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RESUMEN   

 

 

RESUMEN  

 

La búsqueda de un inmunógeno capaz de inducir tanto una respuesta humoral como celular 

para el desarrollo de una vacuna y el diseño de drogas antivirales es una prioridad para 

combatir la Fiebre de Dengue, enfermedad trasmitida por artrópodos, que causa la mayor 

mortalidad y morbilidad en áreas tropicales y subtropicales. La proteína NS3 del virus dengue 

es multi-enzimática, y se considera como una diana inmunodominante de células T citotóxicas, 

mecanismo efector de la respuesta inmune antiviral. Por consiguiente, el presente trabajo tuvo 

como objetivo obtener por vía recombinante la proteína NS3 del DENV-2 en forma soluble y de 

esta forma garantizar el 80% de la actividad biológica de la misma. Para este estudio se realizó 

el clonaje del gen completo de la proteína NS3 del DENV-2 en el vector de expresión pET-21d y 

se evaluó la capacidad de la cepa de E. coli BL21(DE3) para expresar la proteína recombinante 

de forma íntegra y soluble, comparando diferentes condiciones y parámetros que influyen en la 

expresión y obtención eficiente de la NS3. La presencia de la proteína en todos los procesos se 

detectó por SDS-PAGE e Inmunotransferencia empleando distintos anticuerpos monoclonales y 

policlonales. Como resultado de este estudio se logró la mejor expresión de la proteína NS3 en 

la cepa de E. coli BL21(DE3) a una temperatura de 22°C, con una concentración de IPTG de 

0.5mM y durante un tiempo de inducción de 22 horas. La proteína NS3 se detectó en la fracción 

soluble tras la ruptura celular eficiente por sonicación, empleando en el tampón lisis Tritón X-

100 al 0.1%, lo cual favoreció un mayor grado de solubilidad. El reconocimiento de la proteína 

NS3 soluble por los anticuerpos policlonales y especialmente por el anticuerpo monoclonal 

sugiere que la proteína está en una conformación adecuada para su actividad biológica.  
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1 INTRODUCCIÓN  

 

En las últimas décadas, el Dengue se ha convertido en la enfermedad más importante 

trasmitida por artrópodos. Reportes recientes de la Organización Mundial de la Salud (-siglas-  

OMS) recogen un incremento dramático y paulatino, en términos de morbilidad y mortalidad, de 

los casos de Dengue notificados por los distintos países que sufren esta enfermedad. 

Anualmente se estiman entre 50 y 100 millones de infecciones por Fiebre Dengue (-siglas- FD)  

y aproximadamente, más de 250 mil casos de Fiebre Hemorrágica del Dengue/Síndrome de 

Choque por Dengue (-siglas- FHD/SCD), siendo las regiones más afectadas el Sudeste 

Asiático, el Pacífico Oeste y Las Américas (1). En los últimos cinco años, América Latina ha 

experimentado un aumento inusitado de casos de Dengue y Dengue grave. En Cuba se han 

registrado 5 epidemias de dengue durante las últimas 4 décadas (2-4). 

La FD y su forma más severa FHD/SCD, es causada por los 4 serotipos de los virus del 

complejo Dengue (DENV -del inglés- Dengue viruses, DENV-1, DENV-2, DENV-3 y DENV-4) 

pertenecientes a la Familia Flaviviridae (5). Estos virus comparten el 70% de similitud en 

secuencia aminoacídica y aproximadamente el 50% con otros Flavivirus (6). Los viriones 

maduros consiste en una nucleocápside (C) que protege al genoma viral y una bicapa lipídica 

que proviene de la célula huesped (7, 8). El genoma viral es un ARN cadena positiva que es 

traducido como una larga poliproteína procesada co- y post- traduccionalmente por proteasas 

celulares y una proteasa viral, dando lugar a la formación de 10 productos proteicos: C-prM-E-

NS1-NS2A-NS3-NS4A-NS4B-NS5, siendo las tres primeras proteínas estructurales y las 

restantes proteínas no estructurales (9). La proteína NS3 es la segunda proteína de mayor talla 

(68 a 70 kDa) con 610 aminoácidos y también la más conservada entre los Flavivirus. Es una 

proteína multifuncional, que hacia el extremo N-terminal se ubica el dominio proteasa mientras 

que hacia el extremo C-terminal posee otras dos actividades ARN helicasa/NTPasa (10-14). La 

proteína NS3 media el corte de varias proteínas virales maduras. En su actividad helicasa 

pudiera ayudar en el desenrrollamiento del ARN durante la replicación. También pudiera 

eliminar estructuras secundarias involucradas en el reconocimiento del molde o en el inicio de la 

replicación, para lo cual se  requiere energía proveniente de su actividad ATPasa (15, 16).  

La proteína NS3, con importantes funciones catalíticas, es la mayor fuente de epítopos de 

células T, estimulando la respuesta de tipo CD4+ y CD8+; produce altos niveles de IFN-γ, TNF-α 

y β, además de quimoquinas y proteínas inhibitorias  α de macrófagos (17-19). Por la evidente 

importancia de la proteína NS3 en el ciclo replicativo del DENV, y su implicación en múltiples 

funciones catalíticas y destacadas características inmunogénicas, numerosas investigaciones 
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han sido encaminadas a su obtención por vía recombinante empleando diversos sistemas de 

expresión. Estudios experimentales inmunizando modelos animales han permitido discernir que 

la proteína NS3 recombinante puede ser consideradas como una diana inmunodominante de 

las células T citotóxicas, mecanismo efector de la respuesta inmune antiviral (20, 21). Además, 

los análisis de caracterización molecular han identificado a la proteína NS3 del DENV como una 

diana de gran importancia para el diseño de drogas antivirales (22).  

Entre los sistemas de expresión más utilizados se encuentra la bacteria Escherichia coli (-

siglas- E. coli), a partir de la cual se han desarrollado cepas capaces de expresar proteínas 

recombinantes con elevado rendimiento. (23). En este sentido estudios previos desarrollados 

por el grupo de Vacuna Dengue del IPK condujeron a la obtención de la proteína NS3 por vía 

recombinante en E. coli, en condiciones de insolubilidad, lo que conllevó a emplear métodos 

para la renaturalización de la proteína (24). Estudios de caracterización funcional realizados a 

dicha proteína demuestran que la proteína NS3 presenta actividad proteasa pero no actividad 

helicasa ni ATPasa, lo que sugiere una inadecuada conformación de la proteína tras el proceso 

de renaturalización. Las estrategias encaminadas a obtener la proteína NS3 en forma soluble 

garantizan un 80% de su actividad biológica y permiten diseñar nuevos estudios de 

caracterización de estructura-función. Por tal motivo el equipo de investigadores se propone la 

obtención de la proteína NS3 del DENV-2, empleando un vector, células de E. coli y 

condiciones más eficientes para la expresión de la proteína recombinante soluble. En este 

trabajo se presenta la estrategia de clonaje del gen ns3 del DENV-2 en el vector pET21d y el 

estudio de expresión en la cepa de E. coli BL21(DE3) de la proteína NS3, bajo condiciones 

óptimas de ruptura y solubilidad para la proteína NS3.    
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2 OBJETIVOS  

 

General  
 

Obtener por vía recombinante la proteína NS3 del DENV-2 soluble en células de Escherichia 

coli BL21(DE3). 

 

Específicos 

 

1. Obtener el plásmido recombinante que contiene el gen ns3 del DENV-2 (pET-21d-ns3) 

para la expresión de la proteína NS3 en las células BL21(DE3). 

2. Determinar los parámetros que influyen en la expresión de la proteína recombinante NS3 

del DENV-2 en la cepa BL21(DE3). 

3. Optimizar las condiciones de ruptura para la obtención de la proteína NS3 recombinante 

en forma  soluble. 
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3 REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA 

3.1 La enfermedad del Dengue  

La FD y el Dengue grave representan en la actualidad la mayor problemática de salud pública 

en el mundo dentro de las Arbovirosis (25). Anualmente se estiman 50 millones de infecciones 

por Dengue, y aproximadamente 2.5 mil millones de personas viven en países con transmisión  

endémica de Dengue (1). En los últimos años, la magnitud y trascendencia mundial del Dengue 

y el Dengue grave han aumentado, debido a la expansión geográfica de los DENV y de su 

principal vector convirtiendo este último a las personas infectadas en portadores y potenciales 

multiplicadores del virus. 

Esta enfermedad causada por los 4 serotipos DENV (5), tiene un amplio espectro de 

presentaciones clínicas, con evolución impredecible. La mayoría de los pacientes se recuperan 

después de un curso clínico benigno y de resolución espontanea, una pequeña proporción 

progresa a una enfermedad grave, caracterizada principalmente por aumento de la 

permeabilidad vascular, con hemorragia o sin ella. Es una enfermedad única manifestada en 

cada individuo en dependencia de determinados factores de riesgo, entre los que se encuentran 

factores relacionados con el virus, factores genéticos del individuo y factores socio-

epidemiológicos (26, 27). En cuanto a la presentación del cuadro clínico grave de la 

enfermedad, además de los factores anteriormente señalados, se han descrito como factores 

de riesgo, la presencia de anticuerpos pre-existentes ante la infección secundaria con un 

serotipo diferente al anterior, el asma bronquial, anemia de células falciformes, diabetes mellitus 

y la raza (28). 

Una serie de parámetros clínicos, de laboratorio o ambos, definen entre el Dengue y el Dengue 

grave. El primero se divide en dos subgrupos: Dengue sin signos de alarma y Dengue con 

signos de alarma (ver Figura 1), así se sugiere decidir dónde y cuan intensivamente se debe 

observar y tratar al paciente, así como, notificar casos más acorde con el sistema de vigilancia 

epidemiológica nacional e internacional (1). 
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Figura 1. Clasificación de casos Dengue según nivel de gravedad. Este modelo está a prueba en 18 
países y sujeto a modificación por la OMS (29). 
 

3.2 Epidemiología  

En los últimos años, la magnitud y trascendencia mundial del Dengue y el Dengue grave han 

aumentado, debido a la expansión geográfica de los DENV y de su principal vector, como 

resultado de los cambios demográficos y sociales al nivel mundial. A pesar de la dramática 

emergencia de esta entidad, existen escasas estimaciones económicas de su impacto tanto 

para situaciones epidémicas como endémicas. 

Además del impacto humano, social y sanitario de esta entidad, el impacto económico no es 

despreciable. Los costos provocados por estos eventos resultan difíciles de precisar por la 

cantidad de personas, instituciones y recursos que intervienen en este proceso; así como la 

diversidad de acciones que se desarrollan para su control sin contar el sub-registro que existe 

en la mayoría de las áreas endémicas  

El DENV es transmitido por el mosquito de más rápida propagación en el mundo el Aedes 

(Stegomyia), principalmente Ae. aegypti, pero también Ae. albopictus y por algunos vectores 

endémicos como Ae. polynesiensis en la polinesia francesa (30). El mosquito hembra (vector) 

se infecta de por vida, al picar al humano en etapa de viremia, la cual dura en promedio cinco 
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días. En el mosquito la replicación viral ocurre entre ocho a 12 días (periodo de incubación 

extrínseco), después puede infectar a otros humanos al momento de alimentarse (31, 32).  

En los últimos 50 años, la incidencia del DENV ha aumentado 30 veces con la creciente 

expansión geográfica del vector hacia nuevos países, así como, el aumento de la resistencia a 

insecticidas. En la década actual el vector circula de áreas urbanas a rurales como 

consecuencia de la urbanización (32, 33).  

Los viajeros tienen una participación esencial en la epidemiología mundial de las infecciones 

por DENV, ya que aquellos con viremia pueden transportar los serotipos y cepas hacia áreas 

con mosquitos que pueden transmitir la infección; aumentando la circulación simultanea de 

varios serotipos y la forma severa de la enfermedad (28, 34, 35). 

Originalmente el DENV, se dispersó del sudeste asiático a otros continentes, incluyendo 

América (36). Las regiones de Asia Suroriental y Pacífico Occidental aportan el 75% de la carga 

mundial de la enfermedad, contribuyendo a la creciente amenaza del DENV, el cual se está 

propagando a nuevas áreas geográficas y causando elevada mortalidad durante la primera fase 

de los brotes (1). 

La resolución WHA55.17 de la Asamblea Mundial de la Salud de 2002 instó a un mayor 

compromiso con el Dengue por parte de los Estados Miembro de la OMS; en especial a la 

revisión del Reglamento Sanitario Internacional que incluye el Dengue como ejemplo de una 

enfermedad que puede constituir una emergencia de salud pública de interés mundial. El plan 

estratégico está dirigido a ayudar a los países a revertir la creciente tendencia del Dengue, 

mejorando su preparación para detectar, caracterizar y contener rápidamente los brotes, y así 

detener la propagación hacia nuevas áreas (1). 

La región de las Américas aumentó el número de casos de Dengue y Dengue grave, sólo el 

2010 reportó 1,574,028 de casos Dengue. El número de casos de FHD en el mismo período fue 

de 36,688. El número total de muertes por Dengue fue de 843 con una tasa de letalidad por la 

forma hemorrágica de 2.30%. La circulación de los cuatro serotipos del DENV se mantiene en la 

región agravando la situación epidemiológica (1, 37, 38). 

La mayor incidencia correspondió a Brasil, país que ha llegado a contribuir con más de la mitad 

de lo notificado cada año, seguido en orden de frecuencia por Colombia, Venezuela, Honduras 

y México. En la actualidad México presenta variaciones anuales en su incidencia y brotes 

epidémicos de diferentes magnitudes, en particular en los estados de la región sur-sureste y 

costas del Océano Pacifico y Golfo de México, con eventos epidemiológicos más esporádicos 

en los estados del centro y norte del país. El comportamiento de la transmisión denota 

aumentos anuales progresivos, con repuntes en el segundo semestre de cada año. La OPS (-
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Siglas- Organización Panamericana de la Salud) reportó hasta el 31 de octubre del 2012, el 

número de 32,445 casos confirmados por el laboratorio. 

El  Caribe en el 2010 notificó 130,735 casos de Dengue, 2,107 casos de Dengue Severo y 32 

muertes con una tasa de letalidad de 5.75. Los países con el mayor número de casos de 

Dengue en el Caribe latino fueron Cuba, Puerto Rico y República Dominicana.  

En el caso de Cuba, una epidemia de fiebre de dengue, por DENV-1, afectó en 1977 a casi la 

mitad de la población en ese momento (2). Cuatro años más tarde se produjo la primera 

epidemia de dengue hemorrágico en la región, causada por el DENV-2 y con más de 10,000 

casos graves y 158 fallecidos. (3). En 1997, se reporta una epidemia de dengue con un número 

de casos de 2,946 de ellos 205 casos hemorrágicos y 12 fallecidos en el municipio de Santiago 

de Cuba (4). Después de un intenso trabajo de control, se elimina la transmisión en pocos 

meses. En 2001-02, se reporta una epidemia causada por DENV-3 principalmente en Ciudad de 

La Habana con más de 12,000 casos y 79 casos graves y tres fallecidos. A partir de 2005, se 

han reportado pequeñas transmisiones en diferentes áreas que han sido localmente controladas 

y eliminadas. Particularmente en el 2006 ocurrió un brote de Dengue que afectó varias 

provincias del país incluyendo la capital (1). 

