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RESUMEN

El presente trabajo tuvo como objetivo conocer la capacidad inmunogénica de la proteina de la envoltura recombinante
del virus Dengue 4 (E4rec) expresada en Pichia pastoris, mediante el estudio de la respuesta inmune inducida en
ratones (BALB/c) y monos (Macaca fascicularis). Se realizé el clonaje y expresién de la proteina de la envoltura, la
cual es la més importante desde el punto de vista inmunolégico por su capacidad de induccién de anticuerpos
neutralizantes. E4rec fue capaz de desarrollar una elevada respuesta IgG en los sueros de los ratones inmunizados.
Algunos sueros individuales desarrollaron anticuerpos inhibidores de la hemaglutinacién, anticuerpos neutralizantes
y una respuesta de células T especifica. Los animales inmunizados fueron significativamente protegidos tras el reto
con el virus salvaje (86.6% p<0.001). E4rec fue igualmente inmunogénica al ser administrada en monos. Todos los
animales inmunizados desarrollaron titulos de anticuerpos neutralizantes previo al reto con el virus salvaje y poste-
rior a éste un animal fue protegido totalmente del desarrollo de viremia y dos parcialmente protegidos, los cuales
desarrollaron los titulos mas elevados de anticuerpos neutralizantes con respecto a los controles (p<0.05). Los
animales vacunados mostraron una respuesta anamnésica de anticuerpos tras el reto indicando el éxito de la
inmunizacién. Estos resultados indican que E4rec expresada en Pichia pastoris provee una proteccién parcial contra
el desarrollo de viremia en los animales inmunizados. Este estudio constituye el primer trabajo cientifico realizado
en Cuba cuyo objetivo es la obtencién y evaluacién de una proteina recombinante del virus Dengue con fines
vacunales, reportdndose por primera vez a nivel mundial el estudio de la respuesta celular y de proteccién en
ratones inmunizados con una proteina recombinante del virus Dengue expresada en levadura y estudios de proteccion
con el virus salvaje. Asimismo resulta novedoso pues se reporta por primera vez, ademas, la induccién de proteccién

en monos fascicularis de una proteina recombinante del virus Dengue expresada en Pichia pastoris.

Introduccién

Las infecciones por virus Dengue contindian siendo
hasta el presente un problema de salud publica de
dimensién mundial, con una ocurrencia estimada de
100 millones de casos cada ano, de los cuales unos
250 000 aproximadamente desarrollan el dengue
hemorragico y alrededor de 10 mil mueren como
resultado de la infeccion, principalmente nifios. Cerca
de dos tercios de la poblacion mundia vive en zonas
infestadas con € vector del dengue, el Aedes aegypti
[1, 2]. La diseminacion de los cuatro serotipos ha
facilitado el incremento de casos de Fiebre Hemorréagica
del Dengue y del Sindrome de Choque por Dengue.
Por estas razones actualmente se considera una enfer-
medad emergente y reemergente.

A pesar de los esfuerzos realizados aln no se dis-
pone de una vacuna comercial efectiva para e den-
gue; por tal motivo, es necesario acelerar los esfuer-
zos encaminados a desarrollo de unavacuna seguray
efectiva. Se han determinado varios aspectos que
dificultan el proceso de obtencidn de unavacunacontra
el virus del dengue; entre los aspectos potenciales
que dificultan el proceso, se encuentran el fendmeno
de amplificacién de la infectividad viral mediada por
anticuerpos, laausenciade un modelo animal apropiado
y barato, el entendimiento incompleto de la respuesta
inmune contra el virus y la evolucion viral.
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Se han desarrollado varias estrategias en la blsgue-
da de una vacuna, identificando diferentes zonas del
genoma que pueden estar involucradas en la protec-
cién, localizadas en las principales proteinas diana de
la respuesta inmune, destacandose la proteina de la
envoltura como la més importante desde €l punto de
vista inmunolgico por su capacidad de inducir
anticuerpos neutralizantes. Entre las principales vias
de obtencion deunavacunaeficaz y seguralaestrategia
recombinante continua siendo una linea de grandes
esperanzas para los investigadores que laboran en el
campo de la vaccinologia.

