UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE
MEXICO

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES
ZARAGOZA

EXPRESION Y PURIFICACION DE LOS
DOMINIOS LIILIII Y Il DE LA PROTEINA E DE
DENGUE 2 EN BACTERIAS

)

T E S 1
QUE PARA OBTENER EL TiTULO DE:
BIOLOGO
PRESENTA:

YOSEF AMIN CHAVEZ ROMERO

xyaveés de
% DIRECTOR DE TESIS

Dr. Juan Ernesto Ludert Le6n

ASESORA INTERNA
Dra. Ma. Del Carmen Garcia Rodriguez

®
)

N \Y

\2 exce}%oj
Y, o
O100)8%>

México D.F a Nov. De 2008



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



AGRADECIMIENTOS

Cinvestav

EL PRESENTE TRABAJO SE REALIZO EN:

EL CENTRO DE INVESTIGACION Y DE ESTUDIOS AVANZADOS DEL
INSTITUTO POLITECNICO NACIONAL, UNIDAD ZACATENCO
DEPARTAMENTO DE INFECTOMICA Y PATOGENESIS MOLECULAR
LABORATORIO DE VIROLOGIA:

) ) = Y
Ohrva. Rssa %/{2& del g%gyf/ %?f;
(Investigadora titular del laboratorio de virologia: un excelente ser humano, una exitosa
cientifico y una hermosa mujer. GRACIAS POR EL APOYO RECIBIDO)

Dr. Juan Ernesto Ludert Leon

(Investigador de tiempo completo, un honorable representante del hermano pueblo
Venezolano, un buen profesor y un gran amigo con gran sentido del humor)

(Por su valioso e incondicional apoyo en el laboratio, por su sencillez, por compartir
con el corazon lo que posee y por ser un amigo sincero)

M. en C Henry Puerta Guardo
(Por su amistad, su compafia, y por ayudarme a emeéer fundametos de la biologia
molecular)

Dr. Carlos Sandoval Jaime
(Por su ayuda logistica, invaluables recomendaciones e interés por los demas)



VI.

VII.

VIII.

INDICE

INTRODUCCION
Manifestaciones clinicas
Epidemiologia
El mosquito vector

El virus del dengue

Proteinas del virus del dengue

Replicacion viral

Entrada viral

Células blanco y sus receptores en la infeccion
por el virus del dengue

JUSTIFICACION

HIPOTESIS

OBJETIVOS
Generales
Particulares

MATERIAL Y METODOS

RESULTADOS

DISCUSION DE RESULTADOS

CONCLUSIONES

APENDICE |

APENDICE Il

REFERENCIAS

12

13

17
19
20
21
21
21
22
37
52
61
62
72

79



RESUMEN

La enfermedad causada por el virus del dengue es un problema de salud
publica que va en aumento y que afecta a muchos paises en vias de desarrollo.
A pesar de los esfuerzos realizados por parte de los diversos grupos de
investigacion, actualmente no se cuenta con una vacuna efectiva contra la
enfermedad. En el presente trabajo, se clond y se expres6é a los dominios
[, I, Iy Il de la proteina de la envoltura 6 proteina “E” del virus del dengue
serotipo 2 en bacterias Escherichia coli, ambas fusionadas a una cola de 6
histidinas. Las dos proteinas recombinantes fueron expresadas, pero de
manera insoluble, formando cuerpos de inclusion. Los cuerpos de inclusion se
solubilizaron en urea 8M y las proteinas recombinantes solubilizadas se
semipurificaron en una columna de niquel por cromatografia de afinidad. Las
proteinas recombinantes se probaron en un ensayo de inhibicién de la infeccion
por dengue. En células Vero. El ensayo mostr6 que las proteinas
recombinantes fueron capaces de competir con el virus del dengue, lo cual
sugiere que conservan su capacidad de reconocer el receptor para el virus del
dengue en células Vero. Las proteinas recombinantes también fueron
inoculadas en ratones BALB/c para probar su inmunogenicidad. El analisis de
los sueros inmunes por western blot mostr6 que los sueros inmunes fueron
capaces de reconocer tanto las proteinas recombinantes como las proteinas
nativas. Se espera que las proteinas recombinantes sean de utilidad para el

estudio de las interacciones tempranas virus del dengue - células.



. INTRODUCCION

El virus del dengue (DEN) es un miembro de la familia Flaviviridae y del género
Flavivirus, que se caracterizan por ser relativamente pequefios (40-50 nm),
esféricos y envueltos en una bicapa lipidica. Su genoma, compuesto de ARN
de cadena sencilla y de polaridad positiva, tiene un tamafo aproximado de 11
Kb y codifica tres proteinas estructurales y siete no estructurales. Los Flavivirus
son responsables de varias enfermedades importantes para el hombre como la
fiebre amarilla, la encefalitis japonesa y la del oeste del Nilo, asi como el
dengue!. Todos ellos tienen algunos epitopos en comin en la proteina de
envoltura E, provocando una excesiva reaccion cruzada en las pruebas

seroldgicas?.

El virus del dengue es transmitido al hombre por la picadura de mosquitos del
género Aedes, principalmente Aedes aegypti. El ciclo replicativo de DEN se
inicia cuando un mosquito infectado inocula al virus en la piel del huésped
humano en donde el virus es captado por células dendriticas y monocitos, las
cuales llevan al virus a diferentes tejidos y 6rganos. Después de 5 a 7 dias, el
individuo infectado presenta una viremia en sangre que coincide con el inicio de
los sintomas. En este momento, si el individuo es picado por un mosquito
sano, éste es capaz de ingerir al virus junto con la sangre. El virus se replica
en el mosquito, especialmente en las glandulas salivales y a partir de ese lugar

es inoculado a la piel de un individuo sano durante su siguiente alimentacion.



Manifestaciones clinicas

La infeccion por dengue es, en la mayoria de los casos, asintomatica o bien
puede inducir un sindrome conocido como fiebre del dengue (FD), el cual se
caracteriza por fiebre, dolor de cabeza (cefalea), dolor muscular (mialgia) y de
articulaciones (artralgia), erupciones cutaneas, linfoadenopatia (aumento en el
tamafio de los nédulos linfaticos), leucopenia (disminucién del nimero de
leucocitos) y trombocitopenia (trastorno en el que se presenta una reduccién
del numero de plaquetas). Algunos pacientes pueden desarrollar la forma mas
severa de la enfermedad conocida como fiebre hemorragica por dengue
(FHD), cuyas caracteristicas mas importantes son las anormalidades en la
hemostasia y en el incremento de la permeabilidad vascular, lo que puede
desencadenar el sindrome de choque por dengue (SSD), que es una forma de
choque hipovolémico (forma de choque causado por la perdida de plasma) que
estd asociado clinicamente con hemoconcentracion (aumento de la
concentracion de la sangre por disminucion de plasma), la cual puede conducir

a la muerte del paciente®.

La FD puede presentarse durante una primera infeccion con DEN, o en una
infeccion secundaria y se manifiesta con un ataque repentino al estado general,
con fiebre alta (40C), un severo dolor de cabeza (especialmente en el area
retro orbital), artralgia (dolor de articulaciones), mialgia (dolor muscular),
anorexia (falta anormal de apetito) y molestias abdominales. Este
padecimiento, debido a su sintomatologia, se le conoce como la fiebre
quebrantahuesos. La fiebre suele ser bifasica por 2 a 7 dias y después de este

tiempo, se mantiene una memoria inmunoldgica serotipo especifica de por vida.



La FHD usualmente se presenta durante una infeccion secundaria, pero en
algunos casos ocurre en infecciones primarias, especialmente en nifios. A este
respecto se postula que los anticuerpos maternos, para el caso de los
lactantes, o bien los anticuerpos formados durante una infeccion primaria, en
los adultos, pueden condicionar un incremento de la infeccién, proceso
conocido como ADE (del inglés Antibody Dependent Enhancement). La FHD se
caracteriza por fiebre alta, fendmenos hemorragicos generalizados, dafio
circulatorio, dolor de cabeza severo, anorexia y vomito. La FHD se puede
dividir en tres fases: la fase febril, la fase de derrame y la fase convaleciente.
Es muy importante seguir de cerca la evolucion del paciente durante cada una

de las fases para evitar el SSD.

El SSD esta asociado con una alta mortalidad y se puede presentar entre un
9.3 — 47% de los casos de FHD. Un derrame severo que lleva al SSD esta
asociado con manchas en la piel, cianosis circumoral, desordenes circulatorios,
dolor abdominal severo, vomito persistente y el choque prolongado es

acompafiado por acidosis metabdlica’.
Epidemiologia

La distribucion geografica de la infeccion por dengue correlaciona con la
distribucion del mosquito vector, e incluye las zonas tropicales y subtropicales
del mundo, en las cuales ademas se encuentran las naciones mas
densamente pobladas y con mayores carencias econémicas y de salud>.
(Figura 1) Se estima que en estas zonas viven mas de 2.5 mil millones de
personas, que por lo tanto se encuentran en riesgo de contraer la infeccion.

Datos recientes indican que cada afo se presentan aproximadamente de 50 a



100 millones de casos de FD y de 250,000 a 500,000 casos de FHD, con mas
de 24,000 muertes. (Figura 2), Los humanos y los mosquitos son los
principales huéspedes del virus. El mosquito permanece infectado toda su vida
y durante ella puede transmitir la enfermedad a varios humanos. En las selvas
ocurre el ciclo silvestre de la viriosis entre primates, no humanos, y mosquitos
silvestres de diferentes géneros y especies. Las epidemias del dengue
coinciden con las estaciones calurosas de lluvia y humedad justo cuando el

mosquito tiene las mejores condiciones para su reproduccion.

ﬂreasinfesbac_kas con Aedes aegypti
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Figura 1. Mapa mundial de distribucion del virus del dengue y del mosquito del genero Aedes.
Tomado de Monath 2007.>

La infeccién por dengue es muy antigua, aunque durante el siglo XIX sélo se
consideraba como causante de una enfermedad esporadica, sin embargo, esto
ha cambiado draméticamente durante los ultimos afios. La FHD surgié como un
problema de salud publica en el afio de 1954, cuando tuvo lugar una epidemia
en Manila, Filipinas y desde entonces ha habido un crecimiento gradual del
namero de casos en todo el mundo. La segunda epidemia de FHD ocurri6é en el

sur de China en 1978, luego en Cuba en 1977 y en Venezuela en 1997%.
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Figura 2. Promedio anual del nimero de casos de dengue reportado por la Organizacion
Mundial de la Salud. Tomado de la pagina en internet de la WHO.

Mosquito vector

Los mosquitos del género Aedes (Aedes aegypti y Aedes albopictus) son los
principales vectores de transmision del dengue. Estos vectores han
acompafnado al hombre en sus viajes a través del mundo, lo cual ha sido
causa de su dispersion y consecuente adaptacion. De hecho Aedes aegypti
es el mas conspicuo por ser considerado el mas doméstico de todos. Este
mosquito de habitos diurnos se ha adaptado a los mismos espacios que el
hombre (jardines, piletas, habitaciones, basureros, etc.,) y prefiere su sangre.
Las hembras de Aedes aegypti se infectan cuando se alimentan de sangre
contaminada, cuyas proteinas requieren para el desarrollo de los huevos. El
virus con un efecto asintoméatico y de por vida (aproximadamente 65 dias) se
multiplica en el epitelio intestinal, ganglios nerviosos, cuerpo graso, ovario,

hemocitos y glandulas salivales del mosquito infectado. Ni el tejido del masculo



ni los tdbulos de Malpigio, son infectados, lo cual sugiere que existe un

tropismo en los tejidos del insecto como ocurre en los humanos®.

En algunos estudios se ha demostrado la existencia de transmision
transovarica de DEN en la hembras de Aedes, lo que permite la propagacion
viral a la progenie del insecto y su propagacion durante periodos
interepidémicos sin la participacién de huéspedes humanos’. Inclusive los
huevos pueden permanecer en recipientes secos, adheridos a sus paredes, por
mucho tiempo, incluso afos. Una vez que el recipiente vuelva a llenarse de
agua, esos huevos se desarrollan en mosquitos, siendo éste un mecanismo

qgue hace perpetuar la enfermedad en una poblacion.
El virus del dengue

La familia Flaviviridae consiste de tres géneros: Flavivirus, Pestivirus y
Hepacivirus con mas de 70 virus que incluyen el virus de la encefalitis
japonesa, el virus del oeste del Nilo, el virus de la fiebre amarilla 'y el virus del
dengue®®. El virus del dengue pertenece al genero Flavivirus para el cual se
han descrito cuatro serotipos (DEN1 — DEN4)* El virién posee como material
genético una molécula de ARN de cadena sencilla y polaridad positiva de
aproximadamente 11 Kb con un solo marco de lectura abierto que codifica
para una poli proteina. Esta poliproteina es procesada para producir tres
proteinas estructurales (la proteina de la cépside, C; la proteina de la
membrana, M y la proteina de la envoltura, E) y ademas, siete proteinas no
estructurales (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B y NS5)'. El marco de
lectura abierto se encuentra flanqueado por dos regiones no traducidas (RNT)

con conformacién secundaria especifica, de gran importancia para la



regulacion de la traduccién y la replicacion viral. A este respecto cabe
mencionar que el género Flavivirus inicia la traduccidon de su genoma
mediante el reconocimiento del ribosoma por una estructura Cap dependiente
en el extremo 57, mientras que el resto de la familia lo hace mediante un sitio
interno de entrada del ribosoma (IRES, del inglés, Internal Ribosome Entry

Site)*?.

Morfol6gicamente el virion del virus del dengue es una particula esférica de
aproximadamente 50nm de didmetro, la cual contiene una nucleocapside
icosaédrica de 30nm que protege al ARN y que se encuentra rodeada por una
envoltura lipidica (Figura 3). La superficie del viron contiene dos proteinas, la
E yla M. La glicoproteina E se encuentra acomodada en forma de 90 dimeros
paralelos a la membrana (Figuras 4 y 5)** vy contiene la mayoria de los

determinantes antigénicos del virus indispensables durante la entrada viral.

Mucleadpside

Envaltura

Lipidica

Figura 3. Imagen que muestra la capside y la envoltura lipidica de un virién del dengue.
(Modificado de Zhang et. al. 2003)48



Figura 4. Estructura cristalina de la proteina E. Se muestra en rojo el dominio | que presenta un

sitio de glicosilacién, en amarillo el dominio Il que tiene un sitio de glicosilacion y un péptido de

fusion y en azul el dominio Il que presenta homologia con las inmunoglobulinas y es el sitio de
union al receptor. (Tomado de Modis et. al. 2005)*°

Figura 5. Distribucidn superficial de los 90 dimeros de la proteina E, se observa un patrén de
simetria de 5 ejes, lo que permite que en algunas regiones (vértices) coincidan 5 dominios de la
proteina E (azul fuerte) y en cada cara coincidan 3 dominios (verde agua). Como estructuras
gue sobresalen de la superficie se muestran los residuos de carbohidratos (en amarillo y
naranja) (Tomado de Rey F. 2003)50.



