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EVALUACION SEROLOGICA DE UNA PROTEINA RECOMBINANTE A
PARTIR DE UNA CEPA AISLADA DEL VIRUS DE LA FIEBRE AMARILLA
EN EL PERU: UN ESTUDIO PILOTO

Carlos Yabar V', Juana Choque P, Ysabel Montoya P?

RESUMEN

Objetivo: Evaluar serolégicamente una proteina recombinante de 66 kDa (Er66) de una cepa del virus de la fiebre amarilla
aislada en el Peru usando anticuerpos inmunoreactivos. Material y métodos: La proteina Er66 fue expresada in vitro en la
bacteria Escherichia coli y enfrentada a titulos de 1/100, 1/50 y 1/25 de anticuerpos monoclonales, y a sueros con anticuerpos
IgM e IgG inmunoreactivos contra el virus de la fiebre amarilla mediante ensayos de Western blot (WB). Asimismo, se
evaluaron proteinas totales de las cepas de referencia del virus dengue (DEN) y fiebre amarilla como controles de antigenicidad.
Resultados: La proteina recombinante Er66 presenté antigenicidad contra titulos de 1/50 y 1/25 de anticuerpo monoclonal
(MABB8701); sin embargo, no se observé inmunoreactividad en sueros positivos para fiebre amarilla y dengue. Los ensayos
con extractos crudos de la cepa de fiebre amarilla Asibi 17D (PTFA) revelaron que la antigenicidad de las proteinas virales
comprendidas entre 60 y 80 kDa fue afectada negativamente a temperaturas desnaturalizantes de 100°C. En cambio,
tratamientos con B-mercaptoetanol sin calor generé un aumento de la antigenicidad de dichas proteinas. Siguiendo este
mismo principio, la proteina Er66 fue sometida a tratamientos desnaturalizantes con B-mercaptoetanol sin incluir calor y fue
enfrentada nuevamente a los sueros reactivos. El resultado final revel6 que la proteina Er66 generd inmunoreactividad frente
a sueros con altos titulos de anticuerpos IgM e IgG para fiebre amarilla mientras que en otras muestras se observé una débil
sefal. Conclusiones: Los datos obtenidos en este trabajo demuestran que la Er66 pudo ser reconocida por anticuerpos IgM
e lgG especificos para fiebre amarilla presentes en sueros de pacientes infectados. Los datos presentados en este articulo
sugieren el uso de proteinas recombinantes como posibles candidatas de valor diagnéstico para la FA.

Palabras clave: Virus de la fiebre amarilla; Serologia; Proteinas Recombinantes; Anticuerpos Monoclonales; Pert (fuente:
BIREME)

ABSTRACT

Objective: To assess a 66kDa (Er66) recombinant protein of yellow fever (YF) virus using immunoreactive antibodies.
Material and methods: Er66 was expressed in Escherichia coli and then it was challenged against 1/100, 1/50 and 1/25
monoclonal antibodies containing dilutions, and against clinical sera containing specific IgM and IgG antibodies against
YF virus using western blot assay. Likewise, total protein content from yellow fever virus and Dengue (DEN) virus were also
tested as antigenicity control. Results: Er66 recombinant protein showed antigenicity against 1/50 and 1/25 titers of
monoclonal antibodies (MAB8701); however, no immunoreactivity was observed in sera positive for yellow fever and
dengue infections. Serological assays with crude extracts of 17D Asibi yellow fever virus strain revealed that antigenicity of
60 — 80 kDa viral proteins was abrogated at 100 °C (denaturizing temperature). In contrast, when total protein was subjected
to b-mercaptoethanol treatments without heat, the antigenicity increased. Using this principle, ER66 protein was reduced
under b-mercaptoethanol treatment and it was newly challenged to reactive sera. The final result revealed that Er66
generated immunoreactivity in sera with high titers of IgM and IgG antibodies for yellow fever, while other samples showed
a weak immunoreactivity signal. Conclusion: This study shows that Er66 was recognized by specific IgM and IgG yellow
fever antibodies from clinical samples of infected patients. The data presented in this study suggest the use of recombinant
proteins as possible candidates with a diagnostic value for yellow fever.
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INTRODUCCION

parte de la envoltura y la capside del virus. Las siete Ultimas,
son de tipo no estructural y estan involucradas en procesos
de ensamblaje, maduracion y replicacion del virus® 45,

La fiebre amarilla (FA) es una enfermedad febril
hemorragica de origen viral transmitida al hombre a través
de la picadura de mosquitos vectores de los géneros
Aedes, Sabethes o Haemagogus'.

