UNIVERSIDAD DE LOS ANDES
FACULTAD DE FARMACIA Y BIOANALISIS
ESCUELA DE BIOANALISIS
INSTITUTO DE INMUNOLOGIA CLINICA

UNIVERSIDAD
DE LOS ANDES

VENEZUELA

UTILIDAD DE LAS PROTEINAS RECOMBINANTES E2 y NS2
PARA LA DETECCION DE LA INFECCION POR EL VIRUS DE
LA HEPATITIS C EN PACIENTES INFECTADOS CRONICOS

Autor:
Marianny L. Yepez M.
C.1.: V-24.618.205

Tutor:

Dra. Siham Salmen Halabi

Mérida, Agosto de 2019



UNIVERSIDAD DE LOS ANDES
FACULTAD DE FARMACIA Y BIOANALISIS
ESCUELA DE BIOANALISIS
INSTITUTO DE INMUNOLOGIA CLINICA

UNIVERSIDAD
DE LOS ANDES

VENEZUELA

UTILIDAD DE LAS PROTEINAS RECOMBINANTES E2 y NS2
PARA LA DETECCION DE LA INFECCION POR EL VIRUS DE
LA HEPATITIS C EN PACIENTES INFECTADOS CRONICOS

(Trabajo de Grado presentado como requisito para optar al titulo

de licenciada en Bioanalisis)

Autor:
Marianny L. Yepez M.
C.1.: V-24.618.205

Tutor:

Dra. Siham Salmen Halabi

Mérida, Agosto de 2019



DEDICATORIA

Este gran paso en mi vida y mi carrera es dedicado primero a DIOS todo
poderoso por darme vida y salud, gracias a él todos mis suefio son

posibles.

A mis padres, Rafael Yépez y Mirla Méndez, los pilares de mi vida, mis
mejores profesores, ensefiandome desde pequefia que el amor, la
constancia, la responsabilidad y la disciplina me llevaran muy lejos.
Gracias a los dos son lo que mas amo en el mundo, sé que con ellos a mi

lado todo lo puedo lograr.

A toda mi familia, que siempre estan pendiente de mi. Principalmente, mi
abuela querida Aminta Valera, lo mas grande que tengo; su amor por mi
es lo que me da impulso por ser una gran persona todos los dias. A mis
dos angeles que desde el cielo me observan José Dionicio y Juana Paula,
todos los dias lo extrafio. A todos mios tios, por siempre llamarme para
darme animos y apoyarme en las buenas y en las malas. Gracias por ser

tan especiales conmigo.

A mis hermanos Mariely, Oscar Eduardo, Oscar Edgardo y Osmary. La
vida no seria la misma sin ustedes a mi lado, son mi tesoro mas
apreciado. El Universo me premio con los mejores hermanos que alguien

pudiera tener.

A dos personas importantes, mi madrina Elibeth Castellanos y Louisianna

Aguirre que desde muy lejos, siempre estan cerca de mi apoyandome.

A mis amigos que estuvieron a lo largo de mi carrera universitaria, son
angeles que me acompafaron cada semestre. A los que siguen luchando
por su suefo en Venezuela, y aquellos amigos que se fueron para luchar
por suefios en otro pais. Gracias por demostrarme que es una verdadera

amistad.

Marianny Lisbeth Yépez Méndez



AGRADECIMIENTO

Eternamente agradecido con mi Dios Todopoderoso, quien me puso en

este camino y guia mis pasos, me da vida y salud.

Especialmente a toda mi gran familia, mis padres, mis abuelos, mis tios,
mis primos y hermanos. En particular mis Tias Zulay, Nereida y Olga por
estar siempre ayudandome durante toda mi carrera, las tres son unas
madres para mi. Gracias a todos por apoyarme en cada proyecto, por sus
consejos y palabras que han sido de gran apoyo para mis proyectos.

A la ilustre Universidad De Los Andes mi segunda casa, que me abri6 la
puerta durante 5 afios de mi carrera, agradecida con todos los
profesionales que laboran en esta ilustre casa de estudio, son grandes
personas que todos los dias dan lo mejor de si, dando con amor su
conocimiento y experiencia para hacer que nuestra universidad sea
reconocida a nivel mundial a pesar de las adversidades. Siempre estaré

gradecida.

A mi querida tutora la Dra. Siham Salmen, un gran ser humano, generoso
y gentil, gracias a usted por aceptar y ayddame en cada etapa de este
proyecto tan grande, gracias por brindarme su ayuda, dedicacion y
esfuerzo. Usted es un persona de admirar, gracias por permitirme realizar

esta tesis.

Al Instituto de Inmunologia Clinica, por abrirme sus puertas, a las
personas que laboran en él, que de una manera u otra hicieron muy

agradable mi estadia ahi.

Marianny Lisbeth Yépez Méndez



INDICE DE CONTENIDO

INTRODUCCION
MARCO TEORICO
Epidemiologia
Rutas de Transmision
Estructura de VHC
Genoma de VHC
Proteina de la capside o core (C)
Proteinas de la envoltura
Proteina P7
Proteina NS2
Proteina NS3
Proteina NS4
Proteina NS5
Estadio de la infeccion
Infeccion aguda
Infeccién Crénica y cirrosis hepatica
Hepatocarcinoma
Evaluacioén viroldgica y serologica
JUSTIFICACION
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
HIPOTESIS
OBJETIVOS
Objetivo General
Objetivos Especificos
MATERIALES Y METODOS
Seleccion de los pacientes
Transformacion de Células Competentes
Expansion de las cepas de Escherichia coli transformadas

Purificacion por Cromatografia de afinidad

Pag.

© 00 N O o1 01 .



Electroforesis en gel

Disefio de ELISA HVC 4.0 con proteinas recombinante del HVC

Cuantificacion de la carga viral mediante PCR en tiempo real

Analisis Estadistico
RESULTADOS

Obtencion y purificacion de las proteinas E2 y NS2 del HVC

Cuantificacion de la carga viral

Valoracién diagnostica del ensayo inmunoenzimatico

DISCUSION
CONCLUSIONES
RECOMENDACIONES
BIBLIOGRAFIA

20

21
22
23
23
28
28
35
38
39
40



INDICE DE TABLAS Y FIGURAS

Tabla 1. Propiedades fisico-quimicas del E2-VHC
Tabla 2. Propiedades fisico-quimicas del NS2-VHC
Tabla 3. Correlaciones de las Proteinas E2 y NS2

Figura 1. Distribucién mundial de los genotipos de VHC
Figura 2. Estructura de Virus de la hepatitis C
Figura 3. Organizacion del genoma de VHC

Figura 4. Esquema de la historia natural de la infeccion por el
VHC

Figura 5. Corrida electroforética de las fracciones colectadas
luego de la elucién y el lisado total post induccion

Figura 6. Densidades Opticas de las fracciones proteicas
obtenidas durante el proceso de purificacion

Figura 7. Corrida electroforética de las fracciones colectadas
luego de la elucién y el lisado total post induccion

Figura 8. Densidades Opticas de las fracciones proteicas
obtenidas durante el proceso de purificacion

Figura 9. Corrida electroforéticas y tincién con azul de coomasie
de las proteinas E2 (b) y Ns2(c)

Figura 10. Promedio e intervalos de confianza de las cargas
virales cuantificadas en pacientes y controles

Figura 11. Valores de absorbancias de los individuos evaluados
mediante el ensayo inmunoenzimatico con las proteinas E2 (2a)
y NS2 (2b).

Figura 12. Curva operador-receptor (ROC) para la deteccion de
pacientes infectados crénicos mediante el ensayo
inmunoenzimatico con proteina E2-VHC

Figura 13. Curva operador-receptor (ROC) para la deteccion de
pacientes infectados cronicos mediante el ensayo
inmunoenzimatico con proteina NS2-VHC

Figura 14. Analisis de correlacion entre las absorbancias de la
Proteina E2 y las absorbancias de la prueba casera disefiada
en el IDIC

Figura 15. Analisis de correlacion entre las absorbancias de la
Proteina NS2 y las absorbancias de la prueba casera disefiada
en el IDIC

26
27
34

12

24

24

25

25

27

28

29

29

30

31

32



Figura 16. Analisis de correlacion entre las absorbancias de la 33
Proteina NS2 y CV



UNIVERSIDAD DE LOS ANDES
FACULTAD DE FARMACIA Y BIOANALISIS
., ESCUELA DE BIOANALISIS
UNIVERSIDAD INSTITUTO DE INMUNOLOGIA CLINICA
VERPANPEY LINEA DE INVESTIGACION: INMUNOLOGIA

UTILIDAD DE LAS PROTEINAS RECOMBINANTES E2 y NS2 PARA
LA DETECCION DE LA INFECCION POR EL VIRUS DE LA HEPATITIS
C EN PACIENTES INFECTADOS CRONICOS

Trabajo de Grado
Autor: Marianny L. Yepez M.

