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RESUMEN

OBIETIVO: obtener clones recombinantes que expresen diferentes proteinas del virus dengue 2 en un vector de expresion en células
eucariotas. METopos: se realizo el clonaje de los genes prM, envoltura (E) y 65 aminoécidos (aa) de la proteina NS1 del virus
dengue serotipo 2 (cepa Nueva Guinea C) en un vector de expresion en células eucariotas pcDNA (3.1). La obtencion de los genes
correspondientes a la zona prM/E/NS1 y prM/E truncada en 100 aa se realiz0 mediante reaccion en cadena de la polimerasa
(RCP). La deteccion de los posibles clones recombinantes se llevé a cabo mediante las técnicas de RCP, analisis de restriccion
enzimatica y secuenciacion nucleotidica. Se realizo la transfeccion de la linea celular CHO con cada plasmido recombinante. Para
determinar la expresion transciente de los genes clonados se empled la técnica de inmunofluorescencia indirecta (IFI) y
trascripcion reversa—RCP (TR-RCP). ResuLtapos: se obtuvieron bandas de 2 202 y 1 600 pares de bases (pb), respectivamente.
Se estudiaron 20 posibles colonias recombinantes, de las cuales, 7 resultaron positivas para prM-E-NS1 y 5 para prM/E truncada.
Se obtuvieron células fluorescentes 48 h después de transfectadas, ademas una RCP positiva a ese mismo tiempo, lo que indico
la presencia de las proteinas en las células transfectadas. ConcLusiONES: el vector empleado fue eficiente para el clonaje y la
expresion de las proteinas seleccionadas, por lo que las construcciones genéticas obtenidas pudieran ser evaluadas en animales
como posibles candidatos vacunales para la obtenciéon de una vacuna de ADN contra el dengue.
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INTRODUCCION

Hoy dia el dengue es considerada la enferme-
dad viral transmitida por artrépodos de mayor im-
portancia en términos de morbilidad y mortalidad
humana.! Millones de personas son infectadas

anualmente y la enfermedad se reporta en un gran
numero de paises del Sudeste asiatico, Pacifico
occidental, Mediterrdneo, Centroamérica y Suda-
mérica.” Los virus del dengue pertenecen a la fa-
milia Flaviviridae género Flavivirus. El complejo
dengue estd formado por 4 serotipos: Dengue 1 (D1),
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Dengue 2 (D2); Dengue 3 (D3) y Dengue 4 (D4)
los que se transmiten en la naturaleza en un ciclo
mosquito-hombre-mosquito, y el principal vector
es el mosquito Aedes aegypti. La infeccion por
cualquier serotipo puede producir una infeccion
asintomatica, una enfermedad benigna, la fiebre
del dengue (FD) o la forma severa de la enferme-
dad, la fiebre hemorragica del dengue//sindro-
me de choque por dengue (FHD/SCD) responsable
de un elevado nimero de fallecidos, principalmen-
te en el Sudeste asiatico, el Pacifico occidental y
las Américas.’

El desarrollo de una vacuna contra el dengue
se considera de méaxima prioridad tanto para las
poblaciones de los paises endémicos como para
los viajeros. Esta vacuna podria ser utilizada tam-
bién para prevenir las epidemias que pudieran de-
sarrollarse en el futuro en los paises no endémicos.
Una vacuna contra el dengue debe brindar protec-
cion de larga duracion frente a la infeccion por
cualquiera de los 4 serotipos del dengue, o debe
prevenir la enfermedad. Adicionalmente, una va-
cuna contra el dengue debera evitar el riesgo ted-
rico del fenomeno de inmunoamplificacion y debe
ser segura y eficaz en nifios y adultos. Por tltimo,
debe ser barata y accesible para los paises pobres.*

