Biomédica 2017;37:131-40
doi: http://dx.doi.org/10.7705/biomedica.v37i1.3249

NOTA TECNICA

Anticuerpos policlonales contra la proteina recombinante NS3
del virus del dengue

Liliana Morales?, Myriam L. Velandia?, Maria Angélica Calderén?,
Jaime E. Castellanos?, Jacqueline Chaparro-Olaya*

1 Instituto de Biologia Molecular, Laboratorio de Parasitologia Molecular, Universidad El Bosque, Bogota, D.C., Colombia
2 |Instituto de Virologia, Universidad El Bosque, Bogota, D.C., Colombia

Introduccion. El dengue es una enfermedad causada por uno de los cuatro serotipos del virus del
dengue (DENV) y es endémica en, aproximadamente, 130 paises. Su incidencia ha aumentado
notablemente en las Ultimas décadas, asi como la frecuencia y la magnitud de los brotes. A pesar
de los esfuerzos, no existen tratamientos profilacticos ni terapéuticos contra la enfermedad y, en ese
contexto, el estudio de los procesos que gobiernan el ciclo de infeccion del DENV es esencial para
desarrollar vacunas o terapias antivirales. Una de las moléculas del DENV mas prometedoras es
la proteina no estructural 3 (NS3), la cual es indispensable para la replicacion viral y es uno de los
principales blancos inmunolégicos durante la infeccion.

Obijetivo. Producir anticuerpos policlonales para contribuir a los futuros estudios sobre las interacciones
entre la proteina NS3 y otras proteinas celulares.

Materiales y métodos. Se expresaron dos proteinas recombinantes del dominio helicasa de NS3
del DENV de serotipo 2, las cuales se emplearon para inmunizar ratas y producir anticuerpos
policlonales.

Resultados. Los anticuerpos producidos fueron Utiles en ensayos de Western blot e inmunofluorescencia
y se reporté por primera vez un anticuerpo policlonal anti-NS3 que permitié la inmunoprecipitacion de
la proteina viral y la detecta con Western blot sin necesidad de inducir sobreexpresion de NS3 o de
usar extractos de células marcados metab6licamente con radioisotopos.

Conclusidn. Las proteinas recombinantes expresadas y los anticuerpos producidos constituyen
herramientas valiosas para estudiar procesos infecciosos del DENV que involucren a la proteina NS3
y evaluar pruebas dirigidas a interferir las funciones de esta proteina.

Palabras clave: virus del dengue; proteinas recombinantes; inmunoprecipitacion; produccion de
anticuerpos; Western blotting.
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Polyclonal antibodies against recombinant dengue virus NS3 protein

Introduction: Dengue is a disease caused by one of four serotypes of the dengue virus (DENV) and
is endemic in approximately 130 countries. The incidence of dengue has increased dramatically in
recent decades, as well as the frequency and magnitude of outbreaks. Despite all efforts, there are
no prophylactic or therapeutic treatments for the disease. Accordingly, research on the processes
governing the DENV infection cycle is essential to develop vaccines or antiviral therapies. One of the
most attractive DENV molecules to investigate is nonstructural protein 3 (NS3), which is essential for
viral replication and a major immune target for infection.

Objective: To produce antibodies to support future studies on NS3 and its cellular interactions with
other proteins.

Materials and methods: Two recombinant proteins of the helicase domain of DENV NS3 serotype 2
were expressed, and used to immunize mice and produce polyclonal antibodies.

Results: The antibodies produced were useful in Western blot and immunofluorescence tests. We
report an NS3 antibody that immunoprecipitates the viral protein and detects it in Western blot with no
need to over-express it or use cell extracts with metabolic radiolabeling.
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Conclusion: The recombinant proteins expressed and the antibodies produced constitute valuable
tools for studying DENV infectious processes involving NS3 and for evaluating tests designed to

interfere with its functions.
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production; blotting, Western.
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El virus del dengue (DENV) es un miembro del
género Flavivirus y es el patégeno viral humano
transmitido por mosquitos mas importante en el
mundo. En la actualidad, la incidencia del dengue es
30 veces mayor que hace 50 afios y se estima que
se presentan anualmente 390 millones de infeccio-
nes (1). Apesar de los esfuerzos, no existen vacunas
0 medicamentos para tratar esta enfermedad.

Hasta el momento se han identificado cuatro
serotipos del DENV (DENV 1-4) y todos ellos
tienen un genoma de ARN de cadena sencilla y
sentido positivo, el cual codifica para una Unica
poliproteina que es procesada para dar lugar a
tres proteinas estructurales (C, prM y E) y siete
proteinas no estructurales (NS1, NS2A, NS2B,
NS3, NS4A, NS4B y NS5) (2,3). El procesamiento
de la poliproteina es llevado a cabo por proteasas
de la célula huésped y por la proteasa viral, la cual
esta constituida por el dominio N-terminal de la
proteina NS3, que actia con la proteina NS2B
como cofactor (4).

