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1 INTRODUCCIÓN 

La infección causada por el virus de la hepatitis C (VHC) se considera un problema de salud 

mundial. Actualmente existen más de 170 millones de personas infectadas por este patógeno en el ámbito 

internacional. El VHC no sólo produce la hepatitis aguda por infección transitoria, sino también la hepatitis 

crónica que conduce a la cirrosis hepática en el 20% de los casos y de éstos, el 5% desarrolla 

hepatocarcinoma celular. Los estudios indican que existe una persistencia viral del 70% al 80% en los 

individuos que se infectan con el virus (1;2). En Cuba, los estudios de prevalencia mostraron un índice de 

1,2% de presencia de anticuerpos específicos para el VHC en la población estudiada (3). En la actualidad no 

se dispone de una vacuna contra este patógeno y las terapias disponibles son efectivas sólo hasta en un 40% 

de los casos (4). Por esto, el desarrollo de una vacuna contra este patógeno viral constituye una prioridad 

sanitaria en la actualidad. 

El VHC presenta diversas características biológicas que dificultan su estudio y frenan el desarrollo 

de agentes antivirales y vacunas. Entre las más importantes se encuentran: los bajos títulos de partículas 

infecciosas en la sangre y el hígado, la ausencia de un cultivo in vitro estable para el virus, y el hecho de ser 

el chimpancé el único modelo animal natural disponible. Además, se conoce poco acerca de la vía de 

ensamblaje in vivo, así como de la estuctura de la nucleocápsida y el virion del VHC, ya que no se dispone 

de cantidades suficientes del virus purificado que permitan realizar estudios estructurales y biofísicos 

detallados. Esto obligó a los investigadores a utilizar los métodos de ingeniería genética para el aislamiento 

del VHC y el estudio de las diferentes proteínas virales y sus funciones (5). 

El VHC es un virus de ARN de simple cadena de polaridad positiva que pertenece al género 

Hepacivirus dentro de la familia Flaviviridae. El ARN viral mide 9,6 kb y contiene un marco abierto de 

lectura que codifica para una poliproteína precursora de 3 010-3 011 aa, que se procesa proteolíticamente por 

una combinación de proteasas virales y del hospedero. Este procesamiento da lugar a las proteínas necesarias 

para el ensamblaje y la replicación viral (cápsida (HCcAg), El, E2, NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A y NS5B) 

(6). 

La respuesta inmune frente a la infección natural por el VHC es generalmente insuficiente (7). Se 

plantea que la alta variabilidad de los antígenos de la envoltura (El y E2) pudiera ser la causa de que la 

respuesta inmune humoral dirigida contra éstos sea inefectiva para proteger contra todas las variantes o que 

sea sólo protectora para la variante viral del mismo aislamiento (8). No obstante, los estudios recientes 

sugieren la importancia 
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de una respuesta inmune humoral y celular temprana, diversa y potente para la protección contra el virus (9; 

10). 

Se considera que la proteína HCcAg es el principal componente de la cápsida viral (6). Los estudios 

indican que la forma preliminar de procesamiento de la proteína HCcAg es una proteína de 23 kDa (P23), 

compuesta de 191 aminoácidos y no glicosilada. La maduración de la proteína ocurre de manera 

postraduccional rindiendo un producto final que solo comprende hasta el aa 173 (P21) del precursor inicial 

(11). P21 es considerada la proteína madura de la nucleocápsida del virus y fue la forma detectada en las 

partículas virales aisladas del suero de individuos infectados con el VHC (12). 

HCcAg es una proteína altamente conservada entre los diferentes aislamientos, y presenta 

numerosos epitopos reconocidos por linfocitos T citotóxicos y auxiliadores. Este reconocimiento es más 

frecuente en los pacientes que se recuperan de la enfermedad, y en los individuos que están expuestos al virus 

y no se enferman (10; 13). Por esto, el HCcAg pudiera ser un componente importante en futuras vacunas de 

amplio espectro contra el VHC. 

Por otro lado, diferentes estudios mostraron la obtención de cápsidas de varios agentes virales en 

diferentes microorganismos (14; 15). Además, estos antígenos particulados mostraron ser potentes 

inmunógenos, capaces de inducir no sólo una fuerte respuesta humoral, sino también celular (16; 17). Incluso 

en un caso de virus envuelto como el virus de la hepatitis B (VHB), donde la cápsida constituye un antígeno 

interno del virión, la inmunización con la cápsida puso de manifiesto una protección parcial en humanos y 

marmotas (18-20). 

Teniendo en cuenta los elementos anteriormente expuestos se definió la siguiente hipótesis de 

trabajo: "Es posible obtener variantes recombinantes de la proteína de la cápsida del virus de la 

hepatitis C que se ensamblen en partículas, con características físico-químicas e inmunológicas 

parecidas a la reportada para la cápsida producida por la infección natural". 

Para investigar la validez de esta hipótesis nos propusimos los siguientes objetivos y tareas: 

Objetivo 1: 

Obtener la proteína recombinante HCcAg del virus de la hepatitis C sintetizada en Pichia pastoris 

con un procesamiento y una conformación capaz de generar partículas parecidas a la cápsida 

natural del VHC. 
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Tareas: 

1. Clonación y expresión en P. pastoris de una variante del gen que codifica para la poliproteína del VHC 

que comprende la proteína HCcAg y los primeros 148 aa de la proteína El (C-E1L). 

2. Caracterización del procesamiento de C-E1L y de las partículas de HCcAg obtenidas a partir de P. 

pastoris. 

3. Purificación de la proteína HCcAg recombinante, y estudio in vitro de su ensamblaje en partículas 

semejantes a la cápsida viral. 

Objetivo 2: 

Obtener una variante truncada de la proteína recombinante HCcAg del virus de la hepatitis C 

sintetizada en Escherichia coli con una conformación capaz de generar partículas parecidas a la 

cápsida natural del VHC. 

Tareas: 

4. Clonación y expresión en E. coli de una variante génica de HCcAg compuesta por los primeros 120 aa 

(Co.l20e). 

5. Caracterización de las partículas obtenidas en E. coli. 

6. Purificación de la proteína Co. 120e recombinante y estudio in vitro de su ensamblaje en partículas 

semejantes a la cápsida viral. 

7. Estudio funcional in vitro de la interacción de la proteína recombinante Co.l20e y ADN plasmídico. 

Objetivo 3: 

Estudiar las características antigénicas e inmunogénicas de las variantes de la proteína 

recombinante HCcAg. 

Tareas: 

8. Estudio de la antigenicidad de las partículas de HCcAg obtenidas en P. pastoris y E. coli frente a 

sueros de pacientes infectados con el VHC. 

9. Estudio en ratones de las respuestas de anticuerpos IgG específicos y linfoproliferativa inducidas por las 

partículas de HCcAg obtenidas en P. pastoris y E. coli. 

10. Estudio en ratones de la respuesta de hipersensibilidad retardada (DTH) inducida por las partículas de 

HCcAg obtenidas en E. coli. 

11. Estudio en ratones de la respuesta inmune específica y anti-viral inducida por las partículas de Co. 120e 

obtenidas en E. coli y en formulación con adyuvantes. 

Este trabajo consta de los siguientes elementos científicos novedosos: 

La obtención de la proteína HCcAg de un aislamiento cubano en microorganismos. 
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El procesamiento de la proteína HCcAg en la levadura P. pastoris en forma similar a como ocurre en células 

de organismos superiores. 

La obtención de partículas formadas por la proteína HCcAg a partir de P. pastoris, con características 

estructurales parecidas a la cápsida natural del VHC. Se identificó a P21 como el componente de estas 

partículas. 

La purificación de la proteína P21 derivada de P. pastoris en forma monomérica y su ensamblaje in vitro en 

partículas con características estructurales y antigénicas parecidas a la cápsida natural del VHC. 

La obtención de partículas formadas por la proteína HCcAg truncada a partir de E. coli, con características 

estructurales parecidas a la cápsida natural del VHC. 

La purificación de la proteína HCcAg truncada derivada de esta bacteria recombinante en forma monomérica 

y su ensamblaje in vitro en partículas con características estructurales y antigénicas parecidas a la 

cápsida natural del VHC. 

Estos resultados fueron publicados, informándose por primera vez a la comunidad científica. 

La importancia práctica de este trabajo consiste en la obtención de partículas parecidas a la cápsida del 

VHC, que pueden constituir un modelo para el estudio de la morfología y el ensamblaje viral. También 

los resultados pudieran ser utilizados en el diseño de medicamentos preventivos y terapéuticos contra el 

VHC. De igual forma, su posible utilización como portador de otros antígenos pudiera ser de gran 

utilidad práctica. La importancia teórica de este trabajo consiste en que la demostración de la capacidad 

intrínseca de la proteína HCcAg de ensamblarse en partículas constituye un valioso aporte al estudio de 

la morfogénesis y ensamblaje del VHC. Además, el conjunto de las técnicas empleadas constituye un 

aporte metodológico al estudio de los antígenos virales en el país. 

La tesis consta de Introducción, Revisión Bibliográfica, Materiales y Métodos, Resultados, Discusión, 

Conclusiones, Recomendaciones, Referencias Bibliográficas, Anexos y Autobibliografía. Los resultados de 

este trabajo han sido expuestos en varias conferencias nacionales e internacionales y forman parte de una 

publicación nacional y ocho internacionales. Parte de este trabajo está incluido en una patente internacional 

publicada y otra aceptada en Cuba. Los resultados de este trabajo están avalados por dos logros del Centro de 

Ingeniería Genética y Biotecnología y un premio anual de la Academia de Ciencias de Cuba. 

Esta investigación se desarrolló en el Centro de Ingeniería Genética y Biotecnología 
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de La Habana, Cuba, y se presentó ante el Consejo Científico y el Departamento de Bioquímica de la 

Facultad de Biología de la Universidad de La Habana. 
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2 REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA 

1.1 Antecedentes históricos del virus de la hepatitis C (VHC) 

En 1940 se describió el origen viral de una parte importante de las hepatitis, acumulándose hasta la 

fecha una valiosa información sobre las mismas. El descubrimiento del “antígeno de Australia” (21) y su 

asociación como marcador de la infección por el virus de la hepatitis B (VHB) (22), así como la 

visualización de la partícula de 27 nm del virus de la hepatitis A (VHA), hicieron posible el desarrollo de 

ensayos de diagnóstico para la detección de ambos virus (23). No obstante, ciertas evidencias influyeron 

definitivamente para que los investigadores aceptaran la idea de la existencia de otros agentes etiológicos, 

que sólo podían ser diagnosticados por exclusión y a los que denominaron virus de la hepatitis no-A, no-B 

(VHNANB). La evidencia más fuerte era la aparición de casos de hepatitis en pacientes negativos a los 

marcadores del VHA y del VHB y con características clínicas diferentes de los virus descritos hasta ese 

momento (24). 

En 1978 se obtuvieron resultados satisfactorios en experimentos de transmisión de la enfermedad a 

chimpancés, que establecieron el carácter infectivo del VHNANB (25). Posteriormente, Choo y 

colaboradores en 1989 lograron identificar el agente causal de la mayoría de las hepatitis post-

transfusionales no-A, no-B (HNANB), que se denominó virus de la hepatitis C (VHC). Este resultó ser el 

primer virus descrito, caracterizado y diagnosticado por el empleo de las técnicas de ingeniería genética 

antes de su aislamiento y visualización mediante las técnicas tradicionales de la virología y la inmunología 

(5;25). 

1.2 Características generales del VHC. Biología molecular del virus. 

El VHC es un virus de ARN de simple cadena de polaridad positiva que pertenece a la familia 

Flaviviridae, y muestra gran semejanza con los géneros Flavivirus y Pestivirus. Actualmente se ubica en el 

género Hepacivirus (26;27). Se estima que el virión posee un diámetro que oscila entre los 50 y los 75 nm 

y que está formado por una envoltura externa lipoproteica que rodea a una cápsida nuclear en cuyo interior 

se encuentra el material genético (28). 

La utilización de las técnicas de ingeniería genética determinaron que el ARN viral mide 9,6 kb y 

contiene un marco abierto de lectura que codifica para una poliproteína precursora de 3 010-3 011 aa. Ésta 

se procesa proteolíticamente por una combinación de proteasas virales y del hospedero, dando lugar a las 

proteínas necesarias para el ensamblaje y la replicación viral (Figura 1) (29). 
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El genoma contiene hacia el extremo 5’ una región no traducida (5‘RNT) de 341 nucleótidos 

altamente conservados que presenta una identidad de secuencia nucleotídica de más de un 90% entre 81 

aislamientos diferentes (30). Esta región forma estructuras secundarias y terciarias complejas con 

importancia funcional. Además, contiene múltiples codones AUG antes del sitio de inicio de la 

traducción, así como regiones que se supone intervienen en la replicación y en la traducción. Este es el 

caso de los elementos que funcionan como sitios de entrada interna del ribosoma (IRES) y que pudieran 

diferenciar la traducción del genoma viral de la traducción de los ARNm celulares (31). 

A continuación se encuentran los genes que codifican para las proteínas estructurales: una proteína 

que constituye la cápsida del virión (HCcAg), dos glicoproteínas de la envoltura (El y E2) y un pequeño 

polipéptido de función desconocida (p7). Hacia el extremo 3' se encuentran los genes que codifican las 

proteínas no estructurales (NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A y NS5B) (32). 

La proteína HCcAg se encuentra hacia el extremo amino terminal (N-terminal) de la poliproteína 

viral, se postula que su forma inmadura abarca los primeros 191 aa y presenta un alto contenido de aa 

básicos (arginina y lisina). Esta propiedad es característica de las 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Esquema de la organización genómica del VHC y del procesamiento de las 
proteínas estructurales y no estructurales así como la posible función de algunas de ellas. C: 
HCcAg; El, E2: proteínas de la envoltura; NS2-NS5: proteínas no estructurales. 
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proteínas que interactúan con los ácidos nucleicos (33). 

El y E2 son glicosiladas y los anticuerpos específicos contra estas proteínas reconocen la superficie 

de los viriones del VHC sintetizados en células de mamíferos (BHK-1, CHO) y en hepatocitos de 

chimpancés (34;35). Por estas características y por su homología de secuencia con las proteínas de la 

envoltura de los Flavivirus y los Pestivirus se postula que El y E2 forman parte de la envoltura del virión 

(36). Además estas proteínas forman complejos asociados principalmente por interacciones no covalentes, 

que son retenidos en el retículo endoplasmático (RE) (37). En el extremo N-terminal de E2 se encuentra 

una región, cuya secuencia presenta una alta variabilidad, conocida como RHV- 1 (38). Esta región es el 

blanco del único anticuerpo (Acs) neutralizante conocido para secuencias específicas del VHC (39). Esta 

proteína parece intervenir en la interacción inicial del virus con la célula hospedera y se sugirió como su 

posible receptor la molécula CD81, una tetraspanina que se expresa en varios tipos de células que incluyen 

los hepatocitos y los linfocitos B. Posteriormente, se determinó la región de unión de E2 al lazo mayor 

extracelular de CD81 y se observó que los anticuerpos neutralizantes del virus generados in vivo 

inhibieron la unión de E2 a CD81 in vitro (40). Recientemente, se identificó la molécula CD209L como 

otro posible receptor del VHC (41). Esta molécula es una lectina que se expresa en las células endoteliales 

del hígado y de los nodulos linfáticos. Se demostró que E2 interaccionó específicamente con CD209L (41). 

A continuación de las regiones que codifican las proteínas estructurales se encuentran las secuencias 

que codifican para las proteínas no estructurales en el siguiente orden: NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A y 

NS5B. Estas proteínas tienen funciones enzimáticas, e incluyen al menos dos proteasas, una polimerasa y 

una helicasa (42). 

NS2 es una proteína hidrofóbica de membrana que se localiza en el RE y tiene un peso molecular de 

23 kDa (43). Aunque algunos estudios sugieren que NS2 pudiera intervenir en el procesamiento de la 

poliproteína viral su función biológica es desconocida (44). Trabajos recientes indican que esta proteína 

pudiera inhibir el proceso de apoptosis celular (45) y la expresión génica a partir de determinados 

promotores celulares y virales (46). Estos estudios sugieren que NS2 interviene en la patogénesis de la 

infección crónica inducida por el VHC. 

NS3 es una proteína de 70 kDa que presenta tres actividades enzimáticas (47): una proteasa del tipo 

serina y una combinación de funciones helicasa-NTPasa. Además, NS3 puede afectar varias funciones 

celulares y contribuir a la patogénesis inducida por el VHC (48). 
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NS4A puede mediar la asociación de NS3 con la membrana del RE y facilitar su función de proteasa (49). 

NS4B es una proteína de 27 kDa poco conocida, aunque parece formar parte del supuesto complejo de 

replicación viral (49). 

La función de NS5A en el ciclo de vida del VHC todavía no se conoce. En esta proteína existe una 

región asociada a la sensibilidad del subtipo Ib del VHC al tratamiento con IFN-a (50). Por otra parte, la 

proteína NS5B tiene una función similar a la enzima ARN polimerasa que depende de moldes de ARN y 

presenta 4 aminoácidos cruciales para su actividad. Cualquier cambio en estos aminoácidos disminuye su 

actividad enzimática (51). Se observó que esta proteína tiene una localización perinuclear. Su interacción 

con las membranas sugiere que la replicación del VHC puede ocurrir asociada al RE alrededor del núcleo 

(52). Los trisfosfatos de rivavirina no tienen efecto inhibitorio sobre esta actividad polimerasa, por esto se 

sugirió que el efecto terapéutico observado en algunos pacientes no está relacionado con la inhibición de la 

polimerasa (53). 

Hacia el extremo 3’ del genoma se encuentra la región 3’ no traducida (3'RNT). Esta región está 

compuesta por una secuencia variable de 40 nucleótidos, una cola de poliuracilo que es heterogénea y una 

región de 98 nucleótidos altamente conservada y esencial para la replicación viral (54). 

1.3 Heterogeneidad del VHC y evasión de la respuesta inmune 

Los análisis basados en la comparación de secuencias totales o parciales del genoma del VHC, revelaron 

la existencia de una alta variabilidad, tan acentuada como en los virus de simple cadena de ARN (55). La 

alta frecuencia de mutaciones que tienen lugar durante la replicación viral pudiera explicarse porque la 

enzima ARN polimerasa dependiente de ARN no presenta la actividad correctora de lectura que sí 

presentan las polimerasas de ADN (9). Se observó que las mutaciones no se distribuyen homogéneamente a 

lo largo del genoma del VHC, sino que se favorecen aquellas relacionadas con la evasión de la respuesta 

inmune. Estas mutaciones se localizan en las proteínas de la envoltura, donde se encuentran los principales 

epitopos reconocidos por los Acs neutralizantes, y no en aquellas proteínas vinculadas con otras funciones 

esenciales para la replicación viral (9). 

El virus posee la capacidad de mutar rápidamente (entre 10-3 y 10-4 sustituciones de bases por sitio del 

genoma por año). Por esto, es posible encontrar en un único individuo infectado una serie relacionada de 

diferentes genomas del virus (56;57). Uno de estos pudiera convertirse en la cepa dominante por la 

adaptación del virus a los cambios ambientales, como la presión del sistema inmunológico o el cambio de 

hospedero. A este
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fenómeno se le denominó dinámica de “cuasiespecies” y se presume que proporcione al virus un 

mecanismo rápido y eficiente para escapar a la respuesta inmune del hospedero (56;57). 

En la segunda Conferencia Internacional del VHC y virus relacionados, Simmonds y colaboradores 

propusieron un sistema de nomenclatura consenso para ser utilizado en los estudios futuros del VHC (58). 

Según este sistema, el VHC se clasifica en base a la similitud de la secuencia nucleotídica por tipos 

genéticos principales denominados genotipos. Estos son enumerados en el orden de su descubrimiento por 

el sistema de números arábicos. La mayoría de las cepas del VHC que están más relacionadas dentro de 

algunos tipos son llamados subtipos, que son designados por letras en orden alfabético, según su 

descubrimiento (Ejemplos la, Ib, 2a, 2b,...). 

Hasta el presente se identificaron al menos seis genotipos principales del VHC en todo el mundo (59). 

La relación de los genotipos con la progresión de las enfermedades del hígado, el resultado de la infección 

y la respuesta a la terapia con IFN, no esta dilucidada (60). El estudio de estos resultados se dificulta por la 

larga historia natural, de forma asintomática, de la infección por el VHC y la carencia de información sobre 

el tiempo exacto de exposición a la infección. Los genotipos se diferencian en la carga viral, la generación 

de respuesta de Acs específica y la respuesta clínica al tratamiento con interferón, lo que dificulta el 

diagnóstico y la terapéutica (61). 

1.4 Epidemiología 

Actualmente se estima que 170 millones de personas o más están infectadas crónicamente con el 

VHC en el mundo (62). En Cuba, se estimó una prevalencia de anticuerpos anti-VHC de 1,12% (3). Esto 

indica que 120 000 personas o más pudieran ser portadoras del virus. No obstante, existen provincias como 

Guantánamo y Ciego de Ávila donde la prevalencia alcanzó un 1,8 y 1,9%, respectivamente. Las 

provincias Ciudad Habana y Habana, que acumulan grandes densidades de población, mostraron una 

prevalencia de un 1%, similar al promedio nacional (3). 

La epidemiología del VHC es similar en algunos aspectos a la del VHB y del virus de la hepatitis D 

(VHD) en lo referente a la correlación entre la exposición a los productos derivados de la sangre y la 

infección (2). Los primeros estudios de la prevalencia del VHC (en individuos receptores de transfusiones 

y en personas con condiciones médicas asociadas con una alta frecuencia de transfusión sanguínea como la 

hemofilia, la talasemia, el fallo renal crónico y la cirugía del corazón) demostraron que los altos índices de 
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HNANB detectados en estos grupos estaban relacionados con la infección por el VHC (63). 

Mediante una prueba de detección de Acs anti-VHC por ELISA en los bancos de sangre se pudieron 

identificar las donaciones infectadas con el virus y así disminuir la incidencia de las hepatitis parenterales 

(64). No obstante, la aplicación de esta prueba de Acs anti-VHC en los donantes no elimina totalmente el 

riesgo de adquirir el VHC después de la transfusión (65). 

Los principales grupos de riesgo de infección con este virus son, primeramente, los hemofílicos y 

adictos al consumo de drogas por vía intravenosa, con una prevalencia del 60 al 90% (66). En segundo 

lugar, los hemodializados con hasta más de un 70% de seropositividad (67). Los tatuajes también se 

asociaron al riesgo de contraer la infección por el VHC (68). 

Las evidencias de transmisión del VHC por contacto sexual son contradictorias en dependencia de 

las metodologías y las poblaciones estudiadas. En estos estudios se observó una prevalencia entre el 1,7% y 

el 16% (69-71). Por otra parte, la transmisión del VHC por convivencia no está bien estudiada, ya que no 

es posible descartar el contacto sanguíneo a través del daño de las mucosas y el uso de jeringuillas 

reutilizables. Las frecuencias determinadas en este grupo se encuentran entre el 0.2 y el 2.2% (72). La 

transmisión perinatal se documentó en diferentes estudios con una frecuencia que fluctúa entre el 0% y el 

7% (73-75). También se estudió en los casos de madres co-infectadas con el VHC y el virus de la 

inmunodeficiencia humana (VIH), donde la prevalencia de la infección por el VHC aumentó, con valores 

entre un 5% y un 36% (75;76). Los estudios de transmisión del VHC a través del contacto sexual, la 

convivencia con personas infectadas con el VHC y entre la madre infectada y el recién nacido presentan 

algunos resultados contradictorios. No obstante, la frecuencia de transmisión del VHC es menor en 

comparación con la observada para el VIH y el VHB por estas rutas (72). 

La evaluación de la infección ocupacional con el virus demuestra que es un fenómeno poco 

frecuente, con una prevalencia entre el 0 y el 2% (77). Finalmente, los estudios epidemiológicos 

demuestran que entre el 30 y el 50% de los casos infectados por el VHC se desconoce la causa de la 

infección (72). 

1.5 Respuesta inmune 

La inmunidad inducida por la infección natural con el VHC es generalmente débil e inefectiva para 

proteger contra la infección viral (78). Sin embargo, la aparición frecuente de formas leves o resueltas de la 

enfermedad producida por segundas infecciones con el 
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VHC indican que existe un determinado componente de inmunidad (62). 

1.5.1 Respuesta de anticuerpos 

En la enfermedad causada por el VHC, a diferencia de las seroconversiones clásicas de otras 

infecciones virales, no se genera una cinética de isotipos o un patrón ordenado de respuesta de anticuerpos 

contra las proteínas virales. Por esto, no se dispone de un patrón serológico que permita relacionar el estado 

de la enfermedad con la replicación viral, o realizar un pronóstico clínico de la infección o la terapia en 

estudio (79;80). Además, los Acs específicos se detectan tarde en el curso de la enfermedad (80;81). 

Las regiones inmunodominantes del VHC reconocidas por la respuesta humoral específica contra el 

virus se localizan en las proteínas HCcAg, NS3 y NS4 (80;82;83). La proteína HCcAg genera los primeros 

Acs en sujetos que son asintomáticos así como en pacientes infectados, que pueden persistir después de la 

recuperación de la enfermedad (80:83). Diferentes estudios mostraron que la respuesta de Acs contra NS4 

correlacionó positivamente con la actividad de la enfermedad hepática inducida por el VHC (80;84). Se 

sugirió además que los Acs producidos contra NS4 no tienen cualidades protectoras (80;85). 

Resulta interesante destacar que varios trabajos indican que los Acs dirigidos contra la RHV-1 de E2 

generan cierta reactividad cruzada (80;86). Además, la generación de una respuesta temprana de Acs anti-

RHV-I se correlacionó con las formas de infección aguda resueltas. En los pacientes que desarrollan la 

infección crónica, estos Acs se generan tarde durante el curso de la infección y se mantienen hasta después 

de 17 años (87). Otra evidencia que indica la presencia de epitopos neutralizantes en E2, es la existencia y 

persistencia de altos títulos de Acs que inhiben la unión de la proteína E2 a células humanas (Hep G2) en 

los individuos que resuelven naturalmente la infección (88). Estos elementos indican que estos Acs 

pudieran ser de naturaleza protectora. No obstante, otros estudios postulan que estos Acs son generalmente 

específicos para el suero de donde se derivó la secuencia de RHV-I y con frecuencia son incapaces de 

reconocer las secuencias de RHV-I obtenidas del mismo individuo en un estado posterior de la infección 

(89). 

Por otra parte, se plantea que los Acs que inhiben la unión de E2 con uno de sus posibles receptores, 

el CD81, pudieran ser protectores. La región de E2 que interactúa con CD81 es dependiente de su 

conformación e involucra los aa 480-493 y 554-569. Adicionalmente, los Acs presentes en sueros de 

conejos contra la región comprendida en los aa 517-535 de E2, evidenciaron su capacidad para impedir la 

unión de una E2 soluble a CD81. Además, los Acs contra esta región de E2 se observaron en el suero de un 

paciente
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crónico que neutralizó un aislamiento homólogo del VHC inoculado en chimpancés (90). 

1.5.2 Respuesta de linfocitos T CD4+ 

Aunque la respuesta celular de linfocitos T CD4+ (LT CD4+) parece ser insuficiente en la mayoría 

de los pacientes infectados con el VHC, varios estudios indican la importancia de esta respuesta en la 

clarificación viral (91). Los estudios sugieren que una respuesta temprana, vigorosa y multiespecífica de 

LT CD4+ favorece la resolución de la enfermedad y la inmunidad contra el virus. Por el contrario, una 

respuesta de LT CD4+ débil y tardía se relaciona con el establecimiento de la inmunopatología crónica del 

hígado (92). 