Con respecto a la proteina de la envoltura (E) del virus se

El agente causal es un virus de ARN que presenta un
genoma de aproximadamente 11 Kb, el cual codifica 10
proteinas diferentes?. Las tres primeras proteinas
conocidas como C, My E son de tipo estructural y forman

" Divisién de Biologia Molecular. Centro Nacional de Salud Publica.
Instituto Nacional de Salud. Lima, Peru.
2 Instituto Peruano de Energia Nuclear. Lima, Peru.

han reportado distintos pesos moleculares que bordean
entre 49 KDa% 7, 54 KDa &°y 65 KDa'®. Estos tamafos
podrian deberse al nUmero variable de glicosilaciones entre
aislamientos de diferentes regiones, y al grado de
maduracion de la proteina durante el ensamblaje del virus®.

De otro lado, es importante sefialar que la proteina E es la

primera proteina viral reconocida por los anticuerpos del
hospedero durante la primera etapa de la infeccion viral'.
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Asi, diversos trabajos han demostrado que esta proteina
tiene caracteristicas antigénicas e inmunogénicas muy
importantes®. Estas propiedades guardan relacion con la
presencia de los tres dominios epitépicos A, By C que
fueron encontrados en diferentes flavivirus'.
Adicionalmente, dos epitopes discretos fueron localizados
en el dominio | (posiciones 155 y 158) de la proteina E de
la cepa 17D™.

Si bien es cierto que las caracteristicas antigénicas de la
proteina E anteriormente mencionadas corresponden
netamemente a la proteina nativa, se ha visto que la forma
recombinante de la proteina expresada mediante ingenieria
genética, conserva la misma naturaleza antigénica e
inmunogénica'*. De hecho, algunos autores han realizado
la expresion de esta proteina en combinacion con otras
proteinas del virus con el fin de realizar ensayos de
proteccion inmunolégica en animales de experimentacion.
Dichos estudios se llevaron a cabo en sistemas de vaccinia
y baculovirus demostrando que los niveles de proteccién
generados principalmente por la proteina E recombinante
fueron muy similares a los obtenidos con el virus 17D
atenuado'®'6, Estas mismas propiedades fueron
detectadas a partir de proteinas recombinantes no
estructurales de la cepa 17D '8,

La antigenicidad de la proteina E recombinante de
diferentes flavivirus también fue evaluada frente a sueros
de pacientes mediante ensayos seroldgicos. Al respecto
se demostré que la proteina truncada de la envoltura (E)
del serotipo dengue 4 carente de la porcién carboxiterminal,
habia presentado mayor especificidad para inducir
reactividad frente a sueros de pacientes con dengue que
con pacientes con encefalitis japonesa'™. Otro trabajo
demostré que antigenos recombinantes de prM y E del
virus de la encefalitis japonesa habian generado
inmunoreactividad por anticuerpos de pacientes voluntarios
en ensayos de ELISA de captura de IgM (MAC-ELISA), de
manera tal, que estos antigenos podian reemplazar a las
proteinas nativas normalmente usadas en este tipo de
ensayo seroldgico®. Posteriormente, se encontré un
dominio B de la E a partir del serotipo dengue 2, el cual
habia sido fuertemente reconocido por anticuerpos de
sueros de pacientes peruanos e indonesios?'.

Se debe considerar que actualmente se encuentra
disponible un reactivo de diagnéstico para dengue basado
en ensayos de inmunocromatografia. Esta prueba usa la
porcién N-terminal de la proteina recombinante de la
envoltura de los cuatro serotipos de dengue y presenta
una sensibilidad y especificidad de 90% y 86%,
respectivamente®.

En sintesis, estos trabajos demuestran que la proteina
recombinante E de dengue y encefalitis japonesa presenta
caracteristicas antigénicas con valor diagndstico serolégico
especifico para dichas enfermedades.

