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RESUMEN

El virus del Zika (ZIKV) perteneciente a la familia Flaviviridae se transmite
generalmente mediante artropodos, aunque también por contacto sexual y de forma
vertical durante el embarazo. Este es un virus de RNA monocatenario positivo el cual
da lugar a tres proteinas estructurales (proteinas C, M, y E) y siete no estructurales. El
problema principal de este patdgeno radica en la asociacion con el desarrollo de
microcefalia en nifios y el desarrollo del sindrome de Guillain-Barré en adultos, siendo
ambas las complicaciones mas graves de la infeccion. Dada esta situacion, en 2106
La Organizacion Mundial de la Salud lo declaré un problema grave de salud publica a
nivel mundial, lo que hace que el desarrollo de vacunas sea una tarea urgente para
abatir el impacto de este patdgeno. En la actualidad, no hay vacunas aprobadas para
Su uso en humanos o tratamientos médicos especificos, y ambos aspectos suponen
metas relevantes para la investigacion biomédica.

En este trabajo se evaluaron diferentes métodos para la propagacion,
inactivacion y purificacion del virus del Zika a partir de un clon infeccioso ZIKA-ICD
aislado de la cepa Paraiba_01/2015 en Brasil. La produccion viral se realizé en la linea
celular Vero E6 y se demostro que ZIKV-ICD induce vacuolizacion citoplasmatica
masiva; mediante ensayo en placa se comprobd que la propagacion viral se da de
forma similar en DMEM y Opti-MEM. Sin embargo, el virus producido en Opti-MEM y
purificado por ultracentrifugacion exhibié una adecuada pureza. Por otra parte, se
demostré que las particulas virales se inactivan por completo, cuando se exponen con
formaldehido al 0.02% durante 15 dias a 22°C. Finalmente, mediante dot blot y SDS-
PAGE se identifico la presencia de la proteina E con un peso de =67 kDa. En conjunto,
nuestro trabajo propone una alternativa de propagacion, purificacion e inactivacion del
virus Zika, la cual, puede formar parte de una formulacion vacunal contra este

patdgeno.

Palabras clave: ZIKV, proteina E, DMEM, Opti-MEM, células Vero EG6, formaldehido,

ultracentrifugacion.
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ABSTRACT

Zika virus (ZIKV) belongs to the Flaviviridae family and is generally transmitted
by arthropods, sexual intercourse and vertically during pregnancy. It has a positive
single-stranded RNA genome that gives rise to three structural proteins (proteins C, M,
and E) and seven non-structural proteins. The main problem of this pathogen relies on
its association with the development of microcephaly in children and the development
of Guillain-Barré syndrome in adults as the most serious complications of Zika infection.
Given this situation, in 2106 The World Health Organization declared it a serious public
health problem worldwide, which makes the development of vaccines to combat the
impact of this pathogen an urgent task. Currently, there are no vaccines approved for
the use in humans or specific medical treatments, which are relevant goals for

biomedical research.

In this work, different methods for the propagation, inactivation, and purification
of the Zika virus from an infectious ZIKA-ICD clone isolated from the Paraiba_01/2015
strain in Brazil were evaluated. Viral production was performed in the Vero E6 cell line,
and it was demonstrated that ZIKV-ICD induces massive cytoplasmic vacuolization; by
plague assay, it was proved that viral propagation occurs similarly in DMEM and Opti-
MEM. However, the virus produced in Opti-MEM and purified by ultracentrifugation
exhibited better purity. Moreover, it was demonstrated that the viral particles were
completely inactivated when exposed with 0.02% formaldehyde for 15 days at 22°C.
Finally, by using dot blot and SDS-PAGE we identified the presence of the E protein
with a molecular weight of =67 kDa. Overall, our work proposes an alternative for
propagation, purification, and inactivation of the Zika virus, which can be part of a

vaccine formulation against this pathogen.

Keywords: ZIKV, E protein, DMEM, Opti-MEM, Vero E6 cells, formaldehyde,

ultracentrifugation.
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l. INTRODUCCION
Los flavivirus pertenecen a la familia Flaviviridae. Estos son virus con geometria

icosahédrica envueltos de genoma de RNA monocatenario de sentido positivo, los
cuales se transmiten generalmente mediante artropodos. Dentro de las 53 especies
gue comprende este género, se encuentra el virus del Zika (ZIKV), el virus del dengue
(DENV), el virus de la fiebre amarilla (YFV), el virus del Nilo Occidental (WNV) vy el

virus de la encefalitis transmitida por garrapatas (TBEV) (Javed et al., 2018).

El ZIKV se transmite principalmente por el mosquito Aedes Aegypti, siendo ese
artrépodo el vector de multiples enfermedades de importancia internacional. El brote
mas grande de la historia ocurrié en Brasil del 2015; gracias a este brote la infeccion
causada por este virus se asocidé con un aumento en el nimero de malformaciones
congénitas en recién nacidos (por ejemplo, microcefalia) y con el desarrollo del
Sindrome de Guillain-Barré en adultos (Javed et al., 2018; Nazerai et al., 2019). Dada
esta situacion en 2106 La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) lo declaré un
problema grave de salud publica a nivel mundial, lo que hace una tarea urgente el

desarrollo de vacunas que abata el impacto de este patdégeno (WHO, 2021).

En la actualidad no hay vacunas aprobadas para su uso en humanos o
tratamientos especificos, lo cual supone una meta relevante para la investigacion
biomédica. La mayoria de las vacunas empleadas en la actualidad para combatir las
enfermedades infecciosas se administran por via parenteral. Sin embargo, esto
requiere personal capacitado y dispositivos estériles para su aplicacion, causan
molestias al paciente y tienen un costo elevado de produccién (Rosales-Mendoza &
Gonzélez-Ortega, 2019).

Teniendo en cuenta que la mayoria de los patdgenos inician la infeccion en las
superficies de mucosas (tracto respiratorio, intestinal y genital), el proteger estos
tejidos mediante la induccion de la respuesta inmune humoral a nivel local en los
compartimentos de mucosas es una meta de gran relevancia para la vacunologia
(Miquel-Clopés et al., 2019; Rosales-Mendoza & Gonzalez-Ortega, 2019). Uno de los

sitios mas atractivos para la vacunacion de la mucosa es la ruta intranasal, ya que, a



diferencia de la ruta oral, el antigeno no es expuesto al pH extremo estomacal ni a las
enzimas digestivas; lo que permite usar dosis mas bajas de antigeno y lograr una
mayor eficacia. El uso de adyuvantes especificos es otro requerimiento para el disefio
de vacunas de mucosas exitosas, siendo la toxina del colera y toxina termo-labil de E.

coli dos ejemplos prominentes (Miquel-Clopés et al., 2019).

. ANTECEDENTES

[I.I Historia, estructura, sintomas, vias de transmision y enfermedades

relacionadas con el Virus del Zika

El ZIKV se aisl6 por primera vez en 1947 a partir de un mono Rhesus (Macaca
mulatta) en Uganda. El primer brote en humanos se notificé en 2007 en la Isla Yap,
infectando aproximadamente al 70% de la poblacion; el niumero de contagios
incremento en 2013, cuando la Polinesia Francesa reportd casos con infecciones
graves. Sin embargo, el brote mas importante sucedié en Brasil del 2015, méas de 1.5
millones de personas fueron infectadas. A partir de ese afio, este virus se consider6

un problema de salud grave (Kindhauser et al., 2016).

El Zika es un arbovirus (arthropod-borne-virus), pertenece a la familia
Flaviviridae, del género flavivirus. Es un virus de tipo icosahédrico envuelto y RNA
monocatenario positivo con un tamafio aproximado de 11 kb, el diametro de su viridn
es entre los 50-60 nm y su genoma codifica para una poliproteina que da lugar a tres
proteinas estructurales (proteinas C, M y E) y siete no estructurales (proteinas NS1,
NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B, NS5) (Javed et al., 2018).

Se ha documentado la presencia de tres linajes predominantes: Africa
Occidental, Africa Oriental y asiatico. Aunque, la cepa africana es la mas virulenta, la
infeccion no se ha relacionado con algun defecto congénito; por el contrario, la cepa
asiatica es menos virulenta y se ha asociado con defectos congénitos del Sistema
Nervioso Central y con posibles alteraciones cognitivas en adultos (Beaver et al.,
2018).



