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RESUMEN 

 

El virus del dengue (DENV) es el agente causal  más común transmitido por vectores en 

el mundo, causando entre 50-100 millones de infecciones y 25000 muertes por año. Es 

un arbovirus endémico de las regiones tropicales y sub-tropicales, y es transmitido por 

hembras virémicas de Aedes aegypti y A. albopictus. Una alternativa es por medio de 

vacunas o tratamientos antivirales, las cuales en la actualidad no se encuentran 

disponibles en el mercado. Recientemente, nuevos enfoques de control se han explorado, 

como es el desarrollo de fármacos dirigidos a proteínas blanco del virus, como la 

proteína viral no estructural 3 (NS3). Es una proteína multifuncional relacionada con 

actividades enzimáticas esenciales, como es la síntesis del ARN genómico e involucrada 

en el ciclo de replicación viral. El presente trabajo tuvo como objetivo construir la 

proteína recombinante his-tag NS3 del DENV-2 en un plásmido de expresión y 

determinar las condiciones óptimas para la sobre-expresión de la proteína en Escherichia 

coli. También modelar la estructura tridimensional de la proteína mediante estudios in 

silico. Adicionalmente se realizó la purificación de la proteína, flurometría, pruebas de 

dicroísmo circular y dinamismo molecular con la finalidad de buscar cambios en la 

estructura de la proteína.  

Para la construcción de la proteína recombinante his-tag NS3, se determinaron las 

condiciones óptimas de sobre-expresión y se utilizaron diversos plásmidos de expresión 

fusionados con una etiqueta de histidinas en la región N-terminal. Se probaron cinco 

cepas de E. coli en un rango de 37 a 20°C con diversos tiempos de inducción con IPTG. 

Para la identificación de la proteína recombinante his-tag NS3 se realizó Western Blot 

(WB) con Anti-His6. El estudio in silico, se llevó en el software Modeller 9.2 para 

comparar la proteína NS3 DENV-4 del Protein Data Bank (PDB) (2VBC) y el tipo 2. 

Finalmente se realizó un acoplamiento con ambas proteínas para evaluar la 

reproducibilidad del modelo en un ambiente biológico.  



 

xix 
 

La proteína recombinante his-tag se obtuvo en el plásmido pPROEX HT-a y en las 

células de expresión BL21(DE3) pLysS incubadas toda la noche a 20°C inducida con 1 

mM  de IPTG. 

La construcción de la proteína recombinante his-tag en el plásmido de pPROEX HT-a y 

células de expresión BL21(DE3) pLysS se incubaron toda la noche a 20°C induciendo  

con 1 mM de IPTG. Mediante los estudios in silico de la estructura tridimensional de las 

proteínas se logró un modelado comparativo probable entre la NS3 DENV-2 y 4, 

también se localizaron funciones esenciales y sitios blancos farmacológicos. Las pruebas 

por flurometría, indicaron la presencia de triptófanos y tirosinas poco expuestas en NS3. 

El Dicroísmo circular (DC) y el Dinamismo Molecular (DM) en solvente indicaron que 

la proteína recombinante adopta estructuras hélices α, hojas β y lazos. 
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ABSTRACT 

Dengue fever is one of the most common vector-borne viral diseases in the world, 

causing an estimated 50–100 million infections and 25,000 deaths each year. Is an 

endemic arbovirus from tropical and sub-tropical regions, and is transmitted by Aedes 

aegypti and Ae. albopictus infective females. An alternative to combat dengue disease is 

through vaccines or antiviral treatment but both remains not available in the market. 

Recently, new approaches to control have been explored such as drugs targeting specific 

dengue viral proteins, for example the NS3. The protein NS3 is a multifunctional protein 

related to essential enzymatic activities (protease and helicase). The principal objectives 

of this study were: firstly to construct the recombinant his-tag   NS3 protein of dengue 

virus type 2 in an expression plasmid then to tested the optimal overexpression 

parameters in Escherichia coli, and finally modelate the tridimensional protein structure 

in silico. Additionally, protein purification, fluorometry to detect protein structural 

changes, circular dichroism and molecular dynamics were performed. 

To construct his-tag   NS3 recombinant protein, three expression plasmids were used to 

make NS3 fusion with a histidine-tag at the N/terminal region. Five E. coli strains, five 

incubation times for induction with IPTG and different temperature ranged from 20 to 

37°C were evaluated. Western Blot with Anti-His6 analyzes was used to confirm the his-

tag  NS3 protein construction. The in silico study was performed using the Modeller 

9.12 software to compare the NS3 proteins of the dengue virus type 4 (from Protein Data 

Bank- 2VBC) and type 2. Finally, both proteins were docked in silico to evaluate the 

molecular design and biological protein behavior. 

The optimal condition for the recombinant protein his-tag  -NS3 were obtained using the 

pPROEX HT-a plasmid and the BL21 (DE3) pLysS cells incubated overnight at 20°C 

with 1 mM of IPTG. The in silico studies of tridimensional structure of proteins allowed 

a comparative modeled between the NS3 of dengue virus type 2 and 4, and found a 

“hole site” with probability use to been a, pharmacological target for both proteins. The 

fluorometry bioassay indicated the presence of tryptophan and tyrosine in NS3 structure. 

The circular dichroism (CD) and molecular dynamics (MD) demonstrate that NS3 forms 

different secondary structures such as α-helix, β-sheet, and loops.
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1. INTRODUCCIÓN 

 

 El virus del dengue (DENV) es un arbovirus originario de África y Asia, 

trasmitido por Aedes aegypti y A. albopictus. Está taxonómicamente clasificado dentro 

de la familia Flaviviridae y en el género Flavivirus (Salaeme et al., 2010; Nemésio et 

al., 2012). Es la arbovirosis más importante en el mundo ya que (Eltzov et al., 2010; 

Guzmán et al., 2006) se estima que afecta entre 70 y 100 millones de personas al año 

(OMS, 2013) además, recientemente las estadísticas documentadas indica que el DENV 

es la enfermedad con los mayores índices de morbilidad y mortalidad a nivel mundial 

(Paranjape et al., 2010; Salazar et al., 2010). Aproximadamente 500000 de estos casos 

requieren hospitalización con una tasa de 2.5% de mortalidad, la mayoría de los cuales 

son niños (Carter et al., 2013). La distribución geográfica de la enfermedad  abarca las 

áreas tropicales y subtropicales de 124 países (Dos Santos et al., 2011). La infección por 

dengue es causada por uno de los cuatro serotipos que están genéticamente relacionados 

(DENV-1, DENV-2, DENV-3 y DENV-4) de acuerdo a su origen geográfico 

(Asiático/Americano). Clínicamente, los serotipos se pueden manifestar en tres formas 

patológicas: 1) fiebre por dengue (FD), 2) fiebre hemorrágica por dengue (FHD) y 3) 

síndrome de shock por dengue (SSD) (Alcaraz-Estrada et al., 2010) y la severidad de la 

infección se incrementa cuando existe la combinación serotipo/genotipo en el huésped 

(Salazar et al., 2010;  Idrees et al., 2013; Dos Santos et al., 2011). Estudios 

epidemiológicos han identificado al DENV-2 como el serotipo más importante en el 

mundo (Pierro et al., 2006). Este serotipo posee la mayor competencia vectorial en A. 

aegypti, ya que se  ha asociado a los brotes epidemiológicos más importantes y con las 

formas clínicas más severas (Loroño-Pino et al., 2004).  

 Al igual que otros flavivirus,  el genoma viral del DENV es una sola cadena de 

ARN de polaridad  positiva y presenta un marco de lectura abierto que se traduce en una 

poliproteína (Luo et al., 2010). Durante la replicación viral, la poliproteína origina a 3 

proteínas estructurales denominadas C, prM y E y siete proteínas no estructurales 

nombradas como NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B y NS5 (Borowski et al., 2002). 

Se ha documentado que las proteínas NS no son constituyentes de las partícula viral, sin 



 

2 
 

embargo, su función es esencial en la replicación viral ya que actúa como polimerasa 

(Borowski et al., 2002). Dentro de las proteínas no estructurales, la NS3 tiene 

actividades multifuncionales y es la segunda mejor conservada de los flavivirus. La NS3 

codifica un dominio serina-proteasa en la región N-terminal, el cual es requerido durante 

el ciclo viral durante el procesamiento proteolítico de la poliproteína  (Luo et al., 2012). 

En la región C-terminal se encuentra el dominio ARN helicasa, NTPasa y RTPasa en 

asociación con otras proteínas no estructurales. En el contexto de las funciones que 

asume la NS3 en el ciclo viral, ésta puede considerarse como un importante blanco 

farmacológico para el tratamiento del dengue. Sin embargo, para considerarse realmente 

como un blanco farmacológico se requieren llevar a cabo estudios moleculares y 

estructurales detallados en relación a la topología tridimencional de los dominios 

helicasa y proteasa de la NS3, los cuales se sabe llevan a cabo actividades enzimáticas 

del virus y además son esenciales para su replicación (Borowski et al., 2002; Luo et al., 

2008). 

 En el presente trabajo se describe, una estrategia para expresar la proteína 

recombinante NS3 en un sistema procariota. Además se analiza la importancia que 

asume para ser considerada como un blanco farmacológico, para el desarrollo de 

inhibidores antivirales. Para esto, se emplearon diversas condiciones para la sobre-

expresión y la purificación de la proteína recombinante his-tag NS3, en  E. coli. En el 

Dicroísmo Circular (DC) se indican las estructuras alfas y betas que adopta la proteína 

purificada. También se presentan estudios biológicos estructurales que evalúan la 

homología de la proteína NS3 del DENV-2 con una estructura reportada de NS3 del 

DENV-4 que demuestre los posibles sitios catalíticos  del blanco farmacológico. En 

adición se exploraron los estados conformacionales a partir de simulaciones de dinámica 

molecular (MD) que revelen los sitios flexibles de la proteína NS3. 
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2. ANTECEDENTES 

2.1 Virus del dengue 
 

El virus del dengue (DENV) es un miembro que pertenece a la familia 

Flaviviridae (del Latín  flavus = “amarillo”, de la fiebre amarilla) y al género Flavivirus. 

Esta familia está conformada por  alrededor de 70 virus dentro de los cuales sobresalen 

el virus de la fiebre amarilla (YFV), el virus del Oeste del Nilo (WNV), encefalitis 

Japonesa (JEV), entre otros  (Mondotte et al., 2007; Chambers et al., 1990; Falgout et 

al., 1993). El DENV presenta una morfología esférica de aproximadamente 40-60 nm de 

diámetro (Figura 1) (Alcázar-Estrada et al., 2010), la cual deriva de la bicapa lipídica de 

la célula hospedera (Smith et al., 2011). La nucleocápside recubre a la membrana 

lipídica y ésta a su vez rodea a la cápside viral, que protege al material genético del virus 

(ARN). 

 

Figura 1. Estructura del virión del DENV-2 determinada por microscopia crioelectrónica y 
esquematización de un flavivirus en su forma madura e inmadura. A) Relativa superficie lisa del 
virión DENV-2 visible en un modelo basado en reconstrucción de imágenes. B) Arreglos inusuales 
llamados “espina de pescado” de los dímeros de la proteína E, por mapa de densidad óptica. C) Un 
fragmento del ectodominio dimérico soluble de la proteína E (sE) aislado del virión maduro de TBE 
limitado por la digestión de tripsina fue usada para la determinación de la estructura por cristalografía de 
rayos X. (Chamber TJ., 2003). 
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2.2 Vectores epidemiológicos 
 

El virus del dengue es transmitido por picaduras de hembras virémicas de Aedes 

aegypti y A. albopictus, estos están clasificados epidemiológicamente como vector 

primario y secundario, respectivamente (Raharimalala et al., 2012).  

  En el caso de A. aegypti, su mayor importancia epidemiológica está ligada a su 

papel como transmisor del dengue. Su presencia es detectada en la mayor parte de las 

áreas tropicales y subtropicales en las zonas isotermales intermedias a los 20°C 

(Salvatella, 1996). 

Por otro lado,  A. albopictus, es  transmisor de dengue y es más tolerante a las 

bajas temperaturas y el mosquito se mantiene en una amplia variedad de criaderos, tanto 

en recipientes artificiales como naturales (Salvatella, 1996). 

2.3 Ciclo de transmisión del virus del dengue 
 

El virus es inoculado en los seres humanos a través de la picadura de hembras de 

A. aegypti, este se establece y se replica en diversos órganos “diana”, como nódulos 

linfáticos locales e hígado. Posteriormente se libera y se difunde por la sangre para 

infectar los leucocitos y otros tejidos linfáticos, de ahí se liberan y circulan en la sangre. 

El mosquito ingiere sangre que contiene el virus, que se replica en el intestino medio 

después atraviesa las barreras de competencia vectorial, posteriormente se difunde en la 

cavidad corporal por medio de la hemolinfa y posteriormente infecta las glándulas 

salivales, donde se replica para ser transmitido a otro ser humano (Acosta-Bas et al., 

2005). Se han identificado cuatro serotipos de DENV antigénicamente diferentes: 

(DENV-1, DENV-2, DENV-3 y DENV-4).  Los cuatro serotipos pueden co-circular y 

co-infectar al humano pero cada serotipo tiene una característica común en algunos 

brotes (Timiryasova et al., 2013). 

Los cuatro serotipos del DENV se mantienen en dos ciclos de transmisión 

ecológicos y evolutivamente distintos (Figura 2).  El ciclo selvático y el ciclo urbano. El 

ciclo selvático involucra a primates no humanos y mosquitos arbóreos del género Aedes. 
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 Este foco de transmisión ha sido documentado en el este de África y la península 

de Malasia (Vasilaski et al., 2011). El ciclo urbano involucra a mosquitos del género A. 

aegypti, y mosquitos del género A. albopictus. El mosquito A. albopictus sirve como 

vector primario del dengue en países en donde A. aegypti está ausente. En cambio en 

áreas rurales A. aegypti permanece como vector principal del dengue en donde ambas 

especies coexisten. En el ciclo urbano los humanos son los únicos hospederos definitivos 

conocidos donde el virus puede replicarse (Whitehead et al., 2007).  

 

 

 

 

 

 

 

 

2.4 Infección por el virus del dengue 
 

 El primer paso en la infección por DENV, es la unión a los receptores celulares 

(DG-SIGN) en la superficie de la célula blanco, donde el dominio III de la proteína viral 

E interactúa con este receptor (Clyde et al., 2006; Velandia et al., 2011). La interacción 

induce la internalización del virión mediado por endocitocis y subsecuentemente tras la 

fusión del virus en el endosoma de la membrana se presenta un cambio en el pH de la 

fusión de la envoltura de DENV. La modificación del pH induce un cambio en la 

conformación del dominio II de la proteína E, el cual favorece que se dé la exposición y 

el anclaje inmediato del péptido de fusión a la membrana de la vesícula y por 

consecuencia se libera la nucleocápside al citoplasma (Rodenhuis et al., 2010; Velandia 

et al., 2011). Una vez dentro de la célula el ARN viral puede actuar como ARNm, y este 

Figura 2. Transmisión del virus del dengue (modificado de Whitehead et al., 2007).  
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se asocia con el retículo endoplásmico rugoso (RER) donde es traducido inicialmente en 

una poliproteína (Velandia et al., 2011). La replicación viral ocurre en dos pasos: 

Primero el ARN de polaridad positiva es copiado a ARN de polaridad negativa, el cual 

sirve como plantilla para la síntesis de múltiples hebras de ARNs de polaridad positiva. 