Por su parte, la regién C-terminal de la proteina
NS3 alberga actividades de la enzima helicasa
del ARN, del nucléotido del trifosfato de adeno-
sina (NTPasa) (nucledtido de trifosfatasa) (5) y
la RTPasa (ARN 5'-trifosfatasa) (6), las cuales
convierten la proteina NS3 en una proteina con
multiples funciones durante el ciclo de replicacion
del DENV. Ademas, se ha demostrado que la
proteina NS3 es una proteina inmunodominante y
uno de los blancos mas significativos de la reaccién
de los linfocitos T durante la infeccion con el DENV
(7,8). Todas estas caracteristicas la han convertido
en un blanco terapéutico valioso y, por lo tanto, en
un objeto interesante de estudio.
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El objetivo de este trabajo fue expresar proteinas
recombinantes de NS3y a partir de ellas producir anti-
cuerpos policlonales Utiles en ensayos de Western
blot, inmunofluorescencia e inmunoprecipitacion.
Estas proteinas recombinantes y los anticuerpos
producidos pueden llegar a ser herramientas valio-
sas en el estudio de las interacciones entre la NS3
y las proteinas celulares, asi como en la deteccion
de la replicacién viral in vivo.

Materiales y métodos
Clonacion

El virus DENV2 empleado (INS-2009) es el pasaje
6 de un aislamiento colombiano adaptado a células
C6/36, gentilmente cedido por Jairo Méndez
del Grupo de Virologia del Instituto Nacional
de Salud de Colombia. Antes del inicio de este
trabajo, se confirmé que se trataba de un DENV2
mediante una reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) semianidada para los genes de capside y
premembrana (C-PreM), segun lo descrito por
Chien, et al. (9).

Para obtener el ARN viral, se infectaron células
C6/36 (ATCC) con el virus INS-2009 y, a partir de los
sobrenadantes de los cultivos, se hizo la extraccion
utilizando el estuche QlAamp Viral RNA® (Qiagen).
Para la sintesis del ADN complementario se uso
1 pg del ARN extraido, 200 U de transcriptasa
inversa del virus de la leucemia de raton de
Moloney (Moloney Murine Leukemia Virus, MMLV)
(Promega), 200 U del inhibidor de la ribonucleasa
RNAsin (Promega), 0,6 ug de iniciadores aleatorios
(Promega) y 0,5 mM de desoxirribonucleétidos de
trifosfato (ANTP).

El ADN complementario obtenido se us6 como
plantilla para amplificar mediante PCR dos regiones
del extremo C-terminal de NS3, dominio en el cual
se encuentran los epitopos mas antigénicos de la
proteina (10). Para ello, se usé el genoma de la cepa
de referencia 16681 de DENV2 (NC_001474.2),
del cual se extrajo la secuencia de nucledétidos que
correspondia a la proteina NS3.

Con esta secuencia se alimento el programa Primer
Designer (version 1.01) (http://www.scied.com/pr_
cmpro.htm), conservando todos los parametros
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establecidos por defecto y se eligieron dos parejas
de oligonucledtidos. Los oligonucleodtidos disefiados
daban lugar a dos amplicones de 399 y 606 pb, los
cuales correspondian a los aminoacidos 176 a 303y
403 a599 de NS3. Como la cepade referencia 16681
es de origen tailandés, se hizo un alineamiento entre
cada uno de los oligonucleétidos disefiados y los
genomas de 11 aislamientos colombianos de DENV2
(nimeros de acceso en Genbank: EU854294.1,
FJ024473.1,FJ024474.1,FJ024475.1,FJ182012.1,
GQ868553.1, GQ868555.1, GQ868556.1, GQ86
8557.1, GQ868558.1 y GU131947.1). Dos de los
oligonucleotidos presentaron una identidad del
100 % con las 11 secuencias analizadas, otro
presento identidad en 14 de 15 residuos vy, el otro,
en 14 de 17 residuos.

Las secuencias de estos dos Ultimos se ajustaron
para obtener una identidad del 100 % con las
secuencias de los aislamientos colombianos, y los
cuatro oligonucleétidos fueron sintetizados por
Macrogen. Asi, el amplicon de 399 pb se obtuvo
con el oligonucledtido sentido CATATGCCAGAGA
TCGAAGATGAC y antisentido GGATCCTAATCG
AGTTGAAATGTA, y el amplicon de 606 pb se
obtuvo con el oligonucleétido sentido CATATGG
ACTTTGTGGTCACGAC y antisentido GGATCC
TAACCTAGCATCCAACC (las secuencias de
reconocimiento para las enzimas Ndel y BamHI
aparecen subrayadas).

Las condiciones de la PCR fueron las siguientes:
1 mM de cloruro de magnesio (MgCl,), 200 uM
de dNTP, 0,5 U de ADN polimerasa TagPlatinum
(Invitrogen) y 0,5 uM de cada oligonucleétido. El
programa de amplificacion comprendié una desna-
turalizacién inicial a 95 °C durante tres minutos,
seguida de 35 ciclos de desnaturalizacion (a 94 °C
durante 30 segundos), hibridacion (a 50 °C durante
30 segundos) y extension (a 72 °C durante 30
segundos), y una extension final a 72 °C durante
cinco minutos.