El ZIKV se transmite principalmente por la picadura del mosquito Aedes aegypti,
pero, se ha informado que existen otras formas de transmision: via sexual, via vertical
y transfusion sanguinea (Nazerai et al., 2019). Aproximadamente el 80% de las
infecciones son asintomaticas y el 20% presenta manifestaciones leves: o0jos
enrojecidos, dolor de cabeza, sarpullido, conjuntivitis, fiebre, dolor muscular, y dolor en
las articulaciones. Estos sintomas duran de 2-7 dias y el periodo de incubacién oscila
entre 3-12 dias (Poland et al., 2018).

Uno de los problemas mas importantes relacionados a este patdgeno radica en
la asociacion con el desarrollo de microcefalia en nifios y el desarrollo del Sindrome
de Guillain-Barré en adultos, siendo ambas las complicaciones mas graves de la
infeccion (Javed et al., 2018). En México, de 2015 a 2020 la Secretaria de Salud
registr6 12,980 casos de Zika, de los cuales, 7,145 se presentaron en mujeres
embarazadas, 56 de estos estan relacionados al desarrollo de malformaciones
congénitas, en su mayoria microcefalia y 19 con Sindrome de Guillain-Barré (Salud,
2021).

I.I Vacunas candidatas en desarrollo contra el Virus del Zika

A pesar de que este arbovirus se ha convertido en una preocupacion para la
salud publica, actualmente no existen tratamientos especificos para interrumpir el ciclo
viral; todos los tratamientos se han centrado en aminorar los sintomas (Javed et al.,
2018).

A partir del brote en Brasil, la lucha por descubrir un tratamiento terapéutico y/o
profilactico contra este patégeno ha llevado a grupos de investigacion de todo el
mundo a aunar esfuerzos para combatir la infeccidon. Las investigaciones realizadas
para el desarrollo de vacunas contra el virus del dengue, el virus de la fiebre amarilla
y el virus de la encefalitis japonesa han servido de base para el disefio de vacunas
candidatas contra este virus (Poland et al., 2018). Por lo tanto, la eleccion de una

plataforma vacunal adecuada es fundamental para garantizar su eficacia y seguridad.



La investigacion y el desarrollo de candidatos vacunales contra este virus
incluye una variedad de plataformas: vacunas vivas atenuadas, inactivadas, acidos
nucleicos, vectores virales y particulas similares a virus (Pattnaik et al., 2020). El
panorama mundial de las vacunas contra ZIKV de acuerdo con la OMS, a finales de
2020, incluye 20 candidatos en ensayos clinicos, de los cuales 18 se encuentran en
fase |y 2 en fase Il (Tabla 1) (Castanha & Marques, 2020; Pattnaik et al., 2020; WHO,
2020). Es importante indicar, que el 100% emplea la via de administracién parenteral
y aproximadamente el 35% utiliza sales de aluminio como adyuvante.

Tabla 1. Vacunas candidatas contra Virus del Zika en desarrollo

Fase de

Plataforma Nombre Numero de registro Instituto/ compafiia
ensayo
DNA VRC5283 NTC03110770 NIAID
Il
RNA mMRNA-1325 NCT03014089 Moderna
RNA MRNA-1893 NCT04064905 Moderna
GLS-5700 NCT02809443 GeneOne Life Science
Inc./ Inovio
VRC5288 NCT02996461
NIAID
VRC5283 NCT02840487
Ad26.ZIKV.001 NCT03356561 Janssen Vaccine and
Prevention B. V
MV-ZIKA-RSP NCT04033068 o
Vectores Themis Bioscience GmbH
virales MV-ZIKA NCT02996890
] NCT04015648 ] ]
| ChAdOx1 Zika Universidad de Oxford
NCT04440774
Virus rZIKV/D4A30-713 NCT03611946 NIAID
atenuado
NCT02963909
NCT02952833
ZPIV NIAID/ BIDMC
NCT03008122
_ Virus NCT02937233
inactivado
PIZVITAK-426 NCT03343626 Takeda Pharmaceutical
VLA1601 NCT03425149 Valneva Austria GmbH
BBV121 CTRI/2017/05/008539 Bharat Biotech

NIAID: Instituto Nacional de Alergias y Enfermedades Infecciosas de los EE. UU.; BIDMC: Centro Médico Beth
Israel Deaconess



Una de las vacunas mas promisorias que se encuentran en fase Il es la vacuna
VRC5283 (NTC03110770), desarrollada por el Instituto Nacional de Alergias y
Enfermedades Infecciosas de los EE.UU. (NIAID). Esta se basa en la construccion de
un plasmido de DNA que codifica las secuencias virales de la prM-E. Los ensayos
preclinicos demostraron que la inmunizaciéon en monos Rhesus genera anticuerpos
neutralizantes contra el virus, ademas de que en ratones inmunodeprimidos se genera
una protecciéon durante el embarazo y contra la transmision vertical (Pattnaik et al.,
2020). Asimismo, se tiene una vacuna basada en RNA mensajero desarrollada por
Moderna, mRNA-1325 (NCT03014089), la cual codifica para la proteina prM-E. Los
ensayos de fase | demostraron que la inmunizacion en adultos sanos genera altos
niveles de anticuerpos neutralizantes después de la segunda dosis y ademas no
presenta efectos adversos graves (Castanha & Marques, 2020).

[I.IIl Vacunas inactivadas aprobadas para uso comercial y procesos implicados

para su desarrollo

Las bases de la inmunizacion con preparaciones de virus inactivados se
establecieron a finales del siglo XIX cuando Pasteur inactivé parcialmente el virus de
la rabia. Sin embargo, el desarrollo de vacunas de virus inactivados fue detonada por
el uso de cultivos celulares in vitro como sistemas de replicacion viral, lo que permitid

la produccién de virus a gran escala (Sanders et al., 2015).

Las vacunas de virus inactivados ofrecen las siguientes ventajas: poseen un
perfil de seguridad mas alto en comparacion que una vacuna viva atenuada (forma
debilitada del patégeno manteniéndolo viable), son menos reactogénicas, su
aprobacion regulatoria es relativamente sencilla, son de facil produccion y son de bajo
costo (Pattnaik et al., 2020). No obstante, algunos de los retos en el desarrollo de estas
vacunas son: la posible inactivacion incompleta del virus; la pérdida de epitopos de
neutralizacion tras la inactivacion, lo que puede conllevar a baja eficacia. Ademas, la

inmunogenicidad es baja, por lo tanto, se requieren multiples dosis y/o el uso de



adyuvantes para lograr una respuesta con altos niveles de anticuerpos neutralizantes
(Delrue et al., 2012).

Regularmente, el desarrollo de una vacuna viral inactivada sigue un esquema
general que comprende la produccion, purificacion e inactivacion. Anteriormente, la
produccion viral se realizaba en cultivos primarios, tejidos, huevos fertilizados o incluso
organismos completos. Uno de los principales problemas del uso de cultivos primarios
es la senescencia, lo cual limita el nUmero de pase a utilizar. Esto ha cambiado con el
paso del tiempo y la propagacion viral en lineas celulares se ha convertido en una
alternativa mas promisoria para la industria farmacéutica tanto en términos de costos
como en los procesos de produccién. También, el nimero de pase no es una limitante
y el uso de tecnologia de biorreactores representa una gran ventaja para la

propagacion a gran escala (Sanders et al., 2015).

La linea celular Vero se convirtié6 en el primer cultivo celular aprobado por la
OMS para la fabricacién de vacunas virales para uso humano. Son células epiteliales
aisladas del rifion de un mono verde africano Chlorocebus sabaeus que se han
derivado en tres sublineas: Vero 81, Vero 76 y Vero E6. Es una linea celular continua,
puede proliferar a través de muchos ciclos de divisidén sin envejecer, permitiendo asi
una caracterizacion celular extensa. Ademas, se cultivan de forma adherente, pueden
crecer en condiciones libres de suero, son consideradas no tumorigénicas y se han
utilizado en muchas areas de investigacion como virologia, bacteriologia, parasitologia

y toxicologia (Kiesslich & Kamen, 2020).