La traduccion del genoma viral da origen a una gran poliproteina, que es
procesada co- y post- traduccionalmente para dar origen a 10 proteinas virales
maduras (Figura 6). Enzimas proteoliticas provenientes de la célula huésped,
son responsables del corte entre C y prM, entre prM y E, entre E y NS1 y de
NS4A, mientras que la enzima serina proteasa de origen viral es responsable
del corte entre NS2A y NS2B, NS2B y NS3, NS3 y NS4A, NS4A y NS4B y

NS5'. La enzima responsable del corte entre NS1 y NS2A no se conoce.

Extrema 5 f

I
J 3
N/

Protebins ESTRUCTURALES Proteinas No EsTRUCTURALES

Extrema MH;

Figura. 6. Genoma del virus del dengue. El marco de lectura del virus del dengue, flanqueado
por dos regiones no traducidas, codifica para tres proteinas estructurales: C, My E, y siete
proteinas no estructurales: NS1 a NS5. (Tomado de Del Angel, R. M. 2006)

Proteinas del virus del dengue:

Proteina C. La proteina C es de caracter basico y pesa 11 KDa, contiene
residuos de aminoacidos con carga en los extremos amino y carboxilo que
median la interaccién con el ARN viral, éstos se encuentran separados por un
dominio hidrofébico interno responsable de la asociacién a membranas.
Contiene en su extremo carboxilo un péptido hidrofébico que sirve como seiial
para la translocacion de la proteina prM en el reticulo endoplasmico (RE). Este

dominio es separado de la proteina C madura por la serina proteasa viral.
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Proteina M. La glicoproteina precursora de la proteina M (prM) de 26 KDa se
localiza en el RE. La proteina E y prM forman un complejo heterodimérico
inmediatamente después de su sintesis, donde prM es necesaria para el
arreglo conformacional adecuado de E.  Ya que la proteina prM presenta
actividad de tipo chaperona. La conversion de particulas virales inmaduras a
maduras ocurre en la via secretora y consiste en la liberacion del péptido prM
por accion de una enzima residente en el Golgi denominada furina para

generar la proteina M madura®®.

Proteina E . La proteina E es la mas grande y la mas expuesta de la superficie
viral, pesa aproximadamente 55 KDa y contiene los elementos estructurales y
funcionales que participan en la union e internalizacién del virus a la célula
huésped. Esta proteina contiene 12 cisteinas conservadas que forman 6
enlaces disulfuro que mantienen su conformacion. Su estructura como se
observa en las Figuras 4 y 5, consiste en un homodimero antiparalelo,
“arreglado” de cabeza a cola que se emplaza de manera paralela a la
membrana viral. En la union de los dominios | y Il se forma una estructura
como “saco” que puede servir como bisagra en los arreglos conformacionales

durante la fusién membranal*?.

Proteina NS1. La proteina NS1 pesa 46 KDa y se encuentra tanto intracelular
como en la superficie celular, ademas es secretada al medio extracelular como
hexamero. Contiene 2 0 3 sitios de N-glicosilacion y 12 cisteinas conservadas
que forman enlaces disulfuro. Después de su sintesis, forma homodimeros
estables que son secretados extracelularmente. Durante la infeccion por
dengue, existe una importante respuesta de anticuerpos fijadores de

complemento dirigidos contra esta proteina'®. La proteina NS1 presenta un
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caracter parcialmente hidrofébico y se asocia a la membrana celular,
probablemente a través de un anclaje por glicosilfosfatidilinositol (GPI). La
proteina NS1 puede ser reconocida por anticuerpos y de esta forma el
complemento lisa a las células infectadas por el virus. NS1 es importante para
la replicacion viral. La proteina co-localiza 6 comparte localizacion con
vesiculas membranosas en donde se postula que la replicacion del virus se
lleva a cabo. Mutaciones en su extremo amino producen defectos importantes
en la replicaciéon del ARN viral, los cuales pueden ser revertidos si se aporta la

proteina en trans'’.

Proteina NS2A . La proteina NS2A pesa 22 KDa y es hidrofobica. También se
asocia a vesiculas activas en replicacion y puede unirse a NS3y a NS5y a la
region no traducida 3’del genoma. Una mutacion en su aminoacido 190
resulta en un nivel de replicacién normal de ARN viral, pero sélo se originan
particulas virales que carecen de nucleocapside. Este efecto puede ser
revertido en trans'®. Por tanto es probable que esta proteina esté involucrada

en coordinar el paso entre el empacamiento del ARN viral y la replicacion®?.

Proteina NS2B . Esta proteina pesa 14 KDa y forma un complejo con NS3
que es un cofactor necesario para la actividad de serin proteasa de esta

altima*?.

Proteina NS3. La proteina NS3 pesa 70 KDa vy tiene multiples actividades
enzimaticas, involucradas tanto en el procesamiento de la poliproteina, como
en la replicacion del ARN viral. La homologia que presenta el tercio amino
terminal de la proteina, con otras proteinas, predice la existencia de actividad

de serina proteasa tipo tripsina. Asimismo, la proteina NS3 tiene actividad de



12

NTPasa estimulada por ARN y de ARN trifosfatasa (RTPasa) esenciales en la

replicacion viral*?.

Proteinas NS4A y NS4B . Estas proteinas pesan 16 y 27 KDa
respectivamente. Su funcion es desconocida, sin embargo, ambas proteinas
co-localizan en los sitios de replicacion del genoma, por lo que podrian
participar en este proceso. NS4B es una proteina transmembranal y con una

secuencia de localizacién nuclear, cuya funcién es desconocida®?.

Proteina NS5 . La proteina NS5 pesa 103 KDa, es la mas conservada entre
los miembros de la familia y tiene multiples funciones, entre ellas la mas
importante es la replicacion del ARN viral, ya que posee actividad de ARN
polimerasa dependiente de ARN'®. Hacia la regién amino terminal tiene
homologia con metil transferasa dependientes de S-adenosil metionina, lo
que sugiere gque esta proteina se encuentra involucrada en la formacion del
Cap 5°. Cuando se introducen deleciones que afectan la unién de S- adenosil
metionina, éstas son letales para la replicacién del virus®®. NS5 forma un

complejo con NS3 estimulando su actividad de NTPasa.
Replicacion viral

El ARN gendmico del virus del dengue requiere primeramente ser traducido,
generando las proteinas virales importantes en la formacion del complejo de
replicacion. De acuerdo al mejor modelo estructural, el viribn consta de 180
copias (90 homodimeros) de la proteina E, un numero desconocido de las
proteinas C y prM y una sola copia del ARN viral. Por lo tanto, la traduccion del
genoma viral debe ocurrir al menos para 180 ciclos por cada ARN gendmico

naciente que es producido y empacado. Una sola copia de ARN de polaridad
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negativa sintetizada a partir del ARN genomico infectivo sirve como molde para
la sintesis de ARN de polaridad positiva, originando un exceso de cadenas
positivas de 10 a 100 veces con respecto a las negativas que continlan
acumulandose durante la infeccion y que es posible aislar exclusivamente
como moléculas de doble cadena®. Quizas, el uso del genoma viral como
templado para la traduccidon es un proceso mas eficiente que su uso como
templado de replicacion. El complejo de replicacibn se ensambla en el
extremo 3", circularizando al ARN gendmico de manera dependiente de las
secuencias de ciclizacion y asociandose a membranas a través de su
interaccién con proteinas virales transmembranales. El templado es copiado en
ARN de polaridad negativa el cual permanece unido por complementariedad de
bases. Esta forma replicativa se convierte en un intermediario replicativo
cuando el complejo comienza la sintesis de una nueva cadena mediante el
proceso de replicacion semiconservativa y asimétrica demostrado para el virus
del dengue. La cadena naciente se mantiene unida al complejo replicativo por
complementariedad hasta que es desplazada por otra cadena naciente,
probablemente Capeada durante el siguiente ciclo de sintesis de ARN de
polaridad positiva. Ciclos sucesivos de sintesis de ARN de polaridad positiva
se llevan a cabo en la forma replicativa. Finalmente, el ARN de polaridad
positiva es liberado al citoplasma en donde funciona como mensajero, 0 bien

inicia el ensamblaje de viriones progenie.
Entrada viral

Los virus de manera general pueden entrar a la célula por varios mecanismos
que incluyen : a) la fusion directa de la membrana viral en la membrana

plasmatica celular b) entrada por vesiculas recubiertas por clatrina, ¢) entrada
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por vesiculas recubiertas por caveolina, 6 d) por el mecanismo independiente
de clatrina y caveolina. El virus del dengue, como todos los flavivirus, entra a
las células por endocitosis mediada por receptor a través de vesiculas
cubiertas de clatrina®?. Asi que las macromoléculas presentes en la superficie
celular juegan un papel crucial en los mecanismos que usa el virus para
unirse y entrar a la célula blanco, asi como para iniciar una cascada de
sefalizacion que posiblemente esta relacionada con la fisiopatologia de la

enfermedad. Ambos procesos parecen estar intimamente ligados.

La primera interaccion con la célula huésped del viribn del dengue esta
mediada por la unién de la proteina E con los receptores celulares. La
proteina E es una glicoproteina de 55 KDa cuya estructura se ha determinado
mediante cristalografia por difracciébn de rayos X y crio-electro microscopia
descubriéndose tres dominios estructurales, los cuales son comunes para los

distintos miembros de la familia Flaviviridae (Figura 4)*°.

El dominio | esta formado por tres segmentos de aminoacidos que van de las
posiciones 1 a la 52, de la 132 ala 191 y de la 278 a la 294 y contiene uno de
los sitios de glicosilacion, que es la aspargina 153. Este dominio central le da
soporte estructural a la proteina entera. El dominio Il estd formado por los
residuos 52 al 132 y del 193 al 280 y este dominio contiene al péptido de
fusion. En este dominio se encuentra el segundo sitio de glicosilacion en la
aspargina 67. En los serotipos DEN2 y DEN4 sélo la Aspargina 67 esta
glicosilada, mientras que en los serotipos DEN1 y DEN3 presentan glicosilacion

en las dos posiciones aspargina 153 en el DI y aspargina 67 en el DII.
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Figura 7. Representacion esquematica del virus DEN maduro e inmaduro (a), de la
organizacion del genoma (b) y del ciclo replicativo (C). En (a) del lado izquierdo se esquematiza
la superficie de un viribn inmaduro que contiene a las proteinas E y prM asociadas a la
membrana, formando un estrecho complejo heterodimérico. En el curso de maduracion del
virus, prM es cortada, lo cual da por resultado el reacomodo de E en homodimeros (virus
maduro, lado derecho del esquema). El producto del corte de prM, (M) en el extremo carboxilo,
permanece asociado a la membrana. (b) Organizacion del genoma viral. (c) ciclo replicativo del
virus, el virus entra por endocitosis mediada por receptor, luego el pH acido en el endosoma
induce alteraciones estructurales en E que permite la fusion con la membrana y la liberacién de
la nucleocapside al citoplasma. ElI ARN viral es traducido para iniciar la replicacion. Después el
virus se ensambla en el RE formando particulas virales inmaduras que son transportadas a
través de la via exocitica, a la red trans-Golgi (TNG, trans-Golgi network) donde el pH acido y la
accion de la proteina celular furina causan un cambio conformacional irreversible en el
complejo prM-E necesario para la maduracién del virus. Por ultimo las particulas infecciosas
maduras son liberadas por exocitosis (Tomado de Stiasny et. al. 2006).
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El dominio Ill, esta formado por los aminoacidos 296 al 394, posee una
estructura tipo inmunoglobulina, 1o cual la hace Unica entre las glicoproteinas
de envoltura. Este dominio participa en la interaccién con el receptor de la
célula huésped y por ello también en el tropismo tisular >*?*%. Se ha visto que
anticuerpos dirigidos contra este dominio, son capaces de inhibir la infeccién

por dengue'?.

Una vez que el virus esté dentro de la célula en una vesicula endocitica, el pH
acido en el interior causa alteraciones estructurales en la proteina E que
conducen a la fusion de la membrana viral con la membrana endosomal, la
proteina E se vuelve trimérica, formando una estructura interna del tipo B-barril,
tal como algunas proteinas bacterianas citotoxicas y porinas (Figura 8). El que
E adopte esta estructura le permite formar una red de puentes de hidrégeno,
mientras que en el exterior se despliegan los residuos hidrofébicos para
insertarse entre las cadenas alifaticas de la membrana celular fusionandose
con la membrana del endosoma y asi la nucleocapside es liberada al

citoplasma de la célula huésped®. (Figura 7).

PeRRARRTRRARTR
29 ® . i

% mu]lcm'em ﬁmmgﬁr;jlﬂ nonee
Figura 8. Esquema propuesto para los cambios conformacionales de la proteina E en el
proceso de fusion de la superficie viral con la membrana. Cddigo de colores: en gris la cara
interna y en rojo la cara externa de la membrana de la célula blanco, en amarillo la cara interna
y en azul la cara externa de la membrana viral. (a) Dimero de la proteina E sobre la superficie
del virion maduro. (b) La acidificacion del pH induce la disociacion de los dimeros y la
interaccién de los monémeros con la membrana de la célula blanco via proteinas de fusién. Las
lineas punteadas indican la flexibilidad en la unién entre el DI (rojo) y DIl (amarillo). (c)
Iniciacion de la formacién de la horquilla de fusién, de la trimerizacién de la proteina E a través
de la relocalizacion del DIII. (d) Hemifusion intermedia donde Unicamente las caras externas de
ambas membranas se unen. (€) Formacion de la Ultima estructura post fusion (trimero de E) y
apertura del canal de fusion (Tomado de Stiasny et. al. 2006).
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Células blanco y sus receptores en la infeccion por el virus del dengue

Como ya se mencion0, el primer evento en toda infeccion viral es la union del
virus a la superficie de la célula huésped y su entrada a ella. Este paso
comprende la interaccion entre la molécula de reconocimiento del receptor
presente en la superficie del virus, a menudo llamada proteina de union viral, y
una molécula o moléculas presentes en la membrana de la célula huésped,
conocida con el nombre de receptor celular. En el caso del virus del dengue la
proteina de unién al receptor es la glicoproteina E*®. Esta proteina viral es
multifuncional, ya que por una parte determina el reconocimiento del receptor, y
por la otra media la fusion membranal una vez que el virus se encuentra dentro
de una vesicula endocitica®’. A pesar de que la, 6 las, moléculas receptoras
para el virus no se han identificado, se han descrito varias proteinas que son

reconocidas por éste en la superficie celular.

Se ha reportado que DEN2 es capaz de unirse a varias moléculas en la
superficie de las células blanco, como el heparan sulfato (HS), un
glicosaminoglicano (GAGs) que se encuentra presente en células Vero y
BHK?'#82° | 0s GAGs son muy heterogéneos e importantes para el
reconocimiento de diferentes tipos de ligandos y para la sefializacién celular®
y se encuentran ampliamente distribuidos en las células por lo que podrian
participar en el tropismo celular del virus. DEN también se une a DC-SIGN en
células dendriticas®® y a GRP78 y al receptor de laminina en células

hepaticas®*.