Los amplicones se purificaron de geles de agarosa
con el estuche Wizard® SV Gel and PCR Clean-
Up System (Promega) y se clonaron en el vector
pJET1.2/blunt (ThermoScientific). Luego, los frag-
mentos se liberaron por digestion con las enzimas
Ndel y BamHI (New England Biolabs, NEB), y se
subclonaron en el vector pMALc5x (NEB). En este
vector, los fragmentos se insertan corriente abajo
del gen malE que codifica para una proteina de
unién a maltosa (MBP) de 42,5 kDa, lo cual resulta
en la expresion de proteinas de fusion MBP. Los dos
constructos pMALc5x se usaron para transformar
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bacterias Escherichia coli NEB Express (NEB) y
luego se detectaron las colonias positivas mediante
PCR. Para confirmar su identidad se purificd
ADN ‘plasmidico’ (WizardPlus SV Minipreps DNA
Purification®, Promega) y se us6 un servicio de
secuenciacion (Macrogen). La secuencia se envié
al GenBank (nimero de acceso: KX303476.

Por ultimo, el peso molecular tedrico de las proteinas
recombinantes denominadas como NS3'76-303 y
NS3403.59 ge calculd con la herramienta ExPASy
compute pl/Mw (http://web.expasy.org/compute_pi/).

Produccién de las proteinas recombinantes

La expresion de NS3176-303 y NS3403.5%° ge hizo
en 10 ml de medio Luria Bertani (LB, Sigma) con
suplemento de 100 pg/ml de ampicilina (Amresco)
(LB+Amp). Los cultivos se incubaron hasta alcanzar
una densidad optica (DO, ) de =0,4, momento en el
cual se afadio isopropil-beta-tiogalactopiranésido
(IPTG) (Promega) a una concentracion final de
0,3 mM, y se permitié el crecimiento a 37 °C con
agitacion a 200 rpm.

De cada cultivo se tomaron muestras de 1 ml justo
antes de la induccién (tiempo 0), y una, dos, tres y
16 horas después de la induccién. Posteriormente,
de cada muestra se tomo6 una alicuota que se
prepard con solucion tampon Laemmli y se some-
tio a electroforesis en gel de poliacrilamida con
dodecilsulfato sddico (SDS-PAGE) para monitorizar
la expresion.

El volumen restante se uso para establecer si las
proteinas recombinantes NS3176-303 y NS3403.59
se encontraban en la fraccion soluble o en la
insoluble. Para esto, la suspensién bacteriana
se centrifugd y los sedimentos se sometieron de
nuevo a suspensién en solucién tampon de lisis (5
mM de imidazol; 0,5 M de NaCl; 10 % de glicerol,
20 mM de Tris-HCI, pH 7,9; 1 % de Tritron X-100),
a choque térmico (10 minutos en nitrégeno liquido
seguidos de una incubacién a 37 °C), a sonicacion
y a centrifugacion.

Los sobrenadantes y los sedimentos resultantes
se sometieron a SDS-PAGE (10 %). A continuacion
se hizo una expresidon a mayor escala inoculando
una colonia de cada proteina recombinante en 500
ml (para NS3'76-30%) g 250 ml (para NS3403-5%) de
medio LB+Amp. La expresion se indujo con las
mismas condiciones ya descritas y la cosecha de
las bacterias se hizo a las tres horas de la induccién
para NS3'76-2% y 3 las 16, para NS3%35%, |as
bacterias se sometieron a lisis como se describid
anteriormente y los sobrenadantes se usaron para
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hacer una cromatografia de afinidad sobre resina
de amilosa (NEB), siguiendo las recomendaciones
del fabricante. Las proteinas se liberaron de la
resina con solucion tampon maltosa (10 mM) y se
recolectaron fracciones (500 pl) que se cuantificaron
mediante el método de Bradford.

Produccion de los anticuerpos

Cada proteina recombinante se inocul6é por via
intraperitoneal en dos ratas macho Wistar de cuatro
semanas de edad. El esquema de inmunizacion
comprendio una dosis de sensibilizacion con Imject
Alum Adjuvant® (ThermoScientific), una primera
dosis de 100 pg de proteina recombinante con
adyuvante ocho dias después, y dos refuerzos de
50 g, 15y 30 dias después de la primera dosis. Las
ratas se sacrificaron ocho dias después de la Gltima
inoculacion, los sueros se recuperaron y a partir de
ellos se purificaron por afinidad los anticuerpos anti-
NS3176-3% y anti-NS34%-5% siguiendo el protocolo
descrito por Smith, et al. (11).