A diferencia de la mayoria de las células de mamiferos, las células Vero son
deficientes de interferébn a o B y por tanto son susceptibles a una gran variedad de
virus. Se ha documentado el uso de esta linea celular para la propagacion del Virus
del herpes simple, Virus de la varicela zoster, Virus vaccinia, Virus del dengue, Virus
de la encefalitis japonesa, Virus de la fiebre amarilla, Virus del Nilo Occidental, Virus
del Zika, Virus de la rubeola, Virus de chikungunya, Virus de la influenza, Virus sincitial
respiratorio, Virus de la rabia, Virus de la estomatitis vesicular entre otros (Kiesslich &
Kamen, 2020). Aunque en la actualidad existen otras lineas celulares (HEK-293,



PER.C6, CAP, AGE1.CR, EB66) para la produccion de vectores virales, la linea celular
Vero sigue siendo el sustrato de eleccion para la industria farmaceéutica (Kiesslich &
Kamen, 2020). De hecho, existen vacunas autorizadas derivadas de este tipo celular
contra diversos patdbgenos como rotavirus, poliovirus y algunos flavivirus (Barrett et al.,
2009).

La purificacidon es otro paso que comprende el disefio de vacunas que utilizan
virus inactivados. El objetivo principal es eliminar cualquier tipo de contaminante que
pudiera interferir en la respuesta inmunoldgica. Se han descrito algunas técnicas para
lograrlo, siendo la ultracentrifugacion, cromatografia de exclusion por tamafio y

centrifugacion en gradiente de sacarosa las mas empleadas (Sanders et al., 2015).

El proceso de inactivacion comprende agentes reticuladores, procedimientos
desnaturalizantes e irradiacion. Actualmente, se ha descrito el uso de una gran
variedad de agentes o procedimientos de inactivacién con fines vacunales. Algunos
ejemplos son: formaldehido, glutaraldehido, aldritiol, B-propiolactona, acido ascorbico,
derivados de etilenimina, peréxido de hidrégeno, pH, temperatura, luz ultravioleta, e
irradiacion gamma. Sin embargo, solo el formaldehido y la B-propiolactona se han
convertido en los agentes mas promisorios en la inactivacion de vacunas virales

humanas autorizadas (Delrue et al., 2012).

El formaldehido, o también conocido como formalina cuando es diluido en agua,
es el aldehido mas simple y se ha utilizado ampliamente como agente reticulador. En
una reaccion quimica, al tener un atomo de carbono central deficiente en electrones
actua como electrdfilo, por lo tanto, un nucledfilo puede atacar el carbono carbonilo
central provocando asi una adicion nucleofilica (PubChem, 2021). Su efecto provoca
una variedad de modificaciones (grupos metilol, bases de Schiff y puentes de metileno)
y ejerce su efecto tanto en el genoma como en proteinas. Estas Gltimas pueden en

consecuencia ser inactivadas, estabilizadas o inmovilizadas (Delrue et al., 2012).

Desde hace unos afos, diversos estudios han demostrado que el mecanismo

de accidon para lograr una inactivacion viral completa es un proceso complejo. En



primer lugar, el formaldehido reacciona con los grupos amino y tiol de los aminoacidos
y forma asi derivados de metilol. Posteriormente, los grupos metilol de los grupos
amino primarios al estar parcialmente deshidratados pueden generar bases de Schiff,
también llamadas iminas. Finalmente, para lograr una inactivacion, estas iminas
pueden reticularse con varios residuos de aminoacidos, por ejemplo: glutamina,
asparagina, triptéfano, histidina, arginina, cisteina y tirosina (Figura 1). No obstante,
este tipo de modificaciones no es suficiente para predecir todas las reacciones
causadas entre proteina-formalina (Metz et al., 2004).
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Figura 1.1: El mecanismo de accion comienza con la formacion de grupos metilol, el formaldehido
reacciona con los grupos amino de las proteinas; 2: los grupos aminos al estar deshidratados generan
bases de Schiff; 3: las bases pueden formar enlaces cruzados con varios residuos de aminoéacidos (por
ejemplo, tirosina) y generar un crosslinking (Modificado de Metz et al., 2004).

Existe una amplia gama de protocolos para realizar una inactivacion con
formaldehido y esto depende del tipo de patégeno en estudio, teniendo como variables
principales la concentracion, el tiempo y la temperatura. La primera es muy variada,
oscila entre el 0.08% y el 0.009%. Por otra parte, el tiempo de inactivacion varia en
horas, dias o meses, y éste debe de ser suficiente para garantizar una inactivacion
completa, pero no tan largo como para generar problemas con la inmunogenicidad.
Por ultimo, la temperatura ideal debe evitar una degradacion térmica, lo cual en general

se logra en un rango de 4-37°C (Sanders et al., 2015).



En la actualidad, existe una amplia variedad de vacunas inactivadas autorizadas
para su uso en humanos. Algunas de ellas comprenden: Poliovirus, Virus de la
hepatitis A, Virus de la encefalitis japonesa, Virus de la encefalitis transmitido por

garrapatas, Virus de la influenza y Virus de la rabia (Tabla 2) (FDA, 2021).

Tabla 2. Vacunas inactivadas autorizadas para uso comercial

_ Aggnte Virus Nombre Registro Compaifiia
inactivante
VAXELIS STN 121563 MSP Vaccine
. Company
Poliovirus
Pentacel STN 125145 Sanofi Pasteur
IPOL STN 103930
Havrix STN BL103475 GlaxoSmithKline
. Twinrix STN BL103850 Biologicals
Hepatitis A Merck Sh 2
erc arp
VAQTA STN BL103606 Dohme Corp
I;ncefalms Ixiario STN BL125280 Valneva Austria
. japonesa GmbH
Formaldehido —
Encefalitis Pfizer Ireland
transmitida por Ticovac STN 125740 .
Pharmaceuticals
garrapatas
Fluad STN 125510 .
Quadrivalent Seqirus Inc.
Agriflu STN 125297
Influenza ID Biomedical
FluLaval STN BL125163 Corporation of
Quebec
Fluzone STN BL103914 Sanofi Pasteur
Imovax STN 103931 Sanofi Pasteur
Rabia Rab-Avert STN BL103334 Novartis Vaccines
and Diagnostics
Afluria
- i ) STN BL125254
[B-propiolactona Quadrivalent
Influenza Segirus Pty Ltd.
Flucelvax STN BL125408 d y
Quadrivalent

Fluvirin STN BL103837




II. IV Clon de cDNA infeccioso del Virus del Zika (ZIKV-ICD)

El reto por combatir la enfermedad de Zika despertd el interés por utilizar
herramientas genéticas que permitieran comprender los mecanismos de infeccion viral
y con ello la implementacion de estrategias para el desarrollo de vacunas y terapias
eficaces. En 2016, el Instituto Nacional de Alergias y Enfermedades Infecciosas de
Estados Unidos generd un clon de cDNA infeccioso (ICD) del virus del Zika (ZIKV-ICD)
a partir de la cepa Paraiba_01/2015 en Brasil (GenBank KX280026) (Figura 2). La
construccion se baso en la insercion de secuencias de intrones en el marco de lectura
abierto de ZIKV. Los resultados demostraron que el ZIKV-ICD es infeccioso, estable,
no presenta diversidad mutacional, puede replicarse en diferentes condiciones, se
utiliza para la transfeccién en células HEK 293T vy, sobre todo, las células Vero pueden

utilizarse para la produccion de particulas virales (Tsetsarkin et al., 2016).

El clon ZIKV-ICD se ha aplicado en investigaciones relacionadas a la
transmision y neurocitotoxicidad principalmente. Por una parte, se demostro que ZIKV-
ICD se transmite de manera sexual y vertical en ratones Ragl”’ (AIR) y se localiza en
areas focales de células neuroprogenitoras del tejido del Sistema Nervioso Central
(Winkler et al., 2017). Asimismo, se evidencié que la placenta y el feto de ratones
deficientes en IFN tipo | presenta una mayor susceptibilidad a la infeccion por ZIKV-
ICD en etapas gestacionales tempranas (Jagger et al., 2017). Por otro lado, al realizar
la comparacion de ZIKV-ICD con un clon aislado de Uganda (MR766), se encontré que
la capacidad del virus para unirse, ingresar y replicarse en células gliales SNB-19 del
cerebro humano es menor que la cepa africana (Li et al., 2019).

lntn (2,711 nt) intron (8,882 nt) FNCR

RBZ

| S'NCR 7
D=f c[om | € [ 9nst [wsaa[wsam | wss [wsea[wsse [ @ wss

CG(9,887 nt) TERM

ZIKV-ICD (14,426 nt) BssHl

Ampicillin ® }—( p15A origin of replication
ACNR backbone ™

p

Figura 2. Construccion del plasmido ZIKA-ICD. NCR: region no codificante; RBZ: ribozima antigenémica
de HDV; TERM: sefial poli (A) / terminador RNA polll (Tomado de Tsetsarkin et al., 2016).
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[l. JUSTIFICACION

El virus del Zika es un problema de salud publica grave que necesita ser atendido para
disminuir la prevalencia e incidencia a nivel mundial. En la actualidad no hay
estrategias profilacticas o tratamientos especificos, lo cual representa una meta

relevante para la investigacion biomédica.