Los antígenos más inmunogénicos reconocidos por los LT CD4+ son las proteínas HCcAg, NS3 y 

NS4 (91;93;94). Los estudios de la reactividad de los LT CD4+ específicos para el VHC presentes en 

humanos contra péptidos de las proteínas HCcAg y NS4, indican que la inducción de una respuesta 

vigorosa de este tipo, en las etapas tempranas de la infección, es importante para limitar la expansión viral 

así como para mantener bajo control la replicación del VHC (95). Por otra parte, un número creciente de 

evidencias indican que el patrón de citocinas secretadas por los LT CD4+ puede facilitar la erradicación de 

la infección cuando está dirigido hacia una respuesta auxiliadora de tipo 1 (Thl) (secreción de interleucina 

2 (IL2) e interferón y (IFN-y)), o puede favorecer la persistencia viral, si está orientado hacia una respuesta 

auxiliadora de tipo 2 (Th2) (secreción de interleucinas 4 (IL4) y 10 (IL10)) detectadas en el suero de los 

individuos infectados (96). 

Se observó que la mayoría de los LT CD4+ que infiltran el hígado con hepatitis crónica son capaces 

de secretar IFN-y, en tanto que los niveles séricos del factor de necrosis tumoral (TNFa) varían con la 

severidad de la enfermedad (97). Otros resultados mostraron que la frecuencia de LT CD4+ específicos 

para el VHC es significativamente superior en el tejido hepático (donde reconocen simultáneamente a 

HCcAg y NS4) (98) que en la sangre periférica (99). 

1.5.3 Respuesta de linfocitos T CD8+ 

La respuesta celular de linfocitos T CD8+ (LT CD8+) específicos para el VHC es generalmente 

insuficiente en los pacientes infectados para ayudar a la clarificación viral (100-102). No obstante se 

reconoce que tanto la respuesta de LT CD8+ como las citoquinas secretadas por estas células pueden 

desempeñar un papel importante tanto en la inhibición viral como en la inmunopatogénesis y 

particularmente en el daño hepático (10; 13; 100). Los LT CD8+ presentes en la sangre periférica y los que 

infiltran el hígado de 
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pacientes crónicos infectados con el VHC reconocen epitopos de todas las proteínas del VHC (100; 103; 

104). 

Estudios realizados en chimpancés mostraron que aquellos animales que clarifican la infección 

generan una respuesta de LT CD8+ fuerte, temprana y multiespecífica, en contraste con aquellos animales 

que desarrollan una infección crónica, en los que se verifica una respuesta débil de LT CD8+, 

especialmente en los estadios más tempranos de la enfermedad (105). Además, se determinó que en los 

individuos infectados con el VHC la frecuencia de LT CD8+ específicos para el VHC en la sangre fluctúa 

entre el 0,01-1,2% del total de la población de LT CD8+ y que su fenotipo es consistente con el de células 

T de memoria en reposo (99). 

Los estudios de la infección aguda en humanos revelaron que junto con el incremento en los niveles 

séricos de la enzima alanina-amino transferasa (ALT), se incrementan los LT CD8+ específicos para el 

VHC, aunque este incremento es temporal. Se detectaron además cambios rápidos en los marcadores 

fenotípicos y en la especificidad antigénica y se observó que el tiempo de aparición de los LT CD8+ se 

prolonga más allá del período agudo (10;99) 

Todo lo anterior sugiere que la respuesta celular de LT CD4+ y LT CD8+ puede desempeñar un 

papel importante tanto en la protección contra el VHC como en la patogénesis causada por el VHC (99; 

106). 

1.5.4 Influencia de los haplotipos HLA y la variación de los epitopos en la respuesta inmune celular 

contra el virus de la .Hepatitis C 

Se observó que determinados factores como el tipo de moléculas del complejo mayor de 

histocompatibilidad (HLA) del hospedero pueden influir en la inmunidad protectora generada por el 

sistema inmune del hospedero contra la infección causada por el VHC. Los individuos portadores de los 

alelos DRB1*04, DQA1*03 y DQB 1*0301 son más propensos a clarificar espontáneamente la viremia 

(99; 107). También los alelos DQB 1*0302, DRB1*1104 y DQA 1*0501 se asociaron con la protección 

(108). Por el contrario, el alelo DQB 1*0201, predispone a los individuos que lo portan a progresar hacia la 

cronicidad de la enfermedad causada por el VHC (109). 

También se postula, que el sistema inmune no es capaz de adaptarse a la variación sostenida de las 

principales regiones antigénicas del virus. Se sugirió que la variación en los principales epitopos del VHC 

reconocidos por los LT CD8+ en chimpancés y humanos puede influir en el escape inmunológico, la 

persistencia del VHC y la patogénesis viral (110-114). 
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1.6 Inmunopatógcnesis y hepatocarcinogénesis 

El VHC pertenece a una familia de virus citopáticos (115) y el cuadro general histológico, de la 

hepatitis C crónica sugiere que este patógeno es citopático (85). Por otra parte, un número creciente de 

evidencias indican que el daño al conducto biliar es causado, al menos parcialmente, por el sistema inmune 

del hospedero. Otros datos clínicos apuntan hacia una participación decisiva de las proteínas virales en la 

regulación de la proliferación del hepatocito. Así, se reportó la formación de carcinoma hepatocelular en 

ratones transgénicos que expresaban constitutivamente la proteína HCcAg (116). Otras evidencias 

involucran a las proteínas virales NS3, NS4B y NS5A como potenciales especies oncogénicas (117; 118). 

1.7 Estrategias terapéuticas y profilácticas 

Los trece años subsiguientes al descubrimiento del VHC como el principal agente causal de las 

HNANB estuvieron colmados de esfuerzos (por parte de distintos grupos de investigadores de todo el 

mundo) para encontrar un producto antiviral o una vacuna con actividad terapéutica y/o profiláctica. Por 

una parte, se utilizó la terapia con IFN- a en el tratamiento de pacientes infectados por el VHC. Sin 

embargo, esta terapia es efectiva sólo en el 20-30% de los casos (119). A esto se añade el hecho de que la 

terapia con IFN- α genera numerosos efectos adversos, entre los que se incluyen: la fatiga, la depresión, las 

artralgias, la trombocitopenia, entre otros (120). Los estudios más prometedores mostraron que la 

combinación de IFN- a e INF- α  pegilado con Ribavirina inducen una respuesta sostenida en el 40% de los 

pacientes con infección crónica (121). Estos resultados son alentadores e iniciaron una etapa de optimismo 

en la terapia del VHC. No obstante, es evidente que la terapia antiviral no es la solución para el VHC como 

pandemia, ya que una gran parte de los infectados por el VHC viven actualmente en los países del tercer 

mundo, donde no hay acceso a los medicamentos por los costos de estos tratamientos. Por esto, se 

considera importante el desarrollo de agentes vacunales efectivos contra el VHC. 

Sin embargo, se plantea que existen tres obstáculos principales para el desarrollo de una vacuna 

efectiva contra el VHC: 

1) El VHC persiste en el organismo en una distribución de “cuasiespecies” donde se observa una 

elevada frecuencia de mutaciones en la RHV-I, que se postula constituye el blanco epitópico principal para 

la respuesta humoral neutralizante. 

2) La respuesta inmune contra las proteínas de la envoltura presenta una cinética lenta de aparición 

y no alcanza títulos elevados de Acs (122).
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3) No existe un cultivo de tejidos conveniente para los ensayos de neutralización por Acs, o para la 

obtención de cepas atenuadas del VHC (8;78). 

A pesar de estas limitaciones, se realizan muchos intentos en el desarrollo de vacunas. Inicialmente, 

se generó una vacuna recombinante de subunidades que incluía a las proteínas E1/E2. Este preparado 

vacunal fue capaz de inducir una inmunidad protectora frente al reto con cepas homólogas del VHC en 

chimpancés, pero no frente a cepas heterólogas del VHC (123). En otro estudio, la proteína recombinante 

El proveniente de un aislamiento del genotipo Ib fue purificada como homodímeros que se asociaban en 

partículas de 9 nm de diámetro (124). En un estudio realizado en chimpancés con infección crónica con el 

VHC se observó una asociación entre los altos niveles de anticuerpos contra la El y el mejoramiento de la 

enfermedad (124). 

En otro estudio, se evaluó una vacuna compuesta por la proteína HCcAg formulada con ISCOMs. 

Ésta generó una fuerte respuesta de anticuerpos y de LT CD4+ y CD8+ en Macacos rhesus (125). La 

combinación HCcAg-ISCOM también potenció la respuesta inmune contra el heterodímero E1/E2. 

Una de las estrategias que se emplea actualmente en la búsqueda de una vacuna efectiva contra el 

VHC se basa en la inmunización con ADN recombinante que codifica para las proteínas estructurales del 

virus. Dou y colaboradores en 1999 demostraron que plasmidios que expresaban las proteínas HCcAg, El y 

E2, generaban en ratones una respuesta de Acs específica y una respuesta linfoproliferativa (126). Diversos 

estudios también evidenciaron, con algún éxito, la influencia de diferentes vectores de ADN para potenciar 

la respuesta LT CD8+ (127). 

La proteína HCcAg es el antígeno del VHC más estudiado mediante la metodología de 

inmunización con ADN. Se desarrollaron diferentes variantes y vectores de expresión, que incluyen el gen 

completo que codifica para la proteína HCcAg o formas truncadas del mismo. También se diseñaron 

plasmidios que expresaron la región estructural completa del VHC. Diversas inmunizaciones en ratones 

con estas construcciones evidenciaron su capacidad para inducir una respuesta inmune humoral y celular 

específica (127-132). Esto sugiere que la inmunización con el gen que codifica para la proteína HCcAg es 

un método promisorio de vacunación contra la infección. 

Otra alternativa es la inmunización con partículas semejantes a virus (PSV) que contienen todas las 

proteínas estructurales del VHC. Lo novedoso y a la vez ventajoso de esta variante, es que en estas 

partículas, las proteínas se presentan en su conformación nativa. Además, la naturaleza particulada de estos 

antígenos favorece la inducción de una 
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fuerte respuesta de LT CD8+. Esto permite un reconocimiento más adecuado de los determinantes 

antigénicos, que generan una respuesta inmune tanto humoral como celular (133-136). 

1.8 La proteína de la cápsida (HCcAg) 

1.8.1 Biosintesis y propiedades bioquímicas. 

La proteína HCcAg es rica en aminoácidos básicos (arginina y Usina) y residuos de prolina. Los 

estudios indican que la forma preliminar de procesamiento de la proteína HCcAg es una proteína de 23 

kDa (P23), compuesta de 191 aminoácidos y no glicosilada. Una variante de la proteína HCcAg de este 

tamaño se identificó tanto en experimentos in vitro como in vivo en células de organismos superiores 

(6;29). El extremo C-terminal de la secuencia de esta proteína contiene dos dominios hidrofóbicos (43). El 

primer dominio hidrofóbico comprende la secuencia desde el aa 121 hasta el 151. El segundo se localiza 

inmediatamente antes de la secuencia de la proteína El y se considera que es una señal de translocación de 

El a través de la membrana del RE. Este dominio comprende la secuencia desde el aminoácido 170 hasta el 

191. P23 se sintetizó en diferentes sistemas de expresión (29). Inicialmente se procesa con el dominio 

hidrofóbico C-terminal retenido en la membrana del RE (43). La maduración de P23 puede ocurrir de 

manera co-traduccional o postraduccional al ser escindido el dominio de retención en la membrana por 

enzimas asociadas a la membrana del RE, rindiendo un producto final que comprende hasta el aa 173 

(P21) del precursor inicial (12;43; 137; 138). Esta proteína también se detectó en el suero de los individuos 

infectados con el VHC y se considera la forma madura de la proteína HCcAg (12). 

1.8.2 Localización celular y función. 

Se demostró que las dos formas (P2J y P23) coexisten, y que P23 regula la localización celular de 

P21 (137). Además, P23 influye en la función reguladora de P21 sobre la expresión del gen que codifica 

para el factor transcripcional p53 (138). 

También se identificó una tercera variante de la proteína HCcAg de 16 kDa (139) presente solo en el 

genotipo la del VHC. La localización principal de esta proteína fue a nivel de núcleo celular. 

En 1995, Suzuki y col. describieron para la proteína HCcAg tres regiones potenciales para la 

localización nuclear. Estas regiones se localizan fundamentalmente hacia la región N-terminal que es rica 

en aa con carga positiva (140). En experimentos de mutagénesis dirigida se logró la eliminación específica 

de cada dominio, lo que permitió discernir cuál de ellos era funcionalmente activo. Estos estudios 

demostraron que la región que 
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comprende los aa 38-43 fue suficiente para la localización nuclear de HCcAg. La secuencia comprendida 

en este dominio (38-PRRGPR-43) está bien conservada dentro de los diferentes subtipos del VHC aislados. 

Los estudios de la localización celular de la proteína HCcAg resultan contradictorios, ya que en 

algunos casos se localizó en el citoplasma (140; 141) y en otros se observó tanto en el núcleo como en el 

citoplasma (12; 116; 139). 

Las evidencias de la localización nuclear de la proteína HCcAg, y de la existencia de motivos de 

unión a ácidos nucleicos dentro de la secuencia de la proteína (33), sugirieron un posible papel funcional de 

la proteína HCcAg como reguladora de la expresión génica y de funciones celulares (142). 

Este papel regulador de la proteína HCcAg se verificó en diferentes modelos experimentales. La 

proteína HCcAg regula a nivel de la transcripción varios genes celulares y virales. Estos incluyen c-myc, 

c-fos, y genes del VHB y del VIH (143-146). Además, se observó que el HCcAg, en cooperación con el 

oncogen ras puede transformar las células de roedor en un fenotipo tumoral (147). Por otro lado, la 

expresión de la proteína HCcAg en el hígado de un ratón transgénico causó carcinoma hepatocelular 

(CHC) (116). Estos estudios sugieren que la proteína HCcAg tiene propiedades oncogénicas que afectan 

las funciones normales de la célula, como la proliferación y la muerte celular. 

También se observó que en dependencia de las líneas celulares utilizadas y de los tipos de 

transfectantes obtenidos, la proteína HCcAg puede estimular o suprimir la apoptosis inducida por FAS o 

TNF- α a través de la activación del factor transcripcional NF-kB (148; 149). Además, la proteína HCcAg 

puede interactuar con varias proteínas y de esta forma regular determinadas funciones celulares. Por 

ejemplo, se demostró que esta proteína interactúa con el receptor gClq e inhibe la proliferación de los 

linfocitos T (150). 

Algunos de estos resultados presentan contradicciones en dependencia de los modelos y condiciones 

experimentales utilizadas y deben ser confirmados en las condiciones reales de la infección por el VHC. 

No obstante, ellos indican que la proteína HCcAg presenta múltiples funciones y que puede desempeñar un 

papel importante en la patogénesis del VHC. 

1.8.3 Ensamblaje y replicación. 

En 1996 Matsumoto y colaboradores demostraron que la proteína HCcAg es capaz de interactuar de 

modo homotípico. Esto sugirió la posibilidad de la multimerización de HCcAg (151). Se determinó que 

esta propiedad se encuentra en la región comprendida
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entre los residuos Leu36 y Leu91 (151), y entre Pro82 y Gly 102 (152). Además, se observó 

que la región entre los residuos Val 122 y Cysl73 interviene en la formación del multímero de 

HCcAg (153). 

Aunque P21 es la forma detectada en las partículas virales aisladas del suero de 

individuos infectados con el VHC (12), recientemente se sugirió que P21 y P23 pueden formar 

un heterodímero en el citoplasma (138). Se supone que la asociación de la proteína HCcAg con 

la membrana sea importante para facilitar el ensamblaje y la liberación del virus siguiendo una 

vía similar a los Flavivirus y Pestivirus, cuya morfogénesis ocurre en asociación con las 

membranas intracelulares (154). 

También se observó que la proteína HCcAg presenta actividad de unión a ARN y 

ribosomas, localizada fundamentalmente en una región que comprende los aminoácidos 1- 75, 

que es la más conservada y contiene un gran número de residuos de arginina (43). Es conocido 

que los aminoácidos básicos desempeñan un papel importante en las actividades de unión a 

ARN en varias proteínas (33). La interacción observada entre HCcAg-ARN es congruente con 

el supuesto papel estructural de esta proteína. Por otro lado, se postuló que la interacción de 

HCcAg con el ribosoma puede ser un paso importante en la desenvoltura del virión (43). Estos 

estudios indican que la proteína HCcAg puede tener un papel importante en la morfogénesis y 

en la replicación viral. 

1.8.4 Propiedades Inmunológicas. 

Utilizando péptidos sintéticos se determinó que los epitopos antigénicos de HCcAg 

reconocidos por la respuesta humoral, se encuentran hacia el extremo hidrofílico N- terminal 

(155). 

Los anticuerpos contra la proteína HCcAg aparecen primero durante la infección, 

alrededor de la séptima u octava semanas de haberse iniciado el contacto con el virus (80). En 

la infección aguda por el VHC los anticuerpos contra esta proteína pueden ser encontrados en 

el 70-75% de los pacientes; en la infección crónica pueden detectarse en el 91 % de los casos 

(156). 

Para el VHC se encontró una buena correlación entre una fuerte respuesta de linfocitos T 

CD4+ contra HCcAg y el curso clínico benigno de la infección viral (157). Como los antígenos 

nucleoproteicos son inherentemente menos variables que las proteínas de la envoltura pudieran 

tener la ventaja de proveer una protección potencialmente más amplia contra las cepas 

genotípicamente variables. Para la proteína HCcAg se describen además epitopos presentados 

en el contexto de las moléculas HLA clase I, que son reconocidos por los linfocitos T CD8+ 

con función citotóxica o secretores de INF-y (158). 
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1.9 Expresión de proteínas heterólogas en Escherichia coli y en Pichia pastoris 

La obtención de proteínas mediante la vía recombinante en microorganismos requiere la búsqueda de un 

huésped con características que garanticen la fácil manipulación del microorganismo y la ausencia de 

patogenicidad. Además, la proteína heteróloga debe alcanzar en el hospedero una estructura y conformación 

adecuadas, que posibiliten su actividad biológica. La expresión se debe optimizar de forma tal que se garantice 

que las cantidades de la proteína sean suficientes, para que el proceso de obtención asegure una producción 

rentable (159). 

Un alto nivel de expresión del producto proteico requiere una modificación o una optimización de las 

señales de regulación. El nivel de síntesis en su medio celular depende de los pasos limitantes y la dificultad de 

tener varias posibilidades de regulación. 

Los sistemas de expresión que tienen a E. coli como hospederos constituyen una herramienta poderosa 

para la producción de proteínas recombinantes. E. coli es el microorganismo más estudiado y conocido con 

respecto a su genética, su fisiológica y su bioquímica. Además, constituye una célula de rápido crecimiento, con 

requerimientos nutricionales simples (160). En este hospedero las proteínas recombinantes son activas y pueden 

imitar eficientemente la función de su contraparte original, si se producen en las condiciones apropiadas. Sin 

embargo, hay inconvenientes como son la producción de sustancias tóxicas, y la incapacidad de algunas proteínas 

heterólogas de adoptar la estructura tridimensional adecuada para su actividad biológica. Además, el producto 

resulta muchas veces insoluble y los pequeños polipéptidos están propensos a la degradación por proteasas. A 

pesar de las tentativas por solucionar estos problemas, las alternativas implemetadas son satisfactorias sólo en 

algunos casos (160). 

La levadura metilotrófica P. pastoris es la más desarrollada dentro de un pequeño grupo de especies de 

levaduras no convencionales, seleccionada por sus notables ventajas sobre Saccharomyces cerevisiae como 

hospedero para la expresión de genes heterólogos (161; 162). Por ser un organismo eucarionte, P. pastoris 

presenta muchas de las ventajas de los sistemas de expresión de los eucariontes superiores, como son: el 

procesamiento de las proteínas, su plegamiento y las modificaciones postraduccionales. También, este hospedero 

es de fácil manipulación como E. coli o S. cerevisiae (163). Adicionalmente, este sistema es más rápido, fácil y 

barato que otros sistemas de expresión eucarióticos, como los cultivos de tejidos de mamíferos, y generalmente 

los niveles de expresión son más altos (163). P. pastoris comparte con S. cerevisiae las ventajas de la 

manipulación genética y molecular, pero los niveles de expresión de las proteínas heterólogas son de 10 a 100 

veces 
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mayores que en esta última. Por esto, su utilización como sistema hospedero se difundió rápidamente. Además, 

esta levadura presenta otras características que facilitan su utilización con estos Unes, como por ejemplo, que 

puede crecer en cultivos continuos donde la densidad celular supere los 100 g/L en peso seco. El medio de 

cultivo de esta levadura es una mezcla definida de sales, elementos trazas, biotina y la fuente de carbono, lo que 

resulta poco costoso y se puede formular libre de pirógenos y toxinas (164). Otra característica de P. pastoris es 

que posee un fuerte mecanismo de regulación inducible: el promotor alcohol oxidasal (pAOXl), al que se halla 

fuertemente relacionada la capacidad metilotrófica de esta levadura (164). 

1.10 Expresión de proteínas virales ensambladas en partículas semejantes a virus (PSV) 

La síntesis de proteínas virales en diferentes sistemas constituye una metodología relativamente sencilla 

para el análisis de sus propiedades y funciones. Diferentes estudios mostraron que es posible la obtención de 

estructuras virales ensambladas en partículas semejantes a virus (PSV) por la expresión de varias proteínas 

virales. La historia de las PSV comenzó en los inicios de la década de los años 80 del siglo XX. Un aspecto 

importante que permitió su evolución fue el desarrollo previo de los sistemas de expresión heterólogos en E. coli 

y levaduras a finales de la década de los años 70. Esto permitió la utilización de estos sistemas para la expresión 

de las cápsidas y proteínas de las envolturas virales. Los primeros trabajos estuvieron relacionados con el VHB. 

Se observó que la proteína de la cápsida (HBcAg) expresada en E. coli y el antígeno de superficie pequeño 

(HBsAg) expresado en levaduras (S. cerevisiae) se ensamblaron en PSV (165; 166). Las PSV obtenidas 

presentaron características morfológicas e inmunológicas semejantes a las partículas naturales producidas por el 

VHB (166; 167). El desarrollo y la utilización de la vacuna del VHB estimularon a los investigadores a 

profundizar en este campo. El HBsAg se expresó y ensambló eficientemente en PSV en la levadura P. pastoris 

(168; 169). Además, las variantes mediana y larga del HBsAg se co-expresaron en Hansenula polymorpha 

donde se observó la formación de PSV (170). 

Otra proteína que se expresó y se ensambló en PSV en E. coli fue la proteína gag del retrotransposon Tyl 

de S. cerevisiae (171). También, las proteínas de la cubierta de los fagos de ARN fr y MS2 se ensamblaron en E. 

coli (172). Otro ejemplo fue el ensamblaje en PSV de la proteína de la cubierta de un Potivirus en E. coli y 

levaduras (15). 

El desarrollo de los sistemas de expresión en células eucariotas más evolucionadas y en particular del 

establecimiento del sistema de baculovirus utilizando diferentes tipos de 
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células de insecto, constituyó un gran avance en la producción de PSV. Con la utilización de este sistema se 

logró la obtención de PSV a partir de varias proteínas virales en la década de los años 90. Por ejemplo: 

-Se observó la formación de PSV con características similares a las naturales a partir de la co-expresión en 

las células de insecto Spodoplera frugiperda (SF9) de las proteínas estructurales VP2, VP4, VP6 y VP7 de 

Rotavirus (173). 

-El componente principal de la cápsida de los Poliomavirus, la proteína VP1, se expresó a partir de un 

vector de baculovirus y se ensambló espontáneamente en PSV en el núcleo de células de insectos SF9 (174). 

-Las proteínas estructurales pertenecientes a los virus relacionados con los Adenovirus se ensamblaron en 

PSV (175). 

-Se obtuvieron PSV por la expresión de algunas proteínas estructurales del virus de la lengua azul (176). 

-La expresión de proteínas del virus de la hepatitis A produjo la formación de PSV (177). 

-Se observó la formación de PSV a partir de la expresión de la proteína de la cápsida de diferentes virus 

papiloma humano (VPH) (178; 179). 

-La expresión de la proteína de la cápsida de Parvovirus produjo la formación de PSV (180). 

-Se obtuvo el ensamblaje de la cápsida del virus “Norwalk’’ (181). 

-Se observó el ensamblaje de PSV por la expresión de la proteína de la cápsida del virus de la rubéola 

(182). 

-Se obtuvo el ensamblaje en PSV de las proteínas de varios retrovirus en especial de los lentivirus (183). 

-El virus “Flock House” pertenece a la familia Nodaviridae y tiene como hospederos a algunos insectos. 

La proteína de la cápsida de este virus se expresó y se observó la formación de PSV con características similares 

a los viriones nativos (184). 

Un desarrollo novedoso de la temática es la producción de PSV en plantas transgénicas (185). Otro 

sistema utilizado para la producción de PSV son diferentes células de mamíferos. Como ejemplos podemos citar 

el HBsAg (186), la proteína gag del virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) (187) y las proteína de la 

cápsida del VPH (188). 

La co-expresión de varias proteínas virales permitió el estudió del proceso de ensamblaje en algunos 

modelos, como por ejemplo: el virus de la lengua azul (189) y el virus herpes simple (190). 
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Los sistemas de expresión utilizando virus vaccinia recombinante también se utilizaron en la obtención de 

PSV. Como por ejemplo, en la síntesis del HBcAg (191) y de las proteínas j5R y j 13L del virus de la fiebre 

porcina africana (192). 

1.10.1 Propiedades inmunológicas de las PSV 

Las PSV tienen una amplia utilidad en los diagnósticos serológicos como en los casos del VHB, el VPH y 

las infecciones por Parvovirus. Para los virus que no se multiplican in vitro (Ejemplo: VPH) las PSV obtenidas 

por técnicas recombinantes brindan una posibilidad para el establecimiento de un sistema de diagnóstico 

serológico (193; 194; 194). 

Las PSV tienen ventajas con respecto a los antígenos monoméricos para su utilización con fines 

vacunales. Éstas presentan cantidades importantes de determinantes antigénicos, en particular los de naturaleza 

conformacional que son importantes para la detección de los anticuerpos anti-virales. Estas estructuras son 

relativamente fáciles de purificar en el laboratorio. No presentan infectividad y son de bajo riesgo en 

comparación con los virus atenuados e inactivados. Los epitopos presentes en las PSV pueden presentarse por las 

moléculas de los complejos de histocompatibilidad I y II y generar la producción de anticuerpos y LT CD8+ 

(195). Por esto tienen la potencialidad de generar una respuesta inmune protectora contra las infecciones virales. 

Como ejemplo podemos citar, que la utilización de la proteína de la cápsida del VHB como vacuna brindó al 

menos una protección parcial en humanos y marmotas (18; 19; 196). 