Es importante sefialar que para el caso del virus de la fiebre
amarilla, no se han reportado trabajos similares en los
cuales se haya evaluado las propiedades antigénicas de
la proteina recombinante de la envoltura como potencial
herramienta de diagndstico. Asimismo, no existen informes
en los que se haya expresado y evaluado serolégicamente
alguna proteina recombinante a partir de aislamientos
virales realizados en el Peru.
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En ese sentido, el objetivo de este trabajo es realizar la
evaluacion serolégica de una proteina recombinante
denominada Er66 utilizando un panel de sueros
inmunolégicamente reactivos a fiebre amarilla. Este trabajo
es el primer reporte en el que se evalua una proteina
recombinante expresada in vitro a partir de aislamientos de
cepas del virus de la fiebre amarilla realizados en el Peru.

MATERIAL Y METODOS
PROTEINA RECOMBINANTE

El presente trabajo es un estudio piloto, de disefio descriptivo
en el que se evalud una proteina recombinante
correspondiente al antigeno de la envoltura (Er66) del virus
de la fiebre amarilla proveniente del departamento de San
Martin en el afo 1999. De acuerdo con los analisis previos
realizados en la secuencia de aminodacidos, la proteina Er66
correspondio a la porcién carboxiterminal de la proteina de
la envoltura abarcando aproximadamente 337
amino&cidos?. La cepa viral de la cual se sintetiz6 la proteina
fue proporcionada por la Division de Virologia, Centro
Nacional de Salud Publica del Instituto Nacional de Salud.

ANTIGENOS TOTALES

Se evaluaron proteinas totales de la cepa Asibi 17D del
virus de la fiebre amarilla. También fueron incluidos en el
estudio, lisados de cultivo viral de la cepa viral aislada en
Ayacucho en el afio 1978. Por otro lado, proteinas totales
del serotipo dengue 1 de referencia (cepa Singapur) y
serotipo dengue 1 aislado en Tumbes fueron evaluados
como controles de especificidad.

ANTICUERPOS MONOCLONALES Y FLUIDO ASCITICO
DE RATON HIPERINMUNIZADO

El fluido ascitico de ratdn hiperinmunizado (FARH) y dos
anticuerpos monoclonales: MAB984 (Chemicon) y 2D12,
proporcionado por el Naval Medical Research Institute
Detachment (NAMRID), fueron usados para la
determinacion de la antigenicidad de las proteinas totales
del virus de la cepa vacunal Asibi 17D y Er66. Asimismo,
se usé como control el anticuerpo monoclonal MAB8701
(Chemichon) especifico para el serotipo dengue 1.

SUEROS CONTROLES

Un panel de veinte (n = 20) muestras seroldgicas humanas
fueron empleados para la evaluacion de la proteina Er66 (Tabla
1B). Ocho (n=8) de los sueros correspondieron a pacientes
con altos titulos de anticuerpos IgM contra fiebre amarilla
segun ensayos previos de MAC-ELISA, mientras que cuatro
(n=4) tuvieron titulos altos tanto paralgM e IgG. Es importante
resaltar que una de las muestras positivas pertenecié a un
paciente con antecedente de vacunacién antiamarilica con la
cepa 17D. Los sueros controles de especificidad
correspondieron a muestras con titulos altos de anticuerpos
IgM (n=3) e IgG (n= 1) para dengue.

Del mismo modo, se consideraron dos muestras
serologicas (n=2) de pacientes inmunizados con la cepa
17D por un periodo menor de 5 afios después de haber
recibido la vacuna con el fin de evaluar su
inmunoreactividad frente a la proteina Er66.
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Por ultimo, se incluyeron dos muestras serolégicas de
individuos sanos no inmunizados contra la fiebre amarilla
como controles negativos. Una de ellas fue una muestra
previamente evaluada por MAC y GAG ELISA como

negativo contra la FA y la otra correspondio a un individuo
voluntario que nunca habia recibido vacuna y tampoco
habia tenido contacto con el virus o viajado a zonas
endémicas (Tabla 1y 2).

Tabla 1. Lista de sueros humanos usados la evaluaciéon de la proteina Er66.

Positivo a ELISA
Fiebre amarilla

Positivo a ELISA

Dengue Procedencia

MAC GAC

MAC

GAC

+
1
1

ST T T S ST S S R
1
1

ND
ND
ND

ND
ND
ND

ND
ND
ND

- San Martin

- San Martin

- San Martin

- San Martin

- San Martin

- San Martin

- San Martin

- Madre de Dios
- Maynas, Loreto
- Satipo, Junin
- Satipo, Junin
- Satipo, Junin
- Ucayali

- ND

- Tocache-Sn Martin
+ ND

ND

Lima
Lima
Lima

ND
ND
ND

+ = Positivo
GAC= captura de anticuerpos IgG.

