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RESUMEN

La infeccidn por el virus del Dengue (DENV) es un grave problema de salud global,
siendo la region de Las Américas de las mas afectadas. Existen multiples
estrategias para el diagnéstico del DENV. Una de las mas utilizada es el uso de kits
basados en ELISA de captura para detectar el antigeno viral NS1, identificado como
un marcador de las etapas tempranas de la infeccion. Estas pruebas son costosas
y poseen baja capacidad de procesar muestras, sobre todo en paises con alta
incidencia de la infeccion.

Este estudio conduce a disenar, desarrollar y evaluar un ensayo de ELISA de
captura para detectar la proteina NS1 de DENV, lo que puede contribuir en un futuro
al diagnastico viral. Primeramente, se expreso y purifico la proteina NS1 de DENV-
2 a partir de bacterias. Con esta proteina, se llevd a cabo un esquema de
inmunizacién en ratas y se obtuvo un suero hiperinmune especifico contra NS1,
cuya fraccién de IgG fue purificada. Para la purificacion del anticuerpo monoclonal
murino se partié de sobrenadantes de la clona 12.1810 de células de hibridoma.
Ambos anticuerpos fueron evaluados mediante un ensayo de ELISA indirecto,
demostrando su capacidad de reconocer y detectar a la proteina NS1
recombinante.

Para el ensayo de ELISA de captura, se establecieron concentraciones 6ptimas de
1 pug/mL para el anticuerpo monoclonal de ratén y de 4 ug/mL, para el anticuerpo
policlonal de rata. Utilizando estas concentraciones, se determind que el anticuerpo
monoclonal actuaria como anticuerpo de captura y el anticuerpo policlonal como
anticuerpo de deteccién. Bajo estas condiciones se pudo detectar una
concentracion minima de 11.7 ng/mL de NS1 recombinante. Ademas, el ensayo se
validé con sobrenadantes provenientes de células infectadas con DENV-2. Los
anticuerpos utilizados no pudieron reconocer la forma nativa de NS1, solo la forma
recombinante utilizada como control. El desarrollo de conjuntos de anticuerpos
monoclonales, asi como, de esquemas de inmunizacion con la proteina en su forma
hexamérica y glicosilada permitira una mejor estandarizacion del ensayo de ELISA

de captura como herramienta diagnostica.
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ABSTRACT

Dengue virus (DENV) infection is a serious global health issue, with the Americas
region being among the most affected. There are multiple strategies for diagnosing
DENV. One of the most widely used methods is the capture ELISA kits to detect the
viral NS1 antigen, identified as a marker of early infection stages. These tests are
expensive and have limited sample processing capacity, especially in countries with
high infection rates.

This study aims to design, develop, and evaluate a capture ELISA assay for
detecting the NS1 protein of DENV, which could contribute to future viral diagnostics.
Initially, the NS1 protein from DENV-2 was expressed and purified from bacteria.
This protein was used for immunization in rats to produce specific hyperimmune
serum against NS1, with the IgG fraction purified. Monoclonal antibody purification
was based on supernatants from the 12.1810 hybridoma cell clone. Both antibodies
were evaluated using an indirect ELISA, demonstrating their ability to recognize and
detect recombinant NS1 protein.

For the capture ELISA assay, optimal concentrations were established at 1 pg/mL
for the mouse monoclonal antibody and 4 ug/mL for the rat polyclonal antibody
respectivetly. Using these concentrations, it was determined that the monoclonal
antibody would act as the capture antibody and the polyclonal antibody as the
detection antibody. Under these conditions, a minimum concentration of 12 ng/mL
of recombinant NS1 could be detected. Additionally, the assay was validated using
supernatants from cells infected with DENV-2. The antibodies used could recognize
the recombinant form of NS11 used as a control but not the native form of NS1, only
the recombinant form used as a control.

Developing pools of monoclonal antibodies and immunization schemes with the
protein in its hexameric and glycosylated form will enable better standardization of

the capture ELISA assay as a diagnostic tool.
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1 INTRODUCCION

El Dengue es una enfermedad viral causada por el Virus del Dengue (DENV, del
inglés: Dengue Virus), la cual es transmitida por la picadura de las hembras de dos
especies de mosquitos del género Aedes: A. aegyptiy A. albopictus. Existen cuatro
serotipos del virus, que se encuentran estrechamente relacionados entre si (DENV-
1, DENV-2, DENV-3 y DENV-4). Para el afio 2022 en la regidon de Las Américas se
contabilizaron 2, 811, 433 casos de dengue. El mayor numero de casos en la region
se reportdé en Brasil, Nicaragua, Peru, Colombia y México (PAHO, 2023). México
reporté 59, 918 casos con un total de 52 defunciones (Secretaria de Salud, 2023).
En este afo se ha documentado un repunte de 5 veces mas casos en el mismo
mes. Cabe mencionar que en México se encuentran presentes los 4 diferentes
serotipos de DENV, pudiendo existir predominancia de algun serotipo en particular
en un afno determinado. Por lo anterior, el dengue es un problema muy importante

de salud publica, no sélo en México sino también a nivel mundial.

1.1 Caracteristicas estructurales y genémicas.
El DENV pertenece al género Orthoflavivirus, familia Flaviviridae. Es un virus

envuelto, de simetria icosaédrica, cuyo diametro es de aproximadamente 50 nm.
Esta compuesto por tres proteinas estructurales: la proteina de la capside (C), la
proteina de membrana (M) y la proteina de envoltura (E); estas dos ultimas se
encuentran ancladas a la bicapa lipidica que rodea la nucleocapside. La proteina E
esta conformada por tres dominios estructurales y funcionales, denominados EDI,
EDIl y EDIII. EDI Por otro lado, la proteina C se encuentra asociada al genoma y

forma la nucleocapside (Lindenbach et al., 2013) (Figura 1).

El genoma se caracteriza por ser un ARN de cadena simple y polaridad positiva que
contiene alrededor de 10, 700 nucledtidos. Presenta un solo marco de lectura
abierto (ORF, del inglés: Open Reading Frame) que al traducirse da lugar a una
poliproteina de 3411 aminoacidos. El ORF se encuentra flanqueado por regiones 3°
y 5" no traducidas (UTR, del inglés: Untraslated Region). En el extremo 5" se
localiza una caperuza Cap tipo 1 (m7GpppAmp); hacia el extremo 3", aunque



carece de cola de poli-A, posee una estructura tipo horquilla (SL, del inglés: Stem-
loop) y dos horquillas tipo mancuernas (DB) (del inglés: Dumbbell). La primera esta
conservada entre los distintos flavivirus y se encarga de modular la sintesis y
traduccion del ARN viral a través de la interaccion con diversas proteinas virales y
celulares. Mientras la segunda estructura interviene fundamentalmente en la
replicacion del genoma y la formacion de ARN subgendmico flaviviral (Ng et al.,
2017). La poliproteina es procesada para dar origen a 3 proteinas estructurales (C,
E y M)y 7 no estructurales (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B y NS5) (figura

1).

B UTR 5" UTR 3”
& e whe ¢35
@0

pr M

Figura 1. Estructura y genoma de DENV. (A) Virion maduro y localizacion de proteinas
estructurales (C, capside; M, membrana; E, envoltura). (B) Genoma viral que codifica para una
poliproteina que es procesada o escindida y dar origen a las proteinas estructurales y no
estructurales (tomado y modificado de Angel & Valle, 2013).

La proteina NS1 juega un papel fundamental en la replicacion del genoma viral a
través de interacciones con las proteinas transmembrana NS4A y NS4B en las
primeras etapas de la infeccion (Youn et al., 2012). Adicionalmente, es secretada
por la célula desempefiando importantes funciones a nivel sistémico. NS3 es la
segunda proteina no estructural mas grande del virus y se ha descubierto que
posee varias actividades enzimaticas durante la replicacidon del virus. La regién N-
terminal forma una serina proteasa similar a la tripsina, necesaria para el
procesamiento de la poliproteina junto con NS2B como cofactor. La actividad
catalitica de la enzima requiere que el dominio hidrofilico central de ~40 residuos
de NS2B funcione de manera eficaz (NS2BH-NS3pro). La proteasa escinde los
siguientes sitios: i) NS2A-NS2B, NS2B-NS3, NS3-NS4A, NS4B-NS5, i) rio arriba
de las secuencias sefal en las uniones C-prM y NS4A-NS4B, iii) dentro de NS2A,
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y también iv) dentro de la propia NS3. Ademas, presenta otras dos actividades que
durante la replicacion viral comparten el mismo sitio activo en la region C-terminal.
Las actividades ATPasa/helicasa y NTPasa combinadas son necesarias para fundir
estructuras secundarias antes del inicio de la sintesis de ARN y para desenrollar los
duplex de ARN, ya sea para separar el ARN intermediario de doble cadena formado
durante la sintesis de ARN viral o como una translocasa que puede eliminar las
proteinas unidas al mismo (Norazharuddin & Lai, 2018). Por otra parte, NS5 es la
proteina mas conservada de DENV vy tiene dos funciones importantes. En primer
lugar, es una polimerasa de ARN dependiente de ARN y ademas posee actividad
metiltransferasa de ARN importante en la traduccion de la poliproteina. Junto a NS3,
NS5 forma un complejo de replicaciéon de ARN en el reticulo endoplasmico durante
la replicacién viral. Después de la replicacion, NS5 se disocia de NS3 y se parte d
ella se traslada al nucleo en algunos serotipos. Si bien la acumulacién nuclear de
NS5 no parece ser esencial para la replicacion vira, parece estar relacionada con
un aumento en la produccion de la citocina IL-8 que historicamente se ha

relacionado con el dengue grave (Bhatnagar et al., 2021).

NS2A y NS2B son componentes importantes del complejo de replicacién en la
membrana celular y en el ensamblaje de los viriones. NS2A juega un papel
importante en el ensamblaje del virus a través de su participacion en la biogénesis
y remodelacién de las membranas inducidas durante la infeccion. Ademas, es
capaz de suprimir la respuesta del interferon a/f, que afecta la replicacion viral e
induce la apoptosis en las células infecciosa (Li & Kang, 2022). Recientemente se
demostré que ambas proteinas se comportan como viroporinas y que son capaces
de activar el inflamasoma. Ambas moléculas permeabilizan diferentes modelos de
membranas formando canales, asi como, auto-oligomerizando (Ledn-Juarez et al.,
2016; Shrivastava et al., 2017). NS4A y NS4B son proteinas de membranas que
funcionan como proteinas de andamiaje para la formacion del complejo de
replicacion. Ademas, se ha visto que NS4A induce reorganizacion del reticulo
endoplasmico mientras que NS4B interactia con NS3 contribuyendo a su
disociacion del ARN viral (Norazharuddin & Lai, 2018).