Otra utilización potencial de las PSV es en la terapia génica (197). Esta aplicación se basa en la función 

natural de las cápsidas virales de encapsidar los ácidos nucleicos virales. También las PSV se utilizan para 

presentar diferentes epitopos heterólogos al sistema inmune. La razón principal de la aplicación de estos 

quiméricos para la creación de vacunas, fue la baja inmunogenicidad de los péptidos sintéticos. Para aumentar su 

inmunogenicidad estos se acoplaron a los genes de las PSV. De esta manera, varias moléculas de los epitopos de 

interés quedan representadas en cada partícula portadora. Los primeros trabajos se realizaron con el antígeno de 

la cubierta del virus del mosaico del tabaco (198), el HBsAg (199) y el HBcAg (200;201). Otra ventaja de estos 

antígenos de fusión es la inducción de una respuesta inmune sin adicionar adyuvantes o utilizar un adyuvante que 

sea permisible en humanos o  en la veterinaria (202). Además de inducir una respuesta de Acs contra los epitopos 

heterólogos, estos antígenos pueden inducir una respuesta de LT CD8+ específicos para estos epitopos (203).
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2 MATERIALES Y MÉTODOS 

2.1 Plasmidios y aislamiento viral utilizados 

Todos los clones del VHC utilizados en este trabajo pertenecen a un aislamiento cubano 

obtenido en nuestro laboratorio (204). Algunos de los plasmidios utilizados en este trabajo se 

muestran en las Figuras 2, 3, 4 y 5 y son los siguientes: Plasmidios construidos en el laboratorio 

previo a este trabajo, (a) pBEl.Co.120, plasmidio que contiene el gen Col20 de un aislamiento 

cubano del VHC (204) que codifica para los primeros 120 aa de la poliproteína viral (pertenecientes 

a la proteína HCcAg), (b) pXEl.CoEl.SK, plasmidio que contiene el gen CoEl de un aislamiento 

cubano del VHC (204) que codifica para los primeros 339 aa de la poliproteína viral (pertenecientes 

a la proteína HCcAg y un fragmento N-terminal de El), (c) plasmidio pNAO, plasmidio que contiene 

una unidad de transcripción constituida por el promotor y la región 5' del gen de la enzima Alcohol 

oxidasa I de P. pastoris, el gen codificante para el antígeno de superficie del virus de la hepatitis B 

(HBsAg), el terminador del gen de la enzima gliceraldehído 3-fosfato deshidrogenasa de S. 

cereviciae, el gen His3 de la levadura S. cerevisiae y la región 3' del gen codificante para la enzima 

alcohol oxidasa I de P. pastoris (169), (d) pNAO.Col20, plasmidio en el que se sustituyó el gen 

codificante para el HBsAg presente en el pNAO por el gen Col20 que codifica para los primeros 120 

aa de la poliproteína viral (Co.120l), (e) plasmidio pNAO.Col 76, plasmidio en el que se sustituyó el 

gen codificante para el HBsAg presente en el pNAO por el gen Col 76 que codifica para los primeros 

176 aa de la poliproteína viral (Co.176 l), esta proteína incluye la región hidrofóbica que abarca los 

aa 121-151 y parte de la que abarca los aa 171-191, (0 pNCoEl, plasmidio para la expresión en E. 

coli del gen CoEl que codifica para los primeros 339 aa de la poliproteína viral (C- E1 e), esta 

proteína incluye las regiones hidrofóbicas que abarcan los aa 121-151 y los aa 171-191, el plasmidio 

contiene además el promotor triptófano {pTrip), y el terminador de la transcripción T4. (g) pIDKE2 

(no mostrado), es un derivado del plasmidio pAEC-K6 (205) que contiene el promotor inmediato 

temprano del citomegalovirus (CMV) humano, las secuencias de poliadenilación y terminación de la 

transcripción del SV40, el origen de replicación en bacterias derivado del pUC y un gen para la 

resistencia a kanamicina como marcador de selección. Este plasmidio permite la expresión de los aa 

1-650 de la poliproteína viral, que comprende a las proteínas HCcAg, la El y la E2 bajo el promotor 

inmediato temprano del CMV humano (132) y fue utilizado en los ensayos de interacción ADN 

plasmídico-Co. 120c. 
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Plasmidios obtenidos en este trabajo: (a) pNAO.CoEl.340 (plasmidio en el que se 

sustituyó el gen codificante para el HBsAg presente en el pNAO por el gen CoEl que codifica 

para los primeros 339 aa de la poliproteína viral (C-E1l), esta proteína incluye las regiones 

hidrofóbicas que abarcan los aa 121-151 y los aa 171-191), y (b) pSLCo.120, (contiene el gen 

Col20 que codifica para los primeros 120aa de la poliproteína viral (Co. 120e) en el plasmidio 

pRSET-A (Invitrogen, USA) fusionado al extremo C-terminal de un péptido estabilizante de 

la expresión y una cola de poli-histidina bajo el control del promotor T7).

Figura 2. A. Mapa del plasmidio pBEl.Co.120 que conteniene el gen Col20 que codifica para los 
primeros 120 aa de la poliproteína del VHC. B. pXEl.CoEl.SK plasmidio que contiene el gen CoEl que 
codifica para los primeros 339 aa de la poliproteína del VHC. 

 

Figura 3. Mapa del plasmidio pNAO de 
integración-expresión en P. pastoris. Se 
muestran la región del promotor pAOXl, el gen 
que codifica para tfüsAg, el terminador de la 
transcripción Gapt, y el gen His3. 
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Figura 4. Plasmidios de expresión de los genes Col20, Col 76 y CoEl utilizados en P. pastoris. Se muestran 
las regiones de homología con el gen AOX1, el gen H1S3', y el terminador de la transcripción (TT) Gapt. 
También se muestra el perfil de hidrofobicidad (Kyte and Doolitle) de las regiones heterólogas 
codificadas en los vectores, las regiones hidrofóbicas de la proteína HCcAg (aa 121-151 y 171-191) y los 
sitios de localización nuclear (aa 5-13, 38-43 y 58-71). 

 

Figura 5. Representación esquemática de los plasmidios de expresión de los genes Col20 y CoEl utilizados 
en E. coli. El plasmidio pSLCol20 expresa el gen Col20 bajo el control transcripcional del promotor T7. 
El plasmidio pNCoEl expresa el gen CoEl bajo el control transcripcional del promotor triptofano (pTrp). 

2.2 Microorganismos, células de organismos superiores y virus recombinante empleados 

La cepa de levadura MP-36 (HIS) de P. pastoris (169) se utilizó como hospedero para la clonación 

del gen CoEl. También se utilizaron las siguientes cepas recombinantes de P. pastoris previamente 

construidas en nuestro laboratorio: C. 120.3, clon recombinante de MP-36 (HIST) que contiene integrado 

en el genoma cromosomal la unidad de expresión del plasmidio pNAO.Co.120 y expresa los primeros 

120 aa de HCcAg, 1222: Clon 
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recombinante de MP-36 (HIS) que contiene integrado en el genoma cromosomal la unidad de expresión 

del plasmidio pNAO.Co.176 y expresa los primeros 176 aa de HCcAg 

Para la expresión de las proteínas recombinantes se utilizaron las siguientes cepas de E. coli: -W3110 

thvA36 deoc2, IN(rrnD-rrnE)l rph pyrE Lambda “F” (206), -BNN 96 F- Δ (lac)U169 Ion- 100 

araD139 rps L(Strr) supF mcrA trpC22 (206) , -BL21(DE3): F- ompT [lon] hsdSB (rB-mB-; con 

DE3, un profago X que contiene el gen de la T7 ARN polimerasa (206). 

La cepa DH5a de E. coli F- endAl hsdR17(rk-mk+) supE44 thi-1 recAl gyrA96 relAl 

Δ(lacZYA-argF)U 169 deoR (ɸ80dlacΔ(lacZ)M15) (206) se utilizó en la purificación de los plasmidios 

durante los procesos de clonación. 

La línea celular BSC-40 es derivada de la línea BSC-1 (ATCC CCL-26). Estas células son obtenidas 

a partir de células de riñón de mono. 

El virus vaccinia recombinante wCore fue obtenido previamente en el laboratorio (Alvarez-

Lajonchere, y col; manuscrito en preparación) a partir de la cepa salvaje de virus Vaccinia Western 

Reserve (WR) (207) y permite la expresión intracelular de los primeros 176 aa de HCcAg. 

2.3 Medios de cultivo, enzimas y reactivos 2.3.1 Medios de cultivo 

Los medios de cultivo utilizados en este trabajo se prepararon según Sambrook y col (206) y Muzio y 

col (169). 

a. LB (Luria-Bertani): l0g/L de triptona, 5 g/L de extracto de levadura y l0g/L de NaCl. 

b. YPG: 10 g/L de extracto de levadura, 20 g/L de peptona bacteriológica y 20 g/L de glucosa. 
c. Mínimo YNB-G: 1,34 % YNB, 4x 10-5 % biotina y 2 % glucosa. 

d.  Salino: 22 g/L de (NH4)2S04, 5 g/L de K2HP04, 4,5 g/L de MgS04, 0,5 g/L de CaCl2, 10 mL/L de 

solución de vitaminas, 5 mL/L de solución de elementos trazas y 2% de glicerol. 

e. Medio de fermentación: 2,2 % (NH4)2S04, 0,5 % KH2P04, 0,45 % MgS04x7H20, 0,046 % 

CaCI2x2H20, 0,6 % extracto de levadura, 4x10-5 % biotina, IX sales trazas, IX vitaminas y 3 % 

glicerol, pH 5,5.  

f. YPG 0,5X: 5 g/L de extracto levadura, 10 g/L de peptona bacteriológica, 10 mL/L de solución 

vitaminas, 5 mL/L de solución de elementos trazas y 2% de glicerol. 
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g. Solución de elementos trazas: 0,2 g/L de CuS04, 0,42 g/L de KI, 1,4 g/L de MnS04, 0,96 g/L de 

Na2Mo04 2H20, 92,7 g/L de H3BO3, 10 g/L de ZnS04 7H20 y 24 g/L de FeCh 6H20, concentración 

final. 

h. Solución de vitaminas: piridoxina, tiamina y biotina a 4 mg/L concentración final. 

i. Triptona soya: 37 g/L de triptona-soya. El pH se ajustó a 7,3. 

j. Para la preparación de medios sólidos se añadieron 12 gramos de agar por litro de medio para el 

crecimiento en E. coli y 20 gramos de agar por litro de medio para el crecimiento en P. pastoris.  

k. DMEM: medio Eagle modificado de Dulbecco (Gibco BRL, Grand Island, NY, EEUU). 

l. DMEM suplementado: DMEM suplementado con glutamina 2 mM, estreptomicina 100 fig/mL, y 

penicilina 100 U/mL.  

m. DMEM 2%: DMEM suplementado conteniendo 2% de suero fetal bovino (SFB). 

2.3.2 Enzimas 

Las enzimas de restricción y modificación utilizadas fueron suministradas por New England 

BioLabs, Inc.(EUA), con excepción de la enzima T7 ADN polimerasa que fue obtenida de USB (EUA). La 

ribonucleasa de páncreas se obtuvo de Merck (Alemania) y la zimolasa 60 000 de Kirin Brewery Co. Ltd. 

(Japón). 

2.3.3 Reactivos y conjugados 

Los reactivos utilizados fueron obtenidos de las firmas Oxoid (Inglaterra), Merck (Alemania) y 

Sigma (EUA). Los isótopos radiactivos de Amershan-Pharmacia-Biotech (Inglaterra) y el ATP y los 

desoxirribonucleótidos trifosfatos (dNTPs) de Boeringher Mannhein (Alemania). Los conjugados 

enzimáticos utilizados en los estudios inmunológicos fueron obtenidos de Sigma (EUA). 

2.4 Condiciones de crecimiento de la cepa DH5a 

La cepa de E. coli DH5a utilizada en las construcciones genéticas (clonación en vectores 

plasmídicos) se creció en medio LB suplementado con antibióticos (ampicilina a 50 µg/mL o kanamicina 

100 ng/mL) cuando se requirió. El crecimiento de la cepa de E. coli se realizó entre 5 y 12 h a 37°C. El 

crecimiento de las cepas de expresión se describe posteriormente. 
2.5 Péptidos y proteínas 

Se emplearon los siguientes péptidos sintéticos, que abarcan diferentes regiones de la 

proteína HCcAg: 
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Al.5-35, (aa 5-35) PKPQRKTKRNTNRRPQDVKFPGGGQIVGGVY;  

A2.51-70, (aa 51-70) KTSERSQPRGRRQPIPKVRR; 

A3.110-131, (aa 110-131) TDPRRRSRNLGKVIDTLTCGFA; 

Los péptidos se sintetizaron en el Departamento de Síntesis de Péptidos del Centro de Ingeniería 

Genética y Biotecnología (CIGB) (Ciudad de la Habana, Cuba), de acuerdo al método de síntesis en fase 

sólida (208) en la resina de 4-methilbenzhidrilamina 1 mmol/g (Fluka, Suiza), usando la estrategia del 

tert-butiloxicarbonilo/Benzilo. El conjunto resina-péptido se separó con fluoruro de hidrógeno usando el 

procedimiento "Bajo-Alto" en presencia de los reactivos adecuados y se lavó 3 veces con éter (209). Los 

péptidos se extrajeron con ácido acético al 30%, se purificaron en cromatografía líquida de fase reversa 

de alta resolución (Vydac C18, 10x250 mm) y se solubilizaron en PBS a una concentración de 2 mg/mL. 

La proteína El.339 que contiene los aa 191-339 de la poliproteína del VHC producida en E. coli 

(210) se utilizó como control en los experimentos de Western blot para detectar la proteína E1 

procesada en P. pastoris. 

Las siguientes proteínas se utilizaron como patrones de peso molecular: Aprotinina (6,5 kb), 

Lisosima (14 Kb), (3-lactoglobulina (18 Kb), Inhibidor de tripsina (21Kb), Quimotripsinógeno (25 Kb), 

Anhidrasa carbónica (31 Kb), Albúmina de huevo (45 Kb), Albúmina de suero bovino (66 Kb), 

Fosforilasa b (97 Kb), p-galactosidasa (116 Kb), Miosina (200 Kb) 

 
2.6 Oligonucleótidos sintéticos 

Los oligonucleótidos empleados se sintetizaron en el Departamento de Síntesis de 

oligonucleótidos del CIGB con el sistema automático ‘Gene Assembler Plus DNA synthetizer’ 

(Pharmacia-LKB, Suecia) por el método del p-cianoetilfosforamidito (211). Los siguientes 

oligonucleótidos quedan incluidos en diferentes regiones del gen CoEl , éstos fueron empleados en la 

clonación de diferentes variantes génicas, así como en su posterior secuenciación. 
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2162", 32mer Tm=71.0°C 5 ’-TG AG AATTCTATT A AC^CA A ATT A€GGG A€€T-3’  

(EcoR I), región 3' del gen Col20 que codifica los primeros 120 aa  

1305', 31mer Tm=75.0°C 5 ’-GCGGATCCTTGCC ATAGAGGGGCC AAGGC AT-3 gen  

Col 76 

1025\ 18mer Tm=54.0°C 5*-AGGTCGCGTAATTTGGGT-3gen Col76  

1852% 19mer Tm=58.0°C 5’-GTTC ACCTTCTCGCCTCGC-3 ’, gen El  

1835+, 26mer Tm=60.0°C 5’-GTCACGAACGACTGCTCCAACTCAAG-3’, gen El  

2064+, 29mer Tm=66.0°C 5 * -GT ATCGC AGTT ACTCCGG ATCCC AC A AGC-3 ’, gen El 

 + y significa el sentido de la polimerización que ellos condicionan; NNNNNN indica los sitios de 

restricción especificados al final, como por ejemplo (Xba i); NNN refiere codones de iniciación y 

terminación y NNNNNN señala regiones de homología, por ejemplo, 1965", 1966', 2161+, 1305' y 1025+ 

con el gen Col 76. 

2.7 Anticuerpos 

En los ensayos de inmunoidentificación se utilizaron los siguientes anticuerpos monoclonales 

(AcM) (contra las proteínas HCcAg y El) producidos en el Centro de Ingeniería Genética de Sancti 

Spíritus: (1) AcM SS-HepC.l (murino) que reconoce los residuos 5-35 de la proteína HCcAg, (2) AcM SS-

HepC.2 (murino) que reconoce los residuos 190-219 de la proteína El. Suero humano 11236: reconoce 

específicamente a la proteína HCcAg y no reconoce a El en la dilución 1:50 en ensayos de ELISA. 

También se utilizaron 129 sueros de individuos infectados con el VHC que presentan anticuerpos anti- 

VHC detectados por un ensayo contra el VHC (UMELISA anti-VHC Tecnosuma International, Habana, 

Cuba), y 68 sueros de individuos sanos que no presentan anticuerpos anti-VHC (Tecnosuma International, 

Habana, Cuba) pertenecientes a una seroteca del Departamento de VHC del CIGB. 

2.8 Métodos de biología molecular 

2.8.1 Técnicas generales de biología molecular 

La digestión de ADN con enzimas de restricción, la electroforesis de ADN en geles de agarosa, la 

recuperación y purificación de ADN fraccionado de geles de agarosa de bajo punto de fusión (LGT), así 

como la ligazón-de fragmentos de ADN de extremos cohesivos con el uso de ADN ligasa del bacteriófago 

T4, se realizaron básicamente de acuerdo a los procedimientos descritos por Sambrook y colaboradores 

(206) y según las recomendaciones de los fabricantes de las diferentes enzimas. 

2.8.2 Transformación de bacterias y levaduras 
Para la transformación de E. coli se prepararon células competentes por el método de 
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 cloruro de calcio según Sambrook y colaboradores (206). La transformación de P. pastoris se realizó por 

electroporación esencialmente según lo descrito por Martínez y colaboradores (212). 

2.8.3 Aislamiento de ADN 

La purificación de ADN plasmídico de E. coli se realizó por el método de lisis alcalina (206). La 

eliminación del ARN presente en las preparaciones de ADN plasmídico se logró mediante la incubación 

por una hora a 37°C con ribonucleasa a una concentración de 100 |ig/mL (206). 

La extracción de ADN total de levaduras se realizó según el procedimiento descrito por Martínez y 

colaboradores (212). 

2.8.4 Métodos de hibridación 

El análisis del ADN genómico por Southern-blot se realizó según el método de transferencia por 

capilaridad descrito por Southern (213) y de acuerdo a las recomendaciones de los fabricantes de las 

membranas (nylon HYBOND N+ de Amershan- Pharmacia-Biotech, Inglaterra o nitrocelulosa de 

Schleicher and Schüell, Alemania). 

Para la preparación de las sondas marcadas con isótopos radioactivos se utilizó la metodología de 

mareaje por reacción en cadena de la polimerasa (RCP) utilizando cebadores al azar según Sambrook y 

colaboradores (206). En el caso del mareaje de la sonda para detectar el gen CoEl se utilizó como molde el 

fragmento de gen Col20 de 360 pb. 

2.8.5 Secuencia nucleotídica 

Se realizó según el método de secuenciación enzimática de Sanger y colaboradores (214) con las 

modificaciones descritas por Tabor y Richardson (215). Se usó el juego de reactivos comercial ‘Multiwell 

microtitre plate DNA sequencing system-T7 DNA polymerase’ (Amershan-Pharmacia-Biotech, Inglaterra). 

Las secuencias obtenidas fueron copiladas y analizadas con ayuda del programa de computación Gene 

Runner 3.02 (Hastings Software Inc., 1994). 

2.8.6 Amplificación de ADN in vitro mediante la reacción en cadena de la polimerasa 

(RCP) 

La técnica de RCP se realizó esencialmente según el procedimiento descrito por Saiki y 

colaboradores (216). La amplificación se realizó a partir de 1 fig de ADN genómico ó 0,01 ng de ADN 

plasmídico en una mezcla de reacción de 100 µL de volumen total que contenía: KC1 0,75 g/L, Iris-HCl 

2,42 g/L pH 8,8, (NH4)2SO4.1,32 g/L, MgS04
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0,2 g/L, Tritón X-100 al 0,1%, cada dNTP a 200 µM, albúmina bovina 200 µg/mL, 25 picomoles de ambos 

oligonucleótidos cebadores y 2 unidades de la enzima Taq- polimerasa. La mezcla de reacción fue 

recubierta con 50 µL de parafina líquida para evitar la evaporación. 

La amplificación del gen Col20 se realizó en un programador automático de temperaturas 

(MiniCycler, MJ Research Inc, EUA), usando un programa de cuatro pasos durante 25 ciclos, del siguiente 

modo: primer ciclo con 3 min de desnaturalización a 95°C, segundo paso: 0,5 min de desnaturalización a 

95°C, 0,5 min de hibridación a 50°C y 1 min de extensión a 72°C (5 ciclos), tercer paso: 0,5 min de 

desnaturalización a 95°C, 0,5 min de hibridación a 60°C y 1 min de extensión a 72°C (20 ciclos), y un 

cuarto paso de 5 min de hibridación a 72°C. 

Luego de la amplificación, 10 µL de la mezcla de reacción se analizaron por electroforesis de ADN 

en geles de agarosa. 

2.9 Obtención de la proteína HCcAg en P. pastoris 

2.9.1 Construcción del plasmidio pNAO.CoEl.340 para la expresión de HCcAg en P. pastoris 

El plasmidio pXEI.CoEl.SK se trató primero con la enzima Xba I y después con la polimerasa 

Klenow (este tratamiento generó unos extremos romos). Posteriormente, se digirió con la enzima EcoR I. 

El material tratado produce una banda de interés de 1017 pb conteniendo el gen CoEl, que codifica para los 

primeros 339 aa de la poliproteína del VHC. Éste se purificó por electroforesis en gel de agarosa de bajo 

punto de fusión al 0.8%. 

El plasmidio pNAO (Figura 3), que contiene el gen HBsAg, fue digerido con la enzima de 

restricción Neo I, tratado con la polimerasa Klenow y digerido posteriormente con EcoR I. Este 

tratamiento permite sustituir el gen HBsAg por el gen heterólogo proveniente del plasmidio 

pXEI.CoEl.SK. Todos los segmentos de interés se ligaron con la enzima T4-ADN ligasa y el plasmidio 

resultante se denominó pNAO.CoEl .340 (Figura 4). 

En el plasmidio pNAO.CoEl.340, el gen CoEl y el empalme del gen CoEl con las regiones 5' del 

promotor AOX1 y el terminador del gen de la enzima gliceraldehído 3- fosfato deshidrogenasa de S. 

cerevisiae fueron confirmados por secuencia con los oligonucleótidos 1965+, 1305-, 1025+,1966-, 1852+, 

1835+y 2064+(Anexo 1). 

2.10 Transformación en P. pastoris y análisis de los transformantes 

La transformación de la cepa hospedera MP-36 y el análisis de los transformantes se realizó según 

un procedimiento descrito por Martínez y col (212). Para la transformación se utilizaron 10 µg de 

pNAO.CoEl.340 digerido previamente con las enzimas Ase I-Sal I, 
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respectivamente. El producto de la transformación fue crecido en placas de medio mínimo YNB-G (sin 

histidina), a 28°C por 10 días. 

Después de extraer el ADN cromosomal de las colonias crecidas, las muestras se analizaron 

mediante hibridación de ácidos nucleicos por Southem-blot, para evidenciar la integración del fragmento 

de digestión del plasmidio pNAO.CoEl.340 en el genoma celular. Para el estudio, los ADN cromosomales 

aislados fueron digeridos con la enzima de restricción EcoR I. Se utilizó como sonda el gen Col20 

(obtenido del plasmidio pBEl.Co.120). En las hibridaciones se empleó como control positivo el ADN del 

plasmidio pNAO.CoEl.340, y el ADN cromosomal del clon 1220 recombinante de P. pastoris que 

contiene integrado el plasmidio pNAO.Col76. Como controles negativos se utilizó el ADN de la cepa 

hospedera MP-36 y del plasmidio pNAO (que contenía el gen HBsAg). digeridos con las mismas enzimas. 

En la interpretación de los resultados se realizó previamente un cálculo de las tallas de los 

fragmentos que deberían obtenerse en la hibridación por Southem-blot, de haber ocurrido el evento de 

integración esperado de remplazamiento génico por integración del fragmento Ase \-Sal I del plasmidio 

pNAO.CoEl.340 a nivel del locus AOX1. En la Figura 6 se representa esquemáticamente el locus AOX1 

en la cepa hospedera MP-36, en la cepa recombinante 1222 y el de las cepas obtenidas por recombinación, 

en el caso de que hubiera ocurrido el evento esperado de recombinación homologa por remplazamiento con 

el plasmidio pNAO.CoEl.340. Se muestran las tallas de los fragmentos que se obtienen como resultado de 

la digestión del ADN de estas cepas con la enzima de restricción EcoR I. 

2.11 Condiciones de cultivo de las cepas de P. pastoris en el fermentador 

Los experimentos se realizaron en fermentadores de 5 L (Marubishi, modelo MSJ- U3, Japón), 

según las condiciones descritas por Morales y col (204). El inoculo se preparó en el medio mínimo YNB-

G, partiendo primero de un preinóculo en cultivo de 10 mL durante 24 h con agitación orbital a 30°C, a 

partir del cual se inoculó un cultivo de 500 mL a una D.O inicial de 0,05. Al cabo de las 24 h se utilizó este 

cultivo para inocular el fermentador a una D.O inicial de 0,05. Se utilizó un medio establecido por Alvarez 

y col (Resultados no publicados) (Ver 2.3.1). Las condiciones de operación fueron: temperatura de 30 °C, 

agitación a 700 rpm, pH controlado a un valor de 5.5 con hidróxido de amonio al 35% y ácido fosfórico 3 

M, y la concentración de oxígeno disuelto se mantuvo por encima de un 10% de saturación. 
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La inducción de la expresión de C-E1L se realizó después de las 12 h. Las concentraciones de 

metanol en el medio fueron mantenidas con un flujo continuo de 2,5 mL por L de cultivo/hora (12,5 

mL/hora para 5 L de cultivo). Se realizaron adiciones periódicas de vitaminas y elementos trazas. El cultivo 

se creció durante 24 ó 96 h (en dependencia del experimento), para el estudio de la cinética se tomaron 

muestras cada 3 h, desde el inicio de la fase de inducción de la expresión, al final de la fermentación se 

colectó toda la biomasa de células restante por centrifugación a 2500 g durante 15 min (Rotor RPR 4-8, 

Centrifuga Hitachi modelo SCR20BA, Japón). 

2.12 Condiciones de ruptura de P. pastoris 

Para la ruptura celular se utilizaron diferentes tampones y procedimientos, de acuerdo a los 

volúmenes de biomasa y a los objetivos experimentales que se trazaron. Para el trabajo con la fracción 

soluble de la proteína C-E1L se utilizó fosfato 50 mM pH 7.5, NaCl 150 mM, EDTA 1 mM y glicerol 5%, 

y para los estudios de purificación de la fracción insoluble Tris-HCL 50 mM pH 7.4, NaCl 50 mM, EDTA 

5 mM, ditiotreitol (DTT) ImM. 

En todos los casos la ruptura se realizó por el principio de cizallamiento con perlas de vidrio de 0,5 

mm de diámetro según lo descrito por Morales y col (204), y siempre conservando una proporción de 0,4 g 

de células (peso húmedo): 0,3 g de perlas de vidrio:

Figura 6. A, Representación del locus AOXI en la cepa MP-36; B y C, Representación del locus 
AOXI en la cepa recombinante 1222 y en caso de ocurrir el evento de recombinación homologa 
por remplazamiento con el plasmidio pNAO.CoEl .340, respectivamente. 
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0,3 mL de solución de ruptura. Antes de romper, las muestras fueron colectadas por centrifugación a 12 

000 rpm en centrífuga Eppendorf (Hitachi, Japón), y se lavaron con la solución de ruptura. Las rupturas se 

realizaron a nivel de tubos eppendorf (0,2 g), a nivel de cámara BRAUN (10-20 g), y a nivel de 

DINOMILL-KDL (Typ KDL, Basel, Suiza) partir de 150 g en adelante. La centrifugación de la crema de 

ruptura para la separación del debris celular de la fracción soluble siempre se realizó para mantener una 

multiplicidad entre la gravedad y el tiempo mayor que 100 000, o sea, centrifugaciones a 10 000g siempre 

se realizaron en tiempos superiores a los 10 min. 