La vacuna viva atenuada convenciona de primera
generacion, de los cuatro serotipos desarrollada en
Tailandia, alin no esté disponible [3]. Se plantea que
por e momento no existe disponibilidad de una vacuna
efectivay que a menos se requerirén 10 afios 0 masy
aln asi no podré ser utilizada masivamente por su ato
costo.

El presente trabajo forma parte del esfuerzo na-
cional parala obtencién de unavacuna contrael den-
guey tuvo como objetivo conocer la capacidad inmu-
nogénica de la proteina de la envoltura recombinante
del virus Dengue 4 (E4rec) expresada en Pichia
pastoris, mediante el estudio de la respuesta inmune
inducida en ratones (BALB/c) y monos (Macaca
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fascicularis). Serealizé el clonaje del gen delaenvol-
tura truncada en 53 aa del extremo C terminal en el
vector de expresion en levadura pfAO. La correcta
orientacion de la banda clonada se verificé mediante
secuenciacion del gen. El vector recombinante fue
digerido y utilizado para transformar la cepa de leva-
dura MP-36 [4]; e gen fue integrado bajo el control
del promotor alcohol-oxidasa. Posterior alaexpresion
de la proteina E4rec, ésta fue parcialmente purificada
y extraida empleando urea 8M.

El estado de glicosilacion de la proteina fue analiza-
da mediante digestion con la enzima endoglicosidasa
H (Endo H). Posteriormente, el antigeno recombinante
fue detectado mediante inmunomicroscopia electroni-
ca. Grupos de 15 ratones BALB/c fueron inmuniza-
doslosdias 1, 7y 21 con 100 ug de E4rec y proteina
control. Veintiocho dias después de la primera inmu-
nizacion se realizo la extraccion de sangre y € suero
fue analizado por las técnicas de ELISA, neutraliza
cion e inhibicion de la hemaglutinacion para la detec-
cion de anticuerpos 1gG, neutralizantes e inhibidores
de la hemaglutinacién, respectivamente [5, 6]. La
respuesta inmune celular fue igualmente analizada
empleando la técnica de linfoproliferacion celular
(LPA) a partir de las células mononucleares de los
ratones inmunizados con E4rec. Para concluir, se
realizaron los experimentos de proteccion en los
animales BAL B/c previamente inmunizados con E4rec
realizdndose el reto con el virus salvaje (DEN4814669)
mediante inoculacion intracerebral de 100 LD 50 del
virus.

E4rec fue semipurificada mediante cromatografia
de absorcion con iones metalicos (IMAC) y emplea-
da para la inmunizacion de monos (Macaca
fascicularis). De la proteina semipurificada fueron
empleados 100 ug para la inmunizacion de tres ani-
males los cuales fueron inmunizados cuatro veces a
intervalos de 25 dias por via subcutdnea. Noven-
talocho dias después de la Ultima inmunizacion los
monos fueron retados con 10° (UFP) del virus Den-
gue 4 enun volumen de 1 mL, realizdndose la extrac-
cion de sangre a intervalos regulares de 15 dias para
la deteccion de anticuerpos antidengue, aislamiento
viral y reaccion en cadena de la polimerasa (RCP)
para la deteccion de secuencias del virus.

E4rec fue detectada mediante |a técnica de Western
Blott [7, 8] empleando liquido ascitico hiperinmune
antidengue 4. Como muestralaFigura 1 el inmunoblot
revel 6 la presencia de una banda antigénica especifica
de 64 kDa E4rec fue asociada con lafraccion insoluble
después de la ruptura celular.

Resultados

Como se observa en latabla 1, todos los sueros de los
ratones inmunizados con |a proteina recombinante de-
sarrollaron una fuerte respuesta de anticuerpos 1gG
contra el antigeno homdlogo (Dengue 4) la cua fue
detectada por ELISA. El titulo promedio geométrico
obtenido fue de 1/141 323.