Varias estrategias vacunales estan siendo eva-
luadas tanto en estudios preclinicos como en vo-
luntarios, una de estas estrategias consiste en la
inmunizacion con ADN,’7 la cual consiste en la
inoculacion a un organismo de un ADN plasmidico
que lleva un gen que codifica para un determinado
antigeno. Este ADN es captado por células del
tejido inoculado, donde se expresa el antigeno e
induce una respuesta inmune frente a este. Este
tipo de inmunizacion ofrece algunas ventajas como
son: el ADN contiene la secuencia codificante de
interés y los elementos reguladores esenciales para
que se exprese; ocasiona la generacion de una fuer-
te respuesta humoral y celular, contra el antigeno
codificado por el plasmido debido a su presenta-
cion por via MHCI y MHCII; el proceso de obten-
cion del ADN plasmidico es relativamente barato
y facil. Ademas el ADN plasmidico es estable frente
al calor, lo que permitiria la liofilizacion de poten-
ciales vacunas, esto hace que se convierta en un
candidato muy atractivo para su uso en paises
subdesarrollados donde la economia y los factores
climaticos, entre otros, son factores limitantes para

la obtencion de candidatos vacunales.® Los autores
de este trabajo se propusieron la obtencion de clones
recombinantes que expresen diferentes proteinas
del virus Dengue 2 en un vector de expresion en
células eucariotas, los que serdn posteriormente
evaluados como vacunas de ADN para determi-
nar la respuesta inmune inducida en animales de
experimentacion.

METODOS

CLONAIJE DE LOS GENES. prM-E-NS1
ENEL VECTOR pcDNA 3.1

Obtencién del inserto

Para la obtencion del inserto correspondiente
a los genes prM-E-NS1 se realiz6 una reaccion en
cadena de la polimerasa (RCP) empleando como
molde el plasmido NGC que contiene el genoma
completo del virus dengue 2, gentilmente donado
por la doctora Irene Bosch (Universidad de Massa-
chussets). Para ello se utilizaron cebadores especi-
ficos para esta zona cuya secuencia es la siguiente:

5'GCTCGAGATGGTGATTATTATGTT3’
5S'GTCTAGATTAATTTTCCAGTCTTGT
TACTGAGCG 3’

Estos oligos dan un producto de amplificacion
de 2,238 pb con los sitios Xhol y Xbal en sus
extremos. Las condiciones de la RCP fueron las
siguientes:

95 °C 5 min. Desnaturalizacion 95 °C 1 min. ,
Hibridacion 55 °C 1 min. , Extension 42 °C 2 min.
El fragmento obtenido fue empleado posteriormen-
te para el clonaje en el vector pcDNA 3.1
(Invitrogen).

Preparacion del vector pcDNA 3.1

El vector pcDNA 3.1 fue digerido con las
enzimas Xhol y Xbal (Promega). Para ello se afia-
dieron 5 mL (5 mg) del vector a una mezcla que
contenia 1 mL de cada enzima, SmL del tampo6n
10X, asi como 38 mL de agua bidestilada estéril.



La mezcla fue incubada durante 2 h a 37 °C.
Transcurrido este tiempo se tomaron 10 mL de la
digestion y fueron mezclados con 2 mL de
bromofenol azul y glicerol 0,1 %. E1 ADN digerido
fue analizado mediante una corrida electroforética
en gel de agarosa 0,8 % en Tris Borato EDTA
(TBE 1X). Para la inactivacién de las enzimas la
mezcla fue incubada a 65 °C durante 15min. Pos-
teriormente se procedi6 a la purificacion del vector,
aplicandose los 25 mL restantes en un gel de
agarosa de bajo punto de fusion (LGT). Posterior-
mente el ADN fue extraido por el método del fenol.’

Ligazon

Para la reaccion de ligazon se empled 1 mL
del vector digerido (10 ng) y 1 mL de banda (100 ng),
1 mL de la enzima T4 ligaza (Promega), 2 mL del
tampon de la enzima 10X y 15 mL de agua para un
volumen final de 20 mL. Ademads fueron incluidas
2 ligazones, una de control de banda y otra de
control de vector.

