
Biotecnología Aplicada 2004; Vol.21, No.3175

Potencialidad inmunogénica de la proteína de la envoltura
del virus Dengue 4 expresada por vía recombinante

en Pichia pastoris

Mayra Muné1, Rayner Rodríguez1, Guadalupe Guzmán1, Rosa Ramírez1,
Rosmary Rodríguez1, Mayling Álvarez1, Delfina Rosario1, Susana Vázquez1,
Beatriz Sierra1, Yudira Soto1, Katia Valdés1, Maritza Pupo1, Gisset García1,
Teresita Serrano1, Maria E Moreno1, Tania Pumariega1, Gerardo Guillén2,

Lisset Hermida2, Gabriel Márquez2, Laura Lazo2, Rolando Páez2,
Raúl Martinez2, José García2, Carlos López2, Rafael Espinosa2

1Instituto de Medicina Tropical "Pedro Kourí"
2Centro de Ingeniería Genética y Biotecnología

RESUMEN
El presente trabajo tuvo como objetivo conocer la capacidad inmunogénica de la proteína de la envoltura recombinante
del virus Dengue 4 (E4rec) expresada en Pichia pastoris, mediante el estudio de la respuesta inmune inducida en
ratones (BALB/c) y monos (Macaca fascicularis). Se realizó el clonaje y expresión de la proteína de la envoltura, la
cual es la más importante desde el punto de vista inmunológico por su capacidad de inducción de anticuerpos
neutralizantes. E4rec fue capaz de desarrollar una elevada respuesta IgG en los sueros de los ratones inmunizados.
Algunos sueros individuales desarrollaron anticuerpos inhibidores de la hemaglutinación, anticuerpos neutralizantes
y una respuesta de células T específica. Los animales inmunizados fueron significativamente protegidos tras el reto
con el virus salvaje (86.6% p<0.001). E4rec fue igualmente inmunogénica al ser administrada en monos. Todos los
animales inmunizados desarrollaron títulos de anticuerpos neutralizantes previo al reto con el virus salvaje y poste-
rior a éste un animal fue protegido totalmente del desarrollo de viremia y dos parcialmente protegidos, los cuales
desarrollaron los títulos más elevados de anticuerpos neutralizantes con respecto a los controles (p<0.05). Los
animales vacunados mostraron una respuesta anamnésica de anticuerpos tras el reto indicando el éxito de la
inmunización. Estos resultados indican que E4rec expresada en Pichia pastoris provee una protección parcial contra
el desarrollo de viremia en los animales inmunizados. Este estudio constituye el primer trabajo científico realizado
en Cuba cuyo objetivo es la obtención y evaluación de una proteína recombinante del virus Dengue con fines
vacunales, reportándose por primera vez a nivel mundial el estudio de la respuesta celular y de protección en
ratones inmunizados con una proteína recombinante del virus Dengue expresada en levadura y estudios de protección
con el virus salvaje. Asimismo resulta novedoso pues se reporta por primera vez, además, la inducción de protección
en monos fascicularis de una proteína recombinante del virus Dengue expresada en Pichia pastoris.

Introducción
Las infecciones por virus Dengue continúan siendo
hasta el presente un problema de salud pública de
dimensión mundial, con una ocurrencia estimada de
100 millones de casos cada año, de los cuales  unos
250 000 aproximadamente desarrollan el dengue
hemorrágico y alrededor de 10 mil mueren como
resultado de la infección, principalmente niños. Cerca
de dos tercios de la población mundial vive en zonas
infestadas con el vector del dengue, el Aedes aegypti
[1, 2]. La diseminación de los cuatro serotipos ha
facilitado el incremento de casos de Fiebre Hemorrágica
del Dengue y del Síndrome de Choque por Dengue.
Por estas razones actualmente se considera una enfer-
medad emergente y reemergente.

A pesar de los esfuerzos realizados aún no se dis-
pone de una vacuna comercial efectiva para el den-
gue; por tal motivo, es necesario acelerar los esfuer-
zos encaminados al desarrollo de una vacuna segura y
efectiva. Se han determinado varios aspectos  que
dificultan el proceso de obtención de una vacuna contra
el virus del dengue; entre los aspectos potenciales
que dificultan el proceso, se encuentran el fenómeno
de amplificación de la infectividad viral mediada por
anticuerpos, la ausencia de un modelo animal apropiado
y barato, el entendimiento incompleto de la respuesta
inmune contra el virus y la evolución viral.