Finalmente las proteínas virales inmaduras viajan a las vesículas del aparato de Golgi 

donde se someten a glicosilación y viajan a través de las vesículas secretoras fuera de la 

célula. Durante el último proceso, la furin proteasa procesa a la prM generándose de esta 

manera la proteína  M, la cual está involucrada en generar partículas de viriones 

maduros durante, el cual es el último paso de la morfogénesis viral (Figura 3) (Alcaraz-

Estrada et al., 2010; Burke et al., 2006). 

              Está documentado que la re-infección por cualquier serotipo de dengue puede 

causar condiciones clínicas más severas como es la fiebre hemorrágica por dengue 

(FHD) y el síndrome de shock por dengue (SSD), las cuales pueden causar la muerte (de 

Almeida et al., 2013).  

 

Figura 3. Diagrama esquemático de la organización estructural y el ciclo de replicación del DENV. 
A) La nucleocápside viral, está formado por el ARN genómico de polaridad positiva y las proteína C, 
prM/M y E. B) El DENV se unen a los receptores específicos para el virus y el DENV es internalizado. 
Bajo condiciones de pH el ARN viral es liberado para iniciar la traducción de la proteína en la célula 
hospedera. Las moléculas de ARN viral se acumula cerca del retículo endoplásmico para unirse a las 

A 
B 
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partículas virales inmaduras, después son transportados a la red trans del aparato de Golgi, donde las 
proteínas E son glicosiladas. El paso de liberación viral, es llevado por exocitosis (Shang et al., 2012).  

 

2.5 Manifestaciones clínicas del DENV 
 

La mayoría de las infecciones por el DENV son asintomáticas, el espectro que 

constituye a la enfermedad  por dengue es: fiebre por dengue (FD, fiebre hemorrágica 

por dengue (FHD), síndrome de shock por dengue (SSD) (Martina et al., 2009). 

 

2.5.1 Fiebre por Dengue (FD) 
 

Se presenta un cuadro clínico caracterizado por la aparición repentina de fiebre 

así como la presencia de signos y síntomas no específicos, incluyendo dolor frontal de 

cabeza, retro-orbital, articular y muscular, náuseas, vómitos y debilidad, erupción en la 

piel, molestias a la luz, enrojecimiento de la faringe, conjuntivitis, dolor abdominal leve, 

insomnio, temor, depresión, así como bradicardia relativa y adenopatías (Acosta-Bas et 

al., 2005). La temperatura inicial puede elevarse de 38.8oC  a 40.5oC y la fiebre puede 

durar de 2 a 7 días (Gubler et al., 1998).  

2.5.2 Fiebre Hemorrágica por Dengue (FHD) 

 

Se caracteriza por una repentina fiebre durante la fase aguda. Es difícil 

diferenciar la fiebre por dengue, pero en la fase crítica de la FHD, se manifiestan 

síntomas de falla circulatoria o se pueden presentar manifestaciones hemorrágicas 

cuando decrece la temperatura hasta estado normal. Los síntomas incluyen: 

hemorrágicas epiteliales, de mucosa y de órganos internos (petequias, púrpuras, 

equimosis, hematuria, epistaxis, sangrado de encías, sangrado intestinal y gástrico, 

derrame pleural, hepatomegalia y un aumento en la permeabilidad vascular, que puede 

ocasionar choque hipovolémico debido a la “fuga” de plasma hacia el espacio 

extravascular e intersticial (Acosta-Bas et al., 2005;  Gubler et al., 1998; Simmons et al., 

2010). 
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2.5.3 Síndrome de Shock por Dengue (SSD) 

 

Es la forma más grave de dengue, necesariamente requiere tratamiento 

hospitalario. Esta etapa es corta, el paciente puede morir de 12 a 24 horas o recuperarse 

con rapidez después del tratamiento; no corregido puede llevar a la acidosis metabólica, 

hemorrágica grave del aparato digestivo o cualquier otro órgano con un pronóstico 

desfavorable (Acosta-Bas et al., 2005; Gubler, 2006). 

2.6 Respuesta Inmunológica por el DENV 

 

La respuesta inmunológica adquirida en la infección por dengue consiste en la 

producción de anticuerpos que son dirigidos en un principio a la proteína de envoltura 

del virus. La respuesta inmunológica varía dependiendo sí es una infección primaria o 

secundaria (Figura 4). Una infección primaria se caracteriza por la aparición de la 

inmunoglobulina IgM en los primeros 3-5 días de la enfermedad. A diferencia durante 

una segunda infección, los anticuerpos de IgG es específica en dengue y presentan 

reacción cruzada con muchos flavivirus que son detectables incluso en la fase aguda y se 

incrementa radicalmente (Guzmán et al., 2010; Velandia et al., 2011).  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Virus del dengue, respuesta antigénica y anticuerpos usados en el diagnóstico. Ig, 
Inmunoglobulinas, NS, no estructural (Guzman et al., 2010).  
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2.7 Factores de transmisión del DENV. 

La descontrolada urbanización ha creado las condiciones ideales para el 

incremento de la dispersión del mosquito (Gubler, 1998), aunado a esto el insuficiente 

abastecimiento de agua potable, el aumento del número de viajeros y de las migraciones 

poblacionales, son factores que han favorecido que se presenten los mecanismos ideales, 

la transmisión del virus del dengue y (Guzmán et al., 2006; Gubler, 1998; Shang et al., 

2012).  

2.8 Epidemiología del DENV 
  

Los primeros brotes epidémicos a causa por el dengue se registraron en 1779-

1780 en Yakarta (Asia), El Cairo (África) y Filadelfia (América). La ocurrencia de casos 

por dengue en tres continentes indica que el virus del dengue se ha distribuido en 

regiones tropicales por más de 200 años (Mairuhu et al., 2004). La mayoría de la 

población mundial vive en áreas potencialmente en riesgo de transmisión por dengue.  

 

2.8.1 Situación epidemiológica del DENV a nivel mundial 

 

La distribución geográfica incluye más de 100 países en todo el mundo (Figura 

5). Muchos de estos países no habían reportado casos de dengue por más de 20 años y en 

algunos no se había reportado casos por dengue. La Organización Mundial de la Salud 

(OMS) estima que más de 2500 millones de personas se encuentran en riesgo por 

infección de dengue. La mitad de la población vive en países endémicos de dengue. Se 

estiman  alrededor de 50 millones de casos por dengue causando 24000 muertes cada 

año. Alrededor de 50000 casos por DHF/DSS requieren hospitalización al año, 

aproximadamente el 5% muere de acuerdo a las estadísticas de la OMS. Los cambios 

epidemiológicos como la demografía, la economía, factores ambientales y sociales a 

menudo son las claves para el control de la enfermedad (Guha-Sapir et al., 2005).  
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2.8.2 Situación epidemiológica del DENV en México 

 

 El primer registro que se tiene de la transmisión del DENV en México data de 

1941, donde se informó de 6955 casos por cada 100000 habitantes (Narro -Robles et al., 

1995). Para el año 1963, los casos descendieron, debido a las campañas erradicación del 

mosquito. En 1978 se presentó la primera re-emergencia de DENV-1 en Tapachula, 

Chiapas con 38 casos, a consecuencia del abandono de las actividades de exterminación 

del mosquito. En 1984 se reportaron 5000 casos de FD y por FHD. En 1985, FD fue 

diagnosticada en 25 de los 32 estados con los serotipos DENV-1-2-4. Posteriormente en 

1995 se demostró la circulación viral de más de un serotipo al mismo tiempo en 27 de 

los 32 estados de México (Narro-Robles et al., 1995). En 1998-2002 se reportaron 

52876 casos de FD, de los cuales 1637 se identificaron como FHD, presentados en 

Nuevo León, Tamaulipas, Veracruz y Oaxaca (Pérez-Ramírez et al., 2009). En el 2002 

nuevamente se registró un aumento en casos de FHD/SSD con más de 1000 casos. 

Desde la re-emergencia del dengue en 1978 y hasta el 2011 se ha observado el 

comportamiento cíclico de sus formas más severas. Actualmente hasta el 23 de 

Septiembre del 2013 correspondiente a la semana 38, se han reportado un total de 33930 

Ausente Improbable Incierto Probablemente Presente 

Figura 5. Casos oficiales recientes de dengue a nivel local y regional. Mapa de consenso global IDAMS: Estas 
áreas de riesgos se definen en base a un consenso entre una variedad de datos, incluyendo: sistemas nacionales de 

vigilancia, literatura publicada, cuestionarios y noticias oficiales. Los círculos grandes rojos ( ) indican el país 

afectado por dengue, los círculos pequeños con hasta indican casos a nivel local o provincia (  ). Los colores 
indican las áreas de riesgo por dengue. (Epidemiología del virus del dengue 
http://www.healthmap.org/dengue/index.php, 2013).  
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casos confirmados, de estos casos 22970 corresponde a FD, 9960 casos a FHD, se 

produjeron 40 defunciones por DHF con una letalidad** de 0.40 (SSA, 2012). ** Por 

cada 100 casos (Figura 6). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Incidencia y serotipos aislados de casos de dengue por entidad federativa. México 2013. En 
México se estima que cerca de 60% del territorio nacional presenta condiciones que favorecen la 
transmisión de dengue. El estado de Colima (recuadro rojo), presentó la incidencia más alta con 216.45 
*Incidencia de casos de FD y FHD por cien mil habitantes. De acuerdo a la tonalidad de cada estado, 
indica la incidencia y el tipo de serotipo que se reporta. Información al 23 de septiembre de 2013. Fuente: 
SINAVE/DGE/SALUD/Sistema Especial de Vigilancia Epidemiológica de Dengue.  

 

2.9 Serotipos del DENV 
 

El agravamiento de la enfermedad se ha asociado de acuerdo al serotipo (Martina 

et al., 2009), ya que una re-infección con un serotipo diferente al que estuvo presente en 

una primera infección, tiende a desencadenar la Fiebre Hemorrágica por Dengue. 

Durante una infección secundaria el gradiente de severidad de los serotipos varía y se 

considera que es en el siguiente orden: DENV2 > DENV3 > DENV1 > DENV4 



 

12 
 

(Guzmán et al., 2000). Todos los serotipos del dengue (DENV1-4) comparten del 65-

70% de identidad aminoacídica en su secuencia (Luo et al., 2012) 

2.10 Genotipos del DENV 
 

Dentro de cada serotipo se encuentra variaciones genéticas que originan subtipos 

o genotipos filogenéticamente diferenciables por secuenciación del gen de la proteína de 

envoltura (E). Dentro de cada genotipo existen cepas caracterizadas por compartir un 

ancestro común, pero que difieren entre ellas por sustituciones nucleotídicas. Esto se 

debe al producto de la deriva genética y de eventos de selección específicos del 

hospedero (Quintero et al., 2010). Además algunos genotipos tienen mayor “potencial 

epidémico” que otros, lo cual hace más probable los brotes en distintas regiones 

(Holmes et al., 2003). Se piensa que los genotipos se originaron en el sureste de Asia y 

se ha postulado como la mejor causa del incremento de la virulencia (King et al., 2008). 

Actualmente existen varios genotipos en cada serotipo: El DENV-1 comprende cinco 

genotipos: el genotipo I contiene virus de América, África y el Sureste de Asia. El 

DENV-2 se compone de 6 genotipos denominados Asiático I, Asiático II,  

Asiático/Americano, Cosmopolita y Selvático. El DENV-3 implica a cuatro genotipos 

compuesto de virus Indonesia, Malasia, Filipinas y el sur de las islas del pacifico, el 

genotipo II comprende virus de Tailandia, el genotipo III es representado por virus de 

Sri Lanka, India, África y América. El DENV-4 se clasifica dentro de dos distintos 

genotipos; El genotipo I incluye virus de Filipinas, Tailandia y Sir Lanka, el genotipo II 

incluye virus de Indonesia, Tahití y las Islas Caribeñas (Cuadro 1). (Amarilla et al., 

2009). 
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2.11 Genoma del DENV 
 

El genoma viral consiste en una única hebra de ARN de polaridad positiva de 

aproximadamente de 11Kb. Este ARN contiene marco de lectura abierta (ORF), el cual 

codifica a una poliproteína ininterrumpida de 3000 residuos de aminoácidos (Figura 7) 

(Shy et al., 2004). Esta poliproteína se encuentra flanqueada por dos regiones no 

traducidas (RNT). Las cuales contienen funciones estructurales y elementos requeridos 

para la transcripción y replicación del genoma del DENV (Alcaraz-Estrada et al., 2010). 

La región N-terminal de la poliproteína codifica a tres proteínas estructurales (C, prM/M 

y E), seguida por las proteínas no estructurales (NS), NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, 

NS4B y NS5 (Figura 8) (Alcaraz-Estrada et al., 2010; King et al., 2008). Una vez 

traducida la poliproteína,  la peptidasa localizada en el lumen del RE reconoce una señal 

que hace que en la región N-terminal de las proteínas prM, E, NS1 y NS4B se lleve a 

cabo un rompimiento hidrolítico y se generen las proteínas individuales. El 

procesamiento de otras proteínas virales como es la proteína C se lleva por proteasas 

virales NS2B en el citoplasma de las células infectadas. En la C-terminal de la secuencia 

Cuadro 1. Distribución geográfica mundial de los genotipos que componen 
cada uno de los cuatro serotipos del DENV (Quintero et al., 2010, Holmes et 

al., 2003).  
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de la proteína NS1 es llevada por una proteasa desconocida presente en el RE. La 

mayoría de las proteínas no estructurales están involucrados en la replicación de 

Flavivirus (Alcaraz-Estrada et al., 2010). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Predicción topológica de la poliproteína del virus del Dengue y sus sitios de escisión. La 
poliproteína se compone de tres proteínas estructurales. Cápside (C), precursor  de la proteína de 
membrana (prM) y la proteína de envoltura (E). Así como siete proteínas no estructurales (NS): NS1, 
NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B, NS5. La NS3 es una proteína multifuncional conformada por un 
dominio helicasa NS3hel y  un dominio proteasa NS3pro, el necesita un co-factor de la región 
hidrófilica de la NS2B.  Las flechas rojas indican los sitios procesados por  la proteasa viral NS2B/NS3  
(de Almeida et al., 2013). 

 ` 

Figura 8. Estructura elemental de la poliproteína del DENV. Se muestran las estructuras individuales. 
Las flechas verticales indican los sitios de división de la poliproteína (Tomlinson et al., 2009).  
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2.12 Proteínas estructurales del DENV (C, M, y E) 

 

2.12.1 Proteína C 
 

La proteína de la cápside (C) también conocida como core, o de cubierta, tiene 

un peso molecular de 12 kDa. Se conforma de una estructura secundaria que consiste en 

cuatro hélices alfa que cumplen diferentes funciones; la hélice 1 se orienta hacia el 

citoplasma, los aminoácidos que posee son de carácter básico, el cual le permite 

asociarse y unirse fuertemente al ARN genómico recién sintetizado, formando así el 

complejo riboproteico o nucleocápside la cual protege al ARN viral de la degradación y 

promueve la organización del ARN en el interior de la partícula viral en formación. La 

hélice 2 interviene durante: 1) El ensamblaje de la ribonucleoproteína, favoreciendo el 

acercamiento del ARN viral al resto de la proteína C y 2) El ensamblaje de la partícula 

vira, reclutando gotas lípidicas (lipid droplets) que promueven la formación de la 

partícula viral. Las hélices 3 y 4 son hidrofóbicas y anclan la proteína a la membrana del 

retículo endoplásmico (Velandia et al., 2011). Es esencial en la unión del virus para 

encapsulación específica del genoma viral. La proteína C, es la más conservada entre los 

Flavivirus. La región N-terminal y C-terminal de la proteína C contiene una región 

altamente positiva separada por una región hidrofóbica que puede interactuar con la 

membrana lipídica de la célula. La proteína de la cápside naciente del DENV contiene 

una C-terminal hidrofóbica a lo ancho que sirve como una señal peptídica para la 

traducción en el retículo endoplásmico de la membrana precursora (Shang et al., 2012).  

