospitalaria del IPK.

11.6. Obtencion de los plasmidos recombinantes pPGEMT-NS3, pQE30-NS3 y pET21d-NS3

11.6.1 Extracciéon del ARN del VDEN 2

El ARN viral se extrajo a partir de 140 pL del sobrenadante de cultivo de células C6/36 HT
inoculado con la cepa del VDEN 2 58/97. Para la extraccion se empleo el estuche comercial
QIlAmp viral RNA Extraction Kit (Qiagen, EUA) y se sigui6 el protocolo sugerido por el
fabricante para la obtencion del ARN viral en un volumen final de 60 pL.

11.6.2 Transcripcion inversa vy reaccion en cadena de la polimerasa (RT-PCR) para la

amplificacion de la regién correspondiente al gen ns3 del VDEN 2.

Para la amplificacion de la regién comprendida entre la posicién 4520b y 6375b del genoma
viral, correspondiente al gen que codifica para la proteina NS3 del VDEN 2, se emple6 el
estuche comercial OneStep RT-PCR Kit (Qiagen, EUA) siguiendo el protocolo descrito por el

fabricante.

La mezcla de reaccién contenia los cebadores pGEMTNS3 (+) y pGEMTNS3 (-) para la
amplificacion del gen ns3, descritos en la tabla 111.3, a una concentracion final de 1 uM en 50
uL de volumen final. A esta mezcla de reaccion se le adiciond 5 puLL del ARN viral extraido y la
reaccion se realiz6 en un equipo de PCR (Eppendorf, Alemania) bajo las condiciones siguientes:
45 min a 42°C; 10 min a 95°C; 35 ciclos de 1 min a 94°C, 1 min a 55°C, 2 min a 68°C; y 10 min
a 68°C.

El producto de PCR obtenido se purificd empleando el estuche comercial Wizard SV Gel and
PCR Clean-Up System (Promega, EUA) segun las indicaciones del fabricante. Al producto
amplificado y purificado se le determind la concentracion de ADN por espectrofotomeria y se
visualizo en un gel de agarosa al 1%. Ambas metodologias se describen en los acépites que a

continuacion se relacionan.
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11.6.3 Determinacién de la concentracion de ADN mediante espectrofotometria

La cuantificacion de la concentracion de ADN se realiz6 mediante espectrofotometria. Para ello,
se utilizd un espectrofotometro V-700 UV-VIS-NIR (Jasco, Japdn) y una cubeta de cuarzo de
50 pL de volumen final. Como blanco para la medicion se utilizé6 H.O bidestilada, estéril. La
lectura de absorbancia (A) se realizé a las longitudes de onda 260 y 280 nm. Para la
determinacion de la concentracion se tuvo en cuenta que una unidad de absorbancia a 260 nm
equivale a 50 pug de ADN por mL, para ADN doble cadena. Ademas la relacion establecida

A260/A280 permitio estimar la pureza de las muestras de ADN evaluadas.

11.6.4 Electroforesis de ADN

Las moléculas de ADN se separaron mediante electroforesis en geles de agarosa, de acuerdo a
los procedimientos descritos por Sambrook y colaboradores, 1989 (272). Las muestras de ADN
a analizar se mezclaron con el tampdn estabilizador de muestra (TEM) 6X (EDTA 500 mM,
glicerol al 10%, azul de bromofenol al 0.01%) (Promega, EUA) en una proporcién (v/v), 6:1
(ADN: TME 1X). La electroforesis se llevo a cabo en un gel de agarosa al 1% en tampon de
corrida TBE1X (Tris 0.089 M, &cido borico 0.089 M, EDTA 0.002 M) tefiido con bromuro de
etidio (0,5 mg/mL) (Sigma, EUA). Concluida la electroforesis que se realizo durante 45 min a
120 V en una camara de electroforesis horizontal (BIO-RAD, EUA), el producto de ADN se
visualizé en un transiluminador de luz ultravioleta (Spectroline® Bi-O-VisionTM, Alemania).
Ademas, en cada una de las corridas electroforéticas se utiliz6 como marcador de peso
molecular de ADN 1 Kb Plus DNA Ladder (Thermo Fischer Scientific, EUA) para comprobar

la longitud esperada del producto.

11.6.5 Insercién del gen ns3 del VDEN 2 en el vector pGEM-T

Una vez obtenido el gen ns3, este se inserto en el plasmido pGEM-T siguiendo el protocolo
descrito en el manual técnico pPGEM®-T and pGEM®-T Easy Vector Systems (Promega, EUA).
La reaccion de ligacion se llevé a cabo teniendo en cuenta una relacion molar inserto/vector de

3:1 y segun la ecuacion siguiente:

ng del vector x talla del inserto (Kb) « Relacion molar inserto

=ng del inserto
talla del del vector (Kb) vector g
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Los componentes de la mezcla de reaccion se muestran en la tabla I11.4. La mezcla de reaccion

se incub6 durante toda la noche a 4°C.

Tabla I1.4. Componentes de la mezcla de reaccion para la ligacion del vector pGEM-T y el gen que

codifica para la proteina NS3.

Componentes de la Reaccion Control Positivo Control negativo (fondo)
reaccion de ligacion NS3H:pGEM-T

Tampon de ligacion 2X, T4 10 ul 10 ul 10 pul
ADN Ligasa

Vector pGEM-T (50ng) 1l 1l 1l
Producto PCR(NS3H) 1l _ _
ADN del control positivo _ 2 ul _
T4 ADN Ligasa (3Weiss 1l 1l 1l
Unit/pL)

H-0 libre de nucleasa 7 ul 7 ul 8ul
Volumen Final 20 pl 20 pl 20 pl

11.6.6 Transformacion de las bacterias vy seleccién de los pldsmidos recombinantes

Para la transformacion se tomaron 10 pL de los productos de las reacciones de ligacion descritas
en la tabla 11.4 y se mezclaron cada uno con 40 pL de células electrocompetentes XL1-Blue.
Las mezclas se incubaron en hielo durante 5 min y posteriormente se electroporaron siguiendo
el protocolo descrito en el manual de electroporacion para células de Escherichia coli (BIO-
RAD, USA). El resultado de la transformacion se sembré en un medio solido Luria Bertani
(LB: triptona 10 g/L, extracto de levadura 5 g/L, NaCl 10 g/L), el cual contenia 50 pg/mL del
antibidtico ampicilina (Amp), 1mM de IPTG (isopropiltiogalact6sido) 1 mM y 80 pg/mL de X-
gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-3-D-galactdsido).

Las colonias de coloracién blanca se resembraron en medio s6lido LBAmMp y una vez crecidas,
se les realizé el método de PCR de colonia para la seleccion de los plasmidos recombinantes.
Para ello se tom0 una colonia aislada y se resuspendié en 20 uL. de H>O bidestilada estéril
contenida en un tubo de 0,5 mL. Posteriormente, se colocé el tubo en un recipiente con agua
hirviendo durante 2 min; transcurrido este tiempo se retird inmediatamente el tubo, el cual se
centrifugd 15 s a 10 000 x g (Eppendorf Centrifuge 5417R, Alemania). Luego, 1 pL del
sobrenadante obtenido se adicion0 a la mezcla de reaccion cuyos componentes se describen en
la tabla I1.5.
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Tabla 11.5. Componentes de la mezcla de reaccion para la amplificacion por PCR del gen que codifica

para la proteina NS3.

*Componentes de la mezcla de reaccion de PCR ~ Concentracion Final Volumen empleado
Tampon de la reaccién 5x GoTaq 1X 10 uL
MgCl; (25 mM) 4 mM 8 L
dNTPs (10 mM cada uno) 0.2 mM cada uno 1uL
Cebadores para ns3 (+) (10 uM) 1uM 1uL
Cebador para ns3 (-) (10 uM) 1uM 1uL
GoTaq polimerasa 05U luL
H20 a completar 50pL 28 uL

*Todos los componentes de la reaccion con excepcion de los cebadores son de la casa comercial Promega, EUA.

La reaccion de PCR se realizé con el empleo del programa siguiente: 35 ciclos de 1 min a 94°C,
1 min a55°C, 2 min a 72°C, y, por ultimo, 10 min a 72°C.

Los productos del PCR de colonias se visualizaron por electroforesis en un gel de agarosa al
1% segln la metodologia descrita en el acapite 11.6.4.

Las colonias que contenian los plasmidos identificados como recombinantes se inocularon en
5 mL de medio LBAmp y se crecieron durante 16 h a 37°C en una zaranda con agitacion a 250
rpm (N-Biotek, Alemania). A las células crecidas se les realiz6 la extraccion del ADN
plasmidico siguiendo las instrucciones descritas en el estuche comercial Pure Link HiPure
Plasmid Miniprep (Invitrogen, Alemania). Los ADN plasmidicos recombinantes obtenidos se
visualizaron por electroforesis en un gel de agarosa al 1% y se les determiné la concentracién
por espectrofotometria segin los protocolos descritos en los acapites 11.6.4 y 11.6.3,
respectivamente. Por Gltimo, los plasmidos recombinantes se confirmaron a traves del método

de secuenciacion nucleotidica (273) descrito en el acapite siguiente.

11.6.7 Secuenciacién nucleotidica del fragmento de ADN del gen ns3 del VDEN 2

De los plasmidos confirmados como positivos por digestion enzimatica y PCR de colonias se
seleccionaron dos en cada estrategia de clonacion para realizar la confirmacion por
secuenciacion nucleotidica. Para ello se empled el estuche comercial CEQ DTCS quick start kit
(Beckman Coulter, Bélgica). Este estuche incluye una mezcla que contiene la enzima, dNTPs,

dideoxinucledtidos marcados y el tampon de reaccion para 96 reacciones de secuencia. Se
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utilizaron ademas seis cebadores que permitieron obtener la secuencia completa del gen ns3
clonado, asi como de las regiones de union al vector correspondiente. En cada reaccion de
secuencia se adicion6 1 uL del cebador a emplear (5 mM), 1 ug del plasmido recombinante, 9
uL de agua estéril y 8 uLL de la mezcla descrita anteriormente, para obtener 20 puL. de volumen
final. Posteriormente, se utilizé un termociclador QCycler 1l (Quanta Biotech, Reino Unido)
para realizar 30 ciclos de 96°C por 20 s, 55°C por 20 s y 60°C por 4 min.

La purificacion de los productos de la reaccion de secuencia se realizé mediante el método de
precipitacion con etanol. Para ello se prepar6 una mezcla de reaccidn para cada muestra,
conteniendo 5 pL de solucion terminadora (2 pL de Acetato de Sodio 3 M, 2 uL EDTA 100
mM, 1 pL de glucdgeno 20 mg/mL). La solucion anterior se mezclé con los 20 pL resultantes
de la reaccién de secuencia y se adicionaron 60 pL de etanol absoluto. Posteriormente, se
mezclé y centrifugd a 10 000 x g a 4°C durante 25 min, utilizando una microcentrifuga

refrigerada (Eppendorff, Alemania).

Luego se elimind el sobrenadante y se lavé el precipitado 2 veces con 200 pL de etanol al 70%
(v/v), en cada lavado se centrifugd inmediatamente a 10 000 x g a 4°C durante 2 min. Después
de centrifugar, se retird con cuidado todo el sobrenadante y se dejé secar el precipitado por un

tiempo breve. Luego se resuspendio el precipitado en 40 pL de formamida.

Posteriormente, las muestras se transfirieron a las placas del secuenciador automaético de
electroforesis capilar CEQ 8800 (BeckmanCoulter, EUA). La secuencia y los cromatogramas
correspondientes para cada muestra se procesaron utilizando el programa Sequencher 4.8 (Gene
CodesCorporation, EUA).

Las secuencias obtenidas se compararon con la secuencia del aislamiento 58/97 publicada en el
Genbank utilizando el programa Bioedit (274).

11.6.8 Subclonacién del gen ns3 del VDEN 2 en el vector de expresién pQE30

Para obtener los plasmidos recombinantes del vector pQE30 con el gen ns3 insertado se realizé
la amplificacion por PCR de este gen, a partir de 50 ng de uno de los plasmidos recombinantes
pPGEMT-NS3 obtenido. La mezcla de reaccion se realiz con los mismos componentes referidos
en la tabla 11.5 con excepcion de los cebadores, los cuales fueron aquellos disefiados con los

sitios para las enzimas de restriccion Pstl y Hindlll, correspondientes a la clonacion en el vector
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pQE30. Igualmente, el programa empleado de PCR fue el descrito en el acéapite 11.6.6. El
fragmento obtenido se purificé empleando el estuche comercial Wizard SV Gel and PCR Clean-

Up System y se digirio con las enzimas de restriccion Pstl y HindllIl.

Por otra parte, el vector pQE30 se digiri6 con las mismas enzimas de restriccion, se defosforild
con la enzima fosfatasa alcalina (Promega, EUA) y se purificé con el mismo estuche comercial
Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System, previo a la reaccion de ligacion.

La insercion del gen ns3 en el vector pQE30 se llevo a cabo de igual forma a la descrita en el
acapite 11.6.5, con una relacion molar [inserto (gen ns3): vector (pQE30)] (3:1). Despues del
proceso de ligacion, se realizé la transformacion de las células competentes XL1-Blue con el
producto ligado y la seleccion de los plasmidos recombinantes siguiendo la metodologia
descrita en el acapite 11.6.6. Los cebadores empleados en el PCR fueron los disefiados para la
clonacion en el vector pQE30 referidos en la tabla 11.3. Los plasmidos recombinantes

identificados se confirmaron igualmente por secuenciacion nucleotidica (273).

11.6.9 Clonacion del gen ns3 del VDEN 2 en el vector de expresion pET21d

Para obtener los plasmidos recombinantes del vector pET21d con el gen ns3 insertado, se
realizd exactamente el mismo proceso descrito en el acapite anterior para la clonacion en el
vector pQE30, con la modificacion de las enzimas de restriccion las cuales fueron
BamHI/HindlIll y los cebadores especificos para esta clonacién relacionados en la tabla 11.3.

De igual forma, las células XL1-Blue electrocompetentes se transformaron con el producto
ligado y la seleccion de los plasmidos recombinantes se realizd igualmente por PCR,

confirmandose por secuenciacion nucleotidica (273).
11.7. Obtencion de la proteina recombinante NS3 del VDEN 2

11.7.1 Miniexpresion de los clones recombinantes

Para determinar la expresion de la proteina NS3, se realiz6 la transformacidn por separado con
el plasmido recombinante pQE30-NS3 y con el plasmido pQE30, como control negativo, en las
células electrocompetentes XL1-Blue y M15[pREP4]. Igualmente, se realizo la transformacion
en las células electrocompetentes BL21(DE3) del plasmido recombinante pET21d-NS3 vy el

plasmido pET21d. De las colonias crecidas se seleccionaron tres de cada una de las
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transformaciones y se inocularon en 10 mL de medio LB més el antibidtico correspondiente
(LBA), Amp para las células XL1-Blue y las células BL21(DE3) mientras que para las células
M15[pREP4], los antibidticos Amp y kanamicina. Las células se crecieron de 12 a 16 h a 37°C
en una zaranda con agitacion a 250 rpm (N-Biotek, Corea). Posteriormente, se inoculé una
dilucion 1:100 de este precultivo en 5 mL de medio fresco de LBA, el cual se crecid a 37°C
con agitacion a 250 rpm hasta alcanzar una densidad oOptica (DO) a 600 nm entre 0,5-0,7 para
iniciar posteriormente la induccion de la expresion de la proteina NS3 durante 4 h, por adicion
de IPTG al cultivo a una concentracion final de 1 mM. Transcurrido este tiempo, se colecto y
centrifugd a 10 000 x g (Eppendorff, Alemania) 1 mL del cultivo para su analisis por
electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) y WB

con un Ac policlonal anti-NS3 proteasa.

11.7.2 Electroforesis en geles de poliacrilamida

La técnica de SDS-PAGE se realiz6 segln el método descrito por Laemmli, 1970 (275) con el
empleo del sistema de electroforesis Mini-PROTEAN 3 (BIO-RAD, EUA). Las muestras se
resuspendieron en solucién tampén (Tris-HCI 60 mM pH 6,8, Glicerol 20% y SDS 4%), con
bromofenol azul como indicador del frente de corrida. Se afiadi6 ademéas B-mercaptoetanol
(BMeOH) 100 mM en el tampon de la muestra. En todos los casos la corrida electroforética se
realiz6 bajo una corriente constante de 25 mA y en presencia del tampo6n de corrida (Glicina
1,44%, Tris base 0,3%, SDS 0,1%). Los geles se tifieron con una solucion de azul brillante de
Coomasie R-250. Los patrones de peso molecular para determinar la talla aproximada de las

proteinas se describen en cada uno de los resultados.

11.7.3 Inmunodeteccién por Western Blot

Posterior a la corrida electroforeética, las proteinas se transfirieron del gel de poliacrilamida a la
membrana de nitrocelulosa Protran de 0,45 um (Amersham-Bioscience, Reino Unido) en un
equipo de transferencia submarina Mini Trans-Blot Cell (BIO-RAD, EUA) segun lo reportado
por Towbin y colaboradores, 1979 (276). Las membranas se bloquearon con leche descremada
al 4% en solucion salina fosfatada (PBS) conteniendo Tween-20 al 0,05% (PBS-T), durante 1
h, a 4°C con agitacion. Luego de tres lavados sucesivos con PBS-T durante 10 min cada uno,

las membranas se incubaron toda la noche a 4°C con el Ac primario correspondiente diluido en
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PBS-T conteniendo leche descremada al 4%. ElI AcM anti-6xHis se empled a una dilucién de
1:2 500 mientras que el Ac anti-NS3 a una dilucion de 1:1 500. Posteriormente se repitieron los
lavados de la misma forma y la membrana se incub6 1 h a 25°C, con un conjugado anti-lIgG de
raton-peroxidasa a una dilucion 1:1 000 (GE Biosciences, Reino Unido). Después de los tltimos
lavados, la deteccion se realizd a 25°C con una solucion sustrato conteniendo
Diaminobenzidina al 0,1%, perdxido de hidrégeno (H202) al 0,03% en PBS. La membrana se
incubd hasta la aparicion de las bandas, tras lo cual se detuvo la reaccion lavando con abundante

agua.