Se han desarrollado varias estrategias en la búsque-
da de una vacuna, identificando diferentes zonas del
genoma que pueden estar involucradas en la protec-
ción, localizadas en las principales proteínas diana de
la respuesta inmune, destacándose la proteína de la
envoltura como la más importante desde el punto de
vista inmunológico por su capacidad de inducir
anticuerpos neutralizantes. Entre las principales vías
de obtención de una vacuna eficaz y segura la estrategia
recombinante continua siendo una línea de grandes
esperanzas para los investigadores que laboran en el
campo de la vaccinología.

La vacuna viva atenuada convencional de primera
generación, de los cuatro serotipos desarrollada en
Tailandia,  aún no está disponible [3]. Se plantea que
por el momento no existe disponibilidad de una vacuna
efectiva y que al menos se requerirán 10 años o más y
aún así no podrá ser utilizada masivamente por su alto
costo.

El presente trabajo forma parte del esfuerzo na-
cional para la obtención de una vacuna contra el den-
gue y tuvo como objetivo conocer la capacidad inmu-
nogénica de la proteína de la envoltura recombinante
del virus Dengue 4 (E4rec) expresada en Pichia
pastoris, mediante el estudio de la respuesta inmune
inducida en ratones (BALB/c) y monos (Macaca
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fascicularis). Se realizó el clonaje del gen de la envol-
tura truncada en 53 aa del extremo C terminal en el
vector de expresión en levadura pfAO. La correcta
orientación de la banda clonada se verificó mediante
secuenciación del gen. El vector recombinante fue
digerido y utilizado para transformar la cepa de leva-
dura MP-36 [4]; el gen fue integrado bajo el control
del promotor alcohol-oxidasa. Posterior a la expresión
de la proteína E4rec, ésta fue parcialmente purificada
y extraída empleando urea 8M.

El estado de glicosilación de la proteína fue analiza-
da mediante digestión con la enzima endoglicosidasa
H (Endo H). Posteriormente, el antígeno recombinante
fue detectado mediante inmunomicroscopía electróni-
ca. Grupos de 15 ratones BALB/c fueron inmuniza-
dos los días 1,  7 y 21 con 100 ug de E4rec y proteína
control. Veintiocho días después de la primera inmu-
nización se realizó la extracción de sangre y el suero
fue analizado por las técnicas de ELISA, neutraliza-
ción e inhibición de la hemaglutinación para la detec-
ción de anticuerpos IgG, neutralizantes e inhibidores
de la hemaglutinación, respectivamente [5, 6]. La
respuesta inmune celular fue igualmente analizada
empleando la técnica de linfoproliferación celular
(LPA) a partir de las células mononucleares de los
ratones inmunizados con E4rec. Para concluir, se
realizaron los experimentos de protección en los
animales BALB/c previamente inmunizados con E4rec
realizándose el reto con el virus salvaje (DEN4814669)
mediante inoculación intracerebral de 100 LD 50 del
virus.

E4rec fue semipurificada mediante cromatografía
de absorción con iones metálicos (IMAC) y emplea-
da para la inmunización de monos (Macaca
fascicularis). De la proteína semipurificada fueron
empleados 100 ug para la inmunización de tres ani-
males los cuales fueron inmunizados cuatro veces a
intervalos de 25 días por vía subcutánea. Noven-
taiocho días después de la última inmunización los
monos fueron retados con 105 (UFP) del virus Den-
gue 4 en un volumen de 1 mL, realizándose la extrac-
ción de sangre a intervalos regulares de 15 días para
la detección de anticuerpos antidengue, aislamiento
viral y reacción en cadena de la polimerasa (RCP)
para la detección de secuencias del virus.

E4rec fue detectada mediante la técnica de Western
Blott [7, 8] empleando líquido ascítico hiperinmune
antidengue 4. Como muestra la Figura 1 el inmunoblot
reveló la presencia de una banda antigénica específica
de 64 kDa E4rec fue asociada con la fracción insoluble
después de la ruptura celular.