Cultivo celular en infeccion

Las células BHK-21 (ATCC) y A549 (ATCC)
se mantuvieron en medio Eagle modificado de
Dulbecco (DMEM) (Sigma) con suplemento de 10 %
de suero fetal bobino (FBS) (Hyclone), a 37 °C
en una atmosfera de 5 % de CO,. Cuando las
células alcanzaron una confluencia de =80 %, se
infectaron con DENV2 (aislamiento colombiano
INS-2009) (MOI: 1) suspendido en DMEM con FBS
al 2 %. Las células se mantuvieron en cultivo hasta
24, 48 o 72 horas después de la infeccion.

Ensayos de Western blot

A las 48 horas de la infeccion, las células BHK-
21 y A549 se trataron con tripsina (0,25 % de
tripsina, 0,5 mM de EDTA), se centrifugaron, y el
sedimento se sometié a lisis con solucién tampdn
RIPA (25 mM de Tris-HCI, pH 7,6; 150 mM de NacCl;
1 % de detergente NP-40; 1 % de deoxicolato de
sodio; 0,1 % de dodecilsulfato sédico, SDS) y con
suplemento de inhibidores de proteasas (Sigma).
Los extractos celulares se cuantificaron con el
método del acido bicinconinico y se almacenaron
a -80 °C hasta su uso.

Para los ensayos de Western blot con los sueros
crudos de las ratas, se sometieron a SDS-PAGE
(10 %) 25 pg de cada extracto celular y se trans-
firieron a membranas de fluoruro de polivinilideno
(PVDF) (ThermoScientific), que luego se bloquearon
con solucién tampén salina con Tween 20 y leche
(0,1 % de TBST y 5 % de leche descremada).
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A continuacién, las membranas se incubaron
durante toda la noche a 4 °C con diferentes
diluciones de los sueros crudos (1:500, 1:1000
y 1:2000 en TBST y leche). Al dia siguiente, las
membranas se lavaron con TBST y se incubaron
con el anticuerpo secundario (1:10.000) (anti-rata,
conjugado con biotina, Pierce 31830) durante
una hora a temperatura ambiente y luego se
revel6 mediante la adicién de estreptavidina-
HRP (1:10.000) (ThermoScientific), peréxido de
hidrégeno (0,02 %) y diaminobencidina (DAB)
(0,05 %). Como control, se incubd una membrana
con un anticuerpo policlonal anti-NS3 comercial
producido en conejo (1:1.000) (GTX124252,
GeneTex) y luego con un anticuerpo anti-conejo
de unién a biotina (1:2.000) (Sigma B8895), bajo
las mismas condiciones ya descritas.

Para los ensayos de Western blot con los anti-
cuerpos purificados, se sometieron a SDS-PAGE
(8 %) 20 ug de cada extracto celular, y se hizo
la transferencia, el bloqueo y la incubacién con
los anticuerpos anti-NS3'76-303 y anti-NS3403-59°
purificados (1:1000), y con los sueros preinmunes
(2:1.000), bajo las mismas condiciones ya descritas.
Al dia siguiente, las membranas se lavaron y se
incubaron con el anticuerpo secundario acoplado
a peroxidasa (1:5000) (anti-rata_ HRP, Thermo
Scientific, 31470) durante una hora a temperatura
ambiente. El revelado se hizo con peréxido de
hidrégeno (0,02 %) y DAB (0,05 %).

Ensayos de inmunofluorescencia (IF)

Se sembraron células BHK-21 sobre laminillas
previamente tratadas con poli-L-lisina (10 pg/ml)
e infectadas con DENV2, como ya se describio.
Las células se mantuvieron en cultivo durante
24, 48 o 72 horas, tras lo cual se fijaron con
paraformaldehido al 4 %, se hicieron permeables
con Tritén X-100 (0,3 %, Sigma) durante 30 minutos
y se incubaron con suero de cabra (Gibco) al 10 %
durante tres horas.

A continuacién, las laminillas se incubaron durante
una hora a 37 °C con el anticuerpo anti-NS3176-303
(1:250), el anticuerpo anti-NS3403-5% (1:500) o el
anticuerpo GTX124252 (1:500), y después, con los
respectivos anticuerpos secundarios biotinilados.

Las células se lavaron con solucién tampén fosfato
salino y se incubaron con estreptavidina aco-
plada al colorante Alexa 594 (Molecular Probes).
Después, se contrastaron los nicleos con una
solucion de Hoechst 33342 (Sigma), las laminillas
se montaron con Vectashield (Vector) sobre una
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lamina portaobjeto y se observaron las células
bajo microscopio (Zeiss Axioimager A2) utilizando
un sistema de fluorescencia X-Cite serie 120Q vy el
programa ZEN 2012.

Como control positivo, se prepararon laminillas
con un anticuerpo monoclonal dirigido contra la
proteina de envoltura (E) del virus de la encefalitis
de San Luis (1:500, Millipore MAB8744), el cual
tiene reaccion cruzada con la proteina E del
DENV2. Como anticuerpo secundario en este
experimento, se usd un anticuerpo anti-ratén
conjugado con biotina (1:200, Vector BA9200).
Como controles negativos, se usaron los sueros
preinmunes NS3176-303 (1:250) y NS3403-5% (1:500)
en células infectadas, y los anticuerpos anti-
NS3176-303 (1:250) y anti-NS34%3-5% (1:500) en células
no infectadas.