Algunos sueros individuales mostraron anticuer-
pos inhibidores de la hemoagl utinacién con titulos de
1/5a1/20. Delos sueros probados, siete desarrollaron
anticuerpos neutralizantes con titulos superiores a
1/10. De los ratones inmunizados con E4rec trece
animales resistieron €l reto con e virus salvaje y la
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Figura 1. Electroforesis en gel de poliacrilamida e inmunobloting
de la proteina E4 rec. A) Electroforésis en gel de poliacrilamida
tefida con Azul de Coomasie (diluciones 1-4 hasta 1-16,
respectivamente). B) Las bandas protéicas fueron separadas y
transferidas a una membrana de nitrocelulosa, se realizé la
revelaciéon por reaccién con un liquido ascitico hiperinmune
antivirus DEN-4.

proteina recombinante indujo una buena proteccién
contra la encefalitis letal (86.6%, p<0.001).

Se obtuvo una respuesta de células T especifica
en los ratones inmunizados con E4rec. Los
esplenocitos de |os ratones inmunizados con E4rec
reconocieron el virus Dengue 4 sin reactividad
serotipo cruzada. Ademas se encontré una respues-
ta linfoproliferativa a E4rec en ratones inmuniza-
dos con el virus Dengue 4 o que sugiere la presen-
cia de epitopes inmunodominantes en la secuencia
de la proteina. Estos resultados demuestran la ca-
pacidad de la proteina analizada de inducir una res-
puesta de células T, atributo esencial para ser con-
siderado como un buen inmundgeno. En estaprimera
parte del estudio se demostré que la proteina ex-
presada en Pichia pastoris fue capaz de inducir
niveles de proteccion similares a los encontrados
para otras proteinas recombinantes [9] y especifi-
camente, la produccion de anticuerpos neutralizan-
tes, respuestalinfoproliferativa especificade células
T y proteccién después del reto. Este trabajo
constituye el primer estudio cientifico en el cua se
evallan los niveles de proteccion después del reto
con €l virus salvaje y la respuesta de células T en
ratones inmunizados con una proteina recombinante
expresada en Pichia pastoris. Nuestros resultados
sugieren que este sistema puede ser considerado

Tabla 1. Inmunizacién de ratones BalbC con E4rec

Suero ELISA IH NT(D4)
2 32000 1/5 +
3 256000 1/10 +
4 256000 - +
5 128000 - +
6 64000 - -
7 64000 - +
8 4000 - +
10 256000 1/20 -
21 256000 1/20 +
22 256000 1/20 -

Proteccién en ratones
E4rec 13/15 (86.6%) p<0.001
Control 0/15 (0%)
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como alternativo para el desarrollo de proteinas re-
combinantes de Dengue.

En el estudio en monos (Macaca fascicularis) todos
los animales inmunizados desarrollaron titulos de an-
ticuerpos 1gG mayores que los controles los dias 6, 8
y 10 (p< 0.05al dia6y 10 paralatécnicade ELISA 'y
al dia 10 para [HA).

La tabla 2 muestra los titulos de anticuerpos
neutralizantes y titulos promedio geométricos los
dias O y 30 después del reto con € virus salvaje los
monos inmunizados con E4rec mostraron el mayor
titulo de anticuerpos neutralizantes (p<0.05) con un
rango de 1/85 a 1/640 el dia 30. Un mono mostré un
incremento del titulo de 2.8 veces mientras que los
restantes mostraron un incremento de 7.3 y 21.3
Veces, respectivamente.

La eficacia de proteccién de la proteina E4rec se
evalu6 empleando la técnica de RCP y aislamiento.
En este caso no se obtuvo ningun aislamiento en cul-
tivo celular a pesar de realizarse tres pases ciegos en
la linea celular C6/36-HT por lo cual se asume la
deteccion del acido nucleico viral como representati-
vadelaviremia. Un animal inmunizado fue comple-
tamente protegido de la viremia, mientras que los
otros dos animal es restantes fueron parcial mente pro-
tegidos. Los monos inmunizados con la levadura
control desarrollaron viremia que fue detectada por
latécnicade RCP. Lamediade duracion delaviremia
fue de 9.33 dias para los animales controles y de 4
dias para los animales inmunizados. Ningan animal
desarroll6 signos de enfermedad.

