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Introduccion.

El virus Zika (ZIKV) es un arbovirus de la familia Flaviviridae. La
infeccion por ZIKV causa un sindrome febril leve y el sindrome
de Guillain-Barré en adultos, sin embargo, puede causar
microcefalia en el feto durante el embarazo. Hasta el momento
no hay vacuna contra el ZIKV. Se han propuesto vacunas
candidatas. Una alternativa es el uso de particulas pseudovirales
(PPV), los antigenos de superficie se expresan de manera
recombinante y se ensamblan en una conformacion ordenada
como una particula carente de material genético (1). Es posible
gue estrategias que han resultado exitosas para la produccion de
otros flavivirus sean eficientes para producir PPV de ZIKV (2).
La glicoproteina E de envoltura es el blanco primario de
anticuerpos neutralizantes (3). Dado que el patron de
glicosilacion de la proteina E varia dependiendo de su origen
(mamifero o insecto), posteriormente resultarq interesante
evaluar si el patron de N-glicosilacion diferencial de la
glicoproteina E impacta en la respuesta humoral.

El objetivo principal es disefiar y expresar las PPV de ZIKV en
células de mamifero y de insecto.

Metodologia.

Se disefid y sintetiz6 la quimera de ZIKV ss_M-E (minus TM), TM
(virus de encefalitis japonés) JEV (Figura 1). Fue clonada en el
pldsmido 3.1 (+) para su expresion transitoria en células de
mamifero HEK-293. Por otro lado, se utiliz6 el sistema insecto-
baculovirus para la expresion en células Sf9. Para ambos
sistemas, la purificacion se realizé a partir del sobrenadante por
colchén de sacarosa al 20%. La expresion se corroboré con
Westen blot con anti-E de ZIKV. Se evalué la formacion de PPV
por microscopia electrénica de transmision con tincion con
acetato de uranilo.

Resultados.
Se disefio in silico la quimera de ZIKV-JEV (Figura 1).
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Figura 1. Disefio in silico de la quimera de las PPV de ZIKV-JEV. ss:
secuencia sefial; M: proteina estructural de ZIKV; Env (I-11l): Tres ecto-
dominios de la glicoproteina estructural de envoltura de ZIKV; Env (TM):
dominio transmembrana de JEV.

La expresion de las PPV de ZIKV en el sobrenadante de células
HEK-293 y células Sf9 se corroboré por Western-Blot con un
anticuerpo anti-E de ZIKV (Figura 2).
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Figura 2. Western-Blot anti-proteina E de ZIKV de sobrenadante de
células HEK-293 96 h post-transfeccién (carril 3) y del sobrenadante de
Sf9 infectadas a MOI 1 ufp/cel durante 48 h (carril 4). Marcador de peso

molecular (carril 1), control positivo (carril 2).

Se observé la presencia de PPV de la quimera de ZIKV-JEV en
el sobrenadante de HEK-293 con un didmetro aproximado de 50
nm, correspondiente al de ZIKV. En el sistema de insecto-
baculovirus no ha sido posible purificar las PPV del
sobrenadante.

sobrenadante de HEK-293.

Conclusiones.

Con base al disefio de la quimera ss_M-E (minus TM) ZIKV, (TM)
JEV fue posible la formacién de PPV de ZIKV en el sobrenadante
de las células de mamifero HEK-293.
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