11.7.4 Determinacién de las condiciones éptimas de expresion de la proteina NS3

Tras la seleccién de los clones recombinantes que expresaron la proteina NS3, se procedié a
determinar las condiciones Optimas para obtener el mayor rendimiento y solubilidad de la
proteina recombinante. Se evaluaron factores fisico-quimico tales como concentracion de
IPTG: 0,1 mM, 0,5 mM y 1 mM; temperatura de induccion: 18°C, 30°C y 37°C y tiempo de
induccion: 4 h, 10 h y hasta 22 h. Para ello, se colectaron 5 pL del precultivo inicial de la
miniexpresion (10 mL) y se inocularon en 5 mL de LBA fresco, los que se incubaron durante
toda la noche a 37°C en una zaranda con agitacion a 250 rpm. De este dltimo cultivo se
inocularon 500 puL en 50 mL de LBA y se incubd a 37°C con agitacion hasta alcanzar una DOsoo
nm entre 0,5-0,7. Posteriormente, se realizé la induccidn de la expresion de la proteina NS3 con
IPTG. Transcurrido el tiempo de induccion bajo cada condicion establecida se colecté 1mL del
cultivo inducido, el cual se centrifugd a 10 000 x g durante 10 min. Todas las fracciones
obtenidas se analizaron por SDS-PAGE y WB con un AcM anti-6xHis. El nivel de expresion
de la proteina recombinante NS3, teniendo en cuenta la variacién de los parametros
mencionados anteriormente, se establecié por determinacion de la concentracién final de

proteinas totales en cada cultivo inducido.

Como controles negativos del estudio se expresaron las cepas XL1-Blue y M15[pREP4]
transformadas con el vector pQE30 y la cepa BL21(DE3) transformada con el vector de

expresion pET21d.
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11.7.5 Determinacién de la concentracion de proteinas

Para eliminar las interacciones de los tampones con los reactivos empleados en la cuantificacion
proteica, las proteinas se precipitaron con acido tricloroacético. La determinacion de la
concentracion de proteinas se realizd por el método del BCA (277), siguiendo las
recomendaciones del fabricante. Como variante, en este estudio se utilizd el procedimiento
descrito para el microensayo, cuyas lecturas de absorbancia a una longitud de onda de 560 nm
se realizaron en placas de 96 pozos con un lector para placa de ELISA (MRX Revelation, Dinex

Technologies, Alemania).

11.7.6 Proceso de purificacion de la proteina recombinante NS3

Una vez determinadas las condiciones Optimas de expresion se realizo el escalado del cultivo
en 300 mL de medio LBA. Para ello las cepas de E. coli transformadas con sus respectivos
plasmidos recombinantes se inocularon en 5 mL de medio LBA fresco y se crecieron a 37°C
durantel6 h en una zaranda con agitacion a 250 rpm. Posteriormente, cada precultivo crecido
se inocul6 en 300 mL de LBA y se incub0 en iguales condiciones, hasta alcanzar una DOgoo nm
entre 0,5-0,7. La induccion de la expresion de la proteina NS3 se realiz6 afiadiendo IPTG a la
concentracion final determinada como 6ptima y se continud el crecimiento del cultivo con igual
agitacion en zaranda a la temperatura y tiempo de induccion establecidos como dptimos para la
eficiente expresion de la proteina NS3.

La biomasa celular obtenida por centrifugacion a 3 000 x g durante 20 min a 4°C, se someti6 a
un proceso de ruptura en 20 mL de tampon lisis [Tris-HCI 50 mM pH 7,5, NaCl 200 mM,
BMeOH 5 mM, cdctel de inhibidores de proteasas (Sigma, Reino Unido)]. EI método de ruptura
empleado fue el de ultrasonido a través de un sonicador con una potencia entre 200-300 W, una
frecuencia de 6 ciclos de 1 min de ruptura con intervalos de 1 min de reposo y seis repeticiones
(Soniprep 150, Reino Unido). Posterior a la ruptura celular, se procedio a la centrifugacién a
4°C y 10 000 x g durante 30 min para obtener dos fracciones, una soluble y otra insoluble.
Ambas fracciones se analizaron por SDS-PAGE y WB con un AcM anti-6xHis y Ac policlonal
anti-NS3 proteasa. De acuerdo a la localizacion de la proteina recombinante NS3 en las
fracciones obtenidas, se procedid a disefiar y ejecutar una estrategia de purificacién para la

obtencion de la proteina recombinante.
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Si la proteina recombinante se encontro en la fraccion soluble, esta se purifico bajo condiciones
nativas mediante una cromatografia de afinidad por iones metélicos (IMAC, immobilized metal
ion adsorption chromatography), empleando la columna HisTrap™ (5 mL de matriz) (GE
Healthcare Life Sciences, EUA) acoplada al equipo de purificacion FPLC-AKTA (Amersham
Pharmacia Biotech, Suecia). Esta columna previamente se equilibré con el mismo tampén de
lisis. Una vez aplicado el sobrenadante a la columna, la misma se lavo con 10 voldmenes de
columna con el tampon de lavado (Tris-HCI 50 mM, NaCl 200 mM, BMeOH 5 mM, Imidazol
20 mM pH 8). La proteina NS3 se eluyd con un gradiente de Imidazol hasta 250 mM. Las
fracciones asociadas a los picos de absorbancia a 280 nm correspondiente a las proteinas eluidas
se colectaron y analizaron por SDS-PAGE y WB.

Las fracciones identificadas en la electroforesis como relevantes se mezclaron y se dializaron a
4°C contra un tampon de dialisis (Tris-HCI 50 mM, NaCl 200 mM, glicerol 10%, pH 8) en una
relacion 1:100 con tres recambios del tampdn cada 2 h. Posteriormente, se concentraron hasta
un volumen final de 4 mL, con el empleo de Amicon Ultra-4 10K (Millipore, USA). La
concentracion de proteinas se realizo por el método de &cido bicinconinico, BCA, (BCA™

Protein Assay Kit, Pierce, EUA) descrito en el acapite (11.7.5).

Por su parte, si la proteina recombinante se encontré en la fraccién insoluble, esta se sometio a
un proceso de extraccion con el empleo del tampén urea 8 M (Tris-HCI 50 mM, NaCl 200 mM,
BMeOH 5 mM, urea 8 M, pH 8) a 4°C, con agitacion constante hasta lograr la completa
solubilizacion de la fraccion insoluble. Posteriormente, la solucidn con urea 8 M se centrifugo
a 30 000 x g durante 45 min a 4°C y el sobrenadante obtenido se someti6 a una purificacién por
IMAC bajo condiciones desnaturalizantes. Para ello, el sobrenadante se aplico a la columna
HisTrap previamente equilibrada con el tampdn urea 8 M. Después, se pasaron 10 volimenes
de columna del tampon de lavado (Tris-HCI 50 mM, NaCl 200 mM, BMeOH 5 mM, urea 8 M,
Imidazol 20 mM pH 8). Por ultimo, la proteina NS3 se eluy6 con un gradiente de Imidazol hasta
250 mM. Las fracciones asociadas a los picos de absorbancia correspondiente a las proteinas
eluidas se colectaron y analizaron por SDS-PAGE y WB. Posteriormente, las fracciones en las
que se detecto la proteina recombinante se mezclaron y se les determiné la concentracion de
proteinas por el método de BCA. Esta mezcla proteica se dializo a 4°C contra un tampon de
dialisis (Tris-HCI 50 mM, NaCl 200 mM, glicerol 10%, CHAPS 0,05%, pH 8) en una relacion
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1:100. Se realizaron gradualmente recambios cada 2 h del tampon de didlisis conteniendo
concentraciones decrecientes de urea 4 M, 2 M, 1 M, 0,01 M, hasta dializar toda la noche con
el tampdn de didlisis sin urea. La solucion proteica dializada se concentrd por centrifugacion a
1 500 x g empleando centriprep YM-30 (Millipore, EUA) hasta obtener un volumen final de 4

mL.

Las proteinas recombinantes obtenidas posterior a la purificacion por IMAC se sometieron a
una segunda cromatografia, en este caso se aplicaron a una columna de gel filtracion (GF)
HiPrep 26/60, Sephacryl S-100HR. Esta columna se equilibré previamente con el tampon de
didlisis correspondiente y las fracciones eluidas se analizaron por SDS-PAGE, WB y se les

determind la concentracion de proteinas por BCA.
Todos los pasos del proceso de purificacion de la proteina recombinante NS3 se realizaron a
4°C.

11.7.7 Determinacién de los pardmetros de control del proceso

La determinacién del porcentaje de pureza de la proteina recombinante NS3 se realizd por
analisis densitométrico de los geles tefiidos con soluciéon de Coomasie R-250. Para ello se
analizaron los perfiles de la electroforesis en geles de poliacrilamida en el programa ScanJet lip
(Hewlett Packard, EUA). Las imagenes obtenidas se analizaron con el paquete de programas
QGEL (278).

Concentracion (proteina) x volumen x porcentaje de pureza
100%

mg totales de proteina =
recombinante

mg totales de proteina recombinante (etapa n) .
% de rendimiento = x 100%
mg totales de proteina recombinante (etapa 1)

11.8. Caracterizacion biologica de la proteina recombinante NS3 del VDEN 2

11.8.1 Ensayo enzimatico para la deteccién de la actividad proteasa

Para determinar la actividad proteasa de la proteina recombinante NS3 se desarrollé un ensayo

espectrofotométrico segun el protocolo descrito por Leung y colaboradores, 2001 (113). La
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proteina recombinante NS3 a una concentracion final de 0,5 uM y el péptido cromogénico Ac-
RTSKKR-pNA (AnaSpec EGT, EUA) a una concentracion 500 uM, se adicionaron a 200 puL
de tampodn de reaccién (Tris-HCI 50 mM pH 7,5; NaCl 10 mM; glicerol 10%; CHAPS 0,05%)
en placas de poliestireno de 96 pozos. La mezcla de reaccion se incubé a 37°C durante 2 h. La
liberacion del fragmento paranitrilado (pNA) producto de la actividad proteasa de la proteina
NS3 se monitoreo teniendo en cuenta el incremento en el tiempo de la absorbancia a 405 nm
medida en un lector Biomériux 250, version 2.0.5. Por otra parte, se llevé a cabo un ensayo de
actividad proteasa bajo las mismas condiciones descritas anteriormente adicionando la proteina
NS2B obtenida de forma recombinante, la cual fue donada gentilmente por el laboratorio de
genomica estructural de la UFRJ, Brasil.

Para excluir la posibilidad de la presencia de proteasas celulares, no eliminadas durante el
proceso de purificacion y con similar especificidad por el sustrato que pudiera ser responsable
de la protedlisis observada en el péptido cromogeénico, se utilizaron como controles del ensayo,
un extracto proteinico de los controles negativos de la expresion en las células de E. coli y la

proteina NS2B en el tampon de reaccion.

11.8.2 ELISA para la evaluacién de la antigenicidad de la proteina recombinante NS3 del VDEN
2 con Acs anti-VDEN de ratén

Para la caracterizacion antigénica de la proteina recombinante NS3 se realiz6 un ELISA
indirecto en el cual se emplearon mezclas de los LAHSs obtenidos a partir de las cepas virales
de referencia de los cuatro serotipos. Las placas de poliestireno de 96 pozos (MICROLON,
Greiner bio-one, Alemania) se recubrieron con 5 pg/mL de la proteina recombinante NS3 en
solucién tampdn de recubrimiento (Na2COs 0,16%; NaHCOs 0,29%; pH 9,5) y se incubaron a
37°C por 2 h. Como control negativo se utilizé un extracto proteinico de la cepa [pREP4]
transformada con el vector pQE30, el cual se obtuvo bajo las mismas condiciones de expresion
y purificacion que para la proteina NS3. El bloqueo de las placas se realizé con 150 plL/pozo
de albumina sérica bovina (ASB) al 1% en solucidon tampon de recubrimiento durante 1 h a
37°C, tras lo cual se lavaron tres veces con PBS-T. Posteriormente se procedié a evaluar
diluciones dobles de los LAH en PBS-T comenzando por 1:100. Para ello, se afiadieron 100

uL/pozo y se incub6 a 37°C durante 1 h. Las placas se lavaron nuevamente con PBS-T y se
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incubaron a 37°C por 1 h con un conjugado anti-1gG raton-peroxidasa (Amersham-Bioscience,
Reino Unido) a una dilucion 1:2 500 en PBS-T en un volumen de 100 pL/pozo. Después de los
lavados con PBS-T se afiadi6 o-fenilendiamina 0,04% y H>O> 0,04% (OPD-H20>) en solucion
tampodn de sustrato (Na2HPO4 2%, acido citrico 1%, pH 5) y se incub6 a 25°C por 30 min. La
reaccion se detuvo con 50 uL de H2SO4 (12,5%) y se determind la DO4g2 nm. El criterio de
positividad del titulo del LAH se definié como el reciproco de la méxima dilucion en que las
DOa92 nm correspondientes a diluciones del LAH frente a la proteina recombinante fueron
valores mayores o iguales al doble de las DOsg2 nm obtenidas frente al control negativo del

experimento.

11.8.3 Ensayo para evaluar la antigenicidad de la proteina recombinante NS3 para células del

bazo de ratones inmunizados con el VDEN

11.8.3.1 Cultivo de las células del bazo vy estimulacion con la proteina recombinante NS3

Las células del bazo de los ratones previamente inmunizados con el VDEN 2 se obtuvieron en
condiciones asépticas y los eritrocitos se lisaron por incubacion con una solucion de NH4Cl
0,83%. Luego las células se lavaron dos veces con PBS y suero fetal de ternera (SFT) al 2% y
se resuspendieron en medio RPMI-1640 (Sigma Aldrich, Reino Unido) suplementado con
penicilina 100 U/mL, estreptomicina 100 pg/mL (Gibco, Reino Unido), glutamina 2 mM
(Gibco, Reino Unido), BMeOH 5 x 10° M (Sigma, EUA) y SFT 5%, a una concentracion de 2
x 10° células/mL. Posteriormente las células se cultivaron en placas de 96 pozos de fondo en
U, (Costar, EUA) arazon de 2 x 10° células/pozo y se estimularon con la proteina recombinante
NS3 auna concentracion de 10 pg/mL o con 10% ufp del VDEN 2. La Concanavalina A (ConA)
(Sigma, EUA) se emple6 como control de estimulacion del ensayo a una concentraciéon de
5ug/mL. Como controles negativos se emplearon células del bazo de ratones inmunizados con
el VDEN 2 sin estimular y células del bazo de raton normal (no inmunizado con VDEN 2). En
todos los experimentos se realizaron tres réplicas por cada antigeno para la estimulacion.
Después de 120 h de cultivo a 37°C y CO. 5%, el sobrenadante de cultivo se colectd para

realizar la determinacion de las citoquinas.
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11.8.3.2 ELISA para la determinacién de citoguinas

A los sobrenadantes de cultivo de las células del bazo estimulados con la proteina recombinante
NS3 y el VDEN 2 se les determiné la concentracion de IFNy, IL-10 y TNFa presentes en l0s
mismos mediante un ELISA de captura empleando AcMs (Mabtech; Nacia, Sweden). Placas
de poliestireno de 96 pozos (Costar, EUA) se recubrieron con 1 pg/mL de AcMs especificos
para I[FNy, IL-10 y TNFa (Mabtech, Suecia) y se incubaron a 4°C durante 16 h. A continuacion,
las placas se lavaron dos veces con 200 pL/pozo de PBS y se bloguearon con 200 pL/pozo de
una solucion de PBS-T, ASB 0,1% a 25°C durante 1 h, tras lo cual se lavaron cuatro veces con
PBS-T. Luego se afiadieron 50 pL/pozo de los sobrenadantes de cultivo, por duplicado, y se
incubaron a 25°C durante 2 h.

Posterior a cuatro lavados en las mismas condiciones anteriores, las placas se incubaron con
100 pL/pozo de PBS-T, ASB 0,1% conteniendo 0,5 pg/mL de los AcMs biotinilados
especificos para IFNy, IL-10 y TNFa (Mabtech, Suecia) a 25°C durante 1 h y a continuacion
se lavaron cuatro veces con PBS-T. Finalmente las placas se incubaron a 25°C durante 1 h con
estreptavidina-peroxidasa (Mabtech, Suecia) diluida 1:1 000 en PBS-T, ASB 0,1%. Después de
cuatro lavados con PBS-T se afiadieron 100 pL/pozo de tampén OPD-H20- y se incubaron a
25°C durante 15 min. La reaccién se detuvo al afiadir 50 pL/pozo de H2SO4 al 12,5% vy se
determiné la DOasg2 nm. Para determinar la concentracion de las distintas citoquinas en el
sobrenadante se emplearon curvas correspondientes a las citoquinas recombinantes IFNy, IL-
10, TNFa, de concentraciones conocidas. El limite de deteccion de la citoquina fue de 10

pg/mL.
11.9. Evaluacion inmunoldgica de la proteina recombinante NS3 del VDEN 2 en ratones

11.9.1 Esquema de inmunizacion

Para evaluar la respuesta inmune inducida por la proteina recombinante NS3 y la capacidad
protectora, se emplearon ratones BALB/c, hembras, de 7 semanas de edad con 16 gramos de
peso provenientes del CENPALAB. Para ello, se desarroll6 el siguiente esquema de
inmunizacion consistente de cuatro grupos de 12 ratones cada uno. Cada grupo recibid tres

dosis, espaciadas 15 dias entre ellas, de:
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Grupo 1 (Placebo): 20 ug de proteinas totales provenientes de la expresion en las células XL1-
Blue del plasmido pQE30 (control negativo de la expresion).

