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1. RESUMEN

Los virus Dengue y Zika han provocado un gran impacto mundialmente pues son
causantes de patologias que comprometen la vida y la calidad de ésta. A pesar de ello, ain no
existe un tratamiento ni una vacuna capaz de prevenirlas de manera eficiente, por lo que es
necesario contribuir al estudio de ambos virus y de su proteina NS1 multifuncional. A esta
ultima se le han atribuido multiples funciones el manipular de cierta forma las vias de
activacion del complemento; se ha encontrado en el suero de pacientes enfermos, desde que
presentan fiebre, al igual que un incremento de los niveles de NS1 a la par del incremento en
la carga viral. Por esta razon el objetivo de este trabajo fue desarrollar una serie de metodologias
de purificacion que permitan contar con preparaciones de virus y de la proteina NS1 purificados.

Para cumplir con este objetivo se obtuvieron stocks virales de Dengue y Zika
propagados en cerebro de ratones lactantes y en células C6/36. A partir de los stocks se
realizaron diferentes metodologias para la purificacion de ambas particulas virales y de la
proteina NS1. Para purificar con la misma metodologia la particula viral y la proteina NS1
(nativa) se realizd una cromatografia de exclusion molecular (CEM) con la columna
Ultrahidrogel 500 (Waters). Para purificar unicamente las particulas virales se recurrid a
técnicas de ultracentrifugacion: 1) Colchon de sacarosa: que permite precipitar las particulas
virales bajo el colchdn separandolas del sobrenadante. 2) Sulfato de protamina y PEG: que
precipita primero proteinas ajenas con sulfato de protamina y después las particulas virales con
el PEG 6000. El PEG se elimin6 con etanol o con CEM (usando la resina Sephadex G- 100).
Por ultimo, la purificacion de la proteina NS1 (recombinante) se llevé a cabo mediante las
técnicas: 1) CEM con la resina Superdex 200. 2) Electroelucion.

La CEM con la columna de Ultrahidrogel 500 no permitié separar ni las particulas

virales ni la proteina NS1. El colchon de sacarosa proporciond particulas virales de Zika, pero
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no de Dengue. La metodologia con sulfato de protamina permitié obtener particulas virales
viables de Dengue y Zika, pero con PEG. La NS1 se purifico utilizando ambos métodos la
CEM con la Superdex 200 y la electroelucion.

A partir del colchdn de sacarosa se obtuvieron particulas virales puras, aunque habria
que repetir ensayos para afirmar que también se encuentran viables.

La proteina NS1 recombinante solo se pudo purificar uniendo dos metodologias, la

cromatografia y la electroelucion, lo que la hace efectiva pero laboriosa.
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2. MARCO TEORICO

2.1.Vacunas

Una vacuna de acuerdo a la OMS es “cualquier preparacion destinada a generar
inmunidad contra una enfermedad estimulando la produccion de anticuerpos pudiendo estar
compuesta de una suspension de microorganismos muertos o atenuados, o de productos o
derivados de microorganismos” (OMS 2020).

En la busqueda de una vacuna contra dengue, la primera que obtuvo autorizacion fue
la “Dengvaxia” una vacuna tetravalente de virus atenuado, que no ofrece una proteccion
equilibrada contra todos los serotipos, aumentando el riesgo en personas vacunadas que no
habian sido infectados previamente con ningun serotipo (Halstead, 2017). De esta manera se
han buscado otras alternativas basadas en virus inactivados, ADN plasmidico mediante
vectores, particulas VLP's similares al virus, subunidades de proteinas recombinantes, estas
ultimas se han producido en diferentes hospederos, siendo las de mayor auge la proteina E y
NS1. La NS1 tiene epitopos relacionados con el complejo de histocompatibilidad Iy II, blancos

de las células T, convirtiéndola en candidata para una vacuna (Tripathi & Shrivastava, 2018).

2.2.Los virus Dengue y Zika

De acuerdo con la OMS, hasta julio del 2019 se ha transmitido el virus Zika en
aproximadamente 49 paises en America. En 100 de estos la enfermedad se ha vuelto endémica,
y ésta se ha transformado en emergente después del brote del 2015 en Brasil y en otras partes
del mundo (Alshammari et al., 2018). El Dengue es también una enfermedad emergente,
amenazando a mas de la mitad de la poblacion mundial, que vive en areas de riesgo (Ho et al.,
2017), ademas de incrementarse el numero de casos acumulados en America de 1.5 millones

en los afios 80’s a 16.2 millones del 2010 al 2019 (OMS, 2018), esto tan so6lo en el 2015, la
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OMS report6 2.35 millones de casos en América, de estos, 10,200 eran casos de Dengue grave,
terminando en 1181 casos fatales (OMS, 2018).

Se ha observado que, en las regiones endémicas de América para el virus de Dengue,
también se ha reportado la presencia del virus del Zika, ya que comparten vectores de
transmision, principalmente los mosquitos del género Aedes. Otra similitud son sus sintomas
como: fiebre, dolor de cabeza, muscular y articular, entre otros (Alvarez et al., 2018), pero un
rasgo que sobresale es que se ha demostrado cientificamente que los anticuerpos contra el Zika
pueden potenciar la infeccion por el virus Dengue, aumentando el riesgo y haciendo mas
complicado tratar la infeccion (Kawecki & Christofferson, 2016).

Ambos virus son flavivirus, por lo tanto, presentan similitudes en su estructura, por
ejemplo, tienen forma esférica y su genoma es de ARN con polaridad positiva, el cual codifica
para diez proteinas: 3 estructurales y 7 no estructurales (NS). La NS1 (proteina no estructural
1) esta involucrada en una variedad de efectos tanto adversos como protectores en el proceso
de infeccién con ambos virus, por lo que la convierte en blanco de estudio para el desarrollo
de una vacuna (Arredondo, Méndez & Medina, 2016).

Para desarrollar investigaciones con los virus Dengue y Zika, se deben establecer
previamente protocolos para su propagacion, con la finalidad de asegurar una fuente de estos
agentes virales. Los métodos de propagacion mayormente utilizados se basan en el pase de los
virus en células de insecto C6/36 o en cerebros de ratones lactantes; ambos métodos aportan
ventajas o desventajas dependiendo de los requerimientos del estudio a realizar con estos virus
(Jensen, Nguyen & Jewett, 2016), (Coelho et al., 2017).

En este trabajo se plantea la purificacion de las particulas virales a partir de extracto de
cerebro de ratdn lactante por ofrecer un alto titulo viral (Zompi & Harris 2012), también se

purificaran las particulas virales a partir de cultivo de células C6/36 infectadas, obteniendo de
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esta misma fuente, material para la purificacion de la proteina NS1 (Kurosawa, Saito,
Kobayashi & Okuyama, 2012).

2.3. Dengue: Aspectos generales

El Dengue (DENV) es un arbovirus (virus transmitido por artropodos), que pertenece
a la familia Flaviviridae; género Flavivirus, en el que también se ubican otros virus de
importancia sanitaria como el virus de la encefalitis japonesa (JEV), el de la fiebre amarilla
(YFV), Zika (ZIKV), y el del Oeste del Nilo (WNV), entre otros (Flipse & Smit, 2015), (Kuno,
Chang, Tsuchiya, Karabatsos & Cropp, 1998).

El virus Dengue, causante de la enfermedad con el mismo nombre, es un gran problema
de salud publica con alrededor de 100 millones de personas infectadas anualmente, generando
una carga econdmica para la poblacion y gobierno, principalmente en las zonas tropicales y
subtropicales, donde habitan los mosquitos del género Aedes; principalmente Ae. aegypti 'y Ae.
Albopictus (Guo et al., 2017), principales transmisores del virus.

La infeccion por cualquiera de los cuatro serotipos de Dengue (DENV1, 2, 3 y 4) se
puede presentar de diversas formas: asintomatica, con signos de alarma (Dengue no severo) y
con signos graves (Dengue grave). En el Dengue sin sintomas de alarma es comun encontrar
dolor de huesos, fiebre alta, rash y dificultades respiratorias o gastrointestinales; mientras que
en el Dengue no severo con sintomas de alarma se presentan los sintomas anteriores, ademas
de derrames pleurales, hipotermia, shock, dolor de abdomen, entre otros. Por ultimo, en el
Dengue grave se observan principalmente hemorragias, dificultad para respirar, sindrome de
shock del dengue (DSS) pudiendo ocasionar la muerte (Lee, Halverson & Ezinwa, 2018),

(Brathwaite et al., 2012).
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2.3.1. Historia y epidemiologia de la enfermedad.

Uno de los primeros reportes de la enfermedad causada por el virus de Dengue, pudo
haber sido descrito en 1635 en la isla de Martinica, pero al carecer de un diagndstico completo
y detallado, solo ha permanecido como una sospecha. Es en 1780, la fiebre del Dengue ya fue
explicitamente reportada por Benjamin Rush en Filadelfia, EU (Brathwaite et al., 2012). Mdas
tarde, en 1823 en Zanzibar, Africa, se presentan casos de esta enfermedad a la cual llamaban
“Denga", que se extendiod por los puertos, del Mar Rojo, Golfo Pérsico, Arabia (Christie, 1882).
Tras su extension, en 1828 surge un brote de la enfermedad en la isla de Cuba, donde se le
comienza a llamar “Dunga”, tiempo después “Dengue” (del castellano), (Brathwaite et al.,
2012), (Mufioz, 1828), haciendo referencia a “fastidioso” y “mojigateria o prudery” nombre
que lleva hoy en dia (Christie, 1882). Durante el siglo XIX se suscitaron varias epidemias, en
1846 en Rio de Janeiro, Brasil donde la enfermedad fue nombrada “polka” (Tadeu & Figueiredo,
2003); continuando en Lima, Peru (1851), (Casimiro, 1890); en Alabama, Louisiana, New
Orleans (1873) donde hubo alrededor de 40,000 de enfermos (Schneider & Droll, 2001); en las
Bahamas y Bermuda (1882); en Texas (1885 y 1897); en Chile (1889); en Cuba (1897); en
Florida (1898); y en Panama (1904), de esta manera se siguié propagando por América latina
(Brathwaite et al., 2012).

En 1924, ya se comenzaba a mencionar que el agente causante de la enfermedad del
Dengue pertenecia a un grupo de virus (Harris & Duval, 1924). Y continuaron las epidemias
durante el periodo de 1911-1946, donde se vieron afectadas las Islas de Caribe, Cuba, Puerto
Rico, Bermudas, México, Panama, Venezuela y al Golfo de Texas (Pinheiro & Corber, 1997).
Al otro lado del mundo, en 1950, se dio a conocer la forma grave de la enfermedad en Filipinas
y Tailandia (Schneider & Droll, 2001). Esta se expandi6 al menos a 12 naciones de Asia y del

Pacifico provocando una epidemia de la FHD (fiebre hemorragica de dengue). Para el
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continente americano, los casos de infecciones incrementaron a partir de 1960 (Tibaire, 2001),
pese a que se erradicaba el mosquito Aedes aegypti, en algunas zonas, pocos afos después se
reportaba la presencia del mosquito y posterior a esto los casos de dengue grave y FHD
(Schneider & Droll, 2001).

Se estima que hay 390 millones de infecciones por afio en el mundo (Low, Ogston,
Yong, Gan & Chee, 2018), el 75% de los casos de dengue presentan sintomas leves o son
asintomaticos; menos de 1% se reportan como casos fatales, con alrededor de 9000 por afio.
De los casos mortales, el 90% de las muertes son principalmente nifilos menores a 15 afios. Los
factores que contribuyen al desarrollo de Dengue grave son principalmente una segunda
infeccion con un serotipo heter6logo, ademas de la genética de la cepa DENYV, la edad,
condiciones inmunes del paciente, entre otros (Nunes et al., 2018).

Otra estimacion muestra que durante en el 2011 se presentaron 139,000 casos de dengue
sintomaticos y alrededor de 119 muertes en México, donde es recurrente la transmision en 28
de los 32 estados, produciendo una gran carga econdmica, con un costo anual de
aproximadamente $2189.6 millones de pesos, de los cuales $1120.56 millones le compete a la
enfermedad y el resto a control de vectores; y podria aumentar por los casos no reportados. En
un estudio en Morelos, Axochiapan y Tepalcingo, del total de las personas infectadas que
mostraban sintomatologia solo el 67% acudieron al médico y solo el 21% se inform¢ al sistema
de vigilancia de Morelos. El costo estimado en un hospital de tercer nivel o de alta especialidad
fue de $240 dolares por cama al dia y $65 dolares por la visita ambulatoria (Undurraga et al.,
2015).

La enfermedad no sélo genera un costo econdmico, también genera una carente calidad
de vida, aunque en la mayoria su estado de salud sea bueno previo al episodio de dengue. Los

puntos mas afectados durante el episodio de dengue son el suefio, energia, dolor, cognicion,
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movilidad y, por lo tanto, un problema para tener un cuidado personal, ademas de la depresion.
Mientras que en los pacientes ambulatorios principalmente se presenta la fiebre del dengue y
en hospitalizados con un 44.8% la fiebre hemorragica o el dengue intermedio (Martelli et al.,
2011).

En México, la carga econdémica general que incluye gastos médicos para el sistema de
salud, del paciente y otros aspectos, entre los afios 2012-2016 ascendi6 a $144, $161, $133,
$131 y $130 millones de dolares respectivamente (Zubieta et al., 2018), sin embargo, a pesar
de la disminucién de casos en el 2016 y por lo tanto en el gasto, a inicios del 2019 y hasta
noviembre del mismo afio en América se reportaron 2,870,402 casos de dengue, el mayor
registrado en la historia hasta ese momento con 1,279 muertes y 26,406 casos de dengue grave

(OPS/OMS, 2019).

2.3.2. Virus Dengue: agente etiolégico.

El Dengue es un virus envuelto de aproximadamente 50 nm y forma icosaédrica que
esta rodeado por una membrana lipidica, obtenida de las células hospederas. De esta manera
esta protegido y es transportado el genoma viral, el cual es una hebra de ARN de polaridad
positiva (Velandia & Castellanos, 2011), con aproximadamente 10,700 nucleoétidos, que
codifica para una poliproteina de 3,411 aminoacidos, que se traduce en 3 proteinas estructurales
que conforman los componentes del virion (Figura 1), la E (envoltura), M (membrana), C
(Capside) y 7 no estructurales la NS1, NS2A/B, NS3, NS4A/B y NS5 que estan involucradas
en procesos de replicacion y ensamblaje (Figura 2) (Biack & Lundkvist, 2013). La proteina prM
o precursora de la proteina M, gracias a la furina se divide en dos, generando el péptido pr y la

proteina M. La proteina E al ser la més abundante en la estructura del virus y unirse al receptor
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celular la hace blanco de los anticuerpos, mismos que sirven para identificacioén viral en la

investigacion (Lopez & Mota, 2000).

Figura. 1 Estructura del virus Dengue.

En amarillo se muestra la proteina E, en verde la proteina C, en azul la proteina M y en el centro en
color verde el RNA.