Ensayos de inmunoprecipitacién

Los ensayos de inmunoprecipitacién se hicieron
con el anticuerpo anti-NS343-5%® como modelo de
experimentacién. Para esto, 10 pl del anticuerpo se
agregaron a 200 g de extracto de células BHK-21
infectadas con DENV2 (obtenido segun se describid
antes) y la mezcla se incubé en agitacion orbital
sobre hielo durante cuatro horas. A continuacion,
se afiadieron proteinas A 'y G inmovilizadas sobre
perlas de agarosa (ThermoScientific) y se incub6
en agitacion toda la noche a 4 °C. Al dia siguiente,
las perlas se recolectaron por centrifugacion, se
lavaron con solucién tampén de inmunoprecipita-
cion (50 mM de Tris HCI, pH 7,5; 100 mM de
NaCl; 0,1 % de Triton X-100) y se sometieron de
nuevo a suspension con solucion tampén Laemmli
para ser analizadas por Western blot. Se hicieron
dos experimentos de control bajo las mismas
condiciones ya descritas: en uno se usaron 10 pl
de suero preinmune en la inmunoprecipitacion y
en el otro no se agregd anticuerpo.

Los proyectos en los cuales se enmarca este
trabajo (130852128608 y UB.270-2010) cuentan
con el aval ético del Comité Institucional de Etica
en Investigaciones de la Universidad El Bosque,
del 29 de septiembre de 2010.

Resultados

Expresion de las proteinas recombinantes y
produccion de los anticuerpos

El peso molecular tedrico de NS3176-3% y NS3403.59
se calculé en 58.381 Da (=58 kDa) y 66.068 Da
(=66 kDa), respectivamente. La expresion de cada
proteina recombinante se hizo primero en 10 ml de
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medio LB+Amp para establecer el tiempo adecuado
de cosecha de las bacterias y la solubilidad de cada
proteina recombinante.

La expresioén de la proteina NS3176-3% fue detectable
una hora después de la induccion y alcanzo su
méaximo a las tres horas. La expresion de la proteina
NS3%%:-5% fue detectable a las dos horas de la
induccion y alcanzé su méaximo a las tres horas;
sin embargo, se obtuvo mas proteina NS3403-5%
soluble a las 16 horas (no se presentan los datos),
razén por la cual se eligié ese tiempo para hacer
la expresion a mayor escala. En las figuras 1Ay
1B se observa que las dos proteinas migraron a la
altura esperada y se detectaron tanto en la fraccion
soluble (S) como en la insoluble (P).

Acontinuacion, se hizo una expresion a mayor escala
seguida por una cromatografia de afinidad sobre
resina de amilosa. En las figuras 1C y 1D se observa
la SDS-PAGE de las fracciones recuperadas en las
cromatografias para las proteinas recombinantes
NS3176-303 y NS3403.59  regpectivamente. Se obser-
varon las bandas esperadas y una banda de menor
peso molecular (%42 kDa) que en los ensayos de
Western blot con un anticuerpo anti-MBP (NEB
E8032S), la cual se identific6 como la etiqueta
MBP (no se presentan los datos).

Para la inmunizacién de las ratas, se us6 como
antigeno la mezcla de las fracciones 4 y 5 de la
cromatografia para NS3176-3% (figura 1C, carriles
4y 5) y la mezcla de las fracciones 6 y 7 de la
cromatografia para NS34%-5% (figura 1D, carriles 6 y
7). La concentracion de proteina en esas mezclas,
determinada mediante el método de Bradford, fue
de 650 pg/mly 740 pg/ml, respectivamente.

Ensayos de Western blot

Los sueros recuperados de las ratas inmunizadas
y los anticuerpos purificados se evaluaron en ensa-
yos de Western blot sobre extractos de células
BHK-21 y A549 infectadas con DENV2. En la figura
2A se observa la inmunodeteccion de NS3 (=70
kDa) sobre extractos de células BHK-21 y A549
infectadas con DENV2, usando tres anticuerpos
diferentes: el anticuerpo comercial GTX124252
(carril 1), el suero crudo anti-NS376-30% (carril 2) y
el suero crudo anti-NS3403-5%° (carril 3).

Todos los anticuerpos se usaron en una dilucién
de 1:1000 y reconocieron la proteina NS3 de
manera especifica y con igual intensidad de
sefial. La figura 2B muestra la deteccion de NS3
usando el suero crudo anti-NS3'76-3% e| anticuerpo
anti-NS3176-3% purificado y el suero preinmune
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NS3176-2% | a proteina NS3 fue visible a la altura
esperada (=70 kDa) en los extractos de células
BHK-21 infectadas con DENV2 e indetectable en
los extractos de células no infectadas o al usar
como anticuerpo primario el suero preinmune.
Los mismos resultados se obtuvieron al hacer la
deteccién de NS3 con el suero crudo anti-NS3403-5%,
el anticuerpo anti-NS34:2->% purificado y el suero
preinmune NS343-5% (figura 2C).