C.1.: V-24.618.205

Tutor: Dra. Siham Salmen Halabi
RESUMEN

La infeccion crénica por el virus de la hepatitis C (VHC) se considera una
de las causas mas comunes de cirrosis y carcinoma hepatocelular. En la
actualidad la basqueda de nuevos marcadores serolégicos de progresion
de la enfermedad es uno de los mayores retos para la salud publica.
Aunque E2/NS2 son inmunogénicos, su papel en la respuesta serologica
aun no ha sido dilucidado. El objetivo de este trabajo fue evaluar utilidad
de las proteinas recombinantes E2 y NS2 para la deteccién de la infeccion
por el VHC en pacientes infectados crénicos. En primera fase se expreso
e indujo los genes E2 y NS2 previamente clonados en los vectores
pQE31-30 usando Escherichia coli, como sistema de expresion. El
proceso de purificacion se realizé por cromatografia de afinidad al niquel,
la pureza se analiz6 mediante electroforesis de poliacrilamida. En una
segunda fase se procedié a valorar la prueba de inmunoensayo para
evaluar su utilidad mediante la determinacion de anticuerpos en suero de
pacientes infectados crénicos y pacientes sanos. Asi como también su
correlaciéon con la carga viral y con la prueba casera del IDIC Nuestros
resultados muestran que las proteinas tienen alta especificidad (100%),
sin embargo, por si solas tienen una sensibilidad inferior al 92%, por otro
lado, conseguimos la correlacion entre las absorbancias de las proteinas
E2/NS2, con los niveles de carga viral, lo que pudiera sugerir su
asociacion con actividad replicativa del virus.

Palabras claves: Hepatitis C, E2, NS2, carga viral, infeccion cronica,

diagnéstico.



INTRODUCCION

La hepatitis es una enfermedad del higado de etiologia multifactorial, que
puede remitir espontaneamente o evolucionar hacia la fibrosis (cicatrizacion),
cirrosis o carcinoma hepatocelular’ 2. Entre las causas mas frecuentes estan
las hepatitis causadas por virus, medicamentos o toxinas, secundarias a
enfermedades metabdlicas, consumo excesivo de alcohol ® o por la alteracién

del sistema inmune ocasionando hepatitis autoinmune?.

En el caso especifico de las hepatitis virales, estas se dividen: segun su
evolucion clinica en agudas o crénicas segun el tiempo de evolucién y
capacidad del hospedador de resolver el proceso infeccioso; y segun el agente
etioldgico viral, debido a que ademas estos tienen diferentes mecanismos de
transmision e inmunopatogénicos, que determinan la evolucion y severidad de
la enfermedad. Dentro de los agentes causales virales estan: el virus de la
hepatitis A (VHA), la hepatitis B (VHB), la hepatitis C (VHC), la hepatitis Delta
(VHD) y otras que se encuentran en estudio como la hepatitis G, GB y F **. Es
por ello, que han alcanzado especial importancia en todo el mundo y en la
actualidad son considerados como un problema de salud publica, ya que se ha
estimado que anualmente afecta a millones de personas, causando

discapacidad y muerte™

Millones de personas viven con hepatitis virales y se encuentran en situacién de
riesgo para desarrollar lesiones hepéticas irreversibles. La mayoria de los
infectados por largo tiempo con los virus de VHB o VHC no saben que padecen
una infeccion cronica y en general estas personas tienen alto riesgo de padecer
una enfermedad hepatica cronica grave, y transmitir involuntariamente la
infeccién®. En el caso especifico del VHC, que es objeto de estudio de este
trabajo, las principales vias de trasmision la via parenteral bien sea por
inoculaciones repetidas por via cutdnea o por una gran inoculacion como
sucede en casos de transfusiones, utilizacién de droga intravenosa o trasplante
de 6rganos®®. Existen otras vias tales como tatuajes, piercing, la transmision
por via vertical de madre-hijo, y todo procedimiento que conlleve al contacto

con sangre contaminada. Aunque la transmisioén sexual ha sido documentada



en hombres que tienen sexo con hombres, no es una via de transmision

frecuente 1°,

Alrededor de 180 millones de persona poseen infeccion por VHC, equivalente a

3% de la poblacién global'!

. Su prevalencia en la poblacién general varia entre
0.2 y el 5% segun las zonas geogréficas consideradas®?. Entre las zonas con
mayor prevalencia se encuentran: Mediterraneo Oriente y Europa con 2,3 % y
1,5% de la poblacion. Mientras que las zonas con prevalencia intermedia
destacan: Pacifico Occidental, Africa y América con 1% de la poblacion.
Finalmente Asia Sudoriental se considerada como la zona de baja prevalencia
de la infeccién por VHC®. En Venezuela, se han reportado prevalencias de
1,1%, en poblaciones urbanas, rurales y de 0% a 71% en poblaciones de
riesgo, como trabajadoras sexuales (0%), usuarios de drogas intravenosas
(1%), crack oral (43,1%), receptores de transfusiones mudltiples (24%) y

pacientes hemodializados (39% a 71%) **.

Una vez que el individuo se expone al VHC puede eliminar o contener el virus
sin un tratamiento durante los primeros 6 meses, esto solo ocurre en
aproximadamente 20% de los casos™, lamentablemente el resto de las
personas infectadas no pueden eliminar el virus y desarrollan una infeccion
crénica'®, esto se debe a que 75% de las personas desarrollan una infeccién
aguda por lo general asintomética lo cual hacen dificil su identificacién,
generando mayor riesgo en la evolucién de la enfermedad *’. Por otro lado,
alrededor del 15 — 30 % de los pacientes con infeccion cronica evolucionan a
cirrosis hepatica en un plazo de 20 afios y el 15% de los pacientes con cirrosis

desarrollan hepatocarcinoma 8.

El VHC durante el proceso de replicacion produce diferentes proteinas tanto
estructurales y no estructurales, las cuales originan una respuesta seroldgica
muy variada. Las primeras proteinas que son identificadas por los anticuerpos
del hospedador infectado son la proteina del Core y NS3 8 por lo que su
inclusion es importante en el disefio de los estuches para el diagndstico
temprano de la infeccion por este virus. En la actualidad existen ensayos
indirectos de cuarta generacién que incorporan estas proteinas y otras de la

region no estructural del virus, como NS4 y NS5 que le dan una mayor



sensibilidad y especificidad al ensayo. Sin embargo, existen otros componentes
antigénicamente relevantes como E2 y NS2 que forman parte de la region
estructural y no estructural, determinan el tropismo viral, sin embargo su valor
en el diagndstico y seguimiento de la infeccion, aun no se ha establecido de
manera clara, es por ello que el objetivo de este trabajo es evaluar la utilidad de
las proteinas recombinantes E2 y NS2 para la deteccién de la infeccion por el

virus de la hepatitis C.



MARCO TEORICO

Epidemiologia

La infeccion por el VHC es en la actualidad la causa de enfermedad hepatica
de mayor importancia a escala mundial ?°, estimandose una cifra aproximada
de 180 millones de personas infectadas en el mundo, de las cuales 80%
progresan a una infeccion cronica por este virus, siendo una de las principales
causas de cirrosis, carcinoma hepatocelular y necesidad de trasplante
hepatico. El VHC es responsable del 27% de los casos de cirrosis hepatica y
del 15% de los casos de carcinoma hepatocelular en el mundo, representando

una considerable carga social y econémica 2 %,

La prevalencia de VHC en la poblacién general varia considerablemente, en los
paises industrializados es del 1-2%, mientras que en paises Mediterraneos del
Este y Africa la prevalencia es mayor (hasta 13% en Egipto) 2. Las
estimaciones mas recientes realizadas por la OMS respecto al nimero de
muertes muestran 53.700 muertes al afo directamente atribuibles al VHC. Sin
embargo, la OMS estima que mas de 308.000 muertes al afio son
probablemente debidas al cancer de higado causado por el VHC, junto a una
proporcién significativa de 785.000 muertes por cirrosis. En conjunto, estos
datos sugieren que el VHC es responsable de aproximadamente un millon de

muertes al afio®* 2°,

Solo en Estados Unidos esta infeccién es responsable de 10.000 muertes
anuales constituyendo ademas la primera causa de indicacion de trasplante
hepatico en este pais “*?’. Se ha descrito que el rango de edad en el que
predomina la infeccién esta comprendido entre 45 y 65 afios % %°. En América
latina la prevalencia es alrededor del 1,23: México 1%, Argentina 1.9%, Brasil
1.4%, Colombia 0.97%°"3!. En nuestro pais, para el afio 2000, la Organizacion
Panamericana de la Salud (OPS), estimo la tasa de infeccién en 1,4% *. Ahora
bien, ajustandola y proyectandola segun la data de Instituto Nacional de

Estadistica (INE) para el 2016 superariamos los 450.000 de infectados ***.