El impacto humano, social y sanitario provocado por eventos del Dengue se refleja en pérdidas 

económicas que resultan difíciles de precisar por la cantidad de personas, instituciones y 

recursos que intervienen en este proceso; así como la diversidad de acciones que se 

desarrollan para su control sin contar el sub-registro que existe en la mayoría de las áreas 

endémicas. Tailandia en 1980 estimó el costo de la epidemia de dengue grave en alrededor de 

6,800,000 dólares, sólo por concepto de hospitalización y control del vector. En 1981 la 

epidemia de DH en Cuba, la primera de este tipo en la región de las Américas, con un costo de 

103,151,543 dólares, de estos el 41.7% por concepto de lucha antivectorial, 37.6% por 

hospitalización, 5.6 % por pago de seguridad social y 13.9% por valores dejados de producir. En 

1995, los costos en las actividades de control del Dengue en las Américas fue de 199,824,798 

dólares; los países con mayores costos fueron Brasil con 150,000,000 dólares y Cuba con 

20,884,658 dólares. Estas cifras demuestran que es necesario invertir en programas de control 

que logren revertir fenómenos epidémicos, donde los gastos del país afectado son infinitamente 

superiores; además de evitar el sufrimiento y la pérdida de vidas humanas. 
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3.3 Virus Dengue 

3.3.1 Diagnóstico  

La mayoría de los laboratorios de diagnóstico emplean el cultivo celular y los método 

serológicos para la identificación del DENV (39). Los estudios serológicos son los más 

empleados para el diagnóstico del dengue (40). Cinco técnicas serológicas básicas se emplean 

para el diagnóstico de la infección por dengue: la Inhibición de la Hemaglutinación (-siglas- IH), 

que ha sido usada para clasificar infección por virus dengue en primaria o secundaria (40, 41); 

la Fijación del Complemento (42), la cual no ha sido muy utilizada y en la actualidad 

prácticamente no se emplea debido a que es la más difícil de realizar y requiere de un personal 

altamente entrenado; la Neutralización, es una prueba muy sensible y específica para la 

detección de anticuerpos contra los virus dengue siendo su protocolo más usado la 

neutralización por reducción del número de placas (43, 44); y los Ensayos inmunoenzimáticos 

(ELISA -del inglés- Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) para detectar anticuerpos IgM e IgG 

y el antígeno viral NS1 (45, 46). La Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR -del inglés- 

Polymerase Chain Reaction) ha sido empleada para el diagnóstico del virus dengue, en la 

vigilancia epidemiológica y para estudios de epidemiologia molecular, en sus distintas variantes 

(47, 48). Estas técnicas también constituyen una herramienta en los ensayos de vacunas y 

medicamentos contra el Dengue. 

3.3.2 Características y propiedades  

La familia Flaviviridae está compuesta por tres géneros Flavivirus, Pestivirus y Hepacivirus. El 

género Flavivirus cuenta con más de 70 virus. Los de mayor importancia son el Virus de la 

Fiebre Amarilla (-siglas- VFA), el Virus de la Encefalitis Japonesa (-siglas- VEJ), el Virus de la 

Encefalitis por Garrapata (-siglas- VEG), el Virus del Nilo Occidental (-siglas- VNO) y los Virus 

del Dengue (49).  

Los Flavivirus poseen morfología y estructura genómica similares y todos comparten 

determinantes antigénicos, lo cual dificulta su identificación por técnicas serológicas. La relación 

de los DENV con otros Flavivirus fue demostrada por Sabin y cols., (50). Henchal y cols., en 

1988, definió la glucoproteína de membrana como un antígeno compartido por todos los 

Flavivirus. Los cuatro serotipos del DENV comparten el 70% de similitud en secuencia 

aminoacídica y aproximadamente el 50% con otros Flavivirus (51, 52). Los viriones maduros 

son esféricos, de un diámetro aproximado entre 40 a 60 nanómetros (-siglas- nm), poseen una 

densidad de 1.23 g/cm3 y un coeficiente de sedimentación de 210s (7). La partícula viral 
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consiste en una nucleocápside (-sigla- C) icosaédrica de aproximadamente 30nm de diámetro, 

rodeada por una bicapa lipídica de 30nm de espesor que proviene de la célula hospedera (8). 

La bicapa lipídica protege a la C (ver Figura 2), ya que esta última es permeable a nucleasas 

capaces de degradar el genoma viral. Uno de los dominios de la proteína de envoltura (-sigla- 

E) y de la proteína de membrana (-sigla- M) interactúan con la bicapa lipídica quedando 

embebidas en ella (53, 54). Estos virus son estables a temperaturas de -70oC y en estado de 

liofilización a 5oC. Son inestables al ser sometidos al calor y se inactivan bajo la acción de la luz 

UV (55, 56). 

 

Figura 2. Estructura del DENV. a) Microscopia crioelectrónica, estructura tridimensional de la 
organización de proteínas estructurales en base a su densidad radial, proteínas M/E en  azul, bicapa 
lipídica en verde, la nucleocápside en anaranjado y rojo. b) Microscopia electrónica, virion inmaduro, 
heterodímero, proteínas pre-membrana PrM/E embebidas en la bicapa lipídica y nucleocápside 
icosaédrica. c) Cristalografía de rayos X, pseudoestructura atómica, virión inmaduro proteínas de prM/E 
en morado, unidad de icosaedro asimétrico, triángulo negro; así como, estructura del virión maduro, en 
blanco (57, 58).  
 

Dentro de la nucleocápside se encuentra el genoma viral compuesto por ARN de cadena simple 

y polaridad positiva (58). El ARN genómico tiene una longitud de 11,000 nucleótidos (11kb)  y 

un único marco abierto de lectura (ORF -del inglés- Open Reading frame) que codifica para una 

poliproteína de 3,400 aminoácidos (-siglas- aa) (49, 59, 60). Las regiones no codificantes 5’ y  3’ 

conservadas (NCR -del inglés- Non Coding Regions) tienen una longitud aproximada de entre 

100 y 800 nucleótidos, respectivamente. Estas regiones no codificantes contienen elementos 

del ARN que son esenciales para que la replicación y la traducción se lleven a cabo 

eficientemente (61). El extremo 5’ posee una guanina metilada o  casquete “Cap” (-del inglés- 

Cap) y una secuencia que lo une al ribosoma (IRES -del inglés- Internal Ribosome Entry Site), 

pero no posee cola de poli (A) en el extremo 3’ (5, 62). La poliproteína es procesada co- y post-

traduccionalmente por enzimas celulares y proteasas virales para producir 10 proteínas 

maduras (ver Figura 3) (9).   

a) b) c) 
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Figura 3. Organización lineal del genoma, que codifica para la poliproteína, escindida en proteínas 
estructurales y no estructurales (representación conformacional obtenida a partir de NMR (NMR -del 
inglés- Nuclear Magnetic Resonance) y difracción por rayos X, así como las secuencias no codificantes 

5’, 3’ y Cap. La secuencia codificante para la proteína NS3 (diagrama lineal más pequeño) abarca de 
4,520 a 6,375 bases, del aa 1 al 170 y del 171 al 618 corresponden a los dominios proteasa/helicasa 
respectivamente (49, 63, 64). 
 

Las proteínas C, M y E están ubicadas en la posición amino terminal de la poliproteína y forman 

la estructura de la partícula viral. Las proteínas no estructurales (-siglas- NS), en la región 

carboxilo terminal (-siglas- C-terminal), comprenden tres cuartas partes de la poliproteína, y 

participan en la replicación y expresión del genoma viral. Además, participan en el ensamblaje 

de la partícula viral, liberación y evasión de la respuesta inmune del hospedero, entre otras 

funciones (64-66).  

La proteína C (también referida como  proteína del core) tiene un peso molecular de 11 

kiloDalton (-siglas- kDa), es la proteína estructural menos conservada entre los flavivirus y tiene 

un alto contenido de aminoácidos cargados positivamente como arginina y lisina. Esta alta 

proporción de aminoácidos puede estar involucrada en la unión al ARN viral (67, 68). La 

secuencia peptídica posee un dominio hidrofóbico “interno” (conservado entre los flavivirus) que 

juega un papel central durante el ensamblaje, y media la interacción con la membrana durante 

la liberación del virión (68, 69). 

La proteína M en viriones inmaduros se presenta como prM, tiene un peso molecular de 19 a 

23kDa, es una proteína glucosilada y contiene seis residuos de cisteína que forman tres 

puentes disulfuros (70). En virus maduro se elimina la porción amino-terminal (-siglas- N-

terminal) del péptido soluble pr y se obtiene la proteína M (8kDa) la cual no está glucosilada ni 

presenta puentes disulfuros en su estructura (71). Esta proteína forma un heterodímero con la 

proteína E (72). La proteína M tiene un importante papel en la inducción de la amplificación 

mediada por anticuerpos, fenómeno muy importante en la inmunopatogénesis de la FHD (73). 

La proteína E tiene un peso molecular de 51 a 60kDa y es la más conservada de las proteínas 
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estructurales. Se encuentra glucosilada en la mayoría de los virus de esta familia (54). Presenta 

tres dominios involucrados en la unión a los receptores, la fusión a las membranas celulares y el 

ensamblaje de los viriones. Además, es el principal determinante antigénico (74, 75). La 

proteína E juega un papel primordial en la inducción de anticuerpos neutralizantes e 

inmunoamplificadores (76). También presenta epítopos de células T, importantes en la 

inmunidad y etiopatogenia (77). La interacción E-prM sirve para proteger a la proteína E de la 

inactivación irreversible dada por cambios conformacionales prematuros en el medio ácido de 

las vesículas de transporte hacia la membrana citoplasmática (78, 79). Así, el heterodímero E/M 

plegado correctamente y asociado a membrana interviene en el ensamblaje del virus (54, 80).  

La proteína NS1 (43 a 48kDa) es una glucoproteína no estructural que contiene 12 residuos de 

cisteína conservados en su estructura. Puede encontrarse asociada a la membrana plasmática 

en forma manométrica, sin interacciones covalentes o en el medio extracelular de forma 

multimérica y soluble (81, 82).  Aunque, su función no está descrita completamente se cree que 

está involucrada en la replicación del ARN (59, 83). Además, se ha sugerido que es importante 

en la maduración del virión, tal vez cooperando en la conservación de una conformación 

apropiada para la proteína E inmadura (84, 85). La proteína NS1 puede encontrarse en la 

superficie celular o en el medio extracelular, constituyendo un blanco de la respuesta inmune 

humoral, capaz de inducir la generación de anticuerpos, entre los que se encuentran 

anticuerpos que potencian la lisis de células infectadas mediada por el complemento (86, 87). 

Se ha demostrado que presenta epítopos de células T, también presenta reactividad cruzada 

con proteínas humanas, asociada con algunos efectos patológicos (88).  

La proteína NS3 con un peso molecular de 68 a 70kDa, es altamente conservada entre los 

Flavivirus. Se le reportan tres funciones en la replicación viral: el extremo amino-terminal posee 

actividad serinoproteasa y el C-terminal posee actividad ARN helicasa y NTPasa/RTPasa (51). 

La proteína NS3, es la mayor fuente de epítopos de células T CD4+ y CD8+. La reactividad de 

esta respuesta produce altos niveles de IFN-γ, TNF-α y β, además de quimoquinas y proteínas 

α inhibitorias  de macrófagos (17-19). 

Otra proteína altamente conservada es la NS5 (67% de identidad entre los cuatro serotipos 

DENV), es la de mayor talla, con un peso molecular de 104 a 106kDa. Es bifuncional, en el 

extremo N-terminal  presenta actividad metiltranferasa y en el extremo C-terminal actividad ARN 

polimerasa dependiente de ARN (89, 90). 

Las proteínas NS2A (18 a 22kDa), NS2B (13 a 15kDa), NS4A (16 a 16.4kDa) y NS4B (27 a 

28kDa) son pobremente conservadas. NS2A, NS4A/4B son proteínas integrales de membrana 

que  poseen perfiles de hidrofobicidad conservados entre los Flavivirus (91, 92). NS2A parece 

intervenir en el procesamiento del C-terminal de NS1, y en la replicación viral  mientras que 
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NS2B es requerida como cofactor para la actividad proteasa de la NS3, la NS4B parece 

participar con la NS3 en la replicación del ARN  (51, 93, 94).  

Las proteínas mencionadas anteriormente que conforman la partícula viral se sintetizan durante 

la infección por lo que constituyen dianas potenciales de la respuesta inmune del hospedero y 

actualmente las nuevas tecnologías se dirigen a dilucidar mejor sus funciones, así como la 

interrelación con las proteínas del hospedero (95).    

3.3.3 Ciclo replicativo  

La superficie del DENV está cubierta por 180 copias de las proteínas M y E, éstas forman las 

espículas del virión. El dominio III de la proteína E se une a los receptores de la superficie de 

las células huésped (células dendríticas de la piel, macrófagos, monocitos y linfocitos T y B, 

hepatocitos, neuronas y otras) (96-98), y permite la entrada del virus por endocitosis mediada 

por receptores. Las células dendríticas poseen los receptores primarios ICAM y CD14, mientras 

que el heparan sulfato y otros glucosaminoglicanos actúan como co-rreceptores de baja 

afinidad  para varios Flavivirus (99-101). Otro mecanismo descrito para la entrada del virus a la 

célula es por la formación de inmunocomplejos, el virión forma complejos con las 

inmunoglobulinas de tipo IgG, las que se unen a las células por sus receptores Fc (102). La 

acidificación del endosoma permite la trimerización irreversible de la proteína E, así el dominio II 

se fusiona con la membrana de la vesícula endosomal del hospedero. Como resultado se libera 

el ARN y C al citoplasma a partir de la disociación esta última (103). El ARN de sentido positivo 

se usa como molde para ser traducido en una única poliproteína por la maquinaria celular. 

Dicha poliproteína es procesada por proteasas virales (NS3pro) y celulares (signalasa y furina) 

generándose proteínas virales maduras (104). En general, la replicación del virus es catalizada 

por un complejo replicativo compuesto por NS5/NS3, que conjuntamente con otros factores 

virales y del hospedero, transcriben la cadena positiva del ARN genómico en una cadena 

complementaria de ARN de polaridad negativa, que sirve como molde intermediario para la 

producción de genomas de cadenas positivas (90, 105-107). Después de la replicación el 

genoma viral es encapsulado por las proteínas C y entonces se dirige al retículo 

endoplasmático donde la C es envuelta por la bicapa lipídica donde están embebidas las 

proteínas virales prM y E. Los viriones inmaduros, compuestos por el ARN genómico, el 

heterodímero prM-E y la proteína C son transportados a la superficie celular por exocitosis (108, 

109). Durante este proceso, son glucosiladas las proteínas prM, E y NS1. La liberación del virus 

puede ocurrir por fusión de las membranas de la vesícula exocítica que contiene al virus con la 

membrana citoplasmática o por efecto citopático a través de rupturas puntuales en la membrana 

celular (110-112). 

Los virus con genoma de ARN, están expuestos a la acumulación de mutaciones ocasionadas 
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por la ARN polimerasa, que resulta en la diversidad de genomas virales, llamados 

cuasiespecies, que pueden reflejar el proceso de selección natural. Las cuasiespecies juegan 

un papel fundamental en la progresión de la infección crónica de la enfermedad del virus de la 

Hepatis C y el Virus de la Inmunodeficiencia Humana (-siglas- VIH). Varios estudios demuestran 

la relevancia de las cuasiespecies en la evasión de la respuesta inmune por el DENV lo cual 

dificulta el desarrollo de vacunas y antivirales (113-115).  

3.3.4 Inmunopatogenia y Respuesta inmune  

Se ha reportado que el desarrollo de la FHD es específico de cada cepa y puede estar 

relacionada además con la secuencia aminoacídica específica de la proteína E (116-118). Las 

cepas virulentas de DEN-2 se unen a los monocitos y son internalizadas de la misma manera 

que las cepas no virulentas, con la diferencia de que las primeras son capaces de fusionarse 

con  la membrana lisosomal a un pH más básico. Se propuso por algunos autores que el 

dominio de fusión de la glucoproteína E puede ser el responsable de este fenómeno (119). 

Otros estudios sugieren que hay diferencias entre cepas del virus con respecto a su habilidad 

para unirse e infectar células diana así como su capacidad para generar una mayor progenie 

viral in vitro (120). 