La proteína C es un dímero que tiene un plegamiento helicoidal responsable del 

empaquetamiento del genoma. La proteína C aparentemente se asocia a la membrana 

intracelular  a través de un  dominio hidrofílico conservado, se ha encontrado que la 

proteína C acumula lípidos alrededor del retículo endoplásmico (RE) (Nemesio et al., 

2011).    
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2.12.2 Proteína  prM/M 
 

La proteína precursora (prM) con un peso de 26 kDa, se encuentra presente en 

los viriones inmaduros y junto a la proteína M, participa en el proceso de maduración de 

la partícula viral. La prM es procesada después de la transducción por la proteasa celular 

furina, la cual genera, el péptido pr y la proteína M con un peso molecular de 8 kDa, esto 

implica un incremento en la inefectividad y la reorganización de la estructura de la 

superficie viral. (Velandia et al., 2011; Bruke et al., 2001). 

La proteína prM es traducida en el RE por la región hidrofóbica de dominio C-

terminal. La escisión es debido a peptidasas del hospedero y es removida de la cápside 

Bruke et al., 2001). En la región N-terminal de la pr contienen 6 sitios de glicosilación y 

6 residuos conservados de cisteína, todas se encuentran unidas por disulfuro (Bruke et 

al., 2001). El segmento pr de la prM se piensa que estabiliza y mantiene la forma E bajo 

re arreglos donde se reduce el pH  ambiental en la primera etapa de secreción. Enseguida 

de la escisión, la proteína M se encuentra en los viriones maduros, mientras que el 

fragmento pr es secretado (Bruke et al., 2001).   

2.12.3 Proteína  E 
 

Es una glicoproteína que posee un peso molecular de 50 kDa. Desempeña un 

papel durante la penetración del virus en la célula y en la respuesta inmunitaria (Guzmán 

et al., 2006). Debido a que actúa como antígeno principal de protección, en 

consecuencia induce la producción de anticuerpos neutralizantes (Shang et al., 2012). Es 

la única proteína viral que interactúa con las moléculas receptoras de la membrana 

plasmática de las células vulnerables que favorecen la endocitosis del virus (Velandia et 

al., 2011). Esta proteína posee tres dominios I, II y III que se distribuyen sobre la 

superficie del virus. Dominio I es el dominio central que contiene la especificidad del 

virus. El dominio II es un dominio dimerizado que contiene una serie de epítopes. El 

dominio III tiene una inmunoglobulina para las interacciones entre el virus y los 

receptores de las células dianas (Shang et al., 2012; Velandia et al., 2011). 
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La proteína E es una proteína de fusión clase II, esencial para la fijación, unión a 

la membrana y unión. Entre los dominios compartes estructuras y funciones 

características en dominios específicos que interactúan y altera a la membrana biológica. 

Una serie de cambios conformacionales ocurren en la proteína E que ocurren en el 

endosoma a bajo pH y da lugar a la fusión viral. La proteína E inicia su primer contacto 

entre el virus y la célula del hospedero, es un determinante de tropismo y virulencia, 

como el mejor blanco para le neutralización de anticuerpos de DENV. En la región N-

terminal del ectodominio de la proteína presenta tres dominios que consisten 

predominantemente en hojas β (aminoácidos 1-395). La fusión del bucle de la proteína E 

se localiza entre los aminoácidos 98-112. Dos α-hélices que unen al ectodominio soluble 

y a los dos dominios transmembrana de la proteína E que forman un tallo (aminoácidos 

396 a 447) que contribuye a la flexibilidad que se requiere para cambios 

conformacionales. La proteína E puede interactuar con otras proteínas a través de un 

motivo conservado Pro-rich (Nemesio et al., 2011).  

2.13 Proteínas no estructurales del DENV (NS) 

 

La mayoría de las proteínas NS se cree que son las responsables para el 

procesamiento de la poliproteína y la replicación del ARN viral, este último tiene lugar 

en la membrana asociada al complejo de replicación (CR) del virus (Nemesio et al., 

2012).  Recientes estudios de proteínas no estructurales de algunos Flavivirus indican 

que estas actúan como antagonistas en la ruta de la señalización del interferón (INF) 

(Tajima et al., 2010). 

2.13.1 NS1  
 

Es una glicoproteína de 45 a 48 kDa, que participa en la maduración viral 

(Guzmán et al., 2006). Es traducida en el lumen del retículo endoplásmico (RE) como 

una glicoproteína monomérica, es transportada al aparo de Golgi donde sufre 

modificaciones y secretada de la célula (Lindenbach et al., 2003). Se encuentra 

implicada en la replicación eficiente del ARN viral. La proteína NS1 ha estado asociada 

en la patogenicidad a consecuencia de una infección por Flavivirus. Los niveles altos de 
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NS1 en el suero de pacientes infectados por DENV se correlacionan con  la enfermedad 

severa (Youn et al., 2010). Se puede encontrar soluble en el citoplasma y en el espacio 

extracelular por esta razón la NS1 puede estimular al sistema inmunitario (Velandia et 

al., 2011). La NS1 está asociada con la NS4A, pueden ser determinadas en los primeros 

pasos del ciclo de replicación viral (Nemesio et al., 2012). 

2.14.2 NS2 
 

Se encuentra constituida por dos subunidades NS2A y NS2B  

NS2A 

Proteína de 22kDa, promueve el ensamblaje y la replicación viral. Al parecer, la 

NS2A coordina de un modo aún no muy bien definido, si el ARN genómico producido 

en cada ciclo de replicación se utiliza como plantilla para generar las formas replicativas 

o si se asocia dentro de la nucleocápside durante el ensamblaje viral (Velandia et al., 

2011; Zuo et al., 2009).  

NS2B+ 

Proteína de 14 kDa, posee una membrana hidrofóbica que se ancla a la 

membrana del RE. Por un procesamiento proteolítico, la proteína recién liberada NS2B 

interactúa con el dominio proteasa de la proteína NS3 para actuar como un co-factor de 

ésta (Velandia et al., 2011), formando un complejo con NS3 (NS2B/NS3) para la 

función de serina proteasa (Zuo et al., 2009; Yusof et al., 2000). 

2.13.3 NS3 
 

Tiene un peso molecular de 70kDa. Es una proteína multifuncional de 618 

aminoácidos, que funciona como: serina proteasa ARN helicasa, NTPasa (5’ nucleósido 

trifosfatasa), RTPasa (5’ ARN trifosfatasa). La función helicasa desenrolla las 

estructuras secundarias que se forman en el extremo 3’ del ARN viral para favorecer la 

unión de la polimerasa NS5 sobre el ARN (Velandia et al., 2011; Perera et al., 2008; 

Sampath et al., 2006). 
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2.13.4 NS4 
 

Se encuentra conformada por dos subunidades NS4A y NS4B, estas proteínas 

son fundamentales en los procesos de replicación del ARN (Nemesio et al., 2012). 

NS4A  

Es una proteína hidrofóbica de 16 kDa que consiste de una porción N-terminal 

expuesta al citoplasma y se localiza en los sitios de replicación del ARN viral (Tajima et 

al., 2010), además interactúa con la proteína NS1 y aparentemente funciona como 

cofactor de la proteína NS3 en tres regiones hidrofóbicas (residuos 50 a 73, residuos 76 

a 89 y residuos 101 a 127), las cuales están altamente asociadas a la membrana Además 

la proteína NS4A mantiene la actividad de desdoblamiento bajo condiciones de ATP 

deficiente (Shiryaev et al., 2006).  

Otra función de la proteína NS4A en la replicación viral del DENV está dada por 

el hecho de que esta proteína se encontró en estructuras reticulares y citoplasmáticas 

(derivadas de la asociación al RE). Se ha encontrado que la NS4A induce autofagia en 

las células epiteliales, protegiendo a las células del hospedero contra la apoptosis 

(Nemesio et al., 2012). 

NS4B 

Es una proteína de membrana altamente hidrofóbica de 27 kDa y se localiza en 

los sitios de replicación del ARN, que a su vez aparece dispersa en la membrana 

citoplasmática y en el núcleo (Bartenschlager et al., 2008). La proteína NS4B es un 

modulador negativo de la función helicasa, esta modulación depende de la conformación 

de NS4B (Nemesio et al., 2012). 

 

2.13.5 NS5 
 

Es la proteína más grande con un peso molecular de 103 kDa. Es la proteína más 

conservada del DENV, la proteína NS5 tiene un 67% de secuencia de identidad entre los 
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cuatro serotipos 1-4. Es una proteína bi-funcional con un dominio metiltransferasa, y 

guaniltransferasa, responsable del capping y la metilación del extremo 5’ del ARN 

genómico. En el extremo C-terminal, se ubica el dominio de ARN polimerasa 

dependiente de ARN (RpolRd). La NS5 actúa como la única polimerasa durante la 

replicación y transcripción viral en el citoplasma de la célula infectada (Velandia et al., 

2011; Bartenschlager et al., 2008). La proteína NS5 también ha mostrado que 

incrementa las actividades NTPasa y RTPasa de la proteína NS3 (Luo et al., 2012).  

Es la proteína mejor conservada en el DENV tiene actividad ARN polimerasa 

dependiente de ARN en el extremo C-terminal y actividad metiltransferasa en el 

extremo N-terminal. (Nemesio et al., 2012). 

2.14 Importancia, estructura y función de la proteína no estructural NS3 del DENV 

La NS3 se encuentra dentro de la cadena polipetídica con dos actividades 

enzimáticas aparentemente  desconectadas: una actividad proteolítica que se necesita en 

el procesamiento post-traduccional de la poliproteína viral y la 

helicasa/ATPasa/actividad 5’ ARN trifosfatasa requerida para la replicación del ARN 

viral y el capping 5’. La proteína no estructural 3 (NS3) de los flavivirus es la segunda 

proteína más conservada entre las proteínas virales (Luo et al., 2012). Se ha encontrado 

que es una de  las más importantes proteínas no estructurales  (Rothan et al., 2012). 

Tiene una masa molecular de 69 kDa o 618 residuos de aminoácidos, contiene múltiples 

funciones que incluyen procesamiento proteolítico, desdoblamiento del dúplex del ácido 

nucleico, nucleosido trifosfatasa  (NTPasa) y ARN nucleosido 5’ trifosfatasa (RTPasa) 

(Luo et al., 2012). Estas actividades enzimáticas se encuentran suficientemente 

conservadas dentro de los cuatro serotipos (Natarajan et al., 2010). Tiene un papel 

crucial en la replicación viral y en el procesamiento proteolítico. La NS3 constituye un 

blanco farmacológico prometedor para la terapia antiviral (Assenberg et al., 2009). La 

inhibición de una de estas funciones enzimáticas es el principal objetivo para la terapia 

farmacológica (Melino et al., 2007).  
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La proteína NS3 de los flavivirus codifica a una serin proteasa en la región N-

terminal que se requiere durante el ciclo viral para el procesamiento proteolítico de la 

poliproteína viral (Luo et al., 2012).   

2.15 Papel biológico de la proteína NS3 

 

2.15.1 El dominio proteasa 

El dominio de la proteasa (NS3pro), se encuentra en la posición N-terminal de la 

proteína NS3 (en los residuos 1-180). El dominio NS3Pro actúa hidrolizando los 

complejos NS2A/NS2B, NS2B/NS3, NS3/NS4A y NS4B/ NS5 del polipéptido 

(Salaemae et al., 2010; Dewi et al., 2009). La función del dominio NS3 proteasa 

depende de su asociación con la proteína NS2B, que le confiere estabilidad durante su 

actividad; mientras que la poliproteína viral se escinde en diversos sitios. La enzima 

proteasa consiste en hojas ß que forman 2-ß barriles, con la triada catalítica (His-51, 

Asp-75 y Ser-135) intercalada entre ellos. La actividad de la proteasa depende de la 

presencia de su co-factor NS2B. La proteína NS3 incluye residuos aminoacídicos del 49-

66 del NS2B que están vinculados en la N-terminal de la secuencia completa de la NS3 

por una unión serina-glicina. Los residuos 67-80 de la NS2B son de importancia crítica 

para la actividad proteasa. (Perera et al., 2008). 

Codifica a una tripsina como serina proteasa. El complejo proteasa NS2B-NS3 es 

esencial para el procesamiento de la poliproteína porque es la responsable de todas las 

divisiones entre las proteínas en el lado citoplasmático de la membrana del RE (Luo et 

al., 2012). Como resultado de la actividad proteolítica, las proteínas no estructurales 

maduras se liberan de las células infectadas y, junto con los componentes celulares de 

unión del hospedero para formar el complejo de replicación viral asociada a la 

membrana.  

El complejo dominio proteasa NS2B-NS3 preferentemente divide al puente 

peptídico rio abajo o en un par de aminoácidos básicos altamente conservados (Arg o 
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Lys) en la posición P1 y P2, seguido por un aminoácido con una cadena lateral corta 

(Gly, Ala o Ser) en el sitio P1’ (Luo et al., 2012). 

2.15.2 El dominio helicasa 
 

El dominio helicasa (NS3Hel) (residuos 180-618), ha sido implicado en la 

interacción con la polimerasa NS5 además juega un papel en el ciclo de vida en la 

replicación del ARN (Bazán et al., 1989; Chambers et al., 1990). La NS3 también ha 

sido implicado en la inducción de apoptosis en células infectadas (Perera et al., 2009). 

La NS3 helicasa comprende tres subdominios, identificados como miembros de 

la superfamilia SF2 de las helicasas situadas dentro de los subdominios 1 y 2. La 

actividad ATPasa se encuentra alojada entre estos dos dominios y se encuentran 

estructuralmente bien conservadas en comparación con otras helicasas de otros 

flavivirus. 

La ARN helicasa lleva la secuencia del motivo DEAH que pertenece a la 

superfamilia SF2, de acuerdo a la clasificación de las helicasas basadas en los motivos 

conservados (Luo et al., 2012). La NS3 alberga dominios con actividad ARN helicasa 

requerida para el desdoblamiento del dúplex del ARN y/o estructuras secundarias 

durante la replicación del genoma por la RpolRd de la NS5. La actividad nucleosido 5’ 

trifosfatasa (NTPasa) es requerida para proveer la energía para la actividad del 

desdoblamiento de la helicasa. Además la actividad ARN trifosfatasa en la región 5’ 

terminal juega un papel esencial en la síntesis de la estructura 5’ cap y recientemente se 

propuso la unión independiente de estas funciones enzimáticas (Luo et al., 2012). La 

helicasa de la NS3 tiene  una dirección 3’ a 5’ y puede desdoblar dsARN con una 

horquilla en el extremo 3’. La helicasa no aparenta ser una ARN helicasa procesiva. 

Como la región extendida del dúplex se extiende de 22 a 36 pares de bases, su habilidad 

de desdoblamiento decrece dramáticamente y la actividad de hidrólisis del ATP llega a 

ser absolutamente requerida (Luo et al., 2012). La actividad helicasa de NS3 difiere de 

otras ARN helicasas del conjunto de DEAD. Usualmente el conjunto DEAD demuestra 

una actividad pobre en el desdoblamiento de la ARN y además requiere la asistencia de 
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cofactores (Luo et al., 2012). El dominio helicasa de la proteína NS3 está conectado con 

el dominio proteasa a través de su conector altamente flexible abarcando los residuos 

169-179 (Luo et al., 2012). 

2.15.3 Actividad NTPasa 
 

La actividad NTPasa implica la unión de NTP y la hidrólisis de su puente 

anhídrido ɤ-fosfórico acoplado con la liberación de NDP y fosfato inorgánico (Luo et 

al., 2012). 