Figura. 2 Genoma del virus Dengue.
EI ARN viral codifica para 7 proteinas no estructurales NS1, NS2A/B, NS3, NS4A/B, NS5 y 3 proteinas estructurales E
(envoltura), C (Cépside) y M (membrana).Esta ultima se desprende de la prM.

2.3.3. Proteina NS1 de Dengue
El gen que codifica para la proteina NS1 posee un tamafio de 1062 nucledtidos que
generan una proteina de 354 aminoacidos con un peso molecular de entre 48 y 54 kDa (Perera

& Kuhn, 2008), dependiendo del estatus de glicosilacion. La proteina NS1 tiene un alto grado
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de conservacion entre los 4 serotipos, cuenta con dos sitios de glicosilacion en la asparagina
(Asn) 130 y 207, ademas de tener 12 cisteinas (Cys) también conservadas (Fan, Liu & Yuan,
2014). Esta proteina en su forma inmadura es un mondémero con patrén de glicosilacion
variable, que se transforma en dimeros muy estables pero labiles al calor y estos, a su vez, en
hexdmeros menos estables, ambos solubles (Perera & Kuhn, 2008), (Jason, Shamala & Azliyati,
2017). Para la formacion de los dimeros, el extremo C-terminal de la propia proteina es
sumamente esencial (Fan et al., 2014). Dentro de la célula se le vincula a la proteina con las
membranas y fuera sobre la superficie de la célula®. Durante su procesamiento, la NS1 es
traslocada hacia el lumen del RE, donde adquiere carbohidratos ricos en manosas, se dimeriza
inmediatamente, teniendo tres rutas a seguir la replicacion viral, la membrana plasmatica y el
medio extracelular (Scaturro, Cortese, Chatel-Chaix, Fischl & Bartenschlager, 2015).

En células de mamiferos se ha evidenciado que la NS1 en su forma dimérica se traslada
hacia el aparato de Golgi, donde se modifica con la adiciéon de un azticar complejo al glucano
N130, conservando al glucano 207 alto en manosas. La NS1 cuenta también con una parte
hidrofébica que la mantiene asociada a la membrana y puede permanecer en las vesiculas
celulares antes de asociarse a €sta, para finalmente ser secretada en forma de hexamero (Fan et
al., 2014).

La proteina en forma de dimero cuenta con
tres dominios: a) P-roll, conformado por dos
horquillas B que se entrelazan, b) Wing, conformado
por un subdominio o/  y un conector y c¢) f-escalera,

formada por 18 cadenas [ antiparalelas ensambladas

en una lamina B del largo del dimero (Figura 3)

Figura. 3 Dimero de NS1.

(Scaturro et al., 2015).

10
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La proteina NS1 es secretada en forma de
B-ladder
hexamero (300 kDa) que consta de tres dimeros NS : /
enlazados no covalentemente (Jason et al., 2017), que
le dan la estructura de un barril hueco y abierto por
ambos lados (Figura 4), con un interior abundante en

lipidos necesarios para el ensamblaje y salida de la

célula (Gutsche et al., 2011). El hexdmero NS1 tiene

el roll B al interior del barril, mientras que las B-  Figura. 4 Hexamero de NS1.
escalera y los bucles del Wing hacia afuera (Scaturro

et al., 2015). Siendo el hexdmero su forma

oligomérica principal extracelularmente (Jason et al.,

2017).

En personas infectadas con Dengue, es posible encontrar en su suero la NS1, desde que
presentan fiebre hasta que se encuentran enfermos (Gutsche et al., 2011), reportdindose hasta
50 pug/mL en pacientes que desarrollaron la enfermedad, lo que muestra una relacion entre los
niveles de la NS1 secretada y la patogénesis del virus Dengue (Alcon et al., 2002).
Adicionalmente, también se ha reportado que el incremento de los niveles de NS1 se presentan
a la par de un incremento en la carga viral (Jason et al., 2017). Por otra parte, los pacientes
infectados también desarrollan niveles importantes de anticuerpos frente a la proteina NS1, los
cuales se han reportado participan en procesos de patogénesis durante la infecciéon como la
permeabilidad vascular que provoca y lisis en el endotelio (Velandia & Castellanos, 2011).

La proteina NS1 unida a la membrana o en su forma secretada, manipula de cierta forma
las vias de activacion del complemento, al antagonizar la activacion del complemento y

deprimirlo uniéndose a proteinas del complemento como la C1s, el C4 y al factor H, evitando

11
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que ejerzan su funcién, y por tanto, contrarrestando la respuesta inmune del hospedero (Fan et
al., 2014), (Gutsche et al., 2011). In vitro, se ha visto que los anticuerpos IgG contra la NS1 de
Dengue y JEV obtenidos de sueros llegan a estimular mediante el complemento una lisis en
células infectadas y no infectadas, lo que provoca un sangrado y un derrame hacia el espacio
extravascular que son caracteristicos del Dengue grave (Velandia & Castellanos, 2011).

Una de las muchas funciones de la proteina NS1 es el promover la replicacion del ARN,
que se demostrd cuando al realizar una mutacion de alanina en la Asn 207, se retraso la
replicacion viral y el efecto citopatico. Otros estudios demostraron que con una mutacion de
un sitio de Cys y una delecion C- terminal se elimind la replicacion del virus, lo que no ocurrio
con las mutaciones en la Asn 130 y la Glu 173, que solo es semejante su fenotipo al virus de
tipo silvestre (Fan et al., 2014). Continuando con las mutaciones, se elimind del genoma la
porcién que codifica para la NS1 y no hubo replicacion, pero cuando se expresé en condiciones
anormales, NS1 in trans, si se llevo a cabo la replicacion. Por lo tanto, la NS1 tiene un papel
importante y esencial para que se pueda llevar a cabo la funcién viral (Scaturro et al., 2015).

La proteina NS1 también se ha encargado de mejorar la produccion de las particulas
virales, ya que interacta con ellas mediante sus proteinas estructurales, ademds de contar con
funciones en el ensamblaje (Scaturro et al.,, 2015) y mejorar la infeccion en hepatocitos
previamente incubados con NS1 soluble de la misma cepa (Fan et al., 2014), (Gutsche et al.,
2011), pues de alguna manera la presencia de lipidos como triglicéridos, ésteres de colesterol
y fosfolipidos en la proteina facilita su difusion, pues imita a las lipoproteinas plasmaticas y a
las HDL relacionadas con la homeostasis vascular (Gutsche et al., 2011).

Contradictoriamente, los anticuerpos dirigidos a regiones especificas de la NS1 también
han demostrado ser protectores en modelos murinos retados con concentraciones letales del

virus dengue, lo que la hace atractiva como inmunodgeno vacunal. La multiplicidad de funciones

12



“Estandarizacion de una metodologia para la purificacion del virus y de la proteina NS1 de Dengue y Zika”

de la NS1 en el contexto de la infeccion con Dengue y Zika, la convierte en un blanco muy
importante de investigacion, debido a qué entender sus mecanismos especificos tanto de
patogénesis como de proteccion aportard datos para poder utilizarla como blanco terapéutico o

inmunodgeno (Alcon et al., 2002).

2.4.Virus del Zika: aspectos generales y la enfermedad.

Entre el 2015 y 2016, el Zika se esparcio en América causando brotes en alrededor de
47 paises. A inicios del 2017, su incidencia bajd y en este mismo afio, a partir del 23 de julio,
el CDC (Centro de Control y Prevencion de Enfermedades, E. U. A.) denominé a 95 naciones
como areas en riesgo por transmision de Zika (Oduyebo et al., 2017) de los cuales gran parte
son zonas tropicales y subtropicales, con alta probabilidad de volverse una enfermedad
endémica (Wong, Poon & Wong, 2016).

El virus del Zika pertenece al género flavivirus y esta estrechamente relacionado con el
virus Dengue genética y estructuralmente. La NS1 es la proteina prueba de esto, pues esta
generalmente conservada entre los flavivirus, aunque también se sabe que contiene epitopos de
reaccion cruzada y son especificos del serotipo dentro de los virus del dengue (Jason et al.,
2017). El virus Zika comparte el modo de transmision vectorial con el virus Dengue y, a
diferencia de dengue, éste también puede transmitirse de un humano a otro por via sexual
(Heinz & Stiasny, 2017). Los sintomas iniciales de la infeccién con Zika son similares a los de
Dengue, por lo que clinicamente se complica su diferenciacion. Sin embargo, las formas graves
de ambas enfermedades presentan un espectro de manifestaciones muy diferentes. La infeccion
con Zika es responsable de malformaciones genéticas en el feto que comprometen su vida o

causan invalidez de por vida. Adicionalmente, la infeccion con Zika se relaciona con el
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desarrollo del sindrome de Guillain-Barre en adultos, el cual es altamente incapacitante

(Oduyebo et al., 2017).

2.4.1. Epidemiologia e historia.

En 1947 en la ciudad de Entebbe, peninsula del lago Victoria, en el centro de Uganda,
Africa, se aislo el virus de Zika de un mono Rhesus centinela. Un aflo después, se detectd en
mosquitos Aedes africanus y, en 1950, se documento el aislamiento del virus en humanos en
Nigeria, Tanzania y Uganda. De este ultimo pais se sospecha surgio el linaje africano, aunque
se sugiere que una cepa también de Uganda se esparcié a Malasia y Micronesia dando lugar a
el linaje asiatico (Wong, 2016) el cual llegd a Asia en 1970, cuando se informo6 de casos en
Indonesia y Pakistan (Khaiboullina et al., 2018). Mas tarde en el 2007, se dio un brote en el
conjunto de islas de Micronesia y varios en Oceania, iniciando con la isla Yap (Heinz & Stiasny,
2017), (Wong, 2016), en el que se confirmaron 49 casos y 59 probables (Wikan & Smith, 2016).
En el 2013, en la Polinesia Francesa, se asocid la infeccion por el virus Zika y el sindrome de
Guillain-Barré (Pierson & Graham, 2016). En el 2014, se reporta la presencia del Zika en
América, en un brote en la Isla de Pascua, y en el 2015 en Brasil, iniciando una gran epidemia
en América. En el 2016, se reportaron mas de 2000 casos de infeccion por Zika y 118,000
sospechosos (Wong, 2016). De acuerdo con la OMS, en América puede haber hasta mas de 4
millones de infecciones anualmente y se calcula que hay 2,17 mil millones de habitantes en
zonas de riesgo (Heinz & Stiasny, 2017).

En México, el primer caso autdctono o infeccion adquirida localmente de Zika fue en
Monterrey, Nuevo Ledn, seguido de uno en Chiapas, que fueron notificados por el Punto Focal
Nacional (PFN) del Reglamento Sanitario Internacional (NFP) en el 2015. La Secretaria de

Salud a partir de la semana 34 del 2017, informé de casos autdctonos de Zika en 27 de 32
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estados, donde los estados con mas alta incidencia fueron: Yucatan con 61 casos por 100,000
habitantes y Colima con 40 casos por 100,000 (OPS/OMS, 2017).

Debido al impacto del Zika y su importancia en la Salud Publica, la OMS (2016)
decret6 como prioridad el desarrollo de una vacuna, con el fin de proteger a mujeres
embarazadas frente a la infeccion con Zika (Hombach, Friede, Moorphy, Costello & Kieny,
2016). En México, entre el 2015 y 2017, hubo 5,667 casos confirmados de Zika en mujeres
embarazadas, reportados por la Secretaria de Salud, siendo Yucatan el estado mas afectado con
924 casos. Durante el mismo periodo, se reportaron 1131 casos de sindrome de Guillain-Barré,

11 de ellos con certeza de la asociacién con el Zika (OPS/OMS, 2017).

2.4.2. Virus Zika: agente etiolégico.

El origen del virus Zika se remonta a 1947, cuando en un estudio de vigilancia de fiebre
amarilla en el bosque de Zika en Uganda se aisl6 el virus de la sangre de un mono que presento
fiebre elevada. A este virus aislado se le denomind cepa 766 (Hayes, 2009).

Zika es un virus de envoltura lipidica de aproximadamente 50 nm y de ARN
monocatenario positivo (Nambala & Su, 2018), cuyo genoma contiene 10,794 nucleotidos que
codifican a 3419 aminoacidos (Kuno & Chang 2007). Similar al de otros flavivirus y codifica
de su extremo N al C de la poliproteina, para 3 proteinas estructurales y 7 no estructurales
(Wong, 2016). Las 3 proteinas estructurales son la E de envoltura, la prM como precursor de
membrana y la C de capside, todas relacionadas en el ensamblaje viral, entrada y salida del
hospedero. Las 7 no estructurales son NS1, NS2A/B, NS3, NS4A/B y NS5, a las cuales se les

atribuye la replicacion y la evasion de la respuesta inmune (Nambala & Su, 2018).

15



“Estandarizacion de una metodologia para la purificacion del virus y de la proteina NS1 de Dengue y Zika”

2.4.3. Proteina NS1 de Zika.

La NS1, es la unica proteina no estructural secretada extracelularmente, por lo tanto,
puede manipular las sefiales del sistema inmune innato y antagonizar el complemento ademas
de ayudar a la replicacion de ARN; se sugiere que causa dafio en plaquetas y células
endoteliales (Wong, 2016).

La NS1 (48 kDa) es una glicoproteina multifuncional, con un dinamismo
conformacional, que se encuentra intracelularmente y se secreta al medio extracelular. Esta
proteina, al igual que en Dengue, es un biomarcador para diagnosticar la enfermedad y
comparte un 82% de semejanza en sus aminoacidos con la NS1 del virus de la fiebre amarilla
YFV. Para que se procese la proteina NS1, su forma monomérica N-glicosilada forma un
homodimero que puede asociarse con lipidos, y gran parte de estos dimeros permanecen unidos
a complejos de replicacion viral, otra parte se dirige hacia la membrana plasmatica, y el resto
es secretada de forma hexamérica (Viranaicken et al., 2018).

Dentro de la célula infectada, la NS1 existe como un dimero esencial para replicar el
genoma viral. La NS1 (352 aminoacidos) extracelular contiene seis enlaces disulfuro
intramoleculares que le dan estabilidad, es secretada por las células infectadas como una
lipoproteina hexamérica, que le permite cumplir con funciones inmunomoduladoras,
evadiendo la respuesta inmune, interactuando con el sistema del complemento, inhibiendo la
produccion del interferén (IFN) tipo I cuando se forma el complejo TBK1 (involucrado en la
organizacion de los centrosomas), modulando la interaccion entre el IFN del tipo I y el
inflamasoma, lo que la convierte en un importante factor de virulencia (Freire et al., 2017),
(Viranaicken et al., 2018), (Xia et al., 2018), (Zheng et al., 2018).

La NS1 muy aparte de sus muchas funciones, es capaz de generar una proteccion parcial

contra la infeccion, esto ha sido demostrado a partir de la NS1 de algunos flavivirus, en
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animales sin anticuerpos neutralizantes (Li et al., 2018). De igual manera, los anticuerpos
generados contra la NS1 protegen de la infeccion de ZIKV (Viranaicken et al., 2018), por lo
que la NS1 y sus anticuerpos se visualizan como candidatos terapéuticos o vacunas para este

virus.
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3. ANTECEDENTES.