Desde el punto de vista de la epidemiologia molecular, existen al menos seis

genotipos de VHC y alrededor de 100 cepas diferentes, cuya prevalencia varia



geograficamente®. Ademas, se han detectado mdltiples cuasi especies que
coexisten dentro de un individuo infectado, lo que refleja la amplia variabilidad
genética del VHC **. En Europa, América, Australia y el este Asiatico, los
genotipos 1, 2 y 3, tienen una amplia distribucion, con predominio del genotipo
1 representando aproximadamente del 60% al 70% de las infecciones
mundiales. El genotipo 4 predomina en Egipto, Oriente Medio y Africa central,
mientras que los genotipos 5 y 6 predominan en el sudeste asiatico y en el sur

de Africa®. En la figura 1 se muestra como es la distribucién mundial del VHC.

ARABIAN

PENINSULA

AUSTRALIA '
and NEwW * /
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Figura 1 Distribucién mundial de los genotipos de VHC®’

Ruta de Transmision.

El virus se transmite principalmente por exposicion a sangre infectada a través
de: transfusiones de sangre o productos sanguineos y trasplante de érganos de
donantes no analizados; uso de jeringas contaminadas al consumir drogas por
via intravenosa; uso de inyecciones terapéuticas o material cortopunzante
contaminado u otro procedimiento incorrectamente realizado en el ambito
sanitario; realizacion de tatuajes o intervenciones con objetos punzantes

contaminados con sangre infectada®-°.

Las mujeres infectadas por el VHC también pueden transmitirlo a sus hijos
durante el parto, mientras que la transmisiébn a través de las relaciones
sexuales con personas infectadas es posible pero poco eficiente. También se

ha descrito que existe riesgo de infeccibn por compartir objetos personales



contaminados con sangre infectada. Es importante destacar que la hepatitis C
no se transmite por la leche materna, los alimentos, el agua, ni por contactos
casuales como los abrazos, los besos o el hecho de compartir alimentos o
bebidas con personas infectadas. El riesgo de infecciéon por el VHC en el

contexto ocupacional se estima que es de aproximadamente 1,8% .

Tras la introduccion del “screening” en las transfusiones sanguineas, el uso de
drogas por via intravenosa ha pasado a ser la fuente principal de la infeccion.
La prevalencia de infeccién por el VHC es alto en este grupo de riesgo llegando
a ser hasta del 90%*. No obstante se ha observado un descenso en los
ultimos afios realizado campafias sanitarias y la disponibilidad de utilizar
jeringas de un solo uso. Dado que la infeccion se adquiere en los primeros
meses de iniciarse en la drogadiccion, hasta el 80% de los adictos presentan

anticuerpos a los 12 meses de haber iniciado el uso de las drogas*.
Estructura del VHC

El VHC es un virus humano que se clasifica dentro de un tercer género,
(Hepacivirus), de la familia de los Flaviviridae. Fue identificado en 1989, como
el principal agente causante de las hepatitis post-transfusionales no-A no-B*.
Es un virus esférico, de aproximadamente 30-60 nm de diametro. El cual
presenta una nucleocapside de simetria icosaédrica y ademas consta de una
envoltura glicoproteina que le permite asociarse a lipoproteinas de baja
densidad plasmatica**°. Asi mismo su genoma es una molécula de ARN de
cadena simple de polaridad positiva y se caracteriza por un alto grado de
heterogeneidad gendmica, cuya consecuencia evolutiva, a largo plazo, es la
aparicién de grupos virales genéticamente distintos " ***’. En la figura 2, se

muestra una representacion de la estructura de la particula viral del VHC
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Figura 2. Estructura del virus de la hepatitis C*

Genoma del VHC

El genoma de VHC consiste en una molécula de ARN de aproximadamente
9600 nucledtidos, estructurada en una region codificante que contiene un
marco de lectura abierto grande, flagueado por regiones traducidas (UTR) en el
extremo 5"y 3"°. Los genes estructurales (core, E1 y E2), estan localizados en
la zona proxima al extremo 5 del genoma, mientras que los genes no
estructurales (p7, NS2, NS3, NS4 y NS5) son adyacentes a 3’ que flaquea la
ORF*® (ver figura 3). La region 5 no traducida (5UTR) consiste en 341
nucleotidos con secuencias altamente conservadas entre aislados de VHC. Por
otra parte la regién 3’ no traducida (3’'UTR) contiene el poli A o poli U tipico.

Seguido de una secuencia Unica de 98 nucleétidos para proteger el ARN

gendémico de la degradacién y ayuda en la traduccion®.
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Figura 3. Organizacién del genoma de VHC *°
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La region N-terminal de la poliproteina codifica 3 proteinas estructurales: la
base, que presumiblemente forma nucleocapside viral, y 2 glicoproteinas, E1 y
E2, que median la entrada viral. E1 y E2 forman heterodimeros que se
conservan en el reticulo endoplasmatico (ER), el sitio probable de la gemacién
viral. Esto implica heterodimerizacion residuos dentro de los anclajes
glicoproteinas cargadas °*.A su vez la regién E1-E2 posee una variabilidad
gendmica maxima, que incluye la secuencia denominada regién hipervariable 1

(RHP-1). Lo que le permite al virus la persistencia al sistema inmunolégico %

La region C-terminal de la poliproteina codifica siete proteinas no estructurales
(NS). Numerosas funciones se han descrito para las proteinas del VHC. La
proteina NS2 codifica los sitios activos para la autoproteasa cisteina NS2-3 y
juega un papel esencial, pero sin definir en el ensamblaje del virus de
particulas. Las proteinas NS3 es una proteina bifuncional que codifica un
dominio de serina proteasa N-terminal; NS4A es una pequefa proteina que se
une a NS3, funciona como un cofactor para la proteasa NS3 serina y
actividades helicasa de ARN. La proteina NS4B es una proteina de membrana
multispanning que es importante para la organizacion de la maquinaria de
replicacion de ARN viral unida a la membrana. La NS5A es una fosfoproteina
de union al ARN y el conjunto de particulas del virus. Por ultimo, la NS5B

codifica la ARN polimerasa dependiente de ARN>".

Proteina de la capside o core (C)

La proteina del core se origina de la region amino terminal (N-terminal) del
precursor proteico por la accion de la proteasas de sefial de la célula huésped.
Codifica las proteinas de la capside. El antigeno del core es un proteina de
22kD y 173 aminoacidos de longitud. Juega un papel importante en la
regulacion del crecimiento de las células infectadas por VHC, en la apoptosis,
inmunomodulacion, carcinogénesis y metabolismo lipidico®. La respuesta
inmunolégica mas intensa de IgM esta dirigida contra el antigeno del core y en

algunos casos es el primer marcador que aparece tras la infeccion del virus®.



Proteinas de la envoltura

Las proteinas se encuentran en la superficie del viribn y son los principales
antigenos virales que evocan respuestas inmunes protectoras. E1 y E2 son dos
proteinas de envoltura del VHC. La glicoproteina E1 contiene 192 aminoacidos
gue van desde la posicién 192 en la poliproteina hasta la 38, mientras que la
glicoproteina E2 es una proteina de 363 aminoacidos que se extiende desde la
posicion 384 a 746 en la poliproteina ®%°. Entre las regiones E1 y E2 se
encuentra una zona denominada hipervariable (HVR1), de unos 27
aminoacidos de longitud, regiébn que permite al virus evadir la respuesta
inmunitaria y, por tanto, favorece la apariciébn de infecciones persistentes y

fracasos terapéuticos 3,

La region hipervariable (HVR2) de la glicoproteina E2 del VHC, esta ubicada
aproximadamente entre el aminoacido 384 y el aminoacido 414, es una region
del VHC de rapida evolucién, y es probable que esté bajo una seleccion
iInmune positiva. Se ha descubierto dentro de estas regiones hipervariables
fracciones inmunogénicas que son el objetivo principal de las respuestas

humorales, tales como anticuerpos neutralizantes>* *°.