Transformacion

Se tomaron 100 mL de células TOP 10
(Promega) previamente descongeladas y se le
adicionaron 10 mL de cada ligazén, se incubaron
en hielo durante 20 min. Después se realizé un
choque térmico a 42 °C durante 1 min, se colocaron
de inmediato en hielo durante 2 min. Pasado ese
tiempo se le afiadié 1 mL de medio Luria-Bertani
(LB) constituido por triptona 1 %, extracto de
levadura 0,5 % y NaCl 1 %, se dejaron en
incubacion a 37 °C durante 1 h. Una vez concluido
este paso se procedio a la siembra de 100 mL de
células transformadas, en placas Petri que conte-
nian medio LB so6lido con ampicilina (LBA) auna
concentracion de 25 mg/mL. A continuacion las
placas fueron incubadas durante toda la noche a
37 °C hasta la aparicion de las colonias.

Para realizar la seleccion de los transformantes
se escogieron 10 colonias al azar, que fueron
sembradas simultaneamente en placas con medio
LBA solido y tubos con 5 mL de medio liquido LBA,
los cuales se incubaron toda la noche a 37 °C a
una velocidad de agitacion de 250 rpm. Después
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se procedio a la extraccion del ADN plasmidico
siguiendo la metodologia descrita por el estuche
comercial Wizar Plus Minipreps DNA Purifi-
cation System, Promega.

Seleccién de los recombinantes

EL ADN extraido se chequed mediante una
corrida electroforética en gel de agarosa 0,8 % y
se visualiz6 en un transiluminador de luz UV. La
seleccion de los recombinantes se realizo mediante
un analisis de restriccion, digiriéndose los plasmidos
con las enzimas Xhol (Promega) y Xbal (Promega).
Para ello se emplearon 5 mL de ADN (1 mg/mL),
1 mL de cada enzima (10 U/mL), 3 mL de tampon
D 10X (Promega) y 21 mL de agua, para un volu-
men final de 30 mL. La reaccion se dejé en
incubacion durante 1 h a 37 °C. Transcurrido este
tiempo se tomaron 10 mL de cada digestion y se
mezclaron con 2 mL de bromofenol azul y glicerol
0,1 %. Estas mezclas se aplicaron a un gel de
agarosa 0,8 % y se visualizo en un transiluminador.

Secuenciacion del acido nucleico

Se seleccionaron 2 clones positivos al azar para
la secuenciacion del acido nucleico, se empleo el
estuche comercial Thermo Sequenase Cy5 Dye
Terminator Cycle Sequencing Kit, Promega,
segun instrucciones del fabricante. Para la secuen-
ciacion se utilizaron los mismos oligonucleodtidos
empleados en la RCP.

CLONAJE DE LOS GENES. PRM-E-TRUNCADA
EN 100 AADEL EXTREMO C TERMINAL EN EL
VECTORPCDNA 3.1

Obtencion del inserto

Para la obtencion del inserto correspondiente
al gen prM-E (truncado) se realizo una RCP para
la amplificacion de este fragmento que se corres-
ponde con una talla de 1,6 Kb, el cual fue em-
pleado posteriormente para el clonaje en el vector
pcDNA 3.1. Como molde se empleo el plasmido
NGC que contiene el genoma completo del virus
dengue 2, cepa Nueva Guinea C. Para ello se
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utilizaron cebadores especificos para esta zona
cuya secuencia es la siguiente:

5'GCTCGAGATGGTGATTATTATGTT3’
5"GTCTAGAATGGTGATTATTATGTTGATT
CCAACAGCG ¥

Estos oligos dan un producto de amplificacion
de 1,6 (Kb) con los sitios Xhol y Xbal en sus ex-
tremos, las condiciones de la RCP son las si-
guientes:

— 95 °C 5 min, desnaturalizacién 95 °C 1 min,
Hibridacion 55 °C 1 min, Extension 42 °C 2 min.

— La preparacion del vector, ligazon, transforma-
cion y seleccion de los clones recombinantes se
realiz6 como ha sido descrito anteriormente para
la obtencion del gen prM-E-NS1.

EXPRESION TRANSCIENTE DE LAS PROTEINAS
ENLAS CELULAS CHO

Transfeccion

Se emplearon 2 mg/mL de cada plasmido para
transfectar las células CHO. Asi mismo se
transfectaron 2 mg/mL del vector pcDNA 3.1, el
cual fue utilizado como control negativo. Se pre-
pararon 2 mezclas para cada plasmido. La mezcla
A compuesta por 500 mL de medio RPMI sin suero
de ternera fetal y 40 mL del plasmido, y la mezcla
B compuesta por 500 mL de medio y 4 mL de
Transfectan (Promega) o reactivo de transfeccion
a una concentracion de 1 mL /mg.