3.1.Produccién in vivo de las particulas virales de Zika.

Hace cinco décadas, para aislar las cepas de Zika se molian los mosquitos con vidrio
en polvo en un mortero, agregando penicilina y un buffer de fosfatos (pH 7.4) con albumina al
0.75%. Esta suspension se centrifugaba y, el sobrenadante era inoculado intracerebral,
intraperitoneal o subcutdnea en ratones suizos albinos lactantes (Lee & Moore, 1972), y se
mostré que al inocular intracerebralmente a los ratones lactantes, las células astrogliales y
neuronas se agrandaban rapidamente, lo que indicaba que habia replicacion viral en ellas (Bell,
Field & Narang, 1971). De esta manera, el raton adulto o lactante pasé a ser un modelo ideal
para la produccién en cerebro de virus con altos titulos (Lee & Moore, 1972), (Gard & Pedersen,

1941).

3.2.Produccioén in vitro de las particulas virales de Dengue y Zika.

Con el fin de disminuir el sacrificio de modelos animales como los ratones y de
aprovechar el uso de uno de sus vectores naturales para su estudio, el virus Dengue y otros
flavivirus, son cominmente propagados y estudiados en cé€lulas de insecto Aedes albopictus
C6/36 adherentes (Sakoonwatanyoo, Boonsanay & Smith, 2006). Las células C6/36 son
cultivadas a 28°C, en medio EMEM (Medio Esencial Minimo Eagle) suplementado con 10%
SFB (Suero fetal bovino) y con 0.5% de FBS cuando son inoculadas (Kurosawa, Saito,
Kobayashi & Okuyama, 2012). También se han cultivado en medio DMEM (Eagle modificado
de Dulbecco) al 10% de SFB, con 0.29 mg/mL de L-glutamina, penicilina y estreptomicina
(Alvarez et al., 2012). Otro medio utilizado, aunque no con tanta frecuencia, es el medio

Leibowitz L-15 suplementado con 2% de SFB, gentamicina, anfotericina B y penicilina
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(Chaves et al., 2018). Sin embargo, las C6/36 no son la Unica linea celular que se utiliza para
este fin, las células Vero (de mamifero) también han sido utilizadas cominmente para propagar
Dengue, Zika y otros flavivirus, purificarlos y aislar su ARN del sobrenadante del cultivo
(Lemos, Guillén, Fernandez, Diaz & Colarte, 2003). Los titulos virales obtenidos al utilizar las

lineas celulares establecidas varian dependiendo del agente viral (Coelho et al., 2017).

3.3.Purificacion de particulas virales.

A lo largo del tiempo se han presentado una variedad de metodologias para purificar
virus con diversos fines, los que incluyen su estudio y el desarrollo de vacunas. En 1932, se
reportd la purificacion del virus de la poliomielitis que, al ser absorbido e inactivado en un gel
de alimina a pH 4cido y al cambiar el pH a bésico, la absorcion e inactivacion era reversible
liberando al virus en su forma activa (Sabin, 1932). Dos afios después, se purificd parcialmente
el virus de la fiebre amarilla por absorcion sobre caolin y elucion selectiva con amoniaco
diluido (Hughes, 1934). En esa misma década ya se mencionaba a la ultracentrifugacion como
una técnica para concentrar altos volimenes de preparaciones virales, sin embargo, no los
purificaba, por lo que se buscaba que junto con otras técnicas se obtuvieran muestras
concentradas y puras de virus (Galloway & Schlesinger, 1937). Fue asi como se logré purificar
los virus de la encefalomielitis equina y del papiloma de conejo por centrifugacion diferencial
de extractos de los tejidos infectados (Gard & Pedersen, 1941). Mas tarde, se describieron una
serie de técnicas que ayudaron a purificar parcialmente el virus de la poliomielitis, haciendo
uso de la extraccion con éter, precipitacion con sulfato de amonio, filtracion y
ultracentrifugacion (Clark, Rasmussen & White, 1941). Mientras que para purificar el virus

influenza se utilizaba la precipitacion con bicarbonato de calcio, absorbiendo al virus,
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separando los precipitados por centrifugacion y su posterior resuspension en una solucion
donde el bicarbonato de calcio era disuelto, liberando de esta manera a los virus (Zwart, 1949).

Lo anterior hizo posible que para 1947 ya se contara con agentes virales purificados
que eran utilizados en preparaciones vacunales de virus influenza (Sigel, 1948) y encefalitis
japonesa, pero con la finalidad de mejorar la inmunogenicidad y pureza de éstas, se observd
que, al agregar sulfato de protamina a las suspensiones de tejido infectado con el virus, se
generaban fléculos de componentes ajenos al virus, dejando el sobrenadante que contenia al
virus parcialmente puro. De igual manera se probo con otros agentes virales, observandose lo
mismo para los virus de la fiebre de la garrapata de Colorado, de la encefalomielitis equina de
tipo occidental, de la encefalomiocarditis, de la poliomielitis, de la encefalitis rusa de
primavera-verano, de la encefalitis de San Luis y del oeste del Nilo. Sin embargo, hubo algunos
otros que si se precipitaron como fueron el Herpes, la Coriomeningitis, la encefalomielitis
murina, la rabia y la Vaccinia (Warren, Weil, Russ & Jeffries, 1949). Para la purificacion del
virus Dengue, las primeras técnicas se basaron en la precipitacion con etanol (Yaoi, Tagaya, &
Ozawa, 1954) y la absorcion en caolin (mineral de arcilla alto en silicio) para eluirlo
posteriormente (Hotta, 1953). Mas recientemente, se han aplicado otras metodologias como la
cromatografia de hidroxiapatita-ceramica con una recuperacion del 60 a 70% del virus Dengue
2 con actividad infecciosa (Kurosawa et al., 2012) y en los ultimos afios el protocolo sin
gradiente, descrito por Jensen S. M. y colaboradores (2016), en el que realiza un colchon de
sacarosa al 20% y la ultracentrifugacion tradicional, precipitando las particulas virales de
manera selectiva (Jensen et al., 2016), principio en el que se basa este trabajo.

Otras metodologias cldsicas para purificacion viral se basan en la precipitacion con
PEG-6000, la filtracién con tamiz molecular (Zhang, Chan, Tan & Ooi, 2014), y, el gradiente

de sacarosa discontinuo (Coelho et al., 2017). El protocolo descrito por Aizawa y colaboradores
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(1980) es importante cuando se habla de la purificacion en grandes volimenes, en el cual el
virus de la encefalitis japonesa (JEV) fue propagado en cerebro de raton adulto por el alto
rendimiento que ofrecia y por ser una fuente de virus para la vacuna contra el JEV. De acuerdo
con este protocolo, el virus es tratado con sulfato de protamina que precipita a las proteinas
ajenas del virus, lo que permite separarlas mediante ultracentrifugacion, y, posteriormente,
precipitar las particulas virales con polietilenglicol 6,000, disminuyendo la hemoglobina de
raton. Lo recuperado es infectivo en un 100% y la eliminacion del polietilenglicol 6,000 se

realiza mediante precipitacién con etanol (Aizawa, Hasegawa, Chih-Yuan & Yoshioka, 1980).

3.4.Purificacién de la proteina NS1.

La NSI1, al ser la unica proteina no estructural secretada al medio extracelular, puede
obtenerse a partir de sobrenadantes de cultivo de células de mamifero e insecto infectadas con
el virus Dengue o Zika, pero el proceso es costoso, largo, trabajoso y no ha ofrecido
rendimientos altos. Por lo tanto, se han buscado varias alternativas para producir la proteina
NS1 de forma recombinante en bacterias como Escherichia coli, clonando en vectores de
expresion la region genética que codifica para la NS1, generalmente expresandola con un tag
o etiqueta de 6 Histidinas en el extremo N-terminal, lo que facilita su purificacion por
cromatografia de afinidad con metales inmovilizados (IMAC) en condiciones desnaturalizantes,
sin embargo, esta aproximacion no permite obtener estrictamente a la NS1 en su forma nativa
(Lemos et al., 2003).

Para obtener la proteina NS1 en su forma nativa, el grupo de Rozen-Gagnon (2011),
implementd una columna de inmunoafinidad que estd conformada por anticuerpos
monoclonales de raton contra la NS1 y una resina de acoplamiento. De esta manera, la columna

retiene la NS1 que etiquetaron con SUMOstar (un tag de fusién para aumenta el plegamiento
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de proteinas y la solubilidad) y la eluyen con un cambio de pH. La etiqueta es retirada por un
tratamiento de proteasas y la proteina en su forma nativa se pasa a través de una columna
analitica, para separarse mediante cromatografia de exclusion molecular (CEM), (Rozen,

Moreland, Ruedl & Vasudevan, 2012).

3.5.Cromatografia para purificaciéon de virus.

La cromatografia es una técnica que permite la separacion de los compuestos de una
mezcla con diferentes propiedades. Existen diferentes tipos de cromatografia, entre ellas: la de
exclusion molecular que se utiliza para purificar fagos, mediante la resina Sephacryl S-500 o
la resina Sepharose CL4B, las cuales después de la precipitacion con PEG de una suspension
viral, se utilizan para eliminar practicamente todos los contaminantes (Camacho et al., 2012).
También se ha reportado la purificacion cromatografica para virus adenoasociados
recombinantes del serotipo 1 (rAAV1) (Tomono et al., 2018) y para el virus de la influenza A.
Para este ultimo, se han utilizado dos tipos de cromatografia de exclusion molecular con las
resinas: Sepharose 4 FF y de intercambio anidnico, obteniendo buenos rendimientos partiendo

de virus producidos desde cultivos celulares (Kalbfuss, Wolff, Morenweiser & Reichl, 2007).
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4. JUSTIFICACION

El Dengue y Zika son virus de gran impacto a nivel mundial, pudiendo ocasionar
patologias que comprometen la calidad de vida de los pacientes, generando en sus formas
graves sindromes hemorragicos y malformaciones fetales, respectivamente. El genoma de
ambos virus codifica para la proteina NS1, la cual es secretada al espacio extracelular junto
con las particulas virales y esta involucrada en diferentes procesos de patogénesis durante el
curso de la infeccion con ambos virus. Por otra parte, ciertos anticuerpos que se generan contra
ella son capaces de conferir proteccion frente a dosis letales de la enfermedad. A pesar de la
repercusion de ambas enfermedades, atin no existe un tratamiento especifico para combatirlas,
ni una vacuna verdaderamente eficiente capaz de prevenirlas. Por lo que es necesario seguir
contribuyendo con el estudio de ambos virus. Con base en lo anterior, contar con preparaciones
purificadas tanto de virus como de la proteina NS1, es un aporte importante para aquellos
estudios donde se requiera evaluar la respuesta del hospedero especificamente frente al virus o
a la proteina NS1, eliminando los compuestos del medio y de la célula hospedera que pudieran
interferir, actuar como antigenos o disparar una respuesta inmune inespecifica, dejando
unicamente las funciones especificas de la proteina NS1, la cual puede ser protagonista de una

posible vacuna contra la enfermedad.
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5. OBJETIVOS

5.1.0bjetivo general
Desarrollar varias metodologias para la purificacion de particulas virales y de la
proteina NS1 de los flavivirus Dengue y Zika, para establecer las condiciones que permitan

utilizarlas en el desarrollo de vacunas.

5.2.0bjetivos particulares:

e Aumentar el stock viral inicial de Dengue y Zika a partir de células C6/36,
CHO y en ratones lactantes para la purificacion.

e Comparar la purificacion de los virus Dengue y Zika por métodos de
ultracentrifugacion.

e Comparar la purificacion de la proteina NS1 y los virus Dengue y Zika por
métodos cromatograficos.

e Adaptar la purificacion de la proteina NS1 recombinante a partir de
sobrenadantes de cultivos celulares por un método cromatografico.

e Evaluar la presencia de los virus Dengue y Zika y de la proteina NSI1 en las
muestras purificadas.

e Evaluar cuantitativamente los virus Dengue y Zika a partir de células Vero.
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6. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

6.1.Esquema de la Estrategia experimental

INICIO

I
Descongelaciony
‘bancode células

Células C6/36

SISTEMAS

METODOS DE PURIFICACION

\ Dengue | | Dengue
Denguedy Dengue 2 43u [ :8
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OBJETIVOS DE PURIFICACION | ecombmante 2

Figura. 5 Esquema de la estrategia experimental
Se parte de la obtencion de las lineas celulares productoras de las particulas virales, evaluando diferentes metodologias para su purificacion.
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7. MATERIALES Y METODOS.

7.1. Lineas celulares y condiciones de cultivo.

7.1.1. Lineas celulares empleadas.

7.1.1.1.Células C6/36.

La linea celular C6/36 de Aedes albopictus (Sakoonwatanyoo et al.2006) se cultivo en
medio EMEM (Eagle's Minimum Essential Medium, ATCC®) suplementado con SFB al 5%
en frascos T25 y T75 (Corning®). Se incubaron a una temperatura de 28°C, con una atmdsfera

de CO> al 5%. Estas células se utilizaron para la propagacion los virus Dengue y Zika.

7.1.1.2.Células CHO-S.

Las células CHO-S (modificadas) provienen de ovario de hamster chino (Sanchez,
Angel, & Flores, 1999). En este trabajo, se cultivaron en suspensiéon en un medio CD FortiCHO
(Gibco™) adicionado con 8 mM L- glutamina y se incubaron a 37 °C en agitacion constante a
130 rpm, en una atmosfera de CO- al 8% en matraces de 125 mL. Estas células se cultivaron

para hacer ensayos de infeccion viral y para la produccion de la proteina NS1 recombinante.

7.1.1.3.Células Vero.

Las Vero son células de mamifero epiteliales de rifion de mono verde africano (Alvarez
et al., 2010), las cuales fueron cultivadas en medio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium-high glucosa, Sigma Aldrich) adicionado con 3.7 g de bicarbonato de sodio, a pH 7.4
(ajustado con una solucion de HCI). El medio se esterilizd mediante una unidad de filtracion
dentro de una campana de flujo laminar (Clase II tipo A/B3, NUAIRE®, modelo UN-1425-

400) y fue suplementado con 5% de SFB. Las células se incubaron en una atmosfera de CO> al
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5% a 37°C en frascos T25, T75 para la propagacion viral o en microplacas de 24 pozos para

llevar a cabo los ensayos de placa para la titulacion viral.

7.1.2. Cultivo celular.

7.1.2.1. Descongelacion de células.

Para iniciar los cultivos celulares en adherencia, se descongelaron crioviales de células
C6/36 o Vero. El proceso de descongelacion se llevé a cabo de la siguiente manera: se extrajo
un criovial del tanque de nitrogeno liquido donde son almacenados los bancos celulares. Previo
a esto, ya se contaba con frascos T25 que contenian el medio especifico de crecimiento. Una
vez descongelados los crioviales, se aspir6 el contenido con pipeta serologica y se traspasaron
al frasco T25. Inmediatamente, los frascos se trasladaron a incubadoras con la temperatura y
atmosfera de CO» especificas para cada tipo celular. Luego de dos horas, se recambi6 el medio
de los T25, para el eliminar el DMSO (dimetilsulfoxido) procedente del medio de congelacion.