Grupo 2: 10 ug de la proteina recombinante NS3.
Grupo 3: 20 ug de la proteina recombinante NS3.

Grupo 4: una dosis unica (0,5 mL) de una preparacion de VDEN 2 infectiva a una concentracion
10° ufp/mL.

La primera dosis se emulsion6 con Adyuvante Completo de Freund y el resto de las dosis con
Adyuvante Incompleto de Freund para un volumen final de 100 uL. Siete animales por grupo
se sangraron 15 dias tras la Gltima dosis, para determinar por ELISA la respuesta inmune
humoral inducida por la proteina recombinante NS3 y el reconocimiento antigénico de la

proteina NS3 nativa por IFl y WB.

Un mes tras la Gltima dosis, se utilizaron 5 ratones por grupo para los estudios de la respuesta
celular inducida por la proteina recombinante NS3. El resto de los ratones, se retaron con el

virus salvaje para realizar el estudio de proteccion.

11.9.2 ELISA para la evaluacion de la respuesta de anticuerpos anti-NS3 recombinante

Para la deteccion de los Acs anti-NS3 recombinante, 15 dias tras la Ultima dosis se sangraron
los ratones inmunizados con la proteina recombinante NS3 y se les determind el titulo de Acs
anti-NS3 por ELISA. Para ello se realizé un protocolo similar al descrito en el acépite 11.8.2
con la diferencia que en este ELISA indirecto se evaluaron las diluciones dobles de los sueros
de los ratones inmunizados con la proteina recombinante NS3. Como control negativo se

empled una mezcla de los sueros de los ratones pertenecientes al grupo placebo.

11.9.3 Reconocimiento antigénico de la proteina NS3 nativa del VDEN2 por anticuerpos anti-

NS3 recombinante

11.9.3.1 Inmunofluorescencia Indirecta

Las células C6/36HT se infectaron con el VDEN 2. A las 48 h de infeccion, las células se
colectaron y se realizo la IFI segun el método descrito por Henchal y colaboradores (279). Los
sueros de los ratones inmunizados con 20 pg de la proteina recombinante NS3 se emplearon

para detectar la presencia del antigeno viral en las células inoculadas. Como controles de este

48



Capitulo 11
Materiales y Métodos

ensayo se emplearon células C6/36HT no infectadas (control negativo) y células inoculadas con
el VDEN 2, las cuales se evaluaron con el AcM especifico para el VDEN 2, 3H5-1-21 (control

positivo).

11.9.3.2 Western Blot

Para realizar la identificacion y reconocimiento de la proteina NS3 nativa por Acs anti-NS3
recombinantes, el sobrenadante colectado de las células C6/36HT infectadas con el VDEN 2 se
aplico a un gel de poliacrilamida y luego de la corrida se transfirio a una membrana de

nitrocelulosa siguiendo el protocolo descrito previamente en el acépite 11.7.3.

Como primer Ac se emplearon los sueros de los ratones inmunizados con 20 ug de la proteina
recombinante a una dilucién de 1:500, los sueros de los ratones del grupo placebo como control
negativo a la misma dilucion y el LAH anti-VDEN 2 como control positivo, el cual se utiliz6 a
una dilucion de 1:100. Luego la reaccién se reveld con un conjugado anti-lgG de raton

peroxidasa y su sustrato.

11.9.4 Ensayo para la determinacion de la frecuencia de células especificas a la proteina NS3
productoras de IFNy por la técnica de ELISPOT

Las células del bazo de cinco ratones por grupo se obtuvieron treinta dias tras la Gltima dosis
de inmunizacion, bajo las mismas condiciones descritas en el acépite 11.8.3. Del total de células
obtenidas, 2x10° células/pozo se cultivaron en placas de 96 pozos fondo U (Costar, EUA) y se
estimularon con 10% ufp del VDEN 2, 10 pg/mL de la proteina recombinante NS3 y de la
preparacion proteinica, control negativo (proteinas totales obtenidas de la expresion del
plasmido pQE30 en la cepa XL1-Blue). La ConA se us6 como control de estimulacion. Después
de 4 dias de cultivo a 37°C y CO2 5%, las células se colectaron y se transfirieron a placas de 96
pozos especificas de ELISPOT. Previamente las placas de ELISPOT se recubrieron con 10
ug/mL del Ac anti-IFNy y se incubaron durante toda la noche a 4°C. Posteriormente las placas
se lavaron tres veces con PBS vy se adicionaron 100 pL por pozo de una solucién bloqueadora
con leche descremada al 2% en PBS. Las placas se incubaron 2 h a 25°C. Tras tres lavados con
PBS, a las placas se les adicionaron las células colectadas luego del ensayo de estimulacion y
se incubd toda la noche a 37°C en CO. al 5%. Las placas se lavaron tres veces con PBS y se
les adiciond 100 pL por pozo de PBS con ASB 0,1% y 0,5ug/mL de un AcM biotinilado
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especifico para el IFNy. Seguidamente las placas se incubaron 1 h a 25°C, se lavaron tres veces
con PBS vy se les adiciondé 100 uL por pozo de una solucidn enzimética de estreptavidina
conjugada con fosfatasa alcalina a una dilucién de 1:5 000. Posterior a la incubacién de las
placas 1 h a 37°C, estas se lavaron con PBS y se les adiciond 100 uL por pozo del sustrato AEC
(BD, Bioscience, EUA), incubandolas 10 min a 25°C. Por altimo las placas se lavaron con agua
destilada para detener la formacion de las manchas y se secaron completamente. Cada mancha
en la placa representa la célula del bazo secretora de la citoquina IFNy tras la estimulacion con
los antigenos virales. Las manchas obtenidas se contaron con un sistema lector de ELISPOT,

Inmunospot (Cellular Technology Ltd, EUA) empleando el software Inmnunospot version 3.

El ensayo se realizo por triplicado y los resultados se expresaron como el promedio del nimero
de células formadoras de manchas por cada 10° células, restandole el valor detectado en las

células del bazo incubadas solamente con el medio.

11.9.5 Ensayo de proteccion

Los animales previamente inmunizados con las distintas concentraciones de la proteina
recombinante se retaron por via intracraneal al mes de la Gltima dosis con 50LD50 de una
preparacion de VDEN 2 infectivo en un volumen de 20 pL. Después de la inoculacion, se
mantuvieron en observacion diaria por un periodo de 21 dias y se llevo el control de la

mortalidad en el tiempo.

11.10. Evaluacion en ratones de la capacidad inmunopotenciadora de la proteina
recombinante NS3 del VDEN 2 sobre la respuesta inmune generada por la formulacion
vacunal DI11-C-2

Para demostrar la capacidad potenciadora de la proteina recombinante NS3 del VDEN 2 en la
inmunogenicidad de la proteina recombinante DIII-C-2 se desarrolld un esquema de
inmunizacion similar al descrito en el acapite 11.9.1. Ratones agrupados en cinco grupos de 12
animales cada uno, se inmunizaron con 20 ug de las proteinas recombinantes DIII-C-2, NS3 y
DIII-C-2/NS3 adyuvadas en hidréxido de aluminio (alimina) a una concentracion de 1,44
mg/mL. El grupo placebo recibié solamente alimina como inmundgeno y el grupo control
positivo (VDEN 2) recibié 10* ufp. Diez animales por grupo se sangraron a los 15y 30 dias tras

la ultima dosis para el estudio de la respuesta de Acs anti-virales y Acs Nt inducidos por cada
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una de las formulaciones. Del mismo modo, un mes tras la Gltima dosis, el resto de los animales
se retaron con el VDEN 2. A los 7 dias a un grupo de ratones (n=7) se les practico la eutanasia
y se les realiz la extraccion del cerebro en condiciones asépticas para determinar, en el
sobrenadante del lisado tisular, la presencia de la proteina NS1. Para ello se empleo, un ELISA

tipo sandwich y la expresion de genes de citoquinas en el tejido cerebral.

11.10.1 ELISA para la determinacién de la respuesta de anticuerpos anti-VDEN 2

Para la evaluacion de la respuesta de Acs anti-VDEN 2 inducida por las proteinas
recombinantes en ratones BALB/c, se utilizd la metodologia descrita por lzquierdo y
colaboradores (280). Para ello, se recubrieron las placas de poliestireno de 96 pozos
(MICROLON, Greiner bio-one) con 0,1 mL/pozo de inmunoglobulina anti-VDEN humana
(purificada a partir de sueros de individuos con una infeccion secundaria a VDEN) a una
concentracion de 5 pg/mL en tampon de recubrimiento (Na2CO3z 0,16%, NaHCO3 0,29%, pH
9,5) y se incubaron 2 h a 37°C. Posteriormente, las placas se bloquearon con 0,15 mL/pozo de
ASB al 2% en tampdn de recubrimiento y nuevamente se incubaron por 1 h a 37°C. Luego se
adiciono el antigeno del VDEN 2 y como control negativo una suspension celular del cerebro
de ratdn lactante (CN), ambos a razon de 0,1 mL/pozo a una dilucién 1:100. Las placas se
incubaron toda la noche a 4°C. Transcurrido este tiempo, se realizaron diluciones dobles de los
sueros de los ratones pertenecientes a cada grupo de inmunizacién comenzando por 1:100, en
diluente de muestra [PBS-T, 2% de ASB, 2% de CN y 2% de suero humano normal (SHN)] y
se afiadio 0,1 mL/pozo para incubar posteriormente las placas 1 h a 37°C. Al concluir el tiempo
de incubacion se afiadi6é 0,1 mL/pozo de conjugado anti-1gG raton-peroxidasa (GE Biosciences,
EUA) diluido 1:2500 en diluente de muestra y las placas se incubaron 1 h a 37°C. Después se
afiadieron 0,1 mL/pozo de OPD-H>0: diluida en tamp6n sustrato y las placas se incubaron
durante 30 min a temperatura ambiente. La reaccion se detuvo con 0,05 mL/pozo de H2SO4
12,5% y se realizd la lectura a una DOag2 nm en un lector de microplacas (Biomeriéux, Francia).
A partir del paso de bloqueo con ASB vy después de afiadir el conjugado, se realizaron tres
lavados con PBS-T despues de cada etapa de reaccion. Como criterio de positividad se
consider6 una relacion de DO de la dilucién de suero/DO del control negativo del suero, mayor
o0 igual a dos. El titulo de Ac de un suero en particular se expresa como el reciproco de la

maxima dilucion que muestra un valor positivo.
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Similar procedimiento al recién descrito, se realizo para la determinacion de las subclases de
Acs 1gG, pero con el empleo de los conjugados especificos para las subclases de tipo 1gG1,
1gG2a, IgG2b e IgG3.

11.10.2 Ensayo de neutralizacion por reduccion del nimero de placas (NRNP)

Con el fin de evaluar la funcionalidad de la respuesta de Acs inducida por las proteinas
recombinantes en ratones BALB/c inmunizados, se determiné la respuesta de Acs Nt como se
describe a continuacion. Primeramente se prepararon diluciones seriadas del VDEN 2 en base
10 desde 10! hasta 10- en medio MEM-E y de los sueros, control positivo (LAH del VDEN 2)
y negativo (SHN). La primera dilucion de los sueros controles se tratd con cloroformo para su
descontaminacion y posteriormente se prepararon diluciones de trabajo de la cepa viral A15 del
VDEN 2 en medio de cultivo, para obtener 30 ufp/0,05 mL. Las diluciones de los sueros de los
ratones inmunizados se mezclaron con igual volumen de las diluciones virales de trabajo (0,1
mL de cada una) en placas de 96 pozos, de forma tal que 0,05 mL de estas mezclas contienen
15 ufp. Para cada cepa viral se prepar6 un control viral que consistio en mezclas de la dilucion
de trabajo de estas con igual volumen de medio de cultivo. Las mezclas se incubaron durante 1
h a 37°C en atmdsfera de CO2 a 5%. Posteriormente, 0,05 mL de cada una de las mezclas virus-
suero y de los controles virales se inocularon en 0,5 mL de la suspension de células BHK-21
clono 15 crecidas previamente en placas de 24 pozos. Las células inoculadas se incubaron
durante 4 h a 37°C en atmosfera de CO2 a 5%. El medio de recubrimiento (MEM-E 2X,
Glutamina 1%, SFBI 10%, Carboximetilcelulosa 50% Yy antibidticos 100X) se afiadié a razon
de 0,5 mL por pozo. Por ultimo, las células se incubaron a 37°C en atmdsfera de CO2 a 5%
durante 120 h. Luego de la incubacién, se descartd el medio y se lavaron las monocapas
celulares con agua corriente. A cada pozo de las placas se le afiadi6é 0,5 mL de colorante Naphtol
Blue Black (Acido acético, Napthol Blue Black y acetato de sodio). Después de 30 min en
reposo se realizé un segundo lavado y las placas se dejaron secar a temperatura ambiente. El
valor porcentual de reduccién del numero de placas con respecto al control viral se calculd

segun la relacion (266, 281):

% de reduccién = [1- (Xs/Xm)] x 100%
En la cual:

Xs -- promedio del nimero de placas obtenido para cada dilucion de suero.
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Xm -- promedio del nimero de placas obtenido para el control viral.

A cada dilucidn de suero se le determiné su valor porcentual de reduccion del nimero de placas
virales. Estos datos se analizaron en un papel semilogaritmico para determinar la dilucién de
suero que reduce un 50% el namero de placas virales con respecto al control viral, lo que

representa el titulo de Acs Nt del suero en cuestion.

11.10.3 Ensayo de proteccion en ratones inmunizados tras el reto con el VDEN 2

11.10.3.1 Deteccion de la proteina NS1 en el tejido cerebral

Los sobrenadantes del macerado de cerebro, se colectaron y analizaron para la deteccion de la
proteina NS1 del VDEN 2 por el método inmunoenzimatico “Platelia TM Dengue NS1 Ag
Detection”, (BIO-RAD, EUA). Este método se basa en un ELISA tipo sandwich, en formato
microplaca, para la deteccion semicuantitativa de la proteina NS1 del VDEN. A continuacion
se describe el protocolo empleado. Primeramente se establecid cuidadosamente el plan de
distribucion e identificacion del calibrador R4 (tampodn Tris-NaCl, pH 8, NS1 virus DEN, ASB,
glicerol E102, E122 y conservante < 1,5% ProClin TM 300), el control negativo R3 (SHN para
el antigeno NS1 del VDEN Yy conservante < 1,5% ProClin TM 300), el control positivo R5
(tampon Tris-NaCl, pH 8, antigeno NS1 del VDEN, ASB, glicerol E102, E122 y conservante
< 1,5% ProClin TM 300) y los sobrenadantes a evaluar. Ademas se acoplé el soporte y las
barras R1 (barras sensibilizadas con AcM anti-NS1). Posteriormente se adicion6 0,05 mL/pozo
de diluyente R7 (tampon fosfato, Tween 20, SFT y conservante < 1,5% ProClinTM300), 0,05
mL de muestras (calibrador, controles y sobrenadantes), 0,1 mL/pozo de conjugado diluido R6
(AcM anti-NS1 conjugado con peroxidasa y conservante < 1,5% ProClinTM300) (0,24 mL de
R6 + 12 mL de R7). Luego se sellé la superficie completa de la microplaca con una pelicula
adhesiva y se incubo la misma 1 h a 37°C en camara humeda. Transcurrido este tiempo se
realizaron 6 lavados con la solucion de lavado (500 mL de agua destilada + 25 mL de R2 (TRIS-
NaCl, pH 7,4; 2% Tween-20 y conservante < 1,5% ProClinTM300). Seguidamente se
afiadieron 0,16 mL/pozo del cromdgeno R9 (3,37, 55" tetrametilbencidina (<0,1%), H20-
(<0,1%)) y la placa se incub6 30 min a temperatura ambiente. Por Gltimo la reaccion se detuvo
con 0,1 mL/pozo de la solucién de parada R10 (acido sulfurico 1N) y se realizé la lectura a una

longitud de onda de 450/620 nm en un lector de microplacas (Biomeriéux, Francia).
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Como criterio de positividad en relacion a los niveles de NS1 detectados se tomd como valor
positivo, dos veces la media de la DO del grupo placebo.

11.10.3.2 Cuantificacion de la expresion de genes de citoguinas en el tejido cerebral

El cerebro de los ratones previamente inmunizados y retados con el VDEN 2 se extrajo a los 7
dias del reto viral bajo condiciones asépticas. EI mismo se macer6 en PBS con
antibidtico/antimicético 100X. EI homogenizado se centrifugd a 2 000 x g durante 10 min y el

sobrenadante se colect6 y almacend a -70°C.

La obtencion del ARNm se realizo a partir de 140 pL del sobrenadante del lisado tisular y se
empled el estuche comercial QlAamp RNA Blood Mini Handbook (Qiagen, Alemania),
siguiendo las indicaciones descritas por el fabricante. Una vez obtenido el ARN viral, se
procedié a realizar la sintesis del ADNc, la cual se ejecutd con el empleo de la enzima
SuperScriptTM 11 (Invitrogen, Alemania) en las siguientes reacciones enzimaticas (Tabla 11.6).