2.15.4 Actividad ARN trifosfatasa  

Esta actividad es la primera de las tres reacciones enzimáticas requerida para la 

adición de una 5’ cap para el ARN viral, un proceso que se necesita para la traducción 

del genoma viral. Las actividades de RTPasa y la NTPasa comparten un sitio activo en 

la proteína NS3 (Luo et al., 2012).  

2.16 La proteína NS3 del DENV-2 como blanco farmacológico 

 

            En la actualidad no hay vacunas específicas para la prevención y tratamiento 

para la fiebre por dengue y la fiebre hemorrágica por dengue. En recientes años, se han 

tenido importantes progresos en la compresión del ciclo viral, ya que cada etapa de esta 

representa un blanco potencial para el desarrollo de fármacos contra el dengue. 

(Natarajan, 2009). Es de particular interés la NS3, sus actividades enzimáticas se 

encuentran conservadas dentro de los cuatro serotipos (comparten una identidad en su 

secuencia aminoacídica del 65-70%). Por lo tanto es posible desarrollar componentes 

activos contra todos los serotipos del DENV. Además la NS3 de DENV comparte una 

homología de más de un 50% en su secuencia aminoacídica con proteasas de WNV y 

YFV. Las proteasas virales, son a menudo propuestas como blancos farmacológicos 

debido a su misión esencial, en el procesamiento de la poliproteína viral y a su 

asociación con el cofactor NS2B. Este complejo es el responsable de la división entre las 

proteínas de la poliproteína viral que se encuentran en el citoplasma o en la membrana 
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del RE. Como resultado de esta actividad proteolítica, las proteínas NS maduras son 

liberadas en las células infectas y, junto con los componentes celulares del hospedero, se 

unen para formar un complejo de replicación viral asociado a la membrana. La 

interrupción de esta actividad enzimática muestra ser letal a la replicación viral (Luo et 

al., 2012). De acuerdo a estudios computacionales se han identificado como substratos 

óptimos de inhibidores de proteasas: al tetrapéptido aldehído, Bz-Nle-Lys-Arg-Arg-H, el 

cual es un inhibidor competitivo del complejo proteasa (Lescar et al., 2008). (Luo et al., 

2008) menciona al residuo Phe-116, Ile-123, Try-262, y Val-162 como el sitio blanco 

farmacológico para el desarrollo de un antiviral “alostérico”, ya que se encuentran 

evolucionariamente conservados ente los flavivirus. Se pretende prevenir la propagación 

del dengue al inhibir la actividad catalítica más funcional de la NS3pro His-51, Asp-75, 

y Ser-135 en la región N-terminal (Rothan et al., 2012). Otra opción al desarrollo de 

inhibidores para las proteasa del dengue, son los péptidos que mimetizan la actividad 

proteasa ya que es poco probable de provoquen una respuesta inmune. Basados en la 

estructura cristalográfica de la proteasa del dengue se identificaron: al tetrapéptido (Lys-

Gly-Pro-Glu), al pentapéptido (Ser-Ile-Lys-Phe-Ala) y el hexapéptido (Ala-Ile-Lys-Lys-

Phe-Ser) como prometedores inhibidores que potencien el desarrollo de fármacos 

antivirales (Velmurugan et al., 2013). 
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3. JUSTIFICACIÓN 

 

 El dengue es la enfermedad viral más común en regiones tropicales y 

subtropicales del mundo. El aumento de la distribución geográfica, la incidencia y la 

severidad de las enfermedades en las últimas décadas, ha estimulado a nuevos 

tratamientos para combatir la enfermedad de dengue.  

 Actualmente, es la arbovirosis más prevalente en la salud pública de muchos 

países y está asociada a pobreza y mala urbanización. No existen antivirales ni vacuna 

efectiva y el control químico vectorial, aunque impredecible y caro por su operación es 

la única estrategia de combate para interrumpir la transmisión del virus. 

 Esta emergencia en América ha sido especialmente dramática. En el caso de 

México, la enfermedad se presenta cada año con un patrón de brotes de importancia, que 

ocurren prácticamente en todo el territorio nacional tanto en poblaciones urbanas como 

en rurales presentando picos en los meses de lluvia. 

 Se conoce que el dominio serina-proteasa de la proteína NS3 del DENV, es el 

responsable del procesamiento proteolítico de la poliproteína viral y la interrupción de 

esta actividad enzimática  ha mostrado ser letal para la replicación viral. Siendo así que 

NS3, es considerada como un blanco potencial en el desarrollo de fármacos antivirales 

del dengue.  

 Sin embargo, para el diseño del fármaco, primeramente es esencial la 

manipulación in vitro de la proteína NS3, para permitir el desarrollo de proteínas en 

cantidades suficientes para el análisis de la estructura y función de la misma. 

 En el presente trabajo, se produjo la proteína recombinante his-tag NS3 en E. 

coli, a través de la tecnología del ADN recombinante, que requirió de un diseño 

adecuado para su producción. Posteriormente se modelo su estructura tridimensional en 

base a una estructura conocida de una proteína relacionada para la localización de las 

funciones esenciales de la proteína. 
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4. HIPÓTESIS 

 

 Es posible integrar un sistema en E. coli, para la producción de la proteína 

recombinante NS3 mediante sobre-expresión. 
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5. OBJETIVOS 

 

5.1 General 

Obtener la proteína recombinante his-tag NS3 del DENV-2 de la cepa Jam1409 en un 

sistema de expresión procarionte. 

5.2 Específicos 

1. Construir la proteína recombinante his-tag NS3 del DENV-2 en el plásmido de 

expresión pPROEX HT-a  

2. Determinar las condiciones óptimas para la expresión de la proteína recombinante his-

tag NS3 del DENV-2 en E. coli. 

3. Modelar e imitar la estructura tridimensional de la proteína NS3 DENV-2 cepa 

Jam1409. 
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6. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

 La estrategia experimental que se utilizó para el desarrollo de esta investigación 

se dividió en 3 etapas: 1) Construcción de  la proteína recombinante his-tag NS3 DENV-

2 en el plásmido de expresión pPROEX HT-a, 2) Determinación de las condiciones 

óptimas para la expresión de la proteína recombinante his-tag NS3 DENV-2 en E. coli., 

3) Modelaje e imitación de la estructura tridimensional de la proteína NS3 DENV-2. 

6.1 Construcción de la proteína recombinante his-tag  NS3 del DENV-2 en el 

plásmido de expresión  pPROEX HT-a 

 

6.1.1 Gen de la proteína NS3 
 

El gen de la proteína NS3 proviene del plásmido pBAC1409ic que se construyó a 

partir del DENV-2 mediante el uso de un vector de un cromosoma artificial bacteriano 

pBeloBac, el cual contiene la secuencia completa del ADNc de la cepa Jamaiquina 83 

1409 del virus. El gen de proteína NS3 fue donado por la Dra. María Isabel Salazar del 

Laboratorio de Inmunología Celular e Inmunopatogénesis de la Escuela Nacional de 

Ciencias Biológicas, México DF.  

Se descargó la secuencia nucleotídica del virus y aminoacídica de la proteína 

NS3 (M20558.1). Después mediante el programa en línea 

http://web.expasy.org/trasnlate/, se tradujo la secuencia nucleotídica del virus. 

Posteriormente se buscó la región correspondiente de la proteína NS3 en el genoma 

traducido. 
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6.1.2 Clonación en el plásmido pGEM T-easy®+NS3 

 

6.1.2.1 Amplificación del gen de la proteína NS3 DENV-2 cepa Jam1409 

 

Para la amplificación del fragmento del gen se utilizó PCR de punto final. La 

mezcla de PCR contenía Buffer 1X,  dNTPs 0.2 mM, 1.2 mM MgCl2 (Promega), 1 mM 

de iniciadores NS3F (5´-AAAGGATCCAATGGCTGGAGTATTGTCCCACG -3´, 

NS3Hind (5´-CGGAAAGCTTCTACTTTCTTCCAGCTGCAA-3’), 5 U/µl Taq polimerasa 

(Bioline, USA), 2 µl ADN y 17.15 µl H20 Milli-Q estéril en un volumen final de 25 µl. 

La reacción se corrió en el termociclador (Bio-Rad, DNA Engine Dyad®). Los ciclos de 

PCR fueron: 1 ciclo de 2 min a 94 °C, seguido por 30 ciclos de amplificación a 94 °C 

por 45 s, 60 °C por 45 s, 72 °C por 50 s. La reacción se completó con la incubación con 

1 ciclo a 72 °C a 7 min. 

6.1.2.2 Ligación del gen de la proteína NS3 y el plásmido pGEM T-easy®  

 

La reacción de ligación se realizó con 1 µl pGEM T-easy® (Promega, USA), 5 

µl 2X rapid Buffer, 1 µl Ligasa T4 (Promega, USA), 3 µl gen NS3 (recién amplificado), 

en un volumen final de 10 µl.  

6.1.2.3 Transformación celular en DH5α de E. coli 

 

Se depositaron 2 µl de plásmido pGEM T-easy® en tubos eppendorf fríos, 

posteriormente se añadió 100 µl de células competentes DH5α y se incubaron en hielo 

durante 30 min. Una vez trascurrido el tiempo de incubación se les dio un choque de 

calor al tubo con las células y el plásmido a 42 °C durante 50 s, finalizado el tiempo se 

incubó nuevamente el tubo en hielo por 2 min. Posteriormente se añadió 500 µl de 

medio LB, finalmente se incubaron los tubos a 37 °C durante 1 h en agitación. 

Posteriormente las células se sembraron en placas con medio LB con Ampicilina [100 

µg/ml] y se incubaron por 12 h a 37 °C. 
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6.1.2.4 Confirmación de la construcción de pGEM T-easy® + NS3 por PCR en 

colonia 

 

Antes de realizar la PCR en colonia, para confirmar la construcción pGEM T-

easy® + NS3 se seleccionaron al azar 20 colonias y se desnaturalizaron. Después se 

tomó 5 µl de agua Milli-Q en tubos eppendorf PCR, a cada tubo se adicionó una asada 

de cada colonia, las colonias se lisaron a 99 °C por 20 min (Bio-Rad, DNA Engine 

Dyad®), se centrifugaron los tubos eppendorf PCR a 14000 x g, y se tomó 2 µl de cada 

colonia lisada para realizar la PCR directa. La mezcla de PCR contenía 2.5  µl Buffer 10 

X (Promega), dNTPs 0.2 mM, 1.2 MgCl2, 1 mM de iniciadores forward y reverse, 5 

U/µl Taq polimerasa (marca), 2 µl ADN y 17.15 µl H20 Milli-Q estéril en un volumen 

final de 25 µl. La reacción de PCR consistió de 1 ciclo de 2 min a 94 °C, seguido por 30 

ciclos de amplificación a 94 °C por 45 s, 60 °C por 45 s, 72 °C por 50 s. La reacción se 

completa con la incubación con 1 ciclo a 72 °C a 7 min. 

6.1.2.5 Secuenciación nucleotídica de la construcción pGEM T-easy® + NS3 

 

Las colonias transformadas de E. coli se secuenciaron en ABI 3130 (Genetic 

Analyzer 3130 N/S=19336) para determinar el orden de los nucleótidos de la secuencia 

de ADN del gen de la proteína his-tag   NS3. 

6.1.2.6 Digestión del pGEM T-easy® + NS3 con las enzimas de restricción BamHI   

y HindIII 

 

 La reacción de digestión para se realizó  con 10 µl Buffer E, 5 µl  BamHI, 5 µl  

HindIII, 1.1 µl  BSA (Promega), ADN 25 µl, 63.9 µl H2O Milli-Q en un volumen final 

de 110µl. La reacción de digestión se incubó por 3 h a 37 °C, una vez concluida la 

incubación se inactivó con 2 µl EDTA 0.5 mM a 70 °C durante 10 min.  
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6.1.2.7 Purificación en gel de la digestión del plásmido  pGEM T-easy® y NS3 con 

las enzimas de restricción BamHI y HindIII 

 

Se siguió el protocolo de acuerdo al fabricante QIAprep quick gel extraction kit 

250 (Qiagen®). Se cortaron las bandas correspondientes al peso molecular de pGEM T-

easy® (3 Kb) y NS3 (1.8 kb). Se sacó la diferencia de los tubos eppendorf vacíos y con 

los fragmentos a purificar en agarosa. Se agregaron 3 volúmenes de buffer QG, después 

se añadió un volumen de isopropanol al 100% y se mezcló cada tubo. Cada fragmento, 

se colocó en una columna Qiagen® y se centrifugaron a 14000 x g por 1 min. 

Posteriormente a cada columna se adicionaron 500 l de buffer QG, se centrifugaron las 

columnas a 14000 x g por 1 min y se lavaron con 750 l de buffer PE, posteriormente se 

centrifugaron las columnas a 14000 x g por 1 min. Cada columna se pasó a un tubo 

eppendorf estéril para eluir con 20 l de H2O Milli-Q. 

6.1.3 Sub-clonación de la proteína NS3 en el plásmido pPROEX HT-a 

 

El plásmido pPROEX HT-a (Invitrogene®, USA), contiene una región de 6 

histidinas como etiqueta en su secuencia aminoacídica que facilitó la detección de la 

proteína recombinante NS3. 

 

6.1.3.1 Extracción de ADN del  plásmido pPROEX HT-a 

 

La extracción del ADN plasmídico se realizó de acuerdo al fabricante QIAprep 

Spin Miniprep Kit (250) (Qiagen®). Se pasó del medio de cultivo con el plásmido 

pPROEX HT-a a tubos eppendorf de 1.5 ml, se centrifugaron los tubos eppendorf a 8000 

x g durante tres minutos. Después las células bacterianas se re-suspendieron en 250 µl 

del buffer P1, enseguida se adicionó 250 µl del buffer P2 y 350 µl del buffer N3. La 

mezcla se centrifugó por 10 min a 13000 x g, el sobrenadante se pasó a una columna 

QIAprep y se agregó 500 µl del buffer PB, se centrifugó por 1 min y se descartó el 
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sobrenadante para después lavar la columna con 750 µl de buffer PE. La columna sin 

sobrenadante se colocó en un tubo eppendorf estéril y se adicionó 50 µl de H2O Milli-Q. 

6.1.3.2 Digestión del plásmido pPROEX HT-a con las enzimas de restricción 

BamHI y HindIII 

 

La reacción de digestión para el plásmido pPROEX HT- a, se digirió con 12 µl 

Buffer E, 5 µl  BamHI, 5 µl  HindIII, 1.2 µl  BSA (Promega®), ADN 30 µl, 66.8 µl H2O 

Milli-Q en un volumen final de 120 µl. Posteriormente se incubó la reacción de 

digestión por 3 h a 37 °C, una vez concluida la incubación se inactivaron con 2 µl EDTA 

0.5 mM a 70 °C durante 10 min.  

 

6.1.3.3 Purificación en gel de la digestión del plásmido pPROEX HT-a con las 

enzimas de restricción BamHIy HindIII 

 

Se siguió el protocolo de acuerdo al fabricante QIAprep quick gel extraction kit 

250 (Qiagen®). Se cortó la banda correspondientes al peso molecular del pPROEX HT-

a (4.7 kb). Se sacó la diferencia del tubo eppendorf vacío y con el fragmento a purificar 

en agarosa. Se agregaron 3 volúmenes de buffer QG, después se añadió un volumen de 

isopropanol al 100% y se mezcló cada tubo. El fragmento, se colocó en una columna 

Qiagen® y se centrifugó  a 14000 x g por 1 min. Posteriormente a cada columna se 

adicionó 500 l de buffer QG, se centrifugó  la columna a 14000 x g por 1 min y se lavó 

con 750 l de buffer PE, enseguida se centrifugó  la columna a 14000 x g por 1 min.  La 

columna se pasó a un tupo eppendorf estéril para eluir con 20 l de H2O Milli-Q. 

