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GENERACION Y CARACTERIZACION DE UN CLON INFECCIOSO DEL VIRUS
DE ZIKV QUE CONTENGA UN GEN REPORTERO FLUORESCENTE

1. Resumen

Introduccion: El virus del Zika (ZIKV) es transmitida principalmente por la picadura
de mosquitos del género Aedes. Actualmente se han reportado casos de fiebre por
Zika en mas de 80 paises y aunque la mayoria de los casos de infeccion son
asintomaticos, se ha asociado esta enfermedad con otros padecimientos tales como
malformaciones congénitas en el Sistema Nervioso Central (p.ej. microcefalia),

fiebre hemorragica, y Sindrome de Guillain-Barré. Al ser parte de la familia
Flaviviridae, presenta una alta similitud génica y estructural con los virus de dengue,
de la fiebre amarilla y del oeste del Nilo. El genoma del ZIKV tiene un tamafo
aproximado de 10.7 kb y se compone de una cadena simple de RNA de polaridad
positiva [(+) ssSRNA]. En el area de investigacion biomeédica, para determinar la
carga viral se realizan ensayos de RT-gPCR, pero para determina la infectividad es
necesario realizar ensayos de placa o inmunoquimica. Sin embargo, estas técnicas
no son Utiles cuando se quiere caracterizar la infeccion viral en cultivos celulares
complejos donde hay varios linajes celulares, o cuando se quiere realizar cinéticas
de infeccion sin tener que fijar las células. Es por ello, que en este proyecto
desarrollaremos un clon infeccioso del ZIKV de la cepa asiatica que exprese un gen
reportero y que tenga la misma infectividad que el virus silvestre.

Metodologia: Se modifico con un plasmido que contiene el genoma completo del
ZIKV del linaje asiatico realizando la insercion de la proteina verde fluorescente en
una seccién no estructural del genoma del ZIKV mediante una técnica de
recombinacion homologa. Una vez realizada la clonacién e insercién del gen
reportero se determiné si dicha mutacién alteré la infectividad del virus mutante con
respecto al silvestre por medio de ensayos de placay microscopia de fluorescencia.

Conclusion: La insercion de un gen reportero dentro de la seccién no estructural
del plasmido del virus de ZIKV inhibi6 la replicacion viral; el gen reportero no se
expreso y las células transfectadas con el clon no presentaron el efecto citopatico
clasico de la infeccién por ZIKV, asi como tampoco resultd en muerte celular. Por lo
tanto, se deberan evaluar nuevos sitios de insercién del gen fluorescente.

Palabras clave: Gen reportero, ZIKV, recombinacién homadloga, transfeccion.
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2. Introduccion

La enfermedad emergente de la fiebre de Zika es causada por el virus del
Zika (ZIKV), el cual se transmite principalmente a través de la picadura de mosquitos
de los géneros Aedes, Anopheles y Culex (Didier Musso et. al., 2016) Sin embargo,
se han reportado otras formas de transmisién de este virus como, transmision
vertical madre-feto, transfusion de sangre y sexualmente (Counotte et al., 2018).
Esto ha llevado a instituciones de salud a emitir alertas y recomendaciones para
prevenir un aumento de casos de infeccion por este virus (Brooks et al., 2016). De
acuerdo con Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y el centro para el control de
enfermedades de los EE.UU. (CDC), se han reportado casos de la enfermedad del
virus del Zika en 87 paises de todo el mundo (OMS, 2017).

La infeccidn por este virus se reportoé por primera vez en el afio de 1947 en
Uganda, en el bosque de Zika, region que le dio nombre a este patogeno (Dick G,
1952). El siguiente brote agudo de infeccion por ZIKV ocurrié en 2007 en las Islas
de Yap, Micronesia donde grupos de poblacion manifestaron sintomas similares a
la infeccion por Dengue hasta que pruebas de biologia molecular detectaron la
presencia del ZIKV en aproximadamente 185 personas (Duffy et al., 2009). Este
virus tomo6 importancia durante los afios de 2012 al 2014 a partir de brotes en
regiones de Sudamérica y Africa, por lo cual la OMS declaré la enfermedad
transmitida por el ZIKV como un serio problema de salud publica (Boeuf et al., 2016).
Durante el brote en Latinoamérica, se estima que mas de 1.5 millones de personas
se infectaron por este virus (Pielnaa et al., 2020). Durante el 2016, se reportaron
mas de 1,200 casos en regiones de Europa lo cual elevo la preocupacion por la

adaptacion del vector de este virus a huevos ecosistemas (Imperato, 2016).