El fenómeno de la amplificación dependiente de anticuerpos plantea que durante las infecciones 

secundarias, los anticuerpos desarrollados durante la infección primaria pueden reconocer de 

manera heterotípica al segundo serotipo infectante y formar complejos inmunes que faciliten la 

entrada del virus a las células susceptibles a través de los receptores celulares para Fc 

presentes en las células B, células dendríticas y monocitos-macrófagos, dianas de la infección 

por el DENV. El incremento de la replicación viral durante las infecciones secundarias 

heterotípicas desencadena procesos donde participa activamente el sistema monocito-

macrófago, que concluyen en el aumento de la permeabilidad vascular responsable de los 

síntomas severos de la enfermedad (121). El estudio de los eventos que ocurren después de la 

entrada del virus a las células, facilitada por los anticuerpos, mostró que esta vía de infección 

modifica los mecanismos antivirales intracelulares de la inmunidad innata y adaptativa. La 

infección mediada por los anticuerpos suprime la producción de IL-12 e INF-γ, lo que conduce a 

una respuesta de células T cooperadoras tipo 2 (Th2 -del inglés- T helper 2), descrita en los 

pacientes con FHD (122). 

Los estudios seroepidemiológicos en Cuba y Tailandia apoyan de manera firme la participación 

de la infección heterotípica secundaria como un factor de riesgo para Dengue grave, aunque se 

han informado algunos casos graves asociados con la infección primaria (123). El intervalo de 

tiempo y la secuencia viral entre las infecciones también pueden ser de importancia. Cuba 

reportó una elevada tasa de letalidad por DENV-2 posterior a una infección por DENV-1 en un 
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intervalo de 20 años, comparado con un intervalo de cuatro años (27, 124). El Dengue grave 

también se observa regularmente durante la infección primaria de lactantes cuyas madres son 

inmunes al DENV. La amplificación dependiente de anticuerpos se ha considerado 

hipotéticamente como un mecanismo para explicar el Dengue grave en el curso de una 

infección secundaria y en lactantes con infecciones primarias (125).  

La respuesta inmune celular tiene un papel importante para el desarrollo de la enfermedad 

severa, las células T de memoria activadas reconocen epítopos peptídicos alterados que 

parecen estar involucrados en la extravasación del plasma, esto sugiere que la exposición de 

epítopos virales en la superficie de células infectadas conlleva a la producción de células T y de 

citoquinas proinflamatorias que tienen un efecto directo en las células del endotelio vascular 

resultando en la  extravasación de plasma (17). La línea celular de endotelio pulmonar humano 

(HPMEC-ST1.6R) infectada con los cuatro serotipos del DENV expresa el factor de crecimiento 

de endotelio vascular, involucrado en la extravasación de plasma (126). 

La respuesta inmune innata, al parecer, tiene un importante papel protector durante la infección 

con el virus del Dengue, uno de los componentes fundamentales de este tipo de respuesta son 

los Interferones (-siglas - INFs) α, β y γ (127). Se ha demostrado que, in vitro, los INFs son 

capaces de inhibir la infección (128). Entre las fuentes principales de estos mediadores, se 

encuentran las células asesinas narurales (NK -del inglés- Natural Killers) altamente 

productoras de IFNγ. Los macrófagos, además, constituyen una fuente principal de los IFNs α/β 

y una vez en el sitio de la inflamación, inducen la proliferación de las células NK, citólisis de 

células infectadas mediada por dichas células asesinas y secreción de quimoquinas (129). 

Los anticuerpos neutralizantes son considerados como el mecanismo protector más importante 

contra la infección por DENV (130). La presencia de anticuerpos neutralizantes por más de 

cuatro décadas después de un episodio infeccioso sugiere el desarrollo de inmunidad de por 

vida al serotipo específico, sólo hay protección cruzada transitoria contra los otros serotipos, lo 

que hace posible una infección secuencial (131, 132).  

Estudios epidemiológicos sugieren que personas con ascendencia africana son menos 

susceptibles a las manifestaciones severas de la infección por Dengue (133, 134). Las células 

T, y las presentadoras de antígeno, a través del HLA (HLA -del inglés- Human Leukocyte 

Antigens) (37), están asociadas a la susceptibilidad de la infección de una manera serotipo 

específico, por ejemplo HLA*0207 a DENV-1 y HLA*B52 a DENV-2 (135). Algunas asociaciones 

son protectoras por ejemplo los alelos HLA DR en poblaciones mexicanas y vietnamitas (136, 

137). La respuesta de células T a un epítopo restringido para HLA-B*07 de la proteína NS3 de 

DENV se correlaciona con la severidad de la enfermedad (138). 
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3.3.5 Proteína NS3 

La segunda proteína de mayor talla y también la más conservada entre los Flavivirus es NS3 

(68 a 70kDa). Es una proteína multifuncional con 610 aminoácidos, el extremo N-terminal (1 al 

169 aa) comprende la actividad proteasa (-siglas- NS3pro), el extremo C-terminal (179 al 618 

aa) posee otras dos actividades ARN helicasa/NTPasa (-siglas- NS3hel) (ver Figura 4) (10-14, 

139).  

 
 

Figura 4. Proteína NS3, a y b) comparación estructural de la proteína NS3 sola (azul) y unida al cofactor 
NS2B (rojo), a través de LIGPLOTEl se obtuvo el número de puentes de hidrógeno y las interacciones 
hidrofóbicas, presentan mayor estabilidad en dualidad, sitio activo proteasa His

51
, Asp

75
, y Ser

135
 (140). c) 

subdominios I al III de la ARN helicasa/NTPasa (verde), este último formado por Arg
460

 a Gln
471

 se unen 
para formar un bucle en el subdominio II, interacciona con el bucle P, envuelto por el dominio proteasa 
(azul, NS2B rojo), adopta diferente conformación y el dominio helicasa de Gln

243 
a Thr

252
 (139). d)  la 

unión de los dominios proteasa y helicasa, residuos 169 a 179 (azul)(64). 
 

 

Por alineación de secuencias de serinoproteasas conocidas, se clasifica dentro de la 

superfamilia de la tripsina, compuesta por la triada catalítica His51, Asp75, y Ser135, que se 

encuentra conservada entre los Flavivirus. La enzima consiste de seis hebras que forman dos 

hojas beta que se superponen entre sí para formar el sitio activo (15, 141). La proteasa requiere 

para su activación del cofactor NS2B, al adicionar el sustrato, el extremo C-terminal de NS2B 

sufre un cambio conformacional dramático, formando una horquilla que se inserta en el sitio 

activo y lo estabiliza (142), la región central compuesta por los residuos 67 al 80 interactúan con 

NS3, uniéndolas a través de la región rica en Gly-Ser en la porción N-terminal de NS3 (51). La 

secuencia mínima para la actividad proteasa está dentro de los 167 residuos de NS3, y tiene 

a) b) c) d) 
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una marcada preferencia por los aminoácidos dibásicos Arg y Lys (Lys-Arg, Arg-Arg, Arg-Lys) 

en la posición P1 y P2, y ocasionalmente Gln-Arg; Gly, Ala, o Ser (aminoácidos pequeños) en la 

posición P1’. El corte de la cadena lateral es: (Arg/Lys/Gln)–(Arg/Lys) ↓ (Gly/Ser/Ala/Thr) (142-

145); el complejo NS2B/NS3 realiza estos cortes a la poliproteína viral precursora en regiones 

no estructurales de forma cis entre: NS2A/NS2B, NS2B/NS3, y de forma trans entre: 

NS3/NS4A, y NS4B/NS5, así como, en el extremo C-terminal de la proteína C (ver Figura 5) 

(92, 143, 146-149).  

 

 
Figura 5. Representación esquemática de la proteólisis en la poliproteína precursora de los 
Flavivirus, durante la maduración viral, e influencia sobre su estructura celular. Esta poliproteína 
es cortada por proteasas celulares del huésped en el retículo endoplásmico y por la proteasa 
viral en el citoplasma, indicado por las flechas (147, 150).  
 
 

La NS3 también es miembro de la familia DEAH/D [región de homología Asp-Glu-Al-(His/Asp)], 

al poseer siete motivos estructurales conservados que la ubican dentro de la superfamilia 2 de 

las ARN helicasa/NTPasas (15, 151, 152). Tiene tres subdominios con secuencia y estructura 

significativamente conservada al igual que otras helicasas de Flavivirus, el subdominio I y II  

conformado por los residuos 181 al 326 y 327 al 481, respectivamente, están compuestos de un 

centro de seis hojas beta paralelas, las cuales están rodeadas de cuatro hélices alfa, el 

subdominio III (482 al 618) tiene cuatro hélices alfa paralelas y está rodeada por tres hélices 

alfa cortas y dos hojas beta anti-paralelas que se exponen a los solventes. El centro activo 

helicasa está dentro del dominio I, un segmento de 10 residuos de Gln243 a Thr252. El bucle P de 

unión a fosfato, sitio activo de la ATPasa comprende el segmento de los residuos Arg460 a Gln471 

en el subdominio II (16, 153). La función de la helicasa es separar el ARN de doble hebra (-



REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA  

  

17 

siglas- ARNdh), durante la replicación viral; esta actividad es dependiente de energía, la que se 

adquiere a partir de su actividad de NTPasa que es capaz de hidrolizar ATP para generar la 

energía necesaria (ver Figura 6) (10, 154-156). 

 

 
Figura 6. Representación de la estructura de la proteína NS3 helicasa /NTPasa. a) los subdominios 
coloreados, I verde, II azul cielo, III anaranjado,  el sustrato ARNdh en colores morado y rojo.  b) el 
ARNdh se introduce por el túnel formado por los tres subdominios donde es desenrollado, la enzima sufre 
una translocación, y hay generación de ATP. (157-160).   
 
 

La ARN 5’ trifosfatasa (-siglas- RTPasa) cataliza el corte del enlace anhídrido fosfórico del 

grupo fosfato terminal de la cadena de ARN recién sintetizada, unido al extremo 5’ trifosforilado 

en la posición γ-β, y participa en la formación de la estructura de la Cap en el extremo 5’ 

terminal del ARN viral, vinculada a la NS5 (coprecipitación como inmunocomplejo). Las tres 

actividades funcionales son dependientes de Mg2+ (11, 13, 161).   

La proteasa y helicasa se unen por un interdominio pequeño (residuos de 169 a 179) 

conservado entre los Flavivirus, que juega un papel importante en la asociación entre los dos 

dominios de NS3. El dominio proteasa incrementa la afinidad del dominio helicasa por el ADP y 

ATP. Las actividades NTPasa y RTPasa de la proteína NS3 pueden ser estimuladas por la 

proteína NS5 in vitro (89, 139, 162). 

En un experimento llevado a cabo en células de riñón de hámster recién nacido, la NS3 del 

DENV-2 interactúa con la proteína de unión a receptor nuclear humano (NRBP -del inglés- 

Nuclear Receptor Binding Protein), esta asociación altera la estructura de las membrana, 

posiblemente revierte el papel de la NRBP, en el tráfico entre el retículo endoplásmico y el 

complejo de golgi. (163). Otro estudio muestra inducción de apoptosis en células VERO post-

infección con DENV-2 que codifica la NS3 serinoproteasa. Una proteína de fusión NS2B-

NS3185(pro)-EGFP recombinante marcada con fluorescencia, se localizó en vesículas 

citoplasmáticas de células apoptóticas, sin embargo la misma proteína de fusión modificada  

a) b) 
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remplazando His51 por Ala mediante mutación sitio dirigido, redujo significativamente la 

habilidad de  NS2B-NS3185(pro) para inducir apoptosis. Este hallazgo sugiere que a pesar de 

que la NS3 estimula la muerte celular programada, la presencia del cofactor NS2B incrementa 

esta respuesta 3 veces más (164). Mutaciones que disminuyen la actividad proteasa, sin 

eliminarla, son candidatas para su incorporación en el Ácido Desoxirribonucleico 

complementario (-siglas- ADNc) del DENV infeccioso completo, con el objetivo de crear virus 

potencialmente atenuados (148). 

Por la evidente importancia de la proteína NS3 en el ciclo replicativo del DENV, y su implicación 

en múltiples funciones catalíticas y destacadas características inmunomoduladora, numerosas 

investigaciones están encaminadas a su obtención por vía recombinante.  

3.4 Sistemas de expresión para proteínas recombinantes 

Actualmente, se pueden sintetizar proteínas recombinantes en cultivos celulares de bacterias, 

levaduras, hongos, mamíferos, plantas, insectos, animales y plantas transgénicas. El vector de 

expresión se elige normalmente en combinación con el sistema de expresión a utilizar. Las 

ventajas de estos sistemas es que permite generar partículas pseudovíricas similares a los 

viriones, que expresan proteínas con características bioquímicas y biológicas similares a las de 

las proteínas nativas; facilitan su producción y ofrece seguridad de los antígenos para su uso 

farmacológico o en vacunas (165). 

Las células de insectos son transformadas mediante vectores basados en baculovirus, que 

aprovechan el fuerte promotor de la polihedrina del virus para las siete proteínas no 

estructurales de Flavivirus en baculovirus. Las células de insectos muestran altos niveles de 

expresión y son capaces de llevar a cabo modificaciones postraduccionales como 

glucosilaciones, fosforilaciones, procesamientos proteolíticos, acilaciones, carboximetilaciones y 

procesar los puentes disulfuro. Las proteínas obtenidas en estos sistemas muestran similitud en 

talla, estado de glucosilación y antigenicidad con respecto a las proteínas nativas (166-168). 

Para evaluar la respuesta inmune hacia el proteoma DENV se diseñó un  microarreglo de 

proteína, para evaluar la respuesta humoral tipo IgG de monos vacunados con virus dengue 

frente a las proteínas estructurales prM, C, y E y las no estructurales NS1, NS2A, NS2B, NS3, 

NS4A, NS4B, NS5 expresadas en baculovirus (95). La proteína NS1 con patrones de 

glucosilación se le añadió la secuencia S-tag para incrementar patrones de solubilidad, 

secreción y expresión en baculovirus, además mejorar el grado de purificación a través de la 

inmunoafinidad (169).  

Se emplean cultivos de células de mamífero para proteínas con modificaciones 

postraduccionales específicas, las líneas celulares T 293 y HeLa se emplearon para expresar el 
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dímero prM-E, el corte de prM fue mejor en esta última (170). Las células de mosquito C6/36 y 

BHK fueron infectadas con DENV recombinante con mutaciones sitio especifica, para evaluar 

los patrones de glucosilación en la proteína E (Asn67Gln y Asn153 Gln), concluyendo que 

interfieren en la replicación, transcripción y traducción así como en la generación de nueva 

progenie (171). Células BHK se infectaron con un clon de expresión que codifica para la 

proteína C, mutante en la posición de los aminoácidos Leu50Ser y Leu54Ser de la hélice α 2 para 

investigar sus propiedades bioquímicas y la participación en el plegado, dimerización, unión al 

ARN, concluyendo que esas mutaciones no alteran el plegado ni otras de sus propiedades 

(172).  

En el caso del DENV se ha utilizado la levadura Pichia pastoris, capaz de glucosilar y plegar 

proteínas complejas, incluyendo aquellas que tienen un número elevado de puentes disulfuro, 

ya que su proceso de producción es muy similar al de las células de mamífero. La adición de 

una secuencia señal en el gen permite la secreción de la proteína al medio de cultivo, lo cual 

facilita su manipulación y purificación. Se han generado proteínas estructurales: C, preM, E, de 

esta última el dominio III, de los cuatro serotipos y la proteína no estructural NS1 (173-178). 

Los microorganismos más utilizados para la síntesis de proteínas recombinantes son las 

bacterias, concretamente la especie Escherichia coli. Aunque se ha usado la superficie de 

Salmonella para expresar proteínas de E y la proteína NS1 del DENV (171, 179, 180) . 