Todos los procesos de descongelacion se llevaron a cabo en campanas de flujo laminar.

7.1.2.2. Banco de células (congelacion de células).

Con el fin de preservar las células y contar con respaldo de este material a lo largo del
proyecto, se realizaron bancos de las lineas celulares C6/36 y Vero, utilizadas en este trabajo.
Para ello, se retird el sobrenadante, se despegaron las células con tripsina (Vero) o con un
raspador de células (C6/36), se resuspendieron en 4 mL de PBS (137 mM de NaCl, 2.7 mM de
KCl, 10 mM de NaHPO y 2mM de KHHPO). La suspension celular se centrifugd a 2,500 rpm
durante 5 min, se retir6 el sobrenadante y el paquete celular se resuspendioé en 10 mL de medio

EMEM al 10% de SFB y 10% de DMSO. Se realiz6é un conteo celular para verificar la
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concentracién y se procedio a guardar las células en crioviales una concentracion de 1X10°

cels/mL en ultracongelacion en tanque de nitrogeno liquido.

7.2. Propagacion del stock viral.

La cepa M7366 del virus Zika que se utiliz6 fue gentilmente donada por la Dra. Susana
Loépez Charreton del Instituto de Biotecnologia/UNAM. La cepa del virus de Dengue 2
utilizada fue amablemente donada por la Dra. R. Victoria Pando Robles del Instituto Nacional
de Salud Publica y la cepa de Dengue 4 fue proporcionada por la Dra. Ana Carolina Alcala
Aristiguieta. Las cepas fueron propagadas in vivo en cerebros de ratones lactantes e in vitro en
células C6/36, con el fin de mantener los stocks virales y obtener las suspensiones virales a

purificar.

7.2.1. Propagacion de los virus Dengue y Zika en células C6/36.

Monocapas de células C6/36 crecidas en frascos T75 fueron infectadas para la
propagacion de los virus Dengue y Zika, de acuerdo con el siguiente procedimiento:

Se prepar6 un indculo viral en medio de crecimiento especifico sin SFB, ajustando la
cantidad de virus para infectar a una multiplicidad de infeccion (MOI) de 0.1. Se retir6 el
sobrenadante del medio de crecimiento de las células, se agregé el indculo viral y se incubaron
durante dos horas a la temperatura de crecimiento. Posteriormente, se retird el inoculo, y se
afiadié medio nuevo suplementado con SFB al 5%. La incubacioén se mantuvo durante 4 o 5
dias. El sobrenadante se colectd en tubos estériles y se centrifugd a 3,200 rpm (centrifuga
Eppendorf, modelo 5810 R, 15 amp. version, N. serie 5811F6377309), durante 10 min a 4°C.

El sobrenadante resultante se alicuoté en microtubos y se almaceno a -70°C. Todo el
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procedimiento de manipulacion viral se realiz6 en campanas de bioseguridad tipo II. Por frasco

T75 se obtuvieron 10 ml de suspension viral.

7.2.1. Propagacion de los virus Dengue y Zika en ratones lactantes.

Se realizaron diluciones 1:10 de los stocks virales de Dengue y Zika en solucion de
cloruro de sodio al 0.9%. Se realizaron inoculaciones intracraneales a nivel de la fontanela
bregmatica de ratones lactantes CD1 (de dos o tres dias de nacidos) con 10 pL de la suspension
viral utilizando una jeringa de 1 mL. Posterior a la inoculacion, los ratones se mantuvieron en
observacion y luego de que presentaron signos de alteraciones neurologicas como marcha lenta,
paralisis, temblor fino en patas (Parida, Upadhyay, Pandya & Jana, 2002), se sacrificaron al
someterlos a ultracongelacion a -70°C, donde permanecieron conservados hasta el momento
de realizar la extraccion del cerebro. Para realizar la extraccion del cerebro, se descongelaron
sin perder la cadena fria. Una vez descongelados, con una jeringa de 10 mL se succiond el
cerebro de cada raton (10 ratones por camada), y fueron colectados en un tubo estéril de 50 mL
de capacidad. Al contenido extraido (2.5 ml), se adiciond el mismo volumen de solucion de
cloruro de sodio al 0.9% o de PBS. Posteriormente, éste fue homogenizado utilizando una
pistola de pipeta electronica (Argos Technologies). Una vez homogeneizado, el extracto se
centrifugd a 13,000 rpm durante 30 min a 4°C. El sobrenadante se trasvaso a tubos limpios y
el proceso de centrifugacion se repitid una vez mds para eliminar restos celulares. El
sobrenadante obtenido de la ltima centrifugacion se filtré utilizando filtros de 0.2 mm de
tamano de poro (Millipore) dentro de campanas de Bioseguridad clase II (The Baker Company,
tipo A/B3, modelo: SG-250) para conservar la esterilidad del extracto. El producto filtrado se

alicuotd en microtubos estériles y se conservo a -70°C, hasta el momento de ser utilizado. Todo
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el proceso se realizo siguiendo los protocolos aprobados por el comité de Bioética del Instituto
de Biotecnologia (UNAM).
7.3. Células productoras del material de purificacion.
7.3.1. CHO.
7.3.1.1.Cinética de infeccion de células CHO con virus Dengue.

Debido a la alta concentracion de albimina presente en el medio de crecimiento de las
lineas celulares clasicamente utilizadas para la propagacion de estos agentes virales, donde la
albumina es proveniente del SFB, y suele ser dificil de eliminar, ademas de que dificulta los
analisis para la identificacidon de proteinas, en este trabajo se intenté como fuente alternativa
de produccion de virus el uso de células CHO. Estas células, crecen en suspension y su medio
de crecimiento no amerita ser suplementado con SFB, por lo que de ser permisivas a la
infeccion con los virus Dengue o Zika, se pueden obtener virus en sobrenadante libre de
albumina. El procedimiento de infeccion consistié en agregar inoculos de virus Dengue 4 a
una MOI=0.1 a células CHO en suspension crecidas en matraces. Las células se incubaron a
37 °C en agitacion constante a 130 rpm, en una atmosfera de CO; al 8%. Posteriormente, se
tomo6 ImL del cultivo a las 4, 24 y 48 horas post infeccion, los cuales se utilizaron para analizar

las muestras mediante ensayos de placa en células Vero para determinar el titulo viral.

7.3.1.2.Purificacion de la proteina NS1 por Cromatografia de Exclusion
molecular

Una alternativa para la obtencion de proteina NS1, fue recolectarla de sobrenadantes de

células CHO las cuales expresaban la NS1 del virus dengue 2 de manera recombinante. Este

procedimiento se realiza de rutina en el laboratorio GPR a cargo de la Dra. Ana Carolina Alcala.

Asi, las células CHO previamente se tranfectaron con un plasmido de expresion para eucariotas
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(pCAGGS-NS1), el cual contiene el gen que codifica para la NS1 de Dengue 2. Para purificar
la proteina NS1 recombinante de los demas componentes del cultivo celular, se usé la columna
empacada Superdex 200 (GE Healthcare) en el equipo AKTA Prime Plus (c6digo N. 03009481,
N serie 1494383) y equilibrada con el buffer de fosfato de sodio 0.05 M, NaCl 0.15 M, pH 7.4,
a un flujo de 1 mL/min. El sobrenadante de cultivo celular de las células CHO productoras de
la proteina NS1 fue concentrado y de éste se destind 1 mL a la Cromatografia de Exclusion

Molecular. Las fracciones obtenidas a lo largo de la cromatografia fueron analizadas.

7.3.1.3.Purificacion de la proteina NS1 por electroelucién.

Como alternativa para purificar la proteina NS1 recombinante, se optd por la
electroelucion. Esta técnica permite extraer la proteina de interés de la porcion de gel de
electroforesis que la contiene (G-Biosciences, n.d.). Por esta razon, inicialmente se hizo una
electroforesis de la muestra de proteina NS1 (sobrenadantes de cultivo celular de las células
CHO productoras de la proteina NS1) y sus respectivos controles (sobrenadantes de células
CHO no transfectadas con el plasmido PCAGGS) en un gel de acrilamida al 12%. Este gel se
tifio con Azul de Coomassie y se cortaron las bandas correspondientes a la proteina NS1 (Fig.6)
de acuerdo con su peso molecular. Las bandas de interés se introdujeron en los dispositivos con
microtubos de 2 mL de capacidad (Fig.7), se sumergieron en la cdmara de electroforesis (£ig.§)
para aplicar la corriente eléctrica (60 Volts) durante 30 min. La incidencia de la corriente en las
muestras ocasion6 la migracion de la proteina fuera del gel, quedando dentro del dispositivo
que la delimité debido al tamafio de los poros de las membranas que se encuentran en los

extremos de este.
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Figura. 6 Corte de bandas de gel de electroforesis. Figura. 7 Dispositivo para electroelucion.

1) MP: Marcador de peso molecular Dual color. 2) pico 2
3) pico 2 4) intemedio entre el hombro del pico 1y el pico 2

Figura. 8 Camara de electroforesis.

7.3.2. Células C6/36.
7.3.2.1.Eliminacion de albumina mediante cromatografia por afinidad.
Para eliminar la albumina que aporta el SFB a los medios de cultivo EMEM y DMEM de
las células en adherencia, se llevaron a cabo cromatografias de afinidad. Para ello, se

empacaron 2.5 mL de la resina Blue Sepharose CL-6B (GE Healthcare), la cual estd compuesta
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de Sepharose CL-6B y Cibacron Blue F3G-A unidos covalentemente (Rothe, 1994). La
estructura de este ltimo es muy similar a la de ligandos naturales de muchas proteinas, lo que
la hace muy util para separar proteinas como la albumina. La resina se regener6 con lavados
de 5 volimenes de la columna (VC) a alto pH (0.1M Tris HCI, 0.5M NacCl, pH 8.5) y a bajo
pH (0.1M Acetato de sodio, 0.5M NaCl, pH 4.5). Posteriormente se pasaron 3 VVC del eluyente
con baja concentracion iénica o buffer A (50mM Tris-HCI, 50Mm NaCl, pH 7.5) a 2 mL/min
de flujo, quedando finalmente a 1.0 mL/min para inyectar la primera muestra.

El volumen de las muestras que se paso por la resina fue de: 1 mL de SFB al 2%, 1 mL
de medio EMEM al 2.5% de SFB y 2 mL de suspension viral de Dengue 4 clarificado. Se
inyectd la muestra a la resina ya equilibrada, las sefiales fueron transformadas y mostradas por
el programa (PrimeView) en un cromatograma donde los picos (aumento en las unidades de
absorbancia) de eluyente contenian la muestra sin aloimina. Minutos mas tarde, al no generarse
sefial de absorbancia, se cambi6 el buffer a uno de mayor fuerza iénica o buffer B (50 mM
Tris-HCI, 1 M NaCl, pH 7.5 6 50 mM Tris-HCI, 2 M NaCl, pH 7.5) para eluir la albimina
unida a la resina. Este procedimiento se llevo a cabo en un sistema de cromatografia liquida

GE AKTA Prime Plus (N. codigo 03009481, N. serie 1494383).

7.3.2.2. Purificacion de las particulas virales por Cromatografia de Exclusion
Molecular (CEM).

Para separar y purificar las particulas virales y la proteina NS1 a partir de sobrenadantes
de células infectadas con virus dengue o Zika, se utilizd un equipo para cromatografia de
liquidos de alto rendimiento (Binary HPLC Pump, Waters 1525 6 Alliance BIO HPLC) con
detectores de fluorescencia (Waters 2475) y arreglo de fotodiodos (Waters 996) a 280 nm

(para deteccion de proteina), 210 nm (para deteccion de péptidos) y 260 nm (para deteccion de
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acidos nucleicos). A este equipo se le acoplé una columna de exclusion molecular Ultrahidrogel
500, 7.8 x 300 mm (Waters, Part N. WAT01LS30), 1a cual fue equilibrada con buffer de fosfatos
(0.1M, pH 7), a un flujo de 0.5 mL/min.

El sobrenadante de cultivo de las células C6/36 infectadas con el virus Dengue
clarificado se diluy6 1:3 en PBS para obtener una concentracion aproximada de 1 mg/mL de
proteinas totales en un volumen de 90 pL. Esta muestra se filtro y se inyecto en el equipo para
hacerla pasar por la columna, al igual que varios controles como azida de sodio (65 Da),
tiroglobulina (660 kDa) y sobrenadante de cultivo de células C6/36 sin infeccion. Luego de
inyectar una a una, el equipo automaticamente aspir6 50 pL de muestra. Las sefales de
absorbancia (AU) y las unidades de emision (EU) de cada muestra fueron transformadas y
mostradas por el programa Empower.2 en un cromatograma que indicaba la presencia de los
picos en AU y EU. La cantidad de muestra eluida correspondiente a cada pico fue colectada

para posterior analisis.

7.3.2.3.Purificacion de particulas virales por colchon de sacarosa.

Para purificar las particulas virales de los stocks, estos se sometieron a una metodologia
ya reportada por Jensen M.S. y colaboradores (2016), con algunas variantes para hacerlo mas
eficiente. Brevemente, se clarifico el stock viral (sobrenadante de células C6/36) colocando 3
mL de la solucién de sacarosa al 20% (preparada en agua desionizada y esterilizada por
ultrafiltracion) en tubos de ultracentrifuga (14 x 95 mm) (Beckman, Ultra-Clear tubo de 14
mL). Posteriormente, encima de este colchdn de sacarosa se coloco el stock viral clarificado (9
mL) con el cuidado de no mezclarlo con la sacarosa. Los tubos, se balancearon con su duplicado
y se centrifugaron durante 3 horas a 30,000 rpm en ultracentrifuga (Beckman XL90 Manual,

Rotor SW40 Ti). El sobrenadante se descarto y se dejo secar el tubo durante 15 min. El pellet
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obtenido se disolvio en 9 mL de buffer HEPES (100 mM HEPES, pH 7.9, 50 mM NacCl, 4°C)
y se centrifugaron nuevamente a 14,000 rpm durante 15 min. El sobrenadante obtenido se
eliminod cuidadosamente del tubo y el pellet se resuspendié en buffer HEPES (100 mM HEPES,
pH 7.9, 120 mM NaCl, 1 mM EDTA, 10 mM Tris HCI, 4°C). El pellet resuspendido contenia
las particulas virales, por lo que se hicieron alicuotas y se conservo a -70°C para ser analizado

posteriormente.