La inmunizacion via mucosas no ha sido explorada durante el desarrollo de vacunas
contra el Zika. El uso de formulaciones vacunales de Virus del Zika inactivado por la

ruta intranasal podria inducir una respuesta humoral neutralizante.

\Y2 HIPOTESIS

La produccion y purificacion del Virus del Zika en células Vero E6 dependera del tipo

de medio de cultivo y seréa no infeccioso al inactivarlo con formaldehido.
V. OBJETIVO GENERAL

Establecer un método para la produccion de Virus del Zika inactivado que permita

formular vacunas experimentales.

VI. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.- Propagar el Virus del Zika en la linea celular Vero E6 utilizando medio DMEM y
Opti-MEM.

2.- Evaluar distintas estrategias para la purificacion de ZIKV (centrifugacién a baja

velocidad, filtros Amicon, y ultracentrifugacion).

3.- Evaluar distintas condiciones para lograr la inactivacion de las particulas virales de
Zika empleando diferentes concentraciones de formaldehido.

4. Comprobar la inactivacion de ZIKV mediante un ensayo de conteo de placas.
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VIl.  MATERIAL Y METODOS

VII.I Cultivo y medio celular

La linea celular de mono verde africano Vero clona E6 fue donada por el
Laboratorio de Células Troncales Humanas de la Coordinacién para la Innovaciéon y
Aplicacion de la Ciencia y Tecnologia (CIACyT)-Facultad de Medicina de la
Universidad Autonoma de San Luis Potosi, se utilizo para propagar y cuantificar el

virus del Zika.

Las células se crecieron tanto en medio DMEM Gibco™ (Dulbecco’s Modified
Eagle Medium) con alto contenido de glucosa, suplementado con 1% de suero fetal
bovino (SFB) (Biowest) y 1% de antibidtico (Ab) penicilina-estreptomicina (Sigma
100X), como en medio Opti-MEM® | 1X (Gibco). Los cultivos celulares fueron

mantenidos a 37°C, con 95% de humedad y en una atmosfera del 5% de CO:..

VILII Virus del Zika generado por transfeccion mediante ZIKV-ICD

Los stocks virales utilizados para el protocolo de infeccion fueron generados por
transfeccion en células humanas HEK 293T a partir de un plasmido de cDNA
infeccioso (ICD) de ZIKV aislado de la cepa Paraiba Brasil, 2015 (GenBank KX280026)
(Tsetsarkin et al., 2016) mediante el método de fosfato de calcio. Los stocks fueron
donados por el Laboratorio de Células Troncales Humanas de la CIACyT-Facultad de
Medicina UASLP.

VILII Produccién del Virus del Zika empleando medio DMEM y Opti-MEM

Se sembré células Vero E6 en placas de 100 mm (NEST) a una densidad de
3x10° células/placa ya sea el caso con DMEM 1 % SFBy 1 % Ab, o con Opti-MEM, 24

h después cada placa fue inoculada con 3 mL de ZIKV-ICD a una multiplicidad de
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infeccion (MOI) aparente de 10 y se incubaron por 2 h con agitacion cada 10 min para

el proceso de absorcion viral.

El indculo fue retirado, a cada p100 se le coloc6 10 mL de DMEM o de Opti-
MEM y se dej6 incubando por 24 h. A los 1, 2 y 3 dias posteriores a la infeccion (dpi)
se realizo observacién microscopica para determinar el efecto citopatico. EI medio fue
recuperado por cada dpi y se le adicion6é 10 mL del medio correspondiente a cada

placa. Se incluy6 una placa control sin infeccion.

VII.IV Métodos de purificacion para Virus del Zika

Se emplearon tres métodos diferentes para la purificacion. (i) El protocolo de
centrifugacion a baja velocidad, que consistié en recuperar 50 mL de medio por cada
dpi, enseguida se filtr6 con unidades de PVDF de 0.22 um (Whatman uniflo) y se
guardo a 4°C. Todo el medio recuperado fue centrifugado a 5300 RFC por 15 °C
durante 16 h (Rayaprolu et al., 2018).

Por otra parte, se utilizaron filtros Amicon (Merck Millipore) de 100 kDa. De forma
similar, 50 mL de medio se recuperaron por cada dpi y se filtr6. A cada muestra se le

realizo una serie de centrifugaciones a 2000 RFC/ 8 min/ 7°C (ii).

Ultracentrifugacion empleando un cojin de sacarosa al 20% (iii). El medio de infeccion
fue recuperado vy filtrado por cada dpi. Se colocaron 5 mL de muestra y 500 pL de
sacarosa en cada tubo. Después, se ultracentrifugd a 80,000 rpm/ 4 °C durante 2 h'y
el pellet fue resuspendido en 500 pL de PBS 1X. Todas las muestras se almacenaron
a4 °C.

VII.V Protocolos de inactivaciéon viral empleando formaldehido
Para la inactivacion viral se utilizaron dos concentraciones de formaldehido

partiendo del stock al 37% (J.T. Baker). En la primera metodologia, al virus purificado
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se le coloco gota a gota formalina al 0.5% diluida en PBS 1X, consiguiendo una
concentracion final de formaldehido al 0.05%. Las muestras se incubaron por 49 dias

a 4°C y se almacenaron posteriormente a 4°C (Fan et al., 2015).

En el segundo protocolo, a cada muestra viral purificada se le adiciond gota a
gota formalina al 0.5% diluida en PBS 1X, conduciendo a una concentracion final de
formalina al 0.02%. El virus se incubd durante 15 dias a 22°C (Baldwin et al., 2018).
Las muestras se concentraron mediante filtros Amicon y mediante didlisis contra
polietilenglicol en polvo y finalmente se dializaron por 48 h con PBS 1X y se

almacenaron a 4 °C.

VII.VI Cuantificacion de titulos virales mediante ensayo en placa

Se sembraron 400,000 células Vero E6 con DMEM suplementado con 1% SFB
y 1% Ab en placas de 6 pozos (Corning™ costar®) y la infeccién se llevé a cabo a las
24 h de incubacion. Primero, a cada placa se le realiz6 un lavado con DMEM (1
mL/pozo), posteriormente, se preparo una serie de diluciones del stock viral por cada
muestra en base 10 (1x102, 1x103, 1x10%4, 1x10°, 1x10°y medio control) en un
volumen final de 600 pL. A cada pozo se le colocé gota a gota 450 pL de inéculo de la
dilucion correspondiente y se dejo incubar durante 2 h con agitacion cada 10 min.
Cumplido el tiempo de absorcion viral, el inodculo fue retirado y se agregé 3 mL/pozo

de carboximetilcelulosa al 1.6%. Las placas fueron incubadas durante 5 dias a 37°C.

Finalmente, las células fueron lavadas con DMEM (3 mL/pozo) y las placas se
incubaron por 10 min con agitacion cada 2 min tras lo cual el DMEM fue retirado para
proceder con la tincidon con cristal violeta durante 30 min a temperatura ambiente. Tras
un lavado con agua, se procedi6 a la cuenta de placas y las unidades formadoras de
placa (UFP) se calcularon con la siguiente formula:

UFPs Numero de placas

mL — (Factor de dilucién)(Volumen de indculo de infeccion)
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VILLVII Extraccion de RNA, sintesis de cDNA y PCR en tiempo real

Se empleo el kit de extraccion QIAamp® Viral RNA (QIAGEN) siguiendo las
instrucciones del fabricante. En un tubo de 1.5 mL se coloc6 140 uL de muestra y 560
uL de buffer AVL-AVE acarreador RNA e inmediatamente se agito en vortex por 15 s
y se incubd por 10 min a temperatura ambiente. A cada tubo se le adicion6 560 pL de
etanol y se agitd en vértex por 15 s. El siguiente paso consistid en colocar un tubo
colector en una columna, sobre la cual se hicieron pasar en dos ocasiones 630 pL de
la muestra previamente inactivada. El flujo de la muestra fue facilitado por
centrifugacion a 6,000 RFC por 1 min. Posteriormente, la columna fue lavada con 500
uL de buffer AW1 mediante centrifugacion a 6,000 RFC por 1 min. Enseguida a la
columna se le adicion6 500 pL de buffer AW2 y se centrifugd a 14,000 RPM por 3 min.
La fraccion eluida se desechoé y se hizo una centrifugacion a 20,000 RFC por 1 min.
Finalmente, la columna se coloc6 en un tubo colector de 1.5 mL y se le agrego 40 pL
de buffer AVE, y después de incubarlo por 1 min a temperatura ambiente, se centrifugé
a 6,000 RFC por 1 min para recuperar el RNA. Este paso de elusion se realizé dos

veces. Las muestras de RNA obtenidas se almacenaron a -80°C.