Para la transfeccion se utilizaron 2 placas de 6
pozos, sembradas con células CHO a 2,5 x 10°
células por pozo y con 70 % de confluencia. Se
elimind el medio de las células y fueron lavadas 2
veces con medio sin suero de ternera y posterior-
mente se le anadieron 500 mL de medio sin suero,
a cada pocillo. A continuacién se mezclaron las
soluciones A y B y se afiadieron 500 mL de esta
mezcla a cada pozo. Se incubaron las placas du-
rante 2 h a 37 °C en atmdsfera de CO,. Trascurri-
do este tiempo se afiadieron 3 mL de medio
completo (RPMI + 10 % de suero de ternera) y se
dejo en incubacion a 37 °C en atmosfera de CO,
Posteriormente se chequeo6 la expresion por

inmunofluorescenica indirecta (IFT) alas 48 y 72 h
postransfeccion. A las 24 h se elimin6 el medio de
las células, y fueron desprendidas mediante raspado
con un policia de goma. Se colocaron en un tubo
eppendorff y se centrifugaron durante 5 min a
10 000 rpm. El precipitado fue lavado 2 veces con
solucion fosfato tamponada (PBS) 1X y finalmente
se resuspendieron en 50 mL de PBS 1X. La lamina
se dejo secar durante 20 min y después se introdu-
jo en acetona, para fijar las células. A continuacion
se afiadio una dilucion 1/40 de liquido ascitico
hiperinmune anti-D2 y se incub6 durante 1 h a
37 °C. Después se realizaron 3 lavados de 5 min
con PBS 1X y se afiadio el conjugado (IgG de
carnero anti IgG de ratén conjugado con
fluoresceina), se incubaron durante 30 min a
37 °C. Se repitieron los lavados con PBS1X, las
laminas fueron observadas en un microscopio
de fluorescencia (Leitz).

RCP a partir de las células transfectadas

Después de incubar las células durante 48 y
72 h, las monocapas fueron desprendidas con un
policia de goma y recuperadas por centrifugacion
a 10 000 rpm durante 10 min. Seguidamente se
realizo la extraccion de ARN mediante el protocolo
de extraccion por TRIZOL (Sigma). Se utilizaron
300 mL de cultivo celular transfectado, y se le adi-
cionaron 500 mL de TRIZOL, se incubaron du-
rante 5 min a temperatura ambiente. A continuacion
se realizo la extraccion por cloroformo. La fase
acuosa fue transferida a un nuevo tubo y se le
adicion6 400 pL de isopropanol, se mezclo mediante
agitacion manual y se incubd durante 10 min a tem-
peratura ambiente. EL ARN fue precipitado al
centrifugarse a 10 000 rpm durante 30 min a 4 °C.
El precipitado obtenido fue lavado mediante la adi-
cion de 500 pL de etanol 75 %, se centrifug6 otra
vez, de la misma forma. Una vez seco se
resuspendi6 en 20 pL. de agua estéril tratada con
dietilpirocarbonato 0,01 % (Sigma). A este preci-
pitado se le realiz6 un tratamiento con la enzima
ADNasa (RQ1 RNase-free DNase, Promega)
1 ha37°C. Lametodologia para la RCP se realizd
siguiendo el protocolo antes descrito para la
obtencion de los insertos.



RESULTADOS

Se realizaron 2 construcciones genéticas en el
vector de expresion en células eucariotas pcDNA
3.1 que contenian los genes prM, envoltura y
65 aminoacidos de la proteina NS1 del virus Dengue,
serotipo 2. Para la obtencidn de los genes corres-
pondientes se realizé una RCP con los oligos espe-
cificos, se obtuvo en cada caso una banda a la
talla adecuada (2,2Kb y 1,6Kb), las cuales fueron
clonadas en el vector previamente digerido con las
enzimas Xhol y Xbal (fig. 1).