Tabla 11.6. Componentes de la mezcla de reaccion para la sintesis del ADNc a partir del ARNm.

Componentes de la mezcla de reaccion 1 Volumen empleado
Cebadores 1uL
dNTP Mix (10 mM c/dNTP) 1puL
H-0 libre de ARNasas 3 uL
Volumen final de reaccion 5uL
Componentes de la mezcla de reaccion 2 Volumen empleado
Tampon 5x (5x First Strand Buffer) 4 uL
DTT 1puL
RNAsin (RNAse out ™) 1pL
Enzima Super script™ 111 1pL
Volumen final de reaccion 7 pL

A las mezclas de reaccion 1 se les afiadié 8 ul del ARN obtenido y se colocaron en el
termociclador por 5 min a 65°C. Posteriormente, los viales se colocaron en hielo durante 1 min

y se centrifugd brevemente para proceder a realizar la segunda reaccién enzimatica.

A estas mezclas iniciales se les adicion6 7 pl de la mezcla de reaccién 2, se incubaron durante
5 min a 25°C, se colocaron en el termociclador durante 60 min a 50°C y se incubaron por 15
min a 20°C.
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La expresion de los genes de las citoquinas se determind en las células de cerebro de los ratones
por PCR en tiempo real utilizando el sistema de deteccion Light Cycler 1.5 (Roche Diagnostics,
Mannheim, Alemania). Para ello se emplearon cebadores especificos para IFNy, TNFa, IL-10
e hipoxantina guanina fosforribosiltransferasa-1 (HPRT-1), este ultimo empleado como gen
constitutivo de referencia. Las secuencias de los cebadores para las citoquinas IFNy, TNFa, IL-

10 y HPRT-1 se muestran en la tabla I1.7.

Tabla I11.7. Cebadores empleados en el PCR en tiempo real para la expresion de citoquinas.

Citoquinas Cebadores (+) / (-)

IFNy 5-GGA TGC ATT CAT GAG TAT TG-3'/5-CTT TTC CGC TTC CTG AGG-3’

TNFa 5-CAT CTT CTC AAA ATT CGA GTG ACA A-3/5-TGG GAG TAG ACA AGG TAC
AAC CC-3’

IL-10 5-GGT TGC CAAGCC TTATCG GA-3/5-ACC TGC TCC ACT GCC TTG CT-3

HPRT-1 5-GTT GGA TAT GCC CTT GAC-3'/5- AGG ACT AGA ACA CCT GCT-3

La reaccion de PCR se desarroll6 como se describe a continuacion en la tabla 11.8. Como control
negativo se utilizd una mezcla para cada citoquina a la cual no se le adiciond ADNCc sino agua.
La expresion especifica se calculd con relacion a la expresion de HPRT-1 por el método delta

Ct, recomendado.

Tabla 11.8. Componentes de la mezcla de reaccion del PCR en tiempo real ejecutado para determinar la

expresion de los genes de citoquinas.

Componentes de la mezcla de reaccion Volumen empleado
ADNCc 1L
Mezcla de cebadores 2 uL
Agua libre de ARNasa 14 uL
MgCl (25mM) 1puL
Enzima Master SYBR Green | (Roche) 2L
Volumen final de reaccion 20 pL
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La mezcla de reaccion se coloco en el termociclador y se ejecutd el siguiente programa:

Tabla 11.9. Programa disefiado para el PCR en tiempo real ejecutado para determinar la expresion de

los genes de citoquinas.

Etapas Temperatura (°C) Tiempo (s)
Desnaturalizacién 95 30
Cuantificacion (45 ciclos)

e Desnaturalizacion 95 5

e Hibridacion 62 10

e Extension 72 30
Curva de Fusién

e Desnaturalizacion 95 0

e Hibridacion 65 15

e Fusion 95 0
Enfriamiento 4 30

11.11. Analisis Estadistico

Los resultados se presentan en tablas y graficos confeccionados en Excel. El andlisis estadistico
de los resultados se realiz6 empleando el programa GraphPad Prism version 5.00 [GraphPad
Software, USA, (http://www.graphpad.com)]. A los datos obtenidos durante la
experimentacion se les comprob6 la normalidad por la prueba de Kolmogorov-Smirnov
(correccion Dallal-Wikinson-Liliefor) y la homogeneidad de varianza por la prueba de Bartlett.
Cuando los datos directos o transformados siguieron una distribucion normal se aplicé un
analisis paramétrico y en caso contrario se aplicé un analisis no paramétrico. Todos los valores

con *, ** y *** ipndican diferencias significativas con p.
11.12. Limitaciones del estudio

En el presente estudio se previo realizar la cuantificacion de citoquinas por ELISPOT en los
ensayos in vivo. Sin embargo, por limitaciones logisticas (escasez de estuches comerciales y
placas de ELISPOT), asi como las repeticiones intraensayos, se empled el experimento de
expresion relativa de genes de citoquinas como ensayo alternativo para determinar la capacidad

inmunopotenciadora de la proteina recombinante NS3 en la formulacion vacunal DIII-C-2.
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I11. RESULTADOS Y DISCUSION

I11.1. Obtencién de los plasmidos recombinantes pQE30-NS3 y pET21d-NS3

A partir de la extraccion del ARN del VDEN 2 y la RT-PCR se obtuvo un fragmento de ADN
de aproximadamente 1,85 Kb, que codifica para la proteina NS3 del VDEN 2. Este fragmento
se insertd inicialmente en el vector pPGEMT para luego clonarse en los vectores de expresion,
pQE30 y pET21d.

En la figura I11.1 se muestran los resultados de la seleccion por PCR, de los plasmidos
recombinantes obtenidos en las tres clonaciones realizadas. Como resultado de la clonacion en
el vector pPGEMT, los tres plasmidos evaluados mostraron una banda intensa a la talla esperada
de aproximadamente 1,85 Kb (Figura I11.1.A). Similar resultado se observo para la clonacion
en el vector pET21d, en el cual todos los plasmidos chequeados resultaron ser recombinantes
al amplificar el fragmento que codifica para la proteina NS3 (Figura 111.1.C). Por su parte, de
los ocho plasmidos seleccionados de la clonacion en el vector pQE30, siete presentaron el
fragmento de 1,85 Kb que codifica para la proteina NS3 (Figura 111.1.B).

La secuenciacidn nucleotidica del gen ns3 insertado en los plasmidos recombinantes reveld un
99,7% de similitud con la secuencia de la cepa cubana 58/97 genotipo asiatico/americano.
Ademas se corroboro la correcta orientacion del gen ns3, la correcta posicién del marco abierto
de lectura y la presencia de la secuencia nucleotidica que codifica para 6 aas consecutivos de
histidina en el extremo 5’ de los plasmidos recombinantes pQE30-NS3 y en el extremo 3’ de

los plasmidos recombinantes pET21d-NS3.
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Figura I11.1. Electroforesis en gel de agarosa al 1% de la seleccion, por PCR, de los plasmidos
recombinantes pGEMT-NS3 (A), pQE30-NS3 (B), pET21d-NS3 (C). el primer carril de cada imagen
corresponde al patron de peso molecular 1 Kb Plus DNA Ladder (Thermo, EUA). (A) carriles 2-4:
plasmidos recombinantes pGEMT-NS3; (B) carril C-: plasmido pQE30 (control negativo), carriles 2-
9: plasmidos recombinantes pQE30-NS3, carril C+: control positivo (fragmento de 1,85 Kb que
codifica para la proteina NS3). (C) carriles 2-9: plasmidos recombinantes pET21d-NS3, carril C-:
plasmido pET21d (control negativo) y carril C+: control positivo (fragmento de 1,85 Kb que codifica
para la proteina NS3).

111.2. Obtencién de la proteina recombinante NS3 del VDEN 2

111.2.1 Expresién de la proteina NS3 del VDEN 2 en tres cepas de Escherichia coli

En la figura I11.2 se muestra el resultado de la expresion tras 4 h de induccion con 1 mM de
IPTG y a 37°C, de tres colonias seleccionadas de las transformaciones realizadas en las células
XL1-Blue y M15[pREP4] con el plasmido recombinante pQE30-NS3 clon 5. Ademas se
muestra el resultado de la transformacion de las células BL21(DE3) con los plasmidos
recombinantes pET21d-NS3 (clones 6 y 7). Como se puede apreciar en el WB de la figura I11.2,
aproximadamente a la talla de 70 kDa, todas las colonias mostraron una banda intensa que se
identificé como la proteina NS3 por el reconocimiento realizado con un Ac policlonal anti-NS3
proteasa. Al comparar los niveles de expresion en las células BL21(DE3) de los plasmidos
recombinantes 6 y 7, no se observaron diferencias en la expresion de las colonias evaluadas
(Figura 111.2B). Sin embargo, si se observaron diferencias en los niveles de expresion de las
células transformadas con el plasmido recombinante pQE30-NS3 clon 5 (Figura I11.2 A). Las

células M15[pREP4] mostraron mayor expresion de la proteina NS3 teniendo en cuenta que la
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banda reconocida por el AcM anti-NS3 proteasa fue mas intensa en la colonias de M15[pREP4]
que en las células XL1-Blue.

Este resultado se puede explicar por la presencia del vector pREP4, que le confiere una
velocidad de transcripcion superior a la ARN polimerasa y asegura la produccion de niveles
altos de la proteina represora lac, la cual una vez afiadido el IPTG se separa del operador y
favorece la expresion continua de la proteina recombinante (282).

A pesar de la optimizacion de los parametros fisico-quimicos evaluados, no se logro obtener la
proteina recombinante NS3 soluble en ninguna de las cepas bacterianas transformadas con el

plasmido recombinante pQE30-NS3.

Esto sugiere que la proteina NS3 se expresa en una conformacion que propicia la agregacion
de esta proteina y que se encuentre formando parte de los Cls. Estos resultados son coincidentes
con los publicados por Kuo y colaboradores, quienes obtuvieron niveles elevados de expresion
de la proteina NS3 del VEJ formando Cls en la fraccion insoluble, con el empleo del vector
pQE30 y la cepa M15 [pREP4] (283).

Las proteinas en los Cls se encuentran en forma de agregados moleculares funcionalmente y
ademas suelen mostrar alteraciones estructurales, como puentes disulfuro no nativos intra e
intermoleculares y cisteinas libres no habituales. Esto es un impedimento para la expresion de
las proteinas de interés con la finalidad de caracterizar su estructura, funcion bioldgica,
actividad enzimatica, union a ligando, interacciones con otras proteinas, entre otras (284, 285).
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Figura I11.2. Electroforesis en gel de poliacrilamida al 12% en condiciones desnaturalizantes e
inmunodeteccion con el AcM anti-NS3 proteasa. Expresion de la proteina NS3 del VDEN 2 en las cepas
de Escherichia coli tras 4 h de induccion con 1 mM de IPTG y a 37°C. (A) carriles 1, 3 y 5: expresion
del plasmido recombinante pQE30-NS3 clon 5, en tres colonias de las células XL1-Blue; carriles 2, 4y
6: expresion del plasmido recombinante pQE30-NS3 clon 5, en tres colonias de las células
M15[pREPA4]; carriles 7 y 8: expresion del plasmido pQE30 en las células XL1-Blue y M15[pREP4],
respectivamente (controles negativos). (B) carriles 1-3: expresion del plasmido recombinante pET21d-
NS3 clon 6, en tres colonias de las células BL21(DE3); carril 4-6: expresién del plasmido recombinante
pET21d-NS3 clon 7, en tres colonias de las células BL21(DE3); carril 7: expresion del plasmido pET21d
en las células BL21(DE3) (control negativo).

Teniendo en cuenta los resultados anteriores, la determinacion de las condiciones Optimas de
expresion de la proteina NS3 se realizo en las células M15[pREP4] transformadas con el
plasmido recombinante pQE30-NS3 clon 5 y las células BL21(DE3) transformadas con el
plasmido recombinante pET21d-NS3 clon 6.

En la figura 111.3 se muestran los niveles de expresion de la proteina NS3 en ambas células a

temperaturas y concentraciones de IPTG diferentes.
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Figura I11.3. Niveles de expresion de la proteina recombinante NS3 (ug/mL). Concentracion de
proteinas totales de los cultivos celulares tras 4 h de induccién a las temperaturas de 30°C y 37°C, y 20
h para la temperatura de 18°C.

Los resultados indican que no hubo diferencias en la expresion de la proteina NS3 para una
misma temperatura y entre las temperaturas de 30°C y 37°C a las distintas concentraciones de
IPTG empleadas en la células M15[pREP4]. Sin embargo, en la expresién de la proteina NS3
en las células BL21(DE3) se observo una disminucion en la cantidad de proteina recombinante
expresada a la concentracion de IPTG de 1 mM para las temperaturas de 30°C y 37°C. Los
niveles de expresion de la proteina NS3 a la temperatura de 18°C en ambas células de E. coli
disminuyeron con respecto a la expresién de la proteina a las temperaturas de 30°C y 37°C para
las tres concentraciones de IPTG evaluadas. Particularmente, en las células BL21(DE3) a la

temperatura de 18°C se observd la mayor expresion de NS3 a 0,1 mM de IPTG. Por otra parte,
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en las dos cepas de E. coli se expresé la proteina NS3 de forma insoluble, excepto en la
condicion de expresion de 18°C y 0,5 mM de IPTG para las células BL21(DE3), en la cual la

proteina NS3 se obtuvo en forma soluble.

La disminucion de la temperatura durante la expresion de proteinas recombinantes es una de
las estrategias empleadas para reducir o evitar la produccion de Cls y lograr la solubilidad de
la proteina recombinante. Otros factores tales como, el direccionamiento de la proteina hacia el
espacio periplasmatico, el empleo de cepas deficientes de proteasas celulares, y la optimizacion
de los factores fisicos-genéticos (377, 378), se utilizan con éxito para obtener altos niveles de
expresion de la proteina recombinante en forma soluble, lo cual puede representar entre el 50-
95% del total de proteinas celulares (286, 379).

Diversos autores plantean que la disminucién de la temperatura favorece de forma directa la
eliminacion de las proteasas de choque térmico que se inducen durante la expresion de las
proteinas recombinantes (286, 287). Otra consecuencia de las temperaturas bajas es que se
favorece la expresion y la actividad de las proteinas chaperonas de E. coli, las cuales

contribuyen a la estabilidad y el plegamiento apropiado de la proteina (213, 288).

Si bien con el empleo del vector pET21d y las células BL21(DE3) se logré expresar la proteina
NS3 soluble en las condiciones descritas anteriormente, una parte de la proteina recombinante

también se encontrd en forma insoluble, bajo esas mismas condiciones.

Esto demuestra que las condiciones evaluadas no fueron las Optimas para expresar toda la
proteina en forma soluble, lo cual pudiera deberse a alteraciones en la estructura de la proteina
0 en el ambiente de expresién que causan la formacién de intermediarios especificos

parcialmente plegados, los cuales forman aggregados insolubles (289).

En la figura 111.4 se muestra el efecto del tiempo de induccion en la expresion de la proteina
NS3 a las temperaturas de 37°C y 18°C. A la temperatura de 37°C después de la induccion del
cultivo con 0,5 mM de IPTG y a las 10 h de induccion se detectan bandas de menor peso
molecular en ambas cepas de E. coli, las cuales no se observan a la temperatura de 18°C aun

cuando se prolonga la induccion del cultivo a 22 h.
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Figura 111.4. Inmunodeteccion con el AcM anti-6xHis de la expresion de la proteina NS3. Induccién
de las células M15[pREP4] y BL21(DE3) a una concentracion de IPTG de 0,5 mM a las temperaturas
de 37°C y 18°C a diferentes tiempos de induccion.

En la tabla I11.1 se resumen las condiciones Optimas determinadas para la expresion de la
proteina NS3 del VDEN 2 en las cepas M15[pREP4] y BL21(DE3).

Tabla 111.1. Condiciones Optimas para la expresion de la proteina NS3 en diferentes cepas
transformadas de Escherichia coli.

Cepa de Temperatura Concentracion Tiempo de Localizacion de
Escherichia coli °C) de IPTG (mM) induccion (h) la proteina NS3
Fraccion
M15[pREP4] 37 0,5 4 insoluble
BL21(DE3) 18 0,5 20 Fraccién soluble

111.2.2 Purificacion de la proteina NS3 del VDEN 2

Al realizar la purificacion de la proteina NS3 expresada por las células BL21(DE3) en forma
soluble, se evidencio que este proceso no fue exitoso, a pesar de poseer dicha proteina una cola
de 6xHis aas en su extremo C-terminal. Una vez concluida la purificacion por IMAC en
condiciones nativas, se observo que la proteina NS3 no se adsorbié a la matriz de la columna
HisTrap utilizada para la purificacién. Esto pudo deberse a que la proteina NS3 soluble adopt6
una estructura conformacional en la cual la cola de 6xHis aas ubicada en la posicion C-terminal
no se encuentra expuesta para interactuar con los ligandos de unién a la columna de afinidad.
Algunos autores afirman que la localizacion de la cola de histidinas en los extremos de la
proteina puede influir en la solubilidad de las proteinas recombinantes (290, 291). Ellos

demuestran que factores como el tamafio de la proteina y la naturaleza de la proteina a expresar,
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y el tamafio y la ubicacion de la secuencia de aas de His, pueden ser determinantes en la
solubilidad de las proteinas recombinantes que contienen la secuencia de aas His.