7.3.2.4. Purificacion de particulas virales con Sulfato de protamina y PEG.

Aizawa y colaboradores (1980) describieron una metodologia que result6 ser altamente
eficiente para la purificacion de particulas del virus de la encefalitis japonesa (JEV) con un
grado vacuna, mediante la cual, obtuvieron altos titulos de virus purificados (Aizawa 1980).
Dado el éxito reportado en la purificacion de JEV por Aizawa y dada la similitud estructural de
este virus con los virus Dengue y Zika, se aplicé esta metodologia con algunas variaciones. De
una manera diferente al protocolo original de Aizawa se obtuvo el stock viral a partir de la
infeccion de células C6/36 con Dengue o Zika; este sobrenadante obtenido se considera el
material de inicio. Posteriormente, se agregd una solucion de sulfato de protamina a una
concentracion final de 1 mg/mL. Se llevo a cabo la incubacion a 4°C por 3 horas, tiempo en el
que se formaron floculos. Esta reaccion se realizd directamente en los tubos de ultracentrifuga,
los cuales se centrifugaron durante 1 h a 16,000 g en la centrifuga (Beckman Coulter XPN-
100-Ultracentrifuga, Rotor F0650). El sobrenadante se recuperd y se guardd el pellet para
posterior analisis. A los sobrenadantes obtenidos (15 mL), se le agregd una solucién de PEG
(Polietilenglicol) 6000 (15 mL de PEG al 8%) para obtener una concentracion final de 4% de
PEG, para luego ser centrifugados a 16,000 g durante 30 min. El sobrenadante recuperado se

reservo para su analisis y se continud trabajando con el pellet, el cual fue resuspendido en 5 ml
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de solucion de etanol al 4% con la finalidad de eliminar el PEG 6000 de acuerdo a protocolo
original, sin embargo, también para sustituir el uso de etanol y eliminar el PEG 6000 se ocupd

la resina G-100 mediante una cromatografia de exclusion molecular.

7.3.2.4.1. Eliminaciéon de PEG 6000 por Cromatografia de Exclusion
Molecular.

Debido a la naturaleza lipidica de la envoltura de los agentes virales de interés, se
considerd que el tratamiento con etanol propuesto por Aizawa podia afectar la estructura de las
particulas y se buscd comparar éste con otras opciones. Por esta razon, se optd por aplicar la
CEM como método de eliminacion de PEG 6000. Para la CEM, se utilizo la resina Sephadex
G-100 (GE Healthcare), la cual se empacé y luego se equilibré con el buffer (50 mM Tris-HCI,
pH 7.4, 50 mM KCl). Esta cromatografia se realiz6 en el equipo AKTA Prime Plus (N. cédigo
03009481, N. serie 1494383).

Una vez empacada y calibrada la resina, se hizo pasar 1 mL de cada muestra: que
consistia en el pellet resuspendido en PBS (después de la precipitacion con PEG 6000 y
centrifugacion) con y sin etanol. Los picos obtenidos del cromatograma durante la corrida

fueron recolectados para su andlisis posterior.

7.3.3. Cerebro de ratones lactantes.
7.3.3.1.Purificacion de particulas virales con Sulfato de protamina y PEG.
De la misma manera que el procedimiento descrito por Aizawa, se obtuvo el stock viral
del extracto de cerebro, sin embargo, éste fue de ratones lactantes en lugar de adultos. Este
extracto fue diluido en PBS a 20% para obtener la suspension viral (8 mL de extracto de

cerebro y 22 mL de PBS). Posteriormente, se agreg6 la solucion de sulfato de protamina (10
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mL a 4 mg/mL) para una concentracion final de 1 mg/mL. Se continué con el procedimiento
ya descrito previamente en el apartado 7.3.2.4. a partir de llevar la solucion a concentracion

de 1 mg/mL de sulfato de protamina.

7.4. Identificacion de virus y proteina.

7.4.1. Cuantificacion de proteina total.

La cuantificacion de proteina total se llevo a cabo mediante el método de Bradford (Bio-
Rad) o un estuche comercial de BCA (Thermo Scientific ™, Kit de ensayo de proteinas Pierce
™ BCA). Brevemente, para la determinacion mediante Bradford, se realiz6 una curva estandar
de albumina con un rango de 8 a 80 pg/mL. En microplacas de 96 pozos, se colocaron 150 pL
de cada concentracion de albumina, asi como de las muestras de interés por pozo, por triplicado.
Posteriormente, se agregaron a cada pozo 50 uL del reactivo de Bradford y se incub6 durante
5 min a temperatura ambiente. Transcurrido el tiempo de incubacion, se ley6 la absorbancia de
las muestras en un lector de microplacas (FLUOstar, BMG LABTECH, Omega) a 595 nm. En
cuanto a la determinacion de proteina con el estuche comercial de BCA (acido bicincénico) se
usé una curva estandar de albimina con un rango de 20 a 320 ug/mL. Paralelamente, se
prepar¢ el reactivo BCA (1: 50 reactivo A: B). En una microplaca de 96 pozos se adicionaron
25 uL de las muestras y puntos de la curva por triplicado, seguido de la adicion de 200 pL de
reactivo BCA e incubados por 30 min a 37°C, protegidos de la luz. La absorbancia de las
muestras se determind a 562 nm en un lector de microplacas (FLUOstar, BMG LABTECH,
Omega).

7.4.2. Western blot.

Para evaluar la presencia de particulas virales en las muestras, a cada 5 uLL de muestra

con concentracion conocida, se les adicion6 buffer de carga 4x (1 mL de glicerol, 1.25 mL de
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SDS (dodecilsulfato sodico) 20%, 0.5 mL de TRIS-HCL 1M pH 6.8, 0.5 mL de B-
mercaptoetanol, 0.2 mL de azul de bromofenol 1% y 1.55 mL de H.O Milli-Q), llevando el
buffer de carga a 1x. Cada mezcla se calentd a 99°C durante 10 min para desnaturalizarla previo
a cargarla y correrla en un gel de acrilamida al 12%. La corrida se llevo a cabo con buffer Tris-
glicina (25mM Tris-Base, 195 mM glicina, SDS 0.8%) a 120 volts durante 90 min. Posterior a
la separacion electroforética de las proteinas, éstas se transfirieron a una membrana de
difluoruro de polivinilideno (PVDF, Millipore; previamente activada con metanol) mediante
electrotransferencia, en la que se utiliz6 el buffer de transferencia (25 mM Tris-Base, 195 mM
glicina, metanol 20%). Posteriormente, la membrana se sumergi6 en una solucioén de bloqueo
(PBS (buffer fosfato salino) 5% de leche sin grasa) durante dos horas en agitacion. Se decanto
la solucion de bloqueo y se adicioné el anticuerpo primario especifico para la proteina E
(envoltura) del virus Dengue (de los 4 serotipos) (GeneTex, de conejo, policlonal, dilucién
1:1000), o el anticuerpo anti la proteina E de Zika (GeneTex, de conejo, policlonal, dilucién
1:1000) o el anticuerpo anti NS1 (GeneTex, de conejo, policlonal, dilucién 1:1000) o el
anticuerpo contra la proteina NS1 de Zika (GeneTex, de conejo, policlonal, dilucién 1:1000)
segun el caso. El anticuerpo primario utilizado, se incub6 toda la noche a 4°C, se realizaron 5
lavados con PBS-T (PBS, Tween 20 al 5%), en agitacion durante 10 min. Luego del ultimo
lavado, se agregaron los anticuerpos secundarios de conejo o ratdon conjugados a peroxidasa de
rabano (HRP), las membranas se incubaron durante 1 h a temperatura ambiente en agitacion.
Posteriormente, se realizaron 3 lavados con PBS-T, luego de eliminar el ultimo lavado, se
agregaron 750 pl de la solucion para revelado quimioluminiscente (Luminol, Millpore, N°
WBLUFO0500). Las membranas se analizaron en un transiluminador utilizando los filtros

adecuados (Chemidoc Bio-rad).

38



“Estandarizacion de una metodologia para la purificacion del virus y de la proteina NS1 de Dengue y Zika”

7.4.3. Dot blot.

La evaluacion de la presencia de particulas virales sin desnaturalizarse se realizo
mediante la técnica dot blot. Para esto, se monto6 en el Trans-blot (Bio- rad) una membrana de
PVDF (previamente activada con metanol) y se impregnaron 50 pL de cada muestra a analizar
mediante vacio. Al desmontarse la membrana, se colocod en contacto con la soluciéon de
bloqueo (PBS-leche 5%) incubandose durante toda la noche a 4°C. Posterior a 3 lavados con
PBS-T de 10 min, se agreg6 el anticuerpo primario (EDEI C8, dilucion 1:5000) dirigido contra
el epitopo del dimero E. Luego de 3 lavados de 10 min con PBST, se agregd el anticuerpo
secundario de anti-ratébn (HPR) y se incub6 en agitacion durante 1 h. La membrana se reveld
mediante quimioluminiscencia agregando luminol (Millipore WBLUF0500) y se analiz6 en un

transiluminador (Chemidoc Bio-Rad).

7.4.4. Titulacion de virus.

Para conocer la cantidad de virus viable que contienen las muestras que se obtuvieron
al inicio, durante y al final del proceso de purificacion, se llevaron a cabo ensayos de placa.
Para esto, se realizaron 8 diluciones seriadas en base 10 de cada muestra. Previamente se
sembraron células Vero en cajas de cultivo de 24 pozos, cuando éstas alcanzaron la confluencia,
se infectaron con duplicados de cada dilucion. Para esto, se retird el sobrenadante y se
afiadieron 200 pL de cada dilucién. Luego de 2 h de incubacion en las condiciones de
crecimiento de las células, se anadieron 0.5 mL de DMEM al 5% de SFB y 1 mL de una mezcla
1:1 de carboximetilcelulosa (3%) y medio DMEM (2X) suplementado con 5% de SFB. Las
placas se incubaron durante 7 dias en las condiciones de crecimiento de las células Vero.
Transcurrido el tiempo de incubacidn, el sobrenadante fue retirado mediante inversion de la

placa y se fijaron las células con paraformaldehido al 1% en PBS durante 10 min a temperatura
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ambiente. Posteriormente, se retird el medio de fijacién y se afiadié una solucion de cristal
violeta al 2% en PBS y se incubd durante 30 min a t.a. Transcurrido el tiempo de incubacion,
se retird la solucion colorante y se lavaron las placas bajo el chorro de agua para eliminar el
exceso. Las placas formadas se visualizaron frente a una fuente de luz blanca. La determinacion
del titulo viral se realizé contando las placas visibles en la maxima diluciéon donde estuvieran
presentes. El nuimero de placas se multiplico por la dilucion correspondiente y por el volumen
de solucion de virus infectante. De esta manera, se obtuvo en cada caso el nimero de unidades

formadoras de placa por mL de solucion (UFP/mL).
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8. RESULTADOS.

8.1.  Células productoras del material de purificacion.
8.1.1. CHO.
8.1.1.1.  Cinética de infeccion con el virus Dengue 4 en CHO.

Con el fin de obtener cultivos libres de albimina para propagar las particulas virales y
la proteina NS1, inicialmente se realizé una cinética de infeccion con el virus Dengue 4 en
células CHO, en la que se tomaron 3 muestras de sobrenadante a las 6, 24 y 48 h; a cada muestra
se le hizo un ensayo de placa para conocer su titulo. De las tres muestras tituladas, en ninguna
se visualizaron UFP como se aprecia en la figura 9. Debido a que no se observo la formacion
de placas en ninguna de las muestras tituladas, se decidi6 no trabajar con las células CHO como
posible fuente de particulas virales. Era probable que esto sucediera porque se sabe que en las
células CHO no se replican los virus VIH, Herpes, Sarampion, Influenza entre otros,

(Bandaranayake & Almo, 2013), quiza no cuenta con los receptores necesarios.
Diliicion. Duplicads a las, 6B Duplicado a las 8h Duplicado alas 24h
- w9y S ) W N/ :

107
102
107
104
10°

10°°

Figura. 9 Plaqueo de la cinética a las 6, 8 y 24 h en CHO
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8.1.1.2.  Purificacion de la proteina NS1 recombinante por CEM.

De manera simultanea, se trabajé en la estandarizacion de un método de purificacion
para la proteina NS1 recombinante. Este método se bas6 en una CEM, que consistio en hacer
pasar medio de cultivo concentrado de células CHO que expresaron la proteina NS1
recombinante por la columna con resina Superdex 200, esperando obtener hexameros de NS1.
En el cromatograma obtenido, (figura 10), se visualizan 6 picos de los cuales el primero

contenia un hombro.
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Figura. 10 CEM mediante la Superdex 200 del sobrenadante de CHO’S productoras de NS1

Cada pico cromatografico se recolectd, para realizar un Western blot contra la proteina NS1
(figura 11). Mediante esta técnica se evidencio la presencia de una banda correspondiente a la
proteina NS1 en el control positivo, de acuerdo a ésta y al marcador de peso molecular Dual
color (en la sefal a 50 kDa) se observo también la sefial en el hombro del primer pico y en el

segundo pico de la misma proteina.
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Figura. 11 Western blot de la CEM de sobrenadante de CHO'S productoras de NS1

1) MP: Marcador de peso molecular Dual color. 2) Control positivo: Sobrenadante de CHO productoras de NS1. 3) eluido de la
purificacion. 4) ler. pico en la cromatografia. 5) Hombro del ler. pico en la cromatografia. 6) 2do. pico en la cromatografia.. 7) 3er.
pico en la cromatografia. 8) 4to. pico en la cromatografia. 9) 5to. pico en la cromatografia. 10) 6to.pico en la cromatografia.

Para corroborar la pureza de las muestras, se realiz6 una corrida electroforética y tincion
con tricloroetanol del producto del hombro del pico 1 y el pico 2 (figura 12). En la figura 12
se observan bandas que coinciden con la proteina NS1 debido a su peso molecular, sin embargo,
se evidencio la presencia de otras proteinas acompanantes con diferentes pesos moleculares,

aunque con menor intensidad.

kDa

@ NS150kDa

Figura. 12 Tincion con tricloroetanol de CEM de la NS1 producida en CHO

1) Hombro del ler pico: hombro del ler pico de la CEM en la Superrdex 200 del sobrenadante de CHO'S
productoras de NS1 (Fig.57). 2) 2do. pico: 2do. pico de la CEM en la Superrdex 200 del sobrenadante de
CHO’S productoras de NS1 (Fig.57). 3) MP: Marcador de peso molecular BenchMark™.
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Después de que no se obtuvé la NS1 completamente pura, se electroeluyeron el hombro
del ler pico y el 2do pico para obtener la NS1 pura. El producto de la electroelucion se colectd
y se analizd para confirmar la presencia y pureza de la NS1 mediante una tincidon con
tricloroetanol (figura 13). En la imagen se aprecié una banda tnica de 50 KDa, lo que convierte

a este método en una alternativa viable para la purificacion cualitativa de la proteina NS1.
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Figura. 13 Tincién con tricloroetanol de la NS1 recuperada de la electroelucion.

1) NS1 electroeluida: Suspension de NS1 obtenida al electroeluir el hombro del ler picoy
el 2do pico de la CEM en la Superrdex 200 del sobrenadante de CHO’S productoras de
NS1. 2) MP: Marcador de peso molecular BenchMark™.