1.2 Ciclo Replicativo Viral
DENV se une a una amplia variedad de moléculas, pudiendo infectar a diversos

tipos de ceélulas como las células epiteliales, fibroblastos, macrofagos, monocitos,
células dendriticas, queratinocitos, células B y T, células endoteliales y hepatocitos.
El virus interactua con su receptor a través de la proteina E. Entre estos receptores
se encuentran el receptor de manosa (Welsch et al., 2009), sulfato de heparan, un
tipo de glicosaminoglicano (GAG) que actua como receptor en lineas celulares
epiteliales (Germi et al., 2002); receptor para laminina LAMR1 (Phaik et al., 2005),
la proteina de adhesion celular 3 no asociada a integrina (DC-SIGN del inglés,
Dendritic Cell- Specific Intercellular Adhesion Molecule-3-Grabbing Non-integrin)
también llamada ICAM-3 o CD209 (Tassaneetrithep et al., 2003) y receptores de
fosfatidilserina (TIM del inglés, T cell immunoglobulin and mucin) y receptores de
cinasas de tirosina (TAM) por citar algunos (Nanaware et al., 2021) (Figura 2). Una
vez el virus hace contacto con su receptor este es internalizado dentro de la célula
hospedera. Aunque generalmente la entrada viral es por endocitosis mediada por
receptor dependiente de clatrina, se ha reportado que dependiendo del serotipo de
DENV y de la célula, la endocitosis puede ser independiente de clatrina o no clasica
(Cruz-QOliveira et al., 2015). El virion es internalizado en un endosoma temprano, y
después se fusiona con un endosoma tardio. La acidificacion del pH en el
endosoma conlleva a que la proteina E experimente varios cambios
conformacionales dejando expuesto un bucle de fusion, el cual interactia con la
membrana endocitica lo que conduce a la fusiéon con la envoltura viral (Heinz &

Allison, 2003; Urcuqui-Inchima et al., 2010).

La fusion permite que se disocie la nucleocapside y quede expuesto el genoma viral
en el citoplasma donde se transporta hacia el reticulo endoplasmico rugoso (RER)
a través de la maquinaria del citoesqueleto (Garcia-Blanco et al., 2016 (Figura 2).
El ARN viral de sentido positivo actia como mensajero y se traduce en una
poliproteina, y ademas como plantilla para la sintesis de ARN durante la replicacion
viral (Harapan et al., 2020). La replicacion del genoma esta acoplado a la traduccion
del polipéptido, la sintesis de las proteinas no estructurales junto a factores del
hospedero forma el complejo de replicacion. La traduccion y maduracion de las
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proteinas virales conducen a cambios conformacionales sobre las membranas del
RE, formando invaginaciones que se conectan al citoplasma a través de una
estructura similar a un poro (Welsch et al., 2009) (Figura 2). La polimerasa NS5,
utiliza el ARN viral de sentido positivo como molde para sintetizar ARN
complementario de sentido negativo. Este ARN complementario servira como
molde para la sintesis de la cadena positiva formando un intermediario de ARNdc
(Lindenbach et al.,, 2013). Finalmente, los nuevos ARNsc de sentido positivo
pueden traducirse mas o encapsularse para facilitar la generacién de nuevas

particulas virales.

°
o _0.%
009 L o

o
L e

DENV-infected cell

Figura 2. Ciclo replicativo de DENV. Se muestra un resumen esquematico del ciclo de replicacion.
Una vez el virus hace contacto con el receptor (1) este es internalizado por la célula hospedera
mediante endocitosis mediada por receptor dependiente de clatrina (2). La acidificacion del
endosoma provoca la fusion de la envoltura viral y la membrana del este liberando el genoma hacia
el citoplasma (3). EI ARN viral sirve como molde para la traduccion y la replicaciéon en el RE (4). El
genoma replicado y las proteinas no estructurales traducidas se ensamblan para formar el virién
inmaduro (5). Esta particula experimentara la maduracién a través de su transito por la TGN (7) y
sera liberado por exocitosis (8). Secrecién de la proteina NS1 de la célula hospedera (9) (tomado y
modificado de Guzman et al., 2016).

El ensamblaje ocurre en la membrana del RE, donde el genoma del ARN viral se
asocia con la proteina C para formar la nucleocapside, posteriormente las particulas

virales parcialmente ensambladas de desprenden del RER mediante gemacion

5



adquiriendo una bicapa lipidica en la que se encuentran las proteinas
transmembrana prM y E, en forma de heterodimeros prM-E (Nanaware et al., 2021).
Estas particulas viajan por la via secretora convencional a través de la red trans-
Golgi (TGN). ElI ambiente acido de la TGN provoca la disociacion de los
heterodimeros prM-E, produciendo proteina E en forma dimérica (Urcuqui-Inchima
et al., 2010). Adicionalmente, la proteina prM es escindida por la proteasa furina,
obteniéndose la proteina My el péptido pr, el cual continda asociado al virion hasta
su liberacién previniendo la union de E a la membrana exosomal (Yu et al., 2008).

Una vez maduro el viridn, es liberado por exocitosis (Figura 2).

La proteina NS1 del Virus del dengue, una vez se escinde, permanece asociada
con el RE; el mondmero se glicosila con alto contenido de manosa (CHO), lo que
da como resultado la posibilidad de asociacién con la membrana. Una parte d ela
proteina adquiere glicosil-fosfatidilinositol (GPI). Tanto la NS1 unida a la membrana
como la NS1 anclada a GPI se transportan a la superficie celular a través de una
via desconocida, donde se ha demostrado que se asocian con lipidos como el
colesterol. Adicionalmente, se puede unir a glicosaminoglicanos (GAGs) de la
superficie celular y algunas particulas se secretan directamente a partir de células
huésped (Figura 2) (Guzman et al., 2016).

1.3 Infeccioén por el Virus del Dengue
El curso exacto de eventos que se desarrolla después de la transmision de DENV

por la picadura del mosquito no esta clara. El estado de viremia puede detectarse
entre las 24 y 48 h antes del inicio de los sintomas clinicos y puede durar hasta 12
dias. La compleja interaccion de factores virales y hospederos determina el devenir
de la infeccion. En este sentido al clasificar los casos de dengue se manejan tres
categorias: Dengue Sin Signos de Alarma (DSSA), Dengue Con Signos de Alarma
(DCSA) y Dengue Grave (DG) (World Health Organization., 2016). El dengue tipico
se caracteriza por aparicion repentina de fiebre, dolor corporal, dolor de cabeza,
dolor en las articulaciones, erupciones cutaneas y dolor retroorbitario, aunque
también puede ser asintomatico. En ocasiones la infeccién puede progresar a

condiciones mas severas, lo que se conoce como dengue grave (Guzman et al.,



2016). Los sintomas incluyen aparicion de manchas oscuras en la piel por
hemorragia de pequefios vasos sanguineos petequias o purpura (petequias y
purpuras), hemorragia nasal, dafo hepatico, aumento de la permeabilidad vascular,
trombocitopenia y manifestaciones hemorragicas que pueden afectar la piel, la
nariz, las encias y el tracto gastrointestinal. Todo lo cual da como resultado una

caida repentina de la presién arterial.

1.3.1 Respuesta inmune e inmunopatogenia
Tanto la respuesta inmune innata como adaptativa son fundamentales en la

infeccion por DENV. Células de la piel como queratinocitos y fibroblastos, asi como,
células migratorias como macréfagos y células dendriticas de la piel parecen ser
los primeros blancos de infeccidn. Estas ultimas células se mueven a los nddulos
linfaticos, pudiendo diseminarse a otros 6rganos por el sistema linfatico (Lopez-
Gonzalez et al., 2018). Una vez ocurre la inoculacién viral, los receptores de
reconocimiento de patdégenos son los encargados de reconocer y detectar
antigenos del DENV, como los intermediarios de ARNdc. Entre ellos encontramos
los receptores tipo Toll 3 y 7 (TLR3 y TLR7), RIG-1 y el gen 5 asociado a la
diferenciacion de melanoma (MDAS5) (Costa et al., 2013). La interaccién con estos
receptores activara dos familias importantes de factores de transcripcion: factores
reguladores de IFN (IRF) y NF-kB, los cuales induciran la expresion de IFNs tipo | 'y
citocinas proinflamatorias. La activacion de los IFNs tipo | mediada por los TLR
sucesivamente activa la via JAK/STAT permitiendo amplificacién de la senal para la
sintesis de IFN-a/B, resultando en un estado antiviral, lo cual restringe la replicacion
de los virus (Green et al., 2014). Estudios del plasma de pacientes con cuadro de
dengue grave han encontrado niveles elevados de citocinas como IL-18, IL-2, IL-4,
IL-6, IL-7, IL-8, IL-10, IL-13, IL-18, TGF-1B, TNF-a e IFN -y (Costa et al., 2013).

La respuesta inmune mediada por células T es critica para la resolucion de la
infeccion. Se ha encontrado que la respuesta celular esta dirigida a determinados
proteinas virales. Las células T CD8+ reconocen epitopos presentes principalmente
en las proteinas NS5, NS3 y NS4B (Weiskopf et al., 2015), mientras que las células

T CD4+ estan dirigidas principalmente hacia proteinas estructurales como C, prM y



E y a la proteina no estructural NS1 (Grifoni et al., 2017). Varios trabajos sugieren
que la respuesta celular T CD8+ y T CD4+ esta asociada con formas no graves de
la enfermedad a través de la produccion de IFN-y, la activacién de células B y la
produccion y secrecion de anticuerpos contra el virus (Tian et al., 2019). Se conoce
qgue la respuesta protectora contra el DENV esta mediada fundamentalmente por
anticuerpos neutralizantes dirigidos hacia epitopos presentes en las proteinas E y
prM, por lo cual, la infeccién con cualquier serotipo viral induce una inmunidad
homotipica duradera y una inmunidad heterotipica de corto plazo (Guzman et al.,
2016). Adicionalmente otra proteina blanco de la respuesta de anticuerpos es NS1,

la cual activa la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (Rothman, 2011).