Aunque en el presente trabajo se observo un comportamiento diferente en la solubilidad de la
proteina NS3 expresada con la cola de 6xHis aas tanto en el extremo C-terminal como N-
terminal, también destaca el hecho, bien conocido, de que las proteinas se comportan como
individuos y responden pobremente a la generalizacion. La individualidad de las proteinas, las
pequefias diferencias, como las que se encuentran en las secuencias alrededor del codon de
inicio en las secuencias de fusion disponibles y las diferencias en el mapa genético del vector,
hacen que sea dificil comparar la idoneidad de las secuencias de fusion para la sobreexpresion
de proteinas.

Consecuentemente, al determinarle la actividad proteasa a la proteina NS3 soluble se pudo
constatar que no hubo reaccion enzimatica en presencia del sustrato paranitrilado. Entre las
causas que pudieran provocar este resultado puede encontrarse una posible afectacion del sitio
activo proteasa de la proteina NS3 soluble, ya sea porque presente una mutacion que impide la
unién del sustrato o por ocupacién del sitio activo con otra molécula. Esto pudiera explicarse
por la interaccion de la cola de 6xHis aas presente en el extremo C-terminal de la proteina
recombinante NS3 con los aas presentes en el sitio de unién del péptido cromogénico en la
estructura de la proteina NS3, lo que impidi6 la actividad proteasa de la proteina NS3 soluble
(292).

Luo y colaboradores, demuestran que la fusion de 18 aas de la regién central del dominio
hidrofilico de la proteina NS2B, con la proteina NS3 a través de una secuencia conectora, le
confiere flexibilidad a la molécula obtenida. Sin embargo, obtienen una actividad proteolitica
limitada de la proteina soluble en tres posiciones estables de la estructura molecular de dicha
proteina. El estudio de Luo y colaboradores enfatiza que la funcionabilidad de la proteina NS3
soluble depende de la conformacion estructural adoptada por la region de unién de las proteinas,

lo que permite la interaccion entre NS2B-NS3 con el sustrato (293).

Teniendo en cuenta el resultado anterior en el que se evidencia que la proteina NS3 obtenida en
forma soluble fue funcionalmente inactiva, se decidi6 desarrollar el proceso de purificacion y

el resto de los experimentos con la proteina NS3 obtenida inicialmente en forma insoluble como
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Cls en las células M15[pREP4]. Esta proteina presenta la cola de 6xHis aas en la posicion N-

terminal.

Si bien se discute anteriormente las desventajas de obtener la proteina recombinante NS3 en la
fracion insoluble formando Cls, estudios actuales describen favorablemente la obtencion de
estos Cls para producir a gran escala y a bajo costo proteinas recombinantes (215). En este
estado las proteinas se protegen de la accion de las proteasas celulares, por lo que los Cls se
convierten en una fuente de proteina integra y pura (213, 214). Sin embargo, el gran desafio es

la solubilizacion y posterior renaturalizacion de la proteina recombinante (288, 294).

La figura I11.5 muestra el resultado de la doble etapa cromatografica empleada para la
purificacién de la proteina NS3 obtenida en forma insoluble y desnaturalizada en urea 8M. En
este estudio se demostré que el empleo de la urea a una concentracion elevada, permitio la
desnaturalizacion eficiente de la proteina NS3. Existen numerosas estrategias que emplean
detergentes, tampones no reductores, diferentes concentraciones de urea, poliésteres, resinas y
algunos métodos fisicos para extraer completamente la proteina de interés de los Cls (282, 386).
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Figura I11.5. Electroforesis en gel de poliacrilamida al 12% de las etapas del proceso de purificacion
de la proteina recombinante NS3 desnaturalizada en urea 8 M. (A) purificacién por IMAC, carriles 2-6:
fracciones colectadas durante el gradiente correspondiente entre los 300 mM y 350 mM de imidazol.
(B) purificacion por gel filtracion, carriles 2-8: fracciones colectadas del gradiente isocratico con el
tampon didlisis sin urea.

Como se puede apreciar en la figura 111.5A, una banda a la altura de 70 kDa sugiere la presencia
de la proteina NS3, la cual se eluy6 con dos volumenes de columna, entre los 300 mM y 350
mM de imidazol. Igualmente se observa en esta misma figura que proteinas de bajo peso
molecular coeluyeron con la proteina NS3. La elusion de estas impurezas se reporta para las

proteinas recombinantes que tienen fusionada la cola de His en uno de sus extremos (295), pues
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péptidos no consecutivos con presencia de His en su secuencia aminoacidica son capaces de la
quelacion de iones metélicos divalentes inmovilizados. Muchas proteinas de E.coli contienen
residuos de His no consecutivos que se exponen en la superficie de su estructura y pueden unirse
a los iones metélicos acoplados a las resinas, por lo que constituyen contaminantes potenciales
en el proceso de purificacion (296). Ademas, se conoce en el estado del arte de la purificacion
de la proteina NS3 de los flavivirus que la presencia de estos contaminantes de bajo peso
molecular también pueden originarse a partir de la degradacion proteolitica por proteasas
hospederas, autoproteolisis, o terminacion prematura del proceso de traduccion de la proteina
(297).

En la figura I11.5B se muestra la corrida electroforética resultante de la purificacion por gel
filtracion de la proteina NS3. Previo a esta segunda etapa de purificacion se realiz6 una

estrategia de didlisis con resultado satisfactorio.

El recambio de tampones, que contienen concentraciones decrecientes de urea, y detergentes
aminoacidicos como el CHAPS posibilitd la renaturalizacion eficiente de la proteina
recombinante NS3, evitando el plegamiento erroneo y la agregacidn que puede ocurrir durante
el proceso de conformacién de la estructura proteinica (284, 387). Se puede observar en dicha

figura que la proteina NS3 se obtiene integra y con una pureza elevada.

El empleo de dos etapas cromatograficas en un proceso de purificacion se describe como una
estrategia eficiente para la obtencion de proteinas recombinantes con un alto porciento de
pureza (298). Sin embargo, estos enfoques generalmente requieren procedimientos de
optimizacion que consumen mucho tiempo y dependen de las propiedades de la proteina diana.
En nuestro estudio, como se puede apreciar en la figura 111.5B, al utilizar la alternativa de
cromatografia de gel filtracion los contaminantes de bajo peso molecular son eliminados
favoreciendo el grado de pureza de la proteina y justificando la estrategia de doble etapa de

cromatografia para la purificacién de la proteina NS3.

Un resumen de los resultados de las estrategias de extraccion y purificacion de la proteina
recombinante NS3 expresada por las células M15[pREP4] en forma insoluble, se muestra en la
figura 111.6A. ElI AcM anti-6xHis (Figura 111.6B) y el Ac policlonal anti-NS3 proteasa (Figura

I11.6C) reconocieron la proteina recombinante NS3 en cada etapa del proceso de purificacion.
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Figura 111.6. Representacion del seguimiento por electroforesis en gel de poliacrilamida e
inmunodeteccidn de las principales etapas de la purificacion de la proteina NS3 obtenida en la fraccion
insoluble tras la ruptura de las células M15[pREP4]. A: SDS-PAGE al 12%. B y C inmunodeteccién
con el AcM anti-6xHis y con el Ac policlonal anti-NS3 proteasa, respectivamente. PM: Patron de Peso
Molecular 19-202 kDa (GE Healthcare Biosciences, EUA), carril 1: solubilizacion con urea 8M, carril
2: proteina eluida por IMAC; carril 3: proteina dializada y concentrada, carril 4: proteina NS3 después
de la columna Sephacryl S-100 HR y concentradas por centriprep YM-30 (Millipore, EUA).

En la tabla 111.2 se recoge el comportamiento de los parametros de control del proceso en las

etapas de extraccion y purificacion de la proteina NS3 expresada por las células M15[pREP4].

Tabla 111.2. Parametros del proceso de extraccion y purificacion de la proteina NS3.

Etapas de mg de proteinas mg de proteina . Rendimiento®
purificacion totales® NS3° Pureza (%) (%)
Fraccién insoluble? 107 8 7.47 100
IMAC 8.5 5.1 60 64
Gel Filtracion 3.8 35 92 44

3Los miligramos de proteinas totales se calcularon por el método de BCA para la determinacion de la concentracion de
proteinas.

bLa cantidad de proteina recombinante NS3 presente en la fraccion insoluble de la ruptura celular se determin6 por
densitometria a partir del analisis de los geles tefiidos con solucién de Coomassie.

La cantidad de proteina NS3 en la fraccidn insoluble se design6é como el 100% para el rendimiento.

dLa purificacion se realizo a partir de 300mL de cultivo celular inducido.

Teniendo en cuenta estos resultados, se puede concluir que la proteina recombinante se obtuvo
soluble, integra y con un 92% de pureza con el empleo de la doble cromatografia como una

estrategia de purificacion para obtener la proteina NS3 del VDEN 2.
I11.3. Caracterizacion bioldgica de la proteina recombinante NS3 del VDEN 2

111.3.1 Actividad enzimatica mediante ensayo de proteasa

En la figura I11.7 se muestra la actividad proteasa de la proteina recombinante NS3 expresada

por las células M15[pREP4], en funcion de la liberacion del cromdgeno pNA medida a 405 nm.
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Figura I11.7. Actividad proteasa de la proteina NS3 recombinante del VDEN 2 expresada en funcion
de la hidrélisis del péptido cromogénico Ac-RTSKKR-pNA. Representada como Absorbancia (405 nm).
NS3 purificada y renaturalizada (en azul), NS3 +cofactor NS2B (en verde), cofactor NS2B (carmelita)
y control de cepa de E. coli (amarillo). El analisis estadistico se realizé mediante la prueba de Kruskal-
Wallis y la comparacién multiple a posteriori mediante la prueba de Dunn. (*** p<0,001).

Al comparar los niveles de actividad en cada uno de los ensayos se pudo apreciar que aunque
la actividad enzimatica en ausencia del cofactor NS2B fue mayor que cuando este esta presente,
no se detectaron diferencias significativas entre ambos ensayos. Sin embargo se constataron
diferencias significativas entre las actividades enzimaticas de la NS3 y la NS3/NS2B con
respecto al control de E. coli y al cofactor. Los valores de absorbancia obtenidos para el cofactor
NS2B solo fueron comparables a los del control, lo cual es indicativo de una actividad proteasa

minima.

Estudios previos de caracterizacion enzimatica de la proteina NS3 demuestran que la actividad
serino proteasa de esta proteina frente a péptidos cromogénicos y flurogénicos depende
criticamente de la proteina NS2B y especificamente de una region central hidrofilica de
aproximadamente 40 aas (113, 299, 300). Los resultados del presente trabajo no fueron
similares a los descritos por estos autores; sin embargo si fueron coincidentes con los obtenidos
por Yusof y colaboradores, quienes demuestran que aunque el complejo proteasa del VDEN
exhibe actividad proteolitica frente a substratos peptidicos pequefios, la actividad mostrada por
el dominio proteasa de la proteina NS3 fue mayor y mas especifica frente a los mismos (301).

Esta preferencia observada de la proteina NS3 sin el cofactor por este tipo de sustrato puede
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deberse, en primer lugar, a diferencias conformacionales en la especificidad de union del

sustrato peptidico al bolsillo catalitico del dominio proteasa.

En particular, la naturaleza de los sustratos peptidicos de corta talla molecular tiene diferencias
en su constante catalitica y de disociacion, lo que influye en la afinidad por la enzima proteasa
(302). Por otra parte, la orientacion de los dominios helicasa y proteasa en la estructura de la
proteina NS3, es altamente variable y se determina por la region de unién o interdominio. Esta
flexibilidad conformacional tiene implicaciones en la actividad cis-, trans-proteasa de la
proteina NS3 (303).

111.3.2 Reconocimiento de la proteina recombinante NS3 por anticuerpos anti-dengue

La antigenicidad de la proteina recombinante NS3 purificada se evalu6 a través de un ELISA

empleando Acs policlonales anti-dengue obtenidos en ratones.

En la figura 111.8, se muestran los titulos de los Acs IgG correspondientes al reconocimiento de

la proteina recombinante NS3 por los LAHSs de los cuatro serotipos del VDEN.
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Figura 111.8. Reconocimiento de la proteina recombinante NS3 del VDEN 2 por LAHs de raton
correspondientes a los cuatro serotipos del VDEN. Resultado expresado en titulo de Acs segun
diluciones de los LAH en el ELISA indirecto. El andlisis estadistico se realiz6 mediante la prueba de
ANOVA de clasificacion doble y la comparacion maltiple a posteriori mediante la prueba de Bonferroni
(***p<0,001; **p<0,01; *p<0,05). Los datos se representan como la media + desviacion estandar. Este
ensayo se repitio tres veces.
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Los resultados muestran que la proteina recombinante NS3 se reconoci6 por los LAHs de los
cuatro serotipos con titulos de Acs 1gG superiores a 10 000. Al comparar los resultados para
cada antigeno no se constataron diferencias significativas en el reconocimiento de la proteina
recombinante NS3 por los LAHSs. Sin embargo, si se detectaron diferencias significativas en el
reconocimiento del VDEN 2, el cual fue mayor con el LAH homdlogo, como esperado ya que
confirma las diferencias antigénicas entre los cuatro serotipos del VDEN. La reactividad
cruzada de la proteina NS3 por los LAHs demuestra, en primer lugar que la proteina obtenida
por via recombinante presenta una conformacion que expone regiones antigénicas reconocidas
por Acs policlonales con titulos a los cuatro serotipos del VDEN, superiores a 10 000. En
segundo lugar corrobora que la proteina NS3 es altamente conservada entre los VDEN con un
70% de homologia descrito entre los serotipos. En estudios previos, Matsui y colaboradores
observaron que la existencia de ciertos residuos aminoacidicos, ubicados en el sitio del
complejo antigénico de los VDEN, resultan cruciales para la manifestacion de propiedades
bioguimicas compartidas y conservadas entre los cuatro serotipos, lo que puede explicar el

reconocimiento cruzado observado entre los distintos serotipos del VDEN (304).

111.3.3 Antigenicidad de la proteina recombinante NS3 para células T de ratén

La antigenicidad de la proteina recombinante NS3 en células del bazo de ratones previamente
inoculados con el VDEN 2, se muestra en la figura I11.9.

La relacion entre los niveles de secrecién de IL-10 y TNFa fue similar frente a ambos estimulos.
Los mayores niveles de citoquinas detectados fueron los correspondientes al IFNy tanto en el
sobrenadante de las células del bazo estimuladas con la proteina NS3 (10137+4781) como con
el VDEN 2 (4806+1432). Se obtuvo diferencias significativas al comparar la respuesta de IFNy
de NS3 frente a VDEN 2 (p<0,01) y frente al control celular (p<0,001), lo que corrobora su
potencial antigénico. La deteccion de las citoquinas IL-10 y TNFa fueron 71 y 32 veces menor
que la de IFNy ante la estimulacion con la proteina NS3, respectivamente. Por otra parte, en el
sobrenadante de las células del bazo estimuladas con el VDEN 2, la secrecién de TNFa e IL-

10 disminuyd 10 y 27 veces con respecto a la detectada para el IFNy, respectivamente.
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Figura 111.9. Antigenicidad de la proteina recombinante NS3 del VDEN 2 para células T de ratén.
Niveles de IFNy, IL-10 y TNFa secretados por las células del bazo de los ratones inoculados con el
VDEN 2, tras la estimulacion con la proteina recombinante NS3 y el virus homologo. El analisis
estadistico se realizd mediante la prueba de ANOVA de clasificacion doble y la comparacion maltiple
a posteriori mediante la prueba de Bonferroni (***p<0,001; **p<0,01; *p<0,05).

En el presente trabajo se demuestra que tras la estimulacion in vitro con la proteina
recombinante NS3, de las células del bazo obtenidas a partir de los ratones inoculados con el

VDEN 2, clones de células T reconocen a la proteina recombinante NS3 y producen niveles
altos de IFNy.

Yauch y colaboradores demuestran que las células T CD8" especificas para las proteinas del
VDEN responden a la activacién produciendo IFNy y TNFa, ademas de expresar el marcador
de desgranulacion CD107a en la superficie celular y exhibir actividad citotoxica in vivo (133).
Por su parte, se sugiere que el TNFo puede asociarse directamente con los sintomas especificos
de la enfermedad producida por el VDEN si se tiene en cuenta la correlacion existente entre las
concentraciones del receptor soluble de TNFa y la trombocitopenia (305), asi como la
extravasacion vascular (306, 307). Esta citoquina es la reguladora principal de la inmunidad

innata y media la inflamacion aguda.

El reconocimiento antigénico especifico por clones de células T de la proteina recombinante

NS3 obtenida en este estudio fue similar al descrito por Malavige y colaboradores (308),

71



Capitulo 111
Resultados y Discusién

quienes encuentran niveles altos de IFNy producidos por clones de células T humanas
especificos a la proteina NS3 del VDEN, e igualmente niveles bajos de IL-10 y TNFa.

Las concentraciones similares de TNFa e IL-10 inducidas tras la estimulacion con la proteina
recombinante disminuyen la posibilidad de la induccidn de una respuesta patogenica mediada
por esta proteina, en primer lugar por los niveles bajos de TNFa, en relacion a la secrecion de
IFNy y en segundo lugar por la evidencia del lazo de retroalimentacion negativa mediada por
la IL-10. Sin embargo estos resultados no son suficientes para concluir si la respuesta de células
T inducida por la proteina recombinante NS3 pudiera determinar el resultado de la enfermedad

durante una infeccién natural.

Teniendo en cuenta estos resultados en relacion a la caracterizacion antigénica de la proteina
recombinante NS3, podemos resumir que la proteina obtenida se reconoce por clones
de células secretores de IFNy, favoreciendo como antigeno la activacion de una respuesta Thl
con una relacion IFNy/TNFa a favor del IFNy. Ademas, se detectaron niveles bajos de IL-10 y
TNFa.