El ADN obtenido a partir de los posibles plas-
midos recombinantes tuvo la calidad y concen-
tracion adecuadas para ser utilizados en las técnicas
de RCP y el analisis de restriccion enzimatica

—
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Fig 1. RCP obtenida a partir del plasmido NGC. Lineas
1-4: bandas correspondientes al Gen prM-E (t). Lineas
5: control negativo. Lineas 6-9: bandas correspondientes
al gen prM-E-NS1. Linea 10: PM 1Kb DNA Ladder.

Fig. 2. Lineas 1-15: ADN plasmidico, extraido a partir
de las colonias transformantes. Linea 16: PM 1Kb
DNA Ladder.

Fig. 3. RCP obtenida a partir del ADN de los posibles
clones recombinantes Lineas 1-7: clones positivos al
gen prM-E (t). Linea 8: control negativo. Lineas
9-13: clones positivos al gen prM-E-NS1. Linea 14:
control negativo. Linea 15: PM 1 Kb DNA Ladder.
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(fig. 2). De los 10 clones analizados 5 resultaron
recombinantes para prM-E-NS1 y 7 para prM/E
truncada lo cual fue determinado por las técnicas
de RCP y analisis de restriccion enzimatica. En
ambas técnicas se obtuvieron bandas especificas a
latalla adecuada, que fue comprobado en la corrida
electroforética de los productos de la RCP y los
productos digeridos (fig. 3). La insercion correcta de
los genes clonados fue igualmente corroborada
mediante secuenciacion nucleotidica del ADN de
los plasmidos correspondientes. Para ser secuen-
ciados se seleccionaron al azar 2 de los clones
positivos para su secuenciacion. En ambos se pudo
comprobar la insercion correcta del fragmento
clonado cuya secuencia coincidia con la reportada
en la literatura para los genes seleccionados.
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Concluidos los experimentos de clonaje se
determind la expresion transciente de los genes en
las células eucariotas (CHO) mediante la
transfeccion de estas células con los plasmidos
correspondientes previamente purificados por la
técnica de "Minipreps"”. Se determino la expre-
sion de los genes mediante IFI de las células
transfectadas, 48 y 72 h postransfeccion, se ob-
tuvo una inmunofluorescencia positiva 48 y 72 h
después de ser transfectadas. Aproximadamente
80 % de las células fueron transfectadas, se ob-
servé una fuerte sefial fluorescente, los experimen-
tos realizados con el plasmido control (plasmido
sin inserto) fueron negativos.

Igualmente se realizé la RCP a partir del ARN
extraido de las células transfectadas, se obtuvie-
ron bandas especificas a las 48 y 72 h después de
la transfeccion con cada plasmido (fig. 4).

DISCUSION

En 1990 surge una nueva estrategia de vacu-
nacién, la cual consiste en la inoculacién de
un ADN plasmidico in vivo, que codifica para
determinados antigenos de interés, con la inocu-
lacion intradérmica o intramuscular del ADN
desnudo. El proceso de transcripcion se produce
dentro de las células del hospedero asi como la
presentacion al sistema inmune de la proteina
codificada. La inmunizacion con ADN desnudo
supera muchas de las desventajas que se pre-
sentan en las estrategias para el desarrollo de
vacunas convencionales.?

‘7
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Fig. 4. RCP realizada a partir del ARN extraido de las
células COS-7 transformadas con los plasmidos
correspondientes, 48 h después de transfectadas.
Linea 1-3: bandas correspondientes al gen prM-E-NS1.
Linea 4: PM 1Kb DNA Ladder. Lineas 5-7: bandas
correspondientes al gen prM-E (t). Linea 8: control
negativo pcDNA. Linea 9: control de células. Linea
10: PM 1Kb DNA Ladder.