8.1.2. Ce6/36.
8.1.2.1. Eliminacion de la albiimina por cromatografia de afinidad.

Debido a los resultados anteriores, se decidio utilizar otra linea celular para propagar
las particulas virales y para obtener la proteina NS1. Las células C6/36, cldsicamente son
utilizadas para la propagacion de flavivirus, pero requieren SFB como suplemento en el medio
de crecimiento el cual aporta altas concentraciones de albumina. La albumina result6 ser en
este caso un componente que interfiere para la purificacion de las particulas virales y de la NS1,

debido a su alta concentracion y a su peso molecular cercano al de la NS1 (60 KDa y 54 KDa
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respectivamente). Las muestras se pasaron a través de la resina Blue Sepharose en la seccion
7.3.2.1 de materiales y métodos se describen los detalles de esta estrategia de purificacion de
los cuales se obtuvieron los siguientes cromatogramas.

La primera muestra que se corrié a través de la resina fue 1 mL de SFB al 2.5% en
buffer de corrida. Su cromatograma muestra dos picos de absorbancia (figura 14). El primer
pico se encontro entre los 2 y 11 mL del volumen retencién (VR) y representa lo que no retuvo
la columna usando el buffer “A”. El segundo pico se present6 entre los 31 y 40 mL del VR con
un aumento de la conductividad. Este segundo pico refleja la albimina que previamente se

acopl6 a la resina y fue liberada tras el cambio de buffer “A” al “B”.
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Figura. 14 Cromatograma de SFB al 2.5% en Blue Sepharose

Para verificar la identidad de cada pico, ademas de la separacion de la alblimina de la
muestra, se corrid la muestra del primer pico (lo no retenido por la resina) y la del segundo
pico (lo retenido por la resina) en un gel de poliacrilamida al 12% el cual se tifid con azul de
Coomassie (figura 15). Como control se evalud el SFB al 2.5%, el cual present6 varias bandas,
entre ellas la albimina con un peso de 67 kDa. El primer pico o el material de interés, presento

las mismas bandas que el control con menor sefial. Sin embargo, parece contener aun proteina
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del mismo peso que la albimina. En la muestra del segundo pico o al menos, lo que fue capaz

de retener la resina, s6lo se detectd una banda de 67 kDa del peso de la albimina.

kDs kDa
20 = 390 =
160 — A —
100 — 1
ot ot
Albumina 67 kDa wb “"4m Albumina 67 kDa
L [
80— 80 —

Figura. 15 Gel de Electroforesis de muestras de SFB en resina blue Sepharose
1) Marcador de peso molecular BenchMark™. 2) Control positivo: SFB al 2.5%. 3)
ler pico: lo no retenido por la resina. 4) 2do pico: la albimina retenida por la resina.

Debido a que los resultados anteriores no permitieron saber si en su totalidad fue
eliminada la albimina de la muestra, se realiz6 otra cromatografia con la muestra de medio de
cultivo de células C6/36 EMEM al 2.5% de SFB sin infeccion. Se obtuvo el cromatograma
(figura 16) que muestra dos picos; el pico 1 se encontrd de los 2 a 10 mL del VR con un ligero
aumento en la conductividad; el pico 2 se present6 a los 34 mL del VR junto con el aumento
de la conductividad. Adicionalmente, aparecié un ruido a los 22 mL del VR después del cambio

de buffer.
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Figura. 16 Cromatograma de EMEM al 2.5% SFB en Blue Sepharose

Los picos obtenidos de la cromatografia fueron recolectados, concentrados y analizados
mediante electroforesis en geles de poliacrilamida. El gel se tifid con azul de Coomassie (figura
17). El carril del ler. pico de la corrida present6 una banda con el peso de la albumina ademas
de otras dos de 80 kDa y de 60 kDa. El carril del 2do. pico presentd solo dos bandas, una de

67 kDa (peso molecular de la albimina) con mas intensidad y otra de 60 kDa.

2
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Figura. 17 Gel de electroforesis de EMEM en la blue Sepharose

1) MP: Marcador de peso molecular BenchMark™. 2) Control positivo: cultivo de células C6/36.
3)1er pico: lo no retenido por la resina. 4)2do pico: la albdmina retenida por la resina
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Debido a que el resultado anterior no permitié comprobar si se eliminé completamente
la albamina de las muestras, se corrieron adicionalmente las muestras de SFB y EMEM al 2.5%
SFB a las que se le retiré la albumina (pico 1 de la corrida de SFB al 2.5% y pico 1 de la corrida
de EMEM al 5% SFB) para pasarlas nuevamente por la resina Blue Sepharose. A diferencia de
la corrida anterior, se utilizé el buffer “B” con menor concentracion de sales para evitar el
problema de la precipitacion de éstas al final del proceso.

En el cromatograma del pico 1 de SFB 2.5% (figura 18) se observa un pico de
absorbancia a los 2 mL de VR y, después del cambio de buffer, se aprecia un ligero aumento
en la absorbancia por lo que se verific6 mediante un gel de poliacrilamida tefiido con

Coomassie que se trataba de albumina (figura 21).
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Figura. 18 Cromatograma de SFB al 2.5% por segunda vez en Blue Sepharose

En el cromatograma del pico 1 de EMEM al 2.5% SFB (figura 19) se observa el primer
pico de absorbancia a los 2 mL de VR y, tras el cambio de buffer, practicamente se mantuvo
constante la absorbancia, no se analizaron las muestras por la casi nula sefial después del

cambio de éste.
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Figura. 19 Cromatograma de EMEM al 2.5% SFB por segunda vez en Blue Sepharose

Una vez estandarizada la eliminacion de albumina, se procedio a correr la muestra de
cultivo de células C6/36 en EMEM al 2.5% SFB infectado con Dengue 4 en la resina Blue
Sepharose. En el cromatograma resultante (figura 20) se visualiz6 un pico a los 2 mL de VR y
un segundo pico a los 37 mL de VR después del cambio de buffer, pero a diferencia de los
cromatogramas anteriores, éste se observdo en un VR mayor y tras dos aumentos de la

conductividad. En un gel tefiido con Coomassie se analizaron los picos obtenidos (figura 21).
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Figura. 20 Cromatograma de Dengue 4 en Blue Sepharose
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Se analizaron los picos cromatograficos de las figuras 18 y 20. Cada muestra se corrid
en un gel tefiido con azul de Coomassie (figura 21). En el primer carril se cargd marcador de
peso molecular (BenchMark™), en el segundo carril se cargd una suspension del virus dengue
4, en el que se observan varias bandas, entre ellas una de 67 kDa (peso de la albumina) que
tiene mayor intensidad. En el tercer carril se carg6 la albumina retirada de la muestra de la
suspension de Dengue 4 presentando una unica banda con el peso molecular de la albimina.
El quinto carril el SFB tiene varias bandas, entre ellas la de 67 kDa. El sexto carril, que es el
control del medio EMEM, se vio reducido al ser empujado por las muestras de los carriles
vecinos, ademas de que la cantidad que se corrié no fue suficiente para visualizar las bandas;
el séptimo carril lo ocupa el SFB sin albumina mostrando las mismas bandas que el SFB con
albumina. La muestra del séptimo carril fue pasada por la resina y se obtuvieron dos picos: el
primero se corrid en el octavo carril mostrando las mismas bandas que el SFB con albumina,
el segundo se corri6 en el noveno carril, no observandose ninguna banda, lo que sugiere que la
resina previamente fue capaz de eliminar por completo la albimina, por lo que al volver a
someter la muestra a la cromatografia no se retir6 nada, dado que la muestra ya no contenia
albimina, por tltimo en el décimo carril se corri6 un control de albimina mostrando una unica

banda de 67 kDa.

50



“Estandarizacion de una metodologia para la purificacion del virus y de la proteina NS1 de Dengue y Zika”

kDa | 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Figura. 21 Gel de Coomassie de la eliminacién de la albimina de las muestras.
1) MP: Marcador de peso BenchMark™. 2) Dengue 4: cultivo de células C6/36 infectadas con dengue 4. 3) Dengue 4 sin albimina:
muestra no retenida por la resina Blue Sepharose (picol de la muestra de dengue 4). 4) Albdmina retirada de dengue 4 (pico 2 de la
muestra de dengue 4). 5) SFB 2.5%: 10 ul. 6) EMEM al 2.5% SFB: 2 ul. 7) SFB sin albimina: muestra no retenida por la resina
Blue Sepharose (pico 1 la muestra de SFB al 2.5%) *. 8) ler. pico: pico 1 obtenido de la corrida de la muestra de SFB al 2.5% sin
albimina. 9) Albuimina retenida por la resina de la muestra de SFB al 2.5% sin albdmina.

8.1.2.1.1. Purificacion del virus Dengue y de la proteina NS1 con CEM.

Después de asegurar la eficiencia de la resina Blue Sepharose, a partir de ésta se
obtuvieron muestras de sobrenadante de cultivo de células C6/36 infectadas con Dengue 4 y
no infectadas sin albimina. Se tomaron también muestras de cultivos de células C6/36
infectadas y no infectadas (ambas contenian albumina). Con el objetivo de purificar las
particulas virales y la proteina NS1 de las muestras anteriores, se realiz6 una cromatografia de
exclusion molecular con la columna “Ultrahidrogel 500, usando como controles azida de
sodio (65 Da), tiroglobulina (660 kDa) y cultivo de células C6/36 con y sin albimina.

En la primera cromatografia se utilizé como muestra cultivo de células C6/36 infectadas
con Dengue 4 (con albimina) y como controles, cultivo de C6/36 sin infeccion (con albumina),
azida de sodio y tiroglobulina. De acuerdo con los detectores usados se obtuvieron los
siguientes cromatogramas, de fluorescencia, mediante un arreglo de fotodiodos a 210 nm

(Figura 23) y a 280 nm (Figura 24).
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En el cromatograma de fluorescencia (figura 22) se presenta un inico pico de la muestra
de Dengue 4 (sobrenadante de células C6/36 infectadas con Dengue 4) a los 13 min. del tiempo
de retencidn, casi a los mismos 13 min se aprecia un aumento de las unidades de emision
correspondiente a la tiroglobulina, un minuto después a los 14 se observa el inicio de un solo
pico que pertenece al control negativo (sobrenadante de células C6/36), por ultimo, el azida de

sodio no muestra sefial.
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Figura. 22 CEM de Dengue 4 (con albimina) mediante fluorescencia.
Dengue 4: sobrenadante de C6/36 infectadas con Dengue 4). Control (-): sobrenadante de C6/36

En el cromatograma del arreglo de diodos a 210 nm (para la deteccion de péptidos)
(figura 23), se observo un pico entre los 12 y 15 min correspondiente a la tiroglobulina, un pico
de los 20 a 23 min del azida de sodio, un pico con su hombro del control negativo entre los
12.5 y los 18.5 min y, un pico con dos hombros de la muestra de Dengue 4 en el mismo tiempo

de 12.5 a 18.5 min que el control negativo.
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Figura. 23 CEM de Dengue 4 (con albimina) mediante el arreglo de fotodiodos a 210nm.
Dengue 4: sobrenadante de C6/36 infectadas con Dengue 4). Control (-): sobrenadante de C6/36

De igual manera, a 280 nm (figura 24) no se observo separacion de los componentes

de la muestra y se aprecia que la muestra de Dengue 4 inicia a los 13 min y termina a los 18

min mismo tiempo que el control negativo, aunque este ultimo con menor absorbancia.
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Figura. 24 CEM de Dengue 4 (con albimina) mediante el arreglo de fotodiodos a 280nm.
Dengue 4: sobrenadante de C6/36 infectadas con Dengue 4). Control (-): sobrenadante de C6/36 sin infeccién
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Debido a que no fue posible comprobar que se habia retirado en su totalidad la albimina
de la muestra de Dengue 4 (de células C6/36) ya que se encuentra en el mismo tiempo de
retencion, para comprobarlo con la resina Blue Sepharose que se utiliza para retener albumina
se procedi6 a pasar por esta columna la muestra de cultivo de células C6/36 infectadas con
Dengue (sin albimina separada previamente por la resina Blue Sepharose). Esta fue
acompafiada de controles como el sobrenadante de cultivo de células C6/36 sin infeccion (con
y sin alblimina), albumina y sobrenadante de C6/36 infectada con Dengue 4 (con albiimina),
albumina, azida de sodio y la albumina retirada de sobrenadante de C6/36 infectada con
Dengue 4 (tras su paso por la Blue Sepharose), los cuales fueron detectados en esta ocasion por
el arreglo de fotodiodos a 260 nm (para la deteccion de acidos nucleicos) y 280 nm (para la
deteccion de proteinas).

El cromatograma obtenido se dividié en dos partes: la primera con las muestras que
contenian albimina (figura 25), en la cual se puede observar que no hay diferencia significativa
entre el control negativo (sobrenadante de C6/36 sin infeccion) y la muestra de Dengue 4,

ambas contienen un pico en el mismo tiempo de retencion de la albumina.
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Figura. 25 CEM de Dengue 4 (parte 1) mediante el arreglo de fotodiodos a 260nm.Con albimina.
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La segunda parte del cromatograma a 260 nm (figura 26) que contenia la muestra de
Dengue 4 sin albimina y el control negativo (sobrenadante de C6/36 sin infeccidén y sin
albumina) mostro6 una ligera diferencia entre los 6 y 7 min del tiempo de retencién, misma que
presentd la muestra de albumina retirada de Dengue 4 (obtenida mediante la resina Blue
Sepharose). Los demas picos no presentaron diferencia en el tiempo de retencidon, pero si

difirieron de las unidades de absorbancia.
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Figura. 26 CEM de Dengue 4 (parte 2) mediante el arreglo de fotodiodos a 260 nm. Sin albimina.

El cromatograma a 280 nm se presenta también en dos partes debido al numero de
muestras. En la primera parte, se encuentran las muestras que contenian albumina (figura 27)
y en la segunda parte las que no contenian albumina (figura 28). En la primera parte del
cromatograma a 280 nm (figura 27) que contiene al control negativo (sobrenadante de C6/36)
y a la muestra de Dengue 4 (sobrenadante de C/36 infectadas con dengue 4), ambos con

albumina, no se observo diferencia significativa.
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Figura. 27 CEM de Dengue 4 (parte 1) mediante el arreglo de fotodiodos a 280nm. Con albimina

En la segunda parte del cromatograma a 280 nm (figura 28), si se observaron
diferencias entre la muestra de Dengue 4 (sobrenadante de C6/36 infectado con Dengue 4 sin
albumina) y el control negativo (sobrenadante de C6/36 sin albiumina), ya que el primer pico a
los 6 min solo se observa de parte de Dengue 4 y no del control negativo. Sin embargo, éste
también esta presente en la albumina que se le retird a la muestra de Dengue 4. A partir del
segundo pico, todos se traslapan entre si, inicamente variando la altura de los picos, pero
conservando el ancho de estos. El pico del control de albumina se sobrelapa con todas las

muestras. Cada pico fue recolectado para su analisis.
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Figura. 28 CEM de Dengue 4 (parte 2) mediante el arreglo de fotodiodos a 280nm. Sin albimina

Los picos obtenidos de la muestra de Dengue 4 sin albumina, de acuerdo con el
cromatograma anterior (figura 28) se analizaron para detectar la presencia de la NS1, mediante
Western blot (figura 29). Del cual solo el control positivo (sobrenadante de C6/36 infectado
con Dengue 4) dio sefiales de presencia de la NS1 y albumina; los picos 2, 3 y 4 que se
obtuvieron dentro y cercanos al tiempo de retencion de la albimina presentaron una tenue
banda con peso similar a la albumina. Las demas muestras se concentraron 4 veces no

presentaron ninguna banda.