Proteina P7

P7 es una proteina de 63 aminoacidos que se localiza en el reticulo
endoplasmatico y contiene dos dominios transmembrana (TM1 y TM2)
conectados por un ciclo corto citoplasmico con los extremos amino y carboxi °.
Actla como un canal de protones oligoméricos para reducir los gradientes de
pH circundantes en las vesiculas secretoras, protegiendo el virién intracelular

labil a los Acidos durante la salida®® 1°°,

Hay evidencia de que p7 tiene diferentes funciones en la produccién de VHC,
incluida una contribucién al ensamblaje de la progenie viral, asi como a la
liberacion de particulas de virus de las células infectadas. Ademas, se han
descrito interacciones de p7 con otras proteinas virales, o que sugiere que la
actividad del canal ibnico de p7 y sus funciones durante la produccion del virus

pueden estar reguladas a través de interacciones especificas proteina-proteina
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Proteina NS2

La proteina no estructural 2 del VHC, es una proteina de membrana no
glicosilada. Formada por un extremo N-terminal (residuos 1-94) que es
altamente hidrofobo y por tres dominios transmembrana; y el C-terminal
(residuos 94-217) es globular y reside en el citoplasma. Las interacciones de
NS2 con la proteinas estructurales (E1 y E2) y no estructurales (p7, NS3-4A y
NS5A) sugieren que la proteina NS2 podria actuar como un mediador central
en el ciclo de vida del VHC mediante la atraccion de la proteina viales para la

replicacion y ensamblaje *%.
Proteina NS3

Es una proteina de 630 aminoacidos, cuyo extremo amino tiene actividad serin
proteasa mientras que los otros dos tercios poseen actividad helicasa de ARN.
La actividad proteasa es mas eficiente en presencia de su cofactor no
covalente NS4A. La actividad helicasa, es una de las enzimas esenciales que
se requieren para el ciclo de vida de la replicacion viral, ya que acoplan la unién
e hidrdlisis del nucledsido trifosfato a la separacion de cadenas
complementarias en acidos nucleicos. Esta actividad es necesaria en casi
todos los aspectos del metabolismo del ADN y el ARN, como la remodelacién
del ARN>L,

Proteina NS4

La proteina codificada por NS4A, esté constituida por 54 aminoécidos, y forma
un complejo estable con la proteina NS3, funcionando como un cofactor
esencial de la proteasa NS3. La proteina codificada por NS4B, p27 de 27 kDa,
es rica en residuos de aminoacidos hidrofobicos y se ha detectado
primariamente en la fraccion de membrana. Su principal funcién es alterar las

membranas intracelulares y formar una red de membranas tipo “andamio”®.

Proteina NS5

La proteina NS5A, esta localizada en la membrana periplasmica, y su funcion
es interferir con el metabolismo intercelular de los lipidos y de las lipoproteinas,
con efecto directo en el desarrollo de esteatosis, caracteristico en los sujetos

infectados por el VHC. También se cree que es importante en la regulacion del

10



ciclo celular en la célula hospedadora, ya que interviene en la replicacion al
modular la actividad polimerasa de NS5B e interaccionar con la proteina
karioferina 33, que participan en la modulacion de la funcién nuclear y en el

transporte celular ®°.
Estadio de la infeccidn

Una infeccién por el VHC resulta frecuentemente en inflamacion hepatocelular
progresiva que evoluciona a los eventos culminantes de cirrosis y cancer
hepatocelular, eventos que se resumen en la figura 4. La secuencia clasica

incluye hepatitis aguda, hepatitis crénica, fibrosis, cirrosis y hepatocarcinoma®.

Cirrosis descompensada
Infeccion Fibrosis e

Infeccion Fibrosis

Cronica
Aguda (55-85%)

Hepatocarcinoma
(2-4% por afio en cirrosis)

Enfermedad extrahepdtica

Figura 4 Esquema de la historia natural de la infeccién por el VHC.

Infeccion aguda

Solo el 20% de las infecciones por VHC, cursan con una hepatitis aguda
clinicamente evidente, el 80% restante son asintomaticos, por lo que su
diagnéstico temprano es dificil. En los casos de infeccion aguda sintomatica, se
presentan sintomas inespecificos como malestar, anorexia, astenia, pérdida de
peso, nauseas, artralgias, mialgias e incluso fiebre y soélo el 25% de estos

casos cursan con ictericia °2.

La enzima alanino aminotransferasa (ALT) se aumenta como resultado de la
necrosis de los hepatocitos, comienza a aumentar entre 2 y 8 semanas
posteriores a la exposicion al virus y puede llegar a tener niveles 10 veces los
normales. EL ARN del VHC se puede detectar en el suero de los pacientes
entre 1 y 2 semanas después de la exposicion, en tanto la aparicion de
anticuerpos solo comienza a hacerse evidente después de 8 a 12 semanas

(periodo de ventana). En el caso de la hepatitis aguda que se resuelve, los
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sintomas pueden permanecer varias semanas y comienza a desaparecer una

vez los niveles de ALT y el ARN del VHC empieza a disminuir®.
Infeccion crénicay cirrosis hepatica

La mayoria de los pacientes con infeccion crénica son asintomaticos o solo
presenta sintomas leves o inespecificos®. El sintoma mas frecuente es la
fatiga: otras manifestaciones menos comunes incluyen nauseas, anorexia,
mialgias, artralgias, debilidad y pérdida de peso. Los sintomas rara vez son
incapacitantes y puede ser dificiles de atribuir a enfermedad hepatica
solamente y no a otras enfermedades como la depresion. Estos sintomas
pueden ocasionar una disminucion en la calidad de vida. Algunos pacientes
infectados pueden desarrollar la enfermedad hepética severa después de
pocos afios, pero la mayoria desarrollan luego de varias décadas; sin embargo,
practicamente todos los individuos infectados presentan anormalidades

histolégicas®® .

Son multiples las manifestaciones extrahepaticas que se presentan y se han
relacionado en la infeccion cronica: crioglobulinemia mixta, trastornos
linfoproliferativos como el linfoma de Hodgkin, porfiria hepatocutdnea tarda,
liquen plano, dafio renal como glomerulonefritis; diabetes mellitus tipo 2 o
sindrome de resistencia a la insulina; sindrome de Sjogren, cuadros de artritis

reumatoide o la produccién de autoanticuerpos®’.

Hepatocarcinoma

Es una complicacién tardia de la hepatitis C crbnica, que usualmente se
presenta después de 2 o 3 décadas de infeccidn persistente y en paciente con
cirrosis previa. Los sintomas como fatiga, ascitis, ictericia y dolor en
hipocondrio derecho aumentan su severidad, y comienzan a aparecer niveles

aumentados de alfa-fetoproteina sérica®.
Evaluacion virolégicay seroldgica

Las pruebas para la determinacion de marcadores en el diagnéstico y
seguimiento de la infeccion por el VHC han logrado un gran desarrollo y

optimizacién desde sus inicios, las mejoras estan desde la fuente y purificaciéon
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de las proteinas antigénicas empleadas hasta los anticuerpos y principios

técnicos en que se fundamenten las pruebas®.

En un primer contacto con el virus surgen los sintomas asociados y se
producen antigenos y anticuerpos Unicos, que hacen posible el diagnéstico de
la infeccion y posible prondstico. El diagnostico de laboratorio mediante la
deteccién y cuantificacion a partir de suero o plasma, de los marcadores
serolégicos y virologicos, que incluyen antigenos, anticuerpos y ADN viral a
través de pruebas serologicas convencionales como el inmunoensayo, m
meétodos moleculares como PCR. Se han convertido en herramientas
indispensables para el buen entendimiento de la patologia, asi como también
permite clasificar a los pacientes en los diferentes estadios de la infeccion
desde la fase aguda hasta convertirse en enfermedad cronica, que incluye

cirrosis y hepatocarcinoma®®’°.

El VHC durante el ciclo de replicacion sintetiza las diferentes proteinas
estructurales (core o nucleocapside y envoltura) y no estructurales (NS) que
poseen diversas funciones, frente a las cuales se desarrollan anticuerpos
especificos. De todos ellos, los anticuerpos contra la proteina core y NS3, son
los que se detectan en la fase mas temprana durante la primoinfeccion aguda
por VHC. Aun asi, hay un periodo de ventana serologica, cuya duracion se
estima entre 4 y 12 semanas, etapa donde no se detecta la presencia de

anticuerpos con el VHC .

Una vez desarrollados los anticuerpos frente al VHC estos permanecen
detectables mientras dure la infeccion viral, ya sea aguda autolimitada o
evolucione a la cronicidad. Sin embargo, hay situaciones en la que las Pruebas
Enzimoinmunoensayo (EIA) comerciales de diagnostico no son capaces de
detectar la presencia de anti-VHC porque: a) No se desarrollan anticuerpos
anti-VHC; b) la seroconversién a anti-VHC es muy tardia o transitoria, pues
excepcionalmente se pierde el anti-VHC, es decir se produce serorreversion y

c) los titulos de anti-VHC que se producen son muy bajos’*.