El estado inmunoldgico, el serotipo viral, el estado genético y la edad del individuo
son los factores principales que condicionan la respuesta a la infeccién, asi como
las formas clinicas de dengue (Guzman et al., 2016). La presencia de citocinas y
quimiocinas (como parte del sistema inmune) pueden desempefiar funciones tanto
protectoras como perjudiciales durante la infeccién (Costa et al., 2013). En este
sentido, diversos estudios demuestran, que el desequilibrio entre las respuestas
Th1y Th2 genera la conocida “tormenta de citocinas”, la cual esta asociadad a las
formas graves de dengue. Ejemplo de ello es la sobreproduccion de IL-10 (citocina
caracteristica de la respuesta Th2), la cual termina dominando las respuestas de
IFN, conduciendo a un aumento de la carga viral del DENV (Abhishek et al., 2017)
y a una serie de procesos que culminan en fuga vascular provocando hemorragia,
y en ultima instancia, dano tisular y falla multiorganica (Roy & Bhattacharjee, 2021).
Otras citocinas vinculadas a estos procesos son MIF, IL-1, IL-2, IL-10, CXCL-10,
CCL-2, VEGF, TNF-qa, IFN- a e IFN-y. Un factor que contribuye a la gravedad
observada en pacientes con infeccion secundaria es la respuesta de células T de
memoria en un fendmeno llamado pecado antigénico original. Tras la infeccién
secundaria con un serotipo heterdlogo, las células T CD8+ con alta reactividad
cruzada y baja afinidad se activan masivamente e inducen una alta produccioén de
citocinas proinflamatorias (Harapan et al., 2020). Sin embargo, estas células contra
serotipos heterdlogos pueden disminuir su actividad citolitica provocando un retardo
en la eliminacion del virus (Rothman, 2011).



Generalmente la mayoria de los anticuerpos circulantes en la infeccién no son
neutralizantes y estan dirigidos contra epitopos de la proteina E y prM conservados
entre dos 0 mas serotipos, lo cual favorece la entrada del virus a monocitos,
macrofagos y células dendriticas a través del receptor Fc-y. La internalizacién a
través de dicho receptor genera un proceso denominado infeccion facilitada por
anticuerpos (ADE, del inglés: antibody-dependent enhancement), otro factor que
contribuye a la tormenta de citocinas (Katzelnick et al., 2017). Datos
epidemioldgicos indican que los bebés que adquieren pasivamente anticuerpos
neutralizantes maternos contra dengue estan protegidos de la enfermedad durante
varios meses. Luego, la concentracion de estos anticuerpos maternos
neutralizantes finalmente cae por debajo de un umbral protector. Durante un
periodo corto, si el bebé esta infectado con el DENV, puede ocurrir una enfermedad
grave mediada por ADE debido a la presencia de anticuerpos maternos no
neutralizantes (Guzman et al., 2016). Para amortiguar las respuestas inmunes del
huésped este fendmeno también provoca la produccién del inmunosupresor IL-10,
lo cual regula negativamente la produccién de IFNs tipo 2. El medio antiinflamatorio
y la dominancia Th2 promueven la proliferacion de células B para fomentar una
mayor produccion de anticuerpos. Esto exacerba la situacién ya empeorada para
generar anticuerpos que faciliten la entrada del DENV dependiente de anticuerpos

en las células huésped (Narayan & Tripathi, 2020).

1.3.2 Funcion de NS1 en el desarrollo de la infecciéon
La secuencia codificante para la proteina NS1 en todos los flavivirus tiene una

longitud aproximada de 1056 nucledtidos y codifica una proteina de 352
aminoacidos con un peso molecular de 46 a 55 kDa, dependiendo de su estado de
glicosilacion (Glasner et al., 2018). La secuencia aminoacidica de NS1 de diferentes
flavivirus, incluidos DENV1-4, ZIKV, WNV, JEV y YFV, asi como los virus de la
encefalitis de St. Louis, la encefalitis del valle de Murray y la encefalitis transmitida
por garrapatas, son conservadas entre si, presentando de 50-80% de similitud entre
sus secuencias (Song et al., 2016). NS1 es una proteina multifuncional que dentro
de la célula se encuentra como dimero, pero es secretada en forma de hexamero
(Glasner et al., 2018). La estructura cristalina de NS1 de WNV y DENYV fue resuelta
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por Akey y colaboradores en 2014. De manera genera cada monomero de NS1
presenta tres dominios. Un pequefio dominio de dimerizacion conocido como
dominio central B-roll, forma la cara hidréfoba orientada hacia el interior la cual
interactua con los lipidos. Un segundo dominio que sobresale es conocido como
dominio del ala, contiene dos sitios de glicosilacion (Asn130 y Asn175), un enlace
disulfuro interno y dos subdominios discretos: el subdominio a/f y un subdominio
de conector discontinuo que vincula el dominio ala con el dominio central del rollo
B (B-roll). La protuberancia hidrofébica (dedo grasoso) entre el 3-roll y los dominios
del ala facilita la interaccion de NS1 con la membrana del RE y las proteinas virales,
como NS4A y NS4B, que son esenciales para la replicacién viral. Finalmente, un
tercer dominio, conocido como escalera 3 esta formado por una lamina 3 continua
que forma la mitad del extremo C de NS1 y posee un sitio de glicosilacién en Asn207
(Figura 3). De lo sitios de glicosilacion que se presentan en la estructura de NS1, el
DENV solo presenta 2, en Asn130 y Asn207 (Akey et al., 2014). Esta caracteristica
se mantiene en los cuatro serotipos conocidos. La punta C-terminal de la escalera
B junto con el dominio del ala son las regiones mas antigénicas y contienen los

epitopos identificados con mayor frecuencia del hexamero NS1 (Yap et al., 2017).

Figura 3. Estructura tridimensional del dimero NS1. (A) Dimero NS1. Se muestra una subunidad
en gris y la otra subunidad coloreada por dominios. De color azul se representa el dominio B-roll; en
amarillo, el dominio ala y su subdominio conector en naranja; en rojo se muestra el dominio B-
escalera. Los puentes disulfuros se muestran con esferas amarillas y los sitios de N-glicosilacion
como varas negras. (B) Diagrama topoldgico para el mondmero NS1, los sitios de glicosilacion se
muestran como hexameros verdes. (tomado de Akey et al., 2014).
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Esta proteina estad relacionada con multiples procesos ya sea de manera
intracelular como extracelular. En el interior de la célula interactua con proteinas
que intervienen en la replicacion viral. La localizacion de la proteina NS1 en la luz
del RE se co-localiza con el ARN intermediario de doble cadena y otros
componentes del complejo de replicacion viral como el precursor proteico NS4A-
2K-NS4B a través del dominio ala de NS1 (Ptaszczyca et al., 2019). Otro de los
mecanismos propuestos por los que NS1 apoya la replicacién del ARN del DENV
es la formacién de organulos de replicacidn membranosos, es decir, paquetes de
vesiculas (Youn et al., 2012), aunque esta funcién no esta relacionada con la

interaccién con el precursor NS4A-2K-NS4B (Ptaszczyca et al., 2019).

Debido a que los niveles de la proteina NS1 se asocian con la gravedad de la
enfermedad, NS1 puede influir directamente en la patogénesis. Estudios recientes
demuestran que NS1 puede interactuar con células inmunitarias innatas a traves
de TLR4, lo que contribuye a la secrecién de citocinas (TNF-a, IFN-y, IL-6, IL-18 y
el factor inhibitorio de migracion de macrofagos (MIF)), quimiocinas y mediadores
que provocan fuga vascular. Lo anterior se debe a los cambios de las uniones
estrechas de las células endoteliales al desestabilizar a las proteinas VE-caderina
y ZO-1 y provocando autofagia en pacientes con dengue severo (Chen et al., 2016;
Modhiran et al., 2017). Sin embargo, también se ha demostrado que NS1 induce
fuga vascular en ratones deficientes de TLR4 sugiriendo que este proceso también
se puede originar mediante mecanismos independientes de este receptor. Uno de
los mecanismos mediante los cuales induce fuga vascular es el aumento de
expresion de las sialidasas y de la activacion de la catepsina L, lo que conduce a la
escision del acido sidlico y mayor expresion de la heparanasa respectivamente.
Esta ultima escinde heparan sulfato y proteoglicanos de la superficie del endotelio.
Estos procesos dan como resultado la degradacion del glicocaliz endotelial y la
consecuente fuga vascular (Glasner et al., 2017; Puerta-Guardo et al., 2016).
Ademas de la fuga vascular, DENV NS1 también puede contribuir al dengue grave
al interferir con la coagulaciéon. En pacientes con dengue se encontré el complejo
NS1/trombina en el suero. La unién de NS1 a la protrombina inhibe su activacion,
lo que lleva al incremento del tiempo parcial de tromboplastina activada (Chen et
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al., 2018). Desde hace mucho tiempo se ha reconocido que las particulas de
lipoproteinas que circulan en la sangre tienen funciones importantes en la
regulacion de la salud vascular, la inflamacion y la respuesta inmune (Ramasamy,
2014). Se ha descubierto que la proteina NS1 forma complejos con lipoproteinas
de alta densidad (HDL), cuya interaccion desencadena la produccion de citocinas
proinflamatorias en macréfagos primarios humanos, lo que exacerba la inflamacion

sistémica durante la infeccion (Benfrid et al., 2022).

La literatura ha identificado a NS1 como una proteina soluble fijadora del
complemento. Las proteinas del complemento son principalmente serina proteasas
que se encuentran en la sangre y en los tejidos y, cuando se activan, pueden
provocar inflamacién, opsonizacion o lisis celular a través de la formacién del
complejo de ataque de membrana C5b-9 (Glasner et al., 2018). Durante la infeccion
por dengue, NS1 se puede unir a la proteina del complemento C4, reclutando y
activando la proteasa C1, lo que conduce a la escisién de C4 a C4b y reduciendo
tanto la deposicidn de esta ultima en la superficie de las células, como la actividad
convertasa de C3 (Avirutnan et al.,, 2010). Un hecho interesante es que puede
interactuar directamente con C4b e incluso con el regulador del complemento
vitronectina (Conde et al., 2016). Estudios previos indican que la interaccion de la
lectina de uniéon a manosa (MBL, del inglés: Mannose Binding Lectine) con DENV
disminuyd la infeccidn a través de mecanismos dependientes e independientes del
complemento (Avirutnan et al., 2011). En este contexto Thiemmeca y colaboradores
en 2016, reportaron que NS1 es capaz de unirse competitivamente a MBL en
solucion (Thiemmeca et al., 2016). Estos resultados sugieren que la proteina viral
atenua tanto la via clasica como la de las lectinas, lo que protege a DENV de la
neutralizacion mediada por el complemento y protege a las células de la lisis.
Resultados similares se han observado al estudiar mosquitos infectados con el virus
DENYV, ya que se ha detectado NS1 soluble en la saliva de estos. Por tanto, esta
proteina puede ser inoculada en el humano durante la transmision viral e intervenir
en la evasién inmunitaria (Thiemmeca et al., 2016). Por otro lado, NS1 ayuda al
virus a superar la barrera inmunitaria del intestino medio del mosquito al suprimir la

expresion de genes que intervienen en la respuesta innata del vector. Tal es el caso
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de los genes relacionados con la expresion de ROS y con la activacion de la via de
sefalizacion JAK/STAT, sistemas que son fundamentales en el control de la
infeccion viral en los mosquitos. Por tanto, NS1 contribuye al ciclo viral dentro del
vector (Liu et al., 2016).