En México, la secretaria de salud a través de la direccion general de

epidemiologia ha reportado 13,000 casos confirmados autéctonos de enfermedad
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por virus de Zika, ademas de 7,000 casos de infeccion por este virus en mujeres
embarazadas durante el periodo 2015 a 2023. La distribucion de los casos en
nuestro pais es muy amplia pues 29 de las 32 entidades han reportado casos de
infeccion por virus de Zika siendo los estados con mayor nimero de casos:

Veracruz, Yucatan, Nuevo Leoén, Guerrero y Colima (Secretaria de Salud, 2022).

Al ser un problema de salud a nivel mundial, se han hecho recomendaciones
para la prevencion de la infeccion del ZIKV. Estas estrategias tienen como objetivo
la proteccion contra la picadura del mosquito de forma que no pueda infectar a
poblacion humana. En estas metodologias se hace uso de herramientas como
determinantes ecologicos y sociales en la salud para poder establecer programas
continuos de vigilancia, prevencion y monitoreo en areas vulnerables o con alta
prevalencia de casos de infeccion por ZIKV (Rees et al., 2018) (Maharajan et al.,
2020). El cambio en la movilidad del vector del ZIKV se ha relacionado con los
cambios de su nicho ecologico, adaptandose asi a factores como temperatura,
altitud, precipitacion y mas recientemente en sitios artificiales donde crear este
reservorio de artropodos que se mantienen cerca de poblaciones humanas, areas
en vias de desarrollo creando el escenario de riesgo para la infeccién por ZIKV
debido a acumulaciéon de residuos (Zhang et al., 2017). Dentro de los factores
sociales que se han relacionado a brotes epidemiolégicos de este virus se
encuentran: niveles socioecondmicos bajos esto relacionado a la dificultad en el
acceso a servicios basicos y de salud, ubicaciones residenciales cercanas a las
zonas donde puede encontrarse el mosquito, condiciones de higiene que
promueven la abundancia del vector asi como la falta de medidas de salud y

educacion en materia de prevencion (Rees et al., 2018).

Como se menciond anteriormente, las recomendaciones y programas para la
prevencion de infeccion por ZIKV estan enfocadas en la eliminacién del reservorio
natural o antropogénico del vector, la modificacion de la ruta de exposicién del

mosquito y los programas de salud de monitoreo continuo en zonas de riesgo o con
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antecedentes de infeccién. Sin embargo, es necesario ademas tener pruebas
eficaces que puedan ayudar a la deteccion de casos de forma precisa. Una de las
principales preocupaciones de la enfermedad causada por el virus del Zika se debe
a su rapida y amplia dispersion, por ello se han desarrollado diversas pruebas para
la deteccion de este virus, entre las que se encuentran: cadena en reaccion de
polimerasa por transcripcion inversa (RT-PCR), en tiempo real gqRT-PCR y pruebas
serolégicas para la deteccion de anticuerpos por IgG e IgM (Singh et al., 2018). Sin
embargo, cada herramienta de diagnéstico tiene sus ventajas y desventajas pues
se ha observado como a mayor facilidad de técnica es menor su sensibilidad y
especificidad. Y por otro lado, a mayor especificidad mas costosa la técnica a

realizar.

Los sintomas por la enfermedad del ZIKV son diversos, pero generalmente
se observan: cuadros febriles, comezon, artralgia, y sensacién de cansancio. Sin
embargo, se ha estimado que hasta un 80% de los casos de infeccion pueden ser
asintomaticos (Duffy et al., 2009). En Brasil se asocié por primera vez que la
infeccion por ZIKV con otros padecimientos como: microcefalia, fiebre hemorragica

y Sindrome de Guillain-Barré (Boeuf et al., 2016).