Los ensayos de primera generacion, que incorporaron el epitopo recombinante
c100-3 de la region NS4, se usaron hasta 1992, cuando fueron reemplazados
por ensayos de segunda generacion, que adicionalmente incorporaron epitopos
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c22-3 y c33c del nucleo del VHC vy las regiones NS3, respectivamente. Los
ensayos de tercera generacion contenian antigenos ndcleo y NS3
reconfigurados y, ademas, un antigeno recién incorporado de la region NS5. Se
ha documentado que el periodo de ventana disminuyé de aproximadamente 16
semanas a 10 semanas y finalmente a 8 semanas con la introduccién de ELISA

anti-VHC de primera, segunda y tercera generacion, respectivamente’? ",

La ultima generacion de ELISA, es decir, la cuarta generacion, es aquella que
detecta simultdneamente el antigeno de la capside del VHC asi como los
anticuerpos contra las regiones NS3, NS4 y NS5 del virus. Con estos ensayos
se reduce el periodo de ventana de deteccion del VHC en 17 dias en
comparacion a los ensayos ya existente. Pero los estudios que apoyan la
inclusion de estos ensayos de 4ta generacion sobre la base de sensibilidad y

especificidad mejorada son limitados”> ™°.

JUSTIFICACION

El virus de la hepatitis C presenta una elevada variabilidad genética, siendo
descritos seis genotipos distintos, subgenotipos cepas y quiasiespecies; lo que
determina su distribucion entre la poblacion mundial y su resistencia al
tratamiento antiviral especifico. Una de las caracteristicas mas importante de
esta infeccién por el VHC es que las formas agudas de la enfermedad por lo
general son asintomaticas, pudiendo pasar hasta veinte afios sin que exprese
sus efectos patoldgicos, lo cual hacen dificil la identificacion de aquellas
personas infectadas con riesgo de contraer una enfermedad grave por VHC''.
En Venezuela, en la actualidad hay un grave problema con la adquisicion de
pruebas diagnosticas de VHC. Es por ello, que es necesario tomar medidas
para encontrar un modo de deteccion temprana de la infeccion con pruebas
diagnésticas nacionales, evitando asi el contagio a las personas sanas, que por

ejemplo ameriten ser tranfundidos.

Aunado a esto, se hace necesario incluir proteinas recombinantes E2 y NS2
con capacidad inmunogénica, con el fin de evaluar su utilidad para la deteccién
de la infeccion por el VHC y de esta manera contribuir con una mejora de la
calidad del diagnéstico, aun incluso en ausencia de manifestaciones clinicas

durante la etapa temprana de la infeccién por el VHC. Es importante resaltar,
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gue produccion y obtencién de proteinas recombinantes forman parte de los
métodos moleculares que poseen una alta tasa de replicacion, lo que permiten
obtener en poco tiempo muchas copias de un gen que codifica para una
proteina heterdloga '8, haciendo esta herramienta mas sensibles vy
relativamente mas economicas para su aplicacibn en la construccion de

métodos seroldgicos altamente sensibles y especificos.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La Hepatitis C es una enfermedad que afecta a millones de personas alrededor
del mundo, su eficaz diagnostico a través de la deteccion de anticuerpos contra
el virus, ayuda de manera significativa a evitar posible complicaciones de la
enfermedad, mediante el diagndstico oportuno e intervencion terapéutica
acertada. A pesar de que recientes estudios han asociado la presencia de las
proteinas E2 y NS2 con la patogenia de la enfermedad y con la aparicion de
anticuerpos neutralizantes, no se ha dilucidado su papel en el diagndstico,
prondstico y seguimiento de la infeccidn. Es por ello que mediante la utilizacion
de proteinas recombinantes,; expresadas en Escherichia coli, como una de las
herramientas de produccién mas utilizadas, rapidas, econémicas y simples de
aplicacién, nos planteamos la obtencion de las proteinas E2 y NS2 para
evaluar la presencia de los anticuerpos contra estas proteinas en los pacientes
infectados crénicos y de esta manera determinar su utilidad en el diagnéstico

de la infeccién por VHC.
HIPOTESIS

Los pacientes infectados por el virus de la hepatitis C, desarrollan anticuerpos
contra las proteinas E2 y NS2, su caracterizacion pudiera tener relevancia en el
mejoramiento de las herramientas diagnésticas para la deteccion de la

infeccidn por este virus y en el seguimiento de la enfermedad.

OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar la utilidad de las proteinas recombinantes E2 y NS2 en la deteccion de

la infeccion por el virus de la Hepatitis C, en pacientes infectados créonicos del

15



Instituto de Inmunologia Clinica de la Universidad de Los Andes en el estado
Mérida entre febrero de 2017 hasta junio 2018.

Objetivos especificos

v' Expresar las proteinas E2 y NS2 en el sistema de Escherichia coli.

v' Comprobar el aporte de las proteinas E2 y NS2 para la deteccién y
diagnéstico del Virus de la Hepatitis C.

v' Evaluar la sensibilidad y especificidad del ELISA disefiado con proteinas
recombinantes pertenecientes al Virus de la Hepatitis C

v' Correlacionar las densidades 6ptica ELISA disefiado con E2 y NS2 con
las densidades Optica de la prueba casera disefiada en el Idic-ULA

v Correlacionar los niveles de anticuerpo anti-E2 y anti-NS2 con la carga

viral de los pacientes infectados cronicos
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MATERIALES Y METODOS

Seleccién de los pacientes

El grupo de estudio estuvo representado por 12 pacientes seropositivos,
caracterizados mediante carga viral y evaluacion serolégica mediante el uso del
estuche casero del IDIC y 4 controles seronegativos. Las muestras de suero
fueron obtenidas previo consentimiento informado y siguiendo las normas de la
comision ética de la Facultad de Medicina de la Universidad de Los Andes, de
los pacientes que asistieron al Instituto de Inmunologia Clinica de la
Universidad de Los Andes (IDIC-ULA) en Mérida desde febrero de 2017 hasta

junio de 2018. Fueron clasificadas segun el estatus serolégico de las mismas.
Transformacién de Células Competentes

Las bacterias E. coli M15 competentes, se transformaron mediante choque
térmico, como se indica en el protocolo descrito por Sambrook y Russell en
2001. Para la trasformacibn de esta cepa M15 con los plasmidos
recombinantes pQE31-E2-HVC y pQE-30-NS2-HVC, fueron incubadas con 5l
del plasmido durante 30 min en hielo, por consiguiente se sometieron a una
temperatura de 42°C a bafio maria durante 1 min, e inmediatamente se
colocaron en hielo. Por dltimo se le afiadi6 1 ml del Medio Luria-Bertani (LB)
frio, previo a ser transferidas a 37°C e incubadas por 1 h, de esta manera se
permitira a las bacterias que adquieran el gen de resistencia al antibiético
Ampicilina. Una vez trascurrido el tiempo, se tomé un inoculo de 200 pl para ser
inoculado en el medio LB, el cual contiene Cloruro de sodio 5.0%, Extracto de
levadura 5.0%, Peptona de caseina 10.0% pH 7.2; mas kanamicina (25 ug/ml),
y Ampicilina (50 pg/ml), y se dej6é crecer toda la noche a 37°C con agitacion
(140rpm). Por ultimo, del cultivo bacteriano se obtuvo alicuotas con glicerol al
20% para su almacenamiento a -80°C, hasta su posterior uso.

Expansion de las cepas de Escherichia coli transformadas

Para su expansion se tomo una alicuota congelada de las cepa E. coli M15, la
cuales poseen las proteinas de interés clonadas en los vectores pQE-30-
NS2VHC y pQE-31-E2VHC. Se inoculo a 50 ml del Medio LB liquido con

Ampicilina (50ug/ml) y Kanamicina (25ug/ml) a 37°C con agitacion durante toda
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la noche. Transcurrido este tiempo, para sobre expresar las proteinas de
interés, las cepas fueron sembradas en 3 litros del Medio LB, mas glucosa
(0,1%), magnesio (1mM) y Ampicilina (50ug/ml) en incubacién a 37°C con
agitacién hasta alcanzar una densidad Optica de ~ 0.6 a 600nm. Una vez
llegado a la densidad deseada se agregé isopropil-B-D- tiogalactésido (IPTG
0,1mM) y se dejara por 3 horas para inducir la sintesis de proteinas.

Una vez concluido el tiempo de la sintesis de proteina, las células fueron
centrifugadas a 5000 rpm por 30 min para la obtencion del pellet, el cual se
congelara durante toda la noche.

El pellet se resuspendio en buffer de lisis (1% de Triton X- 100, 50 mM de Tris
pH 8, 150mM de NaCl, 1 mM de EDTA, 1 mM de PMSF, 1 mM de DTT y
1ug/ml de Leupeptina, 1 pg/ml de Aprotinina y 500 ug/ml de Lisozima) durante
20 min en frio. Seguidamente al homogenato celular se aplicé lisis mecéanica
mediante sonicacion en frio (cinco pulsos de 30 seg a intensidad 7, con
intervalos de 30 seg). Luego se trato con urea (4M) como agente solubilizante y
se disgregd en un homogenizador para su posterior purificaciébn por
cromatografia de afinidad.