Recientemente, se ha reportado que anticuerpos anti-NS1 generados en pacientes
con DENV pueden reaccionar de forma cruzada con diferentes moléculas y células
relacionadas con la coagulacién, como el plasminégeno humano, la trombina, las
plaquetas y las células endoteliales (Glasner et al., 2018). Diversos estudios
apuntan a que existe una homologia de secuencias entre los aminoacidos 311-352
de la regién C-terminal de la proteina NS1 y algunas proteinas integrinas y
adhesinas de la superficie de las células endoteliales (Wan et al., 2008). Por lo cual,
los anticuerpos de reactividad cruzada contra NS1, pueden reconocer estas

moléculas e inducir fuga vascular.

Otra funcién que se ha descrito para la proteina NS1 es su capacidad para activar
al inflamasoma de una manera dependiente de caspasa 1y de CD14, en la cual no
se induce piroptosis. La delecion de genes que codifican para los elementos de los
inflamasomas NLRP3, Pirina y AIM2 utilizando el sistema CRISPR-Cas9 no afecto
la activacion del inflamasoma mediado por NS1. Sin embargo, se necesitan mas
estudios para establecer si NS1 activa otros inflamasomas como NLRP1B, CARDS,
NLRP6 y NLRP10 (Wong et al., 2023).

1.4 Diagnéstico de DENV
El diagndstico de las infecciones por el virus del dengue no puede basarse

unicamente en las manifestaciones clinicas ya que muchos pacientes son
asintomaticos o presentan fiebre inespecifica, por tanto, se requiere un diagndstico
diferencial. Las herramientas de diagndstico deben ser rapidas, precisas y de costo
relativamente bajo, lo cual es fundamental para la confirmacion de casos clinicos
sospechosos especialmente en los paises en desarrollo, con recursos de atencion
médica limitados o inaccesibles (Pang et al., 2017). Existen varios biomarcadores
para el diagnostico, estos incluyen, la deteccién propia del virus mediante
aislamiento viral o PCR, los productos virales (NS1 y E) o la respuesta inmune del
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hospedero (medida de IgM e IgG). El aislamiento viral es el método diagndstico
tradicional para detectar no solo dengue, sino cualquier otro virus. Sin embargo, ha
sido remplazado gradualmente por la qRT-PCR y, mas recientemente, por los

ensayos serolégicos y de deteccion de antigenos (Muller et al., 2017).

La ventana O6ptima para diagnosticar una infeccion por dengue mediante la
deteccidn de proteinas virales va desde el inicio de la fiebre hasta aproximadamente
7 dias después de la infecciéon. Mientras que la deteccion de anticuerpos
especificos depende del patron de la infeccion. En una infeccidon primaria la IgM
puede ser detectada a partir del dia 3 y la IgG a partir el dia 6. Por otra parte, en
infecciones secundarias la IgM aparece en el mismo periodo de tiempo, aunque
generalmente presentando titulos mas bajos, no siendo asi con la IgG, la cual
aparece tempranamente y cuyo titulo aumenta rapidamente, debido a la respuesta

anamnéstica (Figura 4) (Peeling et al., 2010).
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Figura 4. Linea de tiempo de la aparicion de los biomarcadores de la infeccion por dengue.
Pacientes que experimentan infeccion primaria (panel izquierdo) y secundaria (panel derecho).
(tomado de Muller et al., 2017).

1.4.1 Deteccion de ARN viral
El genoma viral puede detectarse en la fase aguda de la infeccién con PCR de

transcripcion reversa. La mayoria de las plataformas basadas en este tipo de PCR
suelen centrarse en los 4 serotipos y logran diferenciarse entre ellos. Actualmente
existen dos ensayos aprobados por la FDA, uno de ellos es el RT-PCR en tiempo
real Multiplex para DENV 1-4 del centro de control de enfermedades (CDC), el cual

permite diferenciar entre los cuatro serotipos, y el segundo es el Trioplex rRT-PCR
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que se utiliza para distinguir entre Dengue, Zika y Chikungunya (Waggoner et al.,
2013). Otra forma de diagndstico molecular es la amplificacion isotérmica del ARN
gendmico del DENV. La misma no requiere termociclador, por lo que el costo y la
complejidad en comparacion con la PCR se puede reducir. Dentro de este método
uno de los mas conocidos es la amplificacion isotérmica mediada por bucle de
transcriptasa inversa (RT-LAMP) (Sahni et al., 2013). Diversos estudios han
demostrado que este ensayo muestra una tasa de éxito del 100% y del 98,9% para
diagnosticar aislados clinicos de DENV y pacientes infectados, respectivamente
(Hu et al., 2015). Aunque los métodos basados en PCR son rapidos y certeros,
requieren un laboratorio con equipamiento especializado y personal entrenado para
desarrollar el analisis. Por lo que no siempre es una opcidn en zonas con pocos

recursos donde el dengue es endémico.

1.4.2 Deteccidn seroldgica.

La medicién de anticuerpos IgM mediante ELISA de captura y/o IgG mediante
ELISA indirecta son los métodos mas utilizados para confirmar el diagndstico de
dengue. Esto se debe a la facilidad de uso comparada con técnicas como el cultivo
celular o la detecciéon de ARN. Sin embargo, la producciéon de anticuerpos no es
inmediata (Kabir et al., 2021). En el mercado se encuentran disponibles una
variedad de kits de ELISAs y pruebas de deteccion rapida. En areas donde no es
endémica la infeccion, se utilizan generalmente aquellos basados en ELISA de
captura de IgM (MAC-ELISA) (Tsai et al., 2018). El principal problema radica en que
la circulacion de IgM o IgG no es indicativa de una infeccion actual, para lo cual se
requiere demostrar la seroconversién en los titulos de estos anticuerpos en sueros
pareados (Pang et al., 2017). Es por ello por lo que se han desarrollado pruebas
que evaluan la relacién IgM:lgG, lo cual permite distinguir entre una infeccién
primaria y secundaria (Raafat et al., 2019). La necesidad de muestras pareadas es
una limitante de las pruebas serologicas al menos en zonas endémicas. En la
practica estas muestras son dificiles de obtener, ya que es probable que los
pacientes no regresen para la segunda recoleccion de la muestra. Otra limitante de
las pruebas seroldgicas es la reactividad cruzada con flavivirus relacionados, lo que

aumenta la incertidumbre en las regiones donde cocirculan (Peeling et al., 2010).
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Actualmente se estan desarrollando estrategias que combinan la deteccion
seroldgica con la deteccion de antigenos de dengue lo cual mejora el diagnostico
del DENV (Muller et al., 2017).

1.4.3 Deteccién antigénica NS1

Otra forma de diagnosticar la infeccion por DENV es mediante la deteccion de la
proteina NS1 y la de envoltura. La deteccion de esta proteina en el suero de
pacientes con dengue es utilizada para diagnosticar la enfermedad no solo en la
fase aguda de la infeccion, sino también desde el inicio de la fiebre (Libraty et al.,
2002) y hasta 9 dias o0 mas en infecciones primarias, dependiendo del individuo.
Utilizando ELISA de captura cuantitativa, se ha descubierto que NS1 se secreta en
un nivel alto, dentro del rango de nanogramos a microgramos por mililitro (Allonso
et al.,, 2014). Los kits comerciales para detectar proteinas NS1 se basan en
inmunoensayos enzimaticos (ELISA). Sin embargo, también estan disponibles
ensayos rapidos de un solo paso basados en inmunocromatografia in vitro (Fisher
et al., 2023). Por lo general, los ensayos rapidos basados en flujo lateral se utilizan
como esquemas de deteccion rapida y los ELISA de captura de antigeno se utilizan
en pruebas de laboratorio. Actualmente hay siete pruebas disponibles
comercialmente, tres se basan en ELISA y cuatro son pruebas rapidas. Entre las
que se basan en ELISA se encuentra Platelia Dengue NS1 Ag ELISA (BioRad),
DENV Detect NS1 ELISA (InBios International) y Panbio Dengue Early ELISA
(Alere, Waltham, WA, EE. UU) (Blacksell, 2012; Kabir et al., 2021). Uno de los
desafios de los ensayos basados en la deteccion de NS1 es la fluctuacion de los
niveles de este antigeno a lo largo del curso de la enfermedad. Los pacientes que
presentan una infeccion secundaria experimentan un rapido aumento de los
anticuerpos de reaccion cruzada contra la proteina. Estos anticuerpos secuestran
a la proteina en complejos inmunes que no pueden detectarse facilmente en
ensayos de captura. En consecuencia, la cinética de deteccion de NS1 durante el
curso de la enfermedad durante las infecciones secundarias es mas corta que la de

las infecciones primarias (Muller et al., 2017).
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La combinacion de kits para la deteccion de IgM y NS1 como marcadores de la
infeccion por DENV ofrece mayor sensibilidad para el diagnéstico y, por lo tanto,
una mejora en general del rendimiento de las pruebas (Raafat et al., 2019b). En el
2011 en Malasia, investigadores exploraron como el rendimiento de la prueba
rapida Panbio Dengue Early Rapid puede mejorar la sensibilidad diagnostica
cuando se usa en combinacién con una prueba rapida comercial IgM/IgG (Dengue
Duo Cassette). Como pruebas individuales, la sensibilidad de Dengue Early Rapid
y Dengue Duo Cassette fue del 62,0% y 72,5% respectivamente. La combinacion
de deteccion de NS1 con deteccion de anti-IgM y anti-lgG dio como resultado un

aumento significativo (P<0,001) en la sensibilidad hasta un 93 % (Fry et al., 2011)

Lai y colaboradores en 2019 desarrollaron un ensayo de ELISA que no solo es
capaz de detectar NS1, sino que permite la identificacion del serotipo
correspondiente de DENV en etapas tempranas de la infeccién. Desarrollaron
anticuerpos monoclonales para cada serotipo del DENV vy utilizaron otro de
reactividad cruzada como anticuerpo de captura. Un hecho interesante es que, del
total de muestras analizadas, el ensayo de ELISA mostré sensibilidad del 88.2%,
94.7%, 75% y 66.6% para DENV1, DENV2, DENV3 y DENV4, respectivamente en
comparacién con RT-PCR de serotipificacion (Lai et al., 2019). Otros estudios
comparativos han obtenido una sensibilidad entre un rango de 60% a un 75%, al

comparar con este método molecular (Gaikwad et al., 2017).