E. coli es fácil de cultivar y de modificar genéticamente. Un efecto colateral experimentado por 

las bacterias cuando son forzadas a producir una proteína a concentraciones elevadas es la 

generación de cuerpos de inclusión; que no son más que agregados citoplasmáticos insolubles 

de dicha proteína (181). Las proteínas que forman cuerpos de inclusión son inactivas y además 

suelen mostrar alteraciones estructurales, como puentes disulfuro no nativos, tanto intra como 

intermoleculares y cisteínas libres no habituales, esto es un impedimento para la expresión de 

proteínas de interés en estudios de estructura y función biológica, actividad enzimática, unión a 

ligando, interacciones con otras proteínas, etc. (182). Por lo tanto se han desarrollado 

aproximaciones para reducir la producción de cuerpos de inclusión, que incluyen el 

direccionamiento de la proteína hacia el espacio periplásmico y el crecimiento de las bacterias a 

temperaturas inferiores a las estándar y la coexpresión con chaperonas (183). Por otro lado, 

condiciones subóptimas durante la expresión de la proteína, purificación, almacenamiento, o 

manejo pueden alterar la estructura de la proteína por agregados irreversibles, con la pérdida 

concomitante de la actividad. Para resolver estos problemas, una amplia variedad de 

cosolventes, identificados facilitan la solubilidad y por ende el plegado apropiado de la proteína 

(184). Un acercamiento alternativo es estabilizar las interacciones intramoleculares de la 

proteína nativa, en este sentido los cosmótropos débiles ayudan a estabilizar el estado nativo 
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de proteínas. Por otro lado, los agentes reductores como ejemplo el β-mercaptoetanol puede 

facilitar la solubilidad de la proteína y prevenir la agregación inhibiendo la formación de uniones 

disulfuro no nativas (185).  

Han sido usadas diferentes cepas de E. coli para la obtención de la proteína NS3 del DENV con 

la finalidad de hacer distintas investigaciones, así la cepa E. coli C41(DE3) fue transformada 

con un clon recombinante con mutaciones sitio especifico para evaluar el sitio activo de la 

proteasa localizado dentro de los bucles S1 y S2. Los aminoácidos en las siguientes posiciones 

Leu115, Asp129, Gly133, Thr134, Tyr150, Gly151, Asn152, Ser163 e IIe165, se sustituyeron por alanina y 

se observó que estos cambios afectaron la actividad enzimática  cuando se obtuvo bajo 

condiciones desnaturalizantes (186). Un estudio con la finalidad de obtener un anticuerpo 

monoclonal anti-NS3 del DENV-2, realizó el clonaje de la proteína NS3 en el plásmido pQE31 

obteniendo sus mejores resultados bajo condiciones desnaturalizantes cuando se usó la cepa 

E. coli JM109 (187). En otro estudio se usó el vector de expresión pGEX-4T y la cepa E. coli 

(BL21), en condiciones de expresión que permitieron obtener la proteína recombinante NS3 

proteasa-ATPasa en los cuerpos de inclusión con la finalidad de desarrollar un anticuerpo 

monoclonal (188). Estudios previos realizados por el grupo de Vacuna Dengue del IPK usando 

las células de E. coli XL1-Blue y M15[pPREP4] y el vector pQE30 permitieron la obtención de la 

proteína NS3 por vía recombinante con buenos rendimientos. No obstante las condiciones de 

insolubilidad en las que se obtiene la proteína, debido a la formación de cuerpos de inclusión, 

influyen negativamente en la renaturalización por lo que se hecho necesario el empleo de 

métodos más eficientes (24). 

Metodologías recientes han permitido obtener la proteína NS3 de forma soluble y 

biológicamente activa. Con este fin la cepa de E. coli BL21-CodonPlus-(DE3) fue transformada 

con los vectores de expresión pET15b-DEN 1-4 CF40-Gly-NS3pro185, para posteriormente 

evaluar la actividad de la proteasa usando péptidos sintéticos como sustratos, obteniéndose 

buenos resultados (189). Por otro lado se obtuvo el dominio helicasa de la proteína NS3 del 

DENV-4, clonado en el plásmido pET-32b en las mismas células de E. coli BL21-CodonPlus 

(Stratagene) y se demostró que el ARN monocatenario unido a la enzima NS3 cambia a un 

estado catalítico competente impartido por un movimiento interior del bucle-P, que cierra el 

interdominio y mantiene una base estructural de hidrolisis de ATP estimulado por el ARN. Estas 

estructuras demuestran por primera vez cambios cuaternarios grandes en la helicasa de los 

Flavivirus, identifican la molécula de agua catalizadora y apuntan a una horquilla-β que se 

destaca del subdominio II, como un elemento crítico para desenrollar el ARNdh. Estos 

resultados sugieren que la NS3 puede ejercer un efecto de fijación al ARN y participar en la 

replicación y ensamble de los Flavivirus (158). Varias construcciones de la proteína NS3 del 
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DENV-2 fueron clonadas en los vectores  pET-28ª, para su expresión en la cepa de  E. coli 

BL21(DE3) Rosetta pLac con la finalidad de evaluar la función ATPasa, en el dominio C-

terminal de la helicasa. El estudio propone que a diferentes concentraciones de ATP, la  NS3 

podría funcionar regulando el plegado de estructuras de ARN virales (190). 

Como se ha descrito anteriormente la cepa de E. coli  B más utilizada en los sistemas de 

expresión es la BL21, debido a que es defectiva en las proteasas OmpT y Lon, involucradas en 

la degradación de proteínas. En este sistema el vector pET permite clonar cerca del extremo 3’ 

terminal del gen lac Z, lo que resulta muy útil debido a que el inicio de la transcripción y 

traducción es dirigida y regulada por la maquinaria biosintética de la célula produciéndose de 

este modo altos niveles de la proteína deseada. Dichas proteínas son marcadas con una cola 

de histidina, debido a una secuencia presente en el vector que codifica para seis aminoácidos 

de histidina, lo cual permite su posterior purificación en columna por cromatografía de afinidad a 

metal (Ni2+) (23, 191). La presencia de genes que codifican para -lactamasas confiere al 

sistema de expresión resistencia a ampicilina (-siglas- Amp). El promotor T7 (presente en el 

plásmido) es una secuencia de 20 nucleótidos que no es reconocida por la ARN polimerasa de 

E. coli. La ARN polimerasa T7 transcribe 230 nucleótidos por segundo y es cinco veces más 

rápida que la ARN polimerasa de E. coli (50 nucleótidos por segundo) (ver Figura 7) (192-194). 

El promotor lacUV5 es menos sensible a la regulación por cAMP-CRP (-siglas- proteína 

receptora de cAMP) que el promotor del lac. Sin embargo, la incorporación de 1% glucosa en el 

medio de cultivo reduce niveles de cAMP y aumenta la represión del promotor 

significativamente (el cAMP se produce como una respuesta a niveles bajos de glucosa) (195). 
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Figura 7. La cepa de expresión contiene el ADN del bacteriófago DE3 integrado en el cromosoma. Este 
bateriófago contiene a su vez el gen codificante de la T7 ARN polimerasa regulado por el promotor 
lacUV5 (operador lac) cuya actividad se induce por medio de la adición del inductor IPTG (Isopropil-β-D-
Tiogalactopiranósido) al unirse al represor tetrámero LacI (codificado en el genoma de E. coli y pET). En 
este sistema, el vector de expresión pET utilizado para la expresión de la secuencia codificante de la 
proteína de interés, incorpora una región promotora (hibrido T7/lac) reconocida por la T7 ARN 
polimerasa, de manera que tras la adición del IPTG, la T7 RNA polimerasa expresada desde el 
cromosoma bacteriano induce la expresión de la proteína a partir del vector (23). 
 
 

3.5 Desarrollo de antivirales y vacunas para el DENV 

El desarrollo de antivirales requiere del conocimiento del ciclo de multiplicación del virus en la 

célula huésped así como las características estructurales y funcionales de las proteínas virales, 

a fin de hallar los blancos más adecuados para bloquear la infección. Basado en estos aspectos 

reseñaremos a continuación aquellos que son objeto de estudio como potenciales blancos 

antivirales. (145, 196). 

Inhibidores de la entrada: tienen como blanco de ataque a la glucoproteína E. Su capacidad 

inhibitoria está relacionada con el grado y tipo de distribución de cargas negativas y peso 

molecular elevado, lo que puede representar una seria desventaja para su uso clínico en forma 

sistémica. Se ha demostrado la eficacia anti-DENV in vitro de sustancias polianiónicas de 

estructura diversa, entre las que se encuentran heparina, suramina, polioxometalatos, 

carragenanos y galactanos extraídos de algas marinas (99, 197). 

Maduración: es una etapa importante para la infectividad viral y se ha demostrado que el uso de 

inhibidores de α-glucosidasa celular, castanospermina, entre otros impide la remoción de las 

glucosas terminales en los N-glicanos de las proteínas E y prM, limitando el plegamiento 



REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA  

  

23 

exitoso, lo que trae como consecuencia el bloqueo de la función de los viriones, y por tanto una 

infección no productiva (198, 199). 

Inhibición a nivel de la expresión génica: está dirigida directamente a bloquear la expresión del 

genoma, utilizando pequeños oligonucleótidos antisentido. Se han ensayado exitosamente in 

vitro oligonucleótidos fosforotioatos con grupos propinilo en los C-5 de uridinas, citidinas y 

oligómeros morfolino fosforodiamidato conjugados a péptidos de arginina. En ambos casos, los 

mejores resultados se obtuvieron con oligos reactivos que contienen secuencias de las regiones 

no codificantes de los extremos 3’ y 5’ del ARN genómico, introduciendo así un nuevo blanco 

potencial de ataque en DENV, aunque las principales dificultades son su entrada a la célula y su 

estabilidad frente a la acción de las nucleasas (200, 201). 

Inhibidores de la proteasa: para el DENV, que posee la proteína NS3 cuyo dominio 

serinoproteasa se encuentra en el extremo N-terminal, y utiliza la proteína NS2B como cofactor 

activante, constituyen una fuente valiosa de antivirales. El uso de inhibidores ha logrado 

caracterizar parcialmente los requisitos necesarios para la actividad proteolítica de NS3, a partir 

de la inhibición del clivaje producido en distintos sitios de la poliproteína viral. La proteína NS3 

parece tener requerimientos únicos e inusuales por la presencia de residuos dibásicos como 

sustratos que alientan el diseño de inhibidores selectivos que no inactiven las proteasas 

celulares esenciales para las funciones fisiológicas (14, 186, 202). 

Los análisis cinéticos indican por primera vez que Glu92 y Asp50 en NS2B y Gln27, Gln35 y Arg54 

en NS3pro proporcionan el punto de interacción secundaria para la unión al sustrato. Este 

nuevo enfoque demuestra la contribución del cofactor NS2B a la activación de NS3 y puede 

utilizarse para refinar la  estrategia de búsqueda basada en diseños computarizados y elevar la 

calidad de moléculas identificadas como candidatas a inhibidores potentes contra el Flavivirus 

(140). Por otro lado, se ha demostrado por mutagénesis de nueve residuos localizados dentro 

de la estructura del sitio activo S1 y S2 que Leu115Ala tiene la función catalítica de la enzima y 

por consiguiente representa un determinante funcional importante de la conformación de la 

NS3pro del DENV para la especificidad al sustrato (186). Se han sintetizado moléculas 

pequeñas basadas en péptidos que actúan como sustratos de NS2B-NS3pro, por ejemplo el 

tetrapéptido benzoil-norleucina (P4)-lisina (P3)-arginina (P2)-arginina (P1)-ACMC (Bz-Nle-Lys-

Arg-Arg-ACMC), un tetrapéptido aldehído: el Bz-Nle-Lys-Arg-Arg-H y el cofactor (CF40-Gly4-

Ser-Gly4-NS3FL) que son inhibidores competitivos del dominio proteasa. El estudio se llevó a 

cabo para encontrar los inhibidores más potentes y revelar la relación estructura-actividad, 

resaltando la importancia relativa de varias cadenas laterales en la cadena conservada y la 

posibilidad de reemplazar los residuos cargados en P1 con un grupo neutro (203, 204).  
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Inhibidores de la síntesis de ARN: son de los compuestos más estudiados, dentro de ellos la 

ribavirina, un análogo de guanosina que produce un amplio espectro antiviral in vitro contra 

diferentes virus con genoma ARN. El efecto inhibitorio de la ribavirina contra DENV es muy débil 

y poco selectivo debido a su acción citostática (205, 206). Una fórmula de trifosfato NITD008 

inhibe la actividad ARN polimerasa ARN dependiente de DENV y funciona como un terminador 

de la cadena durante la síntesis de ARN viral. El NITD008 tiene buenas propiedades 

farmacocinéticas in vivo, demostrándose que el tratamiento con NITD008 suprimió la viremia de 

ratones infectados con el DENV, redujo la elevación de citoquinas, y previno la muerte, sin 

efectos adversos. Estos resultados revelaron que la inhibición del nucleósido podría fomentarse 

para el tratamiento de infecciones por Flavivirus (207). 

El dominio helicasa de la NS3 es esencial para la replicación viral y también es un blanco 

atractivo para el diseño de componentes virales (208). La  estructura 3D de la helicasa/NTPasa 

del DENV muestra tres dominios: I y II situados en el N-terminal (el sitio NTPasa está entre 

estos dos dominios); y en el C-terminal el dominio III (16). Hay un túnel entre los tres 

subdominios que transloca una cola del ácido nucleico a lo largo de la enzima. Este movimiento 

se activa por el hidrolisis de NTP para proporcionar la energía (153). Se han identificado por 

mutagénesis regiones cruciales para la actividad ATPasa y helicasa que son de interés para el 

diseño de inhibidores alostéricos (159, 208). La sustitución de los residuos conservados 184Arg-

Lys-Arg-Lys localizados en el sudominio I de la helicasa, por 184Gln-Asn-Gly-Asn (209), y 

Lys396Ala, localizados en la superficie del dominio II helicasa, atenúa drásticamente las tres 

actividades enzimáticas de la proteína NS3 del DENV (159) Además, la estructura 

cristalográfica del complejo NS3hel-ARN monocatenario de DENV muestra la reestructuración 

del ARN ligado, y sugiere que la actividad NS3hel de desenrollar el ARN del DENV produce 

hidrolisis de NTP (158, 210).  

La Arg376 y Lys396 pertenecen a la hélice α1’ y α2’ de dominio II respectivamente, estos dos 

sitios espacialmente distintos actúan en la unión al ARN. La región entre el dominio II y III, 

especialmente la horquilla β expuesta a los residuos hidrófobos actúa como “separador de la 

hélice” rompiendo los puentes de hidrógeno. La cara cóncava básica entre los dominios II y III 

interviene como “translocador” para la unión al ARNdh. La sustitución Ile365Ala abolió la 

actividad helicasa asociada a función-estructura, una región atractiva para el diseño de 

moléculas antivirales pequeñas (157, 159, 211).  

Como se ha visto, existen varias sustancias con acción antiviral promisoria, pero a pesar de los 

esfuerzos realizados aún se requiere mucha información acerca de los posibles efectos 

indeseados, que pudieran causar debido a su potente acción sobre muchas de las funciones 

celulares. Es por ello que un gran  número de investigadores a nivel mundial están interesados 
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en lograr una vacuna efectiva contra el Dengue, puesto que se eliminarían los riesgos en el 

organismo, así como el posible efecto residual por el uso reiterado de estos compuestos.     

La necesidad de desarrollar vacunas eficaces contra DENV tiene especial importancia si se 

toma en cuenta la magnitud del problema de la transmisión de los 4 serotipos en el mundo y 

que desde los años 40 del siglo pasado se han intentado desarrollar vacunas contra el DENV 

sin éxito en la protección contra los cuatro serotipos (50). Entre las proteínas codificadas por el 

genoma viral que se han identificado como buenos inmunógenos las proteínas estructurales E y 

prM, así como, las proteínas no estructurales NS1 y NS3 (17, 212, 213). 

La eficacia de una vacuna contra el DENV depende de la intensidad del estímulo para obtener 

un nivel más alto de anticuerpos neutralizantes (214), proteja durante largos períodos de tiempo 

a las personas vacunadas y no represente un riesgo para la salud, ya sea por la producción de 

viremia o por la inducción de anticuerpos no neutralizantes (amplificación dependiente de 

anticuerpos) que potencien infecciones subsecuentes por virus heterólogos. Además debe 

producir anticuerpos neutralizantes contra los cuatro serotipos simultáneamente (120). 