Las vacunas de ADN contra Flavivirus han
evolucionado en los Gltimos afios, proporcionando
un acercamiento prometedor para la comprension
de algunos factores clave involucrados en la in-
duccion de una respuesta inmune eficiente. Sin
embargo, a pesar de los esfuerzos para desarrollar
vacunas de ADN, vacunas de subunidad, vacunas
vivas atenuadas, 0 vacunas quiméricas, no existe
en la actualidad una vacuna disponible contra el
dengue segura y efectiva.’* ElI mayor obstaculo
para desarrollar una vacuna contra el dengue es la
observacion epidemioldgica de que la infeccion por
el virus dengue solo produce inmunidad protectora
contra el serotipo infectante y que la infeccién
secundaria por un serotipo heterélogo incrementa
el riesgo de fiebre hemorragica del dengue,
sindrome de choque por dengue (FHD/SCD).*?

Las vacunas de ADN ofrecen una estrategia
alternativa esperanzadora para el desarrollo de una
vacuna contra el dengue. Esta metodologia en la
cual el plasmido de ADN que expresa el antigeno
de interés es utilizado como vacuna, ha mostrado
inducir una respuesta inmune contra diferentes
virus en modelos animales incluidos varios
Flavivirus.’*1¢ Una vacuna de ADN contra el
virus del Oeste del Nilo ha sido recién aprobada
para el uso en caballos, resulta la primera vacuna
de ADN comercializada en el mercado. Previa-
mente, por otros autores ha sido reportada la
factibilidad de una vacuna de ADN contra el virus
del dengue.t’-%

Los resultados alentadores publicados por
varios autores incitaron al desarrollo, en nuestro
laboratorio, de varias construcciones genéticas que



contenian proteinas del virus dengue 2, las cuales
una vez inoculadas en ratones y primates no
humanos permitiran estudiar la respuesta inmune
inducida en estos animales de experimentacion.

En este trabajo se realiz6 el clonaje de las
proteinas PrM-E y 65 aa de la proteina no es-
tructural NS1 en el vector de expresion en cé-
lulas eucariotas pcDNA 3.1. La glicoproteina
E (55-60 kDa) constituye el componente proteico
principal en la superficie de la particula viral.
Se ha propuesto que en el dominio Il esta pre-
sente el receptor viral que se une a los receptores
celulares.?»? En la proteina E radican las princi-
pales propiedades bioldgicas del virus como enla-
ce al receptor, la fusion, la induccion de anticuerpos
neutralizantes de importancia en la respuesta in-
mune protectora, y el desarrollo de amplificacion
dependiente de anticuerpos (ADA). Esta proteina
es también diana para los linfocitos T auxiliadores.?
Ademas ha sido evaluado el papel protector de las
2 formas de la proteina de membrana, PrM pre-
sente en los viriones inmaduros y M presente en el
virién maduro.?” La proteina PrM es el precursor
de la proteina M. El co-transporte de la PrM y del
heterodimero de la envoltura a través de la via
exocitica es esencial en el proceso de maduracion
viral. La sintesis de E requiere de la cosintesis de
la PrM. La proteina M también desempefia un
papel esencial en el control de la actividad de fu-
sion de la proteina E. La proteina prM es necesa-
ria para que la proteina E logre su conformacion
adecuada por lo que se ha sugerido que tiene un
papel de proteina “chaperona”de la proteina E.?%°
Una sintesis eficiente y correcta de cualquier
proteina de subunidad depende de su expresion en
su conformacion nativa, la cual es indispensable para
el desarrollo de una vacuna de ADN efectiva.’?

Aunque varias de las proteinas estructurales y
no estructurales estimulan la inmunidad mediada
por células T citotoxicas, las proteinas NS1 y
NS3 constituyen la fuente principal de epitopes de
células T CD4*y CD8*.2:%

En el presente trabajo se realizo el clonaje
eficiente de las proteinas PrM-E y NS1 del virus
dengue 2 en el vector seleccionado como se
evidencio por las técnicas de analisis de restric-
cion y RCP. Ademas de los métodos antes uti-
lizados, se realizé la secuenciacién del ADN de
los clones positivos. Este aspecto antes descrito
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es de vital importancia para los posteriores proce-
sos de expresion de la proteina recombinante, de
forma tal que la proteina sea traducida y expresa-
da de forma correcta.