- =Negativo ND= No determinado. MAC= captura de anticuerpos IgM;

Tabla 2. Anticuerpos monoclonales producidos en Mus musculus para la evaluacion de la proteina

Er66.

Muestra Isotipo Especificidad Referencia
MAB IgG2a VFA17D / proteina E 29
MAB IgG2a VFA 17D/vacunal 29
MAB 1gG1 DEN 1 Hawai 30
FARH ND VFA 17 D/vacunal INS-Virol

MAB: Anticuerpo monoclonal, FARH: Fluido ascitico de ratén hiperinmunizado.
INS-VIROL: Divisién de Virologia del Instituto Nacional de Salud.

AMPLIFICACION, CLONACION, ANALISIS DE
SECUENCIA Y EXPRESION DE ER66

Todos los procedimientos para la extraccion del ARN, RT-
PCR, clonacion del gen que codifica la proteina E y
expresion de la proteina recombinante Er66 han sido
descritos previamente?. Brevemente, se amplificé el gen
que codifica la Er66 por RT-PCR usando los primers YF7 y
YF224, El producto denominado FA99 fue clonado en el
plasmido pGEM - T easy dando lugar a pGEM-FA99, el
cual fue usado para determinar la secuencia de nucleétidos
y aminodcidos del inserto de interés. A través de este
analisis se pudo identificar secuencias especificas que
incluian epitopes importantes de reconocimiento humoral
previamente reportados en fiebre amarilla y otros
flavivirus''3212% Dichos datos despertaron nuestro interés
de expresar Er66 y evaluarla serolégicamente. En ese
sentido, pGEM-FA99 fue usado como ADN molde para la
reamplificacion de FA99 usando primers con sitios de corte
para las enzimas de restriccion Bgl Il y Hind Ill. El producto
fue purificado, digerido con Bgl Il y Hind Il y subclonado

en el vector de expresion pQE40 previamente digerido con
Hindlll'y Bgl II. El vector recombinante denominado pQE40-
FA99 fue introducido en la cepa Escherichia coli XL1-Blue
por electroporacion induciendo la expresion de la proteina
con IPTG. Posteriormente, la proteina fue visualizada por
electroforesis en SDS-PAGE.

PREPARACION A MEDIANA ESCALA DE LA PROTEINA
RECOMBINANTE ER66

Para la preparacion a mediana escala de la proteina Er66,
se realizé un inéculo a partir del clon bacteriano XL1FA
conteniendo el plasmido pQE40-FA99 en 50 mL de caldo
Lurian Bertani. El cultivo fue mantenido en movimiento
constante en bafio maria a 37° C por toda la noche.
Posteriormente, se afiadié una concentracién de 1mM de
isopropilgalactopiranocida al cultivo para inducir la expresion
de Er66 por 3 horas en movimiento de rotacion constante.
Las bacterias fueron precipitadas por centrifugacion a 4 400
rpm durante 15 minutos. Seguidamente, 1,5 mL de buffer
de lisis A (6M de Guanidina hidroclorhidra, 0,1 M de
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NaH,PO,, 0,01 M de Trizma-HCI, pH 8,0) permitieron la
homogeneizacion del precipitado y subsecuente liberacion
del contenido celular durante 10 minutos. El lisado fue
sometido a centrifugacion a 4 400 rpm durante 15 minutos
a temperatura ambiente y posteriormente, se recupero6 el
sobrenadante en viales de 1,5 mL. Se anadié un volumen
de 250 pL de Ni-NTA slurry conteniendo perlas de niquel en
complejo con agarosa? a todo el volumen del sobrenadante
y se homogeneizé la mezcla mediante movimiento rotario
constante en un girador orbital a temperatura ambiente por
espacio de 1 hora. La agarosa fue centrifugada a 14 000
rom durante 1 minuto y se eliminé el sobrenadante.
Seguidamente, se lavo la muestra tres veces con 1 mL de
buffer de lavado C (8M de urea, 0,1 M NaH,PO,, 0,01 M de
Trizma-HCI, pH 6,3) y se recupero la proteina ocho veces
mediante el uso del solucién amortiguadora de elusiéon E
(8M de urea, 0,1 M NaH,PO,, 0,01 M de Trizma-HCI, pH 4,5)
Se anadio glicerol a la solucion conteniendo las proteinas
(concentracion final de glicerol 10%) y finalmente se
almacend la proteina eluida a -20° C para su uso posterior.