Para desarrollar una vacuna exitosa, es crucial comprender mejor la patogénesis del Dengue. 

La manera más eficaz de probar el estado inmunológico basal y la infección de DENV es usar 

modelos de experimentación en animales, siendo los animales de experimentación esenciales 

para probar la eficacia y seguridad de candidatos vacunales antes de ensayos clínicos en 

humanos. Aunque los mosquitos y los primates (inclusive el hombre) son los únicos hospederos 

naturales del DENV, experimentalmente, los chimpancés, monos rhesus y gibones desarrollan 

la viremia, pueden infectar a los mosquitos y tienen respuesta inmunitaria sin manifestaciones 

clínicas. Por lo que constituyen modelos adecuados para estudiar la respuesta inmunitaria 

frente a vacunas, ya que el inicio de la viremia es similar a la de los seres humanos (215). Los 

ratones normalmente son usados como un modelo animal antes de usar los primates no 

humanos. Sin embargo, los resultados obtenidos no son promisorios porque los ratones del tipo 

salvaje son resistentes a la enfermedad inducida por el DENV. De ahí, que se han 

desarrollando diferentes modelos de ratón que reproducen la respuesta del DENV similar a la 

de los humanos, utilizando la vía de inoculación intracerebral, ratones quiméricos trasplantados 

con células humanas, ratones inmunocomprometidos y ratones inmunocompetentes. (216).  

En la actualidad se dispone de diversos enfoques metodológicos para producir vacunas contra 

DENV: virus vivos atenuados, virus completos inactivados o subunidades víricas, vectores 

víricos recombinantes, péptidos, proteínas recombinantes y vacunas de ADN. Sin embargo, la 

eficacia de una vacuna depende en gran medida de la inmunobiología de la infección vírica en 

cuestión y de la tecnología disponible para seleccionar el tipo de antígeno (217, 218). 
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La formulación de vacunas deben estar constituidas por componentes individuales del virus que 

sólo despierten respuestas protectoras, eliminando aquellas proteínas que no representan 

interés inmunológico y/o puedan estar relacionadas con la virulencia. De esta manera, se han 

desarrollado nuevas vacunas que no están formadas por el agente infeccioso completo, y que 

permiten, entre otras ventajas, la diferenciación serológica de los animales vacunados en 

relación con los enfermos (219). 

Las proteínas no estructurales recombinantes inducen anticuerpos que no reaccionan con el 

virión para formar complejos, por tanto no presentan riesgos de facilitar la infección de células a 

través de los receptores Fc, que se asocian con la mayoría de los casos severos. Una vacuna 

efectiva podría estar formada por los epítopos de E, C, NS1 y NS3 que inducen anticuerpos 

protectores, pero no facilitadores de la infección (214, 220, 221). Por tal motivo, la OMS ha 

incentivado la búsqueda por mapeo de estos epítopos de uno o más Flavivirus. Por ejemplo en 

el DENV-1 se han encontrado dos dominios antigénicos en la proteína E; el dominio I (aa 76 al 

93) contienen epítopos específicos de serotipo y el II (aa 293 al 401) que incluye tanto epítopos 

de serotipo como  de subgrupo de Flavivirus (222, 223).  

La secuencia de aminoácidos de la cepa atenuada PDK-53 comparada con la cepa original 

DEN-2 16681 mostró cambios, específicamente la mutación Glu250Val en NS3, que en ensayos 

in vitro afecta la capacidad replicativa del virus, evidenciándose a través de la presencia placas 

más pequeñas y difusas, e incremento de su sensibilidad a la temperatura, no obstante estos 

factores no fueron suficientes para atenuar el virus PDK-53 cuando se ensayó in vivo en ratones 

lactantes. Sin embargo, su administración por vía subcutánea en 10 voluntarios, a una dosis de 

104 unidades formadora de placa demostró ser altamente inmunogénica ya que desarrollaron 

anticuerpos que perduraron durante dos años (224, 225).    

Las mutaciones que disminuyen la actividad proteasa de NS3 sin eliminarla, son candidatas para 

la introducción en los ADNc del DENV infeccioso, con el objetivo de crear virus potencialmente 

atenuados. Por ejemplo Tyr150 y Gly153 no pueden ser reemplazados por alanina, Tyr150 y Asn152 

podrían ser reemplazados por un cambio conservado y los residuos conservados Asp129 y Phe130, 

pueden ser sustituidos por cualquier aa (148). 

La proteína NS3 es considerada blanco principal para células T CD4+ y CD8+, respuestas 

celulares involucradas en protección, sin embargo, pocos estudios han evaluado el uso de esta 

proteína como inmunógeno (224). Vacunas basadas en ADN miden su eficacia y protección, a 

través de diferentes plásmidos recombinantes, usando como control la proteína NS3 completa 

con sus dominios funcionales (proteasa y helicasa), unido o no a un péptido señal (t-PA). Las 

proteínas recombinantes se expresaron con éxito en las células de BHK-21 transfectadas, y sólo 

los plásmidos que contienen la secuencia t-PA secretan la proteína. Los ratones Balb/c se 
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inmunizaron con las vacunas de ADN diferentes y retaron con una dosis letal de DENV-2. La 

mayoría de los animales inmunizados con plásmidos que codifican la NS3 completa o el dominio 

helicasa sobrevivieron al reto, sin tener en cuenta la presencia de t-PA. Sin embargo, algunos 

ratones presentaron signos clínicos de infección con morbilidad alta (parálisis de piernas 

posteriores y postura encorvada), principalmente en grupos de animales inmunizados con las 

vacunas de ADN basadas en el dominio helicasa. Por otro lado, la inoculación con plásmidos que 

presentan el dominio proteasa no indujo protección, la tasa de mortalidad y morbilidad en éste 

grupo de ratones fue similar a la detectada en el grupo control de animales. La respuesta 

inmune celular se analizó por ELISPOT específico al péptido NS3 para células T CD8+. Los 

resultados revelaron que las vacunas de ADN que codifican para la proteína completa inducen 

producción de INF lo que sugiere  protección por el sistema inmunológico (21). 

Es necesario fomentar la vigilancia epidemiológica de la enfermedad establecimiento de una red 

de laboratorios de diagnóstico y centros de referencia, a fin de caracterizar la circulación del 

virus. Durante las epidemias de DENV pueden aparecer mutantes antigénicos. Aunque estos 

mutantes no reflejen un aumento de la virulencia, podría ser de utilidad conocerlos para 

seleccionar las cepas más adecuadas e incluir en la elaboración de la mejor vacuna en la 

región.  

Actualmente se tienen grandes esperanzas con el desarrollo de la biotecnología aplicada a los 

Flavivirus, el cual permitirá la identificación de epítopos relevantes y su disposición como 

inmunógenos con ayuda de adyuvantes inocuos que incrementen la inmunogenicidad de tales 

péptidos. Las estrategias para la inmunización contra el DENV favorecen el uso de vacunas que 

contengan antígenos inmunodominantes contra los cuatro serotipos. El reto consiste en usar 

proteínas estructurales, no estructurales o ambas, expresadas mediante la tecnología de 

proteínas recombinantes. Una vacuna eficaz contra DENV contribuirá a su prevención, control y 

la relación costo-beneficio será positiva. El hecho de que el DENV endémico afecte a niños de 

corta edad subraya la necesidad de inmunizarlos. 
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4 MATERIALES Y MÉTODOS 

4.1 Cepa  

Se empleó la cepa Dengue 58/97 2P C6/36 HT, genotipo asiático/americano, serotipo 2 para 

amplificar el gen que codifica para la proteína NS3 completa. Esta cepa pertenece al banco de 

cepas del Laboratorio de Arbovirus del Departamento de Virología del IPK.  

4.2 Bacterias 

Las cepas de bacterias utilizadas para el crecimiento de los plásmidos y  pera la expresión de 

proteína fueron donadas por el Departamento de Investigaciones Biomédicas  del Centro de 

Ingeniería Genética y Biotecnología (CIGB) y el Laboratorio de Genómica Estructural del 

Instituto de Biofísica Médica de la Universidad Federal de Rio de Janeiro (UFRJ): 

 

XL1-Blue: supE44  hsdR17  recA1  endA1  gyrA46thi  relA1 lac-  F´[proAB- lacIq  lacZ M15 

Tn10(tetr) ] 

 

BL21(DE3): F– ompT gal dcm lon hsdSB(rB
- mB

-) λ(DE3 [lacI lacUV5-T7 gene 1 ind1 sam7 nin5])  

4.3 Plásmidos  

 

pGEM-T Vector (Promega, USA) 
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pET-21d (Novagen) 

 

 
 

4.4 Anticuerpos  

Anticuerpo monoclonal anti-NS3 gentilmente donado por la Dra. Cedillo del Departamento de 

Biomedicina Molecular del CINVESTAV, IPN México. 

Anticuerpo policlonal anti-proteasa gentilmente donados por el Prof. Ronaldo Mohana del 

Laboratorio de Genómica Estructural de la UFRJ. 

Anticuerpo monoclonal anti-histidina, Amersham Biosciences, Uppsala Sweden. 

 

4.5 Construcción genética del plásmido recombinante para la expresión de la 

proteína NS3 del DENV-2 

4.5.1 Clonaje del gen codificante de la proteína NS3 del DEN-2 en el vector pGEM-T   

4.5.1.1 Extracción de ARN viral y amplificación del gen ns3  

Para la obtención del ARN del DENV-2 se partió de 140µL de sobrenadante de cultivo celular, 

se empleó el estuche comercial QIAmp viral RNA (QIAGEN, Inc.,  Valencia, Calif) (ver Anexo I). 

La amplificación del gen completo de la proteína NS3 se realizó por transcripción inversa y 

reacción en cadena de la polimerasa RT-PCR (RT -del inglés- Reverse Transcriptase-PCR) de 

un fragmento de ADN de 1.85kb según el protocolo descrito por Lanciotti y cols., en el año 

1992. Para la realización de la RT-PCR se ejecutó el siguiente programa: 45 minutos a 42ºC, 5 

minutos a 95ºC y 35 ciclos de 1 minuto a esta misma temperatura, 1 minuto a 55oC, 2 minutos a 
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72oC y para terminar la reacción, 10 minutos a 72oC. La mezcla de reacción se ejecutó en un 

termociclador (VWR).  

Los oligonucleótidos empleados para amplificar la región comprendida entre la posición 4,520 y 

6,375b del genoma viral, correspondiente al gen de la proteína NS3, contienen en su secuencia 

los sitios de restricción (letras minúsculas) necesarios para el posterior clonaje de este gen en 

un vector de expresión.  

       

(+) 
5´g↓gatccTTATGCGGGCTGGAGTATTGT3´ 

         BamHI (Promega) 

(-) 
5´a↓agcttTTTTCTTCTTCCAGCTTGCAAA3´ 

        HindIII (Promega)  

 

4.5.1.2 Detección del producto amplificado    

La detección del producto de PCR se realizó mediante una electroforesis horizontal en gel de 

agarosa a una concentración del 1%, para ello se tomaron 10 L del producto de reacción y se 

mezclaron con 2 L de tampón estabilizador de muestra 6X (bromofenol azul 0.25%; SDS 1%; 

Na2EDTA 0.1M, pH 8; glicerol 0.1%). Posterior a la aplicación del producto de PCR, el gel de 

agarosa se sumergió en una solución tampón Tris-Borato EDTA (TBE 1X) (Tris base 0.089M; 

0.089M de ácido bórico; 2mM de EDTA pH 8)  conteniendo bromuro de etidio (Invitrogen) a una 

concentración final de 0.5µg/mL. La corrida electroforética se realizó a 100V durante 1 hora 

empleando como patrones de peso molecular 1kb DNA Ladder,  DNA EcoRI/HindIII (Promega) 

y 1kb Plus DNA ladder (Invitrogen). La visualización de las bandas se realizó por exposición del 

gel a la luz UV en un transiluminador (Spectroline Bio-Vision). Finalmente los productos 

amplificados se purificaron empleando el estuche comercial Wizard SV Gel and PCR Clean-Up 

System (Promega) (ver Anexo II).  

4.5.1.3 Reacción de ligación pGEM-T-ns3  

Con el objetivo de preservar y obtener grandes cantidades del fragmento de ADN 

correspondiente al gen que codifica para la proteína NS3, éste se insertó previamente purificado 

en el vector pGEM-T teniendo en cuenta la metodología descrita en el manual de protocolos 

para clonaje independiente de enzimas de restricción del fabricante pGEM-T and pGEM-T Easy 

Vector Systems (Promega), (ver Anexo III).  
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La reacción de ligación se llevó a cabo teniendo en cuenta una relación molar inserto/vector de 

3:1 de acuerdo con la siguiente ecuación:   

 

Los componentes de la mezcla de reacción se muestran en la Tabla 1. La mezcla de reacción 

se incubó durante toda la noche a 4oC (Friocell). Transcurrido este tiempo se tomaron 10 L de 

la reacción de ligación para la transformación en células electrocompetentes.  

 

Tabla 1.  Componentes de la mezcla de reacción para la ligación del vector pGEM-T  y el gen de la 
proteína NS3 y de los controles de la reacción.  

Componentes de 
reacción 

Reacción estándar Control positivo Control de fondo 

2X tampón de ligación 
rápida, T4 ADN ligasa  

5µL 5µL 5µL 

pGEM-T (50ng) 1µL 1µL 1µL 

Producto de RCP(gen 
ns3) 

µL - - 

Control de inserto de 
ADN* 

- 2 µL - 

T4 ADN ligasa (3 UI/µL ) 1µL 1µL 1µL 

Volumen final (20 µL ) a 
completar con agua libre 

de nucleasas 
10µL 10µL 10µL 

*  Fragmento de ADN de 542bp correspondiente al vector pGEM®-luc (Catalogo # E1541 Promega) 

 

4.5.1.4 Preparación de células electrocompetentes de E. coli cepas: XL1-blue, BL21(DE3) 

Para la preparación de las células competentes de Escherichia coli (E. coli), las cepas, XL1-

blue, BL21(DE3) se sembraron de forma independiente en placas de LB/Agar (LB -siglas- medio 

Luria Bertani) (Triptona 1%; extracto de levadura 0.5%; NaCl 1%, pH 7.5). Posteriormente, se 

inoculó independientemente una colonia de cada cepa en 5mL de LB y se dejaron crecer toda la 

noche a 370C a 200rpm (N-Biotek). Al día siguiente se inoculó el medio LB de 300mL con 3mL 

del precultivo obtenido y se colocó en agitación (HT BLANK-LOBO-SA) a 370C hasta que 

alcanzó una densidad óptica entre 0.5-0.7 medida a 600nm de longitud de onda (Jasco V-630, 

Japón). El cultivo obtenido se enfrió a 40C durante 30 minutos y luego se centrifugó a una 

velocidad de 3,500rpm (ALC PM 140R) durante 15 minutos a una temperatura de 40C, el 

sobrenadante se desechó y el pellet se lavó con 300mL de agua bidestilada estéril fría, 

centrifugándose bajo las mismas condiciones anteriores y desechándose el sobrenadante 

cuidadosamente. El pellet obtenido se resuspendió por agitación suave en 150mL de glicerol al 

10% frío y se centrifugó bajo las mismas condiciones. Nuevamente el pellet se resuspendió en 

ng de vector (pGEM-T) x  talla del Inserto (kb) (gen 
ns3) 

x relación molar inserto (gen ns3): vector 
(pGEM-T) 

= ng de inserto (gen ns3) 

talla del vector (kb)(pGEM-T)   
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15mL de glicerol al 10% frío y luego de centrifugado, el pellet obtenido se resuspendió en 0.2mL 

de una solución fría conteniendo glicerol al 10%, extracto de levadura al 0.125% y triptona al 

0.25%. Por último se hicieron alícuotas de 40μL (a una concentración celular mayor de 108 

células por mL) que fueron congeladas inmediatamente y almacenadas a -800C hasta su uso.  