Ensayos de inmunofluorescencia

Se infectaron con DENV2 células BHK-21 mante-
nidas en cultivo por 24, 48 o 72, fijadas e incubadas
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con anti-NS3'76-3% (1:250), anti-NS3403-5% (1:500),
anti-proteina E (1:500) o el anticuerpo GTX124252
(2:500). La fluorescencia especifica para todos los
anticuerpos fue detectable en los tres tiempos de
cultivo ensayados (no se presentan los datos). La
figura 3 corresponde a células fijadas a las 48 horas
de la infeccion y muestra que los anticuerpos anti-
NS3176-303 anti-NS3403-59%y GTX124252 tuvieron una
reaccion similar. No hubo deteccién en las células
no infectadas al usar anti-NS376-3%2 (1:250) o anti-
NS3403.5% (1:500), ni en las células infectadas al
emplear usandolos sueros preinmunes NS3176-303
(1:250) y NS34%:3-5% (1:500). Las células totales e

Fracciones eluidas
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Figura 1. Expresion y purificacion de las proteinas recombinantes NS376-30% y NS343.5%° Estas se expresaron como proteinas
de fusion MBP y se purificaron mediante cromatografia de afinidad. A. y B. SDS-PAGE (10 %) en la cual se observa la expresion
de las proteinas recombinantes. M: marcador SDS6H2 (Sigma). T: resultado de la lisis de bacterias antes de la induccion de la
expresion. T,: resultado de la lisis de bacterias a tres horas de la induccion. T,: resultado de la lisis de bacterias a 16 horas de la
induccion. S: sobrenadante producto de la lisis celular. P: sedimento producto de la lisis celular. S y P corresponden al sobrenadante
y al sedimento de T, en la figura 1A, y de T, en la figura 1B. Las flechas sefialan las proteinas recombinantes. C. y D. SDS-PAGE
(10 %) en la cual se observan las fracciones de la cromatografia de afinidad para NS3176-33 y NS3403.5%° M: SDS6H2 (Sigma) en la
figura C y PageRuler Plus (Fermentas) en la figura D. Carriles 1 al 8 en C, y 1 al 9 en D: fracciones eluidas. Las flechas sefalan las

proteinas recombinantes. El asterisco sefiala la etiqueta MBP.
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Figura 2. Inmunodeteccion de la proteina NS3 viral en extractos
de células infectadas con DENV2. A. Detecciéon de NS3 (=70
kDa) en extractos de células BHK-21 y A549 infectadas con
DENV2. Inmunodeteccion con anticuerpo comercial (1:1000)
(GeneTex. GTX124252), carril 1; suero anti-NS3'76-303(1:1000),
carril 2; suero anti-NS343-5% (1:1000), carril 3. B. Deteccién
de NS3 sobre extractos de células BHK-21 infectadas y no
infectadas con DENV2. La inmunodeteccién se hizo con suero
crudo anti-NS3'76-2%  anticuerpo anti-NS3'76-3% purificado y
suero preinmune NS3'76-3%%. M: marcador PageRuler Plus
(Fermentas). |: extracto de células BHK-21 infectadas con
DENV2. N.I: extracto de células BHK-21 no infectadas. C. Igual
que en B, pero la inmunodeteccién se hizo con suero crudo
anti-NS3403-5% - anticuerpo anti-NS34%-5%° purificado y suero
preinmune NS3403-5%,

infectadas se contaron en las imagenes utilizando
la herramienta cell counter (software Image J) y se
determinaron porcentajes de infeccion de =30 %
al hacer la inmunodeteccion con anti-NS376-3% g
anti-NS3403-5%,

Ensayos de inmunoprecipitacion

Los ensayos de inmunoprecipitacién se hicieron
con el anticuerpo anti-NS34%2-5 como modelo de
experimentacion. En la figura 4A se observa que
el anticuerpo anti-NS34%3-5% purificado permitid la
inmunoprecipitacion de la proteina NS3 en extractos

Anticuerpos contra NS3 de DENV

Anti-NS3176-303 Anti-NS3403-5%

Células no infectadas

Suero preinmune NS3176-303

Suero preinmune NS340%-5%

Anti-NS3176-308 Anti-NS3403-5%

Células infectadas

Figura 3. Deteccion de la proteina NS3 en células BHK-21
infectadas con DENV2. Deteccién de NS3 en células BHK-21
infectadas con DENV2 (MOI: 1) durante 48 horas. La deteccion
se hizo con los sueros preinmunes NS3%76-3% (1:250) y NS3403-5%
(1:500), y con los anticuerpos anti-NS3'76-20% (1:250), anti-
NS3403.5%9(1:500) y anti-NS3 comercial (NS3c) (1:500) (GeneTex.
GTX124252). Como control positivo de la infeccion, se usé un
anticuerpo monoclonal dirigido contra la proteina de envoltura
(E) (1:500) (Millipore). Los dos paneles superiores corresponden
ala deteccion con los anticuerpos anti-NS3'76-30% y anti-NS3403-5%9
en células no infectadas. Barra: 50 pm.