WESTERN BLOT

Las proteinas fueron sometidas a electroforesis de SDS -
PAGE al 10% en geles de poliacrilamida de 10y 15 pocillos
y en pocillo preparativo. Posteriormente, fueron transferidas
a membranas de nitrocelulosa (0,05 m de porosidad,
GIBCO, BRL) usando una maquina de transferencia
(BIORAD) en un sistema semiseco por 2 horas a un voltaje
dependiente del area del gel (5,5 mV/cm?).

Las membranas conteniendo las proteinas de interés fueron
incubadas en albumina sérica bovina (BSA) al 3% en TBS
(25 mM Tris, 137 mM NaCl y 2,7 mM KCI) por 1 hora.
Seguidamente, fueron lavadas tres veces con TBS
conteniendo 0,05% de tween-20 (SIGMA), luego, fueron
enfrentadas a anticuerpos inmunoreactivos diluidos en TBS
a diferentes concentraciones. La reaccion fue incubada
por espacio de 3 horas o por toda la noche. El TBS fue
reemplazado con buffer PBS (137 mM NaCl, 2,7 mM KClI,
0,024% de KH,PO, y 0,14% de Na,HPO,) en el caso de
realizar la incubacién con el anticuerpo secundario
conjugado con peroxidasa.

Culminada la incubacion, se afadié anticuerpo secundario
anti-lgG humano conjugado con fosfatasa alcalina (dilucion
1/1000) o anticuerpo secundario anti-lgM humano o anti-
IgM de ratén, conjugado con peroxidasa (dilucion 1/250).
La incubacién en todos los casos se realizé con agitacion
suave en movimiento rotatorio constante usando un girador
orbital durante un periodo de una hora. Para el revelado de
la reaccion antigeno - anticuerpo en sistema fosfatasa, las
membranas se incubaron en el buffer para la fosfatasa
alcalina o AP (100 mM NaCl, MgCl,, 100 mM Tris pH = 9,5)
con 0,03% de Nitro Blue Tetrazolium, 0,015% de 5-Bromo
4-cloro 3-indolil fosfato y 0,025% de N’N’-dimetilformamida.
En el sistema de peroxidasa se uso6 una solucion de solucion
amortiguadora PBS conteniendo 0,04% de cloro-1-naftol,
10% de metanol y 0,025% de perdxido de hidrégeno.

DETERMINACION DE LA ANTIGENICIDAD DE LA
PROTEINA TOTAL DEL VIRUS 17D (PTFA) FRENTE A
DIFERENTES TRATAMIENTOS DENATURANTES

Las proteinas totales de la cepa Asibi 17D (PTFA) fueron
sometidas a diferentes agentes denaturantes como urea,
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mercaptoetanol y calor con el fin de dilucidar si la
antigenicidad de la proteina nativa de la envoltura (E) del
virus de la fiebre amarilla podria sufrir alguna alteracion
con estos tratamientos. Para detectar la proteina de la
envoltura E en el inmunoblot como una banda comprendida
entre 49 y 65 kDa, se utilizé fluido ascitico de ratén
hiperinmunizado (FARH).

En ese sentido se utilizé una concentracion de 5ug de
extracto crudo de proteina total la cual fue sometida a
tratamientos con calor a 100 °C, mercaptoetanol y urea
3M. Del mismo modo, se realizaron diferentes
combinaciones entre los tres tratamientos. La denaturacion
por calor se realizé en bafio maria a 100° C por 5 minutos.
Para la denaturacién con urea, PTFA fue mezclada con
buffer de elusién E (descrito anteriormente) para un
concentracion final de 3M de urea. Para los procesos de
denaturacion con b-mercaptoetanol, las proteinas fueron
mezcladas con buffer de la muestra (50 mM Tris-HCI pH
6,8,2% SDS, 0,1% de azul de bromofenol, 10% de glicerol)
conteniendo 1% de b-mercaptoetanol. Posteriormente, se
realizé el Western blot de acuerdo con las condiciones
anteriormente descritas usando FARH para la deteccion
antigeno-anticuerpo.