Resultados
Como se observa en la tabla 1, todos los sueros de los
ratones inmunizados con la proteína recombinante de-
sarrollaron una fuerte respuesta de anticuerpos IgG
contra el antígeno homólogo (Dengue 4) la cual fue
detectada por ELISA. El título promedio geométrico
obtenido fue de 1/141 323.

Algunos sueros individuales mostraron anticuer-
pos inhibidores de la hemoaglutinación con títulos de
1/5 a 1/20. De los sueros probados, siete  desarrollaron
anticuerpos neutralizantes con títulos superiores a
1/10. De los ratones inmunizados con E4rec trece
animales resistieron el reto con el virus salvaje y la

proteína recombinante indujo una buena protección
contra la encefalitis letal (86.6%, p<0.001).

Se obtuvo una respuesta de células T específica
en los ratones inmunizados con E4rec. Los
esplenocitos de los ratones inmunizados con E4rec
reconocieron el virus Dengue 4 sin reactividad
serotipo cruzada. Además se encontró una respues-
ta linfoproliferativa a E4rec en ratones inmuniza-
dos con el virus Dengue 4 lo que sugiere la presen-
cia de epítopes inmunodominantes en la secuencia
de la proteína. Estos resultados demuestran la ca-
pacidad de la proteína analizada de inducir una res-
puesta de células T, atributo esencial para ser con-
siderado como un buen inmunógeno.  En esta primera
parte del estudio se demostró que la proteína ex-
presada en Pichia pastoris fue capaz de inducir
niveles de protección similares a los encontrados
para otras proteínas recombinantes [9] y específi-
camente, la producción de anticuerpos neutralizan-
tes,  respuesta linfoproliferativa específica de células
T y protección después del reto. Este trabajo
constituye el primer estudio científico en el cual se
evalúan los niveles de protección después del reto
con el virus salvaje y la respuesta de células T en
ratones inmunizados con una proteína recombinante
expresada en Pichia pastoris. Nuestros resultados
sugieren que este sistema puede ser considerado

Tabla 1. Inmunización de ratones BalbC con E4rec 
Suero ELISA IH NT(D4) 

2 32000 1/5      + 
3 256000 1/10      + 
4 256000 -      + 
5 128000 -      + 
6 64000 -       - 
7 64000 -      + 
8 4000 -      + 
10 256000 1/20       - 
21 256000 1/20      + 
22 256000 1/20       - 

Protección en ratones 
E4rec   13/15 (86.6%) p<0.001 
Control  0/15 (0%)   

Figura 1. Electroforesis en gel de poliacrilamida e inmunobloting
de la proteína E4 rec. A) Electroforésis en gel de poliacrilamida
teñida con Azul de Coomasie (diluciones 1-4 hasta 1-16,
respectivamente). B) Las bandas protéicas fueron separadas y
transferidas a una membrana de nitrocelulosa, se realizó la
revelación por reacción con un líquido ascítico hiperinmune
antivirus DEN-4.
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como alternativo para el desarrollo de proteínas re-
combinantes de Dengue.

En el estudio en monos (Macaca fascicularis) todos
los animales inmunizados desarrollaron títulos de an-
ticuerpos IgG mayores que los controles los días 6, 8
y 10 (p< 0.05 al día 6 y 10 para la técnica de ELISA y
al día 10 para IHA).

La tabla 2 muestra los títulos de anticuerpos
neutralizantes y títulos promedio geométricos los
días 0 y 30 después del reto con el virus salvaje los
monos inmunizados con E4rec mostraron el mayor
título de anticuerpos neutralizantes (p<0.05) con un
rango de 1/85 a 1/640 el día 30. Un mono mostró un
incremento del título de 2.8 veces mientras que los
restantes mostraron un incremento de 7.3 y 21.3
veces, respectivamente.

La eficacia de protección de la proteína E4rec se
evaluó empleando la técnica de RCP y aislamiento.
En este caso no se obtuvo ningún aislamiento en cul-
tivo celular a pesar de realizarse tres pases ciegos en
la línea celular C6/36-HT por lo cual se asume la
detección del ácido nucleico viral como representati-
va de la viremia. Un animal inmunizado fue comple-
tamente protegido de la viremia, mientras que los
otros dos animales restantes fueron parcialmente pro-
tegidos. Los monos inmunizados con la levadura
control desarrollaron viremia que fue detectada por
la técnica de RCP. La media de duración de la viremia
fue de 9.33 días para los animales controles y de 4
días para los animales inmunizados. Ningún animal
desarrolló signos de enfermedad.