6.1.3.4 Ligación del gen de la proteína NS3 y el plásmido digerido  pPROEX HT-a 

 

La reacción de ligación del gen de la proteína NS3 y el plásmido pPROEX HT-a, 

se realizó con 1 µl pPROEX HT-a (Promega®), 1 µl buffer T4 ligasa, 1 µl Ligasa T4 
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(Promega®, USA), 5 µl gen NS3, 2 l de H2O Milli-Q en un volumen final de 10 µl. Se 

incubó a 4°C toda la noche. 

6.1.3.5 Transformación celular en DH5α de E. coli 

 

Se siguió el mismo protocolo descrito en la sección 5.1.2.4 

6.1.3.6 Confirmación de la construcción de pPROEX HT-a+ NS3 por PCR en 

colonia  

 

Antes de realizar la PCR, se desnaturalizaron las colonias seleccionadas. Se 

tomaron 5 µl de agua Milli-Q en tubos eppendorf PCR, a cada tubo se adicionó una 

asada de cada colonia, las colonias se lisaron a 99 °C por 20 min (Bio-Rad, DNA Engine 

Dyad®, USA), se centrifugaron los tubos eppendorf PCR a 14000 x g, y se tomaron 2 µl 

de cada colonia lisada para realizar la PCR directa. La mezcla de PCR contenía Buffer 

1X (Promega®), dNTPs 0.2 mM, 1.2 MgCl2, 1 mM de iniciadores forward y reverse, 5 

U/µl Taq polimerasa (Bioline®), 2 µl ADN y 17.15 µl H20 Milli-Q estéril en un 

volumen final de 25 µl. La reacción de PCR consistió de 1 ciclo de 2 min a 94 °C, 

seguido por 30 ciclos de amplificación a 94 °C por 45 s, 60 °C por 45 s, 72 °C por 50 s. 

La reacción se completa con la incubación con 1 ciclo a 72 °C a 7 min. 

 

6.1.3.7 Secuenciación nucleotídica de la construcción pPROEX HT-a+ NS3 

 

Las colonias transformadas de E. coli se secuenciaron en ABI 3130 (Genetic 

Analyzer 3130 N/S=19336) para determinar el orden de los nucleótidos de la secuencia 

de ADN del gen de la proteína his-tag   NS3. 

6.1.3.8 Transformación celular en las células de expresión Rosetta gami, XL-Blue, 

BL21(DE3), BL21(DE3)pLysS y BL21(DE3)pLysS Single-Use de E.coli 
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Se llevaron a cabo por un choque de calor. Se siguió el siguiente protocolo: se 

depositaron 5 µl de plásmido pPROEX HT-a, en tubos eppendorf fríos, posteriormente 

se añadió 100 µl de células competentes Rosetta gami, XL-Blue, BL21(DE3), 

BL21(DE3) pLysS y BL21(DE3) pLysS Single-Use de E. coli y se incubaron en hielo 

durante 30 min. Una vez trascurrido el tiempo de incubación se le dio un choque de 

calor al tubo con las células y el plásmido a 42 °C durante 50 s, finalizado el tiempo se 

incubó nuevamente el tubo en hielo por 2 min. Posteriormente se añadió 500 µl de 

medio 2xYT, finalmente se incubaron los tubos a 37 °C durante 1h  en agitación. 

Posteriormente las células se sembraron en placas con medio 2xYT con ampicilina [100 

µg/ml], se incubaron toda la noche a 37 °C. 

 

6.1.3.9 Selección de las células transformadas 

 

La caracterización fenotípica de las células sometidas al proceso de 

transformación, fue el primer paso para la detección de la clona deseada. La selección de 

células transformadas se llevó a cabo con la toma de una colonia transformada 

(aproximadamente 15 colonias) del plásmido pPROEX HT-a. Se sembraron en medio 

2xYT con ampicilina [100 µg/ml], se incubaron toda la noche a 37 °C. 

 

6.1.3.10 Confirmación de la construcción de pPROEX HT-a+ NS3 en las células de 

expresión de E. coli por PCR en colonia  

 

Antes de realizar la PCR, se desnaturalizaron las colonias seleccionadas. Se tomó 

5 µl de agua Milli-Q en tubos eppendorf PCR, a cada tubo se adicionó una asada de cada 

colonia, las colonias se lisaron a 99 °C por 20 min (Bio-Rad, DNA Engine Dyad®, 

USA), se centrifugaron los tubos eppendorf PCR a 14000 x g, y se tomó 2 µl de cada 

colonia lisada para realizar la PCR directa. La mezcla de PCR contenía Buffer 1X 

(Promega®), dNTPs 0.2 mM, 1.2 MgCl2, 1 mM de iniciadores forward y reverse, 5 U/µl 
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Taq polimerasa (Bioline®), 2 µl ADN y 17.15 µl H20 Milli-Q estéril en un volumen 

final de 25 µl. La reacción de PCR consistió de 1 ciclo de 2 min a 94 °C, seguido por 30 

ciclos de amplificación a  94 °C por 45 s, 60 °C por 45 s, 72 °C por 50 s. La reacción se 

completa con la incubación con 1 ciclo a 72 °C a 7 min. 

6.2 Expresión de la proteína recombinante his-tag  NS3 de DENV-2  

 

Se probaron diferentes condiciones de expresión, se varió la temperatura a 25 y 

20 °C, con una inducción con IPTG a 1 mM por más de 12 h de incubación en diferentes 

el medio de crecimiento  2xYT. 

6.2.1 Sobre-expresión de la proteína recombinante his-tag  NS3 de DENV-2  

 

Después de confirmar por PCR la construcción  de la  proteína recombinante his-

tag   NS3 DENV-2. Se tomó una sola colonia fresca transformada de E. coli y se inoculó 

en un matraz con medio  2xYT con Ampicilina [100 µg/ml] a 37 °C toda la noche como 

pre-cultivo. Los medios frescos de 2xYT (Novagen, USA) se incubaron a 25 °C y 20 °C 

hasta alcanzar una OD600~800 a 600 nm  (Beckman Coulter TM DU 640 

spectrophotometer), se tomó una muestra de 1 ml como tiempo cero (T0). 

Posteriormente se centrifugó la muestra a 12000 x g durante 2 min, se decantó el 

sobrenadante y se guardó la pastilla a 4°C. La producción de la proteína se indujo por la 

adición de IPTG al matraz a 1 mM y se incubó a 37 °C a 150 rpm por 5 h y toda la 

noche. Para seguir la dinámica de expresión se tomó 1 ml de muestra cada hora y se 

realizó el mismo procedimiento del tiempo cero. Después de la incubación por toda la 

noche, se sacó el matraz de la incubadora. Posteriormente se re-suspendieron las 

muestras (T0-toda la noche) en 50 µl buffer de carga 6X, se calentaron las muestras por 

5 min a 99 °C. Transcurrido el tiempo, se centrifugaron las muestras a 13000 g x por 2 

min y se cargó 10 µl de muestra y se corrió SDS-PAGE de acrilamida. 
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6.2.2 Extracción de la proteína recombinante his-tag NS3 DENV-2 a partir de 

cuerpos de inclusión  

 

Los cuerpos de inclusión se disolvieron completamente en 8 M urea y la fusión 

de las proteínas también podría ser capturada por afinidad cromatografía a Ni2+ Sefarosa 

(GE Heallthcare, USA).    

Después de haber confirmado la expresión de la proteína en cuerpos de inclusión. 

Primero, se re-suspendió el pellet en 50 ml de buffer de re-suspensión (50 mM Tris-HCl 

pH 8.0, EDTA 1 mM; 150 mM NaCl, 0.1mM PMSF). Posteriormente se sónico a 60% a 

12 ciclos por 10s son intervalos de 20s entre cada ciclo. Después se añadió 1 ml MgSO4 

para eliminar el EDTA y 200 µl de lisozima (25 mg/ml) y se dejó incubar en agitación 

por 20 min a temperatura ambiente. Posteriormente se centrifugó a 9000 rpm a 4°C, se 

separó la pastilla del sobrenadante (se guardaron los sobrenadantes). Se re-suspendió la 

pastilla con 50 ml del Buffer de lavado 1 (Tritón X-100, 1% v/v disuelto en 50 mM, Tris 

HCl pH 8.0). Después se repitieron las mismas condiciones de sonicación de la pastilla, 

enseguida la adición de MgSO4, para después centrifugar a 9000 rpm. Posteriormente se 

re-suspendió la pastilla con 5  ml de buffer de lavado 2 (TritónX-100, 1% v/v disuelto en 

50 mM, Tris HCl pH 8.0) y 0.1 mM PMSF (5 µl en 50 ml). Después, se pasó a 

centrifugar a 9000 rpm por 20 min a 4°C, se separó la pastilla y el sobrenadante 

(igualmente se guardó el sobrenadante). Para continuar, la pastilla se re-suspendió en el 

buffer 3 (50 ml de agua desionizada) añadir 5 µl de 0.1mM PMSF y se dejó incubar en 

agitación por 20 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente se centrifugó a 9000 

rpm por 30 min a 4°C. Se separó el sobrenadante y pastilla, nuevamente el sobrenadante 

se guardó en refrigeración. Después, la pastilla se re-suspendió en 50 ml de urea 8M 

disuelta (Tris-HCl 50 mM pH 8 y 50 µl de PMSF 1 M). Posteriormente se dejó en 

agitación a 4 h a temperatura ambiente. Después, se centrifugó a 9000 rpm por 30 min. 

Por último se separó la pastilla y el sobrenadante, la pastilla se guardó en refrigeración.    
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6.2.3 Purificación de la proteína recombinante his-tag  NS3 DENV-2 mediante 

cromatografía de afinidad 

 

Para la recuperación de esta proteína se empleó una resina His-Trap puesto que la 

proteína recombinante presenta en su amino terminal, una cola de seis histidinas que 

interaccionan con el níquel (Ni2+) cargado en la resina (GE Healthcare). Se cargaron 3 

ml de resina en una columna de cromatografía y se equilibró la columna con 5 

volúmenes de Imidazol  (Imidazol 5 mM e Imidazol 500 mM). De forma paralela, el 

extracto total de proteínas a partir de cuerpos de inclusión, se le adicionó imidazol 8 

mM. La muestra que contenía la proteína recombinante fue adicionada a la resina. Se 

incubo la proteína recombinante con la columna 2 h a temperatura ambiente. Se 

recolectó lo que no se unió a la resina y se realizaron lavados con imidazol 15 mM. 

Finalmente, la proteína recombinante fue eluida con una concentración de 500 mM de 

imidazol. La resina fue lavada con 10 volúmenes de H2O Milli-Q y 2 volúmenes de 

etanol al 20%.  

6.2.4 Electroforesis en gel de acrilamida (PAGE) 

 

La sobreexpresión de la proteína recombinante his-tag NS3 en las cepas de E. 

coli, se separaron en geles verticales SDS-PAGE poliacrilamida al 12% a 150 V por 30 

min, en una cámara Mini Trans Blot Cell (Bio-Rad® Labs, USA). Se corrieron los geles 

con buffer de trasferencia 1X a partir de un stock 10X (144 g Tris Base, 144g Glicina, 

3.72 ml de EDTA y 10 g de SDS en 800 ml de H20 Milli-Q y aforar a 1000 ml). 

Finalizada la transferencia electroforética fueron teñidas con Azul de Coomassie G-250.  

 

6.2.5 Western Blot (WB) 
 

Se verificó la presencia de la proteína recombinante his-tag NS3 DENV-2 el gel 

SDS-PAGE al 12% y transferidos a la membrana de Nitrocelulosa, se bloqueó al aire 

durante 5 min y se dejó incubar a temperatura ambiente durante dos horas con el 
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anticuerpo primario de ratón Anti-His6 (1:2000), seguido del anticuerpo secundario de 

conjugado de rábano de peroxidasa anti-raton IgG de cabra (1:2000) (Roche, USA). 

Después de 2 horas de incubación, se realizaron 3 lavados con PBS 1X pH 7.4 por 10 

min. Se continuó con el revelado, con la combinación de 500 µl super signal ® west 

picoluminol enhancer solution y 500 µl super signal ® west stable peroxidase solution 

del kit Super signal® West Pico Trial kit (Thermo Scientific®, USA), que fue 

visualizado en el WB. 

6.2.6 Espectros de Dicroísmo Circular (DC) 

 

Para analizar la estructura secundaria de la proteína his-tag NS3 purificada se 

obtuvieron los espectros de dicroísmo circular de las muestras, en la región del UV 

lejano se realizaron en un espectropolarímetro JASCO J-815, equipado con un porta 

celdas tipo Peltier para el control de la temperatura y agitación magnética. Los espectros 

se obtuvieron de 280 a 295 nm, en celdas de cuarzo de 1 cm de recorrido óptico. 

6.2.7 Espectros de emisión de fluorescencia 

Los experimentos de espectroscopia de fluorescencia se llevaron a cabo en un 

espectrofluorímetro Perkin Elmer LS55. Este instrumento está equipado con un 

portaceldas con camisa de circulación de agua. Para la obtención de espectros, las 

muestras se excitaron a 280 nm y 295nm la emisión se detectó de 300 a 465 nm. 

6.3 Modelaje por homología 
 

6.3.1 Construcción tridimensional de la proteína NS3 DENV-2  

 

Para obtener el modelo de la proteína NS3 DENV-2, se alineo la secuencia de la 

proteína estructural en 3D  de NS3 DENV-4 disponible en PDB (2VBC). Se compararon 

las secuencias depositadas por Luo et al., 2008 (P159795581). De este análisis se 

evaluaron tres diferentes modelos: triada catalítica del dominio proteasa, sitio blanco 

farmacológico, el conector entre el dominio proteasa y el dominio helicasa. 
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Primeramente se seleccionó el molde. A la secuencia problema se realizó BLASTp 

utilizando como base de datos las secuencias de las estructuras depositadas en la base de 

datos PDB (www.pdb.org). Se siguió con el alineamiento de las secuencias entre la 

proteína problema (NS3 DENV-2) y el molde (NS3 DENV-4), la secuencia de la 

proteína problema y el templado o molde, se alinearon y se depositaron en el programa 

Modeller 9.12. En segunda, el programa Modeller 9.12 automáticamente computarizó y 

calculó el modelo que contuviera todos los átomos que no son hidrógenos. En tercera, se 

generaron 50 moldes de la proteína NS3 DENV-2 cepa Jam1409, que se evaluaron 

mediante el programa Anolea (Melo, 1998). Por último se seleccionó el modelo de mejor 

calidad.           

6.4 Dinámica molecular (DM) 
 

El primer paso en la construcción de los sistemas a simular fue la visualización 

de las estructuras 3D usando VMD (Humphrey W et al., 1996), enfocándose en la 

identificación de regiones estructurales conservadas comunes entre las dos proteínas. 

Los refinamientos estructurales fueron  realizados mediante métodos de equilibración y 

simulación de dinámica molecular usando NAMD 2.9 (Phillips et al., 2005) con un 

modelo de caja de agua obtenido usando VMD. 

La proteína modelada de NS3 DENV-2, fue sometida a una minimización 

estructural en una caja de dimensiones 83.97 Å x 68.13 Å x 103.27 Å, la proteína fue 

solvatada con 19619 moléculas de agua TIP3P (Jorgensen et al., 1983). 