Adicionalmente, se ha descrito que en células de
neuroblastoma, U937 y en monocitos humanos, DEN usa un grupo de
moléculas como su complejo receptor, entre las que se encuentran las

proteinas de choque térmico HSP90 y HSP70. Este complejo receptor se
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encuentra en microdominios membranales o rafts, sugiriendo que las regiones
ricas en colesterol de la membrana plasmatica son importantes para la entrada

de DEN,



19

1. JUSTIFICACION
Méas de 2500 millones de personas, en mas de 100 paises, se encuentran en
riesgo de infeccion por dengue, con millones de casos ocurriendo en todo el
mundo cada afio. En México las cifras van en aumento, lo cual representa un
problema econdémico y de salud. Actualmente no existe una terapia antiviral
efectiva para la infeccion por dengue, por tanto las estrategias de control contra
la transmision del dengue se basan principalmente en el exterminio de los
mosquitos vectores. El desarrollo de vacunas contra el dengue representa una
aproximacion realista para controlar la infeccién por dengue®**°. Sin embargo a
pesar de los esfuerzos de diversos grupos de investigacion y compaiias
farmacéuticas por crear vacunas, no se cuenta con una vacuna efectiva
contra el virus del dengue, ya sea empleando virus atenuados, Vvirus
inactivados, virus quiméricos, vacunas de ADN, 6 vacunas de subunidades
recombinantes. Por lo tanto, el estudio de la proteina E y de sus diferentes
dominios puede aportar informacién valiosa sobre su aplicacibon como
subunidad vacunal, ademas de aportar informacion valiosa acerca del proceso
de union del viridn a sus receptores celulares. Por que en la medida en que se
conozcan los mecanismos de interaccion entre el virus y los receptores
celulares, sera posible disefiar estrategias que permitan interrumpir 6 impedir la

unién del virus con sus receptores.
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I11. HIPOTESIS

Si las proteinas recombinantes de los dominios DIILIII y DIl de la proteina E
del virus del dengue serotipo 2 son capaces de unirse a los receptores
naturales del virus en células Vero entonces, dichas proteinas deben ser
capaces de inhibir la infeccion en estas células, debido a que las proteinas
recombinantes serian capaces de ocupar los sitios receptores, necesarios para

la union del virus del dengue con las células Vero.
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V. OBJETIVOS

Objetivos generales

Producir en E. coli proteinas recombinantes que contengan los dominios
DLILIII asi como DIl por separado de la proteina E del virus del dengue
serotipo 2 y verificar la funcionalidad y antigenicidad de dichas proteinas

recombinantes.

Objetivos particulares

1. Amplificar la secuencia nucleotidica que codifica para los dominios
LILIT y dominio Il de la proteina E de DEN2.

2. Construir plasmidos recombinantes con la secuencia nucleotidica que
codifica para las proteinas con los dominios LIy I, de la proteina E
de DEN2.

3. Inducir la expresion de las proteinas clonadas en E. coli.

4. Purificar las proteinas recombinantes.

5. Verificar la funcionalidad y antigenicidad de dichas proteinas

recombinantes.



22

V. MATERIAL Y METODOS

Amplificacion de la secuencia nucleotidica que codifica para los DLILII 'y

DIll de la proteina E de DEN2

La amplificacion se logré por la técnica de PCR usando como templado el cADN
genomico de la cepa Nueva Guinea de DEN2 (Donada por el Dr. Richard Kinney

del CDC, Fort Collins, Colorado, USA) con los siguientes juegos de cebadores.

Oligonucleotido en sentido 5" a 3 (sentido) para el DIII:

5 -GATGGATCCAAAGGAATGTCATATTCTATG-3

(Con un sitio de restriccion para Bam HI subrayado)

Oligonucledtido en sentido 5" a 3" (antisentido) para el DIII:

S'-GATCTCGAGTTGGCCGATTGAGCTTCCTTT-3

(Con un sitio de restriccion para Xho | subrayado)

Oligonucledtido en sentido 5" a 3" (sentido) para el DI,I1lII:

5'-GCCGGAATTCATGCGTTGCATAGGAATG-3

(Con un sitio de restriccion para EcoRI subrayado)

Se us6 el mismo oligonucleétido antisentido para ambas amplificaciones. La
secuencia de los oligonucleotidos fue disefiada tomando en cuenta la secuencia

del sitio de multiclonacion (poli-linker) del vector de expresion pProEx Hta y
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pProEx Htb, véase las paginas 23 y 24 (invitrogen™) de tal modo que se pudiera
clonar la secuencia deseada sin errores en el sentido de la traduccién, sin el
corrimiento del marco de lectura y sin que las enzimas de restriccion cortaran la

secuencia o el plasmido en lugares no deseados.
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Secuencia del sitio de multiclonacién del vector de expresion pPROEX HTa. Las flechas rojas muestran el sitio de corte
de las enzimas de restriccion Eco Rl y Xho I. En este vector se cloné el DI,

220 3g0 Sty l
M13/pUC Reverss 23-Base Sequencing Primer COMA DE HiSTIDINAS - ﬁ: ll Bfrﬁill %I Wl sl sl S
5'-AGCGGA TAACAATTTC ACACAGG-3'- — 1 T 1 1l : |
§-AGCGGA TAAGAATTTC ACACAGGAAA CAGAGG ATG TCG TAC TG GAT GAC GAT GAG GAT CAG GAT TAC GAT ATG CGA AGG AGC GAA ARG TG TAT TTT GAG™* GGC GGG ATG GAT GGG GAA TG ARA GGC CTA CGT CGA CGA GOT CAA CTA GTG
RBS met ser tyr tyr his his his his his his asp tyr asp ile pro thr thr glu asn leu tyr phe gin  gly ala met asp pro glu phe Iys qly leu arg arg arg ala gin ley val
- i Ho L |
(His) spacer region rTEV protease cleavage site ol
Xmalll
\li 415

Notl NspV Xbal  Pstl  Xhol Sphl* Kpnl Hindll
I e B ) R R
0GG CCG CTT TCG AAT GTA GAG CT GCA GTC TCG AGG CAT GGG GTA CCA AGC TTG GCT GTT TTG GCG GAT GAG AGA AGA TTT TGA GGG TGA TAC AGA-3

arg pro leu ser asn leu glu pro ala val ser arg his ala val pro ser leu ala val leu ala asp glu arg arg phe ser ala stop

*Sph | has 2 recognition sites in pPROEX HT.
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Secuencia del sitio de multiclonacién del vector de expresiéon pPROEX HTb. Las flechas rojas muestran el sitio de corte
de las enzimas de restriccion Bam HI y Xho I. En este vector se clono el DIII.

2g0 COLA DE HISTIDINAS 3§0 Iﬂ‘ 1‘
M13/pUC Reverse 23-Base Sequencing Primer bl D;:J| B;nﬁl GRl sl sl St S
5'-AGCGGA TAACAATTTC ACACAGG-3'» —_— T 0T 1T I~ 17 1
5'-AGCGGA TAAGAATTTC ACAGAGGAAA CAGACC ATG TCG TAC TAG CAT CAC GAT CAG GAT CAC GAT TAG GAT ATG CCA ACG AGC GAA AAC CTG TAT TTT CAG** GGC GCC ATG GGA TCC GGA ATT CAA AGG CCT ACG TCG ACG AGC TCA CTA GTC
RBS met ser tyr tyr his his his his his his asp tyr asp ile pro thr thr glu asn leu tyr phe gin  gly ala met gly ser gly il gin arg pro thr ser thr ser ser ley val
(His)g spacer region TEV protease Cleavage site - —
Kpn2 |
Xmalll
] 1 v

Not| NspV Xbal — Pstl  Xhol Sphl* Kpnl Hind Il
| R A
GOG GCG GCT TTC GAA TCT AGA GCG TGC AGT CTC GAG GCA TGC GGT AGG AAG CTT GGC TGT TTT GGC GGA TGA GAGAA-3'

dla ala ala phe glu serarg ala cys serleu glu ala cys gly thr Iys leu gly cys phe gly gly stop

*Sph | has 2 recognition sites in pPROEX HT.
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La mezcla de reaccion para la PCR se prepard segun las especificaciones del

proveedor, quedando como sigue:

Mezcla de reaccion para DIlI Mezcla de reaccién para DIl
1 pL de cADN DEN2 1 pL de cADN DEN2
5 uL de amortiguador de reaccién con MgCI2 | 5 uL de amortiguador de reacciéon con MgCI2
10X 10X
1 pL de cada oligonucledétido: 1 pL de cada oligonucleétido:
5- 5'-
GATGGATCCAAAGGAATGTCATATTCTATG- | GCCGGAATTCATGCGTTGCATAGGAATG-3’
3’ sen. sen.

5'- 5'-
GATCTCGAGTTGGCCGATTGAGCTTCCTTT- | GATCTCGAGTTGGCCGATTGAGCTTCCTTT-
3’ ansen. 3’ ansen.

0.25 pL de ADN Taq polimerasa 5 U/ pL 0.25 pL de ADN Taq polimerasa 5 U/ uL

1.25 pL de mezcla de dNTP’s (10 mM cada | 1.25 pL de mezcla de dNTP’s (10 mM cada
uno) uno)

40.5 pL de agua para PCR 40.5 pL de agua para PCR

Vol. Final para ambas reacciones: 50 puL

Condiciones de tiempo y temperatura para la PCR.

Etapa Temperatura Tiempo

Desnaturalizacion 94° C 30 seg.

Alineamiento 55°C 30 seg.

Alargamiento 72° C 30 seq.

Alargamiento 72°C 10 min.
4°C o0

30 ciclos

Terminada la PCR, se analizé una alicuota del producto de amplificacion (tamafios
esperados: 318 pb para DIl y 1197 pb para DI,II,III) por electroforesis en un gel de
agarosa al 1.5 % tefiido con bromuro de etidio (ver apéndice 1), usando un

marcador de pares de bases de 1 Kb. El producto restante se guarddé a -20°C.
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Una vez que se identificaron las bandas con los tamafos moleculares buscados,
se corrié un gel con el producto restante, las bandas se cortaron directamente del
gel para su posterior purificacion con el “Gel extraction kit 150" (QUIAGEN)

segun las indicaciones del fabricante.

Ligacion del producto de amplificacion purificado en el vector de clonacion

PJET1/blunt

La estrategia para la construccion de los plasmidos recombinantes y su expresion
contempla como primer paso el clonaje de los genes de interés en un vector de
clonacion, y posteriormente el subclonaje de los genes de interés en vectores de
expresion. En este caso se utilizo como vector de clonacién el sistema
“PJET1/blunt”, el cual permite el clonaje de los productos de PCR de manera

directa e independiente de enzimas de restriccion.

La mezcla de reaccion se prepard segun las indicaciones del fabricante “Gene Jet

PCR Cloning Kit” (FERMENTAS™) quedando como sigue:

Reaccion a) DIII Reaccion b) DI, 11,111

10 uL de amortiguador de reaccion 2X | 10 uL de amortiguador de reaccion 2X

2 uL del producto de PCR purificado 2 pL del producto de PCR purificado

secuencia nucleotidica de DIII secuencia nucleotidica de DI, II,III
5 uL de agua libre de nucleasas 5 uL de agua libre de nucleadas
1 pL de enzima ADN blunting 1 pL de enzima ADN blunting

Se mezclo en vortex y se centrifugd 5 seg. Se incubd la mezcla a 70° C por 5 min
pasando inmediatamente a hielo por 5 seg. Se afiadié a cada tubo con la mezcla
de reaccion 1 pL del vector de clonacién PJET1/blunt (50ng/ pL ) y 1 pL de ADN

ligasa T4 (5 U/ pL), se mezclé en vortex, se centrifugd por 5 seg, y se incubo la
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mezcla a temperatura ambiente por 30 min. Esta mezcla de ligacion se utilizo

directamente para transformar células competentes (ver apéndice I).

Identificacibn de colonias que contienen el vector de clonacion con el

inserto DIl y DLILII por PCR colony

De la caja petri con el cultivo bacteriano se seleccionaron al azar 10 colonias,
cada una se marco, y de cada una se tomé una fraccion para subcultivar en una
caja petri con agar-LB-ampicilina 100 pg/mL y otra fraccion para ser analizada por
PCR. La mezcla de reaccion para la PCR se prepar6 con: 5 pL de amortiguador de
reaccion con MgCl, 10X, 1 puL de cada oligonucleotido, 0.25 pL de ADN Taq
polimerasa 5 U/ uL, 1.25 pL de mezcla de dNTP’s (10mM cada uno) y 41.5 uL de
agua. Los oligonucledtidos utilizados asi como el programa empleado en el
termociclador fueron los mismos que se emplearon para la amplificacion de las

secuencias de los dominios a partir del cADN genémico de DEN2.

Los productos de amplificacion se analizaron por electroforesis en un gel de
agarosa al 1.5 % tefiido con bromuro de etidio y usando un marcador de 1 Kb.
Posteriormente se eligio para cada una de las dos secuencias, una de las colonias
aisladas que resultara positiva para el inserto deseado en base al analisis de las
bandas mas intensas. Los tamafios moleculares buscados fueron de 318 pb para
DIl y 1197 pb para DILILII. Una azada de cada una de las colonias elegidas
proveniente del subcultivo en cajas petri se hizo crecer por separado en 5 mL de
medio LB-ampicilina 100 pg/mL, en agitacion toda la noche a 37°C. Al dia

siguiente se tomo una asada del cultivo fresco para resembrar en una caja petri
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con agar-LB-ampicilina y el resto para aislar y purificar el plasmido por lisis
alcalina (ver apéndice 1). Los plasmidos aislados y purificados de cada una de las
dos secuencia provenientes de los 5mL de cultivo bacteriano se resuspendieron

en 50uL de amortiguador, de este volumen se partio para el siguiente paso.

Reaccion de restriccion enzimatica para liberar el inserto DIl y DLILIII  del

plasmido PJET1/blunt

Como primer paso en el proceso de subclonaje, se procedio a liberar los genes de
interés de los vectores de clonacién PJET1/blunt utilizando los sitios de restriccidon

ubicados en los oligonucleétidos empleados para la amplificacion.

Mezcla de reaccion a) DIII Mezcla de reaccion b) DI,I1,1II

Plasmido PJET1/blunt con DIl 70 pL | Plasmido PJET1/blunt con DLILIII 70
pL

Anortiguador 10X de Xhol 10 pL Amortiguador 10X de Xhol 10 pL
Enzima de restriccion Xhol (20U/ pL) | Enzima de restriccion Xhol (20U/ pL)
4 pL 4 uL
Enzima de restriccion BamHI (20U/ | Enzima de restriccion EcoRI (10U/ pL)
pL) 4 L 4 uL
Albamina (100X) 1 pL Albdmina (100X) 1 pL
H,O 11 pL H,O 11 pL
Vol. Final = 100 pL

La mezcla se agitd en vortex, se centrifugd 5 seg y se dejo incubando a 37°C
toda la noche, al término de este paso, se analizO una alicuota en un gel
preparativo de agarosa al 1.5 % tefiido con bromuro de etidio y usando un
marcador de 1 Kb (MPB 1 Kb), una vez verificada la eficiencia del corte
enzimatico, se corri6 el resto del volumen de la reaccién en un gel de agarosa al

1.5 % tefiido con bromuro de etidio y MPB 1 Kb, se cortaron directamente las
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bandas del gel, de 318 pb para el DIl y 1197 pb para el DL 11,11, se purificaron con

el kit de extraccion antes mencionado y se guardaron a -20°C.