Purificacion por Cromatografia de afinidad

Para la purificacion de las proteinas E2 y NS2, se utiliz6 la matriz IMAC de
BioRad. Este proceso se llevo a cabo debido a la presencia 6 residuos de
histidina ubicados en el extremo C-terminal en las proteinas de interés, que
favorecié el proceso de purificacion de las mismas, de modo que la cola de
poli-histidina se unié de forma especifica a la columna, la cual fue empacada y
equilibrada con buffer de union (250mM de Tris, 150mM de NaCl y 100 mM de
Imidazol), seguidamente se traté con sulfato de nigquel NiSO2 (100mM). Luego
de que todo el homogenato se aplico a la columna, se emplearon varios
lavados, y se midié por espectrofotometria a 280nm, la densidad Optica hasta
ser menor a 0,05. Seguido a esto, la proteina unida se eluy6 con una solucion
de EDTA (100mM), de esta manera se colectaron las fracciones con mayor
contenido proteico, que ademas fueron comprobadas para la pureza mediante

electroforesis en gel.
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Electroforesis en gel

Se sometieron a la corrida electroforética muestras provenientes de las
alicuotas del cultivo LB pre y post induccidon del sobrenadante producto de la
centrifugacion del cultivo del pellet bacteriano y de las fracciones eluidas de la
columna. Se diluyeron a partes iguales con el buffer de muestra (BM 2x:
100mM Tris pH 6,8, 4% SDS, 20mM DTT, 20% glicerol, 0,05% de azul de
bromofenol), las cuales se hirvieron durante 5 minutos, y seguidamente se
sometieron a electroforesis en un gel discontinuo de poliacrilamida al 10%. Al
comenzar la corrida electroforética se aplico 70V hasta atravesar el gen
concentrador, luego se aument6 el voltaje a 100V para la corrida en el gen
separador. Al finalizar la corrida el gen se coloc6 durante 20 minutos con azul
de Coomassie y posteriormente se decoloro. Después de la visualizacion de las
bandas, se selecciond las fracciones con las proteinas de interés, que se
unieron en un pool que fue sometido a didlisis durante 48 horas en frio con tres
cambios de agua miliQ y dos cambios con tampoén Tris 25mM, con el fin de
eliminar el contenido de urea, EDTA e Imidazol. El producto de la didlisis fue
posteriormente liofilizado por 24h y resuspendido en 1ml de agua destilada
para determinar la concentracion de la misma por espectrofotometria, utilizando

como referencia el coeficiente de extincion molar de la proteina.

Disefio de ELISA VHC con proteinas recombinante E2/NS2 del VHC

Las placas de ELISA se sensibilizaron con 100ul por pozo de una suspension
de cada una de las proteinas por separado y una linea con una mezcla en igual
proporcion, durante un periodo de 2h a temperatura ambiente (Buffer carbonato
50mM, pH 9.6), luego se incubaron con PBS-BSA al 2% durante toda la noche
a 4°C. Posterior al bloqueo se realizdé una incubacién con diferentes diluciones
(1:20 o 1:200) de sueros, permitiéndoles reaccionar por periodo de 2 h a
temperatura ambiente, seguido por cinco lavados con Tween (0.5%). Para la
deteccion de anticuerpos se utilizé6 la Proteina G de Streptococcus sp,
conjugado a peroxidasa de Rabano Picante (HRP), se diluyo 1:2500 en PBS-
BSA al 2% y se aplico a los pocillos, permitiendo la reaccion por 1 h.

subsiguiente a la realizacién de cinco lavados con PBS, se afiadio al sistema la
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solucion contentiva del sustrato de peroxidasa, H202 y tetrametilbenzidina
(TMB) como cromoégeno (Buffer citrato 10mM, pH 5.5). La reaccion se detuvo
con la adiccién de acido sulfarico 1N. La absorbancia fue medida en un
espectrofotometro empleando una longitud de onda de 450 nm y con el filtro de

referencia de 630 nm.
Cuantificacion de la carga viral mediante PCR en tiempo real

Las muestras de suero de los pacientes usadas para el estudio estuvieron
almacenadas en -80 ° C, la separaciéon de las muestras se realizaron siguiendo
unas medidas estrictas con el fin de obtener el genoma del VHC puro sin
contaminantes. Para la extraccion de ARN del VHC, se us6 el método de
columnas del estuche DNA/ARN viral Extraction Mini Kit (Favorgen, Korea) a
partir de 200 pL de suero siguiendo los pardmetros de la casa comercial; los
sueros fueron tratados con detergentes y posteriormente se sirvieron en
columnas de silica, con el objetivo de eliminar el material no adherido a la
columna las muestras se centrifugaron y lavaron dos veces, por ultimo el ADN
fue eluido de la columna y utilizado para la PCR en tiempo real. La
amplificacion en tiempo real se llevdo a cabo en un sistema detector de
fluorescencia en tiempo real de cuatro colores Chromo4™ (BioRad), y una
mezcla (MasterMix) que contiene los componentes de la reaccion del RT-PCR
incluyendo el (EUROGENTEC, San Diego California USA). En paralelo se
utilizé un estandar de concentracion conocida (ACURRUN 325, BBI Diagnostic,
Boston USA) y se establecié una curva de regresion lineal y se obtuvo la
concentracion en copias/ml (Opticon3, Inc). Posterior a la paso de RT llevado a
cabo a 40°C durante 10 min, se realiz6 una pre-incubacién a 95°C durante 10
min a fin de activar la HotStarTaq DNA polymerase, seguido de 40 ciclos que
incluyeron desnaturalizacion (94 °C, 15s), empalme (60°C, 20 s) y extension
(72 °C, 25 s). Al finalizar la amplificacion se llevo a cabo la curva de fusién que
incluyé calentamiento de 72°C a 95°C y lecturas cada 0,2 °C a fin de

discriminar las sefales de fluorescencia inespecifica.
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Analisis Estadistico

El analisis estadistico, asi como los de correlacion lineal y los graficos se
realizaron con los programas SPSS version 22 (IBM Corporation, New York,
Us) Excel 213 (Microsoft Corporation, Redmond, US) y y Graph Pad Prism
version5 & Quickcalcs (Graph Pad Software Inc, La Jolla, USA). La valoracion
diagnéstica del ensayo inmunoenzimatico, se realizd6 determinando los
parametros de validez y seguridad para pruebas diagnoésticas como lo son
sensibilidad, especificidad, valores predictivos positivos y valores predictivos
negativos; estos paradmetros se determinaron estableciendo previamente un
punto de corte obtenido a partir de la evaluacién de las curvas operador-
receptor (ROC). Lo que permiti6 validar estadisticamente la capacidad
diagnéstica para la deteccion de los anticuerpos patdgeno-especificos en la
pesquisa de hepatitis C. Se determind el punto de corte con el indice de
Youden bajo la férmula IY = sensibilidad + especificidad —1 y se tomo el
valor més cercano a 1; se clasifico los resultados obtenidos con el
inmunoensayo para cada una de las muestras segun el indice de Youden en
positivo y negativo. El analisis de correlacion (regresion lineal) se realizo
determinando los coeficientes de correlacion (R2) y su significancia estadistica
asociada (valor de p). Las diferencia entre los datos cuantitativos se evaluacion
la prueba de ANOVA, la significancia estadistica se consideré para valores de p
< 0,05.

21



RESULTADOS

Obtencion y purificacion de las proteinas E2 y NS2 del VHC

Desde que se inicid el uso y la implementacion de las proteinas recombinantes
en especial aquellas provenientes de agentes infecciosos, se han incrementado
los avances en los estudios de sus funciones y participacion en el desarrollo de
importantes enfermedades, de esta manera y a través de mdltiples ensayos in
vitro se ha logrado determinar en parte que las proteinas E2/NS2 juegan un
papel fundamental en la estructura, variabilidad, replicacién e inmunopatogenia
del VHC. Por esta razon, se decidié obtener la proteina pura empleando la
obtencion y purificacion por medio de la sintesis de proteinas E2/NS2
recombinantes, utilizando E. coli como sistema de expresiéon debido a su
facilidad de manipulacion genética, la sencillez y la gran versatilidad por su
capacidad de producir una apropiada cantidad de proteina. Seguido de la
purificacion de las proteinas, que se llevé a cabo, a través de una columna
cromatografica de afinidad al niquel mediado por los residuos de 6-histidina

incluidos en las proteinas recombinantes.

La elucion de la proteina de la columna se realiz6 mediante el uso de una
solucion de EDTA 100Mm a pH 4. Como resultado se obtuvieron 8 fracciones
de 3ml cada una, para luego analizarlas en gel de electroforesis. La corrida
electroforética de la proteina E2 se muestra en la figura 5, y se evidencia que la
mayor cantidad de proteinas después de la elusibn se recolecto en las
fracciones de la 1 a la 5, sustentado ademas por las absorbancias obtenidas en
estas fracciones (ver figura 6). Asi mismo, en la figura 7 se puede destacar la
obtencion pura de la proteina NS2, ubicada en las fracciones de la 1 a la 7,
validada por las absorbancias post-elucion de cada una de las fracciones

mostradas en la figura 8.