4.5.1.5 Transformación del producto de la ligación y selección de recombinantes 

Para la transformación se tomaron 10μL de los productos de las reacciones de ligación descrita 

en la Tabla 1, y se mezclaron con 40µL de células electrocompetentes de la cepa XL1-blue. 

Posteriormente se transformaron según el método descrito en el manual de electroporación 

para células de E. coli (BIO-RAD) (ver Anexo IV). El resultado de la transformación se sembró 

en el medio selectivo LB/Agar con IPTG/X-gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-β-D-galactósido)/Amp. 

Las colonias crecidas de coloración blanca se resembraron y se les realizó PCR de colonia (ver 

Anexo V), para la selección de los clones recombinantes. Posteriormente a los clones positivos 

se les realizó la extracción del ADN plasmídico utilizando el estuche comercial Plasmid Mini 

Handbook (QIAGEN) siguiendo las instrucciones del fabricante (ver Anexo VI).  

El ADN plasmídico de los clones recombinantes se secuenció de forma automatizada, utilizando 

el método de terminación de cadena, con el estuche comercial CEQ DTCS quick start kit 

(Beckman Coulter) siguiendo las instrucciones del fabricante. Las secuencias obtenidas fueron 

comparadas con la secuencia nucleotídica reportada para la cepa cubana 58/97 en la base de 

datos GenBank (número de acceso: AY702035).   

4.5.2 Subclonaje del gen que codifica para la proteína NS3 en el vector pET-21d 

4.5.2.1 Preparación del vector pET-21d 

El vector de expresión pET-21d se digirió con las enzimas BamHI/HindIII (Promega). Para ello 

15µg de ADN plasmídico se incubaron una hora a 37ºC (Memmert) con 2µL (10U/µL) de ambas 

enzimas de restricción en su tampón correspondiente a una concentración final 1X. 

Posteriormente, el vector se desfosforiló utilizando 0.1U de la enzima fosfatasa alcalina 

derivada del intestino de ternero (Promega) durante toda la noche a 370C (Memmert). 

Transcurrido este tiempo, la enzima se inactivó completamente por calentamiento a 650C 

(Stuart) durante 15 minutos. Por último, se procedió a la purificación del ADN del vector, por el 

método de agarosa de bajo punto de fusión, (ver Anexo II).  

  

4.5.2.2 Reacción de ligación pET-21d-ns3 

Con el objetivo de insertar la banda correspondiente al gen de la proteína NS3 en el vector pET-

21d, previamente se digirió el vector pGEM-T conteniendo el inserto NS3, con las enzimas 

BamHI/HindIII, metodología descrita anteriormente. A continuación se procedió a la purificación 
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del fragmento de ADN correspondiente al gen de la proteína NS3 (ver Anexo II). 

Para llevar a cabo la reacción de ligación se tomaron 100ng del plásmido pET-21d previamente 

digerido y desfosforilado y se colocaron en una mezcla de reacción con 100ng del fragmento 

digerido de NS3 en una relación molar inserto/vector de 3:1. A esta mezcla se le añadieron 2U 

de la enzima T4 ADN ligasa (Promega), con su respectivo tampón a una concentración final de 

1X y se incubó a 40C durante toda la noche. Dicha reacción se precipitó con n-Butanol 

adicionando 500µL de este reactivo. La mezcla se agitó vigorosamente y se centrifugó a 

13,000rpm (eppendorf 5417R, Alemania) por 10 minutos a  temperatura ambiente para colectar 

el pellet. Una vez eliminada las trazas de n-Butanol, el pellet se resuspendió en 10µL de agua 

libre de nucleasas, quedando listo para su transformación en las células electrocompetentes. 

Como control de la reacción de ligación se utilizó el vector pET-21d digerido y desfosforilado 

bajo las mismas condiciones pero sin el inserto ns3.  

4.5.2.3 Transformación del producto de ligación y selección de recombinantes 

El producto de las dos reacciones de ligación se transformó cada uno en las células 

electrocompetentes XL1-blue (ver Anexo IV).   

La selección de los clones recombinantes se realizó  por el método de RCP y análisis de 

restricción con las enzimas BamHI/HindIII, ambos resultados fueron observados mediante su 

separación en gel de agarosa a una concentración de 1% en las mismas condiciones 

anteriormente descritas en el acápite “Detección del producto amplificado”.  

El ADN plasmídico de los clones recombinantes seleccionados se secuenció automáticamente, 

utilizando el método de terminación de cadena, con el estuche comercial CEQ DTCS quick start 

kit (Beckman Coulter) y siguiendo las instrucciones del fabricante. Las secuencias obtenidas 

fueron comparadas con la secuencia nucleotídica reportada para la cepa cubana 58/97 en la 

base de datos GenBank (número de acceso: AY702035).   

4.6 Obtención de la proteína recombinante NS3  

4.6.1 Mini-expresión de los clones recombinantes pET-21d-ns3   

Para el estudio de expresión en E. coli de la proteína NS3, se seleccionaron 6 clones 

recombinantes (pET-21d-ns3) los cuales se transformaron (1µg de ADN) en la cepa BL21(DE3), 

por electroporación (ver Anexo IV).  

Tras la transformación, colonias aisladas se inocularon en 10mL de LB/Amp y se dejaron crecer 

a 370C durante toda la noche con agitación (200rpm) (N-Biotek). De este precultivo inicial se 

tomaron 200µL y se inocularon en 5mL de LB/Amp incubándose a 37°C hasta que alcanzó una 

DO600nm entre 0.5-0.7. Una vez alcanzada esta DO, se le adicionó al cultivo IPTG a una 
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concentración final de 1mM y se incubó por otras 4 horas. Transcurrido este tiempo se colectó 

1mL de cada cultivo, y se procesó la muestra para su análisis por Electroforesis en gel de 

poliacrilamida bajo condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) e Inmunotransferencia/WB (WB 

-del inglés- Western Blot) (ver Anexos VII y VIII). 

4.6.2 Determinación de las condiciones de expresión en E. coli de la proteína NS3 

Para determinar las condiciones óptimas de expresión de la proteína NS3 en las células 

BL21(DE3) se evaluaron los siguientes parámetros: temperatura de expresión (200C, 300C, 

370C), concentración de IPTG (1, 0.5 y 0.1mM) y tiempo de inducción (4 y 22 horas). 

Para ello, se tomaron 5µL de precultivo inicial (10mL) y se inocularon en 5mL de LB/Amp 

fresco, los que se incubaron durante toda la noche a 37°C en agitación. De este último cultivo 

se tomaron 500μL y se inocularon en 50mL de LB/Amp, incubándose a 37°C en agitación 

(200rpm) hasta que alcanzó una DO600nm entre 0.5-0.7. A continuación se procedió a evaluar los 

distintos parámetros mencionados anteriormente: Temperatura favorable para la expresión de la 

proteína NS3, concentración de IPTG para inducir la expresión de la proteína NS3 y tiempo de 

inducción necesario para la aparición de la proteína recombinante con un elevado rendimiento. 

Trascurrido el tiempo de la inducción se colectó 1mL del cultivo para su análisis posterior por 

SDS-PAGE y WB (ver Anexos VII y VIII). 

A lo largo de este estudio de expresión se tuvo en cuenta como control negativo las cepas 

BL21(DE3) transformadas con el vector pET-21d bajo las mismas condiciones de inducción.  

4.6.3 Determinación de las condiciones de ruptura de E. coli para la solubilidad de la proteína 

NS3  

Para ajustar las condiciones de ruptura y solubilidad para la obtención de la proteína NS3 se 

evaluaron los siguientes parámetros: 

 

1) uso de detergentes (Tritón-X 100 y Sarcosyl) a las concentraciones de 1 y 0.1% en el 

tampón de lisis (Tris-HCL 50mM pH7.5, NaCl 200mM, β-mercaptoetanol 5mM, y PMSF 

1mM)  

2) uso de pH (7.5 y 8) en el mismo tampón de lisis  

3) uso de lisozima a la concentración final de 50mg/mL  

4) métodos físicos de ruptura:  

a) ciclos de congelación en nitrógeno líquido y descongelación de las células en baño 

maría a 42°C hasta que la solución se observó viscosa y muy densa 

b) sonicación con una potencia entre 200-300 W (Soniprep 150, Inglaterra):  
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 6 ciclos de un minuto con intervalos de un minuto 

 6 ciclos de un minuto con intervalos de un minuto, con repetición 

  

Para ello, posteriormente al tiempo de inducción se colectó la biomasa celular por centrifugación 

a 3,500rpm (ALC PM 140R) durante 10 minutos a 4°C. Las células colectadas se 

resuspendieron en 10mL del tampón lisis y se mantuvieron en agitación a 4°C toda la noche. 

Una vez resuspendidas se procedió a la ruptura celular. Al lisado celular obtenido se le adicionó 

10μg/mL de DNasa y 2mM de MgCl2 y se incubó durante 2 horas a 4°C. Por último el lisado 

celular se centrifugó a 30,000rpm a 4ºC por 40 minutos (Beckman Coulter Optima L-90K 

ultracentrifuge) y se colectaron las fases solubles e insolubles las cuales se analizaron por SDS-

PAGE y WB (ver Anexos VII y VIII). 
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5 RESULTADOS Y DISCUSIÓN  

 

La estrategia de clonaje establecida para la obtención de clones recombinantes conteniendo el 

gen que codifica para la proteína NS3, se muestra gráficamente en la Figura 8. 

  

  
Figura 8. Representación de la estrategia de clonaje para la expresión en E. coli  de la proteína NS3. (A) 
Genoma del DENV-2 que codifica para las proteínas virales. La región correspondiente al gen que 
codifica para la proteína NS3 fue separada para ilustrar que la misma es clonada completamente. (B) 
Mapa del plásmido recombinante pGEM-T-ns3. La inserción del gen ns3 se realizó por los extremos T 
libres del vector pGEM-T. (C) Mapa del subclonaje en pET-21d del gen que codifica para la proteína NS3. 
La inserción del gen ns3 se realizó a través de los sitios de restricción BamHI/HindIII. 
 

5.1 Obtención de los clones recombinantes pGEM-T-ns3 

El gen que codifica para la proteína NS3 se obtuvo a partir de la amplificación por RT-PCR del 

genoma viral extraído del sobrenadante de cultivo de la cepa 58/97. En la Figura 9 se muestra 

la pureza de un fragmento amplificado de ADN de 1.85kb, producto amplificado correspondiente 

al gen ns3 del DENV-2. 

(A) 

(B) 

(C) 
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Figura 9. Producto de la RT-PCR correspondiente al gen ns3. Líneas 1 y 4: PM  DNA EcoRI/HindIII. 
Líneas 2 y 3: fragmento de ADN del gen ns3 amplificado y purificado.   
 

La estrategia de clonaje del gen de la proteína NS3 en el vector pGEM-T se grafica en la Figura 

8. Este vector tiene la característica de ser circular y abierto con una base timina (T) libre en 

ambos extremos 3’, lo que posibilita la inserción del gen completo ns3. Este sistema de clonaje 

independiente de enzimas de restricción aumenta la eficiencia de ligación al minimizar la 

recircularización del vector y aporta extremos compatibles con el producto de PCR generado 

por la enzima GoTaq polimerasa. Además, el uso de este vector permite la selección de clones 

recombinantes teniendo en cuenta la coloración de las colonias obtenidas. La presencia de 

colonias azules en un medio con IPTG/X-Gal demuestra la no inserción del gen ns3 en la región 

que codifica para el α-péptido de la enzima β-galactosidasa.  

En la Tabla 2, se registra el número de colonias transformantes obtenidas luego de las 

reacciones de ligación con el vector pGEM-T y su transformación en las células XL1-blue. Como 

se observa, se obtuvo un número alto de colonias transformantes producto de la reacción de 

ligación pGEM-T-ns3. Este resultado está en correspondencia con la relación esperada entre 

reacción estándar/control de fondo, la cual debe ser mayor que 3.   
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Tabla 2.  Colonias transformantes obtenidas por electroporación de los productos de ligación pGEM-T-

ns3 en las células XL1-blue. 

 
Reacción estándar 

pGEM-T + ns3 

Control positivo 
pGEM-T + control de 

inserto 

Control de fondo 
pGEM-T 

Número de colonias 
transformantes* 

400 
blancas y azules  

Indeterminado 
blancas 

20 
azules 

*Resultado del plaqueo de 100µL en una placa petri de 55mm 

 

La identificación de los clones recombinantes se realizó por PCR. En la Figura 10 puede 

apreciarse los productos de PCR del ADN plasmídico de ocho colonias transformantes. De las 

ocho colonias, siete amplificaron un fragmento de ADN de 1.85kb correspondiente a la talla del 

gen ns3, solamente una colonia no mostró este fragmento por lo que no se considera 

recombinante. Esto puede deberse a que durante el proceso de ligación y transformación puede 

haber ocurrido una alteración o mutación en el gen que codifica para el α-péptido de la enzima 

β-galactosidasa, que impide la funcionalidad de esta proteína y por tanto muestra la ausencia 

de color azul en sus colonias. Los siete clones recombinantes se confirmaron por secuenciación 

nucleotídica, mostrando un 100% de identidad con la secuencia de la cepa cubana 58/97 en la 

base de datos GenBank (número de acceso: AY702035).   

   

 
Figura 10. Productos de amplificación pala la selección de clones recombinantes (pGEM-T-ns3). Línea 1: 
PM 1kb Plus DNA ladder. Línea 2: control de reacción H2O. Línea 3: control positivo. Líneas del 4 al 11: 
producto de PCR  de colonias transformantes. 
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5.1.1 Subclonaje del gen que codifica para la proteína NS3 en el vector de expresión pET-21d  

Para la expresión en E. coli de la proteína NS3 completa del DENV-2, previamente se clonó el 

gen ns3 en el vector pET-21d. En este sistema el vector pET posee el promotor T7 el cual es 

reconocido con una elevada afinidad por la ARN polimerasa de E. coli, lo que la hace más 

procesativa en el proceso de transcripción. Por otra parte, éste vector permite clonar el gen 

cerca del extremo 3’ terminal del gen lac Z, lo que resulta muy útil debido a que la proteína 

deseada es usualmente obtenida a altos niveles pues la iniciación de la transcripción y la 

traducción son dirigidas y reguladas por la maquinaria biosintéticas de la célula. Particularmente 

el pET-21d le confiere a las  proteínas recombinantes una cola de histidina hacia el extremo C-

terminal lo que permite su purificación en columna por cromatografía de afinidad a iones 

quelatos (Ni2+, Cu2+, Zn2+, Co2+).  

Para crear la construcción genética que exprese la proteína recombinante NS3, el gen que 

codifica para dicha proteína fue obtenido por digestión enzimática BamHI/HindIII a partir de 

grandes concentraciones del plásmido recombinante pGEM-T-ns3. Dicho gen se fusionó al 

vector de expresión pET-21d, el cual tiene como característica que posee codones hacia su 

extremo 3’ terminal para la síntesis de seis residuos de histidina que se ubican en el extremo C-

terminal de la proteína recombinante. Además, el vector pET-21d presenta un gen de 

resistencia al antibiótico ampicilina. En la Figura 8 se muestra el mapa de la construcción 

genética para el vector pET-21d con el gen ns3 insertado. Tal como se observa la inserción del 

gen ns3 se realizó por los sitios de restricción enzimática BamHI/HindIII por lo que el vector 

también se digirió con estas enzimas y posteriormente se desfosforiló para realizar la reacción 

de ligación. Esta estrategia de clonaje favorece la orientación del gen ns3 en la construcción 

genética y permite disminuir las probabilidades de que el vector se religue. 