DIALISIS DE LA PROTEINA ER66

Con el fin de eliminar el exceso de urea contenida en la
solucion de resuspension de la proteina Er66 y conseguir
la renaturacion de la estructura nativa de la proteina
recombinante, |la didlisis se realizé usando membranas con
porosidad maxima de 200 kDa (SIGMA). En tal sentido, 1
mL de buffer E conteniendo la proteina Er66 fue colocado
en una pequena bolsa de dialisis y la abertura fue sellada
con ganchos a presion. La bolsa fue sumergida en 1 Lt de
buffer de dialisis (25 mM Tris, 137 mM NaCly 2,7 mM KCI)
y sometida a movimiento de rotacion constante usando
un agitador magnético a 4° C por toda la noche. Después
el buffer fue cambiado por solucién fresca y se dejé
incubando por 2 horas mas. La solucién conteniendo la
Er66 de las membranas de didlisis fue transferida a tubos
de 1,5 mL de capacidad y las muestras fueron visualizadas
por electroforesis en SDS-PAGE.

RESULTADOS

EVALUACION DE LA INMUNOREACTIVIDAD DE LA
PROTEINA ER66 DENATURADA

Los primeros resultados usando la proteina Er66
desnaturalizada en urea (8M) y con tratamientos usados
de manera estandar para electroforesis de proteinas®',
revelaron que sélo el anticuerpo MAB8701 presento
inmunoreactividad frente a la Er66 en los titulos de 1/50 y
1/25 (Figura 1, carril 2 y 3), en tanto, que ninguna sefal de
intensidad significante pudo ser visualizada a partir de una
mezcla de sueros IgM (+) para fiebre amarilla (dilucion 1/
100). Estos resultados sugirieron que algunos o todos los
agentes denaturantes empleados durante la purificacion
de la Er66 o la electroforesis podrian estar afectando de
manera adversa la antigenicidad de la proteina
recombinante. En ese sentido se utilizaron proteinas totales
de la cepa estandar 17D Asibi (PT17D) tratadas o no con
estos agentes desnaturalizantes. La proteina E nativa
podria ser identificada por su peso molecular de
aproximadamente 60 kDa.
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En tal sentido, los resultados de Western Blot revelaron la
presencia de dos bandas de aproximadamente 84 kDa y
60 kDa en las proteinas tratadas con b-mercaptoetanol,
de 84 kDa en las proteinas sin ningun tratamiento, y de 84
kDay 60 kDa sélo en las proteinas tratadas con urea (Figura
2). En contraste, cuando se combind mercaptoetanol y urea
0 se usaron ambas condiciones conjuntamente con calor
a 100 °C, la antigenicidad PT17D se perdio completamente.

Estos resultados permitieron demostrar que la
antigenicidad de la proteina E del virus FA 17D fue afectada
negativamente mediante calor y con denaturacion conjunta
con mercaptoetanol y urea. En ese sentido, se decidi6
realizar la dialisis de Er66 para remover completamente
las altas concentraciones de urea y excluir los tratamientos
denaturantes con calor.
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Figura 1. Western blot usando Er66 del virus de la fiebre
amarilla aislada en San Martin en 1999 frente a
muestras serologicas: Carril 1. Marcador de peso
molecular. Carriles 1, 2 y 3. Anticuerpo monoclonal
MAB8701 en diluciones de 1/100, 1/50 y 1/25,
respectivamente. Carril 4 suero IgM (+) FA positivo
dilucién 1/100. Carril 5, 6 y 7: suero control negativo en
diluciones de 1/100, 1/50 y 1/25, respectivamente. Carril
8, 9y 10: Suero DEN IgM (+) en diluciones de 1/100, 1/
50 y 1/25 respectivamente. Carriles 11, 12 y 13: suero
de paciente vacunado IgG (+) FA17D en diluciones 1/
100, 1/50 y 1/25, respectivamente.
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Figura 2. Western blot de proteinas totales de la cepa
vacunal 17D Asibi. Las proteinas fueron sometidas a
diferentes tratamientos de desnaturalizacién tal como
se especifica en la tabla adjunta y enfrentadas con
fluido ascitico de ratén hiperinmunizados anti-17D
(FARH) y reveladas como se ha descrito.