Para concluir este acápite podemos decir que fue
evaluada la eficacia de la proteína E4rec en monos, lo
cual constituye el primer reporte que extiende la
evaluación de una proteína recombinante expresada en
Pichia pastoris de ratones a monos. La proteína fue
inmunogénica en monos fascicularis protegiendo
completamente uno de los tres animales inmunizados
y reduciendo el tiempo de la viremia en otros. Los
animales inmunizados mostraron respuesta anamnésica
de anticuerpos después del reto con el virus salvaje
indicando el éxito de la inmunización con la proteína
recombinante. Aunque los anticuerpos neutralizantes
fueron testados solo los días 0 y 30 después del reto,
la rápida amplificación de los anticuerpos observada
en los animales inmunizados después del reto y las
características del ELISA indican una respuesta
anamnésica y además la funcionalidad de los anticuer-
pos. Aparentemente E4rec no fue capaz de proteger
completamente a todos los animales vacunados, algu-
nos factores o combinación de ellos tales como las
diferencias conformacionales entre una proteína recom-
binante y la proteína nativa. La presentación del
antígeno o el esquema de inmunización aplicado pu-
dieran influir en este hallazgo a pesar de la buena pro-
tección obtenida anteriormente en ratones inmuniza-
dos con E4rec. Se ha demostrado que los anticuerpos
neutralizantes son importantes para la protección con-
tra la infección por el virus del dengue, similar a lo

reportado por otros autores, la presencia de los anti-
cuerpos neutralizantes en nuestro caso no se
correlacionó con la protección a la viremia , todos los
animales inmunizados tenían el mismo título de anti-
cuerpos neutralizantes (1/30) en el momento del reto
sin embargo no se protegieron de manera uniforme pro-
bablemente porque la respuesta humoral y celular ob-
tenida no fue suficiente a pesar del rápido incremento
de anticuerpos observado después del reto [10-12].

Este trabajo constituye el primer reporte científi-
co del estudio en monos de inmunogenicidad de una
proteína recombinante del virus Dengue expresada en
Pichia pastoris. Hasta el presente no ha sido reporta-
do en la literatura científica un estudio completo de la
respuesta inmune humoral y celular en ratones y es-
tudio de protección en monos empleando una proteí-
na recombinante de dengue expresada en Pichia
pastoris lo cual refleja la novedad científica del traba-
jo ya que aporta interesantes datos que serán de gran
utilidad futura y deben tenerse en cuenta para el desa-
rrollo de nuevas estrategias en la obtención de una
vacuna contra la enfermedad.

Conclusiones
·La proteína recombinante fue expresada en el sis-

tema Pichia pastoris, el tratamiento con endoglicosi-
dasas mostró que la proteína fue modificada por la
adición de cadenas cortas de manosa y ausencia de
hiperglicosilación.

·E4rec fue inmunogénica cuando se administró a
ratones BALB/c, induciendo anticuerpos neutralizan-
tes y una respuesta de células T específica.

·Los ratones fueron protegidos frente al reto con
virus Dengue 4 (86.6%, p<0,001).

·E4rec fue igualmente inmunogénica al ser adminis-
trada en monos. Un animal fue protegido totalmente y
dos parcialmente protegidos (reducción de viremia).

·Los animales vacunados mostraron respuesta
anamnésica después del reto.

·El animal protegido totalmente desarrolló los nive-
les más bajos de anticuerpos después del reto. El
animal con la viremia mayor desarrolló los títulos más
elevados de anticuerpos Nt (tanto IgM como IgG).

Tabla 2. Títulos de los anticuerpos neutralizantes en 
monos inmunizados a los días 0 y 30 después del reto 
con virus Dengue 4  

  0 30 TPG 
 D1 30 640  

E4rec D2 30 85 228 
 D 30 220  
     
 D8 0 45  

Control D9 0 20 43 
 D10 0 92  

Ø Un animal mostró un incremento de 2.8 veces en el título de 
Acs Nt 

Ø Los otros un incremento de 7.3 y 21.3 veces 
Día 30 
p<0.05 
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