En 2022, Mehdi y colaboradores desarrollaron un ELISA de deteccion de NS1
altamente sensible. Los anticuerpos monoclonales desarrollados muestran
afinidades subnanomolares con especificidad por regiones no inmunodominantes.
Este ensayo mostré una sensibilidad analitica mayor que el kit Platelia. El amplio y
diverso repertorio de mAb generado contra DENV NS1 y la seleccion apropiada de
los mismos permitid detectar eficientemente NS1 Ag incluso en muestras de

pacientes con infeccidon secundaria (Tabla 1) (Mehdi et al., 2022).
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Tabla 1. Sensibilidad de ELISAs para NS1 en dengue primario y secundario (Mehdi et al.,

2022)

Categorias de las Sensibilidad del ELISA NS1

Sensibilidad del Platelia DENV

muestras desarrollado (%) (95% IC) NS1 Platelia (%) (95% IC)
Panel 1A 40, 70.18 27,47.37
positivos por RT-PCR (56.60-81.57) (33.98-61.03)
y por 1gG de DENV
de captura (n=57)
(dengue secundario)
Panel 1B 26, 96.30 24,88.89
positivos par RT-PCR (81.03-99.91) (70.84-97.65)

y por lgG de DENV
de captura (n=27)
(dengue primario)

Hay indicios de que la proteina NS1 puede detectarse en fluidos corporales

diferentes al suero. Un estudio realizado en Japon en 96 viajeros japoneses con

DENV examind la utilidad de la deteccion del antigeno NS1 en muestras de orina 'y

suero (Saito et al., 2015). Este estudio y otros demostraron que, en algunos casos,

la NS1 podria detectarse en muestras de orina incluso después de alcanzar niveles

indetectables en el suero (Humaidi et al., 2021). Aunque la sensibilidad en este tipo

de estudios es muy baja sugiriendo que se necesitan mas estudios para evaluar el

rendimiento y la aplicacion del diagnostico del DENV en orina y saliva.
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2 JUSTIFICACION

La proteina NS1 del virus del dengue se ha identificado como un biomarcador
fundamental en el diagndstico de la infeccion. Sin embargo, a pesar de la
disponibilidad de kits comerciales para este proposito, estos pueden resultar
costosos y limitados en su capacidad para procesar muestras, lo que reduce su
utilidad, especialmente en regiones de alta incidencia de casos del DENV, como
México. Por eso, desarrollar un ELISA de captura casero para detectar NS1 para el
diagndstico viral podria contribuir significativamente a mejorar la atencién médica y

promover medidas preventivas oportunas.
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3 HIPOTESIS:

La evaluacion y caracterizacion de un anticuerpo monoclonal murino permitira el

desarrollo de un ELISA de captura para la deteccién de la proteina NS1.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo General:

Disefar, desarrollar y evaluar un ELISA de captura para la deteccion de la proteina
NS1 del virus del DEN.

4.2 Objetivos especificos:

1.

Expresar y purificar la proteina recombinante NS1 del virus DEN-2 en el
sistema de expresion bacteriano de Escherichia coli, cepa BL21.

Realizar un esquema de inmunizacién con la proteina recombinante NS1
(rNS1) purificada en rata.

Purificar y caracterizar anticuerpos monoclonales murinos y policlonales de
rata anti-NS1.

Estandarizar las condiciones de anticuerpos monoclonales murinos vy
policlonales de rata mediante un ensayo de ELISA indirecto.

Optimizar concentraciones de anticuerpos monoclonales murinos y
policlonales de rata a través de un ensayo de ELISA de captura

Evaluar ensayo de ELISA de captura para deteccion de NS1 nativa en

sobrenadantes de células infectadas.

21



5 MATERIALES Y METODOS

5.1 Células y virus
Se trabajé con células Vero (ATCC CCL-81) y con la cepa de referencia DENV-2

Nueva Guinea (AF038403.1)

5.2 Anticuerpo monoclonal murino
Para el ensayo se utilizé la clona 12.1810 de las células de hibridoma anti-NS1

desarrollado en el laboratorio en colaboraciéon con la Dra. Gabriela Mellado
Sanchez. Se colectaron 250 mL de sobrenadantes de dicha clona y los mismos
fueron centrifugados y concentrados mediante filtracién por centrifugacion a 4,500

rom y 4 °C empleando un Filtro Amicon Ultra-15 mL con un corte de 10 kDa.

5.3 Vector de expresion para la proteina NS1 de DENV-2
Para la expresion de la proteina se us6 como vector de expresion el plasmido

pPROEX_ HTb_NS1/DENV2. El cual codifica para la proteina NS1 completa de
DENV-2. Este vector fue clonado en colaboracion con la Lic. Andrea Alejandra Meza
Cano. El amplicon contiene un origen de replicacion Ori, un gen de resistencia a
ampicilina y el gen que codifica para el represor Lacl. El cassette de expresion
cuenta con el promotor trc y el operon /ac, un sitio de corte para la proteasa TEV, y
una secuencia que codifica para una etiqueta de seis histidinas. La secuencia de

NS1 se encuentra flanqueada por sitios de restriccion para Xbal y Xhol.

5.4 Transformacion de células E. coli BL21 quimiocompetentes.
Se transformaron células BL21 quimiocompetentes con el vector

pPROEX HTb_NS1/DENV2 mediante choque térmico. Se mezclé 50 ng de
plasmido con 50 uL de células quimiocompetentes se incubaron en hielo durante
20 minutos. Posteriormente se incub6 a 45°C durante 45 seg, e inmediatamente se
coloco en hielo y se incubd 2 minutos mas. Luego se adicinaron 500 pL de medio
LB y se incubaron en hielo durante 1h a 37°C y 180 rpm. Pasado este tiempo se
sembrdé por diseminacion en una placa con Agar-LB suplementado con 120 ug/mL

de ampicilina. La placa fue incubada a 37°C durante toda la noche.
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5.5 Sobreexpresion de la proteina NS1 recombinante en células BL21.
Para la sobreexpresion de la proteina, se tomé 1 colonia de células BL21

transformadas con el plasmido de interés y se inocularon en 20 mL de medio LB
suplementado con 120 pg/mL de ampicilina. Posteriormente los 20 mL se
adicionaron a 500 mL de medio 2xYT suplementado con 100 pg/mL ampicilina.
Dicho cultivo se incubé a 37°C y 180 rpm hasta alcanzar una DOeoo entre 0.6-0.8.
Una vez alcanzada la DO senalada se adicionaron 500 mL de medio 2xYT al cual
se habia adicionado previamente 1mM de MgSO4 y 1 mM de IPTG. Finalmente se

incubo a 37°C y 180 rpm toda la noche.

5.6 Lavado de los cuerpos de inclusion y purificacion de la proteina NS1
Una vez transcurrido el tiempo de induccion, el cultivo se centrifugé a 4,500 rpm por

30 min a 4°C en un rotor JLA 8-1000. El sobrenadante fue desechado y el sedimento
bacteriano resuspendido en 40 mL de solucion | (15% de sacarosa, 0.12% de Triton
x-100, 50 mM de Tris pH 8) para luego sonicarse durante 1 minuto con intervalos
de 10 seg ON y 10 seg OFF hasta alcanzar una amplitud del 80%. Posteriormente
el paquete se centrifugo a 8,000 rpm durante 20 min, se desecho el sobrenadante
y la pastilla se resuspendié en 48 mL de solucién Il (0.12 % deTriton-100, 50 mM
de Tris pH 8, 10 mM de EDTA). La suspension se sometid a sonicacién y posterior
centrifugacion con los parametros anteriormente mencionados. Finalmente, el
sedimento se resuspendio en 20 mL de solucion Il (50 mM de Tris pH 8, 10 mM de
EDTA). Para la purificacién se utilizé el método de geles preparativos. Brevemente,
se prepard un gel para electroforesis SDS-PAGE 10%. A la resuspension se le
agrego buffer de carga 5X, y la misma fue calentada a 95°C durante 10 minutos. La
muestra se cargo en el gel y se dejo corriendo toda la noche a 40 mV. Se cortaron
entre 3-4 bandas del gel alrededor del maracdor correspondiente al peso predicho
para la proteina (aproximadamente 41 kDa). Las bandas se sumergieron en PBS a
4°C durante toda la noche y luego se centrifugé a 4,500 rpm durante 10 min. Una
vez transcurrida la centrifugacion se extrajo con una pipeta la proteina difundida en
el PBS y las fracciones se analizaron mediante geles desnaturalizantes de
poliacrilamida (SDS-PAGE) al 10% y Western Blot.
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5.7 Electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) y Western Blot
La electroforesis en SDS-PAGE se utilizd para detectar la presencia de la proteina

NS1 recombinante, asi como de los anticuerpos monoclonales murinos y
policlonales de rata. Se utilizaron geles de acrilamida/bisacrilamida al 10 % en el
caso de la proteina NS1 recombinante y 12 % en el caso de los anticuerpos. La
electroforesis se llevé a cabo a un voltaje de 100 V durante 1 h. Para la deteccién
de las bandas correspondientes a los pesos moleculares esperados, los geles
fueron tenidos durante 15 min en agitacion con azul de Coomassie. Adicionalmente,
en el caso de la proteina NS1 recombinante se realiz6 Western Blot para su
identificacion. Brevemente, los geles se transfirieron a una membrana PVDF
(Sigma-Aldrich) activada con metanol. Terminada la transferencia se bloqued con
PBS-Tween 0.1%/leche descremada 5 % por 1 h a temperatura ambiente y en
agitacion. Al terminar el bloqueo la membrana se lavé con PBS-Tween 0.1 % y se
incubod toda la noche a 4°C con un anticuerpo anti-histidina diluido 1:3000 con
solucion de bloqueo. Finalmente se realizé el ultimo lavado de la membrana, se
reveld en el equipo ChemiDoc XRS+ y las imagenes se procesaron con el software
Image Lab (Bio-Rad).