En el caso de ruptura en tubos eppendorf, se realizó en vortex a velocidad máxima, durante 1 min 

por cinco veces, con intervalos de reposo en hielo de 1 min. El extracto se separó primeramente de las 

perlas por centrifugación a 500 rpm durante 1 min en centrífuga eppendorf, y posteriormente de las células 

rotas por centrifugación a 12 000 rpm, durante 5 min a temperatura ambiente. En el caso que se utilizó la 

cámara BRAUN se realizaron 3 pases con intervalos de reposo en hielo de 2 min. En el caso de utilización 

de DINOMILL-KDL se realizaron 5 pases a 4 °C. 

2.13 Purificación de la proteína HCcAg derivada de P. pastoris 

2.13.1 Condiciones de ruptura de P. pastoris en homogenizador celular 

Para la ruptura se resuspendieron 7 g de biomasa (obtenida por centrifugación del cultivo a 3 000 

rpm) en 30 mL de la solución de ruptura descrita previamente. Se utilizó el homogenizador celular MKS 

(B. Braun, Alemania) con perlas de vidrio de 0,25 a 0,5 mm de diámetro, durante 2 min, tres veces con 

intervalos de 2 min de descanso en hielo. Las fracciones solubles e insolubles se obtuvieron por 

centrifugación del extracto a 15 000 rpm (Centrífuga Hitachi modelo SCR 20 BA, Japón), después de diluir 

el material de ruptura hasta 100 mL con la misma solución de ruptura. 

2.13.2 Semipurificación de la proteína HCcAg derivada de P. pastoris 

Después de la ruptura celular, el material insoluble fue colectado por centrifugación (15 000 rpm) y 

lavado con Triton X-100 al 1 %/urea 2 M/TE/ DTT lmM usando el homogenizador Ultra! urrac-

Homogenizer (IKA, Germany). La proteína recombinante P21 fue extraída del material insoluble en una 

solución que contenía urea 8 M en solución citrato-fosfato (ácido cítrico 8 g/L, Na2HP04,7H20 2,9 g/L), pH 

2,6 a una concentración de 1 mg (peso húmedo)/mL, toda la noche a 4 °C con agitación. Para los estudios 

de caracterización esta muestra se solubilizó mediante una cromatograna de exclusión molecular utilizando 

la matriz G-25 (Pharmacia, Suecia) en solución (ácido cítrico 8 g/L, Na2HP04,7H20 2,9 g/L) y 

posteriormente en solución Tris-HCL 50 mM pH 8, NaCl 50 mM, 
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EDTA 5 mM. 

2.13.3 Purificación de la proteína HCcAg derivada de P. pastoris por electroelusión 

Después de la ruptura, el lavado y la extracción como se describe en los acápites 2.12.1 y 2.12.2, la 

proteína P21 se centrifugó a 12 000 g por 20 min. Después, la proteína recombinante en solución se 

precipitó con sulfato de amonio al 40% a 4°C. Posteriormente, la proteína precipitada se solubilizó con una 

solución de Tris-HCL 50 mM pH 6.8, SDS 2.5%, β-mercaptoetanol 5%, glicerol 10 %, bromofenol azul 

0.02 %. La muestra se calentó a 100 °C por 30 min y se centrifugó a 12 000 g for 20 min. La proteína P21 

en solución se aplicó en una electroforesis preparativa en SDS-PAGE (BioRad, CA, USA). Después que las 

proteínas se separaron en el gel, se realizó un procedimiento de tinción negativa del gel por incubación con 

una solución de imidazol 0.2 M durante 20 min. Posteriormente, se incubó el gel con una solución de 

sulfato de zinc 0.2 M. Después que las proteínas se hicieron evidentes en el gel, éste se cortó en la zona que 

se corresponde con la masa molecular de la proteína P21. 

La electroelusión de la proteína purificada se realizó en una solución de Tris base 25 mM, glicina 

192 mM, SDS 0,1% en un equipo Bio-Rad por tres horas a temperatura ambiente. La proteína P21 

electroeluída (0.5 mg/mL) se solubilizó en el equipo de electroelusión por una hora en una solución de Tris 

base 25 mM y glicina 192 mM. Además la muestra se dializó en una solución de Tris-HCL 50 mM pH 8, 

NaCl 50 mM, EDTA 5 mM, DTT 1 mM y glicerol 1%. 

2.13.4 Purificación de la proteína HCcAg derivada de P. pastoris por cromatografía de 

intercambio iónico 

La ruptura, el lavado y la extracción de la proteína P21 se realizó como se describió en 2.13.1 y 

2.13.2. La proteína extraída en solución fue aplicada en una columna de intercambio iónico Fract EMD S03 

M (Pharmacia, Suecia). Ésta fue diluida Vi en solución urea 8 M, Tris-HCL 50 mM pH 8, NaCl 50 mM, 

EDTA 5 mM, aplicada en la columna (equilibrada con la misma solución) y eluida en un gradiente de 

cloruro de sodio (NaCl 0- 1 M en la solución de equilibrio). La proteína purificada según 2.13.4 a 0,5 

mg/mL en una solución que contenía urea 8M, Tris-HCL 50 mM pH 8, NaCl 50 mM, EDI A 5 mM, fue 

dializada contra la siguiente solución:-! ris 50 mM, pH 8, NaCl 500 mM, EDI A 1 mM, DTT 1 mM. El 

proceso de renaturalización se realizó a 4 °C. 

2.13.5 Análisis por ultrafiltración de la proteína HCcAg derivada de P. pastoris 

Las muestras de P21 purificadas de forma desnaturalizada según el procedimiento descrito en 2.13.3 

en la solución urea 8M, Iris-HCL pH 8 50 mM, NaC 1 50 mM, EDTA 
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5 mM y solubilizada por el procedimiento descrito en 2.13.3 se utilizaron en este estudio. Para la 

ultrafiltración se utilizó un sistema AMICOM con capacidad para 300 mL, con una membrana XM 300 con 

un valor de corte de 300 000 Da y una presión de 1 bar. Se trabajó con las muestras de P21 desnaturalizada 

y renatural izada a una concentración de 1 mg/mL. El proceso se repitió tres veces registrándose las 

concentraciones de proteínas tanto de los concentrados C1, C2 y C3, como de los eluatos PI, P2 y P3. 

2.13.6 Análisis por gradientes isopícnicos de sacarosa de la proteína HCcAg derivada de P. 

pastoris. Determinación de la densidad de flotación (p) 

Los estudios de centrifugación en gradientes isopícnicos de sacarosa se realizaron según lo 

reportado por Takahashi y col (217). Los gradientes para el análisis de la densidad de flotación del HCcAg 

se prepararon básicamente con seis soluciones al 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, y 60% de sacarosa en las 

mismas soluciones de las muestras analizadas. 

En los tubos de centrífuga (1.5 cm de diámetro y 9.6 cm de longitud) con capacidad para 13 mL se 

dispusieron en el siguiente orden: 5 mL al 60%, 1 mL al 50%, 1 mL al 40%, 1 mL al 30%, 1 mL al 20% y 1 

mL al 10% de sacarosa con un flujo controlado mediante una bomba peristáltica. El gradiente se preformó 

durante 24 horas en reposo a 4 °C. Se aplicó 1 mL de muestra con una concentración de la proteína P21 de 

0,5 \igl\i\. Las corridas se realizaron en una ultracentrífuga HIMAC (Hitachi, modelo SCP70H) durante 23 

horas a 30 000 rpm (160 000 g) utilizando el rotor RPS-40T. El fraccionamiento del gradiente se efectúo 

desde el fondo del tubo hacia arriba utilizando un capilar acoplado a una bomba peristáltica. 

Como control se utilizó el antígeno HBsAg particulado (60 µg) (Lote 02MPABC620, CIGB). En 

este caso el antígeno se mezcló con un sobrenadante de ruptura de P. pastoris (cepa MP-36), o con el 

buffer donde se encontraba P21. Para las proteínas P21 y HBsAg, las fracciones se analizaron por Dot-

blot. Se realizó la lectura de la DO a 620 nm con un equipo MultiSkam de los filmes obtenidos del 

revelado por ECL. La determinación del índice de refracción se realizó utilizando el refractómetro Abbe-

3L (Milton Roy). La densidad de flotación asociada a cada fracción se realizó a través de la modelación 

matemática de los datos tabulados (se utilizó la siguiente fórmula 8,9263xIR“- 13,898xIR+3,6636, donde 

IR es el índice de refracción). Los experimentos se realizaron por triplicado. 

2.13.7 Análisis de la proteína HCcAg derivada de P. pastoris por cromatografía de exclusión 

molecular 
Se utilizaron las matrices de Sepharose CL-4B y CL-6B (Pharmacia) empacadas en

 

una columna de 60 cm de largo por 1,6 cm de diámetro, se equilibró con 10 volúmenes de la misma 

solución de la muestra. Se aplicó 1 mL de la muestra que contiene C-E1l, con una concentración de 

proteína de 1 mg/mL, o el HBsAg (1 mg/mL) a un flujo de 1 mL/min. La muestra fue colectada desde 

que comenzó a eluir el volumen de exclusión de la matriz. La corrida cromatográfica se realizó 

utilizando el equipo BioLogic de BIORAD. 
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2.14 Obtención de la proteína HCcAg truncada (Co.l20e) en E. coli 

2.14.1 Construcción del plasmidio pSLCol20 para la obtención de Co.l20e en E. coli El plasmidio 

pBEI.Co. 120 se trató con las endonucleasas Xba 1 y EcoR I. El fragmento 

seleccionado de 360 pb se purificó por electroforesis en geles de LGT y se ligó con el plasmidio 

comercial pRSET-A (Invitrogen, USA) previamente digerido con las enzimas Xba I y EcoR I. De la 

ligazón de ambos productos pRSET-A/A'fo I /EcoR I y el fragmento del gen Col20 se obtuvo el 

plasmidio denominado pSLCol20 (Figura 5). 

En el plasmidio pSLCol20, el gen Col20 y el empalme del gen Col20 con las regiones del 

plasmidio fueron confirmados por secuencia con los oligonucleótidos 2161+, 1305*, 1025+ y 2162* 

(Anexo 1) 

2.15 Condiciones de cultivo de las cepas de E. coli 

2.15.1 Condiciones de cultivo en zaranda de la cepa de E. coli transformada con el plasmidio 

pSLCo.120 

Para la expresión del gen Col20 bajo la regulación del promotor T7, se utilizaron las condiciones 

establecidas para este tipo de sistema (210). Brevemente, se inoculó la cepa recombinante en medio 

líquido a una DO 620 nm inicial de 0.05 a partir de un cultivo de la cepa BL21(DE3) de E. coli 

transformada con el plasmidio pSLCol20. Las células se crecieron a 37°C. La inducción de la expresión 

fue realizada con la adición de IPTG (isopropil-B-D-tiogalactopiranósido) a una concentración final de 1 

mM. Las células continuaron su crecimiento a la misma temperatura durante 5 horas. Las muestras se 

centrifugaron a 8000 rpm por 3 min, se lavaron con 1 mL de medio fresco y se resuspendieron en 100 |il 

de tampón de muestra de electroforesis con el tin de evaluar la obtención de Co. 120e mediante SDS-

PAGE y Western blot. 

Para el desarrollo de la cinética de crecimiento se inoculó un cultivo de 300 mL de medio líquido 

LBA a una DO 620 nm de 0.05 y se creció a 37 °C con agitación en zaranda. Se midió la DO 620 nm 

cada 2 horas con el objetivo de confeccionar la curva de crecimiento con los valores de DO contra el 

tiempo de crecimiento. 

2.16 Purificación de la proteína Co.l20e derivada de E. coli 

Las células de E. coli BL21(DE3), que expresaban Co.l20e recombinante 
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(transformadas con el plasmidio pSLCo.120) fueron crecidas como se explic· previamente y despu®s de 

ser colectadas se lavaron tres veces con Tris-HCl 10 mM, EDTA 5 mM (TE). El polip®ptido recombinante 

fue purificado seg¼n el procedimiento de lavado del precipitado celular. Despu®s de la disrupción celular 

en Prensa Francesa (1500kg/cm2) a 1 g (peso húmedo)/5mL en TE, 5 pases de 1 min con intervalos de 1 

min a 4 °C, el material insoluble fue colectado por centrifugación (10 000 rpm) y lavado con Triton 

X-100 al 1%/urea 2 M/TE utilizando el homogenizador UltraTurrac-Homogenizer (IKA, Germany). 

Los pasos siguientes de purificación fueron llevados a cabo en un sistema de purificación de 

cromatografía líquida de alta eficacia (HPLC, Pharmacia, Suecia), con una columna de fase reversa 

butilo (C4) (Vydac HPLC columns, USA). La proteína Co.l20e recombinante fue extraída en 

una solución que contenía urea 8 M en solución citrato-fosfato (ácido cítrico 8 g/L, Na2HP04.7H20 2,9 

g/L), pH 2,6 a una concentración de 10 mg (peso húmedo)/mL. La proteína extraída fue aplicada en la 

columna y purificada utilizando el sistema de soluciones H20-Acetonitrilo (AcN)/ácido trifluoacético 

(TFA). Para eluir la proteína se utilizó un gradiente lineal [15-80% AcN:0:60 min.]. La proteína eluída fue 

liofilizada y guardada a 4°C hasta su posterior uso. La proteína liofilizada fue resuspendida a 1 mg/mL 

en solución salina (NaCl 0,125 mM) para su solubilización y se mantuvo 1 h en agitación a 4 °C. 

2.17 Caracterización de los complejos de ADN plasmídico-Co. 120e 

2.17.1 Preparación de mezclas ADN plasmídico-Co.l20e y su caracterización 

Para esto se utilizaron diferentes relaciones (peso:peso) de ADN plasmídico (pIDKE2):Co.l20e 

recombinante. Se trabajó con una concentración constante de pIDKE2 a 1 mg/mL. Las concentraciones 

de proteína variaron en dependencia de la relación utilizada. Se trabajó con las relaciones pIDKE2:Co. 

120e de: 10/1, 5/1, 1/1, 1/5 en un volumen final de 500 \i\. Posteriormente, se analizó la presencia de los 

complejos en geles de agarosa al 0,8%, gradientes isopícnicos de sacarosa y microscopía electrónica. 

 
2.18 Esquemas de inmunización 

2.18.1 Inmunización de ratones con las variantes de la proteína HCcAg derivadas de P. 

pastoris y de E. coli 

Para evaluar la inmunogenicidad de la proteína P21 derivada de P. pastoris y de la proteína 

Co.l20e derivada de E. coli, se inmunizaron ratones BALB/c hembras de 6-8 semanas de nacidos con 

estos antígenos por vía intramuscular. Se incluyó un grupo inmunizado con el placebo PBS. Grupos de 

10 ratones fueron inmunizados con dos dosis en 0,1 mL, a las semanas 0 y 3. Los sueros y las células de 

bazo de los ratones inmunizados fueron colectados 2 semanas después de la última inoculación. Las 

variantes 
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ensayadas (ver Resultados) fueron: 

I. Grupo 1: Inmunizado con 5 de Co. 120c en PBS. 

II. Grupo 2: Inmunizado con 5 ng de P21 en PBS. 

III. Grupo 3: Inmunizado con PBS. 

2.18.2 Inmunización de ratones con la proteína Co.l20e derivada de E. coli para evaluar 

respuesta de hipersensibilidad retardada (DTH) 

Se inmunizaron ratones BALB/c hembras de 6-8 semanas de nacidos por vía intramuscular. 

Grupos de 6 ratones fueron inmunizados con cuatro dosis en 0,1 mL del antígeno en las semanas 0, 3, 7 y 

14. A los 21 días de la última inmunización se realizó el ensayo de hipersensibilidad retardada (DTH). 

Las variantes ensayadas (ver Resultados) fueron: 

I Grupo 1: Inmunizado con PBS. 

II Grupo 2: Inmunizado con 5 µg de Co.l20e en PBS. 

III Grupo 3: Inmunizado con 50 µg de Co. 120e en PBS. 

2.18.3 Inmunización de ratones con la proteína Co.l20e derivada de E. coli en combinación con 

diferentes adyuvantes 

Se inmunizaron ratones BALB/c hembras de 6-8 semanas de nacidos por vía intramuscular. 

Grupos de 8 ratones fueron inmunizados con cuatro dosis en 0,1 mL de los antígenos en las semanas 0, 

3, 7 y 14. Los sueros de los ratones inmunizados fueron colectados 2 semanas después de la última 

inoculación. 

Se utilizó el adyuvante Montanide ISA 888 (SEPPIC, Paris, Francia). Éste se mezcló en una 

relación 1:1 con la fase acuosa toda la noche a 4°C. También se utilizó el adyuvante hidróxido de 

aluminio. Éste se mezcló toda la noche a 4 °C con la proteína (40 µg de hidróxido de aluminio por cada 

µg de Co.l20e). Las variantes ensayadas (ver Resultados) fueron: 

I Grupo 1: Inmunizado con 5 ng de Co. 120e en PBS. 

II Grupo 2: Inmunizado con 5 ng de Co.l20e absorbida a hidróxido de aluminio. 

III Grupo 3: Inmunizado con 5 ng de Co.l20e en adyuvante Montanide ISA 888. 

IV Grupo 4: Inmunizado con Montanide ISA 888. 

 
2.19 Métodos analíticos 
2.19.1 Determinación de la concentración de proteínas 

La concentración de proteínas totales de levadura en los extractos de ruptura se determinó según 

el método BCA (utilizando el ácido bicincónico) (218). En el caso de muestras de mayor pureza la 

determinación se realizó según la técnica descrita por Lowry
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y colaboradores (219). 

2.19.2 Microscopía electrónica de transmisión (ME) 

Esta técnica se utilizó en la caracterización de las variantes proteicas de HCcAg y de las mezclas 

pIDKE2-Co.I20c. Iambién se utilizó en la caracterización de la biopsia de hígado de un individuo 

infectado por el VHC. La técnica se desarrolló según el procedimiento descrito por Falcón y col 

(220;221). Brevemente, 15 µl de muestra (P21, Co.l20c, ADN plasmídico o mezclas plDKE2-Co. 120c) 

se colocaron sobre las rejillas de cobre (400 mesh), recubiertas de formvar-carbón (evaporador a vacío 

JEOL-JEE-4X, Japón) previamente desionizadas (JEOL-Ion Sputter JFC-1100, Japón) durante 3 min. 

Posteriormente, las rejillas se incubaron por 30 s con una solución de acetato de uranilo al 1% y después 

de lavadas con agua bidestilada estas fueron secadas. Se analizaron un total 1200 PSV provenientes de 

las diferentes muestras. Por cada muestra se tomaron 3 campos aleatorios por rejillas, realizándose un 

conteo de 50 PSV por rejillas. 

Las muestras fueron visualizadas utilizando la microscopía electrónica de transmisión (ME). La 

observación se realizó en un microscopio electrónico de transmisión (JEOL 2000 EX, Japón) con 

aceleración de voltaje de 80 a 100 kV y amplificación entre 50 000 y 100 000 veces. 

La muestra de tejido hepático conservada y previamente caracterizada (221) se fijó durante 1 h a 4 

°C en una solución de glutaraldehido al 1% (v/v) y paraformaldehido al 4% (v/v), después se trató con la 

solución de cacodilato de sodio 0.1 M (pH 7.4) y posteriormente se incubó durante 1 h a 4 °C con Os(>4 

al 1%. Finalmente, esta muestra se deshidrató con la utilización de etanol. A continuación se obtuvieron 

secciones ultrafinas (400-500 Á) con un ultramicrótomo (NOVA, LKB), éstas se colocaron en rejillas de 

cobre (400 mesh). Posteriormente, las rejillas se incubaron por 30 s con una solución de acetato de 

uranilo al 1% y después de lavadas con agua bidestilada fueron secadas. 

 
2.19.3 Formación de inmunocomplejos (IME) 

Para la realización de la IME se empleó el procedimiento clásico descrito para el estudio de 

partículas asociadas (222) mediante técnicas de tinción negativa sobre rejillas de cobre recubiertas con 

membranas de formvar-carbón desionizadas. Se prepararon inmunocomplejos mediante la unión, en 

proporción 1:10, del AcM SS-HepC.l y una suspensión de la muestra que contiene P21 o Co. 120e. La 

mezcla se incubó a 37 C durante una hora y luego a 4°C durante 24 h para permitir la formación in vitro 

de los inmunocomplejos. Posteriormente estos se concentraron por ultracentrifugación a 28 000 rpm 

durante una hora a 4 °C, se eliminó el sobrenadante y se procesó el precipitado 
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de igual forma que para la ME. 

2.19.4 Electroforesis de proteínas en SDS-PAGE 

Se realizó según la técnica descrita por Laemli (223). Las muestras se prepararon en condiciones 

de reducción y desnaturalización o no, mediante calentamiento a 100°C durante 20 min en una solución 

tampón (Tris-HCl 1,21 g/L, EDTA 0,29 g/L, SDS 10 g/L, β-mercapto-etanol 5%, glicerol 20%, pH 8,0). 

2.19.5 Tinción con azul Coomassie R-250 

La tinción del gel se realizó durante una hora a temperatura ambiente en la solución de tinción 

(30% de metanol, 10% de ácido acético y 1 g/L de colorante azul Coomassie R 250). Posteriormente, se 

realizó la destinción en una solución con igual composición que la anterior (excepto en que no contenía 

colorante), hasta obtener una buena resolución (fondo transparente). 

2.19.6 Inmunodetección mediante “immunoblot (western blot) - immunodot” (dot blot) 

Después de la electroforesis, las proteínas se transfirieron del gel de poliacrilamida a filtros de 

nitrocelulosa de 0,45 fim, según Towbin y colaboradores (224), en una solución tampón (Tris-HCl 2,42 

g/L, glicina 11,26 g/L, metanol 20%, pH 8,3). La inmunodetección se realizó según lo reportado 

anteriormente (210). Brevemente, los filtros fueron bloqueados con 30 g/L de BSA en solución tampón 

de fosfato (PBS) durante 1 h a 37°C. Después de lavarlos tres veces con PBS, éstos fueron incubados 

con los anticuerpos específicos para las proteínas del VHC durante 1 h a 37°C. Posteriormente, los filtros 

se incubaron con los conjugados de proteína A-peroxidasa durante 1 h y la reacción inmunológica se 

reveló utilizando dos procedimientos, por una parte con amino-etil- carbazole (AEC) en acetato de sodio, 

como cromógeno. La reacción fue detenida lavando los filtros con agua destilada. En el otro 

procedimiento se reveló utilizando un sistema de detección basado en luminiscencia (ECL, Amersham, 

England). En el caso del ‘immunodot’ las muestras se aplicaron directamente sobre los filtros de 

nitrocelulosa de 0,45 y después de dejarlas secar la inmunodetección se realizó de la misma forma que se 

describió para el ‘immunoblot’. 

2.19.7 Ensayo inmunoenzimático en fase sólida (ELISA) 

Los ensayos de ELISA se realizaron según un procedimiento desarrollado previamente (210). 

Brevemente, las placas de ELISA (Costar, Cambridge, MA) íueron recubiertas con 100 ^il de P21 o 

Co.l20c (10ng/mL), o péptidos sintéticos (1 µg/mL) 
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diluidos en solución de recubrimiento (buffer carbonato 50 mM, pH 9.6) a 4°C durante 12 h. Las placas 

fueron lavadas cuatro veces con PBS conteniendo 0,05% Tween 20 (PBST). Después de bloquear la 

placa con 3 g/L de BSA en PBST, las diluciones de los sueros ensayados fueron añadidas (utilizando la 

misma solución de bloqueo) e incubados durante 1 h a 37°C, en las placas previamente recubiertas. 

Después de lavar las placas, los anticuerpos fueron detectados por la adición de los conjugados 

correspondientes (lnmunoglobulinas específicas de carnero anti-ratón o anti-humanas conjugadas a 

peroxidasa) durante 1 h a 37°C. Después de lavar las placas, el sustrato p-fosfato de nitrofenilo (1 

mg/mL) en dietanolamina 0,5 M pH 9,8, fue usado para revelar la reacción antígeno-anticuerpo y la 

absorbancia (DO) fue leída entre 10-30 min a 492 nm. Se tomó como criterio de positividad los valores 

de DO de las muestras que fueron (dos veces o más) superiores a los valores de DO obtenidos en los 

controles negativos. 

En el experimento de determinación de las subclases de IgG, se incubó con los anticuerpos 

secundarios anti-IgGl o una mezcla de anti-IgG2a y anti-IgG2b (diluidos 1: 1000) obtenidos en carnero 

(Sigma, St Louis, EEUU) durante 1 hora a 37°C. Después se incubó con un conjugado anti-carnero 

(Sigma, St Louis EEUU) diluido 1:10000 por 1 hora a 37°C. Por último el revelado y la lectura se 

realizaron como en el procedimiento anterior.  

2.19.8 Ensayo de proliferación linfocitaria 

La respuesta linfoproliferativa se determinó según lo reportado por De Felice y colaboradores 

(225). Las células del bazo (esplenocitos), de los ratones inmunizados (n=3), fueron colectadas y diluidas 

en RPMI 1640 (Gibco, UK), conteniendo estreptomicina (100ng/mL), penicilina (lOOU/mL) y 2p-

mercaptoetanol (50 nM), suplementado con 10% de suero fetal bovino. La densidad celular fue ajustada a 

2x105 células/pocilios en presencia de 1 ng/mL/pocillo de P21, o de Co.l20e, o de los péptidos P1 (Al), 

A2 y A3, o una mezcla de ellos (Bl), o del HBsAg utilizado como control negativo. Como control 

mitogénico positivo se utilizó la fitohemaglutinina (PHA al 1%). Además se utilizaron controles 

celulares que recibieron solamente células. Las células en todos los pocilios fueron cultivadas en 220 ^iL 

de medio. Las placas fueron incubadas en atmósfera húmeda a 37°C y C02 5%, durante 72 h. Las células 

fueron pulsadas con timidina-tritiada (1 nCi/pocilloMAmershan-Pharmacia-Biotech, UK), durante las 

últimas 16 h de cultivo y posteriormente cosechadas en filtros (Pharmacia, Suecia). La radioactividad 

incorporada fue determinada usando un contador líquido de centelleo (1217 Rackbeta, LKB/Wallac, 

Suecia). Los índices de estimulación (IE) fueron calculados como los conteos por minutos de las células 

estimuladas dividida por el promedio de los conteos por minuto de los
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pocilios controles. Se tomó como criterio de positividad del ensayo los valores de IE iguales o superiores 

a tres. Todas las muestras fueron tratadas por triplicado. 

2.19.9 Ensayo de hipersensibilidad retardada (DTH) 

El ensayo de DTH se realizó a los 21 días de la última inmunización según el procedimiento 

reportado por Kundig y col (226). A los 21 días de la última inmunización se realizó la fase de 

sensibilización. Se inocularon 20 µg de Co.l20c en la pata trasera derecha de los ratones. Como control 

negativo se inocularon 20 ng de HBsAg en la pata trasera izquierda de los ratones. A las 48 h de la 

sensibilización se realizó la medición del diámetro de las patas con un Caliper (Caliper, Mitutoyo, Japón). 