Las muestras 2-6 fueron agrupadas para el proceso de didlisis y posterior
liofilizacion, en la figura 9 se evidencia la corrida Unica en gel de electroforesis
SDS-PAGE vy tincibn con azul de Coomasie realizadas con las fracciones
obtenidas luego de la didlisis y liofilizacion realizada para comprobar la

identidad de la proteina.
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Figura 5 Corrida electroforética de las fracciones colectadas luego de la
elucién y el lisado total post inducciéon. Se indica el patréon de peso
molecular y la flecha sefiala la proteina purificada. Los nameros 4-8 indican las
fracciones obtenidas posteriores a la elucién de la Proteina E2

Absorbancias post-elucién de E2-VHC
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Figura 6 Densidades Opticas de las fracciones proteicas obtenidas

durante el proceso de purificacion.
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Figura 7 Corrida electroforética de las fracciones colectadas luego de la
elucién y el lisado total post induccidon. Se indica el patron de peso
molecular y la flecha sefiala la proteina purificada. Los nimeros 4-10 indican

las 7 fracciones obtenidas posteriores a la elucion de la Proteina NS2
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Figura 8 Densidades dpticas de las fracciones proteicas obtenidas
durante el proceso de purificacion
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La caracterizacion fisico-quimicas de la proteina E2 se constata en la tabla 1 y
comparando el coeficiente de extincion molar 1.mg/ml correspondiente a una
densidad oéptica de 2.381 a 280 nm; se dedujo que la cantidad de proteina

purificada fue 1.322mg/dl debido que obtuvimos una densidad Optica de 1,8.

De igual forma, NS2 caracterizada por tener un peso molecular de 25kD y ser
de una proteina de 229 aminoacidos, segun el coeficiente de extincion molar
1mg/ml perteneciente a una densidad Optica de 2.191 a 280nm (ver tabla 2);

pudimos cuantificar la cantidad de proteina purificada fue de 2.191mg/dl .

Tabla 1 Propiedades fisico-quimicas del E2-VHC

Caracteristicas Secuencia

Peso molecular 30kDa Aethvtggsagrttaglvgllitpg
akgniglintngswhinstalnc

Numero de residuos 279
nesintgwlaglfyghkfnssg
Carga 7,0 cperlascrritdfaqgwgpisy
oo .. .. angsglderpycwhypprpc

Punto isoeléctrico 7,9028 ) S VRC VPRI

givpaksvcpvycfpspvvvgt
Coeficiente de extincion 72880 tdrsgaptyswgandtdvivin
molar (A280) ntrpplgnwfgctwmnstgftk
vcgappcviggvgnntlicptd

Coeficiente de extincion 2.381

cfrkhpeatysrcgsgpwitpr
molar (A280) 1mg/ml =

cmvdypyrlwhypctinytifkv
Improbabilidad de ubicarse 0,956 rmyvggverleaacnwtrger
en los cuerpos de inclusién cdledrdrsels
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Tabla 2 Propiedades fisico-quimicas del NS2-VHC

Caracteristicas Secuencia

Peso molecular 25 kDa
Numero de residuos 229 Mrgshhhhhhgsldtevaas
cggvvivglmaltlsppyykryi
Carga 13,5 swclwwlqyfltrveaglhvwy
Punto isoeléctrico 9.6325 pplnirggrdavillmcavhptlv
fditklllavfgplwllgaslikvpy

Coeficiente de extincion 55920

fvrvggllricalvgkmagghyv

molar (A280) gmviirigaltgtyiynhitpldw

Coeficiente de extincion 2.191 ahnglrdlavavepvifsrmet

molar (A280) 1Img/ml = klvtwgadtaacgdiinglpsar

— . rgreillgpadmvsgwrll
Improbabilidad de ubicarse 0,751

en los cuerpos de inclusion

Lanes:
a) PM
b) E2
c) NS2

Figura 9. Corrida electroforéticas y tincion con azul de coomasie de las
proteinas E2 (b) y NS2(c). Posterior a la dialisis y liofilizacion, patron de peso

molecular y la flecha de la derecha indican las proteinas puras.
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Cuantificacion de la carga viral

La cuantificacion de la carga viral a las 16 muestras seleccionadas se realiz6

mediante la técnica de PCR en tiempo real, obteniendo la concentracién en
copias/ml (ver figura 10).

40000,00-

30000,00-

20000,00-

10000,00-

Carga viral (UI/mI)

00— —p—

-10000,00

nelg pés
Figura 10 Promedio e intervalos de confianza de las cargas virales
cuantificadas en pacientes y controles

Valoracién diagndéstica del ensayo inmunoenzimético

Una vez realizado el ensayo inmunoenzimatico se procedié a determinar la
validez diagnostica de las proteinas E2/NS2 en pacientes infectados crénicos
por VHC y en pacientes sanos, en comparacion con la prueba casera, en la
figura 1la y 11b se muestran los valores de densidades Opticas de cada
muestra implementada (11a E2 y 11b NS2). Teniendo en cuenta los valores y
de los dos grupos de individuos evaluados, se elaboré la curva de operador
receptor (ROC) para cada proteina. En la figura 12, muestra el comportamiento
de la proteina E2, en este caso el area bajo la curva fue de 0,957, indicativo de
gue el ensayo puede diagnosticar a los individuos correctamente en un 95% de
los casos, ademas mediante las coordenadas de la curva ROC se pudo
determinar que el punto de corte para E2, es de 0,256, mediante la aplicacién
del indice de Youden.
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95% E2
95% NS2

neg pos neg pos

Sueros Sueros

Figura 12 Valores de absorbancia de los individuos evaluados mediante
el ensayo inmunoenzimatico con las proteinas E2 (2a) y NS2 (2b).
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1 - Especificidad

Figura 11 Curva operador-receptor (ROC) para la deteccién de pacientes
infectados crénicos mediante el ensayo inmunoenzimatico con proteina E2-
VHC. Area bajo la curva: 0,956
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Prueba casera del IDIC

o0

E2
Figura 13 Anélisis de correlacion entre las absorbancias de la proteina

E2 y las absorbancias de la prueba casera disefiada en el IDIC. Valor
de P =0,243

Del mismo modo en la figura 13, para la proteina NS2, se determiné el area
bajo la curva de 0,856, lo que indica que el ensayo puede diagnosticar a los
individuos correctamente en un 85% de los casos, también gracias a las
coordenadas de la curva ROC se pudo determinar un punto de corte de 0,240 a

través de indice de Youden.
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Figura 14 Curva operador-receptor (ROC) para la deteccién de pacientes
infectados cronicos mediante el ensayo inmunoenzimatico con proteina
NS2-VHC. Area bajo la curva: 0,806

Seguidamente se determiné la existencia de correlaciones entre los valores de
absorbancia de E2 y NS2, con la carga viral y con el de las pruebas caseras.
En la figura 14 se evidencia la comparacion entre las absorbancias de la
proteina E2 con las absorbancias de la prueba casera disefiada en el IDIC. La
aplicacion del ANOVA, nos indica que no existe correlacion (p = 0,243),
comportamiento similar fue evidenciado con NS2 (p= 0,617), ver figura 15. Es
decir que los valores individuales de cada una de las proteinas, no se

correlacionan con la sumatoria de las proteinas utilizadas en el kit casero
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Prueba casera del IDIC

NS2
Figura 15 Analisis de correlacion entre las absorbancias de la
Proteina NS2 y las absorbancias de la prueba casera disefiada en el
IDIC. Valorde P =0,617

El andlisis de correlacion entre las densidades Optica del anti-E2 con la carga
viral, reflej6 un coeficiente de correlacion de Pearson de 0,476 y un valor de p
de 0,063. (Ver figura 16), que a pesar de no ser significativo, posiblemente por
el bajo nimero de pacientes estudiados, pudiera indicar una tendencia entre
los niveles de anticuerpos contra la proteina de envoltura 2 y el nivel de
replicacién viral. El caso de NS2, se muestra en la figura 17, donde se observa
la relacién de las densidades épticas del inmunoensayo del anti-NS2 con las
cargas virales de los pacientes. En este caso la R fue 0,535 y el valor de la p
fue de 0,03.
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00 T T T

Carga viral

Figura 16 Analisis de correlacion entre las absorbancias de la
Proteina Ns2 y CV. Valor de p = 0,063
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Figura 17 Andlisis de correlacion entre las absorbancias de la
Proteina NS2y CV. Valor de p = 0,033