Reaccion de restriccion enzimatica para cortar el vector de expresion pProEx

Htay pProEx Htb

Para la expresion en E. coli de los genes clonados se utilizaron vectores de
expresion de la familia pProExHt. Estos vectores poseen promotores para la
expresion de proteinas clonadas en bacterias. A fin de mantener los marcos de
lectura correctos para cada proteina, se utilizaron dos vectores de expresion
diferentes. El vector de expresion pProEx Htb se utilizo para insertar la secuencia
nucleotidica del dominio 11l y el vector pProEx Hta para insertar la secuencia para
los dominios L,11,11l. Para la linearizacion de los vectores cada vector fue restringido

con las dos enzimas correspondientes al inserto al cual iban a ser clonados.

Mezcla de reaccion a)  pProEx Htb | Mezcla de reaccion b) pProEx Hta
Vector pProEx Htb 20 pL Vector pProEx Hta 20 pL
Amortiguador 10X de Xhol 10 pL Amortiguador 10X de Xhol 10 pL
Enzima de restriccion Xhol (20U/ pL) | Enzima de restriccion Xhol (20U/ pL)
4 pL 4 uL

Enzima de restriccion BamHI (20U/ | Enzima de restriccion EcoRI (10U/ pL)
pL) 4 L 4 uL

Albimina (100X) 1 pL Albumina (100X) 1 pL

H,O 61 pL H,O 61 pL

Vol. Final = 100 pL

La mezcla se agito en vortex, se centrifugd 5 segy se dejo incubando a 37°C toda
la noche, al término de este paso, se analizo una alicuota en un gel preparativo de
agarosa al 1.5 % tefiido con bromuro de etidio y usando un marcador de 1 Kb

(MPB 1 Kb), una vez verificada la eficiencia del corte enzimatico, se corrio el resto
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del volumen de la reaccion en un gel de agarosa al 2 % tefiido con bromuro de
etidio y MPB 1 Kb. Se cortaron directamente las bandas con el tamafio molecular
mas grande del gel, correspondientes al vector cortado, se purificaron con el kit

de extraccion antes mencionado y se guardaron a -20°C.

Ligacion del inserto en el vector de expresion

Para clonar el inserto en el vector de expresion primeramente se prepard un
cocktail de ligacion que contiene 1 pL de amortiguador de ligasa 10X, 0.5 pL de
ATP 10 mM, 0.1 pL de BSA acetilado (10 mg/mL) y 1 pL de enzima de ligacion T4.
El volumen resultante es suficiente para una reaccion y fue necesario multiplicarlo

por el nUmero de reacciones a realizar.

En un microtubo se agreg6 1 pL del vector de clonacibn mas 1.5 pL del inserto,
se aforé a 6.1pL con H,O, se mezclo en vortex y centrifugd 5 seg, se incubo en
bafio maria a 68°C /3 min, se colocé inmediatamente en hielo, se le agreg6 2 pL
de cocktail de ligacion, y se incubd en el termociclador con el siguiente programa:

3h/25°C, 3h/4°C, 10min/65°C, te/4°C.

Para verificar la eficiencia de ligacion, se analiz6 una alicuota en un gel de
agarosa al 1.5 % tefiido con bromuro de etidio y MPB 1 Kb. Luego se usé el resto
del volumen para transformar bacterias competentes DH5a. De la caja de petri
resultante se elijieron 6 colonias al azar para ser subcultivadas y analizadas por
PCR colony para verificar la presencia de los dominios clonados. A manera de
control negativo se sembr0 una caja petri con bacterias transformadas con vector

cortado y sin inserto.
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Induccion de la expresion de las proteinas DIl y DLILIII en bacterias E. coli

DH5a

Las bacterias usadas en este paso se eligieron a partir del andlisis electroforético
del producto de amplificacion obtenido de la PCR colony, es decir se decidié usar
aguellas colonias que mostraran la banda mas intensa en el gel de agarosa. Las
condiciones de induccion fueron las siguientes: densidad optica Asso= 0.6,
concentracion de IPTG igual a 1ImM y temperatura igual a 30°C, durante 4 h en
agitacion. Primeramente se llevd a cabo una induccion con un volumen de 3mL
de cultivo bacteriano en medio LB con ampicilina (100 pg/mL) con cada una de
las colonias elegidas con la finalidad de verificar por medio de un Western Blot
(WB, ver apéndice ) la identidad de las proteinas y que éstas realmente se
expresen optimamente bajo las condiciones antes mencionadas. Las muestras a
analizar en el gel se prepararon empastillando por centrifugacion un volumen de
1mL de cultivo inducido. La pastilla se resuspendié en 50 uL de amortiguador
Laemmli 1X y se desnaturalizd6 sumergiendo los tubos en bafio maria hirviendo por
4 min. Una vez que se logré identificar las proteinas de interés, fue posible
realizar una induccién con un volumen mayor de cultivo bacteriano para obtener la
proteina necesaria para ensayos posteriores. Como control negativo en el ensayo
de WB se usO un lisado de proteinas totales de bacterias transformadas sin
inducir.

Purificaciéon de proteinas recombinantes por cromatografia de afinidad

Los vectores de expresion utilizados pProEx Hta y pProEx Htb, generan las

proteinas de interés fusionadas en su extremo amino-terminal a una cola de 6
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histidinas (6XHis). Esta cola presenta una alta afinidad por el niquel y por lo tanto
permite la purificacion de las proteinas expresadas por cromatografia de afinidad
con una resina con niquel. Las bacterias del cultivo recién inducido (500mL) se
centrifugaron a 5000 g durante 20 min a 4°C. La pastilla se resuspendié con
amortiguador de lisis (ver apéndice Il) a razén de 5mL de amortiguador por cada
gramo de peso humedo de la pastilla. Se afiadié 10 pL de lisozima (10pug/mL) por
cada mL de amortiguador de lisis, dejando actuar 30 min en hielo. Posteriormente
se afadio 4 pL de ADNsa (1U/mL) por cada 10mL, incubando por 10 min a 4°C, se
centrifugd a 12000 g durante 30 min a 4°C y se recupero6 el sobrenadante. A fin
de extraer las proteinas de interés del sobrenadante, se agregd 1 mL de Ni-NTA
(QUIAGEN) por cada 10 mL, y se dej6 interaccionando en agitacion toda la noche
a 4°C. Al término de este tiempo se prepard una columna con filtro, se humedecio
con amortiguador de lavado (ver apéndice 1), se filtraron las perlas, se lavaron 3
veces con 5mL de amortiguador de lavado y por ultimo se recuperd la proteina
de interés con 3 lavados de 1mL cada uno con amortiguador de elucion (ver
apéndice Il). Para eliminar la urea y el exceso de sales, el producto de la elucién
se dializ6 con membrana de 10 micras contra 1L de PBS 1X con 3 cambios
consecutivos a PBS nuevo, durante 1 dia en agitacion a 4°C. Una vez dializada la
proteina se dividio en alicuotas y se guardé a -20°C. Ademas cabe mencionar que
cada alicuota de proteina fue cuantificada al momento de descongelarse para su

uso inmediato debido a que la proteina sigue un proceso de descomposicion.
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Ensayo de inhibicion de la infeccion en células Vero

A fin de evaluar si las proteinas recombinantes presentaban actividad funcional se
llevaron a cabo ensayos en células in vitro, destinados a averiguar si las proteinas
eran capaces de inhibir la infeccion por competencia con el virus por los sitios
receptores. Estos ensayos se realizaron en células Vero (células de rifion de
mono) sembradas en placas de 24 pozos, usadas al alcanzar el 85 % de
confluencia; para ello en microtubos de plastico se mezclaron las proteinas
recombinantes en las siguientes concentraciones: 1, 2, 4, 6, 8, y 10 pg/mL con
200pL de medio para celulas Vero sin suero por pozo. Se lavaron las células 2
veces con 1mL de PBS estéril en frio. Inmediatamente después se agregé el
contenido de los tubos a los pozos de la placa con las células para permitir la
interaccion de la proteina con las células durante 1 hora a 37°C. Cuando termino
el tiempo de incubacion con las proteinas, las células se lavaron 1 vez con 1mL
por pozo con PBS estéril, de inmediato se agrego el virus a una MOI=10 a razon
de 200pL por pozo y se permitio la infeccion durante 1 h a 37°C. Al fin de este
tiempo y sin retirar el sobrenadante de los pozos se agregé 1mL de glicina acida
(ver apéndice 1) por pozo para eliminar el virus que no logré entrar a las células
durante el tiempo de infeccion, luego se retiré el sobrenadante, por aspiracion, se
lavd 3 veces con 1mL/pozo con PBS 1X estéril, se agregé 600 uL de medio
completo para células Vero y se incubd por 48 h a 37°C. Al término de este tiempo
se colect6 el sobrenadante en microtubos de plastico y se mantuvieron a -70°C
hasta su uso. La cantidad de virus presente en los sobrenadantes se evalu6 por

ensayos de plaqueo en células BHK-21.
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Ensayo de plagueo del virus del dengue en células BHK-21

Para determinar la cantidad de virus producidos en el ensayo de inhibicion de la
infeccidbn se empled el ensayo de plagueo (formacion de placas liticas) sobre
células BHK21 (células de rifibn de hamster) sembradas en placas de 24 pozos a
un 75% de confluencia. Primeramente se tomoO una alicuota de 50 pL de los
sobrenadantes del ensayo de inhibicion de la infeccion, y se hicieron cuatro
diluciones seriadas con cada uno (10" a 10) en microtubos con 500 pL de medio
Hanks. Trascurrido este tiempo se comenzO a trabajar rpidamente con las
células debido a que son muy susceptibles a la desecacion y a los cambios de
temperatura, sacando de la incubadora una caja a la vez, se retirg el sobrenadante
de los pozos trabajando una fila a la vez, se agreg6 a cada pozo 200 pL de cada
dilucion por duplicado, se incub6é 1 h a 37°C, se agregd 1 mL por pozo de
carboximetilcelulosa al 0.8 % en medio completo (ver apéndice Il) y se incubd por

5 dias a 37°C.

Pasados los 5 dias se retir0 el sobrenadante de los pozos, se tifié la monocapa
celular con naftol blue-black, se retir6 el exceso con agua y se dejaron secar las

cajas al aire libre.
Inmunizacion de ratones y deteccion de anticuerpos

Una vez que fue probada la funcionalidad de las proteinas, se procedido a
inmunizar ratones de laboratorio para averiguar si las proteinas recombinantes
presentaban antigenicidad nativa, es decir saber si eran capaces de estimular la

produccion de anticuerpos capaces de reconocer la proteina E nativa. Un grupo de
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cuatro ratones (R1 — R4) machos de un mes y medio de edad de la cepa BALB/c
fueron inyectados intraperitonealmente en 5 ocasiones, una vez por semana con
50ug de proteina recombinante purificada (R1 y R2 con DIll; R3 y R4 con DI, I1,111)
emulsificada con “Titer Max Gold Adyuvant” (SIGMA). Los ratones fueron
sangrados (100-200uL) de la cola un dia antes de cada inoculacion a fin de
obtener  suero preinmune a ser utilizado para el control negativo. Las
subsecuentes muestras sanguineas sirvieron para monitorear la aparicion de los
anticuerpos. Por ultimo los ratones se sacrificaron 10 dias después de la ultima
inoculacion, la sangre se centrifugd para separar el suero y éste se guardé a -70°C
hasta su uso. La presencia de anticuerpos policlonales anti-DIll DEN2 y anti-DI,
II, 1l DEN2 en el suero de raton fueron analizados por WB en dilucién 1:2000
sobre membranas de nitrocelulosa con a) las proteinas recombinantes, b) con
proteinas totales de lisado de células C6/36 (células de mosquito) infectadas con
DEN2 vy c) con lisado de células C6/36 sin infectar como control negativo. Como
anticuerpo secundario se usé el anti-ratbn acoplado a peroxidasa siguiendo el

protocolo antes mencionado.
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VI. RESULTADOS

Amplificacion de la secuencia nucleotidica que codifica para los DLILII 'y
DIll de la proteina E de DEN2.

Para obtener las secuencias nucleotidicas que codifican para los dominios de
interés que serian empleadas para insertar en el vector de clonacion, se llevo
acabo la amplificacion de dichas secuencias por RT-PCR a partir del genoma del

virus del dengue serotipo 2 cepa Nueva Guinea “C” (http://www.ncbi.nlm.nih.gov)

con numero de acceso U87411). La secuencia que codifica para la proteina E
consta de 1,484 pb. El DI tiene 381 pb, el DIl, 498 pb y el DIll, 318 pb. Las 287pb
restantes pertenecen al dominio hidrofébico de la proteina E. En la Figura 9 se
muestra un gel de agarosa con los productos de amplificacién obtenidos para los
dominios I, Il, Il 'y 1ll. Para ambos dominios se obtuvieron amplicones Gnicos con
los tamafios esperados, es decir de 318 pb para el dominio Ill y de 1197 pb para

los dominios I, Il, Ill.

Figura 9. Andlisis por electroforesis en gel de agarosa de los productos de amplificacién obtenidos
para los dominios Il y I, I, 1ll. El gel se prepar6 al 1.5% y se tifié con bromuro de etidio. Carril 1:
marcador de tamafio molecular (MTM), los valores en pares de bases (pb) se muestran a la
izquierda. Carril 2: alicuota del producto de PCR correspondiente a la secuencia nucleotidica del
dominio Il de 318pb. Carril 3: alicuota del producto de PCR correspondiente a la secuencia
nucleotidica de los dominios 1,111l de 1197pb.
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Ligacion en el vector de clonacion PJET1/blunt.

Con la finalidad de obtener clones correspondientes a la secuencias nucleotidicas
de interés, se ligd el producto de amplificacién en un vector de clonacion de un kit
comercial. Para ello se empleoé el plasmido PJET 1/blunt (FERMENTAS) que es un
vector linearizado que permite clonar productos de PCR de manera independiente
de enzimas de restriccion. Este vector contiene un gen letal que es desactivado
por la ligacion del inserto de ADN en el sitio de clonacién. El plasmido
recombinante fue usado para transformar bacterias competentes de la cepa
DH5-a. Como resultado solo las células transformadas con el plasmido
recombinante son capaces de propagarse.