Para concluir este acépite podemos decir que fue
evaluada la eficacia de la proteina E4rec en monos, lo
cual constituye el primer reporte que extiende la
evaluacion de una proteina recombinante expresada en
Pichia pastoris de ratones a monos. La proteina fue
inmunogénica en monos fascicularis protegiendo
completamente uno de los tres animales inmunizados
y reduciendo el tiempo de la viremia en otros. Los
animalesinmunizados mostraron respuesta anamnésica
de anticuerpos después del reto con el virus salvaje
indicando e éxito de la inmunizacion con la proteina
recombinante. Aunque los anticuerpos neutralizantes
fueron testados solo los dias 0 y 30 después dd reto,
la rdpida amplificacién de los anticuerpos observada
en los animales inmunizados después del reto y las
caracteristicas del ELISA indican una respuesta
anamnésicay ademés la funcionalidad de los anticuer-
pos. Aparentemente E4rec no fue capaz de proteger
completamente a todos los animales vacunados, algu-
nos factores o combinacion de ellos tales como las
diferencias conformacionales entre unaproteinarecom-
binante y la proteina nativa. La presentacion del
antigeno o € esguema de inmunizacion aplicado pu-
dieran influir en este hallazgo a pesar de la buena pro-
teccién obtenida anteriormente en ratones inmuniza-
dos con Edrec. Se ha demostrado que los anticuerpos
neutralizantes son importantes para la proteccion con-
tra la infeccion por el virus del dengue, similar alo
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Tabla 2. Titulos de los anticuerpos neutralizantes en
monos inmunizados a los dias 0 y 30 después del reto
con virus Dengue 4

0 30 TPG
D1 30 640
E4rec D2 30 85 228
D 30 220
D8 0 45
Control D9 0 20 43
D10 0 92

» Un animal mostré un incremento de 2.8 veces en el titulo de
Acs Nt

» Los otros un incremento de 7.3 y 21.3 veces
Dia 30
p<0.05

reportado por otros autores, la presencia de los anti-
cuerpos neutralizantes en nuestro caso no se
correlaciond con la proteccion a la viremia , todos los
animales inmunizados tenian & mismo titulo de anti-
cuerpos neutralizantes (1/30) en e momento del reto
sin embargo no se protegieron de manera uniforme pro-
bablemente porque la respuesta humoral y celular ob-
tenida no fue suficiente a pesar del rdpido incremento
de anticuerpos observado después del reto [10-12].

Este trabajo constituye el primer reporte cientifi-
co del estudio en monos de inmunogenicidad de una
proteina recombinante del virus Dengue expresada en
Pichia pastoris. Hasta el presente no ha sido reporta-
do en laliteratura cientifica un estudio completo de la
respuesta inmune humoral y celular en ratones y es-
tudio de proteccién en monos empleando una protei-
na recombinante de dengue expresada en Pichia
pastoris lo cual reflgjala novedad cientificadel traba-
jO ya que aporta interesantes datos que seran de gran
utilidad futuray deben tenerse en cuenta para el desa-
rrollo de nuevas estrategias en |la obtencion de una
vacuna contra la enfermedad.

Conclusiones

-La proteina recombinante fue expresada en €l sis-
tema Pichia pastoris, €l tratamiento con endoglicosi-
dasas mostrd que la proteina fue modificada por la
adicién de cadenas cortas de manosa y ausencia de
hiperglicosilacién.

-Edrec fue inmunogénica cuando se administré a
ratones BALB/c, induciendo anticuerpos neutralizan-
tes y una respuesta de células T especifica.

-Los ratones fueron protegidos frente al reto con
virus Dengue 4 (86.6%, p<0,001).

-Edrec fue igualmente inmunogénicaal ser adminis-
trada en monos. Un animal fue protegido totalmente y
dos parcialmente protegidos (reduccion de viremia).

-Los animales vacunados mostraron respuesta
anamnésica después del reto.

-El animal protegido totalmente desarroll4 los nive-
les més bajos de anticuerpos después del reto. El
animal con laviremia mayor desarroll6 los titulos més
elevados de anticuerpos Nt (tanto IgM como 1gG).