5.8 Esquema de inmunizacién y obtencién de suero policlonal
Se empleé una rata Wistar hembra, de 200 g. Se administraron por via

intraperitoneal, 4 dosis de 50 ug de proteina NS1 recombinante en intervalos de 20
dias. En la primera inmunizacion el antigeno se diluyé en 180 pyL de PBS y 200 uL
de adyuvante completo de Freund (Sigma-Aldrich). En las restantes tres
inmunizaciones el antigeno se diluyo de la misma manera, pero se utilizé adyuvante
incompleto de Freund (Sigma-Aldrich). La rata fue sangrada a partir de la vena
caudal al dia 0, 20, 40 y 60 previo a cada inmunizacién de acuerdo con los
lineamientos éticos establecidos por la NOM-062-Z00-1999 y de acuerdo con el
protocolo 02-11-16 aprobado por el comité de ética del CICUAL/Cinvestav. La
sangre obtenida se incubd 15 minutos a 37°C y para posterior retraccion del coagulo
se incubaron 15 minutos a 4°C. Después se centrifugé a 4,000 rpm durante 5 min.

El sobrenadante obtenido se centrifugd nuevamente, pero a 7,000 rpm durante 10
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min para poder separar el suero de la fase celular. El suero se congel6 a -20°C

hasta su utilizacion.

5.9 Purificacién y cuantificacion de anticuerpos monoclonales murinos y
policlonales de rata

El anticuerpo monoclonal murino se purific6 a partir de sobrenadantes
concentrados. En el caso del anticuerpo policlonal se parti6 del suero
correspondiente al sangrado en blanco de la rata. Se siguié el mismo protocolo de
purificacion para ambos anticuerpos. Se diluy6 la muestra en tampén de unién (0.02
M de NaH2PO4 pH 7) y se filtr6 con una membrana de PVDF con un poro de 0.22
um (VWR®, Syringe Filters). La muestra se hizo pasar por una columna de afinidad
de 1 mL de resina HiTrap Protein G (Cytiva) en un Sistema AKTA Pure (Cytiva) de
FPLC. La columna previamente se equilibré con tampdén de unién. La eluciéon del
anticuerpo de interés se realizd6 mediante un gradiente lineal, aplicando 5
volumenes de columna (de 0 a 100 %) de tampdn de elucion (0.1 M de Glicina-HCI
pH 2.7). Se colectaron fracciones 1 mL en tampodn de neutralizacion (1M Tris-HCI
pH 9). Las fracciones obtenidas fueron analizadas por electroforesis SDS-PAGE al
12 %. Aquellas en las que eluy6é la proteina fueron dializadas con PBS y
concentradas mediante filtracion por centrifugacion a 4,500 rpm y 4 °C empleando
un Filtro Amicon Ultra-0.5 mL con un corte de 10 kDa, hasta obtener un volume de
500-1000 umL. Finalmente se cuantific6 cada muestra de anticuerpos por el método
de Lowry. Los anticuerpos fueron alicuotados y almacenados a -20°C hasta su
utilizacion.

5.10 Ensayo de ELISA indirecto

La unién de los anticuerpos a la proteina NS1 recombinante se analizé por ensayo
de ELISA indirecto. Placas de 96 pocillos (Greiner Bio-One, Fisherscientific) fueron
sensibilizadas con 50 pL/pocillo de proteina NS1 a concentraciones de 0.5, 1, 2, 3,
4, 6, 8 ug/mL en PBS1X (tampon de fosfatos pH 7.4) (Fig. 5). Para la evaluacién de
la actividad de los sueros de rata y de los anticuerpos monoclonales y policlonales
purificados, se utiliz6 una concentracion de 6 pg/mL de NS1. Las placas fueron
incubadas por 24 h a 4°C y protegidas de la luz. Posterior a la incubacion se
realizaron 2 lavados con solucion de lavado (PBS-Tween 0.1 %) y se bloqueron
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durante 1 h en agitacion continua a temperatura ambiente con 100 yL de solucion
de bloqueo (PBS-Tween 0.1 % leche descremada 5 %). Se realizaron tres lavados
y se procedio a adicionar 50 uL/pocillo de los sueros de rata a distintas diluciones
o los anticuerpos purificados a diferentes concentraciones en solucién de bloqueo.
Para los sueros se ensayaron diluciones seriadas dobles de 1:50, 1:100, 1:200 y
1:400 (Fig. 5). Para establecer las condiciones Optimas a las cuales se emplearian
los anticuerpos purificados, se evaluaron concentraciones de 0.5, 1, 3y 5 yg/mL
para el anticuerpo monoclonal de ratéon y 1, 2, 3 y 4 yg/mL para el anticuerpo

policlonal de rata (Fig. 5).

Concentraciones variables de AcM (pg/mL) Concentraciones variables de AcP (ug/mL)
5 3 1 0.5 4 3 = 1

Concentraciones variables de NS1
(pg/mL)
© 4N W b o @
(Hg/mL)

Concentraciones variables de NS1

Diluciones del suero de rata
1:50 1:100 1:200 1:400

Concentraciones variables de NS1
(ug/mL)

Figura 5: Sensibilizacién de placas a diferentes concentraciones de antigenos, de anticuerpos y
diferentes diluciones de sueros de rata.

Las placas se incubaron nuevamente durante 1 h en agitacion a temperatura
ambiente. Posteriormente se lavaron cuatro veces y se adicion6 50 pL/pocillo de
anticuerpo secundario diluido 1:5000 en solucion de bloqueo, incubandose 1 h en
agitacion a temperatura ambiente. Para las placas tratadas con los sueros y los
anticuerpos policlonales de rata se utilizdé un anticuerpo anti-lgG de rata conjugado
a HRP y para los anticuerpos monoclonales murinos, un anticuerpo anti-IgG de
ratédn conjugado a HRP. Finalmente, las placas fueron lavadas cuatro veces y se

agregaron 50 pL de solucién reveladora (tampén de citratos pH 5.6, OPD, perdxido
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de hidrogeno), se incubaron las placas a 37°C por 15 minutos. Para detener la
reaccion se adicionaron 50 pL de acido sulfurico 2N y se leyo en un lector multiple

de placas (Thermo-Scientific) con un filtro de 450 nm.

5.11 Estandarizacion del ensayo de ELISA de captura.

Se parti6 de las concentraciones Optimas de proteina NS1 y anticuerpos
monoclonales y policlonales. Placas de 96 pocillos (Greiner Bio-One,
Fisherscientific) se sensibilizadas con 50 pL/pocillo de anticuerpo monoclonal
murino o anticuerpo policlonal de rata de captura a concentraciones de 1 ug/mLy 4
Mg/mL respectivamente diluido en PBS1X. Las placas fueron incubadas por 24 h a
4 °C y protegidas de la luz. Posterior a la incubacion se realizaron 2 lavados con
solucion de lavado (PBS-Tween 0.1 %) y se bloquearon durante 1 h en agitacion
continua a temperatura ambiente con 100 uL de solucion de bloqueo (PBS-Tween
0.1 % y albumina bovina 5 %). Se realizaron tres lavados y se procedié a adicionar
50 pL/pocillo de la proteina rNS1 diluida en solucibn de bloqueo a una
concentracion de 3 ug/mL incubandose 1 h en agitacion a temperatura ambiente.
Después de este periodo se lavd nuevamente y se bloqued una vez mas. Se
adiciond 50 pL/pocillo de anticuerpo monoclonal murino o policlonal de rata de
deteccidn a las concentraciones antes mencionadas. Las placas se incubaron
nuevamente durante 1 h en agitacion a temperatura ambiente. Posteriormente se
lavaron cuatro veces y se adiciono el anticuerpo de revelado diluido 1:5000 en
solucién de bloqueo. Para las placas tratadas con los anticuerpos policlonales de
rata como anticuerpo de deteccion se utilizd un anticuerpo anti-lgG de rata
conjugado a HRP y para aquellas en las que se utilizdé anticuerpos monoclonales
murinos como anticuerpos de deteccion, un anticuerpo anti-IgG de ratén conjugado
a HRP. Finalmente, las placas fueron lavadas cuatro veces y se agregaron 50 uL
de solucion reveladora (tampdn de citratos pH 5.6, OPD, perdxido de hidrogeno),
se incubaron las placas a 37°C por 15 minutos. Para parar la reaccion se
adicionaron 50 uL de acido sulfurico 2N y se leyd en un lector multiple de placas
(Thermo-Scientific) con un filtro de 450 nm.
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5.12 Validacion del ensayo de ELISA de captura y Limites de deteccion
Se sembraron células Vero en cajas de 75 mL y se incubaron a 37°C y una

atmodsfera de 5 % de CO2 hasta alcanzar la confluencia requerida. Las células se
infectaron a 2 MOI con DENV-2. Adicionalmente se infectaron células C6/36 con
DENV-2. Se dejé que los virus se absorbieran durante 2 h, agitando suavemente
las cajas en intervalos de 15 minutos. Una vez transcurrido este tiempo se adiciono
medio sin suero y se incubo durante 48 h a a 37°C y una atmosfera de 5 % de CO2.
Posteriormente se recolectaron los sobrenadantes y los mismos se concentraron
mediante filtracidén por centrifugacion a 4,500 rpm y 4 °C empleando un Filtro Amicon
Ultra-15 mL con un corte de 10 kDa. Se monitored la presencia de la proteina NS1
de DENV-2 en los sobrenadantes mediante ensayo de ELISA indirecto y ELISA de
captura utilizando el anticuerpo monoclonal murino y el anticuerpo policlonal de
rata. Por otro lado, también se evaluaron los limites de deteccion del ensayo. Para
ello se ensayaron diez concentraciones de NS1 recombinante desde 3 ug/mL hasta
5.86 ng/mL. Como controles negativos se utilizaron tres proteinas caseina, BSA 'y
NSP1 de CHIKV. Se consideraron positivos aquellos valores de DO que fueran el
doble del promedio calculado de las DO de las 30 muestras negativas. El ensayo
de ELISA de captura se desarrolld sensibilizando con el AcM murino y se detecto

con el AcP de rata.
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6 RESULTADOS

6.1 Expresion y purificacion de la proteina NS1 recombinante de DENV-2 en
el sistema BL21 de E. coli.

Se realizd una cinética de expresion en la cepa bacteriana BL21 y establecer el
tiempo optimo con la finalidad de obtener el mayor rendimiento proteico. Para ello,
se usoO el plasmido pPROEX-HTb-NS1/DENV-2 donde se tiene clonada la la
secuencia codificante para NS1 bajo el promotor trc y se evalud la expresion de la
proteina NS1 a 37°C alas 2, 4, 6 y 18 h posteriores a la induccion con IPTG. Como
controles se utilizaron cultivos sin inducir (Fig. 6). Las muestras tomadas en cada
uno de los tiempos se analizaron por electroforesis (SDS-PAGE). Tanto en la tincién
con azul Coomassie (Fig. 6A) y el Western blot (Fig. 6B) se observé. Se obtuvo una
banda de aproximadamente 41 kDa, peso que corresponde al peso molecular
predicho de la proteina de interés. La proteina NS1r se expresé a niveles
relativamente altos a las 18 h posteriores a la induccion, siendo este tiempo elegido

para los ensayos de sobreexpresion proteica.
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Figura 6: Expresion y purificacion de la proteina NS1r cepa BL21. A y D) Electroforesis SDS-
PAGE al 10 % tenido con azul de Coomassie. B y E) Western blot de la expresién de la proteina
utilizando un anticuerpo anti-histidina. A y B) Expresién de la proteina distintos tiempos pos-
induccion. C y D) Fracciones de la proteina purificada mediante gel preparativo.
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La proteina NS1r se obtuvo en cuerpos de inclusién. Después del lavado, se realizd
su purificacion mediante geles preparativos, obteniendo un rendimiento de 25 mg
totales de proteinas. Aunque de manera general las fracciones se obtuvieron
relativamente puras (Fig. 6C y 6D), se decidio utilizar las fracciones 3y 4 (FR3 y
FR4) para la posterior inmunizacion y estandarizacién de las condiciones del

ensayo de ELISA de captura.