Una vez clonadas las secuencias de interés en el vector PJET 1/blunt se procedio
al subclonaje de las secuencias en un vector de expresion. Para liberar las
secuencias insertadas en el vector de clonacion que serian requeridas en el
proximo paso, y para tener las secuencias nucleotidicas con los extremos
cohesivos correctos para ser ligados en el vector de expresion, fue necesario
extraer la secuencia ligada al vector de clonacion con enzimas de restriccion. Las
enzimas se escogieron de modo que actlan Unica y especificamente sobre la
secuencia de bases adicionadas en los oligonucledétidos y por tanto solo en los
extremos de las secuencias de interés. Para ello se someti6 a los plasmidos
recombinantes a una reaccién de digestién durante toda la noche con las enzimas
Bam HI y Xho | para el plasmido con la secuencia del dominio Ill y con Eco Rly
Xho | para el plasmido que contiene los tres dominios. En la Figura 10, carriles 5
y 9 se observa que los plasmidos restringidos liberan fragmentos de ADN que

corresponden con los pesos esperados para los insertos correspondientes a los
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dominios I, Il, lll de 1197pb y DIl de 318pb. También se aprecia que al cortar
Unicamente con la enzima Bam HI (carril 3) 6 Xho | (carriles 4 y 8), se libera un
fragmento no esperado, lo que sugiere que la enzima corta en dos sitios dentro de
la secuencia del vector. A pesar de los resultados inesperados con el analisis de
restriccion del vector de clonacién, se contindo con el proceso de subclonaje del

inserto al vector de expresion.

Carril Contenido

1 MTM 1 Kb.

2 Vector PJET-DIII sin cortar

3 Vector PJET-DIIl cortado con Bam HI

4 Vector PJET-DIII cortado con Xho |

5 Vector PJET-DIII cortado con Bam HI 'y Xho |

6 Vector PJET-DL,ILIII sin cortar

7 Vector PJET-DLILIII cortado con Eco RI

8 Vector PJET-DIL,ILIII cortado con Xho |

9 Vector PJET-DLILIII cortado con Eco RI'y Xho |

Figura 10. Analisis por electroforesis en gel de agarosa de los productos de la digestion de los
plasmidos recombinantes PJET1/blunt-DLII,11I y PJET1/blunt-DIll. EIl gel se prepar6 al 1.5% y se
tifid con bromuro de etidio. Para el contenido de cada carril, véase la Tabla a la izquierda de la
Figura. En los carriles 5 y 9 se sefialan con una flecha los fragmentos de DNA liberados que
coinciden con el tamafio molecular de los dominios Il y I, Il, Il respectivamente. Los tamafios de
las bandas del marcador se muestran a la izquierda.

Reaccion de restriccion enzimatica para cortar el vector de expresion pProEx
Htay pProEx Htb.

Con el objetivo de ligar la secuencia nucleotidica de interés en el vector de
expresion, éste fue cortado con las mismas enzimas de restriccién que cortaron la

secuencia que seria ligada en dicho vector. De este modo, los extremos del
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inserto y del vector resultan complementarios. Al utilizar enzimas de restriccion
distintas en el extremo 5" y en el extremo 3" se asegura la ligacion del inserto en el
vector de expresion en la orientacion correcta. Esto se logré sometiendo el vector
de expresion pProEx Hta a la accion enzimatica de Eco RI'y Xho | y a pProEx Htb
con Bam HI y Xho I. Al término de la reaccion se tomaron alicuotas y se
analizaron por electroforesis en un gel de agarosa al 1.5% para verificar el
resultado de las digestiones. Las bandas resultantes muestran la diferencia entre
los vectores cortados con dos enzimas (Figura 11, carriles 5 y 9) y vectores
cortados con cada una de las enzimas por separado (Figura 11, carriles 3,4,7 y 8).
A manera de control se muestran los vectores de expresion sin cortar (Figura 11,
carriles 2 y 6). No6tese que las bandas correspondientes a los vectores sometidos
a accion enzimatica se encuentran ligeramente por debajo de las bandas
correspondientes a los vectores sin cortar, lo que sugiere la linearizacion de los
vectores. Ademas el patron de las bandas de los vectores cortados con las dos
enzimas es claramente distinto a las de los vectores cortados con solo una
enzima. Cabe mencionar que el tamafio de ambos vectores es de 4779 pb y que
los tamarfios de los fragmentos liberados son 72 pb para pProEx Htb y 65 pb para
pProEx Hta (véase las secuencias de los polilinker en la pagina 23 y 24) y debido

a su pequefio tamafio los fragmentos liberados no son visibles en el gel.



41

Carril Contenido

1 4 4 5 8 7 3 9

1 MTM 1 Kb.

2 Vector pProEx Hta sin cortar

3 Vector pProEx Hta cortado con Eco RI

4 Vector pProEx Hta cortado con Xho |

5 Vector pProEx Hta cortado con Eco RI'y Xho |

6 Vector pProEx Htb sin cortar

7 Vector pProEx Htb cortado con Bam Hl

8 Vector pProEx Htb cortado con Xho |

9 Vector pProEx Htb cortado con Bam Hl'y Xho |

Figura 11. Analisis por electroforesis en gel de agarosa de la digestion de los vectores pProEx Hta
(A) vy pProEx Htb (B) con las enzimas de restriccion. Las flechas azules indican la banda
resultante de la digestion con ambas enzimas. Para el contenido de cada carril, véase la Tabla a la
izquierda de la Figura.

Ligacion de las secuencias nucleotidicas en el vector de expresion.

Para lograr la traduccion y expresion de las secuencias es necesario subclonarlas
en un vector que contenga los promotores y elementos necesarios que lo permita.
Para tal efecto se emplearon los plasmidos comerciales pProEx Hta y pProEx Htb
previamente linearizados con las enzimas de restriccion. Posteriormente con la
enzima ligasa T4 se catalizé la reaccion que unid los extremos cohesivos y
complementarios de los plasmidos pProEx Hta con los dominios LILIII y pProEx
Htb con el dominio Ill. En la Figura 12 se muestran los productos de la reaccion
de ligacion del vector pProEx Hta con tres concentraciones diferentes de la
secuencia con los dominios 1,111l analizados en un gel de agarosa al 1.5% donde
se observa para todos los casos una banda muy tenue de un tamafio superior a

las 5000 pb presumiblemente correspondiente al inserto ligado al vector, ya que
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el vector mide 4779 pb y el inserto 1197 pb dando un total de 5976 pb. Dicha
banda no se observo para el caso de la reaccién control en donde se llevo a cabo
la reaccion de ligacion en ausencia de inserto (Figura 12, carril 5). El mismo
procedimiento fue aplicado para el vector pProEx Htb. El analisis de los productos
de ligacion por electroforesis mostré que también para el inserto del dominio Il se

obtuvieron productos de ligacion (datos no mostrados).

Carril Contenido

1 MTM 1 Kb

2 1 pL de pProEx Hta + 0.5 pL de DL ILIII cortado de PJET

3 1 pL de pProEx Hta + 1 pL de DIl cortado de PJET

4 1 pL de pProEx Hta + 1.5 pL de DLl cortado de PJET

5 1 pL de pProEx Hta + 0 pL de DLIL I cortado de PJET como control (-)

NOTA: se probaron las mismas combinaciones para el caso del vector

pProEx Htb con en inserto DIII.

Figura 12. Andlisis por electroforesis en gel de agarosa de los productos de reaccion de ligacion de
la secuencia con los tres dominios en el vector de expresion pProEx Hta. Para el contenido de
cada carril, véase la Tabla a la izquierda de la Figura.

PCR colony para la seleccion de colonias que contienen el plasmido con el
inserto DIl y DLILIII.

Con los plasmidos recombinantes pProEx Hta-DL,I1IIl y pProEx Htb-Dlll formados
con las combinaciones mostradas en la Figura 12 se transformaron bacterias
competentes. El nUmero de colonias que crecieron en cada caso fue proporcional
a la cantidad de inserto utilizado en la reaccion de ligacion. Con el fin de
identificar y aislar las colonias que realmente poseian el plasmido con el inserto de

interés, se tomaron muestras de distintas colonias, se hizo una extraccion de
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ADN, y se sometieron a analisis por PCR con los oligonucleotidos utilizados para
amplificar las secuencias de interés. De esta forma se eligieron a las colonias
mas apropiadas para inducir la expresion de las proteinas recombinantes. En las
Figuras 13 y 14 se muestran los resultados del analisis por electroforesis en geles
de agarosa al 1.5% de los productos de la PCR de las distintas colonias escogidas
al azar. En la Figura 13 se puede observar que de las 18 colonias analizadas, al
menos 11 muestran poseer el inserto ya que se generan amplicones con el
tamano esperado de 1197 pb para la secuencia con los tres dominios. EI mayor
numero de colonias positivas (5 de 6) se obtuvo cuando se utilizé la mayor
concentracion de inserto, es decir 1.5 pL (Figura 13 panel A). Es importante
sefialar que no se obtuvieron colonias positivas por PCR en la condicion utilizada

como control negativo, es decir, ligacion de plasmido cortado pero sin inserto

(O pL).

Por otra parte, en la Figura 14 se demuestra que al menos 8 de las 18 colonias
analizadas poseen el inserto de 318 pb correspondiente al dominio Il y que el
vector recombinante derivado de la ligacion de 1 pL de pProEx Htb con 0.5 pL de
DIl mostré el mayor nimero de colonias positivas, es decir, 5 de 6, seguido de la
combinacion con 1 pL de inserto con 3 colonias positivas. No se obtuvieron
reacciones de amplificacion positivas con el control negativo, es decir, plasmido

ligado en ausencia de inserto.
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A B Cc

Figura 13. Analisis por electroforesis en gel de agarosa de los productos de amplificacién por PCR
de bacterias transformadas con el pldsmido recombinante pProEx Hta-Dl,Il,11l. A) En el carril 1 el
MTM, los valores se muestran a la izquierda y 6 colonias (carriles 2 a 7) del cultivo con la ligacién
1 pL de pProEx Hta + 1.5 pL de DI, cortado de PJET. B) En el carril 8 el MTM y 6 colonias
(carriles 9 al 14) del cultivo con la ligaciéon 1 pL de pProEx Hta + 0.5 uL de DI ILIII cortado de
PJET. Y C) En el carril 15 el MTM, 6 colonias (carriles 16 a 21) del cultivo con la ligacién 1 uL de
pProEx Hta + 1 pL de DI,I1,III cortado de PJET. Carriles 22 y 23: Control negativo proveniente de
una mezcla de colonias del cultivo de bacterias transformadas con pProEx Hta y control positivo
proveniente del genoma de DEN2 respectivamente. Las bandas tienen el tamafio esperado de
1197pb lo que sugiere que la colonia posee el inserto del DI, I, I.

19 20 11 22 23
Bt

Figura 14. Analisis por electroforesis en gel de agarosa de los productos de amplificacién por PCR
de bacterias transformadas con el pldsmido recombinante pProEx Htb-DIIl. Carriles 1, 11 y 19:
MTM. Carriles del 2 al 7: 6 colonias del cultivo con la ligacién 1 puL de pProEx Htb + 1.5uL de DI
cortado de PCR. Carriles del 8 al 14: 6 colonias del cultivo con la ligaciéon 1 yL de pProEx Htb + 1
puL de DIl cortado de PCR. Carriles del 15 al 21: 6 colonias del cultivo con la ligaciéon 1 pL de
pProEx Htb + 0.5 pL de DIl cortado de PCR. Carriles 22 y 23: Control negativo proveniente de una
mezcla de colonias del cultivo de bacterias transformadas con pProEx Hta y control positivo
proveniente del genoma de DEN2 respectivamente. Las bandas tienen el tamafio esperado de
318pb lo que sugiere que la colonia posee el inserto del DIII.
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Induccion de la expresion de las proteinas DIl y DIILIII en bacterias E. coli
DH5a.

Con el fin de confirmar que las proteinas recombinantes podian ser expresadas y
de poner a punto las condiciones de induccién se llevaron a cabo ensayos de
induccion a pequeila escala que posteriormente fueron analizados por

electroforesis en geles de acrilamida y por WB.

Con base en el ensayo de PCR colony se separaron las colonias que mostraron
de forma clara contener el inserto. Estas se subcultivaron y se indujeron con
IPTG por 4 horas en 3 mL de medio LB-ampicilina. Se centrifugd el cultivo, se
resuspendid la pastilla con amortiguador de lisis y se centrifugd la solucion de
bacterias lisadas. Finalmente, el lisado se separd en sobrenadante y pastilla para
determinar si la proteina de interés se encontraba en forma soluble o insoluble.
Por dltimo, las muestras fueron analizadas en un gel de poliacrilamida al 10% que
se tifid con azul de coomassie. En la Figura 15 se muestra la imagen de un gel de
poliacrilamida tefiido con azul de coomassie donde se analizaron las proteinas
totales de 4 colonias de bacterias transformadas con los dominios LILII é
inducidas con IPTG, y posteriormente separadas en dos fracciones, sobrenadante
y pastilla. El patron de bandas observado entre las fracciones, sobrenadante y
pastilla es diferente, sin embargo, en ningun caso se observa ninguna banda
correspondiente al peso de 44KDa esperado que sugiera la presencia de la
proteina recombinante (para el DIl el peso esperado fue de aproximadamente 11
KDa, la imagen no se muestra). Fue por ello que se hizo necesario analizar las
fracciones antes mencionadas mediante un ensayo de western blot utilizando

anticuerpos comerciales contra la proteina E del virus. En la Figura 16 es posible
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apreciar que efectivamente se esta produciendo la expresién de ambas proteinas
recombinantes, y que las mismas se hallan primordialmente en la fraccion de la
pastilla. La localizacion de las proteinas recombinantes en la pastilla hace
suponer que se encuentran de forma insoluble. A manera de control negativo se
analizdé un lisado de proteinas totales proveniente de bacterias no inducidas, y
esta preparacion resulto negativa (Figura 16). Asimismo, tampoco se observaron
bandas con el lisado de bacterias inducidas en ausencia del primer anticuerpo,

anti E.

Figura 15. Analisis por electroforesis en gel de poliacrilamida de un lisado deproteinas totales de
bacterias transformadas con pProEx Hta-Dl,lIl,11l. Carril 1: el marcador de peso molecular (MPM),
los valores correspondientes a cada banda se muestran a la izquierda. Carriles 2,4,6 y 8:
sobrenadante de proteinas totales de bacterias inducidas. Carriles 3,5,7 y 9: pastilla de proteinas
totales de bacteria inducidas. Carril 10, proteinas totales de bacterias no inducidas.
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Figura 16. Analisis por Western blot de un lisado de proteinas totales de bacterias transformadas
con los dominios de interés. Carril 1: pastilla (Ip) de proteinas totales de lisado de bacteria
transformada con el plasmido recombinante pProEx Hta-DI,ll,1ll é inducida con IPTG. Carril 2:
sobrenadante (Is) de proteinas totales de lisado de bacteria transformada con el plasmido
recombinante pProEx Hta-DI,Il,III é inducida con IPTG. Carril 3: pastilla (Ep) de proteinas totales
de lisado de bacteria transformada con el plasmido recombinante pProEx Htb-DIIl € inducida con
IPTG. Carril 4: sobrenadante (Es) de proteinas totales de lisado de bacteria transformada con el
plasmido recombinante pProEx Htb-DIll € inducida con IPTG. Carril 5: a manera de control
negativo (cx), proteinas totales de lisado de bacteria transformada con el plasmido recombinante
pProEx Htb-DIIl sin inducir. EI marcador de peso molecular no se muestra sin embargo la
disposicion de las bandas es semejante al observado en la Figura 9. Nétese que las proteinas
recombinantes se encuentran mayoritariamente en forma insoluble asociadas a la pastilla y no al
sobrenadante.