La cuantificacién absoluta del RNA viral se realizé con el 60 y el equipo Applied
7500 Real-Time PCR System. Se utilizé un volumen de reaccion final de 15 pL por
muestra conteniendo: 7.5 pL 2X One Step TB Green RT-PCR buffer, 0.6 uL Prime
Script | step enzyme mix, 0.06 pL PCR forward and reverse primers, 0.3 pL ROX
reference dye Il, 2.54 uL NFW y 4 uL de RNA. El protocolo de amplificacion comprendio
las siguientes etapas: 42°C/ 7 min para la transcripcion inversa, 95°C/ 10 s para la
desnaturalizacion inicial, 95°C/ 10 s para la desnaturalizacion, 60°C/ 1 min; 95°C/ 15 s
para el alineamiento y extension, 35 ciclos y 60°C/ 45 s; 95°C/ 15 s; 4°C/ 10 s para la

curva de disociacion.

Los oligonucledtidos empleados fueron: Sentido, GAGTGTGATCCAGCCGTTATT,
anti-sentido, CAGCCTCCATGTGTCATTCT.
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VII.VIII Electroforesis en gel de poliacrilamida

Las proteinas de ZIKV fueron separadas por electroforesis en gel de
poliacrilamida con dodecilsulfato de sodio al 10% (SDS-PAGE). En un tubo eppendorf
se coloco 20 pL de muestra y 4 uL de buffer de carga (Azul de bromofenol 1.5 mM,
DTT 500 mM, Glicerol 50%, SDS 35mM y Tris 1M, pH 6.8), enseguida, se incubaron
por 10 min a 95 °C. Posteriormente, en una celda de electroforesis vertical Mini-
Protean (Bio-Rad) las muestras fueron cargadas y se dejaron correr 1:30 h a 140 V.

Finalmente, se realiz6 una tincion con azul de Coomassie.

VII.IX Andlisis Dot blot

En una membrana de nitrocelulosa se colocé 10 pL de cada muestra, enseguida,
se lavo con PBS-Tween (3 veces/ 5 min) y se bloqueo con leche en polvo libre de grasa
al 5% en PBS 1X durante 2 h a temperatura ambiente. Posteriormente, la membrana
se lavé con PBS-Tween (3 veces/ 5 min) y se incub6 con el anticuerpo monoclonal de
raton 4G2 anti-flavivirus, clon D1-4G2-4-15 (EMD Millipore MAB10216) en dilucion
1:1000 durante 48 h a 4°C. Cumplido el tiempo de incubacion, la membrana se lavo
de nuevo con PBS-Tween (3 veces/ 5 min) y se incubd con el anticuerpo anti-raton de
cabra IRDye® 800CW (LI-COR® 925-32210) en dilucion 1:15000 por 2 h a
temperatura ambiente. Para finalizar, la membrana se lavé con PBS-Tween (3 veces/
5 min) y se revel6 en el equipo Odyssey CLx (LI-COR) empleando el programa Image-
Studio Version 5.2.
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VIIl. RESULTADOS

La linea celular Vero E6 presenta efecto citopatico al ser infectada con ZIKV con
DMEM y Opti-MEM

El desarrollo de sistemas de cultivo para la propagacion viral ha representado
una herramienta fundamental para los avances en investigacion y desarrollo de
vacunas contra virus. Uno de los aspectos mas relevantes es el uso de células en
monocapa para el cultivo de virus in vitro de forma relativamente facil y segura. En este
sentido, se utilizaron células Vero E6 para la propagacion viral dado que se trata de

una linea celular estable y bien caracterizada (Barrett et al., 2009).

Para comprobar que el clon de cDNA de ZIKV generado por transfeccion era
infeccioso, se monitore6 el efecto del indculo viral en células Vero E6 al dpi-1, dpi-2,
dpi-3 y dpi-4. Se observo que el efecto citopatico fue muy notorio a partir del dpi-2 tanto
en DMEM como en Opti-MEM (Figura 3y 4). En ambos casos, se observo la capacidad
de ZIKV de ocasionar modificaciones en la morfologia celular caracteristicos de muerte
celular y producir vacuolizacion citoplasmica en comparacién con los controles sin

infeccion (Figura 3y 4).

Figura 3. El ZIKV genera efecto citopatico en células Vero E6 tratadas con DMEM. A, By C: control
negativo a 10x, 20x y 40x, respectivamente, se observa muerte celular; D, E y F: células infectadas con
ZIKV-ICD a 10x, 20x y 40x, respectivamente, se observa muerte celular y vacuolizacion citoplasmica.
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Figura 4. El ZIKV genera efecto citopatico en células Vero E6 tratadas con Opti-MEM. A, B, C:
control negativo a 10x, 20x y 40x, respectivamente; en los cuales no se observa muerte celular; D, E 'y
F: cultivos sometidos a infeccién con ZIKV-ICD a 10x, 20x y 40x, respectivamente; se observa muerte
celular y vacuolizacién citoplasmica.

El ensayo en placa permitié determinar los titulos del Virus del Zika producido

Para determinar la cantidad de particulas virales contenidas en la produccién se
cuantificd los titulos virales mediante ensayo en placa. En todos los ensayos se
observo la formacién de placas en comparacion con los pozos control; asimismo, la
forma y el tamafio fueron similares en todos los casos y las placas formadas se logran
contar en las diluciones 1 x 107> y 1 x 107%. Ademas, se comprob6 que 5 dias de

exposicion a carboximetilcelulosa al 1.6% son suficientes para la formaciéon de estas.

En primer lugar, se recuperaron 50 mL de medio de infeccion DMEM por cada
dpi, obteniendo asi una produccién final en 200 mL. El titulo viral fue de 9.0 x 108
particulas virales infecciosas (PFU): 6.0 x 10° PFU se obtuvieron al dpi-2 y se
observaron 9 placas en la diluciéon 1 x 10~* (figura 5A); al dpi-3 y dpi-5 se formaron 3

placas en la dilucién 1 x 10~ y en ambos casos se cuantificaron 2.7 x 108 PFU (Figura
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5B y 5D); la produccion viral mas alta resulto ser al dpi-4 con 3.6 x 108 PFU

generandose 4 placas en la dilucién mas alta (figura 5C).

A Control 1x10°2 1x10-3 B Control

s

1x107* 1x107° 1x10°° 1 x10-% 1x10°5

o

Control Control

e

Tx107* 1x10°5 1x10°¢

g

—=

i - -
1x10~* 1x107° 1x10°%

Figura 5. El Virus del Zika producido en células Vero E6 con DMEM genera formacion de placas.

La produccion absoluta de particulas virales infecciosas fue de 9.0 x 108 PFU. A: 6.0 x 10 PFU al dpi-2,
B: 2.7 x 108 PFU al dpi-3, C: 3.6 x 108 PFU al dpi-4, y D: 2.7 x 108 PFU al dpi-5.