Después de la minimización inicial, el sistema fue simulado en una dinámica 

molecular de 5 ns. Todas las simulaciones de dinámica molecular fueron hechas usando 

un paso de tiempo de 2 fs con condiciones periódicas en la frontera con un radio de corte 

de 12 Å en un sistema de caja rectangular con un ensamble isotérmico-isobárico, es 

decir, con número de partículas N, presión P y temperatura T fijos, usando el método 

SHAKE (Ryckaert, JP et al., 1977) manteniéndose todos los enlaces de los átomos de 

hidrógeno rígidos. 
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Cada sistema fue minimizado y tratado bajo simulaciones de dinámica molecular 

manteniendo fija la cadena principal de la proteína. La temperatura fue mantenida a 

310K. Las fuerzas electrostáticas de largo alcance fueron tomadas en cuenta por una 

aproximación PME (Schlick, 2002). 
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7. RESULTADOS 

7.1 Construcción de la proteína recombinante his-tagNS3 del DENV-2 en el 

plásmido de expresión  pPROEX HT-a  

 

 7.1.2 Amplificación del gen de la proteína NS3 
 

De acuerdo a la base de datos del Centro Nacional de Información 

Biotecnológica (NCBI), se obtuvo a la secuencia correspondiente de la proteína NS3 

(P29990) y al genoma del DENV-2 de la cepa Jam3 1409, (M20558.1). La 

amplificación del gen de la proteína NS3 con un PM de 1.8 Kb (Figura 9) se realizó por 

la técnica PCR en el termociclador (Bio-Rad, DNA Engine Dyad®). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9.  Mapa de la amplificación del gen de NS3. Marcador de DNA 1Kb (10- 1 Kb, Promega®, 
USA) (carril 1). Amplificación del gen de la proteína NS3 con un PM estimado en 1.8 Kb, indicando con 
la flecha a la derecha (carril 2). En gel de agarosa al 0.7%. 
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1.8 Kb 2 Kb 
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7.1.3 Clonación en el plásmido pGEM T- easy® + NS3 

 

7.1.3.1 Ligación del plásmido pGEM ® T-Easy y NS3 del DENV-2 Jam1409 

 

El pGEM® T-easy, es un sistema de clonación conveniente para productos de 

PCR y provee una eficiente ligación de productos de PCR (NS3), para prevenir la re-

circularización del plásmido. Se siguió el protocolo recomendado por Promega®. La 

amplificación del producto de PCR (Figura 10) se realizó el mismo día de la ligación 2X 

Rapid.  

 

  

 

 

 

 

 

 

 

7.1.3.2 Transformación en celular en DH5α de E. coli 

 

            Después de la reacción de ligación, se procedió a realizar la transformación de 

las células calcio competentes DH5α. Se prepararon placas que contenían el medio LB-

Ampicilina a [100 µg/ml], en cada reacción de ligación, esto fue para determinar la 

eficiente transformación. 

Figura 10.  Mapa de ligación pGEM® T-Easy y NS3. Marcador de DNA 1Kb (carril 1) Promega®. Producto 
de PCR (carril 2), se esperó un producto de 1.8 Kb como está indicado por la flecha de color negro. En gel de 
agarosa al 0.7%. 

1      2      

1.8 Kb 2 Kb 
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 7.1.3.3 Confirmación de la construcción pGEM T-easy® + NS3 por PCR en  

colonia 

            Para confirmar la inserción del gen de la proteína NS3 al plásmido pGEM® T-

easy, se realizó PCR en colonia con los oligonucleótidos diseñados para la amplificación 

de la secuencia del gen de la proteína NS3 DENV-2 (Figura 11). 

 

 

 

 

 

 

 

   

7.1.3.4 Secuenciación nucleotídica de la construcción pGEM T-easy® + NS3 

 

            Después de tener la clonación exitosa en pGEM® T-easy, se obtuvo el DNA de 

una colonia transformada con el posible inserto, se seleccionó la colonia no.1, para 

confirmar la construcción (Figura 12). El cromatograma es correcto de la construcción 

pGEM T-easy® + NS3 y no presenta mucho ruido de fondo. 

 

 

 

 

 

1      2     3      4     5     6       7     8      9     10     11   12   13    14    15    16   17    18    19    20 

Figura 11.  Mapa de resultados representativos de la amplificación por PCR. Marcador de DNA 1Kb 
(carril 1) Promega®. Productos de PCR (carril 2-19), estos representan una colonia de las placas de 
transformación, solo algunas  presentaron amplificación del gen de la proteína NS3, con un producto esperado 
de 1.8 Kb, indicada por la flecha de color blanco. Como control negativo, una muestra sin ADN del gen de la 
proteína NS3 (carril 20). En gel de agarosa al 0.7%. 
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7.1.3.5 Digestión del pGEMT-easy® + NS3 con las enzimas de restricción BamHI y  

HindIII 

 

DNA plasmídico de pGEM® T-easy, representativo de la colonia clonada 

(pGEM® T-easy + NS3) (carril 2), digerido con las enzima de restricción BamHI y 

HindIII (Figura 13).  

 

 

 

 

 

Figura 12. Secuenciación nucleotídica de la construcción de pGEM T-easy® y NS3. Alineada con 
la secuencia del DENV-2 cepa Jam1409, DataBank (M20558.1) con un máximo de identidad del 98%. 
Programa Chromas de Technelysium, Versión 2.4.  

 

Figura 13. Mapa de electroforesis de la digestión del pGEMT-easy® + NS3. Marcador de DNA 1Kb 
(carril 1) Promega®, productos esperados de 3 Kb correspondiente al plásmido pGEM® T-easy y al gen del 
proteína NS3 DENV-2 con un peso de 1.8 Kb, indicados por las flechas de color negro (carril 2). En gel de 
agarosa al 0.7%. 

  1.8 Kb  

 1                                          2 

  3 Kb  
2 Kb 



 

45 
 

  7.1.3.6 Purificación en gel de la digestión del gen de la proteína NS3 DENV-2 con 

las enzimas de restricción BamHI y HindIII 

 

Después de ser digerido con las enzimas de restricción BamHI y HindIII, se 

purificó el producto de acuerdo al manual QIAquick gel extraction kit (250) (Figura 14). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

7.1.4 Sub-clonación de la proteína NS3 en el plásmido pPROEX HT-a 

 

7.1.4.1 Extracción de ADN del plásmido pPROEX HT-a  
 

El DNA plasmídico presente en las bacteria de Escherichia coli cepa DH5α, se 

realizó bajo el protocolo recomendado por QIAprep spin Miniprep kit (250) (Qiagen®) 

(Figura 15). 

 

 

 

     1               2 

  1.8 Kb  

Figura 14. Mapa de purificación del gen de la proteína NS3. Marcador de DNA 1Kb (carril 1) 
Promega®. Gen de la proteína purificado para la posterior clonación del gen de la proteína NS3 DENV-2 
con un producto esperado de 1.8 Kb, indicado por la flecha de color negro (Carril 2). En gel de agarosa al 
0.7%. 

2 Kb 

kb 
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7.1.4.2 Digestión del plásmido pPROEX HT-a con las enzimas de restricción 

BamHI y HindIII 

 

La digestión del plásmido pPROEX HT-a, se realizó con las enzimas de 

restricción BamHI y HindIII (Figura 16).  

 

   

 

 

 

 

 

1       2  

4. 7 Kb 

Figura 15. Mapa de extracción de ADN del plásmido pPROEX HT-a. Marcador de DNA 1Kb (carril 
1) Promega®. 2) Extracción de DNA del plásmido pPROEX HT-a (carril 2), indicado con la flecha a la 
derecha. En gel de agarosa al 0.7%. 

 

 

Figura 16. Mapa de la digestión de pPROEX HT-a. Marcador de DNA 1Kb (carril 1) Promega®. 
Plásmido pPROEX HT-a (carril 2), digerido con BamHI y HindIII, fragmento esperado de 4.7 Kb, 
indicado por la flecha de color blanco. Plásmido pPROEX HT-a sin digerir (carril 3). En gel de agarosa al 
0.7%. 

 1       2       3  
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kb 
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7.1.4.3 Purificación en gel de la digestión del plásmido pPROEX HT-a con las 

enzimas de restricción BamHI y HindIII 

 

Una vez digerido el fragmento correspondiente al plásmido pPROEX HT-a, se 

purificó de acuerdo al fabricante QIAprep quick gel extraction kit 250 (Qiagen®) 

(Figura 17). 

  

 

 

 

 

 

 

 

7.1.4.4 Ligación del gen de la proteína NS3 y el plásmido digerido  pPROEX HT-a 

 

Se ligó el gen de la proteína NS3 del DENV-2 de la cepa Jam1409 y el ADN 

plasmídico pPROEX HT-a, previamente se digirieron con las enzimas de restricción 

BamHI y HindIII incubado bajo las condiciones apropiadas (Figura 18). 

. 

 

                  

 

 1        2 

4. 7 Kb 

Figura 17. Mapa de la purificación en gel del plásmido pPROEX HT-a. Marcador de DNA 1Kb 
(carril 1) Promega®. Plásmido purificado pPROEX HT-a (carril 2), digerido con BamHI y HindIII con un 
fragmento esperado de 4.7 Kb, indicado por la flecha de color negro. En gel de agarosa al 0.7%. 
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7.1.4.5 Confirmación de la construcción de pPROEX HT-a+ NS3 por PCR en 

colonia  

            Se confirmó la inserción del gen de la proteína NS3 en el plásmido pPROEX 

HT-a, por PCR en colonia con los oligonucleótidos diseñados para la amplificación de la 

secuencia del gen de la proteína NS3 DENV-2 (Figura 19). 

 

 

 

 

 

 

 

 

6. 5 Kb 

   1        2     

 1    2   3    4    5    6    7     8   9   10  11  12  13  14  15  16  17 18  19  20  21  22  23  24  25  

Figura 18. Mapa de ligación de pPROEX HT-a y NS3. Marcador de DNA 1Kb (carril 1). Producto de 
ligación bajo condiciones apropiadas del gen de la proteína NS3 DENV-2 y el plásmido de expresión 
pPROEX HT-a. Fragmento esperado de 6.5 Kb, indicado por la flecha de la derecha (carril 2). En gel de 
agarosa al 0.7%. 

Figura 19. Mapa de confirmación por PCR de la construcción de pPROEX HT-a+ NS3. Marcador de 
DNA 1Kb Promega® (carril 1). Producto de PCR (carriles 2-22), colonias tomadas de placas de 
transformación de E. coli DH5α, se presentó una amplificación de 1.8 Kb. Controles negativos, muestras sin 
oligonucleótidos que amplifiquen el gen de la proteína NS3 (carriles 23-25). En gel de agarosa al 0.7%. 
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7.1.4.6 Secuenciación nucleotídica de la construcción pPROEX HT-a+ NS3  

Después de tener la sub-clonación, se seleccionó la colonia no.5, para confirmar 

la construcción (Figura 20). El cromatograma es correcto de la construcción pPROEX 

HT-a + NS3 no presentó mucho ruido de fondo aunque al inicio la reacción comenzó 

con una secuencia superpuesta. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

7.1.4.7  Confirmación de la construcción de pPROEX HT-a+ NS3 en las células de 

expresión de E. coli por PCR en colonia 

Por PCR se amplificó el gen de la proteína NS3 que confirmó la construcción 

pPROEX HT-a+ NS3, en las células de expresión BL21(DE3) pLysS y BL21(DE3) de 

E. coli (Figura 21). 

 

 

 

Figura 20. Secuenciación de DNA para la confirmación de la construcción de pPROEX HT-a y NS3. 
Alineada con la secuencia aminoacídica NS3 del DENV-2, con un máximo de identidad del 98%. 
DataBank (CAA40704.1), Programa Chromas de Technelysium, Versión 2.4. 
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7.2 Expresión de la proteína recombinante his-tag  NS3 de DENV-2 cepa 

 

7.2.1 Expresión de la proteína recombinante his-tag  NS3 de DENV-2  en las células 

de expresión Rosetta gami, XL-Blue, BL21(DE3), BL21(DE3)pLysS y 

BL21(DE3)pLysS Single-Use  de E.coli. 

 

Diferentes células de expresión de E. coli se crecieron en el medio 2xYT con 

1mM IPTG. Las células se lisaron con el buffer SDS/β-mercaptoentanol y se calentaron 

las muestras a 99 °C por 5 min antes de ser cargadas en el gel. Cada carril contiene 1 ml 

de células de expresión con una D. O. de 0.6 a una temperatura de 25 °C. (Figura 22). 

 

 

 1       2       3      4       5      6       7       8       9     10     11     12    13     14    15 A 

  1       2      3      4      5      6       7       8       9     10     11     12    13     14    15    16 B 

Figura 21. Mapa de la confirmación por PCR de la construcción de pPROEX HT-a+ NS3. Marcador 
de DNA 1Kb (carril 1) Promega®. A) Producto de PCR, de las colonias tomadas de placas de 
transformación de las células de expresión de E. coli BL21(DE3) pLysS (carriles 2-15) B) colonias 
transformadas de  BL21(DE3) (carriles 2-16) con un producto de amplificación esperado de 1.8 Kb, 
señalado por la flecha. En gel de agarosa al 0.7%. 
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70 kDa 

Figura 22. Gel de poliacrilamida SDS-PAGE al 12% de la expresión de la proteína recombinante 
his-tag NS3. Marcador de proteínas 170-10 kDa Fermentabs (carril 1). Se muestran los tiempos 
incubados toda la noche de las células de E. coli Rosetta gami (carril 2), XL-Blue (carril 3), BL21(DE3) 
pLysS Single use (carril 4), BL21(DE3) pLysS (carril 5), la flecha de color negro indica la detección de 
la expresión del gen de la proteína NS3. Control negativo, Rosetta gami no inducida con IPTG (carril 
6).  
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7.2.2 Western Blot y SDS-PAGE de la Expresión de la proteína recombinante his-

tag  NS3 de DENV-2 en las células de expresión Rosetta gami, XL-Blue, 

BL21(DE3), BL21(DE3) pLysS y BL21(DE3) pLysS Single-Use de E.coli 

 Las diferentes células de expresión de E. coli que crecieron en el medio 2xYT 

con 1mM IPTG. Se les realizó WB para reconocer el tag de histidinas en la proteína 

recombinante antes de pasar al proceso de purificación cromatográfica. A la par se 

realizó la réplica del WB en gel de acrilamida al 12% de las diferentes células de 

expresión. Las células se lisaron con el buffer SDS/β-mercaptoentanol y se calentaron 

las muestras a 99 °C por 5 min antes de ser cargadas en el gel. Cada carril contiene 1 ml 

de células de expresión con una D. O. 0.6 a una temperatura de 25 °C. (Figura 23). 
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7.2.3 Sobre-expresión de la proteína recombinante his-tag NS3 de DENV-2 

BL21(DE3) pLysS 

 

              Se presentan diferentes tiempos de expresión a 0, 3, 5, 6 h e incubado por 

toda la noche en el medio 2xYT con 1 mM IPTG en gel de acrilamida al 12%. Cada 

carril contiene 1 ml de células de expresión con una D. O.0.6 600 nm, a una 

temperatura de 20 °C (Figura 24). 
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Figura 23. Análisis del Western blot de la proteína recombinante his-tag NS3 en membrana de 
PVFD. A) Reconocimiento de tag de histidinas en la proteína recombinante en diversas cepas  de 
expresión de E. coli todas las cepas se llevaron a sobre-expresión por toda la noche usando Super 
signal® West Pico Trial, observándose una claro reconocimiento en el carril 4, 6 y 8 y como control 
positivo enolasa purificada (46 kDa) B) Replica del WB en gel de acrilamida al 12% como contraste de 
identificación en la expresión de la proteína recombinante his-tag NS3, se tiñó el gel con Azul de 
Comassie G 250. 
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7.2.4 Extracción de la proteína recombinante his-tag  NS3 DENV-2 a partir de 

cuerpos de inclusión 

 

            Después de expresar a la proteína recombinante his-tag NS3, en diferentes 

tiempos de inducción con IPTG, se sometieron a sonicación para la extracción de la 

proteína almacenada en la célula para su posterior análisis. Cada carril contiene 1 ml 

de células de expresión con una D. O. 0.6 600 nm a una temperatura de 20 °C. (Figura 

25). 