La reacción de ligación entre el gen y el vector es un evento probabilístico que está sujeto a 

diversos factores para su ocurrencia. La espontaneidad de la reacción (energía libre) es 

favorecida por el tipo de corte que realizan las enzimas BamHI/HindIII, las cuales generan 

extremos cohesivos que facilitan la entrada al vector y por tanto la posterior regeneración de los 

extremos complementarios. La afinidad entre el vector y la banda está relacionada también con 

la probabilidad de ocurrencia de la reacción. Teniendo en cuenta que la talla del vector pET-21d 

(5.44kb) es aproximadamente tres veces la talla del gen de la proteína NS3 (1.8kb), se 

presupone una adecuada estabilidad del enlace entre ambos al ocurrir la reacción de ligazón.  

La Tabla 3 expone los resultados de las transformaciones en una relación molar inserto/vector 

de 3:1. El número de colonias obtenido en la reacción estándar de la ligación fue 

aproximadamente 10 veces mayor que las colonias observadas en el control negativo. Esto 

indica una correcta selección de los parámetros de electroporación, un buen estado de 
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electrocompetencia de las células XL1-blue y una óptima purificación y concentración de los 

productos de ligación. Todo esto garantiza un clonaje altamente eficiente que permite 

posteriormente la expresión de las proteínas recombinantes.    

 

Tabla 3. Número de colonias transformantes obtenidas de las reacciones de ligación pET-21d en las 
células XL1-blue.   

 
Reacción estándar (A) 

pET-21d + ns3 
Control negativo (B) 

pET-21d  
RELACIÓN A/B 

Número de 
colonias 

transformantes* 

 
160 

 
15 10 

*Resultado del plaqueo de 100µL en una placa de 55mm 

5.1.2 Selección de los clones recombinantes pET-21d-ns3  

La selección de los clones recombinantes se realizó por PCR de colonia y por restricción 

enzimática con las enzimas BamHI/HindIII. En la Figura 11 (A), pueden apreciarse los 

resultados del PCR a partir de ocho colonias transformantes (líneas 3 al 10). Las líneas 2 y 12 

corresponden a los controles positivos (gen ns3) amplificado a partir del propio gen ns3 y 

amplificado a partir de un clon pGEM-T-ns3, respectivamente. El control negativo (línea 11) 

corresponde a la mezcla de reacción. Además, se realizó el análisis de restricción enzimática 

como criterio de selección de recombinantes. En la Figura 11 (B) se muestra el producto de la 

digestión BamHI/HindIII de los ocho clones que resultaron positivos por PCR de colonia. Dos 

fragmentos de ADN de 5.3kb y 1.85kb, correspondientes al vector pET-21d y al gen ns3, 

respectivamente, se visualizan en un gel de agarosa al 1% al compararlos con el patrón de 

peso molecular. Todos los clones recombinantes mostraron la banda correspondiente al gen 

ns3. La secuenciación nucleotídica reveló un 100% de identidad con la secuencia de la cepa 

cubana 58/97. Además se corroboró la correcta orientación del inserto y la correcta posición del 

marco de lectura durante el proceso de clonaje.   
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Figura 11. (A) Selección de recombinantes por RCP. Línea 1: PM  DNA EcoRI/HindIII. Líneas 2 y 12: 
controles positivos. Líneas del 3 al 10: clones recombinantes. Línea 11: control de reacción H2O. (B) 

Selección de recombinantes por restricción enzimática BamHI/HindIII. Líneas 1 y 11: PM  DNA 
EcoRI/HindIII. Líneas 2 al 9: clones recombinantes del 1 al 8. 10: vacío. 12: PM 1kb DNA Step Ladder.  
 

5.2 Expresión de la proteína recombinante NS3 

Para determinar cuáles de los clones recombinantes obtenidos expresó la proteína NS3 se 

transformaron seis clones (pET-21d-ns3), de los ocho confirmados (ver Figura 11), en las 

células electrocompetentes BL21(DE3), siguiendo la misma metodología de electroporación 

empleada para los transformantes y descrita en Materiales y Métodos. Estas células tienen la 

ventaja de ser defectivas de proteasas OmpT y Lon, involucradas en la degradación de 

proteínas lo que hace más eficiente la expresión de proteínas heterólogas en estas células. En 

la Figura 12 se muestra la mini-expresión de estos clones recombinantes por SDS-PAGE y WB 

respectivamente. Los seis clones evaluados expresaron la proteína NS3 junto con otras 

proteínas celulares Figura 12 (A). La proteína NS3 fue reconocida por el anticuerpo monoclonal 

anti-histidina en los seis clones recombinantes Figura 12 (B). La Inmunodetección de la proteína 

recombinante NS3 por este anticuerpo confirma la presencia en el extremo C-terminal de la 

proteína, de seis residuos de histidina que son aportados por el vector de expresión pET-21d.  

Las proteínas recombinantes expresadas en E. coli se producen casi siempre en forma de 

agregados llamados cuerpos de inclusión. Sin embargo aún cuando los cuerpos de inclusión 

son mayoritarios alguna proporción de la proteína recombinante es usualmente soluble dentro 

de las células. Con el empleo de plásmidos pertenecientes a la serie pETs de Novagen y de las 

(A) 

 

(B) 
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células de expresión BL21(DE3) se podrían alcanzar significativas cantidades de proteína 

soluble aunque la mayor parte de la proteína heteróloga se obtenga en forma de agregados.    

 

Figura 12. Mini-expresión de los clones recombinantes. (A) SDS-PAGE al 12%. (B) WB. Línea 1: PM 
High Molecular Weight, GE (HMW). Línea 2: PM Presteined Molecular Weight Standard Mixture, 
(PMWSM). Líneas 3 al 8: clones 7, 6, 5, 4, 2 y 1, respectivamente.  
 

Muchas proteínas de los Flavivirus se han expresado eficientemente empleando estos 

plásmidos de expresión y las células BL21(DE3). Lin y cols., (226), en el año 2008 obtuvieron 

de forma insoluble formando cuerpos de inclusión, la proteína NS1 del VEJ utilizando el vector 

pET-24a, mientras que obtuvieron de forma soluble el dominio III de la proteína de la envoltura 

empleando el mismo vector de expresión. Resultados similares en la expresión de la proteína 

NS1 alcanzaron Amorim y cols., (227), en el 2010, pero en este caso la proteína correspondió al 

DENV-2 y el plásmido empleado para la expresión fue el pET-28a. Liao y cols., (228), en el 

2005, clonaron el dominio III del DENV-2 en el plásmido pET-14b y la proteína se obtuvo de 

forma insoluble formando cuerpos de inclusión. Por su parte Shiryaev y cols. (229), en el 2007, 

empleando el vector pET-101 expresaron de forma soluble 48 aminoácidos correspondientes a 

la región hidrofílica de la proteína NS2B fusionado al dominio proteasa de la proteína NS3 para 

los virus DENV-2 y el VNO. Específicamente para este último resultado se plantea por diversos 

autores que la presencia de aminoácidos de la región hidrofílica de NS2B, aumenta 

significativamente la acumulación de forma soluble del dominio proteasa de la proteína NS3 en 

células de E. coli (Nall y cols., 2004; Leung y cols., 2001) (14, 230). En general, estos 

resultados nos permiten concluir que para la obtención de proteínas heterólogas solubles, 

(B) anticuerpo monoclonal anti-histidina (A) 
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además de contar con un sistema de expresión basado en vectores y células eficientes como 

los plásmidos pET y la cepa BL21(DE3), también puede ser necesaria una secuencia específica 

de la proteína para incrementar o disminuir la proporción de formas solubles e insolubles de las 

proteínas recombinantes expresadas. 

Para continuar el estudio de expresión de la proteína NS3 en las células BL21(DE3), se 

seleccionó el clon recombinante pET-21d-ns3-(4). En la Figura 13 se muestra la expresión del 

clon 4 a diferentes temperaturas 20, 30 y 37ºC, concentraciones de IPTG (0.1mM, 0.5mM y 

1mM) y tiempos de inducción 4 y 22 horas. Como se observa en la Figura 13 (A) que 

corresponde a las 4 horas de inducción, la proteína NS3 se detectó con mayor intensidad 

cuando la concentración de IPTG utilizada fue de 0.5mM a las temperaturas de 20 y 37ºC, 

mientras que a 30ºC la mayor intensidad de reconocimiento de la proteína NS3 se obtuvo con 

una concentración de 0.1mM de IPTG. Estos resultados nos permiten seleccionar la 

concentración óptima para la expresión de la proteína NS3 entre 0.1mM y 0.5mM, lo cual es 

muy favorable para el cultivo ya que altas concentraciones de IPTG pueden ser tóxicas para el 

crecimiento celular. Al comparar el tiempo de inducción en la Figura 13 (B) que corresponde a 

las 22 horas de inducción se confirmó que a 20ºC con concentraciones de IPTG bajas se 

favorece la expresión de la proteína NS3, no así para la temperatura de 30ºC donde se 

favorece la expresión a una concentración de 1mM de IPTG. 

 

Figura 13. Inmunodetección de la proteína recombinante NS3. Expresión del clon pET-21d-NS3-(4), a 
diferentes temperaturas, concentraciones de IPTG y tiempos de inducción. (A) Expresión del clon (4) 
durante 4 horas de inducción; temperatura a 37ºC: línea 2 (IPTG 1mM), línea 3 (IPTG 0.5mM), línea 4 
(IPTG 0.1mM); temperatura a 30ºC: línea 5 (IPTG 1mM), línea 6 (IPTG 0.5mM), línea 7 (IPTG 0.1mM); 
temperatura a 20ºC: línea 8 (IPTG 1mM), línea 9 (IPTG 0.5mM), línea 10 (IPTG 0.1mM). (B) Expresión 
del clon (4) durante 22 horas de inducción; temperatura 20ºC: línea 2 (IPTG 1mM), línea 3 (IPTG 0.5mM), 
línea 4 (IPTG 0.1mM); temperatura a 30ºC: línea 5 (IPTG 1mM), línea 6 (IPTG 0.5mM), línea 7 (IPTG 
0.1mM). (A) Línea 1: PM C1992 1VL Color Burst Electroforesis Marker (CMW). (B) Línea 1: PM 

Presteined. 

(A)  anticuerpo monoclonal anti-NS3 (B)  anticuerpo policlonal anti-NS3 proteasa 
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Mertens y cols., 2010 (231), expresaron el dominio helicasa (182 a 619 aa) de la proteína NS3 

del VNO de forma soluble. Por su parte Wu y cols. en el 2005 (153),  también obtuvieron este 

mismo dominio de forma soluble al igual que el correspondiente al VFA. Ambos autores 

emplean bajas temperaturas de crecimiento celular, 22ºC por 16 horas y 20ºC por 5 horas, 

respectivamente y baja concentración de IPTG (0.5mM) para la inducción de la proteína 

recombinante. Los resultados obtenidos en este trabajo, para la expresión de la proteína NS3 

completa del DENV-2 (ver Tabla 4) son coincidentes con los planteados por los autores 

referidos anteriormente. Como se observa en dicha tabla se seleccionó la temperatura de 20ºC 

y 0.5mM de IPTG como condiciones óptimas, para la expresión de la proteína NS3. Por otra 

parte, es significativo que durante un tiempo prolongado de expresión no ocurre degradación de 

la proteína, lo que habla a favor del aumento del tiempo de inducción a 22 horas, para obtener 

un mayor rendimiento de la proteína recombinante. Se ha reportado que el crecimiento celular a 

37ºC para la expresión de la proteína NS3 del DENV-2 causa la acumulación de la misma en 

cuerpos de inclusión, (Yusof y cols., 2000) (145), mientras que la incubación a 30ºC produce 

una proteína soluble y activa (Leung y cols., 2001) (14). Sin embargo, el crecimiento y la 

inducción de la expresión a temperaturas entre 15 y 20ºC durante un tiempo prolongado permite 

la producción de elevadas concentraciones de proteína, sin afectar la integridad y la solubilidad 

de la misma (Luo y cols., 2008 y 2010; Li y cols., 2005) (139, 189).   

 

Tabla 4. Parámetros evaluados para la expresión óptima de la proteína recombinante NS3 del DENV-2 
en las células BL21(DE3).  

Clones 
recombinantes 

Concentración 
de IPTG (mM) 

Temperatura 
(ºC) 

Tiempo de 
inducción 

(Horas) 

1 0.1 20* 4 

2 0.5* 30 22* 

4* 1 37  

5    

6    

7    

* Parámetros seleccionados para la expresión de la proteína NS3 
 

5.2.1 Condiciones de ruptura y solubilidad para la proteína NS3 

Una vez expresada la proteína NS3 recombinante en las células BL21(DE3), éstas se lisaron 

con diferentes condiciones para evaluar la solubilidad de la proteína NS3 expuesta al medio. 

Así, se evaluó la ruptura empleando los métodos de congelación/descongelación y sonicación, 



RESULTADOS Y DISCUSIÓN  

  

45 

vinculados al uso de detergentes a diferentes concentraciones (Sarcosyl/Tritón X-100 al 1 y 

0.1%), el uso de lisozima a una concentración de 50mg/mL y la optimización del pH (7.5 y 8).  

En la Figura 14 se muestra el SDS-PAGE y WB (con el anticuerpo monoclonal anti-NS3) de las 

fracciones solubles (números impares) e insolubles (números pares) obtenidas tras la ruptura 

celular por congelación/descongelación, empleando dos detergentes a distintas 

concentraciones en el tampón lisis.  

En las líneas 1 y 2, correspondientes a la ruptura celular empleando Tritón X-100 al 0.1% y en 

las líneas 7 y 8 correspondientes a Tritón X-100 al 1%, se observa un reconocimiento específico 

de la proteína NS3 que si bien es más intenso en la fracción insoluble, aparece también en la 

fracción soluble. Este resultado es congruente con lo planteado en la literatura sobre expresión 

de proteínas heterólogas en E. coli, referente a la obtención de una proporción de proteína 

recombinante soluble aún cuando los cuerpos de inclusión son mayoritarios dentro de las 

células de E. coli. La adición del detergente no iónico Tritón X-100 a bajas concentraciones 

(<0.1%) al tampón de ruptura mejora la solubilidad de la proteína, ya que posiblemente la 

presencia del mismo proporciona un ambiente muy similar al encontrado por la proteína NS3 in 

vivo, que se localiza en las proximidades  de la membrana del retículo endoplasmático 

favoreciendo su solubilidad y por tanto su actividad enzimática (Steuer y cols., 2009) (232). Cui 

y cols., en 1998 (162), obtuvieron la proteína NS3 del DENV-1 soluble en un tampón lisis 

conteniendo Tritón X-100 al 0.5%. Por otra parte, el detergente iónico Sarkosyl en el tampón de 

ruptura no logró solubilizar la proteína NS3, como se observa en las líneas de 3 al 6. Esto 

puede deberse a la formación de agregados multimoleculares, producto de la interacción del 

detergente iónico con el agua, que conducen a la precipitación de la proteína.  
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Figura 14. Inmunodetección y SDS-PAGE de la proteína recombinante NS3. Ruptura por congelación y 
descongelación de las células recombinantes BL21(DE3) e Influencia de los detergentes Tritón y Sarcosyl 
a diferentes concentraciones en la solubilidad de la proteína NS3. Líneas 1 y 2 Fracción soluble (FS) y 
Fracción insoluble (FI) con Tritón al 0.1%. Líneas 3 y 4, FS y FI con Sarcosyl al 0.1%. Líneas 5 y 6, FS y 
FI Sarcosyl al 1%. Líneas 7 y 8, FS y FI Tritón al 1%. 9) PM Presteined. 
 

En la Figura 15 se muestra el SDS-PAGE y WB (anticuerpo policlonal anti-NS3 proteasa) de las 

fracciones solubles e insolubles obtenidas tras la ruptura celular por sonicación, empleando 

distintos pHs en el Tampón lisis.  

El reconocimiento de la proteína NS3 es intenso para todas las fracciones (líneas 1 al 9 solubles 

e insolubles respectivamente), y no se observa diferencia significativa en las fracciones 

correspondientes a los diferentes pHs empleados en el tampón ruptura 7.5 y 8. El pH 

seleccionado en nuestro trabajo fue el de 7.5 por ser el más cercano al del punto isoeléctrico de 

la proteína NS3 (8.6) de esta forma se favorece el proceso de purificación por cromatografía de 

afinidad empleando iones quelatos. 