Por otra parte, la produccion viral con Opti-MEM se realizé en 150 mL por
duplicado y el medio de infeccién fue recuperado a los 2 y 3 dpi. De forma similar, las
placas formadas se pudieron contabilizar en las diluciones mas altas y no se
observaron cambios en la morfologia de estas. El titulo viral fue de 6.4 x 108 PFU. En
la primera produccién se formaron 3 placas al dpi-2 (Figura 6A) y 2 al dpi-3 (Figura 6B)
en dilucion 1 x 1076, obteniendo asi 1.0 x 108 y 8.9 x 107 PFU, respectivamente. Para
la segunda produccion se generaron 3 placas al dpi-2 (Figura 6C) en dilucién 1 x 107
y 4 placas al dpi-3 (figura 6D) en dilucién 1 x 10~>, produciéndose 4.0 x 108 y 5.3 x 10°
PFU, respectivamente.
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A control 1x1072 1x1073 B control 1x10°2 1x1073

1x10™% 1x10°% 1x107° 1x107% 1x1075% 1x107°

C cControl 121072 1 x10-3 D Control 121072 1 x10-3

1x107% 1x107° 1x107° 1x107% 1x107° 1x107°

Figura 6. El Virus del Zika producido en células Vero E6 y medio Opti-MEM genera formacién de
placas. La produccién absoluta de particulas virales infecciosas fue de 6.4 x 108 PFU. A: 1.0 x 108 PFU
al dpi-2 y B: 8.9 x 107 PFU al dpi-3 (produccién uno), y C: 4.0 x 10 PFU al dpi-2 y D: 5.3 x 10° PFU al
dpi-3 (produccién 2).

Con las cuantificaciones anteriores, se demostré que la produccion de particulas
virales de Zika fue similar en magnitud al utilizar dos tipos de medios: DMEM y Opti-
MEM. Las células Vero EG6 al ser tratadas con DMEM exhiben una mayor produccion

viral en el dpi-4, mientras que con Opti-MEM lo hacen al dpi-2 (Tabla 3 y Figura 7).

Tabla 3. Titulos virales alcanzados durante la produccién de ZIKV en DMEM y Opti-MEM

PFU Total
. L, otal
Medio Produccion . . . . PEU
Dpi-2 Dpi-3 Dpi-4 Dpi-5
DMEM 1 6.0 x 10° 2.7 x 108 3.6 x 108 2.7 x 108 9.0 x 108
1 1.0 x 108 8.9 x 107 --- ---
Opti-MEM 6.4 x 108
2 4.0 x 108 5.3 x 10° --- ---

Nota. La produccion total fue en 200 mL de DMEM y 150 mL en Opti-MEM
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Figura 7. Produccién de ZIKV en DMEM y Opti-MEM. Los titulos virales alcanzados demuestran que
la produccion viral méas alta con DMEM ocurre al dpi-4, mientras que con Opti-MEM se presenta al dpi-
2.

El método de purificacion mas apropiado para ZIKV es la ultracentrifugacion

con cojin de sacarosa al 20%

El objetivo principal del proceso de purificacion es la obtencion de una muestra
con un alto porcentaje de pureza, en tal sentido, se realizaron tres diferentes métodos.
En el primer caso, se centrifugd durante 16 h particulas virales producidas en 200 mL
con DMEM, como resultado se obtuvo la formacion de una pequefia pastilla.
Posteriormente, para confirmar la presencia de ZIKV se realiz6 un gel SDS-PAGE al
10% teniendo como referencia los pesos moleculares de las proteinas estructurales:
E de 54 kDa, M de 26 kDa y C de 11 KDa.

Se verificO que las proteinas virales se mantuvieron en el sobrenadante después
de 16 h de centrifugacion a baja velocidad. La presencia de las proteinas de interés no
se observé en la muestra de pastilla, pero si en el sobrenadante y en la muestra de
ZIKV sin centrifugar; en ambos casos, la movilidad electroforética de las moléculas
mostré un comportamiento analogo al exhibir bandas entre 60-65 y 85 kDa (Figura 8),
aproximadamente. Por todo lo anterior, se concluyé que este método no es el

adecuado para la purificacion de este arbovirus.
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Figura 8. Purificacion del ZIKV mediante centrifugacion a baja velocidad. Se observa que después
de 16 h de centrifugacién las particulas virales prevalecen en el sobrenadante. Carril 1: pastilla obtenida,
carril 2: sobrenadante y carril 3: muestra de virus sin centrifugar.

Otro de los métodos empleados fue el uso de filtros Amicon de 100 kDa de 50 mL. Se
purificaron particulas virales infecciosas generadas en 200 mL con DMEM. Después
de realizar varias repeticiones, se confirmo que, aunque se obtienen virus purificados,

existe un porcentaje de pérdida por cada centrifugacion.

Se realizd un analisis por SDS-PAGE al 10% para determinar la pureza y la
presencia de la proteina E. Se observo una banda prominente a los 65-67 kDa que
parece corresponder a la proteina E y cuya abundancia corresponde a un 68%
respecto a las proteinas totales, mientras que el control sin infeccién presenta una
banda de tamafio similar, pero en una intensidad mucho menor, que parece

corresponder a la albumina del suero empleado en el cultivo (Figura 9).
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Figura 9. Purificacién del ZIKV mediante filtros Amicon. Se observa que el método no presenta una
pureza adecuada. Carril 1: virus después de centrifugar, carril 2: DMEM sin suero y carril 3: DMEM sin
infeccién.
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Los resultados obtenidos indican que este tipo de método no es el adecuado
para Zika, ya que la muestra no exhibié una pureza adecuada y aunque se encontré
una banda con un peso de =65-67 kDa que probablemente sea la proteina E, las
proteinas contaminantes comprenden un 32% de la proteina total.

Finalmente, el ultimo método de purificacion realizado fue la ultracentrifugacion
empelando un cojin de sacarosa al 20%. En este caso, se recuperaron 150 mL de
medio de infeccion Opti-MEM generado en dos producciones independientes. Se
realizd un analisis SDS-PAGE al 10% para corroborar la pureza y presencia de la
proteina E de ZIKV, observandose que dicha proteina representa un 82% de la
proteina total, lo cual indica que este método es adecuado para obtener el virus libre
de proteinas celulares presentes en el medio de cultivo (figura 10).
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Figura 10. Purificacion del ZIKV mediante ultracentrifugacion. Se observa que el uso de un cojin de
sacarosa al 20% condujo a la obtencion de una pureza del 82% en términos de la proteina E. Carril 1:
virus ultracentrifugado y carril 2: medio Opti-MEM sin infeccién.

Con base en estos resultados, se postula al método basado en
ultracentrifugacion como el mas adecuado para generar las formulaciones vacunales

de prueba.

El tratamiento con formalina al 0.02% durante 15 dias y 22°C inactiva

efectivamente a ZIKV

El proceso de inactivacion es otro paso fundamental para el desarrollo de las
vacunas dadas las implicaciones en la bioseguridad. Con la finalidad de estandarizar
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en nuestro laboratorio un método de inactivacion de ZIKV, se procedié a explorar

distintas condiciones en un tratamiento basado en la inactivacion con formaldehido.

Inicialmente, las particulas virales purificadas producidas en DMEM fueron
tratadas con formaldehido al 0.05% durante 49 dias a 4°C, esto con base a los
antecedentes de una vacuna inactivada reportada para el Virus de la encefalitis
japonesa (Fan et al., 2015). Posteriormente, se cuantifico el nimero de copias de ZIKV
presentes mediante RT-gPCR, revelando 102y 103 copias de genomas/yL de Zika, lo

que sugiere que este protocolo condujo a una degradacion viral.

Posteriormente se realiz6 un gel SDS-PAGE al 10%, lo que permitié explorar la
integridad de las proteinas virales. Se observd que el virus tratado sin formaldehido
presento bandas similares a la muestra recién purificada donde se identifico la proteina
E con un peso molecular aproximado entre 65-75 kDa, mientras que el virus expuesto

a formalina al 0.05% no mostré presencia de proteinas (Figura 11).
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Figura 11. El Virus del Zika sometido a tratamiento con formalina al 0.05%. Se observa que el
método provoco a una degradacion viral. Carril 1: virus sin formalina y carril 2: virus sometido a
formalina.

Ante estos resultados se procedié a explorar otras condiciones para lograr la
inactivacion de ZIKV y a la vez preservar la integridad de las proteinas virales. Las
particulas virales purificadas generadas tanto en DMEM como Opti-MEM se
sometieron a un tratamiento basado en 0.02% de formaldehido durante 15 dias a 22°C;
usando como referencia las condiciones reportadas por Baldwin et al. (2018). Los virus
inactivados fueron concentrados y dializados por 48 h.
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Por una parte, se utilizaron filtros Amicon de 100 kDa para concentrar el virus
generado y por otro lado se ensay0 una estrategia de dialisis contra polietilenglicol.
Estas estrategias condujeron a una tasa de concentracion de 50x y 30x,
respectivamente. Posteriormente, el formaldehido fue removido mediante dialisis
contra PBS. La suspension viral obtenida de los lotes DMEM y Opti-MEM se analizé
para determinar el nimero de copias de ZIKV inactivado por medio de RT-gPCR. Las
muestras de ambos lotes mostraron curvas con una buena linealidad. El andlisis para
la muestra del lote DMEM revel6 5.1 x 107 copias de genomas/pL (valor de CT= 14.6),
lo que representa un rendimiento total por lote de 2.2 x 10'° copias de genomas virales.
En el caso del lote Opti-MEM, el andlisis revel6 1.8 x 10° copias de genomas/pL (valor
de CT=25.4), lo que representa un rendimiento en bruto de 2.0 x 10'° copias de

genomas virales por lote.