EVALUACION DE LA INMUNOREACTIVIDAD DE LA
PROTEINA ER66 RENATURADA

La proteina recombinante renaturada por dialisis fue
enfrentada a una mezcla de sueros altamente reactivos para
fiebre amarilla y dengue de acuerdo con los titulos de MAC
y GAC ELISA (datos no mostrados). Conjuntamente a Er66
se consider6 a PT17D, proteinas totales de dengue serotipo
1 de referencia de Hawai (PTDENR1) y proteinas totales de
fiebre amarilla cepa peruana (PTFA-78) (Ayacucho 1978).

De acuerdo con los resultados obtenidos, se pudo
visualizar una banda tenue correspondiente al peso
molecular de la Er66. En contraste, no se observaron
bandas bien definidas en los carriles correspondientes a
PT17D, PTFA-78 y PTDENR1 (Figura 3).
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Figura 3. Western blot usando una mezcla de sueros
IgG positivos (panel A) y negativos (Panel B) para el
virus de fiebre amarilla. Carril 1: Proteina de cultivo
celular. Carril 2. Dehidrofolato reductasa Control (-).
Carril 3. Proteina total del serotipo referencial dengue
1. Carril 4. Er66. Carril 5. Proteina total de virus dengue
peruano. Carril 6. Proteina total de virus de la FA
Ayacucho 78. Carril 7. Proteina total del virus 17D. M:
marcador de peso molecular.

INMUNOREACTIVIDAD DE LA PROTEINA ER66 FRENTE
A SUEROS INDIVIDUALES DE PACIENTES IGM E IGG
POSITIVOS PARA FIEBRE AMARILLA

Con el fin de evaluar individualmente la inmureactividad
de cada suero positivo para fiebre amarilla, se utilizaron
tiras de nitrocelulosa conteniendo la proteina Er66. De
acuerdo con los resultados, se observé una fuerte senal a
partir de una muestra clinica de paciente conteniendo IgG
inmunoreactivo contra la fiebre amarilla, en tanto, que en
las demas muestras IgG positivas incluyendo sueros
positivos a dengue y controles negativos, no se pudo
observar con nitidez la banda de interés.

Para determinar si la Er66 podria ser reconocida por
anticuerpos IgM especificos para fiebre amarilla se seleccion6
un grupo de muestras serolégicas correspondientes al Ultimo
brote de San Martin en el afio 2003. De acuerdo con los
resultados obtenidos, dos muestras positivas para FA (n=2)
presentaron una fuerte inmunoreactividad frente a la Er66
(Figura 4, carril 5y 10), mientras que en el resto de muestras,
incluyendo los controles de especificidad para dengue, se
observo una sefial muy débil.
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Figura 4. Western blot usando la Er66 para la deteccién de
lgG humano en sueros positivos para fiebre amarilla y
dengue. M: Marcador de peso molecular. Carril 1 y 2. Sueros
control negativo. Carril 3y 4. Sueros de paciente vacunado.
Carriles 5 - 8. Sueros positivos para fiebre amarilla. Carril
9. Suero positivo para dengue. Carriles 10y 11. Anticuerpos
monoclonales anti-E 2D12 y MAB984. Carril 12. Fluido
ascitico de ratéon hiperinmunizado anti FA17D. Carril 13.
Anticuerpo monoclonal antidengue-1 MAB8701.
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Figura 5. Western blot usando la Er66 para la deteccién
de IgM en sueros positivos para FAy dengue. M: Marcador
de peso molecular. Carril 1. Suero control negativo. Carril
2. Anticuerpo Monoclonal 984. Carriles 3 - 10. Sueros
positivos para FA. Carril 9. Suero positivo para dengue.
Carriles 11y 12. Mezcla de sueros positivos para dengue.

DISCUSION

En el presente trabajo hemos realizado la evaluacion
seroldgica de una proteina recombinante denominada Er66,
sintetizada a partir de una cepa aislada del virus de la fiebre
amarilla en el Peru.

Los primeros resultados observados en el inmunoblot,
después de enfrentar la Er66 con algunas muestras positivas
para dengue y fiebre amarilla, no fueron satisfactorios debido
a una posible falta de antigenicidad de esta proteina. Sin
embargo, los datos obtenidos con anticuerpos
monoclonales demostraron que la Er66 si guardaba
propiedades antigénicas por lo menos frente al anticuerpo
monoclonal MAB984 y que la pérdida de su antigenicidad
estaba relacionada con la desnaturalizacion por calor a 100
°C tal como fue demostrado en nuestro estudio.