6.2 Evaluacion de los sueros de rata en el reconocimiento de la proteina

NS1 recombinante.

Con la proteina purificada, se desarroll6 un esquema de inmunizacion en rata como
se describié en materiales y métodos. Previo a cada una de las inmunizaciones, se
extrajo sangre de la vena caudal. El suero obtenido se evalué mediante ensayo de
ELISA indirecto a diferentes diluciones. Los sueros obtenidos reconocieron a la
proteina NS1r incluso a diluciones 1:400 (Fig. 7 A).
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Figura 7: Reconocimiento de la proteina NS1 recombinante con sueros de rata mediante
ensayo de ELISA indirecto. A) Evaluacion de distintas diluciones de suero correspondiente a cada
inmunizacion. B) Evaluacion del suero hiperinmune a distintas concentraciones de proteina NS1r.
Los datos corresponden a 3 experimentos independientes.

Adicionalmente, el suero hiperinmune correspondiente a la ultima inmunizacion fue
ensayado frente a distintas concentraciones de proteina NS1r (Fig. 7 B). Para
establecer que concentraciones podian ser 6ptimas para el reconocimiento de la
proteina NS1 se tomaron aquellos valores de densidad optica entre 0.5 y 1. Se

seleccionaron concentraciones de 2-4 pg/mL.
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6.3 Purificacidn y caracterizacion funcional de los anticuerpos

monoclonales murinos y policlonales de rata.

Para la purificacién del anticuerpo monoclonal murino se partié del sobrenadante
de las células del hibridoma anti-NS1, clona 12.1810. En el caso del anticuerpo
policlonal de rata, se utilizé el suero hiperinmune. La purificacion se llevé a cabo
mediante cromatografia de afinidad acoplado a proteina G. En la figura 8 Ay C se
aprecian los cromatogramas de ambos anticuerpos luego de la purificacién.
Durante la aplicacion de la muestra, eluyeron todas las proteinas que no se unieron
a la columna (pico de 5-40 mL en el caso del anticuerpo monoclonal y pico de 5-25
mL para el anticuerpo policlonal). El segundo pico que se representa en cada
cromatograma corresponde a la elusiébn de los anticuerpos de interés. Las
fracciones obtenidas fueron dializadas, concentradas y se analizaron mediante
SDS-PAGE al 12 % para comprobar la presencia de los anticuerpos. Se obtuvieron
bandas de aproximadamente 50 y 25 kDa correspondientes a las cadenas pesadas
y ligeras de los anticuerpos de tipo IgG presentes en la muestra las figuras 8B y 8D.
Se alcanzaron rendimientos de 10.48 mg para el anticuerpo monoclonal y 5.32 mg

para el anticuerpo policlonal.
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Figura 8: Purificacion de los anticuerpos monoclonales y policlonales por cromatografia de
afinidad. A y C) Cromatogramas de los anticuerpos purificados: A, anticuerpo monoclonal murino y
C, anticuerpo policlonal de rata. B y D) Electroforesis SDS-PAGE al 12 % de las fracciones eluidas
y concentradas: B, anticuerpo monoclonal murino y D, anticuerpo policlonal de rata (PM, peso
molecular; |, input; NU, fracciéon no unida; L, lavado; AcP, anticuerpo policlonal; AcM, anticuerpo
monoclonal).

Los anticuerpos se evaluaron funcionalmente mediante ensayo de ELISA indirecto.
Para lo cual se utilizé anticuerpo monoclonal y policlonal a diferentes
concentraciones arbitrarias. El ensayo se evalué con 5 y 4 pg/mL respectivamente

(Fig. 9). Ambos anticuerpos reconocieron a la proteina NS1r.

PBS+AcM o AcP+HRP
NS1(6pg/mL)+AcM(5pg/mL) o AcP(4pg/mL)-HRP

NS1(6ug/mL)+PBS+HRP
NS1(6pg/mL)+AcM(5ug/mL) o AcP(4pug/mL)+HRP

OD 450nm

Figura 9: Actividad de los anticuerpos monoclonales y policlonales en el reconocimiento de NS1r
mediante ensayo de ELISA indirecto. El anticuerpo monoclonal se evalué con una concentracion de
5 pyg/mL y el anticuerpo policlonal con 4 ug/mL. Las barras grises corresponden a la deteccion de
NS1 recombinante, las barras restantes son controles. Los datos corresponden a 3 experimentos
independientes.
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6.4 Optimizacion de las concentraciones de anticuerpo monoclonal (AcM),

anticuerpo policlonal (AcP) y proteina recombinante NS1.

Una vez comprobado que los anticuerpos monoclonales y policlonales poseian la
capacidad de reconocer a la proteina NS1, se evaluaron varias concentraciones de
estos, asi como de la proteina NS1r mediante ensayo de ELISA indirecto (Fig. 10).
Esto permitié conocer las concentraciones Optimas tanto de anticuerpos como de

la proteina recombinante.
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Figura 10: Estandarizacion de las concentraciones de antigeno y anticu erpos mediante
ensayo de ELISA indirecto. Se evaluaron 4 concentraciones para cada uno de los anticuerpos.
(A)Concentraciones evaluadas de anticuerpo monoclonal desde 0.5-5 ug/mL. (B) Concentraciones
evaluadas de anticuerpo policlonal de rata desde 1-4 ug/mL. Los datos corresponden a 3
experimentos independientes.

Se decidio trabajar con 1 pyg/mL y con 4 ug/mL de anticuerpo monoclonal murino y
policlonal de rata, respectivamente, en tanto que la concentracion 6ptima de la

proteina rNS1 detectada por ambos anticuerpos fue de 3 ug/mL.

6.5 Desarrollo del ensayo de ELISA de captura para la deteccién de NS1 de
DENV.

Una vez conocida las concentraciones Optimas de anticuerpos y proteina
recombinante, se implementd el ensayo de ELISA de captura para seleccionar la
mejor combinacion de anticuerpo de captura y de anticuerpo de deteccion. Para
esta finalidad se llevaron a cabo dos esquemas. Un esquema consistia en
sensibilizar la placa de ELISA con el anticuerpo monoclonal murino y detectar el
antigeno con el anticuerpo policlonal de rata. Para el segundo esquema se variaron
los anticuerpos, esta vez sensibilizando con el anticuerpo policlonal de rata y

detectando con el monoclonal murino
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Figura 11: Evaluacion de los anticuerpos mediante ensayo de ELISA de captura. A) Tamizaje
de la combinacion 6ptima de anticuerpos de captura y de deteccion. B) Analisis de concentraciones
de anticuerpo monoclonal murino. Los datos corresponden a 3 experimentos independientes.

Ambos sistemas ensayados pueden reconocer a la proteina NS1r (Fig. 11). Las
mejores combinaciones de mayor sensibilidad se obtuvieron al sensibilizar con el
anticuerpo policlonal de rata. Sin embargo, al analizar los controles se pudo
observar que el anticuerpo de revelado anti-raton conjugado a HRP muestra
reactividad cruzada hacia el anticuerpo policlonal de rata. En el sistema en el cual
se sensibilizd con el anticuerpo monoclonal, este fendmeno no fue observado, al
menos a la concentracion de 1 ug/mL (Fig. 11A). Aunque cabe resaltar que en una
concentracion mas alta de 5 ug/mL el anticuerpo anti-rata conjugado a HRP mostré
reactividad cruzada hacia el anticuerpo monoclonal. Con la finalidad de trabajar con
la menor concentracidn de anticuerpo monoclonal posible se analizaron
concentraciones mas bajas de este (Fig. 11B). Aunque no hubo muchas diferencias
en comparacion con la concentracion estandarizada de 1 pg/mL, de hecho, se vio
una tendencia a disminuir la respuesta. Es por ello por lo que se decidié seguir

trabajando con la concentracion de 1 ug/mL prestablecida.

6.6 Limites de deteccion del ensayo de ELISA de captura.
Para evaluar la minima concentracion de NS1 recombinante que puede ser

detectada por el ensayo, se evaluaron distintas concentraciones de NS1, desde 3
pMg/mL hasta 5.86 ng/mL (Fig. 12). Para el establecimiento de la linea base, se

evaluaron las proteinas caseina, BSA y NSP1 a las mismas concentraciones
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ensayadas de NS1. Como se esperaba, solo se detectd sefial en aquellos pozos

tratados con la proteina recombinante.
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Figura 12: Limites de deteccion del ensayo de ELISA de captura con la proteina NS1 recombinante

El limite de deteccidn se establecié a partir del promedio de las DO de los controles
negativos. Se consideraron positivos aquellos valores de DO de al menos el doble
del valor obtenido para los controles negativos. En este contexto, con el ensayo de
ELISA de captura se pudo detectar una concentracion minima de 11.7 ng/mL de
NS1 recombinante. Tomando en consideracion estos resultados, se establecié que

los limites de deteccion del ensayo se encontraban entre 0.5 ng/pozo.