Las concentraciones similares de TNFa e IL-10 inducidas tras la estimulacién con la proteina,
reducen la posibilidad de la induccidn de una respuesta patogénica mediada por esta proteina,
en primer lugar por los bajos niveles de TNFa, en relacion a la secrecion de IFNy y en segundo
lugar por la evidencia del lazo de retroalimentacion negativa mediada por la 1L-10, en el cual
el TNFa es un inductor potente de IL-10, y la IL-10 es una reguladora represora del TNFa
(410).

I11.4. Respuesta inmune inducida por la proteina recombinante NS3 del VDEN 2 en

ratones

111.4.1 Titulos de anticuerpos anti-NS3 inducidos

Como se aprecia en la figura 111.10 se obtuvieron niveles elevados de Acs IgG anti-NS3
recombinantes en los grupos inmunizados con 10 y 20 ug de la proteina recombinante NS3,
siendo la respuesta en este Gltimo grupo significativamente mayor (p<0,001), incluso con
respecto a la respuesta detectada en los ratones inmunizados con el virus VDEN 2 que fueron

los controles positivos del esquema de inmunizacion (p<0,01). En el presente trabajo la proteina
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rcombinante mostrd ser una buena inductora de Acs IgG, lo cual se corrobord por los titulos

mayores a 40 000 inducidos por esta proteina.
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Figura 111.10. Respuesta de Acs anti-NS3 en los ratones inmunizados. En el gréfico se muestra los
titulos promedio geométrico (TPG) de los Acs IgG obtenidos por ELISA de los grupos de animales
inmunizados: placebo, grupo NS3 (concentracién 10 pg) y (concentracion 20 ug), y el grupo VDEN 2.
El andlisis estadistico se realizd mediante la prueba de Newman-Keuls (*p<0,05; **p<0,01;
***p<0,001).

Existen pocos estudios que reporten la caracterizacion desde el punto de vista antigénico e
inmunogénico de la proteina NS3 de los flavivirus. En un trabajo donde analizan la
inmunogenicidad y la antigenicidad de la proteina NS3 del virus de la hepatitis C (VHC), los
autores detectan una elevada prevalencia de Acs anti-NS3 en los ratones inmunizados, lo cual
pudiera estar dado por la talla de la proteina y por la presencia de multiples motivos de unién a
MHC clase Il. Ademas sugieren que esto pudiera explicar la alta frecuencia de Acs especificos

a esta proteina encontrada, en pacientes infectados con este virus (309).

Teniendo en cuenta que el VHC es un flavivirus, al igual que el VDEN, pudiéramos explicar
de esta misma forma los altos titulos de Acs anti-VDEN detectados con la proteina
recombinante NS3 obtenida. En un estudio realizado por Alvarez-Rodriguez y colaboradores
se muestra el potencial del dominio proteasa de la proteina NS3 fusionado a la proteina GST
para la induccion de Acs capaces de reconocerla como antigeno a una dilucion de 1:3 200, por
lo que plantean la utilidad de la proteina recombinante obtenida para un sistema de deteccion
casero con fines diagnosticos (310). Sin embargo, los titulos de Acs anti-recombinantes

detectados en los sueros de los ratones inmunizados con la proteina NS3 completa descritos en
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el presente trabajo son superiores y superan la inmunogenicidad demostrada por el dominio
proteasa de la proteina NS3 en el estudio anteriormente mencionado. Esto puede explicarse por
la talla molecular elevada de la proteina NS3, asi como, por la presencia de mutiples motivos

de union al MHC 11, lo cual asegura la cooperacion entre las células T y B.

Algunos autores detectan una respuesta significativa de Acs anti-NS3 en pacientes con
infeccion primaria y secundaria al VDEN (170, 311). En un estudio realizado por Valdes y
colaboradores individuos con una infeccion secundaria al VDEN 2 muestran una elevada
respuesta de Acs anti-NS3, la cual no se detecta en pacientes con infeccion primaria (170). Sin
embargo, se desconoce la funcién de estos Acs anti-NS3 en la respuesta inmune contra el
VDEN.

111.4.2 Reconocimiento de la proteina NS3 nativa por los anticuerpos anti-NS3 recombinantes

de ratén

Los sueros de los ratones inmunizados con la proteina recombinante NS3 reconocieron a la
proteina NS3 nativa. En el WB (Figura Il1l.11A) se observa una banda especifica
correspondiente a la reactividad de los sueros de los ratones inmunizados con la proteina
recombinante NS3 frente a la proteina NS3 nativa del VDEN 2, lo cual demostr6 la
especificidad de la respuesta. Los sueros del grupo placebo no reaccionaron frente a la proteina
NS3 nativa. Se detectaron bandas caracteristicas correspondientes a las proteinas NS1, NS3 'y
E del VDEN 2 en la tira del control positivo con el LAH anti-VDEN 2.

Los sueros de los ratones inmunizados con la proteina recombinante NS3 reconocieron a la
proteina NS3 nativa también por IFI, en las células C6/36HT infectadas con el VDEN 2 (Figura
111.11B).

Similar resultado se observé para las células infectadas empleando como control positivo un
AcM especifico para el VDEN 2. Los sueros de los ratones pertenecientes al grupo placebo no

mostraron reactividad frente a las células inoculadas con el VDEN 2.
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Figura I11.11. Reconocimiento de la proteina NS3 nativa del VDEN 2 por Acs anti-NS3 recombinante.
(A) WB en las tres tiras de las membranas se fijaron las proteinas del VDEN 2 y se enfrentaron a los
sueros de los ratones: 1 grupo placebo, 2 grupo inmunizado con 20 ug de la proteina recombinante NS3,
3 LAH VDEN 2 (control positivo). (B) IFI. 1 control negativo: células no infectadas frente AcM anti-
VDEN 2, 2 control positivo: células infectadas con el VDEN 2 frente a AcM anti-VDEN 2, 3 células
infectadas con el VDEN 2 frente a sueros de ratones del grupo placebo, 4 células infectadas con el
VDEN 2 frente a sueros de ratones del grupo inmunizado con 20 ug de la proteina recombinante NS3.

Los resultados del presente trabajo confirman que la proteina recombinante NS3 adopt6 una
conformacién en la cual se conservaron los determinantes antigénicos de la proteina nativa que

inducen una respuesta de Acs.

La proteina NS3 es una proteina intracelular que se localiza en el citoplasma y en sistemas
membranosos derivados del RE, de los hepatocitos, esplenocitos, células mieloide, células del
pulmon y mioglias (117, 312). Esto significa que los Acs anti-NS3 inducidos tras una infeccion
primaria por el VDEN tienen poco acceso a esta proteina que no se encuentra expuesta en la
superficie y, por lo tanto, no tienen la funcion neutralizante ni la de citotoxicidad celular
dependiente de Acs. Sin embargo, los Acs anti-NS3 detectados en este trabajo pudieran tener
la funcién de opsononizacién y de esta forma contribuir a la lisis de las células infectadas por
el VDEN.

Durante la infeccidn heterotipica secundaria, la union de anticuerpos IgG anti-NS3 circulantes
a epitopes especificos de la proteina NS3 liberada tras la lisis de la célula infectada puede activar
el complemento por la via clasica iniciando la cascada C1, C4, C2 lo que contribuye a un nivel
reducido de C3 y a la liberacién de C3a y Cb5a. Los niveles incrementados de estas dos
anafilotoxinas se consideran que median la permeabilidad vascular (313). Esto significa que en
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la infeccidn secundaria los Acs anti-NS3 pueden estar involucrados en la patogenia de la
infeccion por VDEN, a través de la funcion de opsonizacion mediando activacion del

complemento.

111.4.3 Respuesta inmune celular inducida por la proteina recombinante NS3

Se conoce que la generacion de Acs Nt es uno de los requisitos para una adecuada proteccion
contra el VDEN (314, 315). Sin embargo, el papel de la respuesta inmune celular en la

proteccién contra el VDEN se demuestra por varios autores (316, 317).

La respuesta de células T inducida por la proteina recombinante NS3 en ratones BALB/c se
evalué empleando un ensayo de ELISPOT para determinar la frecuencia de células productoras
de IFNy. Como resultado, todos los animales inmunizados con cualquiera de las dos
formulaciones de la proteina recombinante NS3 se comportaron similar al grupo de animales
inmunizados con el control positivo y mostraron un aumento en el porciento de células T

secretoras de IFNy al compararse con los controles con p <0,001 (Figura I11.12).
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Figura 111.12. Frecuencia de las células del bazo de ratones inmunizados, productoras de TFNy frente
al estimulo antigénico en un ensayo de ELISPOT. En el grafico se muestra el comportamiento de los
grupos de animales: placebo, grupo NS3 (concentracion 10 pg) y (concentracion 20 pg), y grupo VDEN
2 frente a la estimulacion con diferentes antigenos: M (mock), VDEN 2, cn (control negativo) y NS3.
El andlisis estadistico se realiz6 mediante la prueba de ANOVA de clasificacion doble y la comparacion
multiple a posteriori mediante la prueba de Bonferroni (***p<0,001; **p<0,01; *p<0,05). Este ensayo
se repitio tres veces (n=5).
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En general, aunque en el 100% de los animales inmunizados con 20 pg de la proteina
recombinante se detectaron células secretoras de IFNy especificas a NS3 este dato no fue
estadisticamente significativo al compararse con el grupo de animales inmunizados con 10 pg
de la proteina recombinante, donde respondieron 4 (80%) ratones. En los grupos inmunizados
con la NS3 10 ug y NS3 20 ug se encontraron diferencias significativas entre los ratones
estimulados con VDEN 2 y con el antigeno NS3 (p<0,01). En el grupo inmunizado con el
VDEN 2 los porcientos de células secretoras de IFNy fueron superiores, siendo estadisticamente

significativo con respecto a los grupos inmunizados con la proteina NS3 (p<0,001).

Escazos estudios evallan la respuesta celular inducida por la proteina NS3 en un modelo de
raton. Costa y colaboradores demuestran gque las vacunas de ADN que expresan la proteina NS3
y el dominio helicasa de esta proteina inducen una elevada respuesta inmune celular
determinada por la alta frecuencia de células productoras de IFNy medida por ELISPOT (318);

mientras que la vacuna de ADN que expresa el dominio proteasa no induce dicha respuesta.

Este estudio identifica al dominio helicasa la region de la proteina NS3 con el mayor nimero
de epitopes inductores de una respuesta de células T. Similar resultado pero con los dominios
proteasa y helicasa obtenidos por via recombinante en E. coli obtuvo Simmons y colaboradores,
quienes al evaluar la respuesta inmune celular inducida por estos dominios observan que
Unicamente la proteina helicasa induce una respuesta de células T efectiva detectada por
cuantificacion de IFNy con el empleo de ELISPOT (319). Ambos estudios sugieren que el
dominio helicasa es la regién principal de epitopes inductores de células T CD8" CD4",

En el presente trabajo se constato que independientemente de la dosis de proteina recombinante
empleada en la inmunizacion, la proteina NS3 induce una elevada respuesta de células T

secretoras de IFNy, la cual puede ser protectora contra la infeccion por VDEN.

I11.5. Respuesta inmune protectora inducida por la proteina recombinante NS3 del VDEN
2

Treinta dias después de la ultima dosis, se realizo el reto intracraneal a los ratones inmunizados
con el VDEN 2 infectivo.

Tras un periodo de observacion de 21 dias, solo uno de los animales inmunizados con la proteina

recombinante NS3 10 pg/mL sobreviviéo al reto viral, pero este resultado no fue
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estadististicamente significativo cuando se compar6 con el grupo placebo, en el cual todos los
animales murieron tras el reto con el VDEN 2 (Figura 111.13).
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Figura 111.13. Porciento de sobrevida tras la inoculacion intracraneal del VDEN 2 en ratones
inmunizados con la proteina recombinante NS3. Se representa el comportamiento durante 21 dias de los
grupos de animales placebo, los inmunizados con 10y 20 g de la proteina NS3y el VDEN 2. El analisis
estadistico se realizd6 mediante la prueba de log-rank (***p<0,001). Este ensayo se repitio tres veces
(n=7).

Un comportamiento similar al observado en el grupo placebo lo tuvieron los animales
inmunizados con 20 g de la proteina NS3. EI 100% de los animales del grupo control positivo

se protegieron después del reto viral.

La dualidad de la participacion de las células T en la respuesta inmune del hospedero contra la
infeccion por dengue y en la inmunopatogenia para el desarrollo de las formas severas de la
enfermedad es muy controversial en las Gltimas décadas (320). Varios autores plantean un papel
relevante de las células T, especificamente de la contribucion de las CD8+ en limitar o eliminar
la infeccién por el VDEN. Yauch y colaboradores demuestran, con el empleo de un modelo
novedoso de ratdn, que la deplecion de las celulas T CD8+ provoca la pérdida de la funcion de
aclaramiento de la infeccién por el VDEN y un aumento significativo de la carga viral en el
suero, el bazo y el cerebro (133). Por otro lado, Williams y colaboradores exponen el papel
relevante de la respuesta de las células T en la proteccion contra la infeccion heterotipica
secundaria del VDEN, en el modelo de raton AG129 (414). Por su parte, otros autores plantean
gue la respuesta citotdxica de los linfocitos T CD8+ generada por el VDEN contribuye al dafio

de células no infectadas por este virus, tales como los hepatocitos (136). Igualmente, An y
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colaboradores sugirieron un papel patogénico para las células T CD8+ especificas a VDEN en
ratones inmunizados HepG2-SCID (321).

Los resultados del presente trabajo muestran que a pesar de obtenerse una respuesta inmune
celular medida por el elevado numero de células productoras de IFNy, no hubo proteccion tras

el reto con el VDEN2 en los grupos inmunizados con la proteina recombinante NS3.

Pocos estudios evaltan la capacidad protectora de la respuesta inmune inducida en ratones por
la proteina NS3 del VDEN. El trabajo de Costa y colaboradores mencionado anteriormente, el
cual se basa en la evaluacion de vacunas de ADN que expresan la proteina NS3 y sus dominios
demuestra que la respuesta inmune celular inducida por estas vacunas de ADN es protectora en
el modelo de encefalitis del VDEN (318). Sin embargo, no se encontrd ningln trabajo en el
cual se evalue la capacidad protectora de la respuesta inmune celular inducida por una proteina

NS3 recombinante del VDEN tras el reto viral en ratones.

Los resultados del presente trabajo sugieren la asociacion de la respuesta de células T inducida
por la proteina recombinante NS3 con la inmunopatogenia del VDEN (41, 322).

La combinacion de factores como la via de inoculaciéon y el modelo animal empleado para
evaluar la proteccién pudieran influir en que la respuesta inmune generada por la proteina

recombinante NS3 tras el reto viral sea de tipo inmunopatogénica.

El ensayo de proteccion empleado en nuestro estudio, el cual se basa en evitar la encefalitis
viral provocada por el VDEN inoculado intracranealmente en ratones inmunocompetentes tiene
como limitacién principal el requerir la administracion de altas dosis de cepas virales
neuroadaptadas a través de la via intracraneal. Esto significa que los animales desarrollan una
encefalitis viral que no es usual encontrar dentro de las manifestaciones clinicas més observadas
en individuos con infeccion por VDEN (228, 323).

En un estudio reciente se demuestra que el reto intracraneal de ratones inmunocompetentes con
el VDEN 2 provoca el reclutamiento de células inmunes que contribuyen a la reduccion de la
carga viral, pero no al aumento de la tasa de supervivencia. Por el contrario, los animales
tratados con ciclofosfamida, un farmaco inmunosupresor que afecta la proliferacion de los
linfocitos, tienen una carga viral mas alta, pero con una mayor tasa de supervivencia con

respecto a los animales no tratados (324). Estos resultados sugieren que el sistema inmune
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desempefia un papel inmunopatogénico en este modelo por lo que la tasa de supervivencia no
puede ser un punto final adecuado en la evaluacién de los candidatos vacunales basados en

antigenos que inducen una fuerte respuesta inmune celular.

Teniendo en cuenta estos antecedentes, en este trabajo se evalué la capacidad
inmunopotenciadora inducida por la proteina recombinante en la formulacion DIII-C-2/NS3,
mediante la determinacién de la carga viral y la expresion de determinados genes de citoquinas,

en el cerebro de los animales inmunizados y retados con el VDEN 2.
111.6. Capacidad inmunopotenciadora de la proteina recombinante NS3 del VDEN 2

111.6.1 Respuesta inmune humoral inducida por la formulacién vacunal DI11-C-2/NS3

Para evaluar la inmunogenicidad de la formulacion DII1-C-2/NS3, se compar0 el titulo de Acs
IgG inducidos por esta formulacion con respecto al titulo de Acs generados tras la inmunizacion
solo con la proteina recombinante DIII-C-2. Como se muestra en la figura Ill.14A, se

obtuvieron elevados titulos de Acs IgG tras la inmunizacion con ambas formulaciones.
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Figura 111.14. Respuesta de Acs en ratones inmunizados con la proteina recombinante DIII-C-2 y la
formulacion DIN-C-2/NS3. (A) Los titulos de Acs anti-virales contra VDEN 2 se midieron mediante un
ELISA de captura. (B) Los titulos de Acs Nt se midieron mediante NRNP. Los datos se muestran en el
grafico como el TPG + 2DE. Los grupos VDEN 2 y placebo fueron los controles positivo y negativo,
respectivamente. El analisis estadistico se realizd6 mediante la prueba de Newman-Keuls (*p<0,05;
**p<0,01; ***p<0,001).
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El TPG de la respuesta de Acs fue 172 000 para el grupo DIII-C-2 y 512 000 para el grupo
DIII-C-2/NS3. La respuesta de Acs inducidos por la formulacion combinada fue
significativamente mayor, en comparacion con la respuesta detectada en los ratones inoculados
con DIII-C-2 (p<0,01), NS3y VDEN 2 (p<0,001), este ultimo empleado como control positivo
del esquema de inmunizacién. No se observaron diferencias estadisticamente significativas en

la respuesta de Acs inducida por la proteina recombinante NS3 y el VDEN 2.