 

 

 

   1          2         3       4       5           6            7        8        9         10      

70 kDa 

Figura 24. Gel de poliacrilamida SDS-PAGE al 12% de la sobre-expresión de la proteína 
recombinante his-tag NS3 en BL21(DE3)pLysS. Marcador de proteínas 170-10 kDa Fermentabs 
(carril 1).Células BL21(DE3) pLysS de E. coli a 0, 3, 5, 6 h e incubado toda la noche  (carriles 2-6), 
conforme avanza el tiempo de in ducción con 1 mM IPTG aumenta la visibilidad de la sobre-
expresión de NS3 en E. coli, la flecha de color negro indica el mejor tiempo de visualización de la 
proteína NS3  E. coli. Controles negativos, BL21(DE3) pLysS sin inductor IPTG  (carriles 8-9) y 
BL21(DE3) pLysS sin construcción e inductor IPTG (carriles 10).  
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7.2.5 Purificación de la proteína recombinante his-tag NS3 DENV-2 mediante 

cromatografía de afinidad a Ni2+ 

             

       Se siguió el protocolo para la extracción de la proteína NS3 a partir de 

cuerpos de inclusión recolectando los sobrenadantes. Posteriormente se realizó la 

purificación de la proteína recombinante mediante cromatografía de afinidad a Ni2+. 

Cada uno de estos procesos, se realizó  para el reconocimiento de la etiqueta de 

histidinas en la proteína recombinante. A la par se realizó la réplica del WB en gel de 

acrilamida al 12% y las células se lisaron con el buffer SDS/β-mercaptoentanol, se 

calentaron las muestras a 99 °C por 5 min antes de ser cargadas en el gel. Cada carril 

   1            2         3            4         5          6        7          8         9         10 

Sobrenadante Pellet 70 KDa 
70 KDa 

Figura 25. Gel de poliacrilamida SDS-PAGE al 12% de la extracción de la proteína a partir de 
cuerpos de inclusión. Sobrenadante de las células BL21(DE3) pLysS de E. coli a 3, 5, 6 h e 
incubación por  toda la noche (carriles 1-4), conforme avanza el tiempo de inducción con 1 mM IPTG 
aumenta la visibilidad de la sobre-expresión de NS3 en E. coli. Marcador de proteínas 170-10 kDa 
Fermentabs (carril 5). Pellet de las células BL21(DE3) pLysS de E. coli a 3, 5, 6 h e incubación por  
toda la noche (carriles 7-10). Las flechas de color negro indica el mejor tiempo de visualización de la 
proteína NS3 E. coli. La proteína recombinante his-tag NS3 DENV-2, se localizó mayormente en 
pellet como cuerpos de inclusión. 
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contiene 1 ml de células de expresión con una D. O. 0.6 600 nm a una temperatura de 

25 °C. (Figura 26). 
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Figura 26. Análisis en  Western blot de la purificación de la proteína recombinante his-tag NS3 en 
membrana de Nitrocelulosa. A) Reconocimiento del tag de histidinas en la proteína recombinante NS3 
usando Anti-His6, observándose la interacción Ag-Ac (carriles 2-8) donde la mayoría de la proteína se 
encontró detenida en el pellet (carril 7) antes de ser purificada en la columna por afinidad a con Níquel (GE 
Healthcare), se presenta una notable presencia de la proteína en el pellet reconocimiento en el carril 4, 6 y 8 
y como control positivo enolasa purificada (46 kDa) B) Replica en gel de acrilamida al 12% del WB como 
contraste de identificación de la expresión de la proteína recombinante his-tag NS3 antes de ser purificada,  
teñido con Azul de Coomasie 250. C) WB de la purificación de la proteína recombinante con Níquel (GE 
Healthcare), después de ser tratada con 8 M de Imidazol donde hay reconocimiento aparente de la 
histidinas en la elución 4 (carril , D) El gel de acrilamida al 12% se utiliza como testigo del WB, se observó 
presencia tenue de la proteína en las primeras eluciones de la proteína (carriles 2-12), y se perdió evidencia 
después de los primeros 10 ml de elución (carril 13), se incluyó como control positivo enolasa, el gel (carril 
15). 
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 7.2.6 Espectros de Emisión de Dicroísmo Circular (DC) de NS3 DENV-2 

 

           El DC en la zona UV lejana (180-250 nm) reflejó si la proteína recombinante 

his-tag  NS3 está correctamente plegada después de ser purificada de la proteína 

mediante cromatografía de afinidad a Ni2+ (Figura 27). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 27. Espectro de DC de la proteína recombinante his-tag NS3. Se aprecia la    campana de 
Gaus invertida del sobrenadante (línea negra) que presenta un pico alto A 220 nm a diferencia del pellet 
(línea roja) que tiene una máxima de 225 nm los picos representan a los grupos aromáticos expuestos en 
el pico más alto es la exposición de las tirosinas y triptófanos. Software de representación gráfica del 
Espectrofotómetro de UV-Visible Origen 7.5 
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7.2.7 Espectros de Emisión de Fluorescencia 

de NS3 DENV-2 

 

            Los espectros de emisión identificaron hidrocarburos aromáticos, como 

Tirosina y Triptófano que constituyen los fluoróforos intrínsecos de la proteína en 

la fracción soluble y en el pellet (Figura 28).  
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Figura 28. Espectro de Fluorescencia 
de la proteína recombinante his-tag NS3. A) Se aprecia dos picos altos seguidos en un rango de 
absorbancia  ( ) de emisión de 335-350 nm a diferencia del pellet (línea negra) apreciando dos 
picos con menor distinción, el más característico con una  de emisión de 355 nm 
correspondiente a tirosinas y triptófanos. Los grupos aromáticos (tirosinas y triptófanos) se 
encuentran mayor expuestos en el pellet compartiendo las mismas intensidades. La diferencia de 
estos espectros de fluorescencia el pellet (línea roja) presenta mayor cantidad de grupos 
aromáticos (tirosinas y triptófanos) expuestos que el sobrenadante. B) Se aprecia dos picos 
máximos con grupos aromáticos con mayor exposición en el pellet (línea roja) en especial a las 
tirosinas en una  de excitación de 295 nm y una  de emisión de 355 nm. Software de 
representación gráfica del Espectrofotómetro de UV-Visible Origen 7.5 
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7.2.7.1 Representación en 3D de los espectros de Emisión de Fluorescencia 

de la proteína recombinante his-tag  NS3 DENV-2 solvatada en moléculas de agua 

 

            Las siguientes figuras muestran el análisis estructural en 3D de los 

espectros de fluorescencia de la proteína recombinante his-tag   NS3. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 29. Modelo en 3D de la superficie de la proteína recombinante his-tag NS3 DENV-2. 
Triptófanos resaltados en gris expuestos en la proteína plegada al lado izquierdo y al lado 
derecho de la imagen. El resto de la proteína en azul (opaco). Solo se aprecian los residuos 
expuestos. Esta figura se construyó resaltando las Tirosinas en verde pero no se aprecian en 
ninguna cara de la proteína porque todo está en opaco. Realizado en software VMD versión 1.9.1  
(http://www.ks.uiuc.edu/Research/vmd/). 
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Figura 31. Representación en modelo cartoon de la superficie de la proteína NS3 DENV-2. Triptófanos 
resaltados en gris y morado (los más ocultos), las  Tirosinas en verde. El resto de la proteína en representación 
de  «cartoon».  Las hélices- alfa en magenta, hojas-beta en amarillo y giros o loops en gris y azul claro, hélices 
310 en azul oscuro. Realizado en software VMD versión 1.9.1  (http://www.ks.uiuc.edu/Research/vmd/). 

 

 

Figura 30. Degradación del color en la superficie del modelo en 3D del espectro de fluorescencia 
de la proteína recombinante his-tag NS3 DENV-2. Degradación de color para apreciar dentro de la 
proteína los Triptófanos resaltados en color gris y morado (los más ocultos), las Tirosinas en color 
verde. El resto de la proteína en color azul (transparente), aquí se aprecian los residuos resaltados 
aunque estén ocultos al solvente. Realizado en software VMD versión 1.9.1  
(http://www.ks.uiuc.edu/Research/vmd/). 
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7.3 Modelaje por homología 

 

7.3.1 Construcción tridimensional de la proteína NS3 DENV-2  

 

            El modelo comparativo de la proteína NS3 DENV-2 se desarrolló a partir de su 

secuencia aminoacídica utilizando como modelo tridimensional a la proteína NS3 

DENV-4. Las siguientes imágenes del modelaje por homología se basaron en la 

identificación de residuos y sitios blancos farmacológicos probables para asemejarse a la 

estructura molde (Figuras 32-36). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 32. Estructura tridimensional de la proteína NS3 DENV-2 por modelaje por homología. Se 
seleccionó de 50 moldes por el programa Anolea (Melo, 1998), con la mejor similitud en comparación con  la 
proteína molde (2BVC). Se presentó el dominio proteasa en color rojo (residuos 1-180) de la región N-terminal y 
el  dominio helicasa en color verde (residuos 168-618) de la región  C-terminal. La proteína modelada compartió 
un 77% de homología en su secuencia con NS3 DENV-4, con un RMSD: 0.167  Å. Programa Chimera 1.8 
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Figura 33. Alineamiento estructural de la proteína modelo y la proteína modelada. Diferentes 
ángulos de vista de la proteína modelo NS3 DENV-4 en color azul con acceso al PDB (2VBC) y la 
proteína modelada de NS3 DENV-2 en color verde (dominio helicasa) y rojo (dominio proteasa). 
Programa Chimera 1.8. 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

65 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 34. Localización de la tríada catalítica (His 51, Asp 75 y Ser 135). Se ubicó en el dominio 
serina-proteasa de la región N-terminal de la proteína modelada NS3 DENV-2 con respecto a la proteína 
molde (2VBD) de la NS3 DENV-4. En esta triada catalítica la NS3 DENV-2 adoptó una misma 
orientación. Programa Chimera 1.8. 
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Figura 35. Localización del sitio blanco farmacológico. De acuerdo a Luo et al., 2008, se describe la 
localización del blanco farmacológico “antiviral alostérico” (Phe 116, Ile 123, Tyr 161 y Val 162) 
conservado entre los flavivirus. La NS3 DENV-2 presentó la misma localización de los residuos que 
conforman el sitio blanco farmacológico en el dominio proteasa de la región N-terminal. Se presentó el 
mismo sitio blanco farmacológico en la proteína modela de NS3 DENV-2. Programa Chimera 1.8. 
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Figura 36. Sitio específico interno de los flavirirus. Se localizó en el subdominio 2 de la helicasa de la 
región C-terminal, ubicado en los residuos (Arg 458 a Gly 459), adoptando una configuración similar 
inaccesible para la proteasas. La división en esta posición podría requerir cambios conformacionales, 
reorientaciones de los dominios de la proteína incluso el desdoblamiento en el dominio helicasa. Esta 
implicación biológica se piensa que también se presenta en las células virales infectadas. Programa 
Chimera 1.8. 
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7.4 Estudio de Dinamismo Molecular 
 

            El dinamismo molecular simuló utilizando gráficos en 3D, el movimiento de las 

proteínas NS3 a nivel atómico, estas simulaciones describieron con precisión la 

interacción, las distancias entre las moléculas y el comportamiento de los iones de las 

proteínas en una solución (Figuras 37-40). 

 

Figura 37. La gráfica de Radio de giro (Rg) a 5ns de simulación de las dos proteínas a 310 K. Indicó 
que 2VBC (rojo) es un poco más pequeña que la NS3 (verde), debido a que Luo et al., 2008, retiraron 18 
residuos de aminoácidos de los 40 residuos del cofactor NS2B de la región N-terminal, necesarios para 
obtener la enzima proteolíticamente activa en una resolución de 3.15 Å. No se aprecian variaciones 
importantes en la elongación de la cadena. 
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Figura 38. Gráfica de RMSD en 5ns de simulación de las dos proteínas a 310 K. Se aprecian 
fluctuaciones de amplitud un poco mayor en 2VBC (rojo), eso indica un poco mayor de estabilidad en 
NS3 DENV-2 (verde), lo importante es que las dos muestran una tendencia asintótica, lo que indica que el 
sistema proteína/solvente en la simulación está llegando a la estabilidad. 

 

 

Figura 39. Gráfica de simulación de RMSF de 5ns en ambas proteínas a 310 K. El análisis  medio de 
la raíz cuadrada (RMSF), revelaron diferencias importantes en regiones de movilidad media de cada 
residuo que podrían estar involucradas en la región proteasa de la NS3.  
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Figura 40. Diferencias estructurales de la proteína NS3 DENV-2 y NS3 DENV-4 a partir de DM. A) El 
programa CARMA 1.2 (Glykos, 2006), fue usado para remover el solvente y para el cálculo de la desviación 
cuadrática media (RMSD), radio de giro (Rg) y la  fluctuación cuadrática media (RMSF). Alineamiento 
estructural «en cinta» de la proteína modelo (2VBC) y la proteína NS3 DENV-2 como se muestra en la figura, 
en donde NS3 DENV-2 (rojo) y NS3 DENV-4 (2VBC) en azul. B) En particular se encontró que los residuos 
His51 y Asp75, destacados en naranja (NS3 DENV-2) con una distancia de 3.59 Å y cyan (NS3 DENV-4) 
(2VBC) con una distancia de 2. 25 Å se encuentran más alejados en NS3 DENV-2. Al parecer la afinidad entre 
estas dos estructuras no es la misma y pudiera alterar a la actividad de la triada catalítica del dominio proteasa. 
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8. DISCUSIÓN  

           Muchos expertos visualizan un incremento del dengue en un futuro, 

incluyendo su expansión geográfica e incidencia. Es por esto la importancia de 

elaborar estrategias para disminuir su actividad (Murray et al., 2013). 

           La vacunación puede ser un efectivo método para el control de la 

enfermedad, los cuatro serotipos son antigénicamente diferentes, lo que hace 

considerar necesariamente la producción de cuatro vacunas monovalentes para 

posteriormente, la producir de una vacuna tetravalente. Sin embargo, es imposible de 

comprobar si la vacuna tetravalente pueda superar el problema de la protección 

contra los serotipos. Además es esencial una protección a largo plazo contra las 

formas más severas del dengue (Rodriguez-Roche y Gould, 2013).   

               El diseño de un fármaco antiviral puede ser una alternativa contra el 

DENV, para esto se requiere el comprender mecanismos moleculares sustanciales 

que se presenta en una infección viral por DENV. Es importante que el fármaco 

antiviral interfiera en la replicación del genoma del DENV. La proteína NS3 puede 

ser un excelente blanco para el diseño de fármacos debido a las actividades 

enzimáticas requeridas para la replicación del ARN del DENV, y estas actividades se 

conservan dentro de los 4 serotipos y la proteína NS3 comparte más del 50% de 

homología en su secuencia aminoacídica con las proteasas del WNV y YFV, que 

sugieren que la inhibición de las proteasas puede ser posible en los flavivirus (Luo et 

al., 2012).  