Las mediciones se realizaron por triplicado. La evaluación de los datos se realizó midiendo la diferencia 

entre el diámetro medido en la pata derecha y el diámetro de la pata izquierda de cada ratón. Los valores 

obtenidos fueron analizados como se describe en los procesamientos estadísticos.  

2.20 Reto con virus vaccinia recombinante 

Se retaron cinco animales de cada grupo con 106 unidades formadoras de placa (ufp) del vvCore 

por cada ratón por vía intraperitoneal. El reto se aplicó en un volumen final de 200 µl en PBS, 7 días 

después de la última dosis de la inmunización. 

2.20.1 Titulación de virus Vaccinia a partir de los ovarios extraídos de los ratones 

La titulación del virus se realizó según lo descrito por Kundig y col (226). Brevemente, los ratones 

se sacrificaron cinco días después de la inoculación viral. Se extrajeron ambos ovarios y se maceraron 

vigorosamente en medio DMEM suplementado, quedando en un volumen final de 2 mL. Después se 

procedió a dar tres pases sucesivos de congelación-descongelación a la muestra y se realizó un 

tratamiento de ultrasonido a 40 Amplitudes durante 30 s. La muestra tratada se centrifugó a 25 000 rpm 

durante 10 min y el sobrenadante se utilizó en los pasos siguientes. Primeramente, se hicieron los ensayos 

con una mezcla de los sobrenadantes de todos los ratones del grupo. Posteriormente, en el grupo donde se 

apareció una disminución del título viral (Grupo 3) y en el grupo control negativo (Grupo 4) se realizó el 

estudio a los sobrenadantes de los ratones individuales. Los sobrenadantes virales fueron diluidos en 

medio DMEM suplementado. Después se adicionó 0,5 mL de cada dilución, por duplicado, sobre placas 

previamente cultivadas con células BSC-40. Se dejó adsorber el medio con el virus por 1 h a 37 °C en 

atmósfera de C02 al 5% Después se retiró ese medio y se añadió 3 mL de medio DMEM 2 % SFB. 

Después las placas se incubaron 48 horas en las mismas condiciones. Pasado este tiempo se retiró el 

medio y se añadió 1 mL de violeta cristal al 1% en metanol (p/v). Se dejó actuar 
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el colorante durante 10 min. Luego se lavaron las placas con agua corriente y se secaron a 25 °C. Por 

último, se contaron las placas de lisis, el título se expresó como el logaritmoio de las ufp/mL. 
 
2.21 Análisis estadísticos 

A los datos obtenidos se les comprobó la normalidad por la prueba de Kolmogorov- Smirnov y la 

homogeneidad de varianza por la prueba de Bartlett cuando se analizaron más de dos grupos o la prueba 

F cuando se analizaron dos grupos. Si cumplían las anteriores premisas se empleó el análisis de varianza 

de clasificación simple y para comparar las medias entre todos los grupos, la prueba t de Bonferroni. 

Cuando se realizó la comparación entre las medias de dos grupos se utilizó la prueba l de Student 

(227;228). El procesamiento estadístico se realizó utilizando el programa “GraphPad Prism”. 
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3 RESULTADOS 

3.1 Obtención de la proteína HCcAg en la levadura P. pastoris 

3.1.1 Clonación del gen codificante para la proteína HCcAg 

El plasmidio de expresión pNAO.CoEl.340 se obtuvo según la metodología descrita en Materiales y 

Métodos (Figura 4). Este plasmidio contiene, entre los sitios de restricción Ase 1 y Sal I, una unidad de 

integración constituida por los siguientes elementos: 

- Posee en sus extremos regiones de homología con el locus AOXI de la levadura P. pastoris, necesarias 

para que ocurra el evento de integración por recombinación homologa en el locus del gen AOXI 

(5'AOXl y 3'AOXl). 

- Promotor del gen de la enzima alcohol oxidasa I de P. pastoris (pAOXl). 

Gen que codifica para los primeros 339 aa de un aislamiento cubano del VHC. Terminador del gen de 

la enzima gliceraldehído 3’ fosfato deshidrogenasa de S. cerevisiae (tGAP). 

Gen His3 de la levadura S. cerevisiae como marcador de selección. 

- El fragmento restante que corresponde al plasmidio pUC19. 

La integridad del gen heterólogo y del empalme con las regiones 5’ del promotor AOXI y el terminador 

del gen de la enzima gliceraldehído 3’ fosfato deshidrogenasa de S. cerevisiae fue confirmada por 

secuencia, no encontrándose cambios en la secuencia esperada (Anexol). 

3.1.2 Obtención de cepas recombinantes de P. pastoris 

El sistema de transformación utilizado se basó en la selección de colonias por auxotrofía al aminoácido 

histidina, con el empleo del plasmidio de expresión pNAO.CoEl.340 que portaba el gen His3 de S. 

cerevisiae. 

En la placa control (cepa MP-36 sin plasmidio) no hubo crecimiento de colonias. En la Figura 7 se 

muestran los resultados experimentales obtenidos de la digestión EcoR I en el análisis del ADN de 11 

colonias estudiadas para los recombinantes transformados con el plasmidio pNAO.CoEl.340. Como control 

de integración se utilizó el clon 1222 que se corresponde con un transformante de P. pastoris obtenido con 

el plasmidio pNAO.Co. 176 (Figura 4) que presenta un evento de integración de recombinación homologa 

por remplazamiento génico a nivel del locus AOXI. 

En los recombinantes obtenidos con el plasmidio pNAO.CoEl.340 (Figura 7) se observa por Southern 

blot de la digestión EcoR I que uno de ellos (clon 15) hibrida con un peso molecular de aproximadamente 3 

kb y un poco superior al control 1222 (Figura 7 Derecha, Línea 3). Este valor se corresponde con la talla 

calculada de haber ocurrido el
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evento de integración esperado (recombinación homóloga por remplazamiento génico) (Figura 6). En las 

líneas 1 (control negativo), 4 y 8 no ocurrió hibridación. En el resto de las colonias se observó una 

hibridación a una altura aproximada entre 5 y 6,5 kb. Del total de 11 colonias analizadas 1 mostró el patrón 

de integración esperado (denominado clon CoEl. 15), similar al clon 1222, y las otras que resultaron positivas 

presentaron un patrón similar que el plasmidio pNAO.CoEl.340 (digerido Sae MSal I) utilizado en la 

transformación. Estos resultados fueron verificados mediante la repetición de los análisis. 

 

3.1.3 Síntesis de la proteína HCcAg en P. pastoris 

Para el estudio de la expresión del gen codificante para los primeros 339 aa de la poliproteína viral, 

que contempla la región codificante para la proteína HCcAg y el fragmento N-terminal de la proteína de la 

envoltura El (C-E1l), se escogió el clon CoEl. 15. Este mostró un patrón de integración de recombinación 

homologa por remplazamiento génico cuando se analizó por experimentos de Shouthern blot (Figuras 6 y 

7). 

Con este clon se realizaron estudios de seguimiento de la expresión de la proteína C- E1 Len el tiempo 

en fermentadores de 5 L de volumen de cultivo, con el objetivo de evaluar la síntesis de C-E1L en 

condiciones controladas de temperatura, agitación, aireación y pH. En la Figura 8 se muestran los resultados 

de la expresión del clon C oE l .  1 5  en medio 

 

 

 

 

Figura 7. Resultados de la hibridación por Southem-blot. Izquierda: Digestión EcoR I, sonda 
gen Col20. Líneas: 1. ADN pNAO (control negativo, P. pastoris portando el gen codificante 
para el HBsAg), 2. ADN pNAO.CoEl.340 digerido Ase l/Sal I, 3-12. ADN de 10 colonias 
analizadas, 13. ADN pNAO.Co.176 (control positivo, clon 1222 de P. pastoris portando el 
gen codificante para CO.176l). Derecha: Digestión EcoR I, sonda gen Col20. Líneas 1. ADN 
pNAO (control negativo, P. pastoris portando el gen codificante para el HBsAg), 2. ADN 
pNAO.CoEl .340 digerido Ase I¡Sal I, 3. ADN del clon 15, 4. ADN pNAO.Co.176 (Control 
positivo, clon 1222 de P. pastoris portando el gen codificante para CO.176l). A la izquierda se 
observan los tamaños del Patrón de peso molecular ADN >.-Hind III. 



Resultados

44 

 

 

 

salino, con el empleo de las condiciones de operación descritas en Materiales y Métodos. La expresión de C-

E1l se detectó por SDS-PAGE y Western blot, utilizando el AcM SS- HepC'.l como anticuerpo primario. En 

estos experimentos se utilizó como control negativo la cepa hospedera MP-36. 

Se realizó una fermentación en dos pasos, ya que el cultivo se inoculó utilizando glicerol como fuente 

de carbono. Posteriormente, cuando el glicerol se consume totalmente, se realiza la adición de metanol, la 

que se mantiene durante el resto de la fermentación. Durante la primera fase de crecimiento celular no ocurre 

expresión de C- EIL, pero es posible alcanzar altas densidades celulares (resultados no mostrados). Luego de 

la adición de metanol se produce la inducción del promotor AOXI, y por tanto la producción de la proteína 

heteróloga, con poco crecimiento celular adicional. 

La obtención de C-E1l se detectó a partir de las 6 h después de la inducción del promotor AOXI con 

metanol, principalmente en la fracción insoluble del precipitado de la ruptura celular (Figura 8). Es 

interesante observar que a las 6 h se observó por Western blot el reconocimiento específico de una proteína 

con un peso molecular aproximado de 21 kDa (P21), mientras que a partir de las 9 h se detectaron por SDS-

PAGE y Western blot dos proteínas con pesos moleculares aproximados de 21 kDa (P21) y 23 kDa (P23) 

que no se observaron en el control negativo (Figura 8). Tomando en consideración las dos proteínas 

detectadas, los niveles de expresión alcanzados a las 24 h después de la inducción estuvieron en un rango 

entre el 4-5% de las proteínas en el precipitado de ruptura celular de levadura (determinado utilizando el 

programa Quantity-One, Bio-Rad Laboratories, USA). La expresión de C-E1L se mantuvo en niveles 

similares hasta las 96 h (resultados no mostrados). No se observó en estos estudios el reconocimiento de una 

proteína con un peso molecular de 37 kDa correspondiente al producto íntegro de C-E1l (P37). Esto indica 

que la expresión del producto C-E1L en P. pastoris va acompañada de un procesamiento de la poliproteína. 

Estos resultados permitieron afirmar que el clon recombinante evaluado fue capaz de expresar la proteína C-

E1l y que el sistema hospedero-vector utilizado resultó adecuado para promover la síntesis de este antígeno 

por esta levadura. 

 
3.1.4 Procesamiento de la proteína HCcAg producida en P. pastoris 

Para estudiar el posible procesamiento de esta proteína se emplearon los clones Col20.3, 1222 y CoEl. 

15. Los dos primeros se utilizaron como controles y expresan variantes truncadas de la proteína HCcAg que 

abarcan los primeros 120aa y 176aa, respectivamente. Los estudios se hicieron en fermentadores de 5 L de 

volumen de cultivo  
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Todas las variantes sintetizadas (CO.120L, CO.176L y C-E1L) de la proteína HCcAg fueron 

inmunodetectadas por un suero de un individuo infectado con el VHC (que reconoce específicamente a la 

proteína HCcAg pero no a la proteína El) (Figura 9A). En este estudio comparativo se pudo definir que 

la proteína P21 producto de la síntesis de C- EIL, presenta un peso molecular similar al que presenta la 

molécula de 176 aa (C.176L) (Figura 9A y B) (note que el polipéptido P21 producido por el clon CoEl. 

15 es similar en peso molecular a la proteína Co.l 76L producida por el clon 1222). 

Las proteínas CO.176l, P21 y P23 son reconocidas además por el AcM SS-HepC.l que reconoce un 

epitopo entre el aa 5 y 35 de la proteína HCcAg (Figuras 9B arriba). Por otra parte si tiene lugar el 

procesamiento de la poliproteína C-E1L, la proteína El debe ser detectada como un polipéptido de 16 

kDa. Como se muestra en la Figura 9, la proteína El se detectó con un peso molecular superior al 

esperado (32 kDa en vez de 16 kDa) utilizando el AcM SS-HepC.2 (Figura 9B abajo). 

La integridad funcional del gen CoEl se comprobó estudiando la expresión en E. coli. Se utilizó 

la cepa W3110 transformada con el plasmidio pNCoEl que porta el gen CoEl bajo el control 

transcripcional del promotor triptófano (/itrip) (Figura 5). El estudio por Western blot evidenció el 

reconocimiento específico de la proteína recombinante C -E l e  con la talla esperada de 37 kDa (P37) 

(Figura 10). En esta figura también se muestra una

se tomaron muestras a las 24 h después de la inducción. 
 

 

Figura 8. Estudio de la obtención de la proteína C-E1L a partir del clon Co.El. 15 en fermentador de 5 L. A. 
SDS-PAGE y B. Western blot de las muestras tomadas durante la fermentación, Líneas: 1. Proteínas totales 
de la ruptura de MP-36 a las 6 h después de la inducción, 2-7. Proteínas en la fracción soluble del precipitado 
de ruptura celular provenientes de: clon Co.E1.5 a las 0 h, 3 h, 6 h, 9 h, 12 h y 24 h después de la inducción, 
respectivamente. 8-13. Proteínas en la fracción insoluble del precipitado de ruptura celular provenientes de: 
clon Co.E1.15 a las 0 h, 3 h, 6 h, 9 h, 12 h y 24 h después de la inducción, respectivamente. Este experimento 
se realizó por triplicado. PM: Marcador de peso molecular, se señala a la izquierda. Las flechas indican la 
posición de P21 y P23. Se utilizó el AcM SS-HepC.l como anticuerpo primario. 
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comparación del producto C -Ele producido en E. coli con el producto C-E1l producido en P. pastoris y 

procesado en P21 y P23. 

 

 

Figura 9. Procesamiento de la proteína C-E1L en P. pastoris. A. Western blot. Líneas 1. Lisado de células 
enteras clon C. 120.3 que expresa la proteína C.120L; 2. Lisado de células enteras clon 1222 que expresa la 
proteína CO.176l, 3. Lisado de células enteras clon C-E 1.15 que expresa la proteína C-E1L. 4. Lisado de 
células enteras cepa MP36. Se utilizó el suero humano 11236, B. Western blot. Líneas 1. Lisado de células 
enteras clon C-E 1.15 antes de inducir; 2. Lisado de células enteras clon C-E 1.15 después de inducir, 3. 
Proteína El.339, 4. Lisado de células enteras clon 1222 antes de inducir; 5. Lisado de células enteras clon 
1222 después de inducir. Arriba se utilizó el AcM SS- HepC.l anti-HCcAg. Abajo se utilizó el AcM HepC.2 
anti-El. (Patrones de PM utilizados: B- lactoglobulina; Inhibidor de tripsina; Quimotripsinogeno; Anhidrasa 
carbónica) 

 

Figura 10. Comparación del procesamiento de C-E1L y C-Ele en P. pastoris y en E. coli, respectivamente. 
Western blot utilizando el AcM SS-HepC.l Líneas 1, 3, 4, 6 y 7: proteínas de las colonias de la cepa W3110 
transformada con el plasmidio pNCoEl, Líneas 2 y 5: proteínas de la cepa W3110 sin transformar; Línea 8: 
proteínas del clon C-E 1.15 de P. pastoris PM: Patrón de peso molecular: Inhibidor de tripsina; Anhidrasa 
carbónica; Albúmina de huevo. 

3.1.5 Caracterización de la proteína HCcAg obtenida en la fracción soluble de la ruptura de P. 

pastoris 

De los primeros estudios de la expresión de C-E1L se pudo extraer como primeros resultados que las 

formas P21 y P23 se obtienen fundamentalmente asociadas al precipitado de ruptura celular en la solución 

Tris-HCL 50 mM pH 7.4, NaCl 50 mM, EDTA 5 mM (Figura 11). Para aumentar la proporción de éstas 

proteínas en la solución después de la ruptura, se adicionó glicerol 10% a la solución de ruptura (Figura 11).  
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Figura 11. Solubilización parcial de P21 y P23 con glicerol. H ústern blot. 
Línea 1. Proteínas en la fracción soluble después del proceso de ruptura 
celular; línea 2. Proteínas en la fracción insoluble después del proceso de 
ruptura celular; línea 3. Proteínas en la fracción soluble después del proceso 
de ruptura celular adicionando glicerol 10%, línea 4. Proteínas en la fracción 
insoluble después del proceso de ruptura celular adicionando glicerol 10%. Se 
utilizó el AcM SS-HepC.l. A la derecha se muestran las proteínas P21 y P23. 

 

3.1.5.1 Caracterización de la proteína HCcAg recombinante por centrifugación en gradientes 

isopícnicos de sacarosa 

Para realizar la caracterización de la proteína recombinante producida por el clon CoEl. 15 se 

realizaron diferentes análisis. En un intento por dilucidar si en este hospedero estaba ocurriendo la 

multimerización de la proteína recombinante de la cápsida, ésta se estudió primeramente en experimentos de 

centrifugación en gradientes isopícnicos de sacarosa. La evaluación se realizó a la proteína recombinante 

obtenida en la fracción soluble a las 6 h, 12 h y 24 h después de la inducción, y al antígeno de superficie del 

virus de la hepatitis B (HBsAg) particulado utilizado como control. 

Como se muestra en la Figura 12, a las 6 h después de la inducción de la expresión del gen CoEl, la 

proteína de la cápsida migró en estos experimentos con una densidad de flotación de 1.27 g/mL. En esta 

muestra sólo se detectó P21 (Figura 12A). Se utilizó el HBsAg como control interno del experimento. El 

HBsAg mostró, en nuestras condiciones, una densidad de flotación de 1.22 g/mL, que es similar a la 

informada por otros autores (resultado no mostrado) (229). 

En la muestra analizada a las 12 h se detectaron dos poblaciones que contienen C- EIL con densidades 

de flotación de 1,20 g/mL y 1,27 g/mL (Figura 12B). La mayor proporción de C-E1L se encontró en la 

fracción de 1,27 g/mL, que es similar a la observada a las 6 h y esta compuesta exclusivamente por P21. 

Resultó interesante que en la fracción de 1,20 g/mL se detectaron P21 y P23 (Figura 12B). 

En la muestra analizada a las 24 h, también se detectaron dos poblaciones que contienen C-E1L con 

densidades de flotación 1,20 g/mL y 1,27 g/mL (Figura 12C). No obstante, en esta muestra la mayor 

proporción de C-E1L (70%) se encontró en la fracción de 1,20 g/mL. Nuevamente se detectaron en esta 

fracción P21 y P23. Al igual que en las muestras evaluadas a las 6 y 12 h, P21 fue la proteína detectada en la 

fracción de 1,27 g/mL a las 24 h (Figura 13C).  
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Figura 12. Gradientes isopícnicos de sacarosa de las muestras que contienen C-E1l procesada en la fracción 
soluble de la ruptura celular analizada en diferentes tiempos de la inducción (Izquierda). Se muestra la 
detección de C-E1L (DO 620 nm) y la densidad de las fracciones (g/mL). Derecha: Análisis por Western 
blot de las fracciones con C-E1L. A. Muestra obtén 
ida a las 6 h, Líneas: MI, 1, 2, 3 y 4: muestra inicial, fracciones 15, 14, 13, y 12 respectivamente; B. Muestra 
obtenida a las 12 h, Líneas: MI, 1, 2, 3, 4 y 5: muestra inicial, Iracciones 1 J, 12, 11, 10 y 9 respectivamente. 
C. Muestra obtenida a las 24 h, Líneas: MI, 1, 2, 3, 4 y 5. muestra inicial, fracciones 13, 12, 11, 10 y 9 
respectivamente. Se aplicó 1 ng de C-E1L y se utilizó el AcM SS-HepC. 1. Este experimento se realizó por 
triplicado. 
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3.1.5.2 C aracterización de la proteína HCcAg recombinante por cromatografía de exclusión 

molecular 

La muestra analizada a las 24 h después de la inducción, que se utilizó en el experimento anterior, se 

caracterizó por cromatografía de exclusión molecular utilizando como soporte la matriz Sepharose CL-4B 

(Figura 13). En este experimento se utilizó como control interno el HBsAg. Los resultados mostraron que la 

proteína C-E1L eluye después del volumen de exclusión de la matriz y antes del HBsAg (entre 2 000 000 y 20 

000 000 Da). 

 

3.1.5.3 Caracterización de la proteína HCcAg recombinante en las fracciones del gradiente de 

sacarosa por ME e IME 

Las fracciones de C-E1L obtenidas por la centrifugación en gradiente de sacarosa a las 24 h fueron 

caracterizadas por ME e IME (Figura 14A). En la fracción de 1.20 g/mL se observaron agregados proteicos y 

no partículas esféricas (Figura 14B). Por otro lado, en la fracción de 1.27 g/mL se observaron partículas 

esféricas con un diámetro entre 25 y 35 nm que fueron reconocidas por el AcM SS-HepC.l (Figura 14C). 

Éstas partículas de P21 son similares en tamaño y forma a las partículas semejantes a nucleocápsidas 

encontradas en los hepatocitos de pacientes infectados con el VHC que presentan un diámetro entre 20 y 40 

nm (Figura 14D) (220). 

 

Figura 13. Estudio de la proteína C-E1l obtenida en la fracción soluble a las 24 h de la inducción por 
cromatografía de exclusión molecular. A. Cromatograma de las proteínas del clon CoE1.15 obtenidas en este 
tiempo y del HBsAg. Las proteínas en la fracción soluble de la ruptura celular del clon CoEl. 15 y el HBsAg se 
detectaron por DO a 280 nm (Izquierda). C-E1l se detectó por densitometría a partir del Dot blot, con valores 
de DO medidos a 620 nm (Derecha) B. Detección de C-E1l por Dot blot utilizando el AcM SS-HepC.l Líneas 
1-12: Fracciones 5-16 del cromatograma. MI: Muestra antes de aplicar en la cromatografía. 
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3.1.6 Semi-purificación de la proteína HCcAg (P21) extraída de la fracción insoluble de la ruptura 

celular 

Después de analizar la muestra de la fracción soluble de ruptura celular que contiene P21 y P23, se 

decidió purificar la proteína P21 con la finalidad de estudiar su capacidad de autoensamblarse in vitro. El 

predominio mayoritario de P21 asociada al material insoluble después de la ruptura celular (Figura 8), 

condicionó el inicio de la purificación mediante lavados sucesivos a partir de esta muestra. Se trabajó con 

la muestra obtenida a las 24 h después de la inducción. La proteína P21 contiene las regiones hidroióbicas 

descritas en el extremo C-terminal de HCcAg que interaccionan con las membranas celulares (Figura 4) 

 

 

 

 

Figura 14. Caracterización por ME y IME de las fracciones del gradiente de sacarosa con densidades de 

flotación de 1,20 y 1,27 g/mL provenientes de la muestra analizada 24 h después de inducir la expresión de 

C-E1L. A. Análisis por ME de la fracción de densidad 1,20 g/mL. B,C. Análisis por ME e IME, 

respectivamente de la fracción de densidad 1,27 g/mL. D. Análisis por ME de las partículas semejantes a 

nucleocápsidas presentes en hepatocitos de pacientes infectados con el VHC. PO: Partículas de oro coloidal. 

Barra: 200 nm en A, B y C, 250 nm en D. 
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(43). Esta característica pudiera ser la causa de la presencia de P21 en la fracción insoluble de la ruptura 

celular. Por esto, como primera aproximación se realizó la extracción de P21 de esta fracción insoluble 

utilizando altas concentraciones de urea. Después de la lisis celular y lavados sucesivos de la fracción 

insoluble, se obtuvo la proteína de interés en el sobrenadante de extracción. La Figura 15 muestra el 

patrón electroforético de las muestras tomadas durante el proceso de lavado del sedimento celular. La 

extracción del polipéptido recombinante del material insoluble de la ruptura celular se realizó con urea 

8M en solución Tris 50 mM, pH 8. 

 

3.1.7 Purificación de P21 

Con el objetivo de estudiar la capacidad de P21 de autoensamblarse in vitro, se trabajó con la 

muestra obtenida en urea 8M, como se describió en 3.1.2.4.1. Esta proteína se purificó en estas 

condiciones por diferentes métodos. Se describen su purificación por electroelusión y métodos 

cromatográficos. La proteína P21 se mantuvo en condiciones desnaturalizantes desde su extracción para 

lograr su purificación como un polipéptido de 21 kDa y de evitar la interacción de estos polipéptidos 

entre sí, así como disminuir su interacción con otras moléculas. Primeramente, la mezcla de proteínas se 

aplicó en una electroforesis de SDS-PAGE desnaturalizante preparativa con el objetivo de purificar P21. 

Los resultados de la purificación después de eluir del gel la proteína de interés por electroforesis se 

muestran en la Figura 16. 
 

Figura 15. A. SDS-PAGE al 12,5 % de las muestras tomadas durante el proceso de semi- purificación de 
la proteína C-E1L. B. Western blot utilizando el AcM SS-HepC.l, 1. Proteínas de la cepa MP-36, 2. 
Proteínas en la fracción soluble después del proceso de ruptura celular, 3. Proteínas en la fracción 
insoluble después del proceso de ruptura celular, 4. Proteínas en la fracción soluble después del proceso 
de lavado con urea 2M/TxlOO de la fracción insoluble 5. Proteínas en la fracción insoluble después del 
lavado con urea 2M/TxlOO, 6. Proteínas en la fracción soluble después del proceso de extracción con 
urea 8 M, 7. Proteínas en la fracción insoluble después del proceso de extracción con urea 8 M. Los 
patrones de peso molecular están indicados en kDa a la izquierda. P21 y P23 están indicadas a la 
derecha. 
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Posteriormente, la proteína P21 también se purificó por métodos cromatográficos. Después de la 

ruptura celular y la extracción como se describe en Materiales y Métodos, la proteína recombinante se 

obtuvo en una solución que contenía urea 8 M, Tris-HCL 50 mM pH 8, NaCl 50 mM, y EDTA 5 mM. En 

este caso la proteína P21 también se mantuvo en condiciones desnaturalizantes desde la extracción y 

durante todo el proceso de purificación. Teniendo en cuenta el punto isoélectrico (pl) calculado para P21 

(12,5) se decidió utilizar una cromatografía de intercambio catiónico para pegar la proteína a la matriz. La 

mezcla de proteínas fue aplicada en una matriz de Fractogel-EMD S03 M. Un cromatograma tipo de estas 

cromatografías se muestra en la Figura 17A. En la Figura 17B y C se muestran los resultados del 

proceso de purificación, después de la cromatografía de intercambio iónico. Como producto de este 

proceso se obtuvieron fracciones con más de un 80% de pureza (Figura 17B, Línea 7). Estas fracciones 

están constituidas por P21. 

3.1.8 Caracterización de la proteína P21 purificada  

3.1.8.1 Solubilización de la proteína P21 purificada 

En la muestra de P21 purificada por electroelusión se disminuyó la presencia del agente 

desnaturalizante como se describe en Materiales y Métodos. Por otro lado en busca de una mayor 

recuperación de moléculas P21 solubles purificadas por métodos cromatográficos, se analizó la siguiente 

consideración al experimento. Se determinó iniciar el proceso de eliminación del agente desnaturalizante 

(urea) diluyendo el mismo hasta concentraciones menos efectivas, y sólo entonces dializar contra el 

tampón sin el agente desnaturalizante como se describe en Materiales y Métodos. 