57



“Estandarizacion de una metodologia para la purificacion del virus y de la proteina NS1 de Dengue y Zika”

kDa 1 2 3 4 S 6 7 8 9
o —

o — G

o —

7s — S

Albumina 67 kDa =

50
Proteina NS1 ~48 kDa wp

DT —

Figura. 29 Western piot contra NS1 de la CEM de Denghe 4 (sin albmia)

1) MP: marcador de peso molecular Dual color. 2) Control positivo: sobrenadante de C6/36 infectadas con
dengue 4. 3) Primer pico cromatograficos de Dengue 4 de la figura 28. 4) Segundo pico. 5) Tercer pico.6)
Cuarto pico. 7) Quinto pico. 8) Sexto pico. 9) Séptimo pico (todos los picos son tomados de la figura 28).

Para evaluar la viabilidad particulas virales, se titul6 mediante ensayo de placa el primer
pico del cromatograma a 280 nm (figura 28), por ser el Unico diferente al control negativo. En
el ensayo de placa (figura 30) no hubo formacién de placas en ninguna dilucion de la muestra,
por lo que sin poder descartar que haya particulas virales, al menos no se obtuvieron particulas

viables.
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Figura. 30 Plaqueo del ler pico de la CEM de Dengue 4 S/A
Dengue 4 S/A: sobrenadante de C6/36 sin albimina tras su paso por la Blue Sepharose
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8.1.2.2.  Purificacion viral por colchon de sacarosa.
Al no poder purificarse el virus ni la proteina NS1 con la metodologia anterior, se probd
otra técnica sencilla, para purificar inicamente las particulas virales viables, haciendo uso de

un colchdn de sacarosa. Se realizo la purificacion para ambos virus Dengue y Zika.

8.1.2.2.1. Purificacion del virus Dengue

En la purificacion del virus dengue se siguio el

protocolo reportado por Jensen M.S. y colaboradores

Sobrenadante de
células C6/36
infectadas con

Dengue 2 20% y sobre este se coloco el sobrenadante de células C6/36

(Jensen 2016), en el cual prepar6 un colchén de sacarosa al

infectadas con Dengue 2 (figura 31). El pellet final

resuspendido se analizd mediante electroforesis en un gel

Colchon de
sacarosa tefiido con Coomassie (figura 32) en el cual se observo una

banda (67kDa) en los carriles de las muestras del lavado.

Figura. 32 Coomassi1de la purificacion de Dengue 2 por colchén de sacarosa.
1) MP: Marcador de peso molecular BenchMark™. 2) Lavado: sobrendante despues del lavado del pellet. 3)Pellet: pellet final

que contiene las particulas virales resuspendido en buffer HEPES. 4) Lavado:sobrendante despues del lavado del pellet
(duplicado). 5)Pellet: pellet final que contiene las particulas virales resuspendido en buffer HEPES (duplicado).
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Debido al resultado anterior, se repiti varias veces la purificacion. Adicionalmente, se
realizaron Western blots para identificar a la proteina E de ambos virus, la cual forma parte de
la estructura del virus y da origen a la envoltura; su identificacion es sefal de la presencia del
virus. Sin embargo, en ninguna de las repeticiones fue posible identificar a la proteina viral por

esta técnica ni en el pellet final, ni en los lavados de este (Fig.33).
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Figura. 33 Western blot de la purificacién de Dengue 2 por colchon de sacarosa para detectar la proteina E

1)MP: Marcador de peso molecular Dual color. 2) Control positivo: sobrenadante de C6/36 infetadas con Dengue 2.
3)Sobrenadante.de C6/36 4 ”: sobrenadante de C6/36 infetadas con Dengue 2 que se ocupo al inicio de la purificacidn.. 4)
Lavado:sobrendante despues del lavado del pellet “A”. 5) Pellet de virus “A”: pellet final que contiene las particulas
virales resuspendido en buffer HEPES. 6) MP: Marcador de peso molecular Dual color. 7) Control negativo: Buffer
HEPES. 8) Sobr.de C6/36”B”: sobrenadante de C6/36 infetadas con Dengue 2 que se ocupo al inicio de una segunda
purificacion (material mas fresco). 9) Lavado: sobrendante despues del lavado del pellet “B”. 10) Pellet de virus “B”:
pellet final que contiene las particulas virales resuspendido en buffer HEPES.
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Debido a que tnicamente se observaba sefal de proteinas en las alicuotas del lavado,
se modificé la metodologia aumentando la velocidad de ultracentrifugacion de 16,000 rcf a
30,000 rpm después del lavado, para asegurar que se volviera a formar el pellet y que éste no
se quedara suspendido en el lavado. Se repiti6 dos veces mas la purificacion analizando las
muestras con un Western blot (figura 34), una diluyendo el pellet en 9 mL y otra en 3 mL. Sin
embargo, en ninguna fue posible observar ninguna banda, ni en el control positivo ya que el

parecia haberse corrido ademas de que pudiera haber estado muy diluida la muestra.

Figura. 34 Western blot de la purificacion de Dengue 2 por colchdn de sacarosa, 2do. intento.

1) MP: Marcador de peso molecular Dual color. 2) Control positivo: sobrenadante de C6/36 infetadas
con Dengue 2.3) Pellet: pellet final que contiene las particulas virales resuspendido en buffer HEPES. 4)
Lavado:sobrendante despues del lavado del pellet. 5) Buffer HEPES

8.1.2.2.2. Purificacion del virus Zika.

La purificacion del virus Zika se llevd a cabo siguiendo el protocolo modificado del
colchon de sacarosa. Seccion 7.3.2.3. (de este trabajo). En la figura 35 se muestra la imagen
del Western blot de alicuotas de los diferentes pasos del proceso. Con el protocolo modificado,
y tras la purificacion se analizaron las muestras a lo largo del proceso mediante un Western blot

contra la proteina E (proteina de envoltura del virus). En la imagen se aprecia una banda
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correspondiente al tamafio esperado para la proteina E (50 KDa) del virus Zika tanto el control
como en el carril donde se corrid el pellet resuspendido (en 3 mL) del colchon. En los demas

carriles no se observo presencia de bandas.
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Figura. 35 Western blot de la purificacion de Zika por colchén de sacarosa.

1)MP: Marcador de peso molecular BenchMark™. 2) Control positivo: sobrenadante de C6/36 infetadas con Zika. 3) Pellet:
pellet final que contiene las particulas virales resuspendido en buffer HEPES. 4) Lavado:sobrendante despues del lavado
del pellet 5) HEPES:buffer HEPES. Ambas imagenes son del mismo western blot con diferentes tiempos de exposicion “A”
alos 51 seg. y“B”a97 seg.

Después de verificar la presencia del virus, se evalué mediante un ensayo de placa su
viabilidad. En este ensayo, no se pudo apreciar la formacion de placas, solo se visualizaron
algunas areas circulares mas tenues que otras, por lo que no se pudo determinar el titulo viral,

sin embargo, no se probo la muestra sin diluir el pellet.

8.1.2.3.  Purificacion viral por el protocolo de Aizawa.

Después de no obtener los resultados esperados para el virus Zika con el colchon de
sacarosa, se comenzo a trabajar con el virus Dengue mediante el protocolo de purificacion de
Aizawa, probandose con sus respectivas modificaciones para los virus de Dengue 2, 4 y

también Zika (Aizawa 1980) (Seccion 7.3.2.4 de este trabajo).
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8.1.2.3.1. Purificacion de Zika.

Con la finalidad de intentar la purificacién de particulas virales a partir de otra fuente
diferente a extractos de cerebro de ratones lactantes, se repitié el protocolo de purificacion de
Aizawa y colaboradores, partiendo de sobrenadantes de células C6/36 infectadas con Zika

(figura 36) (Aizawa 1980).

Figura. 36 Proceso de purificacion del virus Zika por el Protocolo de Aizawa.
A) Sobrenadante de C6/36 infectadas con Zika y tratadas con sulfato de protamina. B) Sobrenadante viral de Zika
con PEG, después de centrifugar. C) Pellet con PEG disuelto en PBS. Seccion 7.3.2.4. de este trabajo.

Se tomaron muestras durante el proceso y se evaluaron mediante un Western blot contra
la proteina E de Zika (figura 37), en el cual solo se apreciaron bandas en el control positivo y
la muestra tras el tratamiento con sulfato de protamina, donde esta Gltima presentd una banda
muy cercana al peso molecular de la proteina E (~50 kDa). Sin embargo, en la muestra del
pellet final donde se deberian encontrar las particulas virales no se aprecia ninguna banda que

indique la presencia de esta proteina viral.
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Figura. 37 Western blot contra la proteina E de Zika producido en C6/36

1) MP: Marcador de peso molecular Dual color. 2) Control positivo: Sobrenadante de C6/36 infectadas con Zika 3)
Sobrenadante con sulfato de protamina (Después de centrifugar la suspension viral con sulfato de protamina).4)
Pellet viral c/PEG en PBS:Pellet (obtenido despues del tratamiento con PEG) en PBS.

8.1.3. Cerebro de ratones lactantes.
8.1.3.1.  Purificacion viral por el Protocolo de Aizawa.
8.1.3.1.1. Purificacion de Dengue 4 a partir de extracto de cerebro.

En el primer paso de la purificacion el extracto de cerebro de ratones lactantes
infectados con Dengue 4 que se ve observo muy consistente, se tuvo que diluir y la suspension
viral adquirio mas fluidez, pero cuando se tratd con sulfato de protamina se gener6 una gran
cantidad de foculos de una tonalidad blanquizca que al ser separados por ultracentrifugacion
se formo un gran pellet (figura 38, A). Al sobrenadante se le agregé PEG 6000, se centrifugd
y esta vez se form6 un pequeiio pellet que apenas se aprecio (figura 38, B), el cual se tratd con
etanol dandole una tonalidad color azul a la solucion (figura 38, C), pero después de agitar

cuidadosamente para disolver el pellet se formaron burbujas (figura 38, D). Mediante ensayo
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de placa se titul6 el producto del pellet final disuelto en 5 mL de etanol al 4%. En este ensayo

no se evidencio la presencia de placas.

Figura. 38 Proceso de purificacion del virus Dengue 4 por el Protocolo de Aizawa.

A) Suspension viral DNV2 con sulfato de protamina tras ultracentrifugarse. B) Sobrenadante viral Dengue 4 con PEG al 4%, tras
ultracentrifugarse. C) Pellet viral Dengue 4 con etanol al 4%. D) Pellet Dengue 4 disuelto en etanol al 4%.

8.1.3.1.2. Purificacion de Dengue 2 a partir de extracto de cerebro.

Debido al resultado obtenido en la purificacion anterior, se optd por hacer algunas
modificaciones para identificar en qué momento se perdian las particulas virales. Las
modificaciones consistieron en omitir el paso con etanol y compararlo con un pellet que si fuera
tratado con etanol. Inicialmente se siguid la misma metodologia anterior (figura 39).

Finalmente se evidencid, una menor cantidad de pellet en el tubo tratado con etanol.
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Figura. 39 Proceso de purificacion del virus Dengue 2 por el Protocolo de Aizawa.

A) Suspension viral de Dengue 2 con sulfato de protamina (1mg/mL), después de centrifugar. B) Sobrenadante viral
de Dengue 2 con PEG, después de centrifugar. C) Pellet viral de Dengue 2 con PEG tratado Unicamente con PBS. D)
Pellet viral de Dengue 2 con PEG tratado con etanol al 4%.

De cada paso de la purificacion se tomaron muestras, las cuales fueron evaluadas en un
Western blot contra la proteina E de Dengue como sefial de la presencia del virus, ya que la
proteina E forma parte de la estructura del virus (figura 40). En el anélisis, se puede apreciar
la presencia de una banda correspondiente a la proteina E en el control positivo, en el
sobrenadante luego del tratamiento con sulfato de protamina y en los pellets finales tratados o
no con etanol. Sin embargo, en estos Ultimos pasos del proceso aparece una banda a 100 kDa

el doble de la proteina E (50 kDa).
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Proteina E map 50 w—

Figura. 40 Western blot del proceso de purificacion por el protocolo de Aizawa (contra la proteina E).

1) MP: Marcador de peso molecular Dual color. 2) Control positivo: Suspension viral de extracto de cerebro infectado con Dengue
2 diluida. 3) Sobrenadante/sulfato de protamina: Sobrenadante con sulfato de protamina (Después de centrifugar la suspension
viral con sulfato de protamina). 4) Pellet de sulfato de protamina: Pellet con sulfato de protamina (Después de centrifugar la
suspension viral con sulfato de protamina). 5) Sh/PEG: Sobrenadante obtenido después de centrifugar el Sobrenadante de sulfato
protamina con PEG. 6) MP: Marcador de peso molecular Dual color. 7) Virus en PBS sin tratamiento de etanol: Pellet final que
contiene el virus con PEG disueltos en PBS (previo a un lavado en PBS). 8) Sobrenadante del lavado del virus en PBS:
Sobrenadante del lavado del pellet (con PEG) en PBS. 9) Virus en PBS tratado con etanol: Pellet final que contiene el virus
disuelto en PBS, que fue tratado con etanol para eliminar el PEG. 10) Sb del tratamiento con etanol. Sobrenadante después de tratar

Para obtener un resultado mas certero se busco el titulo viral de las muestras tomadas
durante el proceso de la purificacion, se realizaron ensayos de placa a cada muestra (figura 41).
El control positivo (A) presentd pequefios halos con un titulo viral de 4x10* UFP/mL, la
muestra inicial de Dengue 2 (B) previa al proceso de purificacion presentd halos inmediatos
uno al otro, donde un halo presentaba un especie de aureola con un titulo viral de 5x10*
UFP/mL, la muestra del sobrenadante después del tratamiento con sulfato de protamina (C)
(que es el primer paso en la purificacion) present6 halos con la misma forma similar a una flor
con un titulo viral de 5x10° UFP/mL, la muestra del pellet disuelto en PBS después del

tratamiento con PEG (D) mostré una combinacion entre halos pequefios y en forma de flor con
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un titulo viral de 5x10 * UFP/mL; y, la muestra del pellet con PEG tratado con etanol (E) cuya

muestra present6 un titulo viral de 0 UFP/mL.
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Figura. 41 Ensayo de placa de la purificacién de Dengue 2 a partir de extracto de cerebro.

A) Ensayo de placa la suspension viral de Dengue 2 utilizado como control positivo, con un titulo viral de 4x10* UFP/mL.

B) Ensayo de placa de la suspension de extracto de cerebro infectado con Dengue 2 que es el material de inicio de la purificacion
presento un titulo viral de 5x10* UFP/mL, las placas obtenidas presentaron forma de halo similar a una flor, una forma inusual de
placas. C) Ensayo de placa del sobrenadante después del tratamiento con Sulfato de protamina que es el primer paso en la purificacion y
presento un titulo viral de 5x10% UFP/mL.