de células BHK-21 infectadas con DENV2. No hubo
deteccion de NS3 al hacer la inmunoprecipitacién
con el suero preinmune NS34%-5% y el Western
blot con el anticuerpo anti-NS3403-5% purificado,
y tampoco cuando esta se hizo con el anticuerpo
anti-NS3403-5% purificado y el Western blot con el
suero preinmune NS343-5%°, En la figura 4B puede
observarse que en el ensayo sin el anticuerpo, la
proteina NS3 aparecié en la fraccion no unida y
no hubo sefial de ella en la inmunoprecipitacion.
En la figura 4C se ven los resultados de un ensayo
de inmunoprecipitacion con el anticuerpo anti-
NS34035% pero esta vez en extractos de células
AB49 infectadas con DENV2. Los resultados fueron
similares a los descritos antes para las células
BHK-21, ya que el anticuerpo permitié la inmuno-
precipitacion de la proteina NS3 presente en las
células A549 infectadas de forma especifica.
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Figura 4. Desempefio del anticuerpo anti-NS34%%-5® en ensayos de inmunoprecipitacion. A. Western blot con el anticuerpo anti-
NS3403.59 (a-NS3) o con el suero preinmune NS34%-5% (Pre-I), sobre la inmunoprecipitacion (IP) con el anticuerpo anti-NS3403-5%°
(IP/a-NS3) o con el suero preinmune NS343-5% (IP/Pre-l). B. Western blot con anti-NS340%-5% sobre las inmunoprecipitaciones
con (IP + a-NS3) o sin (IP - a-NS3) anticuerpo anti-NS34%-5%, NU: fraccién no unida. UL: Gltimo lavado de las perlas. C. Como en
B, pero usando extractos de células A549 infectadas con DENV2. En A, B y C. Las inmunoprecipitaciones se hicieron con 200
Ug de extracto de células infectadas con DENV2. La flecha indica la posicion de la proteina NS3, y los asteriscos sefialan las
cadenas pesadas y livianas de las inmunoglobulinas. E: 20 pg de extracto de células BHK21 infectadas. M: marcador PageRuler

Plus (Fermentas).

Discusion

En este trabajo se logré la expresion soluble de
proteinas recombinantes de dos regiones del
dominio helicasa NS3 del DENV2, las cuales
se usaron para inmunizar ratas y producir anti-
cuerpos policlonales. Los dos anticuerpos anti-NS3
demostraron su eficacia en ensayos de Western
blot e inmunofluorescencia, y uno de ellos (anti-
NS3403.59) en ensayos de inmunoprecipitacion.

La proteina NS3'76-2% contenia los residuos 176
a 303 de NS3, los cuales corresponden a gran
parte del subdominio 1 (residuos 168 a 322) del
dominio helicasa de la proteina viral. Por su parte,
la proteina recombinante NS34:-%° contenia los
residuos 403 a 599, los cuales corresponden a
parte del subdominio 2 (residuos 323-488) y a gran
parte del subdominio 3 (residuos 489 a 618). Las
proteinas NS3176-303y NS3403.5% se expresaron como
proteinas de fusion MBP y ambas se obtuvieron
abundantemente en la fraccién soluble (figuras
1Ay 1B).

Este fue un resultado notable, porque en un trabajo
previo en el que se buscaba la expresion individual
de los subdominios 1 o 2 del dominio helicasa
de NS3, se produjeron proteinas solubles al usar
DENV4, pero insolubles con el DENV2. Mas aun,
en ese mismo estudio la expresion del subdominio 3
produjo proteinas insolubles para ambos serotipos
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y esa dificultad solo pudo resolverse para DENV4 al
expresar una proteina recombinante que contenia
los subdominios 2 y 3 (12). Por el contrario, en
este trabajo las dos proteinas recombinantes del
dominio helicasa de NS3 de DENV2 se obtuvieron
de forma soluble y se alcanzaron producciones
de =2 mg de NS3'5-2% g partir de 500 ml de
cultivo (3 horas después de la induccién) y =4
mg de NS34%-5% g partir de 250 ml de cultivo (16
horas después de la induccidén). Las proteinas
recombinantes purificadas se usaron para inmu-
nizar ratas y los anticuerpos, purificados por
afinidad, se emplearon en los ensayos de Western
blot, inmunofluorescencia e inmunoprecipitacion.

En los ensayos de Western blot e inmunofluorescen-
cia se us6 como control el anticuerpo GTX124252
(GeneTex), el cual se produce con una proteina
recombinante que comprende los aminoacidos 354
al 568 de NS3.