La respuesta de Acs Nt detectada en los grupos de inmunizacion DIII-C-2 y DII-C-2/NS3 fue
elevada con un TPG de 2 500 y 2 300 respectivamente, sin diferencias estadisticamente
significativas (Figura 111.14B). En ambos casos la respuesta de Acs Nt fue significativamente
superior con respecto a los grupos placebo y NS3 (p<0,01), e incluso a la respuesta detectada
en el grupo control positivo del estudio (ratones inoculados con el VDEN 2) (p<0,05), lo cual

coincide con los resultados de los niveles de Acs anti-virales.

Previamente se reporta que la proteina recombinante DIII-C-2 induce una respuesta inmune
funcional con capacidad protectora frente al VDEN 2 en el modelo de encefalitis de raton (47).
En dicho estudio todos los ratones inmunizados con la proteina DIII-C-2 desarrollan elevados

titulos de Acs anti-virales (7 030 y 7 790 respectivamente).

En relacion a la proteina NS3, Simmons y colaboradores reportan que la inmunizacion de
ratones con una vacuna de VDEN 2 inactivado conjuntamente con el dominio helicasa de la
proteina NS3 del mismo serotipo viral, obtenido por via recombinante, genera un marcado
aumento de la respuesta de Acs 1gG contra el VDEN 2 por ELISA (319). Estos autores plantean
que la inclusion de epitopes adicionales presentes en la region helicasa de la proteina NS3 puede
haber modulado la respuesta inmune lo que proporciona sefiales de diferenciacion y activacion
adicionales para monocitos y células dendriticas. Esto puede explicar también en nuestro caso
el incremento significativo de la respuesta de Acs anti-virales especifica observada en el grupo

de ratones inmunizados con la formulacion combinada DIII-C-2/NS3.

Ademas estos autores definen que son las células CD4+ la subpoblacion de ceélulas T
responsable de la produccion de IFNy en los animales inmunizados con la formulacion
combinada. Recientemente un papel antiviral protector de las celulas T CD4+ se reporta frente

a la infeccion por algunos flavivirus. Uno de estos estudios muestra que las células T CD4+
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favorecen la respuesta de Acs generada contra la infeccion por el VNO, siendo los niveles de
Acs IgG en ratones deficientes de celulas T CD4+ aproximadamente de 100 a 1000 veces méas
bajos que en ratones inmunocompetentes. Esto sugiere que el papel de esta subpoblacion celular
se relaciona con la cooperacion en la induccion de la respuesta de Acs y en el mantenimiento
de la respuesta de células T CD8+ (325). En otro estudio realizado por Goncalves y
colaboradores se demuestra que la respuesta immune inducida por una vacuna de ADN basada
en la proteina NS1 del VDEN 2 requiere de la cooperacion entre las células T CD4+ vy la
respuesta de Acs para la proteccion contra el VDEN (326). Sin embargo, en el estudio no se
esclarece el mecanismo a través del cual puede ocurrir esta proteccion, teniendo en cuenta que
los autores excluyen la hipotesis de la funcion T cooperadora de la células CD4+ sobre las

células CD8+ el principal mecanismo de proteccion inducido por la vacuna de ADN.

Considerando todo lo antes expuesto, la adicion de la proteina recombinante NS3 a la
formulacién de DIII-C-2 pudiera potenciar la respuesta de células T CD4+ por proporcionar
nuevos epitopes para estas células, que contribuyen a reforzar la cooperacion T-B vy,
consecuentemente, incrementar la induccion de la respuesta de Acs, incluso mas que la inducida

por el propio virus.

Diferencias en las vias de procesamiento y presentacion antigénica de la formulacion con

respecto a la que resulta de la replicacion viral, pudieran explicar este resultado.

Previamente en este trabajo y en otros a los cuales se hace referencia se reporta que la proteina
NS3 del VDEN 2 obtenida por via recombinante induce una elevada respuesta de Acs anti-NS3
en ratones, pero sin mostrar capacidad Nt (170, 276, 310). En un estudio realizado por Tan y
colaboradores en 1990 se demuestra que la inmunizacion pasiva con AcMs contra NS3
prolonga el tiempo medio de supervivencia en ratones retados con una dosis letal de VDEN 1
(44).

Aunque en el presente trabajo se sugirié una posible funcién de la Acs anti-NS3, esta funcién
aun debe ser demostrada. Sin embargo si se pudo demostrar que los Acs anti-NS3 obtenidos en
este estudio no son Nt. Esto significa que los Acs anti-NS3 no aportan a la actividad Nt de la

formulacion combinada DIII-C-2/NS3.
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Para caracterizar la respuesta de Acs se determinaron las subclases de inmunoglobulinas
inducidas en los ratones inmunizados con las proteinas recombinantes DIII-C-2 y NS3, la
formulacién DIII-C-2/NS3, y se compararon con los inducidos por el virus. En la figura 111.15
se pueden apreciar las diferentes subclases de inmunoglobulinas generadas tras la inmunizacion
en cada grupo evaluado. La proteina DIII-C-2 indujo Acs de las cuatro subclases de
inmunoglobulinas medidas en el suero de los ratones inmunizados, siendo la respuesta de tipo
IgG1 la predominante. Un patrén de distribucion similar al grupo DIII-C-2, tuvo la formulacion
DII1-C-2/NS3 donde la respuesta de tipo IgG1 también fue superior al resto de las respuestas.
Por otra parte, los Acs generados por la proteina NS3 correspondieron a las cuatro subclases de
inmunoglobulinas, destacandose entre todas, la IgG2b. En el caso del grupo control positivo

(VDEN 2), la subclase predominante fue la IgG2a y no se obtuvieron Acs de la subclase IgG1.
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Figura I11.15. Patron de subclases de inmunoglobulinas generadas en ratones inmunizados con las
proteinas recombinantes DIII-C-2 y NS3, y la formulacion DIII-C-2/NS3. Los datos obtenidos se
muestran en el grafico como el TPG = 2DE. El analisis estadistico se realizd mediante el test de
Comparacion Mdltiple de Newman-Keuls (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001).

El analisis de las subclases de inmunoglobulinas 1gG1 e IgG2b individualmente entre cada
grupo, mostré que la respuesta de tipo IgG1 fue estadisticamente significativa al compararla
entre los animales inmunizados con las proteinas recombinantes y la formulacion DI1-C-2/NS3
(DIII-C-2 vs DIII-C-2/NS3, p<0,05; NS3 vs DIII-C-2/NS3, p<0,001; DIII-C-2 vs NS3,

p<0,001). Asimismo, esta respuesta de tipo IgG1 fue significativamente superior, p<0,001, a la

respuesta de IgG1 no detectada en el grupo control positivo.
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En relacion a la 1gG2b los mayores niveles se obtuvieron en el grupo de ratones inmunizados
con la proteina NS3, siendo este tipo de respuesta estadisticamente significativa p<0,001 con
respecto al resto de los grupos inmunizados, los cuales no mostraron entre ellos diferencias

significativas para este tipo de respuesta.

Los niveles mayores de IgG2a e 1gG3 se obtuvieron en el grupo control positivo que fueron
similares a los encontrados en el grupo inmunizado con la formulacién DIII-C-2/NS3. Sin
embargo se detectaron diferencias significativas con respecto a los grupos de ratones que
recibieron las proteinas recombinantes DIII-C-2 y NS3, p<0,01 para la respuesta 19G2a;

mientras que para la respuesta 1gG3 fue con una significacion de p<0,001.

Estos resultados concuerdan con los reportados con anterioridad por Marcos y colaboradores,
donde el titulo de Acs Nt inducido por la proteina recombinante DIII-C-2 es de 1 000

aproximadamente (47).

A diferencia de los resultados de la respuesta de Acs anti-virales, no se detectd actividad Nt en
los ratones inmunizados con la proteina NS3. Sin embargo, se oberva un incremento en el titulo
de Acs Nt en los animales inmunizados con la formulacion DII-C-2/NS3 con respecto a los
que recibieron solo la proteina recombinante DIII-C-2. Esto sugiere que los Acs que aporta la
proteina NS3 no son Nt, aunque no se puede descartar la participacion de estos Acs anti-NS3
en la eliminacion viral a través de otras funciones como la opsonofagocitosis por activacion del

complemento.

Ademas de la neutralizacion, los Acs pueden mediar otros mecanismos de la inmunidad contra
el VDEN como la ADCC (120) y la activacion del complemento (327, 328). Yamanaka y
colaboradores demuestran que la capacidad amplificadora de los AcMs contra los serotipos 2 y
4, en concentraciones subneutralizantes, se elimina por la adicion de los factores del
complemento C1qy C3. La actividad amplificadora de estos AcMs se redujo significativamente
cuando la actividad hemolitica del complemento se encontraba en los niveles normales (327).
La formacion de inmunocomplejos entre la proteina E del VDEN y los AcMs puede activar el
complemento, seguido por la formacion del complejo de ataque a membrana C5b-C9 que puede
actuar directamente sobre las particulas virales (327). Similar mecanismo puede explicar la

funcién de los Acs anti-NS3, al formar inmunocomplejos con la proteina NS3. Si bien esta
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proteina es intracelular se plantea por varios autores que la misma induce apoptosis durante la
infeccion viral (173, 174) y su liberacion al espacio extracelular puede facilitar la formacion de

inmunocomplejos.

En ratones, de manera similar a los humanos existen cuatro clases diferentes de 1gGs,
denominadas 1gG1, 1gG2a, 19G2b e 1gG3, las cuales se corresponden funcionalmente con la
1gG1, 1gG2, 1gG4 e 1gG3 en humanos, respectivamente. Sin embargo, se reportan diferencias
entre las subclases de IgG entre estas especies en relacion a la union al FcR, la unién al
complemento y el cambio de isotipo inducido por el perfil de citoquinas (329). Sin embargo,
de manera general, la 1IgG1 en ratones y humanos se asocia regularmente con un patron Th2 y
el resto de las subclases a un patrén Thl (329). La region Fc de los Acs de raton de un patron
Th1y principalmente de tipo IgG2a interacta con los componentes del complemento o con los
receptores Fc expresados en la superficie celular con una elevada afinidad, esta interaccién
puede activar eficientemente las funciones efectoras mediadas por el receptor Fc, como la
opsonizacion y la fagocitosis mediada por macréfagos (410).

Teniendo en cuenta los resultados anteriores podemos deducir que a diferencia del control
positivo y la NS3 que inducen, segun el patrén de inmunoglobulinas generado (IgG2a e 1gG2b,
respectivamente), una respuesta de tipo Thl, las formulaciones recombinantes DIII-C-2 y DIlI-
C-2/NS3 inducen una respuesta con predominio Th2. Estas diferencias pueden deberse en
primer lugar, a la propia presencia de la proteina DII1-C-2 o a la presencia de la alimina como
adyuvante en esas formulaciones. Este adyuvante promueve fundamentalmente la induccién de

un patron de inmunoglobulinas de tipo Th2 (330, 331).

En varios estudios se demuestra que la combinacion de subclases de inmunoglobulinas de
ambos patrones ejerce un control eficiente de la infeccion viral. En un estudio previo donde se
determina la contribucion de las inmunoglobulinas IgG1 e 1gG2a en la inmunidad generada tras
la vacunacion contra el virus de la influenza se demuestra el papel de los Acs de tipo IgG1 en
la neutralizacién tanto in vitro como in vivo, mientras que la expresion de Acs de tipo 1gG2a se
correlaciona con el aclaramiento de la infeccion viral y el incremento de la proteccion frente al
reto letal en el hospedero infectado (332). En ese estudio el incremento en la induccién de
ambos isotipos de inmunoglobulinas se correlaciona mucho mas con la eficacia de la

vacunacion que la respuesta de Acs Nt unicamente (332).
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Experimentos llevados a cabo con AcMs contra antigenos de la proteina E del virus del ébola
mostraron que los Acs de tipo 1gG2a fueron mas efectivos en la eliminacion de la infeccidn
viral que los Acs del isotipo 1gG1, incluso cuando son especificos para el mismo epitope. La
proteccién contra el virus del ébola se logra con bajas concentraciones de Acs IgG2a, lo que
hace posible que, ademas de la neutralizacion de la particula viral, este isotipo de
inmunoglobulina estimule mecanismos efectores en el hospedero que ayuden al aclaramiento
de la infeccion viral (333). Estos estudios muestran que elevados niveles de Acs son necesarios
para neutralizar una sola particula viral (aproximadamente 70 moléculas por virus) (332) sin
embargo, la presencia de Acs que son mas activos en la induccion de mecanismos efectores en
el hospedero e incluso mas eficientes a menor concentracion (333) pudieran contribuir a la

resolucion de la infeccion cuando los niveles de Acs Nt son insignificantes.

En un estudio desarrollado por Konishi y colaboradores se demuestra que la coinmunizacién
con un candidato vacunal de ADN y con uno basado en proteinas virales recombinantes
incrementa los titulos Acs Nt contra los VEJ y VDEN por encima de los inducidos por la

inmunizacion con cualquiera de los candidatos vacunales evaluados (334).

Ademas, la combinacion de ambos candidatos induce titulos de Acs IgG1 e 19gG2a, siendo los
primeros ligeramente superiores a los de IgG2a. Los autores sugieren que una respuesta immune
balanceada de tipo Th1/Th2 puede ser inducida por la inmunizacién simultanea de una vacuna

de ADN con una vacuna de proteinas virales recombinantes.

Por otra parte, un estudio previo realizado por Simmons y colaboradores, donde evallan la
respuesta humoral inducida por la coinmunizacion de un candidato vacunal recombinante con
un candidato vacunal de ADN contra el VDEN obtienen una distribucion regular de la respuesta
de las subclases, lo que sugiere una induccion balanceada de la respuesta inmune celular y
humoral contra el VDEN. Igualmente, obtienen Acs 1gG1, IgG2a e IgG2b, siendo predominante
los Acs IgG1, los que también al igual que los IgG2a tienen la capacidad de neutralizar el VDEN
2.

Un modelo de ratones transgénicos donde la expansion de células T especificas a un antigeno
puede ser monitoreada, Getahun y colaboradores demuestran por primera vez que el isotipo de

inmunoglobulina 1gG2a media la amplificacion de la respuesta de Acs in vivo a través del
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incremento en la captura del antigeno por el FcR de las APCs favoreciéndose de esta forma la
amplificacion de la presentacion del antigeno a las células Th, lo cual proporciona ayuda en la
cooperacion a las células B especificas al antigeno (335).

I11.7. Capacidad protectora de la formulacién DIN1-C-2/NS3

111.7.1 Determinacion de la proteina viral NS1 del VDEN 2 en el cerebro de los ratones

inmunizados v tras el reto con el VDEN 2

Para evaluar la carga viral de cualquier muestra en un ensayo in vitro, se emplean diferentes
metodologias, tales como la determinacion del titulo viral infeccioso (336), citometria de flujo
(337), inmunofluorescencia (338) y la reaccion en cadena de la polimerasa (RCP) para detectar
el genoma viral (339). Todas estas metodologias en general requieren tiempo y son complejas
en su ejecucion. En este sentido, un grupo de investigadores desarrollaron una alternativa para
determinar la carga viral con un método mas simple basado en un ensayo tipo ELISA,

especificamente, de captura de la proteina NS1 del VDEN (340).

La proteina NS1 se considera un marcador diagnostico de la infeccion por VDEN (341) y los
niveles secretados de esta proteina se relacionan directamente con el titulo viral infectivo (342).
Teniendo en cuenta lo planteado anteriormente, la carga viral puede ser determinada a través
de la deteccién de la proteina NS1 en el lisado de tejido de cerebro infectado con VDEN
mediante un ELISA de captura. Estos autores demuestran que la mayor carga viral se detecta
entre los dias 7 y 8 tras el reto (10*43-10*"° pfu/mL), por lo que en el presente estudio se decidid
determinar la capacidad protectora de las formulaciones a través de la cuantificacion de los

niveles de la proteina NS1 en el cerebro de los ratones siete dias despues del reto viral.

Los resultados mostraron que en el grupo placebo se detectaron los mayores niveles de la
proteina NS1 del VDEN 2 siendo estadisticamente significativa esta deteccion con respecto a
los bajos niveles de esta proteina detectados en el cerebro de los animales que fueron
inmunizados con las proteinas recombinantes DIII-C-2 y NS3, la formulacién DIII-C-2/NS3 y
el grupo control positivo (Figura 111.16). Esto es es indicativo de una disminucion de la
replicacion viral y ademas sugiere que hubo proteccion en los grupos inmunizados con las

proteinas recombinantes DIII-C-2 y NS3 y con la formulacion combinada DI11-C-2/NS3.
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Figura 111.16. Niveles detectados tras el reto viral de la proteina NS1 en el cerebro de los ratones
previamente inmunizados. La linea discontinua indica el valor de corte (dos veces la media de la DO
del grupo placebo). Los datos se representan como la media de la DO + DE. El anélisis estadistico se
realizd mediante el test de Comparacion Multiple de Newman-Keuls (***p<0,001).