           En este estudio se trabajaron dos plásmidos de expresión pET-19b 

(Novagen, USA), pPRSET-B (Invitrogene) anteriores a pPROEX HT-a 

(Invitrogene), todos los plásmidos utilizados se encontraban fusionados con una 

región de polihistidinas como etiqueta His (Histidinas) para la  purificación de la 

proteína recombinante.  
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8.1 Construcción de la proteína recombinante his-tag NS3 del DENV-2 en el 

plásmido de expresión pPROEX HT-a 

 

      La clonación con el plásmido pET-19b, se realizó con una sola enzima de 

restricción BamHI, y no se observó una digestión enzimática parcial del plásmido en gel 

de agarosa al 0. 7%. Posterior a esto, se varió el volumen de la reacción de digestión sin 

éxito alguno. Después se continuó con el protocolo de trasformación celular en E. coli, 

se varió el tiempo de exposición al choque térmico donde las colonias transformadas 

presentaron un color característico de las colonias clonadas y en la confirmación por 

PCR de estas colonias presentaron la amplificación del gen de la proteína NS3 DENV-2 

(1.8 Kb).  

            Debido a los resultado negativos, se decidió cambiar de plásmido de 

expresión a PRSET-B (2.9 Kb) que contiene en su región N-terminal la etiqueta de 

hexahisidinas (His6x) que facilita la identificación y la purificación con resina quelante 

a la proteína recombinante. Se siguió el mismo protocolo de clonación, se trabajó  con 

una sola enzima de restricción BamHI, debido a que esta enzima era la única enzima de 

restricción tipo II que se podía utilizar con este plásmido. Además el gen de la proteína 

de NS3, tenía más de un sitio de reconocimiento en su secuencia aminoacídica, para este 

tipo de enzimas de restricción, no se tuvo éxito. Después se realizó la desfosforilación en 

los extremos 5’ del plásmido pPRSET-B con Fosfatasa Alcalina de Intestino de Cordero 

(CIAP, Promega®), ya que los extremos del plásmido eran los mismos y así se evitó la 

recircularización del plásmido, la confirmación por PCR en colonia resultaron negativas. 

Se llegó a considerar que los plásmidos anteriormente utilizados se religaban y esto 

pudiera ser un factor que no permitió la inserción del gen de la proteína NS3 a los 

plásmido  pET-19b y pPRSET-B. Se optó por realizar electroporación, para transferir el 

gen de la proteína NS3 al plásmido de expresión  pPRSET-B por descarga eléctrica 

(mV) en las células electrocompetentes JM109 de E. coli, en el electroporador (Bio-Rad, 

Gene Pulser XcellTM Total System). Después se confirmó por PCR en colonia sin éxito. 

            Posteriormente se manejó al plásmido pPROEX HT-a, donde a diferencia de 

los plásmido anteriores se digirió con BamHI y HindIII, sin presentar algún 
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inconveniente de escisión en el gen de la proteína NS3. Primeramente se realizó una 

clonación en el plásmido pGEM T-easy ® junto con el gen de la proteína NS3 

DENV-2 (con el objetivo de facilitar su manejo y mejorar la eficiencia de la ligación 

del producto de PCR), se observó en PCR en colonia, con la inserción del gen de la 

proteína NS3 con un fragmento esperado de 1.8 Kb. 

            A partir de la clonación en pGEM T-easy ®, se sub-clonó en el plásmido 

pPROEX HT-a con resultados positivos, es decir, el gen de la proteína NS3 se 

insertó en el plásmido pPROEX HT-a teniendo la proteína recombinante his-tag  

NS3. Los plásmidos anteriormente utilizados pudieron haber perdido la capacidad de 

expresión con el tiempo o debido al inadecuado manejo del tesista.  

8.2 Determinación de las condiciones óptimas para la expresión de la proteína 

recombinante his-tag  NS3 DENV-2 en E. coli.  

 

            Se optó la expresión en E. coli por ser un hospedero de preferencia en la 

expresión de proteínas recombinantes. E. coli tiene múltiples y significantes beneficios 

en la sobreexpresión incluyendo el costo, fácil manejo y la obtención de colonias a gran 

escala (Francis et al.,  2010).  

 

            Se probaron diferentes cepas de expresión de E. coli BL21 (DE3), BL21(DE3) 

pLysS y BL21(DE3) pLysS Single-Use, provenientes del Laboratorio de Biomedicina 

Molecular del Centro de Biotecnología Genómica (CBG), Reynosa, Tamps. Así también 

en las cepas Rosetta gami, XL-Blue, BL21 (DE3) pLysS. Las tres primeras cepas de 

expresión se trabajaron dentro del CBG a condiciones sugeridas por el fabricante de 

Novagen® e Invitrogen®. Para la sobreexpresión se tomó el 10% del pre-cultivo de 18 h 

a 30 °C, se manejaron dos temperaturas a 30 y 37 °C, se probó la inducción de la 

proteína recombinante NS3 con IPTG a 0.05 y 1 mM con 6 horas de inducción en LB y 

2xYT. 

  

            Mientras que en la estancia de investigación realizada en el Laboratorio de 

Bioquímica de la Escuela Nacional de Medicina y Homeopatía, México, D.F. se trabajó 
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con las cepas Rosetta gami, XL-Blue, BL21(DE3) pLysS de E.coli, a condiciones 

diferentes de expresión  a 20 y 25°C, y solo se obtuvo sobreexpresión en las BL21(DE3) 

pLysS.  

 

             Dentro de las diferentes cepas de E. coli que se utilizaron para la 

sobreexpresión, solo en una sola cepa se obtuvo la expresión de la proteína NS3. El 

sistema de expresión de las diferentes cepas se pudo haber afectado a las proteínas y 

ocasionar una producción de proteínas blanco toxicas con una insatisfactoria biosíntesis 

(Francis et al., 2010). Otra posible causa de no haber tenido expresión en el resto de las 

cepas es que pudieron haber caducado o estar mal caracterizadas y su eficiencia pudo 

haber descendido sin la correcta operación del tesista. 

 

BL21 (DE3)pLysS 

 

            En las células de E.coli BL21 (DE3)pLysS, se mejoró la viabilidad de células 

que expresan proteínas tóxicas. Debido a que estas células competentes permiten la alta 

eficiencia de expresión de la proteína recombinante de cualquier gen bajo el control del 

promotor T7. El promotor T7 no interfiere con el nivel de expresión después de ser 

inducida la proteína con IPTG.  

 

pPROEX HT-a 

            El plásmido pPROEX HT-a en BL21 (DE3) pLysS de E.coli, fue usado para la 

alta expresión de la proteína recombinante his-tag NS3. El plásmido contiene el represor 

(lacl) y al promotor trc. El promotor trc, es considerado un fuerte promotor 

aproximadamente el 90% es activo, puede resultar en la acumulación de un 15-30% del 

total de la proteína celular (Francis et al., 2010). 
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Medio de cultivo 2xYT 

            El medio de cultivo 2xYT contiene todos los nutrientes como aminoácidos 

esenciales, triptona, extracto de levadura, vitaminas y cloruro de sodio, y este último 

promovió los iones sodios para mantener el balance osmótico, todos estos nutrientes se 

requirieron para el crecimiento de las células bacterianas con la proteína recombinante 

(Francis et al., 2010). 

 

Temperatura  

Las bajas temperaturas mejoraron la solubilidad de la expresión de la proteína 

recombinante his-tag NS3 y facilitó la producción del plegamiento, también permitió la 

reducción de la agregación de la proteína. Sin embargo la mayoría de las proteasas son 

menos activas al bajar la temperatura que dan como efecto una reducción de la 

degradación de proteínas proteolíticamente sensibles y el tiempo de inducción fue 

prolongado para un rendimiento óptimo de la proteína recombinante (Francis et al., 

2010). 

 

IPTG 

            La sobreexpresión de la proteína recombinante his-tag NS3, se controló por la 

concentración del inductor IPTG en el medio de crecimiento. Churchward et al., 1983 

menciona que al disminuir el IPTG se aumenta la producción de la proteína soluble 

cuando las proteínas son inducidas en un rango de 0.1 a 1.0 mM IPTG, este 

acontecimiento se asoció con la proteína recombinante his-tag NS3. 

 

Tag Hexahistidinas (H6) 

            El utilizar etiquetas fusionadas con la proteína blanco, fue útil porque podemos 

mejorar la expresión de la proteína, promover el plegamiento e incrementar la 
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solubilidad de la proteína y facilitar procesos posteriores como la purificación y la 

detección de la proteína. La presencia de una etiqueta fusionado puede interferir con la 

actividad biológica de la proteína recombinante, es importante remover enzimáticamente 

la etiqueta después de que la proteína ha sido purificada. La etiqueta de hexastidina 

(His6) empleado en esta sobreexpresión, no aumentó la expresión de la proteína soluble 

pero facilitó la purificación. Esto es debido a que la etiqueta de histidinas fusionado en 

la proteína, la inmoviliza en la columna por afinidad cromatográfica a un metal (Níquel) 

y esto permite la rápida purificación de un lisado de E. coli. 

            Se esperaba obtener la proteína NS3 solo en las eluciones por la afinidad 

cromatográfica a Ni2+ en resina de Sefarosa (GE healthcare). Sin embargo, se encontró 

que la mayoría de la proteína NS3 se concentró como cuerpos de inclusión. Esta 

formación se aprovechó para una mayor obtención de proteína. 

 

            Estudios comparativos han mostrado que la probabilidad de expresión en E. coli 

en la fracción soluble decrece con el aumento de peso molecular, especialmente en 

proteínas mayores a 60 kDa. La expresión de proteínas recombinantes grandes en E. coli 

a gran escala, (600 a 800 aminoácidos) se expresan en forma soluble solo un 33% de los 

casos (Francis et al., 2010). Pero muchas veces las proteínas recombinantes son 

insolubles y no pueden degradarse por los mecanismos normales de las células, por lo 

que se acumulan como cuerpos de inclusión, lo cual la asociación intramolecular de los 

dominios hidrofóbicos, también la insolubilidad de la proteína a las concentraciones que 

está siendo producida, inhabilidad del correcto plegamiento en el ambiente bacteriano o 

inhabilidad de formar puentes disulfuro, además el factor ambiental de la colonia 

bacteriana afecta a la formación de inclusión insoluble (Palmer et al., 2012).  

 

            El WB, mostró el reconocimiento de la proteína recombinante his-tag NS3 con 

los anticuerpos monoclonales anti-His6, con un tamaño aproximado de 70 KDa, sin 

embargo, se apreciaron impurezas o truncamientos de la proteína recombinante his-tag  

NS3 con diversos pesos. Estos truncamientos no fueron del producto de proteólisis 

mediante proteasas bacterianas endógenas o por autoproteólisis de la proteína 

recombinante his-tag NS3. Estos truncamientos fueron más propensos a ser los 
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productos de la terminación prematura de la traducción y / o a la degradación 

proteolítica durante la expresión de la proteína (Tian et al., 2006). 

  

            Al realizar los espectros de emisión de fluorescencia y dicroísmo circular a la 

proteína recombinante his-tag NS3, mostraron un plegamiento desigual en el dominio 

proteasa rica en hélices-beta. El plegamiento independiente en los dominios puedo haber 

sido causado por la remoción de la urea como agente desnaturalizante. La his-tag NS3 al 

ser una proteína superior a 60 kDa aumenta al azar en estas condiciones las posibilidades 

de interacciones de plegamiento entre los dominios. El dicroísmo circular no permite 

discriminar la formación entre estos dominios proteínicos. 

 

             Luo et al., 2012 menciona que el dominio helicasa de NS3 puede funcionar 

independientemente del dominio proteasa. La secuencia completa de NS3 exhibe una 

actividad helicasa/ATPasa superior comparada con el dominio proteasa solo. Es posible 

que la NS3 adopte diferentes modificaciones durante el ciclo de replicación, una 

configuración en la asociación de la proteína-membrana durante el procesamiento de la 

poliproteína viral y otra durante la replicación del genoma viral (Luo et al., 2012; 

Debmalya et al., 2010).   

 

8.3 Modelaje molecular e imitación de la estructura tridimensional de la 

proteína NS3 DENV-2 cepa Jam1409 

 

            El estudio de modelaje de la proteína NS3 se aprovechó para la comparación de 

los centros de reconocimientos del sitio catalítico del blanco farmacológico y cotejar las 

regiones más interesantes de la estructura 3D modelada. Se obtuvo un nivel de identidad 

del 77% con la secuencia aminoacídica modelo. Su calidad fue buena, al mostrar un 

RMSD  de 0.167 Å, que midió la distancia media entre los átomos de las proteínas  

evaluadas. En general se obtienen estructuras convenientes cuando su identidad 

homóloga no sobrepasa un RMSD mayor a 2 Å (Sali et al., 1993).   
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Estudio de Dinámica Molecular de la NS3 DENV-2 

 

            Mediante la técnica de simulación por computadora, se permitió que los 

átomos y moléculas de la proteína NS3 DENV-2, interactúen por un período de 5 ns  a 

310 K, permitiendo una visualización del movimiento de las partículas y simular el 

comportamiento microscópico del sistema. 

  

            La movilidad media de cada residuo, presentada en la triada catalítica (HIs 51, 

Asp 75, Ser 135) del dominio proteasa indica una movilidad distinta en los extremos N-

terminal de ambas proteínas. Es probable que la afinidad no sea la misma debido a la 

falta de los 18 residuos de la N-terminal del dominio proteasa de la proteína modelo, 

necesarios para obtener toda la enzima proteolíticamente activa (Lou et al., 2007).  

 

            Esta triada catalítica es indispensable para estimular los efectos que sugieren que 

el dominio proteasa se pliegue en su totalidad para contribuir en su perfeccionamiento. 

La actividad proteasa de NS3 requiere a la proteína integral de membrana NS2B como 

cofactor ya que la presencia de este co-factor peptídico de 47 aminoácidos le permite ser 

muy soluble y ser activa (Luo et al., 2010).  
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9. CONCLUSIONES 

            De acuerdo a nuestro diseño, la construcción de la proteína recombinante his-tag  

NS3 del DENV-2, se logró por medio de la sub-clonación en el plásmido pPROEX HT-a 

y la expresión de la proteína recombinante his-tag en las células de expresión 

BL21(DE3) pLysS de E. coli a una concentración de inducción de 1mM IPTG en 

incubación a 20°C por toda la noche.  

          La proteína recombinante his-tagNS3 formó cuerpos de inclusión y se trataron con 

agentes desnaturalizantes como la urea. El análisis de  purificación se realizó mediante 

cromatografía por afinidad a Níquel empleando una resina de Sefarosa (GE Healthcare). 

El plegamiento correcto de la proteína no se facilitó al no emplearse concentraciones 

bajas de urea con remoción lenta. 

            Diversos parámetros pudieron haber afectado la expresión y solubilidad de la 

proteína, como pudo ser las múltiples características de la proteína, así como el plásmido 

de expresión empleado, la cepa hospedera, y/o los parámetros empleados para expresar 

la proteína recombinante prolongando el tiempo para lograr  la expresión. 

Mediante el modelaje molecular por homología comparo los posibles ‘sitios 

blanco’ farmacológicos de la proteína NS3 DENV-2 y la de referencia, además el 

dinamismo molecular detecto un cambio en la estructura del extremo N-terminal de la 

proteína NS3 DENV-2. 
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10. RECOMENDACIONES 

Se tendrá que estandarizar el protocolo de purificación por afinidad 

cromatográfica a Ni2+  en resina de Sefarosa (GE Healthcare), donde la remoción del 

agente desnaturalizante sea lentamente mediante una simple dilución o diálisis en 

intervalos de concentraciones menores a 8 M, con el fin de evitar ser agresivo a la 

proteína recombinante y así se pueda tener el plegamiento secundario ideal. 

            En el estudio de dinámica molecular, se tendrá que hacer una simulación con el 

ligando para observar si la diferencia estructural impide completamente la interacción y 

si los cambios en los aminoácidos pueden contribuir a la diferenciación en  la 

transmisión y virulencia del DENV. 
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