Se realizdé un analisis SDS-PAGE al 10% para evaluar la integridad de las
particulas virales. Las muestras tratadas con formalina exhibieron bandas con pesos
de =60-75 kDa en DMEM y =67 kDa en Opti-MEM, que probablemente correspondan
a la proteina E (Figura 12). Estos resultados permitieron postular el método de
inactivacion como adecuado para lograr la inactivacion de ZIKV preservando la

integridad de su genoma.
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Figura 12. El Virus del Zika sometido a tratamiento con formalina al 0.02%. Se observa que la
integridad de las particulas virales se mantiene después de la exposicion con formalina en las
suspensiones virales obtenidas de DMEM (A) y Opti-MEM (B). Carril 1: virus inactivado, carril 2: medio
sin infeccion y carril 3: virus sometido a formalina.
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El método implementado conduce a la inactivacion efectiva de ZIKV

Durante el desarrollo de una formulacion vacunal es indispensable que el
patégeno este completamente inactivado para poder ser administrado en un modelo
animal. En este sentido, para demostrar que las particulas virales perdieron su

capacidad infectiva se realiz6 un ensayo en placa.

Se demostré6 que el tratamiento basado en formaldehido condujo a una
inactivacion completa de las particulas virales obtenidas de DMEM (figura 13 A) y Opti-
MEM (figura 13 B). En ambos casos, no se observo la formacién de placas.

B Control ZIKV 1x1072

1x1073 1x10°* 1x107°

1x10°3 1x10°% 1x10-3

Figura 12. El ZIKV inactivado no genera placas. Se observa que las particulas virales perdieron su
capacidad infectiva al ser tratadas con formaldehido en las muestras obtenidas de DMEM (A) y Opti-
MEM (B).

Posteriormente, se realiz6 un andlisis dot blot para corroborar la presencia del
virus del Zika. Los resultados mostraron una reactividad positiva en todas las
suspensiones virales obtenidas en DMEM (Figura 14 A) y Opti-MEM (Figura 14 B), en

tanto que, se observé una sefial nula para el tratamiento sin infeccién.

26



A
e

DMEM v

v v

Infeccidgn W
Ultracentrifugado

Inactivado PBS

R
“

Dializado

Opti-MEM
Infeccion
Ultracentrifugado

Inactivado

+
s
v v v
Vv
v

Dializado

Figura 14. Identificacion de la proteina E del ZIKV en virus inactivados mediante dot blot. Se
realizo la deteccion de la proteina E con un anticuerpo especifico, sobre membranas de nitrocelulosa
sensibilizadas con los virus inactivados. Se observa que la proteina E retiene su antigenicidad en las
particulas virales inactivadas obtenidas en DMEM (A) y Opti-MEM (B).

IX. DISCUSION

La rapida diseminacion del virus del Zika y su asociacion con la microcefalia y
el sindrome de Guillain-Barré ha llevado a grupos de investigacion de todo el mundo
a aunar esfuerzos para encontrar terapias efectivas, asi como desarrollar vacunas. En
este trabajo se evaluaron diferentes métodos para la inactivacion y purificacién del

virus del Zika, con la meta de formular posteriormente vacunas de mucosas.

Como primer abordaje experimental se produjo el ZIKV en células Vero E6
empleando distintos medios de cultivo (DMEM y Opti-MEM). Se ha demostrado que
los flavivirus inducen invaginaciones del reticulo endoplasmico (RE) y forman
vesiculas, las cuales son los supuestos sitios de replicacion viral (Cortese et al., 2017).

La formacion de vesiculas citopaticas se observo en los tratamientos con DMEM y
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Opti-MEM. Este efecto se presento de forma similar en células progenitoras neurales
humanas infectadas con ZIKV H/PF/2013 (GenBank KJ776791) (Cortese et al., 2017),
células Vero E6 infectadas con ZIKV PRVABC59 (GenBank KZ087101) (Rossignol et
al., 2017), astrocitos humanos primarios y fibroblastos dérmicos humanos infectadas
con ZIKV HD78788 (GenBank KF383039) (Monel et al., 2017). De acuerdo con estos
autores, el efecto citopatico se relaciona con la formacion de vesiculas, las cuales se
originan y encuentran en el RE, por lo tanto, su acumulacién en las células infectadas
aumenta los niveles de RNA viral e induce una muerte celular, aunque, también
pueden estar asociados otros mecanismos como: apoptosis, necrosis, piroptosis y

necroptosis.

Asimismo, se demostré que ZIKA genera particulas virales en DMEM y en Opti-
MEM. Estos resultados tienen una similitud con estudios publicados por Shan et al.
(2016) y con Tsetsarkin et al. (2016), en donde se evidencia la generacion de PFU a
partir de los plasmidos de cDNA infecciosos de ZIKV aislados de Camboya en 2010
(GenBank FSS13025) y de Paraiba en 2015 (GenBank KX280026). En ambos casos,
la propagacion viral se realizé en células Vero con DMEM vy la cuantificacion de los
titulos virales se determind mediante ensayo en placa. Se reportaron titulos de
1x 10577 PFU/mL alos 5, 6 y 7 dpi para el aislado de Camboya y 3.1 x 10° PFU/mL al

dpi-3 para el aislado de Paraiba.

Por otra parte, estos resultados demuestran que el medio de cultivo celular
influye en el tiempo de recuperacion de las particulas virales. Si bien, el DMEM es el
medio de mantenimiento y crecimiento de eleccion para la linea celular Vero E6
(Ammerman et al., 2008), actualmente se ha reportado el uso de medios reducidos o
libres de suero como alternativa (Lee et al., 2020). Por lo tanto, cuando las células se
mantuvieron con DMEM el medio se recuperé hasta el dpi-5, mientras que, con Opti-
MEM ocurrié hasta el dpi-3. Este resultado puede asociarse al uso de SFB, el cual
proporciona elementos y factores esenciales para el mantenimiento, crecimiento y
proliferacion celular (Fang et al., 2017). Ademas, se ha reportado que la reduccion de
suero puede reducir la actividad celular basal y afectar las vias de sefializacién
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intercelular (Rashid & Coombs, 2019) y a pesar de que las células pueden ser
adaptadas en un medio libre de suero (Kiesslich & Kamen, 2020), es fundamental que
su adaptaciéon sea monitorizada por largos periodos de tiempo (van der Valk et al.,
2004).

En relacion con el proceso de purificacion, es importante considerar que aun
cuando los virus se purifican mediante técnicas similares, el resultado no siempre es
el mismo. Estudios anteriores utilizaron la centrifugacién a baja velocidad para la
purificacion de particulas de alfavirus (Ramsey et al., 2017; Wang et al., 2015). Sin
embargo, en base a los resultados obtenidos se demostré que este método no es el
adecuado para ZIKV. Ademas, no se identifican en la literatura reportes sobre el uso
de tubos Amicon para la purificacion viral de candidatos vacunales, no obstante, este
estudio comprob6 que la pérdida de muestra es uno de los problemas que se presenta

y el porcentaje de retencion no es >90% como lo indica el fabricante (Merck, 2021).

La purificacion del ZIKV fue exitosa mediante ultracentrifugacion empleando un
cojin de sacarosa al 20%. Estos resultados se compararon con investigaciones
previas, se ha demostrado el uso de ultracentrifugacion en colchon de sacarosa al 24%
y un gradiente de tartrato de potasio 10-35%/ glicerol 7.5-26% para la purificacion de
particulas virales de Zika (cepa H/PF/2013, GenBank KJ776791) propagadas en
células Vero (Sirohi et al., 2016); y también se ha reportado la purificacion de ZIKV-
BRrPE (GenBank KX197192) propagadas en células C6/36 mediante
ultracentrifugacion a partir de un gradiente discontinuo de sacarosa del 10-60%
(Coelho et al., 2017). En ambos casos, se obtuvieron stocks virales concentrados y

libres de la mayoria de los contaminantes celulares.