En un estudio reportado por Gil y cols., 2015, en el cual se evalla la capacidad inmunogénica
y protectora de la proteina recombinante DIII-C-2 en ratones, se observa que en el 40% de los
animales inmunizados con esta proteina recombinante (40%) se detecta replicacion viral tras el
reto, mientras que en el resto de los ratones se constata una carga viral significativamente baja
(1028 y 102 pfu/mL). En general, se obtuvo una disminucion significativa de la carga viral con
respecto al grupo placebo, lo que indica la induccion de una sélida proteccidn en este modelo
murino (343).

111.7.2 Expresion de genes de citoquinas en tejido cerebral de ratones inmunizados tras el reto
con el VDEN 2

En la figura I11.17 se muestra la expresion relativa de los genes de citoquinas evaluados con
respecto a un gen de expresion constitutiva (HPRT) tras el reto intracerebral con el VDEN 2 de
los ratones previamente inmunizados con las proteinas recombinantes DIII-C-2, NS3 y la

formulacién DIII-C-2/NS3, asi como en los grupos controles negativo y positivo del estudio.
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Figura I11.17. Expresion de genes de las citoquinas IFNy (rojo), TNFa (azul), e IL-10 (verde) en el
cerebro de ratones inmunizados con las proteinas recombinantes y retados con una cepa neuroadaptada
del VDEN 2. Los datos se representan como la media de la expresién relativa del gen + DE.

Los resultados mostraron niveles mas bajos de expresion de IFNy, con respecto a las otras 2
citoguinas, en el cerebro de todos los ratones evaluados independientemente del grupo al que
pertenecian. Sin embargo, el grupo inmunizado con la proteina recombinante NS3 mostré los

mayores niveles de expresion de esta citoquina.

En relacion a la expresion relativa del gen que codifica para el TNFa, se obtuvieron los mayores
niveles de expresion en el grupo de ratones que habian sido inmunizados con la proteina
recombinante NS3, superiores incluso a los obtenidos en el grupo placebo. Sin embargo, en los
ratones que recibieron como inmundgeno la formulacién DIII-C-2/NS3 no se observé un
incremento en la expresion de esta citoquina con respecto al grupo que fue inmunizado con la
proteina DIII-C-2, cuyos niveles estuvieron por debajo de los detectados en el grupo control

positivo.

Por su parte la expresion relativa del ARNm de la IL-10, mostro un comportamiento similar al

observado para la expresion del ARNm del TNFa.
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En los grupos de animales inmunizados con las variantes de proteinas recombinantes DI111-C-2
y DIII-C-2/NS3 se observo un cambio en el patrén de expresion del TNFa y la IL-10, con

respecto al resto de los grupos incluidos en el estudio.

En estos dos grupos se obtuvo una menor expresion de TNFa con respecto a la expresion de la
IL-10, lo cual sugiere la induccion de una respuesta de tipo reguladora més eficiente en estos
animales. No obstante, en el grupo placebo y en los inmunizados con la proteina recombinante
NS3 se obtuvo un predominio en la expresion del TNFa, por lo que en este caso
fundamentalmente se generd una respuestade tipo inflamatoria. En el caso del grupo control,
hubo un balance entre la respuesta inflamatoria y reguladora dado por un equilibrio en la
expresion de los genes de ambas citoquinas.

En condiciones fisioldgicas las citoquinas se relacionan no sélo en el control de la activacion,
y regulacion de la respuesta inmune antiviral, sino también con la proliferacion, la
supervivencia de las neuronas y las células gliales, asi como con la proteccion contra la
infeccion viral en el SNC (344). Sin embargo, la sobreproduccion de citoquinas en el SNC
también se asocia con la neuropatologia. Varios estudios demuestran que el VDEN se replica
en las neuronas, independientemente de la cepa de virus o serotipos, pero s6lo algunos ratones

infectados muestran alteraciones neuropatoldgicas (345-347).

De hecho, se demuestra en ratones transgénicos que la sobreproduccion de TNFa e IL-6 en el

cerebro induce la inflamacion, la gliosis y la neurodegeneracion (344).

En un estudio previo descrito por de Souza y cols., 2013 se demuestra que la inoculacion
intracraneal con una cepa del VDEN 3 induce en ratones inmunocompetentes C57BL/6 la
expresion de elevados niveles de citoquinas pro-inflamatorias como IFNy y TNFa. Las
citoquinas y la transcripcion del gen muestran un patron similar y se asocian al incremento de
la replicacion viral, pardlisis y dafio en el tejido neuronal, lo que culmina con la muerte y
demuestra asi, la participacion de la respuesta inmune en la patogénesis de la infeccion por
dengue. Ademas, cuando la produccion de Oxido Nitrico se asocia con la expresion de TNFa e
IFNy en el cerebro, se observa dafio cerebral en los ratones, lo que a su vez provoca un
incremento en la expresion de los genes que codifican para las citoquinas pro-inflamatorias
(348).
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IV. DISCUSION INTEGRADA

Durante décadas, la eficacia de una vacuna contra la enfermedad del dengue se asocia a la
induccion de una respuesta inmune balanceada de Acs Nt contra los cuatro serotipos del VDEN
(225, 349). Por consiguiente, en la evaluacion de nuevos candidatos vacunales se espera que
exista una correlacion entre el titulo de Acs Nt y la proteccion frente a los serotipos del VDEN
(60). Sin embargo, la vacuna Dengvaxia, actualmente disponible en el mercado, muestra
resultados poco alentadores en los ensayos de las fases clinicas 2b y 3. Su eficacia moderada
(56,5-60,8%) en presencia de titulos elevados de Acs Nt, la eficacia baja detectada entre los
individuos seronegativos al VDEN comparados con los individuos inmunes a este virus (35,5—
43,2 vs. 74,3-83,7%), asi como, el riesgo incrementado de hospitalizacién y de desarrollo de
FHD/SCD en nifios menores de 9 afios, marca una necesidad imperiosa de conocer a
profundidad como se comportan las respuestas inmune humoral y celular tras la infeccién

natural por el VDEN y explorar alternativas de nuevas formulaciones vacunales (350, 351).

En los ultimos afios, el papel de las células T se considera relevante en la proteccién contra la
infeccion por el VDEN (316, 352). Estudios recientes realizados en ratones y humanos sugieren
que las células T, particularmente las células CD8", pueden ser mediadoras importantes en la
accion protectora contra la infeccién por el VDEN (45, 247, 353).

La incorporacion de biomoléculas inmunoestimuladoras de la respuesta de células T en
formulaciones basadas en subunidades recombinantes es actualmente una de las tendencias en
el desarrollo de vacunas contra el dengue (26, 47, 354). A pesar de que la proteina NS3 del
VDEN es la diana principal de la respuesta de células T CD8" citotoxica, pocos estudios evaluan

la capacidad inmunogénica y protectora de esta proteina en estrategias de inmunizacion.

El presente estudio realiza un abordaje de la respuesta inmune inducida por la proteina
recombinante NS3 del VDEN 2 en ratones y su papel en la proteccion contra la infeccion por
VDEN.
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En primer lugar, las estrategias de clonaje empleadas en E. coli, condujeron a la expresién de
la proteina NS3 del VDEN 2 mayoritariamente en forma insoluble formando Cls. Esta proteina
renaturalizada y altamente purificada mantuvo los determinantes antigénicos de la proteina
nativa y mostré actividad proteasa tanto en presencia como en ausencia de su cofactor NS2B.
La estrategia desarrollada para obtener la NS3 recombinante en forma soluble gener6 una
proteina inactiva en el ensayo de proteasa, y que no pudo purificarse empleando cromatografia
de afinidad IMAC lo que sugiere la ocurrencia de fallas durante el plegamiento y estabilidad de

la proteina recombinante.

Por tales razones, las evaluaciones in vitro e in vivo se llevaron a cabo con la proteina NS3
conformacionalmente activa purificada a partir de los Cls. Dichos Cls se consideran una fuente
de proteina pura y pueden ser un buen modelo para producir proteinas a gran escala ya que en
ese estado se protegen de la accion de las proteasas celulares (215). No obstante, la
solubilizacion y renaturalizacion de estas proteinas recombinantes a partir de los Cls consume
tiempo y recursos (294). Es por ello, que futuros estudios deben explorar la eleccion del sistema
de expresion recombinante y la influencia de factores como: fuerza del promotor, optimizacién
de codones raros; asi como la co-expresion de chaperonas, en funcion de la naturaleza de la
proteina de interés para asegurar la obtencion de proteinas heter6logas funcionales,
correctamente plegadas y en cantidades significativas.

Por otro lado, el hecho de que la proteina recombinante NS3 sea reconocida por los LAH de los
cuatro serotipos del VDEN y que los Acs anti-NS3 recombinante generados reconozcan a la
proteina NS3 nativa del VDEN 2, apunta a que esta proteina es altamente conservada entre

todos los serotipos, y que mantiene una conformacion estable.

En el presente trabajo, también se demuestra que la proteina recombinante NS3, favorece como
antigeno la activacion de una respuesta Thl con una relacion IFNy/TNFa a favor del IFNy. El
IFNy se describe como una citoquina mediadora de la respuesta celular a traves de su actividad
antiviral contra el VDEN (355) e incluso se reporta una relacion directamente proporcional
entre la actividad CD4" y CD8" citotdxica y la secrecion de esta citoquina (131, 356, 357). Esto
habla a favor de la potencialidad de la proteina recombinante NS3 para su inclusion en una

formulacion vacunal tetravalente como inductora de una inmunidad celular contra los VDEN.
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Otros ensayos se realizaron para determinar si la respuesta celular inducida por la proteina
recombinante NS3 era capaz de controlar la infeccion viral, ya que inicialmente, se le atribuyo
a la activacion de las células T un papel eminentemente patogénico (127, 243, 322). Esta
hipétesis se fundamenta en la produccion exacerbada de citoquinas pro-inflamatorias por las
células T de memoria, la magnitud de la respuesta inducida (146) y la reactividad cruzada
mostrada por péptidos virales (172, 358).

En la actualidad, se reconoce que las células T (especificamente las CD8") juegan un papel
relevante en la disminucion de la carga viral, en el aclaramiento de la infeccion por el VDEN

y en la proteccién contra la infeccion primaria y secundaria del VDEN (133, 316, 317).

El presente trabajo demostré que la proteina recombinante NS3 del VDEN 2 indujo una
respuesta inmune de células T secretoras de IFNy en ratones inmunizados con diferentes
concentraciones de dicha proteina. No obstante, tras el reto viral, esta respuesta no fue

protectora en el modelo de ratén evaluado.

Existe una gran variedad de modelos en raton para la evaluacién de potenciales candidatos
vacunales contra el VDEN. A pesar de esto, la mayoria no son ideales para investigar los
mecanismos protectores que se generan tras la inmunizacion. Por ejemplo, los ratones
inmunocompetentes son los mas empleados para evaluar la capacidad protectora de una
formulacién vacunal contra el VDEN, ya que estos son resistentes a la infeccion, sin embargo
la inoculacién intracraneal con el virus neuroadaptado provoca encefalitis viral. Pese a que la
encefalitis viral no es una de las manifestaciones clinicas mas observadas en individuos con
infeccion por el VDEN (228, 359), varios estudios documentan su aparicion causada por el
VDEN en alrededor del 10% de los individuos con la enfermedad del dengue (69, 360). Este
sintoma se asocia a la replicacion viral en el tejido, a la respuesta inmunoldgica local, a la

disfuncion endotelial y a la presencia de signos hemorragicos (361).

Teniendo en cuenta lo anterior, futuros estudios deberan explorar modelos de experimentacion
y vias de inoculacion diferentes. En este sentido, modelos de raton que permitan la inoculacion
del virus por via periférica y no en el SNC pudieran ser una alternativa util. Aunque se
desarrollan modelos de ratén inmunocomprometido, la carencia de componentes de la respuesta

inmune hospedera limita el empleo de estos en la evaluacion de candidatos vacunales contra
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este patdgeno (323), por lo que, los modelos de primates no humanos contindan siendo una de
las opciones principales para la evaluacion de candidatos vacunales contra el VDEN.

La combinacién de la NS3 con la proteina de fusion DIII-C-2 resultd ser una variante
conveniente para lograr los resultados esperados en el modelo de encefalitis viral. La
formulacién DIII-C-2/NS3 mostré ser buena inductora de Acs antivirales con capacidad
neutralizante, indujo una respuesta de Acs con predominio de Th2.

La cuantificacion de los niveles de NS1 empleando el ensayo tipo ELISA de captura de la
proteina NS1 del VDEN, anteriormente empleada en estudios de ADA (340), permitid
demostrar la reduccion de la carga viral en el sobrenadante del lisado de tejido cerebral de
ratones. Este resultado avala la aplicacion de este método para la deteccion del virus tras el reto
viral, lo cual permitiria inferir indirectamente la capacidad protectora de formulaciones

vacunales contra el VDEN.

El patron de expresion de genes de citoquina demostrd que la formulacion combinada DIII-C-
2/NS3 indujo una respuesta de tipo reguladora. Esto sugiere que la respuesta inmune inducida
por la formulacion DIII-C-2/NS3 es lo suficientemente eficiente como para controlar la
infeccion tras el reto viral. Estudios futuros deberan determinar de forma cinética la carga viral
en el cerebro de los animales retados, asi como, la respuesta inmune celular inducida después

de la inmunizacién y el reto en los diferentes grupos evaluados.

Esta investigacion constituye el primer reporte de la respuesta inmune celular inducida contra
el VDEN vy de la capacidad protectora frente a la infeccion por dengue, de la proteina
recombinante NS3. Ademas en este estudio se demuestra por primera vez el efecto
inmunopotenciador de la proteina recombinante NS3, sobre la respuesta inmune generada por
la formulacion DIII-C-2, como parte del candidato vacunal cubano méas avanzado contra el
VDEN. Los resultados de este estudio contribuyen a profundizar en el conocimiento sobre la
caracterizacion de la proteina NS3 del VDEN como un inmunédgeno vacunal, teniendo en cuenta
que existen muy pocos estudios que evaltuan la antigenicidad, inmunogenicidad y capacidad
protectora de esta proteina. Este estudio aporta a la evaluacion de los candidatos vacunales de
dengue en el modelo de encefalitis viral en raton descifrando algunas de sus limitaciones para

evaluar formulaciones no generadoras de Acs Nt.
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CONCLUSIONES

La construccion genética que emplea el sistema de expresion pQE30 en Escherichia
coli, y la estrategia de purificacion desarrollada proporcionan la obtencion de la proteina
NS3 recombinante del VDEN 2 de forma integra, con una adecuada conformacion y

actividad proteasa.

La proteina recombinante NS3 de VDEN 2 conserva los determinantes antigenicos de
la proteina NS3 viral lo que favorece el reconocimiento por Acs anti-VDEN y por
celulas T especificas de dengue.

La proteina recombinante NS3 es inmunogénica y estimula una respuesta humoral y una
potente respuesta celular, lo cual sugiere el empleo de esta proteina en formulaciones

vacunales contra el VDEN.

La inmunizacion con la proteina recombinante NS3 no confiere proteccion frente a la
infeccion con el virus homologo en el modelo de encefalitis viral en raton, pero al
combinarse con la proteina DII1-C-2 aporta epitopos que favorecen un incremento en la
induccion de la respuesta de Acs anti-VDEN.

La formulacion DIII-C-2/NS3 induce una respuesta inmune que es eficiente en el
control de la infeccion viral y reduce el efecto inmunopatogénico de la respuesta pro-

inflamatoria antiviral, lo que recomienda su evaluacion en otros modelos animales.

La presente investigacion apoya el empleo de la proteina NS3 del VDEN en

formulaciones combinadas con proteinas del VDEN inductoras de Acs Nt.
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RECOMENDACIONES

e Comprobar la antigenicidad de la proteina recombinante NS3 del VDEN 2 frente Acs y

células T humanas.

e Evaluar la respuesta inmune y capacidad protectora inducida por la proteina recombinante
NS3 del VDEN 2, coinmunizados con la proteina de fusion DIII-C de los serotipos 1, 3,y
4 del VDEN.

e Evaluar la eficacia de la formulacion DI11-C-2/NS3 en primates no humanos.
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ANEXOS

Anexos

Tabla I. Plasmidos empleados en la estrategia recombinante para la obtencion de la proteina NS3 del

VDEN 2.
Plasmido  Procedencia Caracteristicas principales Tarea
pGEMT Promega, Linearizado, con una base timina libre en los extremos Mantenimiento y
EUA 3, lo cual impide la recircularizacién del plasmido y propagacion del gen
facilita la insercion de los productos de PCR generados  ns3 del VDEN 2.
por algunas polimerasas.
pQE30 Qiagen, - Promotor de la T5 ARN polimerasa inducible por Expresion de la
Alemania IPTG. proteina NS3 del
- Dos secuencias operadoras lac que aumentan la VDEN 2 en las
unién del represor y aseguran una represion eficiente  células XL1-Blue y
del promotor. M15[pREP4].
- Secuencia nucleotidica que codifica para 6 aas
histidina (6xHis) que se adicionan al extremo N-
terminal de la proteina recombinante.
pET21d Novagen, - Promotor de la T7 ARN polimerasa Expresion de la
EUA - Secuencia nucleotidica que codifica para la cola de proteina NS3 del

6xHis que se adiciona al extremo C-terminal de la
proteina recombinante.

VDEN 2 en las
células BL21(DES3).
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Figura 1. Mapas genéticos de los plamidos empleados en las estrategias de clonacién del gen ns3 del
VDEN 2. (A) pGEMT, (B) pQE30y (C) pET21d.
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