En los ensayos de Western blot, se usaron los
sueros crudos anti-NS3176-303 y anti-NS3403-5%° para
detectar la proteina viral (=70 kDa) sobre extractos
de células BHK-21 y A549 infectadas con DENV2.
El desempefio de estos sueros, medido por la
intensidad y la especificidad de la sefial y la dilucién
de trabajo (1:1.000), fue comparable con el del
anticuerpo GTX124252 (figura 2A). En los ensayos
de Western blot en células BHK-21 no infectadas,
no hubo deteccion de NS3, asi como tampoco
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con los sueros crudos, ni con los anticuerpos anti-
NS3176-303 y anti-NS3402-5%° purificados (figuras 2B y
2C). Tampoco hubo deteccion alguna en la region
de =70 kDa al hacer el Western blot con los sueros
preinmunes (figuras 2B y 2C).

Con respecto a la localizacién celular, ademas de
su ubicacion en el citoplasma, NS3 también se
asocia a membranas mediante su cofactor NS2B
(13). Enlos ensayos de inmunofluorescencia, tanto
el anticuerpo control como los anticuerpos anti-
NS3176-303 y anti-NS3493-5% detectaron la proteina
NS3 en el citoplasma y, mas intensamente, en la
region perinuclear de las células infectadas (figura
3). Esta misma ubicacion subcelular habia sido
descritaencélulas CV-linfectadascon DENV2 (14),
en células BHK-21 transfectadas con un constructo
de NS3 (15) y en células Huh-7.5 y HEK 293T
transfectadas con los constructos NS3 o NS2B-NS3
(16). El anticuerpo anti-NS3403-5% (1:500) produjo
una intensidad y una distribucion de fluorescencia
comparables a las del anticuerpo GTX124252
(1:500), mientras que el anticuerpo anti-NS3176-308
(1:250) produjo una marcacion mas débil que hizo
menos apreciables las prolongaciones citoplasmi-
cas de las células (figura 3).

Por ultimo, aunque en el mercado existen anti-
cuerpos comerciales contra NS3, los fabricantes
declaran no haber comprobado su utilidad en
experimentos de inmunoprecipitacion. Un ensayo
de este tipo demanda cerca de 10 pl de anticuerpo
primario por reaccién y eso hace particularmente
costosa esa verificacion. Ya que en este trabajo
se produjeron aproximadamente 5 ml de cada
anticuerpo anti-NS3 por rata, y la dilucién de trabajo
determinada para el anticuerpo anti-NS34%-5% fue
igual a la del anticuerpo comercial (GTX124252)
en los ensayos de Western blot (1:1000) e
inmunofluorescencia (1:500), el paso siguiente
fue establecer la eficacia de este anticuerpo en
ensayos de inmunoprecipitacion.

En experimentos descritos en otros estudios,
este ensayo se hizo con anticuerpos antietiqueta
(15), con sueros anti-NS3 o con fluido ascitico
hiperinmune (17,18), usando extractos de células
en las que se indujo la sobreexpresiéon de NS3
0 que estan marcadas metabdlicamente con
radioisétopos. Aunque la sobreexpresion facilita
la deteccion de interacciones en las que participa
una proteina determinada, los resultados podrian
sugerir la existencia de artefactos debidos a la
sobreexpresion y no necesariamente a interac-
ciones bioldgicas reales.

Anticuerpos contra NS3 de DENV

Por otra parte, aunque la marcacién metabdlica
le da al sistema una muy alta sensibilidad y
le permite revelar interacciones indetectables
con otras técnicas, tiene desventajas como los
riesgos de seguridad, la generacion de desechos
radiactivos y la toxicidad para las células. Por
€so, es importante contar con un anticuerpo que
en condiciones de cultivo e infeccién estandar,
permita la inmunoprecipitacién y deteccién de
proteinas virales de interés, para hacer el posterior
andlisis de las proteinas celulares que pudieran
precipitarse conjuntamente con ella.

En este caso, el anticuerpo anti-NS34°3-5% permitid
la inmunoprecipitacion de NS3 en extractos de
células BHK-21 infectadas con DENV2 (figuras
4A'y 4B). La interaccion fue especifica, pues no
hubo deteccion de NS3 en el sistema donde se
hizo la inmunoprecipitacion con el suero preinmune
(figura 4A), o en el que no se agregé anticuerpo
anti-NS343-5%  (figura 4B). El anticuerpo anti-
NS3%35% también permitid la inmunoprecipitacion
de la proteina NS3 sobre extractos de células
A549 infectadas con DENV?2 (figura 4C).

Comparados con un anticuerpo monoclonal, los
anticuerpos descritos en este trabajo pueden pro-
ducirse mas facilmente, de forma mas econémica
y en menor tiempo. Ademas, los anticuerpos anti-
NS3176-303 y anti-NS3403-5% fueron eficientes para
detectar la proteina NS3 en ensayos de Western blot
(ambos), inmunofluorescencia (ambos) e inmuno-
precipitacion (anti-NS34%3-5%), y no produjeron ruido
de fondo con ninguna de las técnicas examinadas.

En conclusion, las proteinas recombinantes expre-
sadas y los anticuerpos policlonales producidos
constituyen herramientas valiosas para detectar
la replicacion viral in vivo, estudiar los procesos
infecciosos del DENV que involucren la NS3 y
evaluar las pruebas encaminadas a interferir con
las funciones de esta proteina viral.
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