 

Figura 16. Purificación de P21 por electroelusión. A. SDS-PAGE al 12,5%. B. Western blot 
utilizando el AcM SS-HepC.l. PM: patrón de peso molecular, se muestra a la izquierda en kDa 
Líneas 1. Proteínas de la muestra de la extracción de la fracción insoluble de la ruptura del clon 
CoEl. 15 antes de purificar; 2. P21 después de eluir; 3. Proteínas de la muestra de la extracción de 
la fracción insoluble de la ruptura de la cepa MP-36. A la derecha se señalan P21 y P23. 
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3.1.8.2 Caracterización del ensamblaje de P21 in vitro 

La proteína P21 purificada por los diferentes procedimientos mostró propiedades similares en los 

estudios de caracterización. A continuación se muestran los resultados obtenidos con la proteína 

purificada por electroelusión. 

3.1.8.3 Estudios de ultrafiltración 

El estado de multimerización de la proteína recombinante purificada fue estudiado primeramente 

en experimentos de ultrafiltración utilizando una membrana con un valor de corte de 300 000 Da. Se 

estudiaron las muestras de P21 en condiciones desnaturalizantes y después de la solubilización. Los 

resultados se muestran en la Figura 18. Como se aprecia en el gráfico, la fracción mayoritaria (60%) de 

P21 desnaturalizada se filtró a través de la membrana. Este resultado contrastó con el obtenido con la 

muestra de P21 solubilizada, donde la fracción mayoritaria (80%) no se filtró a través de la membrana. 

3.1.8.4 Caracterización de P21 por centrifugación en gradientes isopícnicos de sacarosa 
La proteína purificada se caracterizó adicionalmente por centrifugación en gradientes

 

Figura 17. Purificación de P21 por intercambio iónico. A. Cromatografía de intercambio iónico sobre 
Fractogel-EMD S03 M de la muestra de extracción. B y C. SDS-PAGE y Western blot, 
respectivamente, de las muestras después del proceso de purificación. PM. Patrón de peso molecular de 
proteínas. Líneas: 1. Proteínas extraídas con urea (Muestra inicial) 2. Proteínas que no interaccionaron 
con la matriz 3-7. Fracciones del gradiente de elusion con NaCl. 
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isopienícos de sacarosa. Se utilizó como control interno el HBsAg. Los resultados se muestran en la 

Figura 19. La proteína P21 presente en la muestra desnaturalizada se obtuvo en un pico definido que se 

corresponde con una densidad de flotación de 1,10 g/mL. Por otro lado la densidad que se observó para la 

P21 solubilizada fue 

Figura 18. Estudios de ultrafiltración de la 
proteína P21 solubilizada (HCcAg-R) y 
desnaturalizada (HCcAg-D) utilizando la 
membrana XM-300. Pasos de ultrafiltración 
Muestra inicial antes del proceso de 
ultrafiltración; 2, 3 y 4: Pases 1, 2 y 3 de 
ultrafiltración. % de rentención: % de la 
proteína P21 que no se filtra a través de la 
membrana. 

  

3.1.8.5 Caracterización de P21 por cromatografía de exclusión molecular

Posteriormente la muestra de P21 purificada en presencia de agentes desnaturalizantes y la muestra de 

P21 solubilizada sin agentes desnaturalizantes (Ver Materiales y Métodos) se caracterizaron por 

cromatografía de exclusión molecular  
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utilizando como soporte una matriz de Sepharose CL-6B. Se utilizaron como controles de peso molecular 

la proteína inhibidor de tripsina (21 kDa) y el HBsAg (>1500 kDa) (Figura 20). Este experimento 

confirmó que P21 fue purificada como un monómero con un tiempo de retención similar al observado para 

la proteína control inhibidor de tripsina (110 min y 112 min, respectivamente). También se observó que 

después de disminuir los agentes desnaturalizantes presentes en la muestra de la proteína P21 purificada, 

ésta migró en un pico definido con un tiempo de retención similar al obtenido para el HBsAg (28 min y 31 

min, respectivamente). 

 

3.1.8.6 Caracterización de P21 por ME 

Finalmente las muestras de P21 analizadas se caracterizaron en experimentos de ME. En la 

muestra de P21 solubilizada se observaron partículas entre 25 y 35 nm de diámetro (Figura 21). Sin 

embargo, en la muestra de P21 desnaturalizada no se observó la formación de partículas. 

3.2 Obtención de la proteína HCcAg truncada (Co.l20e) en E. coli 3.2.1.1 

Clonación del gen codificante para Co.l20e 

Según la estrategia diseñada (descrita en Materiales y Métodos), se obtuvo el plasmidio de 

expresión pSLCo. 120 (Figura 5). Este contiene los siguientes elementos: 
- Promotor del gen T7 del bacteriófago T7 (pT7). 

- Gen que codifica para la proteína Co. 120 

Figura 20. Caracterización de la proteína P21 purificada por cromatografía de exclusión molecular. 
Matriz Sepharose CL-6B. A. Se muestra el cromatograma de los controles de peso molecular 
utilizados, a: HBsAg, b: Inhibidor de tripsina, tiempo de retención 31 min y 112 min, 
respectivamente. B. Cromatograma de P21 desnaturalizada, tiempo de retención 110 min. C. 
Cromatograma de P21 solubilizada sin agentes desnaturalizantes, tiempo de retención 28 min. 
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Terminador del gen T4. 

Gen de resistencia de ampicillina/ím// como marcador de selección. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 21. Caracterización por ME de P21 purificada. (A) P21 solubilizada (B) P21 
desnaturalizada. Barra: 100 nm. 

3.2.2 Síntesis y semipurificación de Co.l20e en E. coli 

La expresión se estudió a partir del plasmidio pSLCo.120. Este porta el gen que codifica para los 

primeros 120 aa de HCcAg fusionado a una secuencia aminoacídica estable en su región N-terminal bajo 

el control transcripcional del promotor T7. La región que comprende Co.l20e no presenta las zonas 

hidrófobicas que pueden afectar su síntesis en E. coli. 

Primeramente, se transformó la cepa BL21(DE3) que presenta el profago DE3 para la expresión 

de la enzima T7 ARN polimerasa. Se utilizó como control negativo la cepa hospedera sin transformar. 

La inducción se realizó cuando el cultivo alcanzó 0.7 DO (620 nm) y la expresión se determinó mediante 

SDS-PAGE y Western blot (Figura 22). Aunque la proteína recombinante tiene un peso molecular 

teórico de 18 kDa, esta migró con un peso molecular de 21 kDa. Los niveles de expresión estuvieron en 

un rango entre el 10-15% del total de proteínas en la fracción insoluble de la ruptura celular de E. coli 

(determinado utilizando el programa Quantity-One, Bio-Rad Laboratories, USA). 

El predominio mayoritario del producto recombinante asociado al material insoluble después de la 

ruptura celular, condicionó el inicio de la semipurificación mediante lavados sucesivos a partir de esta 

muestra. En la Figura 22 se muestra el proceso de lavado y extracción de la proteína Co.l20e. Para 

extraer el polipéptido recombinante de los cuerpos de inclusión se utilizaron altas concentraciones de 

urea (urea 8 M, en solución tampón c¡trato-fosfato 20 mM, pH 2,6). 
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Figura 22. A. SDS-PAGE al 12,5% y B. Western blot de las muestras tomadas durante el proceso de 
semi-purificación de la proteína recombinante Co.l20e. PM Patrón de peso molecular. Líneas: 1. Proteína 
P21 purificada de P. pastoris (utilizada como control positivo), 2. Proteínas en la fracción soluble 
después del proceso de ruptura celular, 3. Proteínas en la fracción insoluble después del proceso de 
ruptura celular, 4. Proteínas en la fracción soluble después del lavado con urea 2M/TXI00, 5. Proteínas 
en la fracción insoluble después del proceso de lavado con urea 2M/TX100, 6. Proteínas en la fracción 
soluble después de la extracción con urea 8 M/TE, 7. Proteínas en la fracción insoluble después de la 
extracción con urea 8 M/TE. Los patrones de peso molecular están indicados a la izquierda. 

También se realizó un análisis de la localización celular del producto recombinante. La proteína 

Co. 120e se estudió por SDS-PAGE en las fracciones solubles e insolubles de la ruptura de los clones 

inducidos a diferentes valores de DO. Se observó que a medida que la inducción se realizó en estadios 

más avanzados de crecimiento celular, la proteína Co.l20e se asoció al material insoluble (Figura 23). 

 

Figura 23. Distribución de la proteína Co.l20e en las fracciones soluble e insoluble después de la ruptura 
celular. A. SDS-PAGE. Línea 1: control positivo (células totales), Líneas 2, 4, 6 y 8: Fracción soluble 
del clon inducido a 0.3 DO, 0.5 DO, 0.7 DO y 0.9 DO respectivamente. Líneas 3, 
5, 7 y 9: Fracción insoluble del clon inducido a 0.3 DO, 0.5 DO, 0.7 DO y 0.9 DO, respectivamente. La 
proteína se encuentra mayoritariamente en la fracción insoluble. 

3.2.3 Caracterización de la proteína Co.l20e obtenida en la fracción soluble 3.2.3.1 

Caracterización de Co.l20e mediante IME 

Para realizar la caracterización preliminar de la proteína Co.l20e presente en la fracción soluble de 

la ruptura celular, se indujo la expresión de la proteína recombinante entre 0.3 y 0.5 de DO a 620 nm del 

cultivo celular de la cepa transformada. Posteriormente, se adicionó glicerol al 5% a la solución tampón 

Iris-HCL 50 mM pH 7.4, 
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NaCl 50 mM, EDI A 5 mM utilizada en el proceso de ruptura celular. La muestra obtenida en la fracción 

soluble se caracterizó por estudios de IME utilizando el AcM SS-HepC.l, los resultados se muestran en la 

Figura 24. Se observó que el anticuerpo utilizado reconoció de forma específica la presencia de 

partículas con un diámetro entre 20-40 nm. 

 

3.2.3.2 Caracterización de Co.l20e mediante centrifugación en gradientes de sacarosa 

La proteína Co.l20e presente en la fracción soluble fue estudiada en experimentos de 

centrifugación en gradientes isopicnícos de sacarosa. Se utilizó como control interno el HBsAg. Los 

resultados se muestran en la Figura 25. La proteína Co.l20e se obtuvo en un pico definido que se 

corresponde con una densidad de flotación de 1,28 g/mL. Este valor es similar al observado para las 

partículas de P21 obtenidas en P. pastoris (1,27 g/mL).  

3.2.4 Caracterización de Co.l20c obtenida a partir de la fracción insoluble 

Posteriormente, con la finalidad de realizar una caracterización preliminar de la proteína Co.l20e 

obtenida de la fracción insoluble, ésta se solubilizó como se describe en Materiales y Métodos en 

solución tampón Tris 50 mM, NaCl 100 mM, pH 8 utilizando una cromatografía de exclusión molecular. 

Mediante este procedimiento se eliminó el agente desnaturalizante (urea). La caracterización por IME 

demostró la presencia de partículas entre 20 y 40 nm de diámetro que fueron reconocidas 

específicamente por el AcM SS- HepC.l en la muestra de Co. 120e solubilizada (Figura 26). Note que las 

partículas detectadas son similares a las obtenidas en la fracción soluble de la ruptura celular. 

 

Figure 24. Análisis por IME del sobrenadante de ruptura celular utilizando el AcM SS-HepC.l. A. 
Muestra proveniente de la cepa BL21(DE3-) transformada con el plasmidio pSLICo.120, B., Muestra 
proveniente de la cepa BL21(DE3-) sin transformar. Se observa el mareaje de Co.l20e con partículas 
de oro coloidal. Las partículas tienen un tamaño entre 20 y 40 nm de diámetro. Barra 250 nm 
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3.2.5 Purificación y solubilización de la proteína Co.l20c 

Después de filtrar la muestra obtenida en el proceso de semipurificación a través de un filtro de 0,2 

|im, el extracto fue aplicado en una columna de fase reversa RP-C4. En esta cromatografía, la proteína de 

interés fue separada de los contaminantes de E. coli manteniendo las condiciones desnaturalizantes que 

permitieron su purificación como un monómero. Un cromatograma tipo de este proceso se muestra en la 

Figura 27A. La proteína Co.l20e se obtuvo con una pureza entre 90-95%, determinada por densitometría

 

Fracciones 

Figura 25. Gradiente isopícnico de sacarosa de Co.l20e presente en la fracción soluble. Los valores de Co.l20e fueron 
medidos por densitometría del Dot blot a DO 620 nm (Derecha). Este experimento se realizó por triplicado. 

 

Figure 26. Análisis por IME de Co.l20e semipurificada y solubilizada. A, Co.l20e semipurificada y 
solubilizada B. proteínas de la cepa BL21 sin transformar con el mismo procesamiento de la muestra A. 
Se observa el mareaje de Co.l20e con partículas de oro coloidal. Se utilizó el AcM SS- HepC. 1. Las 
partículas tienen un tamaño promedio entre 20-40 nm. Barra 250 nm. 
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después del análisis en SDS-PAGE, según se muestra en la Figura 27B. Después de la elusión de 

Co.l20e, esta se liofilizó y se guardó a —20 °C, hasta su utilización posterior. La proteína liofilizada fue 

resuspendida directamente en solución salina para su solubilización. 

Figura 27. Purificación de la proteína Co.l20e 
recombinante. A. Cromatograma tipo donde se 
muestra la elusión de la proteína de interés. La 
flecha señala la fracción donde se detectó 
predominantemente la proteína Co.l20e. 
B. SDS-PAGE al 15% de Co.l20e purificado. C. 
Western blot utilizando el AcM SS-HepC.l. Líneas 
1. Proteína recombinante Co.l20e después del 
procedimiento de lavado del precipitado celular y 
extracción. 2. Fracción principal de la elusión de 
Co.l20e de la cromatografía. A la izquierda se 
muestra el patrón de peso molecular. 
 
 

3.2.6 Caracterización de la proteína Co.l20e por cromatografía de exclusión molecular 

Posteriormente, la muestra de Co.l20e purificada en presencia de agentes desnaturalizantes y la 

muestra de Co. 120e solubilizada se caracterizaron por cromatografía de exclusión molecular utilizando 

como soporte una matriz de Sepharose CL-6B. 

Se utilizaron como controles de peso molecular la proteína inhibidor de tripsina (21 kDa) y el 

HBsAg (>1500 kDa) (Figura 28). Este experimento indicó que la proteína Co. 120e fue purificada como 

un monómero con un tiempo de rentención ligeramente menor que la proteína inhibidor de tripsina (116 

min y 113 min, respectivamente). También se observó que después de solubilizar la protema Co. 120e 

purificada sin la presencia del agente desnaturalizante, esta migró en un pico definido con un tiempo de 

retención similar al obtenido para el HBsAg (29 min y 32 min, respectivamente). 
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Figura 28. Caracterización de la proteína Co.l20e 
purificada por cromatografía de exclusión 
molecular. Matriz Sepharose CL-6B. A. Se 
muestra el cromatograma de los controles de 
peso molecular utilizados, a: HBsAg, b: Inhibidor 
de tripsina, tiempo de retención 32 min y 113 
min, respectivamente. B. Cromatograma de 
Co.l20e desnaturalizada, tiempo de retención 115 
min. C. Cromatograma de P21 solubilizada sin 
agentes desnaturalizantes, tiempo de retención 29 

min. 

3.2.7 Caracterización de la proteína Co.l20e por ME 

La proteína Co.l20e renatural izada se analizó por ME como se describe en materiales y métodos. 

Se observó la presencia de partículas con un diámetro entre 20-40 nm. (Figura 29). 

 

Figura 29. Caracterización por ME de Co.l20e purificada y solubilizada (A) o desnaturalizada (B). En A 
se observa la presencia de partículas con un diámetro entre 20-40 nm. Barra 150 nm. 

3.2.8 Formación de complejos ADN plasmídico-Co.l20e recombinante 

Con la finalidad de estudiar la capacidad de Co.l20e de interactuar con ácidos nucleicos, se 

emplearon la proteína Co.l20e recombinante derivada de E. coli (90-95% de pureza, determinada por 

densitometría) y el plasmidio super-enrollado pIDKE2. La formación de los complejos ADN 

plasmídico-proteína recombinante se muestra en la  
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Figura 30. Para esto se utilizaron diferentes relaciones (pesoipeso) de pIDKE2:Co.l20e como se describe 

en Materiales y Métodos. Se analizó la presencia de complejos en geles de agarosa al 0,8%. 

Se observó un retardamiento en la movilidad electroforética del ADN en la relación 10:1. En las 

relaciones 5:1, 1:1 y 1:5 no se detectó el ADN (Figura 30A). En estas condiciones la proteína Co,120e 

migró en forma difusa hacia el ánodo (Figura 30B). Este mismo patrón se observó en la relación 1:5, 

mientras que en la relación 10:1 la proteína se detectó en el pocilio de aplicación. 

 

Figura 30. Gel de agarosa al 0,8% mostrando la formación de los complejos ADN-proteína, (A) 
visualizados con bromuro de etidio. Se aplicó 200 ng de ADN. Líneas: 1. ADN del plasmidio pIDKE2, 
2-5. Complejos ADN pIDKE2-proteína Co.l20e en las relaciones 10:1, 5:1, 1:1 y 1:5, 6. Marcador X-
DNA-Hind III (kb) y (B) con azul de Comassie. Se aplicó 10 ng de proteína. Líneas: 1. ADN del 
plasmidio pIDKE2, 2-5. Complejos ADN pIDKE2-proteína Co.l20e en las relaciones 10:1,5:1, 1:1 y 
1:5,6. Co.l20e. 

3.2.9 Caracterización de los complejos ADN plasmídico-Co. 120c recombinante en gradientes de 

sacarosa 

Los complejos pIDKE2-Co.l20e formados en la relación 10:1 (en esta relación el ADN y la 

proteína son visibles en electroforesis de agarosa) se caracterizaron en gradientes de sacarosa. La Figura 

31 muestra que la densidad de flotación obtenida para la proteína Co.l20e solubilizada fue 1,15 g/mL, 

mientras que para la proteína Co.l20e presente en la mezcla con el plasmidio pIDKE2 fue 1,32 g/mL. 

Posteriormente, se analizó la presencia de los complejos pIDKE2-Co. 120e (en las fracciones que 

contenían Co.l20e) en geles de agarosa al 0,8%. Como se muestra en la Figura 32 en estas fracciones se 

detectó la presencia de ADN y se observó un retardamiento en su movilidad electroforética con respecto 

al control plDKE2. También se detectó la proteína en el pocilio de aplicación.
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Figura 31. Gradientes isopícnicos de sacarosa de Co.l20e y la mezcla pIDKE2-Co.l20e. A. Co.l20e 
solubilizado. B. Mezcla pIDKE2-Co.l20e en la relación 10:1. Los valores de la proteína Co.l20e (HCcAg) se 
determinaron por densitometría como se describe en Materiales y Métodos a DO 620 nm (Derecha). Este 
experimento se realizó por triplicado 

Para determinar la morfología de las estructuras presentes en las fracciones del gradiente que 

contenían Co.l20e, tanto de las fracciones de baja densidad (1,15 g/mL) que contienen Co.l20e solubilizado 

como de las fracciones de alta densidad (1,32 g/mL) que contienen los complejos ADN pIDKE2-proteína 

Co.l20e, las muestras se evaluaron por ME. Se observó que Co.l20e, presente en las fracciones de baja 

densidad, estaba formando partículas similares a las obtenidas antes de aplicar en el gradiente con un 

diámetro entre 20-40 nm (Figura 33). Sin embargo, en las fracciones que contienen los complejos ADN 

pIDKE2-proteína Co.l20e, se observaron partículas heterógeneas de mayor tamaño con un diámetro entre 30-

120 nm. También se detectó junto a estas partículas un material de alta densidad. Este material se observó 

además en la muestra que sólo presenta ADN y no en la que sólo presenta Co. 120e (Figura 33). 

Figura 32. Gel de agarosa al 0,8% mostrando la presencia de los complejos ADN-proteína en las fracciones del 
gradiente de sacarosa, (A) visualizados con bromuro de etidio y (B) con azul de Comassie. Líneas: 1. ADN del 
plasmidio plDKE2, 2-4. Complejos ADN pIDKE2-proteína Co.l20e presente en las fracciones 12, 13 y 14 del 
gradiente, respectivamente, 5. Marcador de peso molecular “Leader 500” (Kb). 
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3.3 Antigenicidad e inmunogenicidad de las proteínas P21 y Co.l20e recombinantes 

3.3.1 Antigenicidad de las proteínas P21 y Co.l20e recombinantes 

Con la finalidad de estudiar la antigenicidad de las partículas de P21 y de Co.l20e ensambladas 

in vitro se evaluó su reconocimiento por sueros de individuos infectados por el VHC (procedentes de 

una seroteca de nuestro laboratorio de individuos seropositivos para VHC por el ensayo comercial 

UMELOSA anti-VHC). Se utilizaron 68 sueros provenientes de individuos seronegativos para VHC 

como controles negativos. Como se muestra en la Tabla 1, ambos antígenos fueron reconocidos por los 

anticuerpos anti- HCcAg generados en la infección natural. Un 90,7% de los sueros reconoció a P21 y 

un 92,2% a Co.l20e en los ensayos de ELISA. 

 

3.3.2 Respuesta inmune de anticuerpos y linfoproliferativa inducida en ratones por P21 y Co.l20e 
Las proteínas P21 y Co.l20e (purificadas y solubilizadas como se describió

Figura 33. Análisis por ME de la tinción negativa de las muestras, A. Fracción de 1,15 g/mL de 

Co.l20e, B. ADN plasmídico pIDKE2, C. Complejos de ADN plasmídico pIDKE2-proteína 

Co.l20e. Barra 150 nm en A, 300 nm en B y C. 

Tabla I. Reconocimiento de P21 y Co.l20epor los anticuerpos IgG específicos presentes en el suero de 
los pacientes infectados con el VHC. n, número total de sueros ensayados;* Relación de sueros que 
cumplen el criterio de positividad por ELISA entre el número total de sueros ensayados. 
 

Sueros n Reconocimiento (%) Proteína 

Pacientes con VHC 129 117/129* (90,7) P21 

Pacientes con VHC 129 119/129 * (92,2) Co. 120e 
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previamente) fueron utilizadas en un ensayo de inmunización, según se describe en Materiales y 

Métodos. 

Como se muestra en la Figura 34, P21 y Co.l20e generaron una respuesta de anticuerpos IgG 

específicos. Por otra parte, la respuesta de anticuerpos IgG específicos generada por Co.l20e fue mayor 

y mostró diferencias estadísticamente significativas a la generada por P21 (Figura 34) (p<0,001, según 

el ensayo t de Bonferroni). 

Figura 34. Respuesta de anticuerpos IgG totales 
específicas para HCcAg. Co.l20e: Ratones 
inmunizados con Co.l20e, P21: Ratones inmunizados 
con P21, C neg: Ratones inmunizados con placebo 
(PBS). Recubrimiento con P21. *(p<0,001, según el 
ensayo t de Bonferroni). 

Resulta interesante además que los esplenocitos de los ratones inmunizados con Co.l20e 

proliferaron en respuesta a P21 (Figura 35). Se tomó como criterio de positividad un IE superior a 3. La 

respuesta fue antígeno-específica, ya que no se observó proliferación en ausencia de P21 o en presencia 

de otro antígeno no relacionado (HBsAg). Además, en las células del bazo de los ratones inmunizados 

con P21 no se observó una proliferación específica con un IE superior a 3. 
 
Figura 35. Respuesta 
linfoproliferativa contra P21 de la mezcla de 
esplenocitos de 3 ratones inmunizados con: Co.l20e. 
Proteína recombinante Co.l20e, P21. Proteína 
recombinante P21, Cneg. Placebo (PBS). Indice de 
estimulación: relación de c.p.m. de esplenocitos 
estimulados con el antígeno/ c.p.m. de esplenocitos 
sin estimular. 

 

3.3.3 Evaluación de la respuesta DTH inducida en ratones por la proteína Co.l20c 

Los siguientes experimentos se realizaron con la proteína Co.l20e. Primeramente, se evaluó la 

respuesta DTH inducida por Co. 120e en ratones. Según el esquema de inmunización descrito en 

Materiales y Métodos esta proteína generó una respuesta DTH específica que se observó en la pata de 

los ratones inmunizados 48 h después del ensayo (Figura 36). Esta respuesta DTH fue superior con 

diferencias estadísticas a la observada



Resultados

66

 

 

 

 

en la pata de los ratones del grupo control inoculados con PBS (P<0,001, según el ensayo t de Bonferroni). 

Figura 36. Respuesta de hipersensibilidad 
retardada (DTH) en los ratones 21 días después de 
la última inmunización. Se midió la diferencia del 
diámetro entre la pata sensibilizada con Co.l20e y 
la pata inoculada con HBsAg como control 
negativo (DD-DI) 48 h después de la 
sensibilización, Co.120e50 Hg: Grupo inmunizado 
con 50 |ig de Co.l20e, Co. 120*5 ng: Grupo 
inmunizado con 5 ng de Co.l20e PBS: Grupo 
inmunizado con placebo (PBS). (b,c>a, p<0,001; 
c>b, p<0,.05 según el ensayo t de Bonferroni) 
 

3.3.4 Evaluación de la respuesta inmune inducida en ratones por la proteína Co.l20e con diferentes 

adyuvantes 

3.3.4.1 Generación de anticuerpos IgG específicos para Co.l20e 

Posteriormente, la proteína Co.l20e se utilizó en un ensayo de inmunización con diferentes 

adyuvantes, según se describe en Materiales y Métodos. 

Como se muestra en la Figura 37A la proteína Co.l20e purificada e inoculada sin adyuvantes 

generó una respuesta de anticuerpos específicos IgG con títulos de 1:12000 dos semanas después de la 

última inoculación. 

  
  
  
  
  

  
A.  B 

 
Figura 37. A. Respuesta de anticuerpos IgG totales específicos para Co.l20e. Log T. Logaritmo del 
reciproco del título de IgG específicas. B. Razón IgG 1 /IgG2 del título de IgG específicas. Gl. Grupo 
inmunizado con Co. 120c solo, G2: Grupo inmunizado con Co.l20e e hidróxido de aluminio, G3: Grupo 
inmunizado con Co.l20e y Montanide  

Grupos Razón 
IgGl/IgG2 

Gl 0,41 
G2 0,54 
G3 4,65 
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Esta respuesta se incrementó hasta 1:90000 cuando se inoculó la mezcla de Co.l20e y Montanide ISA 

888 pero sin diferencias significativas. Para el caso del grupo inmunizado con Co. 120e e hidróxido de 

aluminio se obtuvieron títulos de IgG específica de 1:40000. 

La proteína Co. 120e generó un patrón de subclases de inmunoglobulinas especificas con 

predominio de IgG2 (Figura 37B). Este patrón se observó cuando la proteína Co.l20e se inmunizó sin 

adyuvantes o adsorbida a hidróxido de aluminio. Por el contrario, la inmunización con la proteína 

mezclada con Montanide generó un patrón de subclases de inmunoglobulinas específicas con 

predominio de IgG 1 (Figura 37B). 