D) Ensayo de placa del pellet disuelto en PBS después del tratamiento con PEG que presento un titulo viral de 5x10 * UFP/mL.

E) Ensayo de placa del pellet con PEG tratado con etanol, cuya muestra presentd un titulo viral de 0 UFP/mL.
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8.1.3.1.2.1. Eliminacion del PEG por CEM.

Después de no obtener resultados en la purificacion del virus Zika con el protocolo de
Aizawa, se continud6 trabajando con las muestras obtenidas al final de la purificacion de Dengue
2 que aun contenian PEG, debido a que, hasta este paso, aun se contaba con particulas virales
e infectivas. Por esta razon, se desarrolld un protocolo para eliminar el polietilenglicol a través
de la cromatografia de exclusion molecular, utilizando la resina G-100. Las muestras sometidas
a la cromatografia fueron: el pellet final (obtenido tras el tratamiento con PEG) tratado y no
con etanol. La primera muestra que se corri6 fue el pellet final con PEG sin tratar con etanol.
En el cromatograma correspondiente a esta muestra, (figura 42) se reflejaron dos picos: el
primero a los 18 min del tiempo de retencion con muy poca altura y el segundo a los 40 min,
mismo tiempo en el que se observo el PEG (que se corrid solo previamente) llegando a los 90

mAu.
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Figura. 42 CEM de Dengue 2 con PEG a través de la resina G-100.
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En el cromatograma del pellet tratado con etanol, (figura 43) se evidencian dos picos
similares al cromatograma anterior. El primer pico a los 18 min alcanzando mayores unidades
de alrededor de 90 mAu, y el segundo también 40 min, con una considerable menor cantidad

de mAu.
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Figura. 43 CEM de Dengue 2 con PEG y tratamiento de etanol a través de la resina G-100.

El material de los dos picos observados en el cromatograma de la figura 43, fue
recolectado y se sometid a ensayos de placa, en los cuales no hubo evidencia de la presencia

de virus viables a pesar de presentar un pico de absorbancia considerablemente mayor.

8.1.2. Tabla de comparacion de resultados

A continuacion se resumen los resulados obtenidos en las técnicas usadas en este trabajo
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) ) OBJETIVO
SISTEMA METODO DE PURIFICACION A RESULTADO
PURIFICAR
No se obtuvo sefal al
Dengue 4 .
final del proceso
La muestra tratada con
Protocolo de Alizawa (Purificacion con etanol mostro sefial del
sulfato de protamina 'y PEG) doble peso molecular de
Dengue 2 .
la proteina E en el
western blot, pero con
CaElnin un titulo de 0 UFP
de raton ——
Eliminacion del
Protocolo de Alizawa PEG por Se observa separacion
modificado Cromatografia de en el cromatograma
(Purificacion con exclusion Dengue 2 pero no hay presencia
sulfato de protamina molecular a mediante ensayo en
y PEG) través de la resina placa.
G-100
Se obtiene sefial de
Protocolo de Aizawa (Purificacion con Zika muestra hasta la mital
sulfato de protamina y PEG) del proceso en western
blot
Por colchon de sacarosa sin'y con Sin sefal de muestra'y
A Dengue 2
modificaciones control en western blot
Por colchdn de sacarosa con . Sefal de presencia en
e Zika
modificaciones western blot
(é(;l;/lglgs Por Cromatografia de exclusién molecular Denaue 4
a través de la columna Ultrahidrogel 500 g
Se observa diferencia
Eliminacion de Por Dengue 4 en el cromatograma
albimina por Cromatografia de pero no se detecto su
Cromatografia de exclusion presencia en westenr
afinidad atraves de la | molecular a traves blot
columna con resina de la columna Proteina NS1
Blue Sepharose Ultrahidrogel 500
Por Cromatografia de
. exclusion molecular . Proteina puray
el atraves de la columna |  Electroelucién Protemg NS1 posiblemente muy
CHO . recombinante s
con resina Superdex diluida.
200

Tabla 1. Resultados de la purificacion de los virus Dengue 2, Dengue 4,

Zikay su proteina NS1

71




“Estandarizacion de una metodologia para la purificacion del virus y de la proteina NS1 de Dengue y Zika”

9. DISCUSION

Los flavivirus Dengue y Zika son virus con una alta repercusion en salud ptblica debido
a la prevalencia y severidad en sus formas graves. Debido a esto, existe un creciente interés en
la comunidad cientifica en plantear investigaciones que involucran el estudio de diferentes
aspectos de la infeccidon con estos virus como: mecanismos de patogénesis, evaluacion de la
respuesta inmune, mecanismos que favorecen la transmision de estos agentes, interaccion
virus-hospedero tanto en humanos como en insectos vectores, desarrollo de vacunas, entre
muchos (Gutsche et al., 2011) (Nunes et al., 2018) (Velandia et al., 2011) (Fan et al., 2014) y
(Alcon et al., 2002).

Por esta razon, para la mayoria de estos estudios se hace necesario contar con
preparaciones de virus purificados y viables. La proteina NS1, es la tnica proteina no
estructural de los flavivirus que se secreta al espacio extracelular junto con las particulas virales
y esta implicada en diferentes mecanismos de patogénesis en las formas graves de la infeccion
con Dengue y Zika. Sin embargo, los anticuerpos que se generan frente a ciertas regiones
antigénicas de esta proteina, también se han asociado a proteccion frente a concentraciones
letales del virus en modelos murinos. Por esta razon, se convierte en un blanco importante de
estudio.

La purificacion de flavivirus y sus productos como la proteina NS1, debe ser realizada
mediante protocolos que rindan un producto que se adecue a su utilizacion posterior. Por
ejemplo, si se requiere una preparacion del virus puro sin NS1 o si, por el contrario, se requiere
evaluar el comportamiento de ambos tal cual ocurre en un contexto natural de infeccion en los
sueros de pacientes donde circulan concomitantemente. Por otra parte, también se debe

considerar si se requieren virus viables para determinar como se afectan sus niveles de
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replicacion, produccion, etc. o si se requieren virus inactivos como inmunogenos vacunales,
para hacer ensayos de interaccion, etc. Por esta razon, es importante evaluar previamente que
producto se espera obtener de los procesos de purificacion a utilizar para adecuarlos al objetivo
de los protocolos de investigacion del laboratorio.

En este trabajo, se plante6 desarrollar una metodologia eficiente para la purificacion de
particulas de Dengue y Zika viables y de la proteina NS1 por separado. Estas metodologias
servirian como herramientas de obtencion de estos bioelementos, que serian utilizados como
material de partida en otros proyectos que se desarrollan en el laboratorio.

Como punto de partida a todos los métodos de purificacion, es importante conocer el
origen del stock inicial de virus, debido a que, dependiendo de las caracteristicas del material
de partida, también se deben ajustar los tratamientos que deben hacerse para lograr una
purificacion exitosa. En este trabajo, se intentd inicialmente hacer infecciones con virus
Dengue en células CHO’s en suspension, ya que esta linea pudiera escalarse facilmente para la
obtencion de grandes cantidades de suspension viral y adicionalmente el medio de crecimiento
no se suplementa con otras sustancias que pudieran interferir en la purificacion. Sin embargo,
la cinética de infeccion, en ningin muestreo (6h, 8h y 24 h) fue posible detectar la amplificacion
viral por parte de estas células, por lo que se descartaron para este proposito.

Debido a que ya se ha visto en trabajos anteriores que la NS1 recombinante se expresa
conservando la estructura y las glicosilaciones de la NS1 nativa, plantear estrategias para
purificar la NS1 recombinante es de utilidad y aplicable en investigaciones en donde se requiera
evaluar comportamientos especificos de esta proteina (Lemos et al., 2003) (Rozen et al., 2012).

Se planted purificar la NS1 recombinante a partir de sobrenadante de células CHO'S
productoras de NS1 recombinante, con una cromatografia de exclusion molecular que logro

separalas. Sin embargo, se obtuvieron dos fracciones que presentaban sefial de NS1 en el
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Western blot el hombro del pico 1 y el pico 2. Posiblemente por la cercania al peso molecular
de otras proteinas propias del medio y una mayor abundancia de estas no fue posible purificar
la NS1 pura pues se encontraban proteinas de peso similares. Por lo que se pudo haber
requerido una mayor concentracion de la muestra de partida o una previa eliminacion de los
componentes por otro método. Las fracciones que contenian NSI1, aunque no pura, se
electroeluyeron obteniéndose de esta manera un 100% de pureza, porque su banda es la unica
que se corta y de la cual se extrae la proteina, pero es sumamente laboriosa la metologia y se
requiere de una gran cantidad de geles y repeticiones para obtener una cantidad representativa,
ya que constantemente se diluye por lo que para trabajar a grandes escalas seria inaccesible.

La purificacion de la NS1 y del virus desde sobrenadantes de medios de cultivo en los
que se requiera la presencia de suero fetal como las células C6/36 se complica debido a la alta
concentracion de albimina presente en éste y, adicionalmente, por la cercania de tamafios entre
¢sta y la proteina NS1. Por esta razdn, se elimind la albumina del sobrenadante de las células
C6/36 previamente infectadas con Dengue, pero sufrié al mismo tiempo una gran dilucion y
aumentd de concentracion de sales por los buffers requeridos. Lo que muy probablemente
imposibilitd su purificacion mediante la cromatografia de exclusion molecular, que la propia
purificacion sometio a la muestra a otra dilucion y aunque se mostrara una diferencia con el
control negativo en el cromatograma, no present6 sefal en el Western blot.

El método de purificacion viral mediante un colchon de sacarosa descrito por Jensen
M.S. y colaboradores plantea en su metodologia un lavado a 16,000 rcf, con el fin de deshacerse
de contaminantes (Jensen 2016). Sin embargo, tras la ausencia de particulas virales después de
este paso y una sefal de proteinas en el lavado, se realizaron modificaciones para el lavado con
un aumento a 30,000 rpm en las revoluciones del centrifugado, para asegurar que se volviera a

formar el pellet y que éste no se quedara suspendido en el lavado. A pesar de los intentos no
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se obtuvieron particulas virales viables con ambos virus. Posiblemente, la concentracion del
material de inicio fue insuficiente y no se contd con la cantidad suficiente de virus de Dengue
detectable para el Western blot, aunque el control positivo tampoco mostré sefal, lo que podria
dar un indicativo de un problema con el anticuerpo, pues el método fue descrito para el virus
Dengue y por otra parte fue posible identificar proteinas virales del virus Zika mediante
Western blot con la misma metodologia modificada. Por lo que este método se podria usar
donde no se requieran virus viables por que no se hicieran placas para demostrar su viabilidad.

Los flavivirus presentan una envoltura de naturaleza lipidica, que si es dafiada se pierde
la infectividad, debido a, que se compromete la integridad de las proteinas que la conforman,
alterandose los sitios de union entre ésta y sus receptores en la célula a ser infectada, es decir,
se vuelven particulas no infecciosas. El método de purificacion viral originalmente descrito por
Aizawa y colaboradores empleaba etanol con la finalidad de retirar el PEG 6000 (agente
precipitante de las particulas virales) usado en el ultimo paso de la purificacion, (Aizawa 1980).
Sin embargo, dada la naturaleza lipidica de los virus Dengue y Zika, se probo el uso de etanol
de acuerdo a la metodologia de referencia y también se realizaron modificaciones para retirar
el PEG 6000 mediante una cromatografia evitando el uso de etanol. Aun asi, no fue posible la
obtencion de particulas virales viables. El cultivo de células C6/36 infectado con el virus Zika,
presento sefial en el sobrenadante después del sulfato de protamina, sin embargo, después de
eso se pierde. Una posibilidad es que el material de partida no estuviera lo suficientemente
concentrado o que los tratamientos iniciales utilizados en este protocolo estén resultando muy
agresivos a los agentes virales ensayados. Aunque el protocolo original fue desarrollado para
la purificacion de un flavivirus muy cercano a Dengue y Zika, quizés la técnica no sea la mas
adecuada para la purificacion de estos ultimos. Dado que fue posible identificar proteinas

virales en Western blot cuando se partié de extracto de cerebro de ratén que contenia una mayor
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concentracion de particulas virales. Este método seria de utilidad en investigaciones donde no
se requieran particulas virales viables. Para concentrar particulas virales mediante
ultracentrifugacion se requiere de una fuerza de 16,000 g o mas y velocidades desde 30,000

rpm durante horas segun sea el caso (Jensen et al., 2016) (Aizawa et al., 1980).
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10. CONCLUSION.

Las células CHO's se mostraron resistentes a la infeccion por Dengue 4 y no permitieron
obtener particulas virales. Sin embargo, estas células si son candidatas para producir la NS1 de
manera recombinante, cuya proteina no se logré separar eficientemente por cromatografia de
exclusion molecular usando la resina Superdex 200 aunque, ésta si elimin6 gran parte de los
contaminantes. Para complementar la purificacion se uso la electroelucion que discrimina por
el peso molecular, la cual si ofrecié la NS1 RECOMBINANTE pura.

La resina Blue Sepharose elimind totalmente la albimina del sobrenadante de células
infectadas con Dengue 4 mediante la cromatografia de afinidad, cuyas muestras se pasaron a
través de la cromatografia de exclusion molecular usando la resina Ultrahidrogel 500,
mostrando una mayor separacion de sus componentes en las muestras sin albimina que en las
muestras con albumina pero no fue posible separar la NS1 nativa, ni las particulas virales del
sobrenadante de cé¢lulas C6/36 infectadas al no mostrar sefial en las técnicas de indentificacion.

Con el protocolo de purificacién del colchon de sacarosa con modificaciones en la
velocidad de ultracentrifugacion se logro obtener particulas del virus Zika sin titulo viral. En
cuanto al mismo protocolo con y sin modificaciones para Dengue, no se pudo visualizar la
presencia de particulas de Dengue en las técnicas de identificacion de las muestras finales a la
purificacion y tampoco en el control positivo.

El protocolo de purificacion de Aizawa modificado permitié obtener particulas virales
viables en presencia de PEG presentando una morfologia del halo diferente a la comun con un
titulo viral de 5x10% UFP/mL a partir de extracto de cerebro. La muetra tratada con etanol para
eliminar el PEG obtuvo un titulo viral de 0 UFP/MI. Se logr6 eliminar el PEG mediante

cromatografia sin usar eanol pero con un titulo viral de 0 UFP/mL.
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11. PRESPECTIVAS

Como alternativa de este trabajo, seria indispensable comparar y evaluar otras
metodologias més sencillas para la obtencion de virus purificados y viables.

Una perspectiva de este trabajo pudiera ser trabajar en la maximizacion de estrategias de
obtencion de altas cantidades de NS1 recombinante, como, por ejemplo, hacer escalamientos
del cultivo de células CHO, modificar las condiciones de cultivo, etc.

Evaluar modificaciones para concentrar las muestrasdespues de las diluciones generadas
por las técnicas de purificacion.

Probar diferentes métodos para eliminar el PEG sin danar las particulas virales que hasta

este paso se encentran integras.
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