Por ultimo, en la Tabla 3 se refleja la correlacion de las proteinas E2 y NS2 con
la Prueba Casera contra VHC, con la Carga Viral y la correlacion entre si,
destacando una correlacion entre las proteinas con R: 0,885 y p: 0.000. Lo

cual evidencia una significancia estadistica importante entre nuestras

proteinas.
Tabla 3. Correlaciones de las Proteinas E2 y NS2
Absor
Prueba
E2 NS2 CV casera
E2 Correlacion de Pearson 1 ,885 476 ,443
Sig. (bilateral) ,000 ,063 ,086
Suma de cuadrados y 2,340 4,198 72929,698 1,173
productos vectoriales
Covarianza ,156 ,280 4861,980 ,078
N 16 16 16 16
NS2 Correlacion de Pearson ,885 1 ,535 ,353
Sig. (bilateral) ,000 ,033 ,180
Suma de cuadrados y 4,198 9628  166552,268 1,898
productos vectoriales
Covarianza ,280 ,642 11103,485 ,127
N 16 16 16 16
CcVv Correlacion de Pearson 476 ,5635 1 ,300
Sig. (bilateral) ,063 ,033 ,259
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Suma de cuadrados y

10050105995,0

. 72929,698 166552,268 52077,000
productos vectoriales 00
Covarianza 4861,980 11103,485| 670007066,333| 3471,800
N 16 16 16 16
Absorbancia  Correlacién de Pearson 443 ,353 ,300 1
Prueba Sig. (bilateral) ,086 ,180 ,259
casera Suma de cuadrados y 1,173 1,898 52077,000 32,016
productos vectoriales ' ' ! '
Covarianza ,078 ,127 3471,800 ,250
N 16 16 16 129

**_La correlacion es significativa en el nivel 0,01 (2 colas).
*. La correlacion es significativa en el nivel 0,05 (2 colas).
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DISCUSION

En este trabajo se lograron obtener las proteinas recombinantes E2 y NS2 del
VHC totalmente puras con propiedades antigénicas intactas para asi
determinar su utilidad en pruebas diagnésticas como el inmunoensayo ligado a
enzima (ELISA) en pacientes infectados cronicos. Luego de evaluar cada
proteina por separado utilizando las curvas operador-receptor (ROC), se
evidencio que las proteinas tienen alta especificidad (100%), sin embargo, por
si solas tienen una sensibilidad inferior al 92%, por lo que no todos los
individuos seronegativos a E2 0 a NS2, indican que estan sanos, de hecho no
conseguimos correlacion entre las absorbancias de la prueba casera de
realizada en IDIC con estas proteinas E2/NS2 individualmente, pero si con los
niveles de carga viral, lo que pudiera sugerir su asociacion con actividad
replicativa del virus, bien sea como mecanismos de respuesta del hospedador
para evitar la entrada del virus a su células blanco o como parte de los
mecanismos de induccién de citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos

(ADCC) para eliminar células infectadas.

El virus de la hepatitis C (VHC) es un virus hepatotropico de ARN de una sola
hebra, pequefio y envuelto, de la familia Flaviviridae, transmitido por via
parenteral que a menudo causa una infeccion crénica, que puede progresar a
cirrosis y carcinoma hepatocelular "*®. Su genoma viral de 9,6 kb de largo
esta flanqueado por 2 regiones no traducidas en sus extremos 5'y 3' y contiene
un unico marco de lectura abierto que codifica una poliproteina de
aproximadamente 3000 aminoacidos. Las proteinas estructurales, que forman
la particula viral, incluyen la proteina del nacleo y las glicoproteinas de la
envoltura E1 y E2. Las proteinas no estructurales incluyen las proteinas p7,
NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A y NS5B *.

E2 es una glicoproteina que muestra grandes variaciones entre los genotipos
del VHC y contiene una secuencia de 27 aminoacidos en su término amino,
gue es altamente variable y se designa como la region hipervariable 1 o
HVR1.82%% pero a su vez posee regiones conservadas esenciales para facilitar
las interacciones con los receptores de la célula huésped durante la entrada del

virus.®*®” Se ha informado que la interaccién de E2 con CD81 en células B o T
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produce una agregacion de células B. Adicionalmente, estas regiones son unos
de los principales objetivos de los anticuerpos neutralizantes (bNAb) 2% | Y se
ha demostrado que los anticuerpos ampliamente neutralizantes se desarrollan
méas rapidamente y en titulos mas altos en individuos con infeccién aguda .
Ademas, los anticuerpos anti-E2 tienen propiedades aditivas que aumentan la

neutralizacion cruzada de cepas heterologas de varios genotipos de VHC

Asi mismo la proteina E2 puede activar citotoxicidad celular dependiente de
anticuerpos (ADCC) importante en la proteccion contra las infecciones virales %
0 para prevenir la union y la captacion de particulas virales estos anticuerpos
especificos pueden unirse a los antigenos viricos presentes en la superficie
celular ®+%2, Estos anticuerpos contra E2 se han evidenciado sus presencias
tanto en la fase aguda como en la fase crénica de la infeccién %%. Es por ello
gue se destaca la importancia de incluir la proteina E2 en pruebas serolégicas

para una estrategia de diagndstico y pronostico eficaz °.

En el caso de NS2 es una proteina de 217 aminoacidos, que ademas de la
actividad de autoproteasa, tiene un papel independiente en el ensamblaje viral

temprano, envoltura, maduracién y liberacion®*®.

Comprende un dominio
transmembrana N-terminal que consta de tres segmentos transmembrana
supuestos (TMS) y un dominio citoplasmatico C-terminal que reside en la cara

R%% E| gltimo de los cuales contiene la

citoplasmatica de la membrana E
actividad de autoproteasa de cisteina. La actividad de la enzima esta codificada
dentro de NS2 pero se ve reforzada por elementos del extremo N de NS3. La
division NS2-NS3 es esencial en el ciclo de vida del virus. Aunque NS2 no
desemperia un papel directo en el proceso de replicacién del genoma de NS3,
se requiere una funcion mediada por NS3 que es esencial en el establecimiento
de complejos de replicacién.®® por su parte, las interacciones de NS2 con
proteinas estructurales (E1 y E2) y no estructurales (p7, NS3-4A y NS5A)
sugieren que NS2 podria actuar como un mediador central en el ciclo de vida
del VHC al atraer proteinas virales a la replicacion y al ensamblaje del virus. De
esta manera, se confirma que estas proteinas E2 y NS2 interactian juntas en

el contexto del virus®’.

36



Los antigenos no estructurales presentan el antigeno viral mas conservado
genéticamente de tal forma que permite detectar varios genotipos del virus; lo
gue es de gran importancia para las pruebas diagnosticas, debido a que en el
pais cohabitan diferentes genotipos del VHC. Asi como también es una enzima
clave esencial para el ciclo de vida viral, por lo que es una excelente molécula
candidata para el desarrollo de terapias antivirales y vacunas contra la

infeccion por el VHC'®,

La alta tasa de mortalidad como consecuencia de la infeccién crénica por el
VHC y sus secuelas ya sea por cirrosis hepatica o carcinoma hepatocelular han
conllevado al desarrollo de nuevas técnicas que ayuden a la deteccién precoz
de la infeccidon, en la actualidad las proteinas E2 y NS2 ha sido objetos de
estudios y a pesar de que existen pocos datos sobre su utilidad para el
prondstico, diagnodstico, los estudios revelan que pudieran utilizarse en el
manejo de pacientes infectados, dado que las proteinas E2/NS2 aportan una
alta especificidad y sensibilidad, y su relacion con la carga viral, debido a esto
profundizar en los hallazgos de nuestro estudio es de vital importancia a fin de
aporta nuevas alternativas de seguimiento y pronostico frente la infeccion por el
VHC.
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CONCLUSIONES

El trabajo de investigacion realizado y los resultados obtenidos permiten llegar

a las siguientes conclusiones:

1. El sistema elegido para la obtencion y purificacion de la proteinas
recombinantes E2 y NS2 fue el ideal debido a que la proteina purificada
conservo sus propiedades antigénicas intactas.

2. Las proteinas E2 y NS2 individualmente son especificas pero poco
sensibles para el diagnéstico de infeccion de VHC
Existe una relacion estrecha entre nuestras proteinas estudiadas.

La importancia de obtener proteinas recombinantes E2 y NS2
purificadas radica en que puede convertirse en una valiosa herramienta
para el estudio de la infeccion por VHC, ya que los anticuerpos contra
estas proteinas pueden ser utilizados como marcadores serolégicos de
diagnostico de infeccion en fase cronica por VHC, asi como también

para fines terapéuticos contra la infeccion.
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RECOMENDACIONES

. Continuar las investigaciones con respecto a las utilidades de E2 y
NS2 en la infeccion en VHC

. Seria interesante determinar el papel de estos anticuerpos como
predictor de respuesta antiviral y marcador de progresion.

. Extender los estudios relacionados con las proteinas E2 y NS2 en la
infeccién croénica por el VHC

. Ampliar la poblacién de estudio en los futuros trabajos de

investigacion.
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