3.3.4.2 Generación de respuesta linfoproliferativa específica para Co.l20c 

Los esplenocitos de los ratones inmunizados con Co.l20e proliferaron en respuesta al antígeno 

Co.l20e (Figura 38). La respuesta fue antígeno-específica, ya que no se observó proliferación en 

ausencia de Co.l20c o en presencia de otro antígeno no relacionado (HBsAg). Además, no se observó 

proliferación en presencia de Co.l20e en los ratones donde solo se inmunizó el adyuvante Montanide 

ISA 888 (Grupo 4). 
Figura 38. Respuesta linfoproliferativa 
contra Co.l20e (HCcAg) y péptidos de la 
mezcla de esplenocitos de 3 ratones 
inmunizados con: 1. Proteína 
recombinante Co. 120^ 2. Proteína 
recombinante Co.l20e (hidróxido de 
aluminio), 3. Proteína recombinante 
Co.l20e (Montanide). 4. Montanide ISA 
888. Indice de estimulación: relación de 
c.p.m. de esplenocitos estimulados con el 
antígeno/c.p.m. de esplenocitos sin 
estimular. Se utilizaron los péptidos Al, 
A2, A3, y la mezcla de éstos: B1. 

Por otra parte, las células de bazo de los ratones inmunizados con Co.l20e y los adyuvantes 

(Grupos 2 y 3) proliferaron en respuesta a los péptidos Al o A2. En el caso de los ratones inmunizados 

con Co.l20e adsorbido en hidróxido de Aluminio, se observó una proliferación específica de los 

esplenocitos para A2 y Bl. Este último es una mezcla de los péptidos Al, A2 y A3. En el caso de los 

ratones inmunizados con la mezcla Co.l20e y Montanide ISA 888, también se observó una proliferación 

específica de los esplenocitos para Bl. En este caso no se observó una repuesta específica para el péptido 

A2, aunque los esplenocitos proliferaron en respuesta al péptido Al (Figura 38).  
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Posteriormente se evaluó el reconocimiento de los péptidos utilizados en el experimento anterior por los 

anticuerpos IgG específicos generados contra Co.l20e. En la Figura 39 se aprecia un reconocimiento 

específico del péptido Al por los sueros de los ratones inmunizados con Co.l20e y Montanide. Los otros 

péptidos no fueron reconocidos por estos sueros. Además, ningún suero de los restantes grupos 

reaccionó contra los péptidos evaluados. 

 

3.3.4.3 Experimentos de protección contra virus vaccinia recombinante 

Para estudiar la actividad antiviral generada por Co.l20e, los ratones inmunizados se retaron con 

un virus vaccinia recombinante que expresa los primeros 176aa de HCcAg, como se describe en 

Materiales y Métodos. 

Los títulos del virus recombinante en los ovarios se determinaron 5 días después de su 

inoculación. Se observó una tendencia a la disminución del título viral (diferencia de más de un orden de 

magnitud) en los ovarios de los ratones inmunizados con la mezcla Co.l20e y Montanide ISA 888 

(Grupo 3) con respecto a lo observado en los otros grupos de ratones (Grupos 1, 2 y 4) (Figura 40A). 

Cuando se analizaron los ratones individuales del grupo que mostró una disminución de los títulos 

virales con respecto al grupo control negativo, se observó una diferencia estadística significativa en el 

título viral en los ovarios (Figura 40B).
 

 
 
 
 
 
 

 

Figura 39. Reactividad de anticuerpos IgG específicos para Co.l20e frente a diferentes péptidos sintéticos (G1 Al, G2A1, 
G3A1. Péptido Al reaccionando contra los sueros de grupos 1, 2 y 3, respectivamente; G1A2, G2A2, G3A2. Péptido A2 
reaccionando contra los sueros de grupos 1, 2 y 3 respectivamente; G1 A3, G2A3, G3A3. Péptido A3 reaccionando contra 
los sueros de grupos 1, 2 y 3, respectivamente). DOM/DOC: relación de los valores de DO de las diferentes muestras 
sobre los valores de DO de la muestra control. Los sueros se diluyeron 100 veces para el ensayo. 
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Figura 40. Estudio de protección contra reto con virus vaccinia recombinante que expresa los primeros 
176 aa de HCcAg. A. Se muestran los valores del título viral de la mezcla de los ovarios de 5 ratones 
inoculados con el virus. B Se muestran los • valores del título viral medido individualmente en los 
ovarios de 5 ratones inoculados con el virus. *(p<0,001, según el ensayo t de Bonferroni). 
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4  DISCUSIÓN 

Desde el descubrimiento del VHC como el agente principal de las hepatitis post- transfusionales (HNANB) 

hasta el presente, se lograron resultados relevantes en la caracterización molecular del virus (5; 154). Sin 

embargo, todavía persisten muchas interrogantes relacionadas con esta entidad etiológica. El mecanismo exacto 

mediante el cual ocurre el ensamblaje viral, las características físico-químicas del virión, así como las verdaderas 

formas maduras de las proteínas que lo constituyen son algunas de estas interrogantes. La ineficiencia de los 

cultivos celulares estables o sistemas in vivo de infección, distintos al chimpancés, unido a la imposibilidad de 

obtener cantidades suficientes del virus producto de los bajos títulos en pacientes infectados, constituyen las 

causas fundamentales del desconocimiento actual (230-236). Estas características también han influido en que no 

exista una vacuna efectiva contra el VHC. 

Las levaduras han sido utilizadas para reproducir el ciclo de replicación de algunos virus animales y 

humanos (229;237;238). No obstante, hasta el presente no fueron ensayadas como sistema hospedero en el 

estudio de la biología molecular del VHC. La ventaja de P. pastoris con respecto a otras levaduras está dada por 

una combinación de factores como son: la utilización del promotor fuerte AOXI, que permite una regulación 

estricta del sistema, la estabilidad genética conferida por la integración de los vectores de expresión al genoma 

celular, la posibilidad de separar las etapas de crecimiento-producción durante las fermentaciones y el uso de 

cultivos a altas densidades celulares. También es posible utilizar medios y fuentes de carbono de bajo costo. 

Estos hechos, unido a que la levadura P. pastoris mostró ser un sistema seguro para la expresión de 

antígenos virales con fines vacunales y aprovechando la experiencia que existe en el CIGB en la expresión de 

antígenos heterólogos en levaduras (169), se tuvieron en cuenta para la clonación y expresión de la proteína de la 

cápsida en la levadura P. pastoris. El sistema de expresión utilizado fue el mismo que se utilizó para la 

obtención del antígeno de superficie del virus de hepatitis B (HBsAg) (250). 

4.1 Obtención de HCcAg en la levadura Pichia pastoris y su procesamiento 

El plasmidio pNAO.CoEl.340 fue construido con el objetivo de expresar el fragmento de ADN codificante 

para los primeros 339 aa (C-E1l) de la poliproteína del VHC, bajo la regulación del promotor pAOXl en P. 

pastoris. Este polipéptido de j>39 aa, comprende la proteína HCcAg inmadura (aa 1 al 191) y 147 aa del extremo 

N-terminal de la proteína El (aa 192-339), pertenecientes a un aislamiento cubano del VHC (Anexo 1) 
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(204). Adicionalmente, se utilizaron los plasmidios pNAO.Co.120 y pNAO.Co.176 previamente construidos en 

nuestro laboratorio. Estos contienen los genes que codifican para los primeros 120 aa (Co. 120L) y 176 aa de 

HCcAg (Co. 176jJ, respectivamente. Esta última proteína es muy parecida en peso molecular al HCcAg natural 

detectado en individuos infectados (12). 

Para la transformación de la cepa hospedera de P. pastoris MP-36, la utilización del plasmidio 

pNAO.CoEl.340 digerido AesMSañ permitió utilizar la estrategia de integración por remplazamiento génico en 

un sólo paso según fue descrito por Rothstein (239). Las frecuencias de transformación obtenidas estuvieron en el 

orden de 1,21 x 102 transformantes/fig de ADN. 

Después de la selección de las colonias, la integración de los genes heterólogos en el cromosoma de la 

levadura se analizó por Southern blot. En los transformantes estudiados que contienen el plasmidio 

pNAO.CoEl.340 se demostró la integración del gen heterólogo en el cromosoma de P. pastoris. En uno de los 

clones (CoEl. 15), la talla observada para la región de integración permite predecir que este clon tiene integrado la 

región de expresión por un mecanismo de doble recombinación homologa entre el locus AOXI del cromosoma de 

P. pastoris y las dos regiones de AOXI en el vector: pAOXl y 3’AOXl. Este fenómeno de inserción génica debe 

dar lugar al fenotipo His3" Muf. El fenotipo Muts origina la capacidad defectuosa de crecimiento en metanol, que 

ocurre por disrupción del gen de la enzima AOXI y el crecimiento en metanol a expensas de la actividad del 

segundo gen de alcohol oxidasa (AOX2). Estas células tienen una velocidad de crecimiento menor que las células 

salvajes en presencia de metanol, ya que el gen AOX2 provee una fuente menos eficiente de la enzima alcohol 

oxidasa (240). 

Para el estudio de la expresión de la proteína C-E1l, se seleccionó el clon recombinante CoEl. 15 que 

mostró un patrón de integración por Southern blot de recombinación homologa por doble remplazamiento. De 

los primeros estudios de expresión de esta cepa y del análisis de las fracciones soluble e insoluble se pudo extraer 

como primeros resultados que la proteína C-E1l se obtiene fundamentalmente asociada al debris celular y el 

producto predominante posee un peso molecular de alrededor de 21 kDa (P21). No se observó en estos estudios el 

reconocimiento de una proteína con un peso molecular de 37 kDa correspondiente al producto íntegro de C-E1l 

(P37). Ello indica que la expresión del producto C-E1l en P. pastoris va acompañada de un procesamiento de la 

poliproteína. En 1997, Sugrue y colaboradores mostraron que en la levadura metilotrófica P. pastoris, al igual 

que en las células de organismos superiores, la expresión de un
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fragmento de ADNc codificante para las proteínas estructurales C-prM-E del virus dengue tipo 2 derivó en su 

procesamiento y la formación de estructuras particuladas semejantes a los viriones nativos (237). El virus dengue 

tipo 1 es, al igual que el VHC, un miembro de la familia Flaviviridae. Este estudio sugirió la presencia de las 

proteasas necesarias para el procesamiento viral en la levadura P. pastoris y, por tanto, la posibilidad de que las 

proteínas estructurales de otros virus pertenecientes a la familia Flaviviridae se pudieran procesar. 

La aparición simultánea de las proteínas recombinantes de 21 y 23 kDa pudiera explicarse por la 

introducción de codones de paradas en la secuencia nucleotídica del gen utilizado, sin embargo esta hipótesis está 

en contradicción con los siguientes resultados: primero, el gen clonado se secuenció y se encontró un único codón 

de parada en la posición posterior a la que codifica para el aa339 (Anexo 1); segundo, el mismo fragmento se 

expresó en E. coli, y se obtuvo una proteína de 37 kDa (P37) que se corresponde con el peso de la molécula 

integra de C-E1L. Esto demuestra la integridad del gen seleccionado y refuerza la idea de un posible 

procesamiento en P. pastoris de la poliproteína C-E1l. 

Además, se realizó un experimento de Western blot utilizando un AcM anti-El obtenido en ratones para 

comprobar si efectivamente tenía lugar el procesamiento de la poliproteína C-E1l. LOS resultados demostraron la 

presencia de bajos niveles de El (sólo se detectó con la técnica de Westem-blot) aunque con un peso molecular 

superior al esperado. Si el extremo N-terminal de El se procesa en los aa 191-192 debe rendir un producto de 16 

kDa. Sin embargo, la proteína detectada se reconoció con un peso de 32 kDa. Este producto pudiera corresponder 

a una forma glicosilada de El. Esto es consistente con la glicosilación de 4 de los 5 sitios potenciales de 

glicosilación que presenta El (241). Esto además, está en concordancia con los estudios previos desarrollados por 

Fournillier-Jacob y colaboradores (242), donde encontraron que al quitar los 4 sitios de glicosilación de El, ésta 

disminuyó su masa molecular a la mitad, utilizando la técnica de SDS-PAGE. Esta explicación sugiere la posible 

entrada de El en la vía secretora de la levadura y la funcionalidad de la región hidrofóbica presente en el extremo 

C-terminal de HCcAg, que está descrita como una secuencia señal de El para su translocación al retículo 

endoplasmático (243). No obstante, para corroborar esta hipótesis se requerirá de experimentos para comprobar la 

presencia de azúcares en esta molécula, como por ejemplo realizar experimentos de sensibilidad al tratamiento 

con glicosidasas. Otra posibilidad es que la proteína El esté formando un dímero resistente a las condiciones 
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desnaturalizantes que se utilizan en los experimentos de SDS-PAGE. 

En nuestro laboratorio se contaba además con un clon de P. pastoris para la expresión de una variante de 

la proteína HCcAg de 176aa (Co.176l). En estudios comparativos se pudo definir que la proteína P21 producto de 

la expresión de C-E1L, se corresponde con una molécula de aproximadamente 176 aa. La proteína de 23 kDa 

(P23), que también se reconoce por un AcM dirigido contra los primeros 35 aa de la región N- terminal de 

HCcAg (AcM SS-HepC.l), posiblemente se corresponda con una molécula de 191 aa. Ambos productos (P21 y 

P23) pueden ser el resultado de diferentes procesamientos en P. pastoris sobre la región hidrofóbica C-terminal 

de HCcAg. En experimentos de expresión en células de organismos superiores y de transcripción-traducción in 

vitro se demostró la deleción de 18 aa de la región C-terminal de la proteína HCcAg (aa 174 al 191). Esta 

deleción ocurre supuestamente a través de un doble procesamiento co- traduccional que origina el extremo N-

terminal de El (aa 192) y una molécula HCcAg de 173 aa y 21 kDa (12;43; 137; 138). En estos trabajos la 

expresión de los 191 aa codificantes para la proteína de la cápsida da lugar a una molécula de 23 kDa que sólo se 

detecta en ausencia de membranas microsomales. Por esto, las proteínas P21 y P23 detectadas por nosotros 

posiblemente se correspondan con las descritas previamente en otros sistemas de expresión. 

Actualmente se desconoce la cinética del procesamiento sobre la región C-terminal de HCcAg, y tampoco 

la eficiencia en que los dos cortes tienen lugar. Como mencionamos anteriormente, existe cierto consenso en que 

tal procesamiento ocurre co- traduccionalmente. Nuestros resultados sugieren que existe una diferencia en la 

eficiencia de ambos cortes. El hecho de que P37 no se detecte podría explicarse porque el procesamiento que 

genera P23 es muy eficiente y debe ocurrir co-traduccionalmente. El corte que genera P21, posiblemente sobre la 

molécula P23, es menos eficiente si tenemos en cuenta la detección de P23. Con nuestros resultados es imposible 

discernir si P21 se genera por un corte co-traduccional o pos-traduccional. Tampoco se puede descartar que P23 

se corresponda con una modificación pos-traduccional de P21. 

 
4.2 Multimerización y particulación de la proteína HCcAg obtenida de la levadura Pichia  pastoris 

Previamente, Matsumoto y col. (1996) demostraron que la multimerización de la proteína HCcAg y la 

formación de la nucleocápsida viral debían seguir un mecanismo diferente al descrito para el HBcAg. El dominio 

de interacción HCcAg-HCcAg se encuentra localizado, según sus resultados, hacia la región N-terminal entre los 

aa 36 y 91, 
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y la formación de multímeros de esta proteína fue detectable tanto en la fracción soluble como en la asociada a las 

membranas del RE (151). 

En un intento por dilucidar si estaba ocurriendo la multimerización de la proteína de la cápsida 

recombinante obtenida de P. pastoris, se realizaron diferentes experimentos para su caracterización. 

Los primeros estudios estuvieron dirigidos a caracterizar la proteína recombinante obtenida en la fracción 

soluble después de la ruptura celular. La caracterización se realizó desde las etapas tempranas de la expresión de 

C-E1L hasta las etapas posteriores. Los resultados obtenidos en los experimentos de centrifugación en gradientes 

isopícnicos de sacarosa mostraron dos poblaciones de C-E1L, una población con una densidad de flotación de 

1,27 g/mL que está compuesta por P21 y otra con una densidad de flotación de 1,20 g/mL que está compuesta por 

P21 y P23. La primera población presenta un valor de densidad muy parecido al referido para la nucleocápsida 

del VHC encontrada en individuos infectados (1,25 g/mL) (244). Además, estas poblaciones migraron en 

experimentos de cromatografía de exclusión molecular con tiempos de retención similares a los obtenidos para la 

partícula de HBsAg. Esto indica que las poblaciones de C-E1L observadas anteriormente forman estructuras de 

alto peso molecular. 

Estos resultados se confirmaron mediante la caracterización por ME. Solamente en la fracción de 1,27 

g/mL se encontraron partículas esféricas con diámetro entre 25-35 nm que fueron reconocidas por el AcM SS-

HepC.l. En la otra población se observaron agregados proteicos. Las partículas observadas en la población de 

mayor densidad fueron similares en forma y tamaño a las detectadas en las muestras de biopsias de pacientes 

infectados con el VHC y a las obtenidas por otros autores en el suero de pacientes infectados con el VHC 

(después de tratar los viriones con detergentes y liberar la cápsida) (217). 

Estudios recientes sugirieren que P23 ejerce un papel regulador en la localización celular y las funciones 

de P21 (137; 138). Cuando P23 no se detecta, P21 migra hacia el núcleo de la célula donde puede regular la 

expresión de determinados genes celulares (138). Cuando P23 se detecta, entonces P21 se localiza en el 

citoplasma celular y cambia sus funciones (137; 138). No obstante, el papel de ambas formas en la replicación y 

la formación del virion no está caracterizado. 

Estudios realizados en paralelo a este trabajo por Falcón y col. mostraron que a las 6 h después de la 

inducción de la síntesis de P21, ésta migró al núcleo de la célula donde se ensambló en partículas similares a la 

cápsida del VHC (220). A partir de las 12 h, y coincidiendo con la detección de P23, las partículas migraron hacia 

el citoplasma y la
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proteína recombinante no migró al núcleo. Estos datos coincidieron con lo observado anteriormente por otros 

autores y aportaron como elemento novedoso el ensamblaje nuclear de partículas de P21. Estos estudios apoyan la 

utilización de la levadura P. pastoris como modelo para el estudio de la morfogénesis y el ensamblaje de la 

cápsida del VHC. 

A partir de los resultados presentados en este trabajo postulamos que P21 pudiera ser el componente 

fundamental en la constitución de la cápsida del VHC, mientras que P23 aparentemente no es un componente 

estructural de la cápsida. P23 pudiera desempeñar además un papel regulador en la formación de la cápsida viral. 

Esta hipótesis se refuerza con un reporte simultáneo a nuestro trabajo donde sólo se detectó P21 en las partículas 

virales aisladas de los individuos infectados con el VHC (12). 

Los resultados analizados hasta el momento sugieren que la poliproteína C-E1l expresada en P. pastoris 

presenta un procesamiento similar al observado en las células de insecto SF-9 y de organismos superiores (BHK-

21,CHO). Además, la proteína P21 es similar en peso molecular a la proteína de la cápsida madura detectada por 

SDS-PAGE en los viriones del VHC; y se ensambla en una partícula similar en forma y tamaño a las cápsidas del 

VHC detectadas en los hepatocitos humanos, y en densidad de flotación a las cápsidas derivadas de los viriones 

del VHC presentes en los sueros humanos. 

4.3 Ensamblaje in vitro de P21 en partículas semejantes a la cápsida del VHC 

Algunos ejemplos de la literatura muestran la capacidad de las proteínas que constituyen la nucleocápsida 

de determinados virus de autoensamblarse in vitro en PSV (245-247). Con la finalidad de estudiar la capacidad 

de la proteína P21 derivada de C-E1l de autoensamblarse in vitro, ésta se purificó por diferentes procedimientos 

utilizando condiciones desnaturalizantes fuertes para evitar que la proteína interaccionara con ella misma y 

disminuir su interacción con otras moléculas. 

Después de purificar P21 por ambos métodos, ésta se solubilizó y se disminuyó la presencia de los agentes 

y condiciones desnaturalizantes. Posteriormente, se realizaron diferentes experimentos para estudiar el proceso de 

multimerización de la forma P21 purificada. En la presente tesis sólo se describieron los resultados obtenidos con 

la proteína purificada después de eluir del gel. No obstante, se observaron resultados similares 

independientemente del método de purificación utilizado. En los estudios de ultrafiltración el hecho de que la 

mayor cantidad de P21 desnaturalizada se filtrara eficientemente a través de la membrana indica que éstas 

moléculas tienen un peso molecular interior a 300 000 Da. Por otra parte, la mayor proporción de P21 

solubilizada no se filtró a través de la membrana. Esto indicó su posible multimerización con un peso molecular 

superior a los 
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300 000 Da. 

Los estudios de centrifugación en gradientes isopícnicos de sacarosa mostraron que la proteína P21 

desnaturalizada presenta un valor diferente de densidad de flotación que la proteína P21 solubilizada. Es 

interesante destacar que el valor de densidad observado para P21 solubilizada (1,24 g/mL) es similar al valor 

encontrado para las partículas descritas anteriormente aunque ligeramente inferior. 

Los estudios de cromatografía de exclusión molecular demostraron que P21 se purificó como un 

monómero y sugirieron la multimerización de la proteína P21 solubilizada. La caracterización por ME confirmó 

el ensamblaje de P21 solubilizada en partículas esféricas semejantes a las cápsidas virales con un diámetro entre 

25 y 35 nm. 

Los experimentos analizados en esta parte del trabajo muestran que es posible purificar la forma P21 como 

un monómero, en condiciones que disminuyen la interacción entre los monómeros y con otras moléculas (como 

los ácidos nucleicos) mediante diferentes procedimientos. Las moléculas de P21 pueden solubilizarse y 

ensamblarse en partículas semejantes en forma y tamaño a las cápsidas del VHC presentes en los hepatocitos 

humanos, y en densidad de flotación a las cápsidas derivadas de los viriones del VHC presentes en los sueros 

humanos. Además, indican la posibilidad de que la capacidad de la proteína recombinante de ensamblarse in 

vitro sea una propiedad intrínseca de ésta. 

4.4 Obtención de la proteína Co.l20e en Escherichia coli 

Posteriormente, se decidió abordar la expresión de una variante más pequeña de la proteína HCcAg en el 

hospedero E. coli. Se tomaron en cuenta los siguientes elementos: 1. La proteína madura de la cápsida de los 

virus relacionados con el VHC (Flavivirus y Pestivirus) se procesa en los primeros 115 aa (248). La proteína 

HCcAg presenta en los aa 119 y 120 una secuencia de procesamiento similar a la presente en la proteína de la 

cápsida de Flavivirus y Pestivirus (249); 2. Conocer si la particulación que se observó para P21 fue un resultado 

singular y específico al utilizar la levadura P. pastoris o es un fenómeno más universal propio de la proteína e 

independiente del hospedero; 3. Conocer si la capacidad de particulación de la proteína HCcAg es una propiedad 

presente en los primeros 120 aa, o si necesariamente requiere de la región C-terminal; 4. Previamente se habían 

reportado altos niveles de expresión en E. coli de variantes truncadas de HCcAg fusionadas a péptidos 

estabilizantes. Estas proteínas tueron purificadas con facilidad (250). 

Trabajos previos demostraron la influencia de las regiones hidrofóbicas presente en la proteína HCcAg 

entre los aa 121-151 y los aa 170-190 (251;252), y de codones raros 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Resultados 

77 

 

 

 

 

 

para E. coli presentes en la secuencia nucleotídica del gen heterólogo (253) en la baja expresión de esta proteína 

en E. coli. Esto se observó cuando variantes génicas codificantes para HCcAg se clonaron sin fusión alguna a 

otra secuencia estabilizante. Este problema se resolvió mediante la clonación de secuencias más pequeñas del gen 

que codifica para HCcAg de modo repetitivo (tándem) (254) o por la fusión de estas secuencias a otros 

polipéptidos estabilizantes (250;252). 

La variante del gen que codifica para los primeros 120aa de HCcAg no posee las secuencias hidrofóbicas 

de HCcAg que dificultan su expresión en E. coli. Además contiene los principales epitopos de respuesta humoral 

reconocidos en la proteína (155) y numerosos epitopos reconocidos por LT CD4+ y LT CD8+ (155;255). 

El plasmidio pSLCo.120 se construyó para la expresión del gen codificante para los primeros 120 aa de 

HCcAg (Co. 120e) fusionado a una secuencia estabilizante y un motivo de poli-histidina bajo el control del 

promotor T7. De los primeros análisis de expresión se observó, que aunque la proteína recombinante tiene un 

peso molecular teórico de 18 kDa, ésta migra como una proteína de 21 kDa. Este tipo de migración retardada en 

SDS-PAGE se reportó previamente para variantes de HCcAg fusionadas al motivo de poli-histidina (250). 

En este caso se obtuvo un nivel de expresión que resultó entre el 12-15% de las proteínas totales de la 

bacteria. Esta expresión eficiente puede estar influenciada principalmente por los elementos presentes en el 

plasmidio de origen pRSETA. La secuencia aminoacídica estabilizante hacia el extremo N-terminal, le confiere a 

las proteínas recombinantes una alta estabilidad frente a la acción de las proteasas según la regla del N-terminal 

(254). Además, ésta fusión aleja los codones raros en E. coli de la secuencia de iniciación de la traducción. Esto 

puede atenuar de algún modo el efecto negativo de estos codones en la producción de la proteína. 

Adicionalmente, la ausencia de las principales regiones hidrofóbicas en la proteína Co.l20e puede estar 

influyendo de modo positivo en la expresión. A esto se puede añadir la contribución a la estabilidad que brinda el 

hecho de que la cepa BL21(DE3) carece de una proteasa periplasmástica (fenotipo omp T-) que puede ser 

importante en el mantenimiento de la integridad de nuestra proteína al realizar la ruptura celular. 

Con respecto al análisis de la localización celular del producto recombinante, la ruptura celular mostró que 

a medida que la inducción se realizó en estadios más avanzados del crecimiento celular, la proteína tiende a 

asociarse a la parte insoluble o al debris celular. Mientras que cuando la inducción se realiza a densidades más 

bajas del cultivo se
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aprecia una cierta distribución de Co. 120e entre la fracción soluble y la insoluble. 
4.5 Evaluación de la multimerización y particulación de la proteína Co.l20t obtenida en Escherichia coli 

Con la finalidad de detectar la posible multimerización de la proteína recombinante obtenida en E. coli se 

realizaron varios experimentos. Esta proteína presenta diferencias con la proteína P21 estudiada previamente. En 

este caso no contiene los dominios hidrofóbicos en el extremo C-terminal y tiene un polipéptido de fusión en el 

extremo N- terminal. Estas características pudieran afectar la capacidad de Co.l20e obtenida en E. coli para 

ensamblarse en una partícula. 

4.5.1 Estudio de Co.l20e presente en la fracción soluble de la ruptura 

Primeramente, la fracción soluble que contiene Co.l20cse caracterizó en gradientes isopícnicos de sacarosa. 

Estos experimentos evidenciaron que Co.l20e solubilizada tiene asociada una densidad de flotación de 1,28 g/mL. 

Este valor está en concordancia con la densidad de flotación encontrada previamente para P21, indicando la 

posible multimerización de esta proteína. El estudio por IME mostró la presencia de partículas semejantes a virus 

que fueron reconocidas de forma específica por el AcM SS-HepC.l. Esto indicó que la proteína recombinante 

producida en E. coli, fue capaz de ensamblarse en partículas con un tamaño y forma similar a las producidas 

anteriormente en P. pastoris. Estos datos sugieren además que la región C-terminal de la proteína HCcAg (aa 

121-173) no es necesaria para obtener una partícula con estas características, y que la fusión del polipéptido 

estabilizante al extremo N-terminal de Co.l20e no afectó su capacidad de ensamblarse en partículas. 