Purificacion de proteinas proteinas recombinantes por cromatografia de
afinidad.

Las proteinas recombinantes se sometieron a un proceso de purificacion por
cromatografia de afinidad con el objetivo de tener la proteina lo mas pura posible
y para evitar la presencia de proteinas contaminantes que pudieran interferir con
los resultados esperados en los ensayos de funcionalidad y antigenicidad. Los
vectores de expresion pProExHt contienen una secuencia de 6 histidinas que es
adicionada a la secuencia de interés una vez que el inserto es ligado en el vector y
es expresada junto con la proteina recombinante. La histidina tiene en su regién
variable un anillo de imidazol, este Ultimo presenta gran afinidad por el niquel, de
este modo si se hace pasar la proteina recombinante a través de una columna con
una resina compuesta con niquel es posible separarla casi por completo del resto

de las proteinas. Sin embargo hay que tener en cuenta que cualquier proteina no
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deseada que presente anillos de imidazol en su estructura también sera capaz de
unirse al niquel. La Figura 17 muestra el analisis de las proteinas recombinantes
semipurificadas en un gel de poliacrilamida al 10% tefido con azul de coomassie.
Como las proteinas se encontraban de manera insoluble fue necesario purificarlas
bajo condiciones desnaturalizantes, solubilizdndolas con urea 8M y dializandolas
en PBS1X para eliminar la urea. Se puede observar que la primera eluciéon
(carriles 2 y 6) lleva la mayor cantidad de proteinas no deseadas mientras que en
la segunda elucion (carriles 3 y 7) y posteriores la cantidad de contaminantes
disminuye y se obtiene un enriquecimiento considerable de las proteinas
recombinantes. Aunque fue posible reducir la cantidad de proteinas contaminantes
modificando el amortiguador de lavado e incrementando los lavados, no fue
posible purificar las proteinas al 100%

pero si con un alto grado de

enriquecimiento.
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Figura 17. Analisis por electroforesis en gel de acrilamida de las proteinas recombinantes
purificadas por cromatografia de afinidad. Carril 1: marcador de peso molecular, los valores se
muestran arriba de cada banda. Carriles 2-5: eluciones consecutivas de la proteina de los dominios
DLILII. Carriles 6-9: eluciones consecutivas de la proteina del DIIl. N6tese que a partir de la
segunda elucién, (carriles 3y 7) se obtienen las proteinas de interés en forma casi pura.
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Inmunizacion de ratones y deteccion de anticuerpos.

Para saber si las proteinas recombinantes eran o no inmunogénicas, se inoculd
con las proteinas emulsificadas con adyuvante a ratones Balb/c una vez por
semana durante 5 semanas en forma dosificada. Una vez terminado el esquema
de inmunizacién, los ratones fueron sacrificados para extraer el suero. Los sueros
fueron analizados para evaluar su capacidad para reconocer a la proteina E nativa
en un ensayo de WB sobre membranas de nitrocelulosa. Como antigeno se ultilizé
proteinas totales de células C6/36 infectadas con DEN2 que contienen a la
proteina E completa en su forma nativa. Se utilizaron células C6/36 no infectadas
a manera de control negativo y como control positivo a la proteina recombinante
con los dominios LILIIL. En la figura 19 se muestra el andlisis por western blot para
la reactividad de los sueros inmunes de los 4 ratones inoculados con las proteinas
recombinantes (2 ratones con DIIl y 2 con DIL,ILLII). En éste se observa que todos
los ratones respondieron ante el reto presentado por las proteinas recombinantes
y que el suero inmune reconoce de manera eficiente a la proteina E presente en
las células C6/36 infectadas con el virus del dengue serotipo 2. En los 4 sueros se
observd el reconocimiento de una banda de aproximadamente 50 KDa, tamafio
esperado para la proteina E completa. No se observé reactividad de ninguno de
los sueros cuando se utilizO como antigeno las proteinas totales de lisados de
células C6/36 no infectadas. Estos resultados sugieren que los sueros generados

contra las proteinas recombinantes son capaces de reconocer la proteina E nativa.
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Figura 19. Andlisis por western blot de la reactividad de los sueros inmunes anti-DEN2EDI, 111 y
anti-DENZ2EDIII producidos en ratén. A) Andlisis de los sueros inmunes sobre tiras de nitrocelulosa
con: 1) Proteinas totales de lisado de células de mosquito C6/36 infectadas con DEN2, 2)
Proteinas totales de lisado de células C6/36 no infectadas y 3) Con la proteina recombinante de los
tres dominios. B) Analisis de los sueros inmunes y de los sueros preinmunes sobre tiras de
nitrocelulosa con: 1) Proteinas totales de lisado de células de mosquito C6/36 infectadas con
DEN2, 2) Proteinas totales de lisado de células C6/36 no infectadas y 3) Con la proteina
recombinante de los tres dominios. R1 y R2 son los ratones inoculados con la proteina del DIll, R3
y R4 con DL ILII; pR1-4 son los sueros preinmunes.

Ensayo de inhibicion de la infeccion en células Vero.

Con el fin de averiguar si las proteinas recombinantes eran capaces de mostrar
funcionalidad biologica similar a la de la proteina E nativa, se llevé a cabo una
serie de ensayos en células Vero de rifibn de mono para intentar inhibir con las
proteinas recombinantes la infeccion de las células con el virus DEN2 por
competitividad por los sitios receptores. Las proteinas se dejaron interactuando 1

hora con las células y posteriormente fueron infectadas con el virus del dengue a



51

una MOI de 10 por 1 hora. Se permitié que la infeccion progresase por 48 horas y
la progenie viral presente en el medio de cultivo se titulé por un ensayo de placas
en células BHK-21. En la Figura 18 se muestran los resultados. El ensayo de
inhibicion de la infeccidn en células Vero se llevo a cabo por triplicado mientras
gue el ensayo de plaqueo en células BHK21 se realiz6 por duplicado para cada
uno de los ensayos de inhibicion. El promedio de todos los ensayos practicados
muestra que ambas proteinas recombinantes semipurificadas inhiben la infeccion
en mayor 6 menor grado de manera generalizada. Ademas los resultados sugieren
gue la proteina recombinante correspondiente al dominio Il inhibe la infeccidén de
manera mas eficiente que la proteina recombinante de los tres dominios. Aunque
no se observa una clara relacion dosis-respuesta, al parecer ambas proteinas en
las concentraciones de 6 y 8 pug/mL inhiben la infeccion en células Vero en mayor

grado que el resto de las concentraciones ensayadas.

ODOMINIO I, I, 11

mDOMINIC I

i — = OBSA (albimina de suero
- n bovino por sus siglasen
ingles)

Porcentaje de infectividad
|
T

. T T =

Concentracidn de proteina en pug/mL

Figura 18. Ensayo de inhibicion de la infeccién por el virus del dengue por competitividad con
proteinas recombinantes. Gréfica de poligonos mostrando el promedio de los resultados
observados en los ensayos de placas en células BHK-21. Los resultados estan expresados en
porcentaje tomando como 100% la infectividad observada en presencia de una proteina
irrelevante.
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V1. DISCUSION DE RESULTADOS

La infeccion por el virus del dengue tiene un gran impacto en la morbilidad y
mortalidad en paises en areas tropicales y subtropicales del mundo. Como en
toda infeccion viral, la interaccion inicial entre la célula huésped y el virus
representa un paso importante para el tropismo viral y para el comienzo del
ciclo infectivo celular. En el caso del virus del dengue esta interaccion se lleva a
cabo mediante la proteina de la envoltura 6 proteina E. La proteina E media
varias actividades bioldgicas importantes, que son esenciales para la
infectividad del virus. Ademas en la proteina E se halla el epitopo neutralizante
que induce la formacién de anticuerpos protectores. Por lo tanto la proteina E
es un importante antigeno en términos del desarrollo de estrategias de
vacunacion contra el virus del dengue y como reactivo para un rapido

diagnostico de la infeccién por dengue.

Se ha reportado que la proteina E del virus del dengue es un efectivo
candidato como subunidad vacunal debido a su capacidad para interactuar con
los receptores de la superficie celular™ y por su habilidad para inducir la
formacién de anticuerpos protectores contra la infeccion viral®**°. Sugrue y
colaboradores®” expresaron la proteina E del virus del dengue en E. coliy P.
pastoris acompafiada de una proteina de fusion llamada GST. Ellos lograron
producir 2mg de proteina recombinante purificada por cada litro de cultivo
bacteriano. Sin embargo la proteina de fusion provocd una excesiva
degradacion proteolitica de la proteina recombinante. Posteriormente
resolvieron el problema deletando 100 aa del extremo carboxilo. De este modo
alcanzaron un rendimiento final de 100 pg/L.>* de la proteina recombinante.

Por otra parte, Chiu y Yang reportaron haber removido el dominio hidrofébico
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de la proteina E, y lo remplazaron por una secuencia de S péptidos para luego
ser expresado en E. coli (no mencionan el rendimiento). Su proteina
recombinante pudo inhibir en un 90% la infeccién viral en células hospederas.*
Ademas, Staropoli y colaboradores usaron células de insecto para expresar la
proteina E con una proteina de fusion llamada MBP (por sus siglas en ingles,
maltose-binding protein) obteniendo un rendimiento de aproximadamente

1mg/10° cel.*

Como se puede ver diversos investigadores han empleado diferentes
proteinas de fusidn y sistemas de expresion para lograr obtener a la proteina E.
Y para ello han tenido que enfrentarse con problemas en la expresion y
purificacion que limitan la produccion de la proteina a gran escala con fines de
uso como subunidad vacunal. Una estrategia alterna contempla solo al dominio
Il de la proteina E por ser reconocido como el epitopo neutralizante de los
receptores de las células hospederas, el cual en estudios previos ha sido
expresado con proteinas de fusién usando proteinas acarreadoras como la
TrpE,* la proteina A,*® la proteina MBP,* la proteina meningococica P64k,*
esta ultima impidioé su aplicacion como subunidad vacunal. Ademas se reportd
que la proteina TrpE conteniendo al DIlI fallé en la induccion de anticuerpos
neutralizantes en ratones. Y que la proteina A no fue inmunogénica y que la
gran afinidad de ésta por la inmunoglobulina humana impide su aplicacion
como candidato a subunidad vacunal. También se reporta que la proteina
MBP con el dominio Ill expresado en E. coli confiere proteccién de forma
parcial contra el reto letal, reduce la inmunogenicidad del DIll y produce un bajo
titulo de anticuerpos. Ademas el riesgo de la proteina MBP en humanos no ha

sido evaluado. La proteina P64k fusionada con el fragmento 286-426 aa de la
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proteina E y expresado en E. coli semipurificado e inoculado en ratones
proporcion6 proteccion parcial contra el reto letal, pero caus6 degradacion de
la proteina ademas si se toma en cuenta que la proteina de fusién corresponde
al 20% del total de la masa de la proteina quimérica eventualmente se

comprometeria la produccion de la proteina recombinante a gran escala.

1. Construccion de los plasmidos recombinantes

Uno de los pasos mas complicados en el proceso de clonacion fue la ligacion
de las secuencias nucleotidicas de interés en sus respectivos vectores de
expresion. La causa del fracaso en multiples intentos por lograr hacer crecer
bacterias con el nuevo plasmido producto de la ligacidén, es multifactorial. Sin
embargo tal vez la razén mas importante de tales fallos esta relacionada con la
subestimacion de las concentraciones de inserto y vector. Una de las ventajas
de haber ligado la secuencia de interés en un vector de clonacién para
productos de PCR (PJET1/blunt) es que se pude tener la certeza de que el
fragmento de interés es liberado del vector por la accion de ambas enzimas de
restriccion y no sélo por una. Ademas de que la banda correspondiente a este
fragmento se puede diferenciar claramente del resto del vector en el gel de
agarosa. En cambio cuando se somete a los vectores de expresion pProEx Hta
y pProEx Htb a la accién enzimatica el fragmento que liberan es tan pequefio
que sencillamente no se pueden diferenciar las bandas entre vector cortado y
no cortado porque sus tamafos moleculares son casi iguales, ademas existe la
posibilidad de que parte del vector haya sido cortado solo por una de las
enzimas y no por ambas de este modo los extremos quedan complementarios
y susceptibles a unirse nuevamente. Lo anterior trae como consecuencia la

subestimacion de la cantidad de vector cortado por las dos enzimas, cuyo
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rendimiento al igual que el de la secuencia cortada del vector de clonacion es
ya de por si bajo. Lo mismo sucede cuando se somete a accion enzimatica a
las secuencias de interés provenientes de la amplificacion por PCR si se

elimina el paso de la ligacion en el vector de clonacion PJET1/blunt.

La cantidad de plasmido para transformar células competentes depende de que
cantidad de células competentes se desee transformar. La cantidad de inserto
necesario para ligar en un vector esta relacionado con la cantidad de este
altimo. Asi mismo la cantidad necesaria de cualquier enzima para la reaccion
de ligacion esta en funcién por ejemplo, de la cantidad de inserto y vector.
Luego entonces la cantidad de producto depende de la adecuada proporcion
entre los reactivos en la mezcla de reaccién. Entre otras cosas si uno de los
reactivos esta subestimado o no se conoce con certeza su concentracion
resulta facil caer en un error de calculo con el resto de los reactivos lo cual se

ve reflejado en el resultado.

Otra particularidad de importancia que es necesario mencionar en este punto,
es que por razones desconocidas el producto de la reaccién de restriccion
enzimatica del plasmido PJET1/blunt-DIll dié6 como resultado una conspicua
banda extra de aproximadamente 500 pb que no se esperaba y que causo
ciertas dudas al observar que fue ésta y no la de 300 pb como se esperaba, la
que logré ligarse al vector de expresion. Debido a esta confusion se tomo la
decision de someter a reaccion con las enzimas de restriccion al producto de
PCR correspondiente al DIl a reserva de la incertidumbre sobre si el inserto
estaria cortado o no por ambas enzimas. Ambos insertos, uno cortado de
PJET1/blunt y otro de PCR fueron ligados en el vector pProEx Htb e

introducidos en bacterias competentes DH5a, siendo mayor el crecimiento
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bacteriano en el segundo caso. Observacion que finalmente determin6é la

eleccion de tales bacterias para el trabajo posterior.

2. Expresion y purificacion de las proteinas recombinantes

Tedricamente se esperaba que al eliminar el dominio hidrofébico ¢ cola
transmembranal de la proteina E, se resolveria el problema de la insolubilidad
de las proteinas, que de antemano ya se tenia previsto, sin embargo no fue asi.
Las proteinas al ser insolubles forman cuerpos de inclusién, ello en primera
instancia complica el proceso de purificacion e incrementa el riesgo de
degradacion, subsecuentemente hace necesario el empleo de urea en altas
concentraciones para poder solubilizar la proteina, lo que finalmente provoca la

desnaturalizacion de la conformacién estructural de la misma.