Biotecnologia Aplicada 2004; Vol.21, No.3

10. MenR, WyattL, Tokimatsu |, Arakaki S,
Shameem G, Elkins R, Chanock R, Moss B,
Lai CJ. Immunization of rhesus monkeys
with a recombinant of modified vaccinia
virus Ankara expressing a truncated
envelope glycoprotein of dengue type 2
virus induced resistance to dengue type
2 virus challenge. Vaccine, 2000;18:
3113-22

11. Kochel TJ, Raviprakash K, Hayes CG,
Watts DM, Russell KL, Gonzalo AS,
Phillips IA, Ewing DF, Murphy GS, Porter KR.
A dengue serotype-1 DNA vaccine
induces virus neutralizing antibodies
and provides pretection from viral
challenge in Aotus monkeys. Vaccine 18,
2000:3166-73.

12. Scott RM, Nisalak A, Eckels KH,
Tingpalapong M, Harrison VR, Gould DJ,
Chapple FE, Russell PK. Dengue-2 vaccine:
viremia and immune responses in rhesus
monkeys. Infect Immun, 1980;27:181-6



	BIOTECNOLOGÍA APLICADA Vol21 No3
	TABLA DE CONTENIDO
	ARTÍCULOS DE REVISIÓN
	Generación de ganado transgénico mediante transferencia nuclear de células somáticas

	ARTÍCULOS DE INVESTIGACIÓN
	Asociación de la dihidrolipoamida deshidrogenasa (proteína P64k) a la membrana de Neisseria meningitidis
	Determinación del potencial irritante de un candidato vacunal que combina el antígeno de superficie del virus de la Hepatitis B con el antígeno de la nucleocápsida
	Estudio comparativo de la capacidad inmunogénica y protectogénica en hamsters de variantes de vacuna adsorbida y no adsorbida, contra la leptospirosis
	Estimación de la masa molecular del complejo formado por la proteína unidora de transferrina B, cepa CV385 y la tranferrina humana utilizando la cromatografía de gel de filtración y la dispersión dinámica de la luz

	REPORTES
	Vigésima Séptima  Conferencia Anual sobre Trauma
	Premios de la Academia de Ciencias de Cuba 2003
	Obtención de un reactivo monoclonal hemoclasificador Anti-A para el sistema de grupos sanguíneos ABO
	Estudio ecofisiológico de semillas de interés agroforestal
	Potencialidad inmunogénica de la proteína de la envoltura del virus Dengue 4 expresada por vía recombinante en Pichia pastoris


	ENFOQUE
	Los sistemas legales de protección de la propiedad intelectual en la nueva biotecnología

	PRÓXIMOS EVENTOS
	INSTRUCCIONES A LOS AUTORES

	TABLE OF CONTENS
	REVIEW ARTICLES
	Generation of transgenic livestock by somatic cell nuclear transfer

	RESEARCH ARTICLES
	Association of the P64k dihydrolipoamide dehydrogenase to the Neisseria meningitidis membrana
	Irritant potential of a nasal vaccine candidate, which combines Hepatitis B surface antigen and Hepatitis B core antigen
	Comparative study of the immunogenicity and protective capacity of adsorbed and non adsorbed vaccines against Leptospirosis in hamsters
	Estimating molecular mass of the complex formed by the B transferrin binding protein (TbpB, Strain CU385) from Neisseria meningitidis and human transferrin using gel filtration chromatography and dynamic light scattering

	REPORTS
	Twenty-Seventh Annual Conference on Shock�June 5-8, 2004�Halifax, Nova Scotia, Canada
	Awards of The Academy of Sciences of Cuba 2003
	Obtention of an Anti-A haemoclassifying monoclonal reagent for the ABO blood groups system
	Ecophysiological study of target agro-forestry seeds
	Immunogenic potencial of the envelope protein of Dengue 4 virus expressed via recombinant in Pichia pastoris


	FOCUS
	The legal protection system of the intellectual property in the new biotechnology

	FUTURE EVENTS
	INSTRUCTIONS TO AUTHORS