Estos datos sugieren que la Er66 podria presentar epitopes
de tipo estructural que al cambiar su conformacién
tridimensional por desnaturalizaciéon ya no es reconocida
por los anticuerpos especificos. Esta afirmacion se apoya
en el hecho de que la mayoria de los epitopes de la proteina
E del virus de la encefalitis asociada a los acaros (TBEV), un
flavivirus de la familia del virus de la fiebre amarilla, depende
de sus caracteristicas hidropaticas, es decir de su estructura
tridimensional?”. Sin embargo, la sefial positiva débil que
generd la Er66 frente a una mezcla de sueros
inmunoreactivos para fiebre amarilla, probablemente, se
debié al bajo titulo de los anticuerpos inmunogénicos
producto de la mezcla realizada entre las muestras reactivas.

Nuestros resultados evaluando sueros individuales con

anticuerpos IgG reactivos para la fiebre amarilla revelaron
que una sola muestra de suero presenté una fuerte
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reactividad frente a la Er66, mientras que los demas no.
Estos resultados fueron incongruentes con los altos valores
de positividad obtenidos por MAC y GAC ELISA en los
sueros evaluados (datos no mostrados). Las razones de
este hecho no son muy claras aunque se podrian plantear
diversas hipotesis. Una de ellas es la presencia de nuevos
epitopes discretos en la proteina recombinante que sélo
son reconocidos por una muestra clinica y no por las otras.
De hecho, algunos autores han reportado nuevos epitopes
de este tipo que recientemente han sido caracterizados
en la proteina de la envoltura del virus de la FA cepa 17D .

Otra hipdtesis que podria explicar este hecho es la
existencia de una afinidad inmunogénica por cercania de
espacios geograficos. La Unica muestra serolégica que
presentoé una fuerte inmureactividad frente a la Er66 fue la
de un paciente natural de Iquitos, zona de selva oriental
del pais. El resto de muestras que presentaron débil
inmunoreactividad correspondieron a pacientes de Satipo,
en la selva central del Peru. Probablemente, este hecho
guarda relacion con la procedencia de la Er66, la cual fue
sintetizada a partir de un aislamiento viral proveniente de
San Martin.

En ese sentido, se evaluaron sueros conteniendo IgM
especificos para fiebre amarilla de pacientes provenientes
de San Martin. Aunque no se logro determinar una fuerte
reactividad en todas las muestras ni tampoco, capturar y
registrar, todas las bandas deseadas, 100% de ellas (n= 8)
mostraron inmunoreactividad frente a la Er66 en ensayos
de western blot. Estos datos sugieren que esta proteina
podria tener mayor especificidad para muestras provenientes
de San Martin; sin embargo, es necesario evaluar un mayor
numero de muestras seroldgicas de la selva nororiental y de
otras areas endémicas o enzooticas del pais para demostrar
la sensibilidad y especificidad de la Er66.

Es importante mencionar que la Er66 no es antigénica frente a
sueros de pacientes vacunados, este hecho podria potencial-
mente discriminar pacientes vacunados de pacientes infectados
durante el diagnostico serologico de la fiebre amarilla. Todos
estos datos en conjunto permiten demostrar que la Er66 es
antigénica para anticuerpos monoclonales y muestras
seroldgicas con altos titulos de anticuerpos IgM e IgG.

Los resultados mostrados en este reporte dejan pendientes
varios aspectos por estudiar, uno de ellos es la probable
existencia de anticuerpos que presentan una especificidad
por ciertos epitopes localizados en la Er66, hasta el
momento son desconocidos. Basandose en estos datos
se podrian realizar estudios de mapeo epitdpico de la
proteina E y caracterizar epitopes discretos presentes en
subpoblaciones de aislamientos virales de diferentes partes
del pais. Del mismo modo, otras proteinas del virus como
NS1 y NS3 podrian ser sintetizadas y evaluadas
serologicamente desde que se tienen datos actuales de
sus propiedades de generar respuesta humoral y celular?.

Por ultimo, podria ser interesante evaluar proteinas
recombinantes expresadas a partir de otros aislamientos
del virus de la fiebre amarilla de diferentes partes del pais,
y al mismo tiempo, incrementar el numero de muestras
positivas a evaluar. Todos estos procedimientos ayudaran
a demostrar la presencia de epitopes especificos para
determinados anticuerpos, y a seleccionar la mejor proteina
recombinante que permita ser usada como herramienta
de diagndstico para la fiebre amarilla.
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