Con la finalidad de purificar las proteinas por cromatografia de afinidad, se
adicion6 a las mismas por medio del vector de expresion una secuencia
nucleotidica codificante para una cola de 6 histidinas. La resina compuesta por
perlas de niquel-&cido nitriloacético atrae no sélo a la cola de histidinas sino
también a toda proteina no deseada que contenga anillos de imidazol en su
estructura por lo que la técnica no es del todo eficiente. Se pudo observar que
la primera elucién lleva consigo la mayor concentracion de las proteinas de
interés, pero también va contaminada con una gran cantidad de proteinas
extrafias que se unieron inespecificamente a la matriz de niquel y que no se
pudieron despegar en los lavados previos. En la segunda y tercera elucion se
puede observar una apreciable disminucion de las proteinas contaminantes
pero también va disminuyendo aunque en menor cantidad la concentracion de

las proteinas de interés, de hecho haciendo pequefias modificaciones al
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método de purificacion fue posible reducir el problema, sin embargo a pesar de
ello, nunca se logré una purificacion al 100%. Cabe mencionar que inclusive se
intentd un paso adicional consistente en correr en un gel de acrilamida las
proteinas de la primera elucion, tefiir el gel con coomassie para identificar las
bandas de interés cortarlas y electroeluirlas para liberar las proteinas del gel.
Lamentablemente el rendimiento fue muy bajo pues la mayor cantidad de las
proteinas se perdié durante el proceso, ademas la proteina era acarreada
junto con el colorante, y el amortiguador en el que eran recuperadas las

proteinas resultaba inconveniente para ensayos posteriores.

Se ha reportado que las proteinas de bajo peso molecular son expresadas mas

facilmente que las proteinas grandes®®?’.

De hecho es posible apreciar en la
imagen del gel de acrilamida (Figura 17) con las proteinas recombinantes
eluidas que para una misma cantidad de cultivo se tiene mas proteina del
dominio Il (12.6pg/mL) que de los dominios LILII (7.2ug/mL). Las proteinas se

cuantificaron por el método de Bradford y su concentracion disminuye

gradualmente con el tiempo y con los cambios de temperatura.

3. Funcionalidad y antigenicidad de las proteinas recombinantes

Para ensayar y medir la capacidad de las proteinas recombinantes para
neutralizar los sitios receptores de las células hospederas y por consiguiente
disminuir o inclusive inhibir la infeccion por el virus DEN2, se realizaron
ensayos de competencia entre las proteinas recombinantes y el virus. Para ello
se infectaron células Vero previa incubacion con las proteinas recombinantes;

sin embargo, no fue posible observar placas liticas sobre éstas. Asi que se
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empleo un método indirecto consistente en usar el sobrenadante de las células
Vero infectadas para sub-infectar células BHK21 donde si fue posible realizar
un conteo de placas liticas. Tampoco se pudo llevar a cabo el ensayo de
inhibicion de la infeccion directamente sobre las células BHK21 pero a pesar
de ello los resultados obtenidos por el método indirecto logran mostrar
diferencias entre ambas proteinas. Las concentraciones de proteina
recombinante que se ensayaron fueron 1,2,4,6,8 y 10ug/mL manteniendo
constante una MOI=10, teéricamente se esperaba observar una disminucién
en la infeccion a medida que la concentraciobn de proteina aumentaba, sin
embargo los resultados mostraron un comportamiento aleatorio entre las
distintas concentraciones e inclusive entre las dos proteinas. En todos los
casos y para ambas proteinas se observé una reduccion de la infeccion que en
el mejor de los casos fue de hasta un logaritmo. También se observo que en
promedio la proteina del dominio Il confiri6 una mayor proteccién contra la
infeccién con respecto a la proteina con los tres dominios y que las mejores
concentraciones para inhibir la infeccion fueron las de 6 y 8 pg/mL. En el
presente trabajo no se observd una clara relacion entre la disminucion de la
infeccién y la concentracién de proteina como el trabajo de Zhang et al.>® Ellos
reportan una reduccion del 50% de unidades formadoras de placas (PFU del
inglés Plaque Forming Unit) en células C6/36 con 4.5ug de proteina
recombinante DENZ2EDIIlI y una inhibicién del 100% con 10ug de proteina
recombinante. Ademas la inhibicion obtenida con las proteinas recombinantes
parece ser especifica ya que no se observé ningun efecto a concentraciones

idénticas de la proteina BSA utilizada como control.
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En el caso de la antigenicidad se puede decir que los ratones presentaron una
respuesta inmune satisfactoria ante el reto en la inoculacion con las proteinas
recombinantes lo cual significa que las proteinas son inmunogénicas en buena
medida. Lamentablemente como se trata de anticuerpos policlonales el ensayo
de WB se aprecia con poca claridad debido al reconocimiento inespecifico por
parte de los anticuerpos policlonales, hacia un gran niumero de proteinas que
comparten similitud de hasta solo fragmentos con las proteinas recombinantes,
inclusive también se puede deber a anticuerpos contra los restos de proteinas
contaminantes provenientes de E. coli que no se pudieron eliminar en el
proceso de purificacion de las proteinas recombinantes y que acompafiaron a

éstas en la inoculacion de los ratones.

El mayor problema en torno a los nuevos candidatos vacunales siempre tiene
gue ver con la eficacia y la seguridad. Con respecto a la eficacia, se sabe que
las vacunas contra Flavivirus que actualmente cuentan con licencia generan
anticuerpos neutralizantes que brindan proteccion y que se requiere de bajos
niveles de anticuerpos para generar una inmunidad protectora.>* Lo que no se
sabe es si esto es verdad o no para las vacunas contra el dengue, incluso si es
asi, como muchos investigadores creen, no se ha esclarecido cual es el nivel
de anticuerpos neutralizantes que es requerido. Esta pregunta resulta
particularmente complicada para una vacuna contra el dengue, ya que la
enfermedad es causada por cuatro cepas de virus relacionados genética y
serologicamente. Asi que para una vacuna tetravalente, probablemente se
requieran altos niveles de anticuerpos neutralizantes para controlar a las cuatro

cepas de virus sumultaneamente.>® Ademas esta el problema del ADE.
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En pleno siglo XXI, la seguridad sigue siendo el principal atributo de una
vacuna, aun mas que la eficacia, ya que la sociedad no estd dispuesta a
aceptar eventos adversos asociados con la vacuna. ** Por otro lado la lucha
por controlar la fiebre por dengue y la fiebre hemorragica por dengue,
dependen en gran medida del esclarecimiento de la patogénesis de la
enfermedad, de la respuesta inmune natural a la infeccién y de la diversidad
genética del genoma viral, por lo que el desarrollo de vacunas potentes y
seguras, sobre todo para las poblaciones que viven en areas endémicas,

continda siendo un reto para los afios venideros.
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VIII. CONCLUSIONES

Se logro clonar las secuencias que codifican para los dominios D111y DIII

de la proteina E del virus del dengue serotipo 2.

Se logro la expresion de los dominios DIILII y DIl en bacterias E.coli. Sin
embargo, ambos dominios fueron expresados principalmente en forma no
soluble. El empleo de la técnica de cromatografia de afinidad con resinas

de niquel permitié la purificacion parcial de dichas proteinas.

Se obtuvieron sueros inmunes de ratén contra las proteinas recombinantes

que fueron capaces de reconocer a la proteina E del dengue 2.

Las proteinas recombinantes de los dominios DI,I1,11I y DIII fueron capaces
de competir con el virus del dengue y de bloquear parcialmente la infecciéon en
células Vero. La proteina correspondiente al DIIlI parece ser méas eficiente

gue el dominio D 1,111l al competir con el virion.
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APENDICE |

Método para la preparacion de geles de agarosa

1. Se establece la concentracion del gel en funcién del tamafio molecular de
las muestras (entre mas pequefio mas concentrado) y se calcula el
volumen necesario de gel en funcion del volumen de las muestras a correr y
del volumen del molde que lo contendra. Por ejemplo, para un gel al 1.5 %
(para una secuencia de 1-2 Kb) en un volumen de 50mL, se disuelve 0.75g

de agarosa en 50mL de TBE.

2. En un matraz erlenmeyer se disuelve la cantidad establecida de agarosa
en el volumen necesario de amortiguador TBE 1X (ver apéndice lI),

calentando por breves lapsos de tiempo al microondas.

3. Una vez disuelto, se mezclan 2 uL de bromuro de etidio*, se coloca el peine
para formar los pozos en el molde equilibrado en una superficie firme y
perfectamente horizontal para obtener un gel de espesor uniforme, se vierte
suavemente la solucién de agarosa y bromuro y se deja solidificar a

temperatura ambiente.

4. El peine se retira, el molde se coloca en la camara de electroforesis, la
camara se llena con amortiguador TBE 0.5X hasta cubrir el gel, las
muestras se mezclan con 1/10 de volumen de amortiguador de carga (ver
apéndice 1), las muestras se vierten en los pozos, se agrega un marcador
de tamafio molecular a uno de los pozos y por ultimo la cAmara se conecta

a la corriente modulando el voltaje de tal forma que las muestras corran a
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una velocidad que permita una buena separacion de las bandas sin que
estas se deformen. Generalmente 100 V son suficientes. El tiempo de
electroforesis es variable, depende del momento en que se logra tener
aislada hasta donde sea posible la banda de interés. En este sentido es
necesario monitorear el gel exponiéndolo a la luz ultravioleta* el menor

tiempo posible para evitar modificaciones en las secuencias nucleotidicas.

*Precaucion: A) el bromuro de etidio es un potente mutdgeno y es
moderadamente toxico, por lo cual es necesario usar guantes cuando se
trabaje con soluciones que contengan este colorante. Después del uso de
estas soluciones es indispensable etiquetar, separar, descontaminar y/o
desechar el material que tuvo contacto con las soluciones. B) la radiacion
ultravioleta es peligrosa, particularmente para los ojos. Para minimizar la
exposicion, es necesario usar adecuadamente el filtro del transluminador y

usar gogles o una mascara que bloquee eficazmente la luz ultravioleta.

Preparacion de células E. coli DH5 a competentes por el método de RbCI

1. En un tubo de ensaye estéril con 5mL de medio Luria-Bertani (LB) con
ampicilina 100pg/mL (ver apéndice Il) se hace crecer una asada de
bacterias de la cepa E. coli DH5a, durante toda la noche en una

incubadora con agitacion a 37°C.

NOTA: es necesario evitar que las tapas de los tubos se sellen para

permitir la aireacion de las bacterias durante la agitacion. A manera de
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control se incluye un tubo con LB-amp. sin bacterias para corroborar que

solo E. coli DH5a crecid.

2. Al dia siguiente se inocula 1mL del cultivo anterior en 100mL de medio
LB-amp. incubando a 37° C con agitacion hasta una densidad 6ptica de

A550:0.5

3. Se deja enfriar el cultivo en hielo por 5 min y se centrifuga durante 5 min a

4000 gy 4T, para colectar las células.

4. Se desecha el sobrenadante manteniendo las células siempre en hielo. Se
resuspende la pastilla celular con un volumen de amortiguador TFB1 frio
(ver apéndice 1l) correspondiente al 30% del volumen del cultivo celular y

se incuba en hielo por 90 min.

5. Se colectan las células por centrifugacion como en el paso 3, se desecha el
sobrenadante y se resuspende la pastilla en 4mL de amortiguador TFB2 frio
(ver apéndice Il). Se hacen alicuotas en tubos estériles se congelan en

nitrogeno liquido y se guardan a -70<C.

Transformacion de bacterias competentes E. coliDH5  a

1. Se descongela en hielo una alicuota de 50uL de bacterias competentes E.

coli DH5a dejando incubar por 5 min.

2. Se agrega 0.7 pL de B-mercaptoetanol 1:10, se mezcla manualmente y se

incuba 10 min en hielo.
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3. Se adiciona de 3-5 pL del vector, se mezcla manualmente y se incuba 10

min en hielo.

4. Se incuba durante 45 seg a 42C en bafio maria y rapidamente por 2 min

en hielo.

5. Se adiciona 360 pL de medio LB atemperado a 37, se mezcla y se incuba

en agitacion por 30min a 37<C.

6. Se centrifuga por 30 seg a 12000 g y temperatura ambiente, se descarta el
sobrenadante, la pastilla se resuspende en 100 pL de medio Luria, este
volumen se siembra con espéatula en una caja petri con agar-LB-ampicilina

(ver apéndice Il) y se deja crecer toda la noche a 37°C.

Purificacion de plasmidos por lisis alcalina

1. En un microtubo de plastico se adiciona 1.5mL de cultivo bacteriano y se

centrifuga a 12,000 g durante 30 seg a 4.

2. El sobrenadante se descarta y el boton celular se resuspende en vortex

con 100puL de solucion | (ver apéndice II).

3. Se adiciona 200uL de solucion Il (esta se debe preparar al momento ver

apéndice 1), se agita manualmente y se coloca en hielo.

4. Se agrega 150uL de la solucion 1l (ver apéndice 1), se agita manualmente,

se incuba 5 min en hielo y se centrifugaa 12,000 g durante 6 min a 4<C.
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5. El sobrenadante sin la nata se transfiere a un tubo limpio, se le agrega un
volumen igual de la mezcla fenol/cloroformo/alcohol isoamilico 25:24:1 y se

agita suavemente.

6. Se centrifuga como en el paso 4 y se transfiere la fase superior a un tubo
limpio, para precipitar el DNA agregando dos volumenes de etanol al

100 %.

7. La mezcla se agita suavemente, se incuba a temperatura ambiente por 10
min, se centrifuga a 13,000 g durante 6 min a 4C, se desecha el
sobrenadante por decantacion y se deja secar parcialmente la pastilla a

temperatura ambiente.

8. Se lava la pastilla 2 veces con 1mL de etanol al 80%, centrifugando y

dejando secar la pastilla como en el paso 7.

9. La pastilla se resuspende con 20-50uL de amortiguador TE (ver apéndice II)
en funcién de que tan concentrado se quiera tener el plasmido, se adiciona

1 pL de RNAsa A, se incuba por 15 min a 37°C y se guarda a -20°C.

Método para la preparacion de geles de poliacrilamida-SDS para proteinas

1. Primero es necesario armar el molde para el gel segun las especificaciones
del fabricante y verificar que no presente fugas de liquido. Los moldes se
venden de diferentes espesores, en este caso se emplearon los de 1.5 mm

de espesor.
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2. Se prepara el gel separador. Para un gel separador al 10 % se mezcla
5mL de solucion A, 3.7mL de solucion B, 100 pL de solucién C, 1mL de
H>0, 40 pL de persulfato de amonio (10 % p/v) y 16.6 pL de TEMED. Este
volumen es mas que suficiente para llenar las % partes necesarias del

molde con espesor de 1.5 mm.

3. Se vierte la mezcla para el gel separador hasta las % partes del volumen
del molde, se vierte una pequeiia cantidad de isopropanol sobre la
superficie, se deja solidificar y se retira el isopropanol por decantaciéon

dejando evaporar los remanentes.