Por otra parte, la produccién de virus en Opti-MEM exhibié una pureza
adecuada en comparacion con el virus producido en DMEM. Opti-MEM es un medio
de suero reducido a base de glutamina, rojo de fenol, insulina, transferrina,
hipotanxina, timidina y oligoelementos que compensan el impacto adverso de la
suplementacién con SFB (Rashid & Coombs, 2019; ThermoFisher, 2021b); en tanto

que, DMEM es un medio que contiene aminoacidos, vitaminas, sales inorganicas,
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glucosa, rojo de fenol (ThermoFisher, 2021a) y puede ser suplementado con SFB, el
cual contiene proteinas, electrolitos, lipidos, carbohidratos, hormonas, enzimas y otros
componentes no definidos que son esenciales para el crecimiento -celular
(ThermokFisher, 2021c).

Este estudio demostr6 que el método de purificacion y el SFB estan
relacionados con la pureza de las suspensiones virales obtenidas. Se observo que el
método adecuado para la purificacion es la ultracentrifugacion, sin embargo, la
presencia de las bandas contaminantes en ambas muestras probablemente esté
relacionado al uso de SFB suplementado en DMEM y al porcentaje de suero presente
en Opti-MEM, lo que demuestra que el suero no se elimind por completo. Estos
resultados se compararon con los trabajos de Baldwin et al. (2018) y Sumathy et al.
(2017), en los cuales se reportd una pureza >90% mediante el uso de cromatografia
de intercambio ionico, eliminando las impurezas y componentes del medio presentes

en la muestra.

Asimismo, se demostr6 que la concentracion, tiempo y temperatura, son
factores determinantes para garantizar una inactivacion completa. Como lo reporta
Sanders y colaboradores (2015), se ha confirmado que en cuanto mas alta es la
concentracion de formaldehido més rapida es la inactivacion, por lo tanto, el tiempo
debe ser suficiente para obtener una inactivacion completa, pero no demasiado largo

como para comprometer la estructura/antigenicidad del virus.

El tratamiento basado en formalina al 0.05% durante 49 dias, presentd
degradacion térmica y destruccion de epitopos, de modo que, la metodologia
empleada para el Virus de la encefalitis japonesa (Fan et al., 2015) no garantiza la
inactivacion de ZIKV. Asimismo, se demostré que la metodologia propuesta por
Baldwin et al. (2018) es reproducible y la inactivacién de ZIKV es efectiva al utilizar
formalina al 0.02% durante 15 dias a 22°C. Se identificé la banda correspondiente a
la proteina E de ZIKV mediante el andlisis SDS-PAGE al 10%. Se observaron bandas
a los 65-67 kDa en DMEM y 67 kDa en Opti-MEM, las cuales representaron el 68% y
82% respecto a las proteinas totales, respectivamente.
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Investigadores del Reino Unido disefiaron una construccion de la proteina E de
ZIKV (Env-CD4), la cual fue expresada en células de mamiferos y purificada por
cromatografia en columna de niquel y cromatografia de exclusion por tamafo,
mediante tincion de Coomassie y Western blot se identificé a la proteina de envoltura
con un peso de = 66-67 kDa (Kim et al., 2018). De forma similar, el disefio de una
proteina ZIKV-E recombinante, fue expresada en E. coli y purificada mediante afinidad
a metales inmovilizados, comprobando mediante SDS-PAGE la presencia de la
proteina E de ZIKV con un peso de =67.1 kDa (Zhang et al., 2018). Asimismo, la
proteina recombinante zEDIII del dominio Il de ZIKV se obtuvo de E. coli y se us6
como inmunogeno. El andlisis de los sueros de los ratones inmunizados demostré que
la proteina E es inmunogénica y a traves del analisis SDS-PAGE y western blot se
comprobd que el peso molecular correspondié a = 67 kDa (Cibulski et al., 2021). Estos
resultados respaldan el peso molecular observado en el presente estudio para la
proteina E (=67 kDa).

Sin embargo, al comparar este resultado con el peso de referencia de 54 kDa
(Dey et al., 2021) se demostré que la movilidad de la proteina fue diferente. Esto puede
estar relacionado con el sistema de expresion y la glicosilacién. Algunos anticuerpos
especificos contra la proteina E muestran pesos diferentes dependiendo de su sistema
de expresion, por ejemplo, MyBioSource y GenWay utilizan células de insectos y
detectan la proteina en =54 kDa (GenWay, 2021; MyBioSource, 2021), en tanto que,
GeneTex identifica a la proteina en =62 kDa empleando células Vero y BHK-21
(GeneTex, 2021).

Se ha descrito que la glicosilacion de proteinas es una de las principales
modificaciones que se relaciona con algunos procesos de plegamiento, estabilidad
fisica y actividad enzimatica (Hollister et al., 2002). En mamiferos las glicoproteinas
ligadas a N-glucanos contienen azlcares ramificados complejos compuestos
principalmente por manosa, galactosa, N-acetilglucosamida y acido neuraminico,
mientras que en las células de insecto el oligosacarido es mucho mas simple (Kita et
al., 2016).
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En este contexto, la identificacién de la proteina E de ZIKV con un peso de = 67
kDa se relaciono con el sistema de expresion y con la glicosilacion, sobre todo, porque
en mamiferos se ha reportado que la N-glicosilacién puede influir en la estructura final
de las proteinas y por tanto en su peso molecular (Harrison & Jarvis, 2006). Ademas,
el entrecruzamiento covalente de la proteina E con el formaldehido también puede

estar asociado a la movilidad electroforética (Baldwin et al., 2018).

Finalmente, se demostrd la presencia de ZIKV mediante un analisis dot blot. A
pesar de que la glicoproteina E estd conformada por tres dominios estructurales y
funcionales, el dominio Il (DIl) es el Unico que contiene los principales epitopos de
reaccion cruzada y que funciona como un bucle de fusién al tener un puente S-S en
su extremo distal (Crill & Chang, 2004), de modo que, el bucle de fusion y otras
regiones conservadas son importantes para la especificidad de los anticuerpos y su

interaccion con las particulas virales (Rey et al., 2018).

Se ha descrito que el anticuerpo primario D1-4G2-4-15 se une al bucle de fusién
en el extremo distal del dominio Il (EDII) de la proteina E (Haslwanter et al., 2017) y el
anticuerpo secundario anti-raton de cabra (IRDye® 800CW) puede reaccionar con las
cadenas pesaday ligera de IgG1, 1gG2a, IgG2b € IgGade ratén y con las cadenas ligeras
de IgM e IgA de raton (LI-COR, 2021). Con base a lo anterior y de acuerdo con el
resultado, se demostré que el anticuerpo primario a través de la fraccion Fab reconoci6
la proteina E de las suspensiones virales inactivadas obtenidas de DMEM y Opti-MEM.
Esto confirmo que el tratamiento con formalina no destruyé los determinantes

antigénicos del virus.
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X. CONCLUSIONES

Los hallazgos derivados de este estudio muestran que el clon ZIKV-ICD induce
una vacuolizacién citoplasmica masiva en la linea celular Vero E6, convirtiéndolo asi,
en un sistema eficiente para el desarrollo de vacunas contra ZIKV. Asimismo, el uso
de medio de suero reducido Opti-MEM, representa una alternativa muy promisoria para
la propagacion viral, puesto que, los titulos virales son similares en magnitud al medio

con suero.

Se comprobd que el tratamiento con formalina al 0.02% durante 15 dias a 22°C
inactiva efectivamente al Virus del Zika. Y, a pesar de que se obtuvo una apropiada
pureza por ultracentrifugacion a través de un cojin de sacarosa al 20%, existen otros
meétodos que podrian conducir a la optimizacion de este proceso, por ejemplo, la

cromatografia de intercambio i6nico.

Finalmente, la movilidad electroforética de la proteina E de ZIKV en =67 kDa
esta relacionada con el sistema de expresion, glicosilacion y el tratamiento con
formalina. En conjunto, nuestro trabajo propone una alternativa de propagacion,
purificacion e inactivacion del virus Zika, la cual, permitird formular vacunas
innovadoras contra este patogeno, tales como aquellas administradas por vias

mucosales o administradas en conjunto con nanoacarreadores.
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