4.5.2 Purificación y ensamblaje in vitro de Co.l20e 

Posteriormente, y con la finalidad de purificar el antígeno expresado en E. coli, se seleccionó la fracción 

insoluble como fuente primaria porque está más enriquecida en Co.l20ey con menos contaminantes. 

Los primeros estudios de caracterización se realizaron con la proteína recombinante sem¡purificada y 

solubilizada. Los experimentos por IME confirmaron la presencia de partículas formadas por Co. 120e similares a 

las obtenidas directamente en el sobrenadante de ruptura del clon recombinante. Este estudio reforzó la idea de 

que la proteína HCcAg posee la capacidad de multimerización asociada a los primeros 120 aa, posiblemente a 

través de las regiones referidas anteriormente por Matsumoto y col (151). También constituyó un indicio de la 

posibilidad de que esta variante proteica pudiera ensamblarse en partículas in vitro. 
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La proteína Co.l20c recombinante fue relativamente fácil de purificar utilizando el sistema de 

cromatografía liquida de alta eficacia en una matriz de fase reversa de butilo, como paso fundamental. Se obtuvo 

una preparación entre un 90-95% de pureza según un análisis densitométrico de la proteína en SDS-PAGE. Se 

utilizaron condiciones desnaturalizantes fuertes que permitieron disminuir las interacciones monómero- 

monómero, del monómero con otras moléculas, y estudiar su capacidad de ensamblaje en PSV in vitro. La 

proteína Co.l20e se solubilizó por resuspensión del material liofilizado en solución salina. La caracterización de la 

proteína solubilizada en cromatografía de exclusión molecular sugirió la formación de compuestos de alto peso 

molecular de Co.l20c. Esta misma muestra se caracterizó por ME y se observó la presencia de partículas con un 

diámetro entre 20-40 nm indicando el ensamblaje in vitro de la proteína Co,120e. 

4.6 Formación de complejos ADN plasmídico-Co.l20e recombinante 

La capacidad de interactuar con ácidos nucleicos es una propiedad funcional importante de las cápsidas 

virales (256), previamente demostrada para la proteína HCcAg (33;43;257). Por esto, se decidió evaluar la 

interacción de las partículas de Co.l20e con ácidos nucleicos. En nuestro caso, se observó que la adición de ADN 

plasmídico en el proceso de ensamblaje in vitro de las partículas de Co.l20e condujo a la formación de partículas 

de mayor tamaño y más heterogéneas que las observadas anteriormente en este trabajo, con un diámetro entre 30-

120 nm. 

También los resultados de centrifugación en gradientes de sacarosa y de electroforesis en geles de agarosa 

sugieren la formación de complejos ADN plasmídico- proteína Co.l20e. La densidad de flotación observada para 

las partículas de Co.l20e fue 1,15 g/mL, que es menor a la observada anteriormente para las partículas de P21 

obtenidas en P. pastoris, y para las provenientes de la proteína Co.l20e obtenidas en la fracción soluble. Este 

hecho quizás esté relacionado con la presencia de otras moléculas, como ácidos nucleicos, en las partículas 

observadas anteriormente. Resulta interesante destacar que, cuando se adicionó ADN plasmídico a la proteína 

Co.l20e, se observó un incremento en la densidad de las partículas hasta 1,32 g/mL. En estas fracciones se pudo 

observar la presencia de ADN plasmídico con un retardamiento en el patrón de migración con respecto al 

observado para el plasmidio solo, lo que indica la posible formación de complejos ADN- Co.l20e Esto además 

sugiere la influencia de los ácidos nucleicos en la densidad de flotación, en el tamaño y el proceso de ensamblaje 

de las partículas. Esta propiedad, observada en las partículas de Co. 120e, de interactuar con ácidos nucleicos 

pudiera tener aplicaciones en la terapia génica. También las partículas compuestas por Co. 120e pudieran 
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ser utilizadas como portadoras de vacunas de ADN. 

Los datos analizados muestran la capacidad de la proteína Co.l20e de ensamblarse in vitro en 

partículas semejantes en tamaño y forma a las cápsidas del VHC observadas en los hepatocitos humanos. 

No obstante, estas partículas de Co.l20e muestran una densidad de flotación menor que la reportada 

anteriormente (217). Esto puede estar relacionado con la presencia de ácidos nucleicos en las partículas 

naturales. Las cápsidas naturales no envueltas detectadas en los sueros de pacientes infectados con el 

VHC presentan un valor de densidad de flotación entre 1,32-1,34 g/mL. Estos valores son muy similares 

a los obtenidos con los complejos ADN-Co.l20e. 

4.7 Antigenicidad e inmunogenicidad de P21 y Co.l20e 

Las partículas de P21 y Co.l20e generadas in vitro mostraron una alta reactividad frente a los 

sueros de individuos infectados con el VHC. Esto sugiere que estos antígenos fueron reconocidos por los 

anticuerpos generados durante la infección natural y demuestra su identidad epitópica a nivel de 

respuesta humoral con la proteína HCcAg natural. El porcentaje de reconocimiento de ambos antígenos 

por las IgG específicas fue similar. La presencia, en las proteínas P21 y Co. 120e, de la región 

inmunodominante para la respuesta humoral (localizada en el extremo N-terminal de HCcAg) pudiera 

ser la explicación de estos resultados. 

Posteriormente, se realizaron experimentos para evaluar la respuesta de inmunoglobulinas IgG y 

linfoproliferativa en ratones generada por las partículas obtenidas en P. pastoris y E. coli. En las 

condiciones experimentales evaluadas, Co.l20e generó una respuesta inmune específica más potente que 

la generada por P21 medida en anticuerpos IgG de suero y linfoproliferación de las células del bazo 

contra P21 en los ratones inmunizados. 

Los antígenos utilizados en este estudio contienen el extremo N-terminal de HCcAg. 

Precisamente en esta región se encontraron los principales determinantes antigénicos de la respuesta 

humoral y los reconocidos por los LT CD4+ en la infección natural por el VHC (10;80). Además, esta 

región resulta altamente inmunogénica para la inducción de una respuesta humoral y de LT CD4+ 

específicos cuando se inmunizaron ratones con la proteína HCcAg (135;258). Uno de los factores que 

pudieron influir en la menor respuesta inmune observada para P21 con respecto a Co.l20e en las 

condiciones evaluadas se puede mencionar la capacidad de la proteína HCcAg para afectar la respuesta 

inmune. Varios estudios indicaron el papel de esta proteína en la supresión de la respuesta inmune peí 

varios mecanismos (259-262). Entre los mecanismos propuestos se encuentra la inhibición
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de la proliferación de las células T mediante la interacción de HCcAg con el receptor del complemento 

ClqR (262). Aunque la región de interacción de HCcAg con ClqR no está definida, una posibilidad 

puede ser que los aa presentes en el extremo C-terminal de HCcAg estén involucrados en este efecto 

supresor. Recientemente se demostró que el extremo C-terminal de esta proteína es necesario para 

inducir la multimerización de FAS e inducir apoptosis de la línea de células T transformada Jurkat (263). 

Otra posibilidad es que en esta región se encuentren epitopos inmunosupresores de la respuesta de 

células T, que contribuyan a disminuir la respuesta de LT CD4+ auxiliadora o estimular LT reguladores 

y afectar la respuesta de células B. Recientemente, se demostró la presencia de epitopos 

inmunosupresores presentes en el extremo C-terminal de HCcAg (264). 

Posteriormente, se decidió realizar un estudio de evaluación de la respuesta DTH con el antígeno 

de mejores resultados en los estudios anteriores (Co.l20e). La inducción de respuesta DTH es una 

metodología que permite analizar la respuesta específica de linfocitos T in vivo. Cuando se utilizan 

antígenos proteicos en la fase de sensibilización, los mecanismos efectores que median esta respuesta 

son los LT CD4+ con un patrón Thl (265). Por esto, la inducción de una respuesta DTH específica en 

esas condiciones permite medir la respuesta de memoria de LT CD4+ con un patrón Thl específicos 

generados por la inmunización in vivo. En nuestro caso, la proteína Co.l20e generó una respuesta 

específica DTH en los animales inmunizados, lo que sugiere la inducción de una respuesta 

funcionalmente activa de LT CD4+ específicos in vivo. Este tipo de respuesta pudiera ser importante en 

la generación de una inmunidad protectora contra el VHC. Bottarelli y col en el año 1994 demostraron 

que una fuerte respuesta de LT CD4+ con un patrón Thl, específica para la proteína HCcAg en pacientes 

infectados con el VHC, se relacionó con el curso benigno de la enfermedad (157). Otros estudios 

mostraron la presencia de una fuerte respuesta de LT CD4+ específicos para HCcAg en los pacientes que 

eliminaron el VHC (10). 

En el estudio de la evaluación de diferentes adyuvantes sobre la inmunogenicidad de Co. 120e se 

observó que los títulos de inmunoglobulinas específicas para Co.l20e fueron ligeramente superiores en 

los animales donde el Co. 120e se mezcló con Montanide ISA 888 (1/90000) (Grupo 5) con respecto a 

los demás grupos (1/12000 y 1/40000 para los Grupos 1 y 2, respectivamente). No obstante, no se 

observaron diferencias significativas entre los diferentes grupos. Estudios previos de inmunización con 

la proteína HCcAg mostraron que la adición de adyuvantes oleosos a un candidato vacunal compuesto 

por PSV no aumentó la respuesta inmune humoral inducida contra HCcAg en 
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ratones (135). Además, Polakos y col encontraron un resultado similar al inmunizar monos con una 

variante de HCcAg con diferentes adyuvantes (125). 

En los grupos 1 y 2 se observó que la proteína Co.l20e indujo un patrón de subclases de 

inmunoglobulinas IgG específicas predominante para lgG2. Resulta interesante destacar que cuando 

Co.l20e se mezcló con Montanide ISA 888 indujo un patrón de subclases de inmunoglobulinas IgG 

específicas predominante para IgG 1 (Grupo 3). Este patrón de IgGl predominante, específico para 

Co.l20e, es similar al observado durante la infección natural por el VHC contra HCcAg (266). 

Tomando en cuenta la importancia que se describió para la respuesta linfoproliferativa de LT 

CD4+ en la recuperación de los pacientes infectados por el VHC (101), en este trabajo se estudió la 

respuesta celular-proliferativa hacia Co.l20e. Se observó una respuesta de tipo linfoproliferativa 

específica en todos los grupos inmunizados con la proteína de interés. Los valores de IE fueron mayores 

en el grupo de ratones inmunizados sólo con Co.l20e. No obstante, no se pudo realizar una comparación 

de los resultados con análisis estadístico porque se trabajó con la mezcla de las células de bazo de varios 

ratones. Para el caso del grupo de ratones inmunizados con Co.l20e absorbido en hidróxido de Aluminio 

se observó además una respuesta proliferativa específica para uno de los péptidos ensayados (A2). Este 

péptido comprende un fragmento de HCcAg (aa 50-71) que se solapa con una región que se describió 

que contiene un epitopo reconocido por LT CD4+ en ratones (258). En el grupo de ratones inmunizados 

con la mezcla Co.l20e y Montanide, se observó una respuesta proliferativa específica para otro de los 

péptidos ensayados (Al). Este péptido comprende una región de HCcAg (aa 5-35) que es muy 

inmunogénica. Este fragmento se solapa con una región que se reconoce eficientemente por linfocitos B 

(LB) en humanos y ratones (258). Además se describió que contiene un epitopo reconocido por LT 

CD4+ en ratones (258;267). El péptido A3 no resultó reactivo en este experimento, posiblemente porque 

el extremo C-terminal de éste no está comprendido en la secuencia de Co. 120e. 

Es posible que los LT CD4+ específicos hayan contribuido en la lintoproliteración observada en 

los animales inmunizados. En el caso de los ratones de los grupos 2 y 3, se detectó una respuesta 

linfoproliferativa contra dos péptidos que contienen epitopos reconocidos por LT CD4+ en ratones. No 

obstante, también es posible la contribución de LB a la linfoproliferación detectada contra estos 

péptidos, principalmente contra Al, que contiene un epitopo altamente reactivo para los receptores de 

células B específicos (2^8). En los sueros de estos ratones se observó una reactividad específica de los 

anticuerpos IgG 
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contra el péptido Al, lo que refuerza la posibilidad de que las células B pudieran contribuir a la 

linfoproliteración observada en estos esplenocitos. Diferentes estudios resaltan la importancia de una 

respuesta linfoproliferativa fuerte de LT CD4+ en la resolución o el curso benigno de la infección por el 

VHC (10; 157; 158;268). Un estudio posterior a este trabajado realizado por Alvarez-Obregon y col, 

utilizando Co.l20c como inmunógeno en diferentes cepas de ratones, también demostró la inducción de 

una fuerte respuesta linfoproliferativa específica para Co.l20c con producción de INF-y (269). Este 

estudio refuerza los resultados obtenidos en este trabajo, relacionado con la capacidad de Co.l20e de 

inducir una fuerte respuesta celular proliferativa. 

Además, se realizó un estudio de protección contra reto viral en los ratones inmunizados. Para 

esto se utilizó una metodología de reto viral desarrollada en nuestro laboratorio (Alvarez-Lajonchere y 

col., resultados no publicados). La misma consiste en utilizar un virus vaccinia recombinante que 

expresa como antígeno interno los primeros 176 aa de HCcAg. Este virus se inocula en los animales 

inmunizados y 5 días después se mide el título viral en los ovarios de los ratones infectados. Los 

sistemas que utilizan este tipo de metodología describen que los efectores de la respuesta inmune que 

median la protección viral son los linfocitos T específicos (tanto los LT CD4+ como los LT CD8+) para 

el antígeno heterólogo expresado por el virus recombinante (226;270). Por esto, la utilización de este 

sistema en nuestro trabajo permitió evaluar de forma indirecta la respuesta de los LT CD4+ y LT CD8+ 

específicos medida a través de su capacidad protectora contra el reto viral. Los resultados mostraron 

que el 60% de los ratones inmunizados con la formulación de Co.l20e y Montanide ISA 888 (Grupo 3) 

se protegieron contra el reto viral (tres de los ratones retados mostraron protección total de la infección 

viral en los ovarios). La disminución del título viral en los ovarios de los ratones de este grupo fue 

estadísticamente significativa comparado con el título viral observado en los ratones inmunizados sólo 

con Montanide ISA 888 (Grupo 4). Esto permite sugerir que esta formulación fue capaz de generar una 

respuesta de LT CD4+ y LT C D8+ específicos contra Co. 120e que permitió la protección contra el 

reto viral en los ovarios de los ratones inmunizados. 

Estudios previos de inmunización con la proteína HCcAg mostraron que la adición de potentes 

adyuvantes a un candidato vacunal compuesto por PSV, que incluye la región estructural del VHC, 

aumentó la respuesta inmune de células 1 inducida contra el HCcAg en ratones (136). Utilizando la 

misma formulación, se observó recientemente, la inducción de una respuesta de células T protectora 

contra el reto con un virus vaccinia recombinante 
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que expresa las proteínas estructurales del VHC (270). Polakos y col encontraron un resultado similar al 

inmunizar una variante de HCcAg con el adyuvante ISCOMs en monos (125). La capacidad de Co.l20e 

de inducir una potente respuesta linfoproliferativa y de linfocitos T pudiera ser una característica 

importante para su consideración como un componente de candidatos vacunales contra el VHC. 

4.8 Consideraciones generales 

Los resultados experimentales presentados en este trabajo indican que las diferentes variantes 

recombinantes de HCcAg obtenidas de P. pastoris y E. coli tienen la capacidad de ensamblarse en 

partículas. También sugieren que los dominios de la proteína HCcAg responsables de su ensamblaje se 

encuentran en los primeros 120 aa como se postuló previamente (151). 

Recientemente, se refirió que es necesaria la interacción del HCcAg con algunos tipos de ácidos 

nucleicos (preferentemente los ARN con estructuras secundarias) para su ensamblaje in vitro (271). Los 

autores postularon que la interacción del HCcAg con el ARN viral es un paso crucial en la formación de 

la cápsida viral. En ese estudio se obtuvieron PSV con un diámetro entre 30 y 120 nm. Aunque no 

podemos completamente descartar la presencia de ácidos nucleicos en las preparaciones de P21 y 

Co.l20e utilizadas en los experimentos de ensamblaje in vitro, nuestros resultados difieren de los 

observados por Kunkel y col (271) en que no fue necesario la adición de ácidos nucleicos para obtener la 

particulación de las proteínas recombinantes. En esta tesis las proteínas P21 y Co.l20e se purificaron 

utilizando condiciones drásticas de desnaturalización que evitan o disminuyen la interación de estas 

proteínas con los ácidos nucleicos. Por ejemplo, en el caso de P21 se utilizó urea, SDS (purificación por 

electroelución) y bajos valores de pH (pH 2,6), y en el caso de Co.l20e se utilizó urea, acetonitrilo y 

bajos valores de pH (pH 2,6). Condiciones similares se utilizaron en los experimentos de Kunkel y col 

(271) para evitar la interacción de los ácidos nucleicos con el HCcAg. Además, la secuencia utilizada en 

su trabajo pertenece al genotipo la, y las variantes utilizadas comprenden los primeros 124 y 179 aa de la 

poliproteína viral. Recientemente, se describió que las secuencias de HCcAg de los genotipos la y Ib 

presentaban diferencias en cuanto a su localización celular y funciones (263). Por esto, las diferencias en 

el genotipo utilizado (la secuencia utilizada en nuestro trabajo es del genotipo Ib), en los tamaños de las 

proteínas recombinantes estudiadas, y en los procesos de purificación y renaturalización pudieran 

explicar esta contradicción. No obstante, nuestros resultados sugieren que la propiedad de HCcAg 

(secuencia del genotipo Ib) de ensamblarse en PSV es una capacidad intrínseca de esta proteína. 
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Por otra parte, los tamaños de partícula obtenidos fueron similares a los observados para las 

cápsidas naturales presentes dentro de los hepatocitos (20-40 nm) y aquéllas derivadas de los viriones 

obtenidos en el suero de pacientes infectados con el VHC (217). Resulta interesante destacar que la 

adición de ADN plasmídico condujo a la obtención de partículas heterogéneas de mayor tamaño (30-120 

nm). Este resultado es similar al obtenido por Kunkel y col (271) donde las partículas obtenidas in vitro 

por la interacción con ácidos nucleicos fueron heterógeneas en tamaño con un diámetro entre 30-120 nm 

(271). También es similar a las cápsidas naturales observadas en el suero de individuos infectados (272). 

En este último caso, se observó la presencia de cápsidas naturales no envueltas de tamaño heterogéneo 

aunque menores en diámetro (35-62 nm) que circulan en el suero de los individuos infectados por el 

VHC. Estas cápsidas presentaron una densidad de flotación de 1,32-1,34 g/mL, que es muy similar al 

valor obtenido con las partículas de Col20e que interactúan con ADN plasmídico. 

Finalmente, los estudios inmunológicos sugieren que los epitopos presentes en las partículas 

constituidas por la proteína Co.l20c son reconocidos por las inmunoglobulinas IgG específicas presentes 

en los sueros de individuos infectados con el VHC. Nuestros resultados muestran además la capacidad 

de este antígeno mezclado con Montanide ISA 888 de inducir una respuesta de anticuerpos IgG 

específica, una respuesta linfoproliferativa de los esplenocitos, y una respuesta específica protectora 

contra el reto viral en ratones. A partir de estos resultados se realizaron diferentes estudios en nuestro 

laboratorio que confirmaron la importancia que pudiera tener Co.l20e en futuros candidatos vacunales 

contra el VHC. Estudios realizados por Dueñas-Carrera y col y Alvarez-Lajonchere y col mostraron la 

utilidad de la proteína Co. 120e para ser utilizada en combinación con una vacuna de ADN (273;274). En 

estos trabajos se logró potenciar la respuesta inmune contra los antígenos de la región estructural 

incluidos en el candidato vacunal (HCcAg, El y E2). 

En general, nuestros resultados demuestran la capacidad de las proteínas HCcAg recombinantes, 

obtenidas de los microorganismos estudiados, de ensamblarse en partículas in vitro. Demuestran 

además su reconocimiento antigénico por los anticuerpos producidos durante la infección natural por el 

VHC y su capacidad para inducir una respuesta de inmunoglobulinas IgG específicas en ratones y una 

linfoproliferación especítica de los esplenocitos de ratones. Todo esto nos permite corroborar nuestra 

hipótesis de trabajo y apoya la utilización de la proteína HCcAg recombinante particulada en el diseño 

racional de candidatos para estrategias vacunales terapéuticas o preventivas contra el VHC.
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5  CONCLUSIONES 

1. La clonación y síntesis de la poliproteína C-E1l recombinante de un aislamiento cubano del VHC en 

P. pastoris condujo al procesamiento de la proteína cápsida de manera similar a como ocurre en 

las células de organismos superiores, lo que sugiere la presencia en esta levadura de las enzimas 

necesarias para el procesamiento de la región estructural del VHC. 

2. La proteína de la cápsida del VHC sintetizada en P. pastoris se ensambló en partículas constituidas 

por P21, parecidas en morfología, tamaño y densidad a la reportada para la cápsida del VHC 

producida por la infección natural, lo que sugiere que P21 pudiera ser el componente principal de 

las cápsidas naturales del VHC. 

3. La proteína P21 recombinante se purificó y se ensambló in vitro en partículas parecidas en 

morfología, tamaño y densidad a la reportada para la cápsida del VHC producida por la infección 

natural, lo que sugiere la capacidad intrínseca de la proteína de la cápsida del VHC de ensamblarse 

en una cápsida viral. 

4. Se clonó y expresó en E. coli una variante génica truncada del VHC que comprende los primeros 

120 aa de la proteína de la cápsida viral (Co.l20e), esta proteína se ensambló en partículas parecidas 

en morfología, tamaño y densidad a la reportada para la cápsida del VHC producida por la infección 

natural, lo que sugiere que la capacidad de particulación de la proteína de la cápsida reside en los 

primeros 120 aa. 

5. La proteína Co. 120e se purificó y se ensambló in vitro en partículas parecidas en morfología, 

tamaño y densidad a la reportada para la cápsida del VHC producida por la infección natural, lo que 

sugiere la capacidad intrínseca de la proteína de la cápsida del VHC de ensamblarse en una cápsida 

viral así como su capacidad de interactuar con ADN plasmídico. 

6. Las variantes recombinantes de la proteína de la cápsida del VHC derivadas de P. pastoris y E. 

coli fueron reconocidas por los anticuerpos específicos de los individuos infectados con el VHC, lo 

cual evidencia su identidad de epitopos con los presentes en la proteína de la cápsida producida por 

la infección natural. 

7. Las proteínas recombinantes de la cápsida del VHC derivadas de P. pastoris y E. coli inducen en 

ratones una respuesta de anticuerpos IgG específicos; además la proteína Co. 120e derivada de E. 

coli demostró su capacidad de inducir diferentes componentes efectores de la respuesta inmune y 

una respuesta protectora en ratones cuando se mezcla con el adyuvante Montanide ISA 888, lo que 

sugiere su importancia como 
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componente de futuros candidatos vacunales contra el VHC. 

 

6 RECOMENDACIONES 

1. Secuenciar los extremos de las proteínas P21 y P23 para identificar el sitio de procesamiento en P. 

pastoris. 

2. Estudiar la naturaleza de la proteína El procesada en P. pastoris. 

3. Estudiar la combinación de la proteína Col20e con otros antígenos del VHC de interés vacunal, y/o 

con otros adyuvantes que permitan mejorar la respuesta immune. 

4. Diseñar nuevas estrategias y sistemas de expresión que permitan la generación de partículas virales 

completas del VHC. 

5. Continuar las evaluaciones inmunológicas de la proteína P21 obtenida en P. pastoris. 

6. Realizar experimentos que permitan dilucidar los mecanismos efectores responsables de la 

protección contra el reto con el virus vaccinia vvCore observada en el modelo murino, cuando se 

inmunizó con la mezcla Col20e-Montanida ISA 888, como por ejemplo: experimentos de depleción 

in vivo de LT CD4+ y LT CD8+, previo al reto viral.
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9 ANEXO 

9.1 Anexo 1 

Secuencia de las variantes del gen CoEl clonadas 

 

Secuencia nucleotidica del fragmento de 360 pb que contiene el gen CoI20 clonado en plasmidio 
pSILCol20. NNNNNN indica las regiones de homología de los oligonucleótidos 2161+, 1305-, 1025+ 
y 2162-, en este orden con el gen Col20, así como los sitios de restricción BamHI (GGATCC) y EcoRI 
(GAATTC) 

5' -  

TCAGCTAGATGA<5€-A€OAAT€€TAAACCTCAAAGAAAAACCAAACGTAACACCAACCGCCGCC 
CACAGGACGTCAAGTTCCCGGGCGGTGGTCAGATCGTTGGTGGAGTTTACCTGTTGCCGCGCAG 
GGGCCCCAGGTTGGGTGTGCGCGCAACTAGGAAGACTTCCGAGCGGTCGCAACCTCGTGGAAG 
GCGACAACCTATCCCCAAGGCTCGCCGGCCCGAGGGCAGGTCCTGGGCCCAGCCCGGGTA€€GF 
TGGCCCCTCTATGGTAACGAGGGCATGGGATGGGCAGGATGGCTCCTGTCACCCCGTGGCTCTC 
GGCCTAGTTGGGGCCCCACTGACCCCCGGCGTAGGT€GCGTAATTTGGGTAAGGTCATCGATAC 
CCTCACATGCGGCTTCGCCGACCTCATGGGGTACATTCCGCTCGTCGGCGCCCCCCTAGGGGGC 
GCTGCCAGGGCCCTGGCGCATGGCGTCCGGGTTCTGGAGGACGGCGTGAATTATGCAACAGGG 
AATCTGCCCGGTTGCTCTTTCTCTCTCTTCCTTTTGGCTTTGCTGTCCTGTTTGACCATCCCAGTTT 
CCGCCTATGAAGTGCGCAACGCGTCCGGGGTGTACCATGTCACGAACGACTGCTCCAACTCAAG 
CATTGTGTATGAGGCAGACGACATGATCATGCACACCCCCGGATGCGTGCCCTGCGTTCGGGAG 
GACAACACCTCCCGCTGCTGGGTAGCGCTCACCCCCACACTCGCGGCCAGGAATGCCAGCGTCC 
CCACCACGACAATACGACGCCACGTCGATTTGCTCGTTGGGGCGGCTGCTCTCTGCTCCGCTAT 
GTACGTGGGGGATCTCTGCGGATCTGTTTTCCTCGTTTCCCAGCTGTTCACCTTCTCGCCTCGCCG 
GCATGAGACAGCACAGGACTGCAACTGCTCAATCTATCCCGGCCACGTATCAGGTCACCGCATG 
GCCTGGGATATGATGATGAACTGGTCACCTTCAACAGCCCTAGTGGTATCGCAGTTACTCCGGAT 
TAAGCATTGCC-3' 

Secuencia nucleotidica del fragmento de 1017 pb que contiene el gen CoEl clonado en plasmidio 
pNAO.CoEl.340. NNNNNN indica las regiones de homología de los oligonucleótidos 1965+, 1305-, 
1025+ , 1966-, 1852+, 1835+ y 2064+ en este orden con el gen CoEl. 
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