6.7 Evaluacion de sobrenadantes de células infectadas mediante ensayo
de ELISA de captura.

Para la deteccion de la proteina NS1 nativa se infectaron células Vero con el DENV-
2 y se realizaron ensayos de ELISA para la deteccion de esta. No se pudo detectar
la forma hexamérica de NS1. Los sobrenadantes de células Vero fueron pretratados
con detergente no idnico Triton X-100 al 1% y/o temperatura a 70°C durante 10 min.
Los mismos fueron evaluados por ensayo de ELISA de captura y ELISA indirecto
(Fig. 13).
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Figura 13. Evaluacién de la proteina NS1 proveniente de sobrenadantes de células infectadas con
DENV-2. (A) Deteccion de la proteina NS1 del sobrenadante de células infectadas mediante ensayo
de ELISA indirecto. Los sobrenadantes fueron pretratados con TritonX-100 1% (barra con diagonal),
70°C de temperatura (barra blanca), con ambos tratamientos. Como controles se utilizaron
sobrenadantes de células infectadas sin tratar y la proteina NS1r. (B) Deteccion de la proteina NS1
del sobrenadante de células infectadas mediante ensayo de ELISA de captura. Los sobrenadantes
fueron pretratados con TriténX-100 1%, 70°C de temperatura o con ambos tratamientos. Como
controles se utilizaron sobrenadantes de células infectadas sin tratar y la proteina NS1r. La barra
negra corresponde a la deteccion de la proteina NS1 en sobrenadantes de células infectadas, el
resto de las barras son controles del ensayo. Los datos corresponden a 3 experimentos
independientes.

Como se observa en ambos ensayos, los sobrenadantes tratados tuvieron un
comportamiento similar a los no tratados, no detectandose a la proteina en ninguna
de sus conformaciones. Solo se detectd senal en los pozos tratados con la proteina

NS1 recombinante.
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7 DISCUSION

La incidencia mundial del DENV se ha incrementado considerablemente en las
ultimas dos décadas. La regién de Las Américas es una de las mas afectadas, con
el 80 % de casos positivos reportados mundialmente en 2023. En este mismo afio
se registro la cifra histérica mas alta de casos en la region con la presencia de los
cuatro serotipos virales. Lo cual convierte a la infeccidn por virus del dengue en un
grave problema de salud publica. Dada esta situacion epidemiologica y la
introduccién de otras enfermedades provocadas por arbovirus como zika,
chikungunya y el Virus del Oeste del Nilo, se ha reforzado la red de laboratorios de
diagnosticos de Arbovirus. Una de las principales estrategias es el diagnostico viral
en las etapas mas tempranas de la infeccion (PAHO, 2023). En este contexto, la
proteina NS1 ha alcanzado una gran relevancia. Esta proteina tiene la gran ventaja
de ser secretada por la célula hospedera incluso antes de la salida de las particulas
virales, lo que ha permitido su deteccion en el plasma de individuos infectados
(Fisher et al., 2023).

En este trabajo se desarrollé un ensayo de ELISA de captura para la deteccion de
la proteina NS1. Para ello se contd con anticuerpos policlonales de rata para
detectar y monoclonales de raton para capturar a la proteina NS1. Esta
combinacion de anticuerpos fue en la que menos se detectd reactividad cruzada
del anticuerpo HRP, aunque no se elimind por completo (Figura 11). Una posible
explicacion a este fendmeno radica en que dentro de las subclases de IgG de rata
y de IgG de ratdn pueden existir analogias funcionales. Tal es el caso de la IgG3 de
ratén y la IgG2c de rata que comparten determinantes antigénicos polisacaridicos
(Nahm et al., 1980; Nadeem et al., 2021).

La eleccion de la concentracion oOptima de los anticuerpos y de la proteina
recombinante se llevd a cabo mediante ensayo de ELISA indirecto. Se
seleccionaron las concentraciones que se encontraran entre 0.5y 1 de DO (Figura
10). En este rango se asegura que la concentracion de los analitos y la absorbancia

tengan una relacion lineal. Cuando la absorbancia alcanza valores de 1 la absorcion
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de luz por la muestra es del 90 % por lo que a valores superiores ya no existiria
esta linealidad (Thiha & Ibrahim, 2015) .

Se determind el limite de deteccién del ensayo de ELISA de captura para la
deteccion de NS1. Se detecto una concentracion minima de 12 ng/mL (0.5 ng/pozo)
al utilizar la proteina NS1 recombinante (Figura 12). Estos resultados indican que
el ELISA de captura es adecuado para la medicion de NS1 presente en el suero, ya
que el nivel de la proteina circulante en muestras de suero de fase aguda se
encuentra dentro del rango de 10 ng/mL y 50 pg/mL (Alcon et al., 2002).
Adicionalmente otros grupos de investigacion han reportado valores de limites de

deteccion cercanos o similares al nuestro (Qiu et al., 2009; Puttikhunt et al., 2011)

Dentro de la célula, NS1 puede encontrarse de forma monomérica y dimérica. Una
vez se escinde de la poliproteina, rapidamente se dimeriza. Un hecho interesante
es que al utilizar el anticuerpo monoclonal murino se pudo detectar a la proteina
NS1 en células Vero infectadas con DENV-2 mediante IFA (datos no mostrados).
Sin embargo, no se pudo detectar en su forma hexamérica una vez es secretada
por la célula. Sugiriendo que los epitopos reconocidos se encuentran ocultos en la
proteina. Por un lado, las regiones de reconocimientos de los anticuerpos pueden
estar orientadas hacia el interior del hexamero, posiblemente en el dominio B-roll.
La proteina NS1 es considerada una apolipoproteina dada su capacidad de
almacenar cargas lipidicas como colesterol y TAG. Estudios han evidenciado que
los dimeros que forman el hexamero se mantienen unidos a través de interacciones
hidrofébicas débiles, siendo precisamente la presencia de lipidos en su interior uno
de los factores que proporciona estabilidad (Flamand et al., 1999; Gutsche et al.,
2011). Estas caracteristicas contribuyen a que el hexamero sea resistente al
tratamiento con altas concentraciones de sal y agentes quelantes, pero sensible a
temperatura y tratamiento con detergentes idénicos y no idnicos. Los dimeros sin
embargo son resistentes a los detergentes y sensibles a temperatura y pH acido
(Crooks et al., 1994). Considerando esto, los sobrenadantes de células infectadas
y sueros de pacientes se sometieron a diversos tratamientos que incluian una

previa incubacion con detergente no idnico TritdnX-100 al 1 % durante toda la noche
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a 4°C y/o calentamiento de la muestra a 70°C. Sin embargo, no logramos detectar

la proteina mediante ensayo de ELISA indirecto ni ELISA de captura (Figura 13).

Estudios previos en ratones inmunizados con NS1 de DENV-2 y sueros de
pacientes infectados con este serotipo reportaron una regién en el dominio ala de
NS1 que fue inmunodominante tanto en ratones como en sueros humanos. Dicha
region comprendia los aminoacidos del 101-135 y mostro reactividad contra otros
serotipos como DENV-1 y DENV-3 (Hertz et al., 2017). Adicionalmente, se conoce
que la proteina NS1 de DENV presenta un sitio de glicosilacion precisamente en el
aminoacido Asn 130. Este sitio sufre modificaciones en su transito a través de la
red Trans-Golgi, adquiriendo patrones de glicosilacion complejos en células de
mamiferos (Muller & Young, 2013). Estas glicosilaciones presentes en el hexamero es
otro factor que le da estabilidad (Yap et al.,, 2017) y posiblemente esté
enmascarando en la proteina NS1 hexamérica péptidos inmunodominantes. Los
anticuerpos utilizados en el estudio se produjeron mediante estimulacion con la
proteina NS1 monomérica recombinante, que no presenta glicosilaciones en su
estructura. Por tanto, los anticuerpos pueden reconocer regiones que en el
hexamero estén ocultas por la presencia de las glicosilaciones (Mehdi et al., 2022).
Sin embargo, se requieren estudios para saber si esta es la causa de que no

observemos reconocimiento.

Existen muchos tipos de sistemas de expresion, que permiten la obtencion y
secrecion de proteinas con patrones de glicosilacion como es el caso de células de
insectos, células de mamiferos, levaduras, entre otros. Sin embargo, la utilizacién
de estos sistemas en ocasiones posee un alto coste en cuanto a su mantenimiento
y los medios utilizados. Adicionalmente se pueden obtener proteinas
hiperglicosiladas o cuyo patrén de glicosilacion sea diferente al de las células de
mamiferos como es el caso de levadura. Aunque los sistemas de expresion
procaridticos carecen de maquinaria para modificaciones postraduccionales son
ampliamente utilizados debido a su facilidad de manipulacion y la capacidad de
expresar altos niveles de proteinas recombinantes, lo cual abarata el costo de

produccion de este tipo de proteinas (Zemella et al., 2015).
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Este conjunto de resultados nos sugiere que se requiere de la produccién de nuevos
anticuerpos. Actualmente se esta desarrollando un anticuerpo monoclonal de rata
especifico para NS1, el cual esperamos permita estandarizar nuestro ensayo de
ELISA. Por otro lado, se podria producir otros anticuerpos monoclonales que
reconozcan otras regiones inmunodominantes o incluso no inmunodiminantes, que
nos permita tener un pool de anticuerpos que aumente las posibilidades de capturar
la proteina NS1 hexamérica y nativa(Lim et al.,, 2023; Rocha et al.,, 2017).
Adicionalmente, el desarrollo de esquemas de inmunizacion con la proteina
correctamente plegada y/o glicosilada incrementaria la probabilidad de obtener
anticuerpos ya sean policlonales y monoclonales capaces de ser usados en el
diagndstico efectivo de DENV (Lai et al., 2019; Mehdi et al., 2022).
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8 CONCLUSIONES

Los anticuerpos monoclonales murinos y policlonales de rata son capaces de
reconocer a la proteina recombinante NS1 de DENV mediante ELISA de captura'y
ELISA indirecto, mostrando potencial para uso diagnostico. Sin embargo, se
identificaron limitaciones relacionadas con la deteccion de la forma hexamérica de

la proteina, posiblemente por la presencia de glicosilaciones en la estructura.
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9 PERSPECTIVAS

Desarrollar esquemas de inmunizacion con la proteina hexameérica y nativa para la
obtencion de anticuerpos monoclonales y policlonales orientados hacia otras

regiones inmunodominantes o no inmunodominantes.

Producir y evaluar mediante ensayo de ELISA mezclas de anticuerpos

monoclonales, que incrementen la posibilidad de detectar a la proteina NS1.

Evaluar la especificidad y sensibilidad del ensayo utilizando muestras de pacientes

infectados con distintos serotipos de DENV, asi como, sueros no relacionados.
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