Las técnicas empleadas para determinar la
expresion correcta de los plasmidos en las células
transfectadas fueron la RCP y la inmunofluores-
cencia indirecta. Una vez concluida la extraccion
del ARN de las células, se realizo6 el tratamiento
con la enzima ADNasa | para evitar posibles
resultados falsos positivos por amplificacion del
ADN plasmidico. Como se pudo evidenciar se
obtuvo una banda a la talla especifica en las célu-
las transfectadas con ambos plasmidos, lo cual
pudiera sugerir una correcta transcripcién del
ADN plasmidico en la células hospederas. Sin
embargo, estos resultados no son del todo conclu-
yentes para demostrar la correcta expresion de
los plasmidos in vitro. Con este objetivo se em-
pled la técnica de inmunofluorescencia indirecta
para la deteccidon de las proteinas recombinantes
expresadas en las células transfectadas. Los 2
plasmidos seleccionados fueron correctamente
expresados en las células transfectadas como se
evidencio por el reconocimiento de los antigenos
especificos. Estos resultados coinciden con los
reportados por otros autores que han utilizado
plasmidos que contienen las proteinas PrM-E del
virus dengue 2.%

Koechel y otros, en 1997, desarrollaron una
vacuna de &cido nucleico contra el virus dengue
2.%2 Los plasmidos construidos, que contenian los
genes de PrM y 92 % de E, fueron capaces de
inducir una respuesta de anticuerpos neutralizantes
en 100 % de los ratones inmunizados; sin embargo,
no se obtuvo proteccion significativa con posterio-
ridad al reto con el virus salvaje. En esta misma
vacuna, se evalué también el uso de secuencias
inmunoestimuladoras (CpG) en relacion con el
desarrollo de anticuerpos y de proteccién viral
frente al reto. En este estudio, 60 % de los ratones
inmunizados con la vacuna de ADN de dengue
2 sobrevivi6 al reto, comparado con 10 % de
supervivencia en el grupo control. Esto sugiere
que la inmunizacion con vacunas de ADN puede
constituir otra estrategia para el desarrollo de una
vacuna contra el dengue.?0%233

El presente trabajo demostrd la factibilidad
del clonaje de los genes prM /E y NS1 del virus
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dengue 2 en el vector de expresion en células
eucariotas pcDNA 3.1. Para demostrar la
inmunogenicidad de las vacunas de ADN en
animales de experimentacion serdn necesarias
investigaciones futuras centradas en el estudio
y caracterizacion de la respuesta inmune humoral
y celular inducida. Estos estudios serian de gran
utilidad para corroborar la eficacia, seguridad y
niveles de proteccién de estas formulaciones
vacunales en modelos animales y su posible apli-
cacion en humanos.

Obtaining recombinant clones expressing dengue virus
serotype 2 prM-E-NS1 proteins

ABSTRACT

OsguiecTive: To obtain recombinant clones expressing different
dengue virus 2 proteins in an expression vector of eukaryote
cells. Metrops: Cloning of prM genes, E envelope and 65 amino-
acids (aa) of dengue virus serotype 2 NS1 proteins (Nueva Guinea
strain) in an expression vector of pcDNA eukaryote cells (3.1).
The prM/E/NS1 zone and the truncated prM/E zone at 100 aa
genes were obtained by polymerase chain reaction (PCR). Possible
recombinant clones were detected using PCR, enzyme restriction
analysis and nucleotide sequencing. Transfection of the CHO
cell line with each recombinant plasmid was performed. Indirect
immunofluorescence and reverse transcription-polymerase chain
reaction (RT-PCR) determined the transient expression of cloned
genes. ResuLTs: Bands of 2 202 and 1 600 base pairs (bp)
respectively were obtained. Twenty possible recombinant colonies
were studied, 7 of them were pr-E-NSI —positive and 5 truncated
prM/E- positive. Fluorescent cells emerged 48 hours after being
transfected in addition to positive PCR, all of which indicated
that the studied proteins were present in transfected cells.
Conctusions: The used vector proved to be efficient for cloning
and expression of the selected proteins; therefore, the obtained
genetic constructions could be evaluated in animals as likely
vaccinal candidates for a dengue virus DNA vaccine.

Key words: Cloning, genes, dengue 2, transfection, DNA vaccine.
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