Al comparar los resultados de sonicación (Figura 15) con los resultados obtenidos tras la 

ruptura por congelación/descongelación (Figura 14) se puede concluir que la ruptura celular fue 

más eficiente cuando se empleó el método de sonicación. Además se puede apreciar en la 

Figura 15 que durante el proceso de ruptura celular no ocurrió degradación de la proteína y se 

logra obtener la misma en la fase soluble. Estos resultados son coincidentes con lo que 

reportan otros autores. Mertens y cols., 2010 (231), obtuvieron soluble el dominio helicasa de la 

proteína NS3 del VNO en un tampón de ruptura muy similar al utilizado en este trabajo y con un 

Anticuerpo monoclonal anti-NS3  
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ciclo de sonicación de 30 segundos por 10 minutos. Resultados similares también fueron 

alcanzados por Chernov y cols., 2008 (233); los que obtuvieron soluble la proteína NS2B 

fusionada al dominio NS3 proteasa del VNO, empleando como método de ruptura celular 6 

ciclos de sonicación de 30 segundos con intervalos de 60 segundos. Los parámetros 

seleccionados que permitieron obtener la proteína NS3 íntegra y soluble se resumen en la 

Tabla 5.   

    

 

 
Figura 15. Inmunodetección y SDS-PAGE de la proteína recombinante NS3. Ruptura por sonicación de 
las células recombinantes BL21(DE3) e influencia del pH en la solubilidad de la proteína NS3. Línea 1: 
Presteined. 6 ciclos de un minuto con intervalos de un minuto: líneas 2 y 3, FS y FI, pH 7.5; líneas 4 y 5, 
FS y FI, pH 8. 6 ciclos de un minuto con intervalos de un minuto, con repetición: líneas 6 y 7 FS y FI, pH 
7.5; líneas 8 y 9 FS y FI, pH 8.  

 

El empleo conjunto y armonioso de los componentes presentes en el tampón de lisis permiten la 

ruptura celular eficiente al liberar los componentes celulares al medio y disminuir la intensidad 

de ondas sónicas de alta presión a la que es expuesto el pellet celular. Todo esto impide la 

degradación proteica y contribuye a mantener la proteína NS3 del DENV-2 soluble. Esta 

solubilidad debe mantenerse durante todo el proceso de purificación para garantizar la 

funcionalidad de la proteína.  

 

 

 

Anticuerpo policlonal anti-NS3 proteasa  
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Tabla 5. Parámetros seleccionados para las condiciones óptimas de ruptura y solubilidad de la proteína 
recombinante NS3 del DENV-2 en las células BL21(DE3).   

Detergentes  

Concentración (%) 

pH Métodos físicos  

Sarcosyl               0.1 
7.5* Congelación/descongelación  

                               1 

Tritón  X-100       0.1* 
 8 Sonicación*   

                                   1 

* Parámetros seleccionados para la solubilidad de la proteína NS3 



CONCLUSIONES   

  

49 

 

6 CONCLUSIONES 

  

1. El empleo del sistema pET-21d y las células BL21(DE3) permitió la expresión de la proteína 

NS3 del DENV-2 soluble. 

2. Las condiciones óptimas de expresión permitieron obtener la proteína NS3 integra y con 

elevada  concentración.   

3. El uso de la sonicación y de un detergente no iónico como método de ruptura favoreció la 

obtención de la proteína con un mayor grado de solubilidad. 

4. La obtención de la proteína NS3 en forma soluble sugiere que la proteína está en una 

conformación adecuada para su actividad biológica.  
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7 RECOMENDACIONES   

 

1. Purificar la proteína NS3 del DENV-2 obtenida de forma soluble, empleando métodos 

cromatográficos  

2. Caracterizar la actividad biológica de la proteína NS3 por métodos enzimáticos.  

3. Realizar la caracterización antigénica de la proteína NS3 recombinante con sueros de 

origen murino y humano. 

4. Producir un anticuerpo monoclonal anti-NS3 en el laboratorio. 
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9 ANEXOS  

 

I. Extracción de ARN por columnas (QIAamp Viral RNA Mini Handbook, QIAGEN) 

1. Centrifugar el sobrenadante de cultivo celular C6/36-HT a 14,000rpm (Centrífuga 
eppendorf 5417R) durante una hora. 

2. Tomar 140µL del sobrenadante y dispensar en vial de 2mL.  
3. Añadir 560µL de tampón lisis (AVL) con 5.6µL de poli A (carrier RNA poli A-AVE), este 

último se resuspendió previamente en AVE.  
4. Vortex para resuspender bien, incubar 10 minutos, aplicar un golpe de centrifuga. 
5. Añadir 560µL de etanol al 100%, aplicar un golpe de centrifuga.  
6. Transferir 630µL del lisado a la columna hasta terminar el volumen.  
7. Lavar dos veces con las soluciones de lavado (AW1 y AW2 adicionar previamente el 

volumen correspondiente de etanol) respectivamente.  
8. Centrifugar a 8,000rpm (Centrífuga eppendorf 5417R) por 1 minuto. 
9. Añadir 60µL de la solución de elusión (AVE), incubar durante un minuto  a temperatura 

ambiente y centrifugar a 14,000rpm (Centrífuga eppendorf 5417R) por un minuto. 
 

II. Purificación del ADN producto de PCR/Plásmido mediante el uso de agarosa de 
bajo punto de fusión y unión a sílica (Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System, 
Promega) 
 
(A) A partir de un fragmento del gel de agarosa 

1. Disolver la agarosa de bajo punto de fusión al 1% en TBE 1X por calentamiento a 70ºC, 
enfriarla a 37ºC.  

2. Cargar las muestras en los pozos de aplicación y realizar la electroforesis a 100V 
durante 1 hora a 4ºC para asegurarse de que el gel no se funda durante la corrida.  

3. Sumergir en bromuro de etidio a una concentración final 0.5µg/mL. 
4. Examinar el gel sobre un transiluminador de luz UV, cortar el fragmento deseado del gel 

y colocarlo en un vial. 
5. Adicionar 10µL solución de unión a membrana (Isotiocianato de guanidina) por cada 

10mg de gel, agitar la mezcla. 
6. Incubar a 55ºC (50-65ºC) hasta disolver, aproximadamente de 3 hasta 10 minutos, 

vortex. 
 

(B) A partir de producto de PCR 

7. Transferir el volumen completo de la mezcla a una minicolumna de sílica con el tubo 
colector correspondiente, incubar durante un minuto a temperatura ambiente. 

8. Centrifugar durante un minuto a 14,000rpm (Centrífuga eppendorf 5417R) a temperatura 
ambiente. 

9. Quitar la minicolumna y desechar el líquido del tubo colector regresar la minicolumna al 
tubo colector. 

10. Lavar con 700µL de solución de lavado de membrana (previamente diluido con etanol al 
95%). 

11. Centrifugar a 14,000rpm (Eppendorf Centrifuge 5417R) a 25ºC durante un minuto. 
12. Repetir los pasos: 9 y en el paso 10 cambiar el volumen por 500µL, en el paso 11 

cambiar tiempo por 5 minutos. 
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13. Repetir los paso 9 y 11 con la tapa de la columna abierta para evaporar el etanol 
residual. 

14. Transferir cuidadosamente la columna a un vial, aplicar a la minicolumna 30µL de agua 
bidestilada libre de nucleasas, no tocar la membrana con la punta de la pipita, incubar a 
temperatura ambiente durante un minuto.  

15. Repetir paso 11, desechar la minicolumna y almacenar el ADN a 4 o -20ºC.  
 
III. Mezcla pGEM-T-ns3 (pGEM-T and pGEM-T Easy Vector Systems, Promega) 

1. Establecer una relación inserto/vector de 3:1, mezclar en vial: 2 L (100ng) del inserto 

ns3 con 1 L del vector (100ng) y 1 L de la enzima ligasa T4 (3U/ L) (Promega), en el 
tampón de enzima a una concentración final 1X, así como agua bidestilada estéril libre 

de nucleasas, para completar un volumen final de reacción de 20 L. Desechar puntas 
en cada paso.   

2. Incubar la mezcla durante toda la noche a 4ºC (Friocell), guardar hasta su uso.  
 

IV. Transformación por electroporación (BIO-RAD) 

1. Colocar en hielo los viales o crioviales con las células (40µL), y cubetas de cuarzo y el 
vial con el producto de la reacción de ligación.  

2. Mezclar células competentes con el producto de la reacción de ligación (1 a 5 L de 
ADN) y transferir a una cubeta de cuarzo (BIO-RAD). 

3. Electroporar a 2.5kV, aplicar corriente constante hasta que el equipo (BIO-RAD Gene 
pulser) emita la señal de término y rápidamente añadir 1mL de LB y colocar en hielo. 

4. Pasar a un tubo de 15mL, agitar a 60rpm (N-Biotek) durante 1 hora a 37 C. 

5. Pasado este tiempo sembrar por expansión 200µL, dejar secar e incubar a 37 C 
(Memmert) toda la noche. 
 

V. PCR de colonia  

1. Picar una colonia aislada (cada clon de forma independiente).  
2. Mezclar con 20µL de H2O en un vial. 
3. Hervir por dos minutos.  
4. Centrifugar 15 segundos a 12,000rpm (Eppendorf Centrifuge 5417R) y tomar 1µL de 

sobrenadante para usar en el PCR (volumen final 20µL). 
 

 
Componentes de la Mezcla Concentración Final 

Tampón 5X green GoTaq (Promega) 1X 
MgCl2  (25mM) 2mM 
dNTPs (10mM) 1mM 
Cebador sentido (NS3) (10mM) 1,5mM 
Cebador anti-sentido (NS3) (10mM) 1,5mM 
GoTaq polimerasa (Promega) 1U 
H2O  

 

 

 

 

 

 

Programa 35 ciclos 

94ºC 2 minutos 

94ºC 1 minuto 

55ºC 1 minuto 

72ºC 2 minutos 

72ºC 1 minuto 
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VI. Purificación  de ADN plasmídico (QIAGEN Plasmid Mini Handbook)  

1. Seleccionar y crecer una colonia en 5mL de LB hasta obtener una población bacteriana 
de 1X109 células/mL (A600= 1-1.5) esto generalmente se obtiene después de 14 a 16 
horas de incubación (toda la noche). 

2. Trasferir 1mL del cultivo celular a vial, adicionar 300µL de tampón de resuspención P1 
(almacenado a 4ºC, previamente preparado con RNasa A) y homogenizar 
completamente.  

3. Adicionar 300µL tampón de lisis P2, homogenizar por inversión, incubar 5 minutos a 
temperatura ambiente. 

4. Adicionar 300µL de tampón de neutralización P3, homogenizar por inversión 
aproximadamente 4-6 veces hasta obtener una pasta blanca, incubar en hielo 5 minutos. 

5. Centrifugar a 13,000rpm (Eppendorf Centrifuge 5417R) durante 10 minutos a 22ºC. 
6. Adicionar 1mL de tampón equilibrio QBT, a la columna previamente montada, y repita la 

acción, verifique que el tampón pase a través de la columna. 
7. Remover el sobrenadante que contiene el ADN plasmídico, cuidadosamente, no llevarse 

el precipitado blanco.  
8. Lavar  con 2mL de tampón lavado QC dos veces. 
9. Colocar un vial como colector, añadir a la columna  800µL de tampón elusión QF.  
10. Precipitar el ADN, añadir 560µL de isopropanol al vial que contiene el QF, homogenizar 

ligeramente.  
11. Centrifugar a 10,000rpm 30 minutos a 22ºC. 
12. Decantar el sobrenadante cuidadosamente. 
13. Lavar el ADN con 1mL de etanol al 70%. 
14. Repetir el paso 4. 
15. Secar el ADN. 
16. Resuspender el ADN en 50µL de agua libre de nucleasas, guardar a 4 o -20ºC. 
17. Verificar la integridad y purificación del plásmido a través de una electroforesis en un gel 

de agarosa al 1% anteriormente descrito. 
 

VII. Análisis de la expresión por electroforesis en gel de poliacrilamida bajo 
condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) 

Las muestras colectadas en los estudios de expresión y las muestras procedentes de la ruptura, 
fueron analizadas por electroforesis en un gel de poliacrilamida al 12% bajo condiciones 
desnaturalizantes (Laemmli, 1970) (Mini-PROTEAN 3 Electrophoresis Module Assembly, BIO-
RAD). 
 

1. Preparación del gel de acrilamida separador al 12%: mezclar los reactivos en el 
siguiente orden (4.9mL de agua destilada, 6mL acrilamida-bisacrilamida al 30%, 3.8mL 
tampón separador 1.5mM, pH 8.8, 0.15mL SDS al 10%, 0.75mL persulfato de amonio al 
10% y 0.01mL TEMED). Adicionar a la cámara. Esperar a que polimerice. 

2. Adicionar el gel concentrador (2.7mL agua destilada, 0.67mL acrilamida-bisacrilamida al 
30%, 0.04mL SDS al 10%, 0.5mL tampón concentardor 1M, pH6.8, 0.04mL persulfato de 
amonio al 10%  y 0.01mL TEMED). Colocar peine. Esperar a que polimerice. 

3. Mezclar muestra con tampón muestra, calentar durante 2 minutos a 80 C. 

4. Adicionar 12 L de la mezcla calentada a cada pozo y 7 L del marcador molecular 
comercial (14-97kDa) (Amersham Biosciences). (8,000-220,000Da) C1992 1VL Color 
Burst Electroforesis Marker (CMW) (SIGMA).  (33,500-196,000Da) Prestained Molecular 
WEIGHT STANDARD Mixture (SIGMA). 
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5. Realizar electroforesis en presencia de tampón de corrida (Glicina 1.44%; Tris base 
0.3%; SDS 0.1%). 

6. Correr a 110V y una intensidad de 400A durante 90 minutos.  
7. Teñir con azul brillante de Coomassie (Etanol 50%; Ácido acético 10%; azul brillante de 

Coomassie R-250 0.2%) y decolorar con una solución que contenía etanol al 25% y 
Ácido acético al 10%. 
 

VIII.  Inmunodetección de la proteína recombinante NS3 del DENV-2 (Western Blot) 

Se realizó la inmunodetección de la proteína NS3 a través de diferentes anticuerpos. 
  

1. Transferir las proteínas del SDS-PAGE (sin teñir) a una membrana de nitrocelulosa 
(Amersham Biosciences) en un tampón de transferencia (Glicina 125 mM; Tris 25 mM; 
metanol 20%; pH 8.3) a 50V y una intensidad de 400A durante 240 minutos (Mini-
PROTEAN 3 Transfer BIO-RAD) en refrigeración.  

2. Incubar en una solución bloqueadora [leche descremada al 4%, solución salina fosfatada 
(PBS 1X), Tween-20 0.05%] a 4ºC en agitación durante 1 hora.  

3. Incubar con el anticuerpo correspondiente (resuspendido en solución bloqueadora) 
durante toda la noche a 4ºC. Para la detección de la proteína NS3 recombinante se 
utilizaron varios tipos de anticuerpos, descritos en Material y Métodos y al pie de Figura 
según corresponde. 

4. Lavar dos veces rápidamente. 
5. Incubar durante 2 horas con un anticuerpo en oveja, anti-IgG de ratón (Amersham 

Biosciences) conjugado con peroxidasa a una dilución de 1:2,000 en solución 
bloqueadora a temperatura ambiente. 

6. Repetir paso 5. 
7. Revelar con una solución sustrato [Diaminobenzidina 0.1%; 0.03% de peróxido de 

hidrógeno en (PBS) 1X, Imidazol 0.1M pH8] a temperatura ambiente hasta la aparición 
del color. Lavar con agua corriente. 

8.  Secar y sellar para su conservación.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 