4. Se prepara la mezcla para el gel concentrador con 665 pL de solucion A,
625 pL de solucion D, 50 pL de solucion C, 3.6mL de H,O, 100 pL de
persulfato de amonio y 5 pL de TEMED. La mezcla se adiciona hasta llenar
el espacio restante del molde, se coloca el peine para formar los pozos y

se deja solidificar.

5. El peine se retira, el molde con el gel se coloca en la camara para
electroforesis, y la camara se llena con amortiguador de proteinas 1X

(ver apéndice ll).

6. Las muestras se hierven 2-4 min en bafio maria con amortiguador de carga
de proteinas (Laemmli), se vierten en los pozos, se adiciona a un pozo
extra el marcador de peso molecular y se conecta la cadmara de
electroforesis a la fuente de poder en este caso a 100 V hasta que el frente

de corrida llega al borde del molde.
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Método para Western Blot (WB)

1. La mezcla de proteinas totales sometidas a electroforesis en acrilamida se
transfirieren a una membrana de nitrocelulosa empleando una cadmara de
electrotransferencia semihumeda de la siguiente manera: se humedece en
amortiguador  de transferencia (ver apéndice 1l) una membrana de

nitrocelulosa y 6 hojas de papel filtro ambos del tamafio del gel.

2. Se colocan en la cdmara en forma de sandwich en el siguiente orden: tres
hojas de papel filtro, la membrana de nitrocelulosa, el gel de poliacrilamida y

finalmente tres hojas de papel filtro.

3. Se eliminan las burbujas entre el material, se cierra la camara y se conecta

a la fuente de poder a 16 V por 45 min.

4. Para verificar la transferencia, la membrana se tifie con rojo de Ponceau
(ver apéndice 1), luego se sefialan con lapiz las bandas del marcador y se

retira el colorante de la membrana con abundante agua destilada.

5. La membrana se bloquea con leche sin grasa al 5% en PBS 1X (ver
apéndice Il) durante 1 h a 37 en agitacion, se enjuaga con PBS 1X y se
afade el anticuerpo monoclonal primario anti E DEN2 (CHEMICON™)
dilucién 1:5000 con leche sin grasa al 1% en PBS 1X, asi se incuba por 1 h

a 37< en agitacion.

6. Transcurrido este tiempo, se realizan 4 lavados de 5 min cada uno con PBS

1X, se agrega el anticuerpo secundario anti-raton femto peroxidasa dilucion
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1:1000 con leche sin grasa al 1% en PBS 1X y se deja incubando 1 h a

temperatura ambiente en agitacion.

7. Se realizan 3 lavados de 5 min cada una con PBS 1X, se retir0 el exceso
de PBS y se agrega la solucién quimioluminicente (“Kit Supersignal West
Femto Maximum Sensivity Substrate” Thermo Scientific Pierce Protein
Research Products™.), se bafia la membrana con la solucién por 1 min
protejida de la luz y se revela contra una placa fotografica, la placa se fija

se lava y seca.

Tratamiento de células para inmunofluorescencia

1. Las células Vero se siembran sobre laminillas de vidrio, en placas de 12
pozos al 60% de confluencia, se retira el sobrenadante y se hacen
interaccionar con las proteinas purificadas a 37°C en concentraciones de
1,6 y 10 pg diluidas en medio para células Vero sin suero. Se retira el medio
y se lavan las células 3 veces con PBS 1X frio estéril y filtrado para evitar
contaminar las células y para evitar interferir con particulas extrafias en las

imagenes del microscopio confocal.

2. Se fijan las células con 500uL de paraformaldehido fresco al 4% (ver
apéndice Il) por pozo, se incuban por 1 hora a temperatura ambiente, se
lavan 3 veces con PBS 1X frio estéril y filtrado y se dejan secar a

temperatura ambiente.

3. Si es necesario se pueden guardar a -70C hasta su uso. Se hidratan con

PBS 1X frio estéril y filtrado por 15 min, se retira la laminilla, se succiona el
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exceso de PBS y se bloquean con una gota por laminilla de bloqueador
para inmunofluorescencia (ver apéndice II) a 37C por 1 hora. NOTA:
Resulta econdémico fabricar una pequefia camara hiumeda para emplear
solo unas cuantas gotas de reactivo en las laminillas de este modo se
aplica la gota sobre una hoja de papel parafiim™, se coloca la laminilla cara

abajo sobre la gota y se sella la camara para evitar la evaporacion.

Las laminillas se regresan a una caja de 12 pozos nueva para realizar un
lavado con el PBS 1X filtrado y estéril, se retiran las laminillas, se seca el
exceso de PBS y se agrega el anticuerpo primario anti E comercial
(CHEMICON) en dilucién 1:50 diluido con diluyente de anticuerpos para
inmunofluorescencia (ver apéndice 1), de esta dilucion se agrega 25 pL por
laminilla, se incuba por 1 hora a 37C en camara hi meda como se indica

en el punto 3.

Se retiran las laminillas y se colocan en una caja limpia para lavarse con

PBS 1X filtrado y limpio 5 veces por 10 min cada vez.

Se retira el exceso de PBS y se incuba 1 hora a 37C (como antes pero en
caja obscura para evitar la descomposicion del fluorocromo) con el
anticuerpo secundario anti-raton acoplado al fluorocromo FITC dilucion

1:100 diluido con diluyente de anticuerpos.

7. A partir de este punto es indispensable trabajar con rapidez debido a la

degradacion gradual del fluorocromo; después de incubar con el segundo

anticuerpo, se lavan las laminillas 4 veces por 10 min con 1mL por vez de
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PBS1X/NH4Cl 50mM (ver apéndice Il) para inhibir la autofluorescencia. Por

ultimo se hace un lavado con PBS1X filtrado para eliminas el NH4ClI.

8. Sobre un portaobjetos perfectamente limpio y nuevo se aplica una gota de
3.5uL por laminilla de vectashield con dapi que retarda la descomposicion
del fluorocromo vy tifie de azul los nucleos de las células. Sobre la gota se
coloca la laminilla cara abajo, se deja secar por 15 min y se sellan los
bordes de la laminilla colocando esmalte transparente de secado rapido en

el perimetro de la laminilla.

9. Si las laminillas no se emplean en el momento se pueden guardar por un
corto periodo de tiempo a -70C en una caja obscura y sellada hasta el

momento de su observacién al microscopio confocal.
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APENDICE Il
AMORTIGUADOR TBE 10X

» 108g de Tris base.

» 55¢g de acido bdrico.

9.3g de EDTA

Aforar a 1L con HO destilada.

» Guardar a temperatura ambiente

AMORTIGUADOR DE CARGA PARA GELES DE AGAROSA 5X

* 2.5mL de Glicerol.

e 12.5mL de TBE 10X

* 2.5mL de SDS 10%

* 25mg de azul de bromofenol.

* 25mg de xilen xianol.

* Guardar a temperatura ambiente.

STOCK DE AMPICILINA (50mg/mL)

» Se pesan 0.5g de ampicilina y se mezclan en un tubo falcon con 9mL de
H,O destilada.

» Se agrega gota por gota NaOH 40% hasta lograr disolver la ampicilina.

» Aforar a 10mL con H,O destilada.

* Se hacen alicuotas y se guardan a -20°C protegidas de la luz. Descongelar
y mantener en hielo al momento de usarse. Una vez descongelada la
ampicilina pierde actividad gradualmente.

MEDIO LB

* Se pesan 25g de medio LB y se afora a 1L con H,O destilada.

* Mezclar perfectamente.

» Esterilizar en autoclave (20min. a 15Ib/sq. in.) con el frasco cerrado no
sellado, dejando libre 1/4 parte del volumen del frasco libre.

* Guardar a 4°C bien sellado, abrir en campana.

CAJAS PETRI CON AGAR-LB-AMP.

» 25g de medio LB.

* 149 de agar.

» Aforar a 1L con H,O destilada.
* Mezclar perfectamente.
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» Esterilizar en autoclave (20min. a 15Ib/sq. in.).

» Dejar enfriar hasta 37°C y trabajar rapidamente antes de que solidifique.

» Trabajando en campana de aqui en adelante; se agrega la ampicilina
100pg/mL (2mL del stock) y se mezcla perfectamente.

» Llenar las cajas petri hasta la mitad de su volumen con la solucion agar-LB-
amp. Y eliminar las burbujas con un mechero a manera de soplete.

* Permitir que solidifique, las tapas se colocan y se sellan, las cajas se
protegen de la luz con papel aluminio y se guardan a 4°C, abrir en
campana.

AMORTIGUADOR TFB1

* RbCI 100 Mm

MnCl,(2H,0) 50 mM

CH3;COOK 30 mM

CaCl, 10 mM

Glicerol 15 %

Ajustar el pH a 5.8 con &cido acético y filtrar, guardar a 4°C.

AMORTIGUADOR TFB2

« MOPS 10 mM

* RbCl 10 mM

« CaCl, 75 mM

* Gilicerol 15 %

» Ajustar el pH a 6.8 con KOH vy filtrar, guardar a 4°C.

SOLUCION | (PURIFICACION DE PLASMIDOS)

e Glucosa 50 Mm

e Tris-HCI (pH 8.0) 25 mM
« EDTA (pH 8.0) 10 mM

* Guardar a 4°C.

SOLUCION Il (PURIFICACION DE PLASMIDOS)

« NaOH 10 N (20 pL)

« SDS 10 % (100 pL)

« H,O (880 pL)

e Preparar al momento
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SOLUCION Il (PURIFICACION DE PLASMIDOS)

* CH3COOK 5M

« Ac. Acético glacial (11.5 mL)
« H,0 (28.5 mL)

* Guardar a 4°C.

AMORTIGUADOR TE

* 10 Mm de Tris.Cl

* 1Mmde EDTA

» Ajustar el pH a 8.0

» Guardar a temperatura ambiente.

SOLUCION A (SDS-PAGE)

» 30 g de acrilamida

* 0.8 g de bis-acrilamida

» Aforar a 100 mL con H,0O destilada
e Guardar a 4°C.

SOLUCION B (SDS-PAGE)

* 12.11 g de Tris base

e Aforar a 100 mL con H,O
» Ajustar pH 8.8

e Guardar a 4°C.

SOLUCION C (SDS-PAGE)

 SDS 10 % p/v
» Guardar a temperatura ambiente

SOLUCION D (SDS-PAGE)

e 12.11 g de Tris base

» Aforar a 100 mL con H,0O
» Ajustar pH 6.8

* Guardar a 4°C.
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AMORTIGUADOR DE CARGA LAEMMLI (SDS-PAGE) 2X

e 100 mM Tris.Cl (pH 6.8)

* 200 mM de B-mercaptoetanol

» SDS 4%

* 0.2% de azul de bromofenol

» 20% glicerol

* Guardar a temperatura ambiente protegido de la luz.

AMORTIGUADOR PARA ELECTROFORESIS (SDS-PAGE) 10X

* 14.4% plv de glicina

* 3% plv de Tris base

* 1% p/vde SDS

» Guardar a temperatura ambiente.

AMORTIGUADOR DE ELECTROTRANSFERENCIA

e 2.91gde Tris base

1.41 g de glicina

* 50 mL de metanol

»  Aforar a 500 mL con H,O

» Guardar a temperatura ambiente.

ROJO DE PONCEAU

* 0.1% p/v de Ponceau S
« Acido acético al 5%
* Guardar a temperatura ambiente.

AZUL DE COOMASIE

* 0.2% p/v de azul de coomassie R250

* 50% de metanol

« 7% de Acido acético

» Aforar con agua destilada al volumen deseado.

* Guardar a temperatura ambiente protegido de la luz.

SOLUCION PARA DESTENIR
* 30% de metanol
« 7% de Acido acético
» Aforar con agua destilada al volumen deseado.
» Guardar a temperatura ambiente.
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PBS 10X

* 2.4g de NaH,PO,

* 14.4g de NaHPO,

» 80g de NaCl

* 2gde KCl

e Aforar a 900mL con H,O destilada y ajustar el pH a 7.2-7.4 con NaOH 6
HCI.

» Aforar a 1L con H,O destilada.

* Guardar a temperatura ambiente.

AMORTIGUADOR DE LISIS PARA PURIFICACION DE PROTEINAS

* NaH,PO, 100 Mm

e Tris base 0.1 mM

* Imidazol 20 mM

* En HO0, ajustar el pH 8.0 y preparar al momento

AMORTIGUADOR DE LAVADO PARA PURIFICACION DE PROTEINAS

* NaH;PO4 100 Mm

e Tris-Cl 10 mM

e Urea8M

* Imidazol 20 mM

* EnHyO, pH 6.3 preparar al momento.

AMORTIGUADOR DE ELUCION PARA PURIFICACION DE PROTEINAS

 NaH,PO, 100 Mm

e Tris-Cl 10 mM

* Urea8M

* Imidazol 250 mM

* EnH;O, pH 4.5 preparar al momento.

BLOQUEADOR PARA INMUNOFLUORESCENCIA

e PBS 1X

e Suero fetal bobino 10%

* Albdmina de suero bovino 3%
e Glicina 10 mM

* Guardar a -20°C
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DILUYENTE DE ANTICUERPOS PARA INMUNOFLUORESCENCIA

e PBS 1X

e Suero fetal bobino al 3%

e AlbUmina serica bovina 1%
e Glicina 10 Mm

* Guardar a -20°C

PARAFORMALDEHIDO 4%

* 0.6 g de paraformaldehido granular

e 15mL de PBS1X

» Calentar a no méas de 56°C hasta disolver.

e Hacer alicuotas y guardar a -20°C protegido de la luz, una vez
descongelado no se vuelva a usar.

» Precaucion: el paraformaldehido es en extremo toxico, se requiere el uso
de guantes y cubre bocas, el reactivo en polvo es muy susceptible a la mas
leve electroestética, cuidado al pesar.

GLICINA ACIDA

» 8g de NaCl

* 0.38g de KClI

* 0.1g de MgCI.6H,0

* 0.1g de MgClI.2H,0

e 7.5g de glicina

» Aforar a 100mL con H,O destilada y ajustar el pH a 2.8-3
* Guardar a 4°C.

CARBOXIMETILCELULOSA

* 1.6g de carboximetilcelulosa

» Disolver el 100mL de agua destilada con ayuda de un agitador magnético,
una vez disuelto se esteriliza en autoclave, se deja enfriar y se le adiciona
100 mL de medio completo para células BHK-21.

* Guardar bien sellado a 4°C y abrir en campana.
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NAPHTHOL BLUE BLACK

* 1g de naphthol blue black

+ 13.6g CH3COONa

* 60mL de &cido acético glacial

» Aforar a 1L con agua destilada.



PERSPECTIVAS

Realizar un ensayo de neutralizacion del virus del dengue en células
Vero o C6/36 con los sueros inmunes.

Realizar un ensayo de proteccion contra la infeccion por el virus del
dengue en ratones BALB/c lactantes mediante la inoculacion con los
sueros inmunes.

Evaluar el potencial de las proteinas recombinantes como antigeno de
proteccion contra la infeccion por el virus del dengue en un modelo

murino.
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