El mecanismo de evasién de la respuesta inmune del hospedero por parte
del virus del Zika aun no esta completamente descrito, sin embargo, se sabe que
involucra proteinas virales no estructurales, RNA no codificante y miRNAs para
comprometer la respuesta antiviral y poder replicarse de manera exitosa (Estévez-
Herrera et al., 2021). La respuesta antivirica consiste en una cascada de
sefalizacion donde intervienen citosinas que le permiten a las células del hospedero
resistir a la infeccion por el virus ademas de reclutar células especializadas como

NK para eliminar células infectadas y eliminar el reservorio viral.

La infeccidn con este virus interrumpe el mecanismo para la produccion de

Interferon. Se ha observado que proteinas no estructurales como NS1 y NS4 tienen
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afinidad por receptores tipo RIG previniendo la translocacion de factores de
transcripcion (Riedl et al., 2019), de manera similar se ha analizado como
NS2B/NS3 y NS5 bloquean la cascada de fosforilacion de proteinas de las familias
Tyk, Jak y STAT evitando la formacién de interferon (Wu et al., 2017) (Lee et al.,
2021).

La secuenciacion de su genoma fue descrita por primera vez en 2006 durante
los eventos de brotes agudos en el Pacifico Occidental (Kuno & Chang, 2007).
Desde entonces su informacion ha estado disponible en bases de datos como
GenBank y RCSB/PDB. Al ser parte de la familia Flaviviridae, comparte
caracteristicas de virus tales como el Dengue, virus de la fiebre amarilla o virus del
oeste del Nilo. El genoma del virus del Zika tiene un tamafio aproximado de 10,700
nucleotidos y se compone de una cadena simple de RNA (ssRNA) que requiere de
la maquinaria celular del hospedero para poder replicarse y generar nuevas

particulas virales.

Como se observa enla figura 1, el genoma del ZIKV es un mRNA que traduce
para un polipéptido en el que se encuentran 10 proteinas. Tres de ellas son de
funcidn estructural; la proteina C con funcidon de empaquetamiento del RNA viral,
prM/M involucrada en la interaccién y fusion al interior de la célula del hospedero y
la proteina E con funcion de generacion de la particula viral, interaccion e ingreso
del virion. Las siete restantes son no estructurales; NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A,
NS4B y NS5 con funciones que van desde la inhibicién de la respuesta inmunitaria
hasta funciones de replicacion y ensamblaje del virion (Faria et al., 2016). Las

funciones de estas proteinas se explican mas detalladamente en la tabla 1.

El trabajo realizado por Sun y colaboradores (Sun et al., 2017) permitié
conocer los sitios de reconocimiento para la proteasa viral y hospedero para los
cortes de las diferentes proteinas que integran el genoma del ZIKV. Con esta

informacion ahora es posible saber que secuencia de aminoacidos son reconocidos

10

——
| —
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para el corte por parte de la proteasa viral NS3 y permitir la liberacién de las demés
proteinas virales al interior de la célula infectada. En la tabla 2 se observan las
secuencias reconocidas para la formacion de dichas proteinas.

En el &rea de la investigacion biomédica resulta de gran importancia conocer
los mecanismos de sefializacion celular para desarrollar estrategias, terapias o
farmacos que puedan hacer frente a enfermedades causadas por bacterias y virus.
Sin embargo, muchas de estas metodologias pueden ser laboriosas. Como variante
a estas metodologias se desarrollaron sistemas de genes reporteros insertados en
los genomas de virus para evaluar en tiempo real los mecanismos de replicacion e

interaccion virus-hospedero (Li et al., 2016).

Los genes reporteros poseen caracteristicas fisicoquimicas que pueden ser
cuantificadas haciéndolos marcadores sencillos una vez que son vinculados a una
secuencia especifica del genoma de los virus. Como ejemplos de estos marcadores
tenemos: B-Galactosidasa que mediante hidrolisis forma nitrofenol, Luciferasa que
por medio de oxidacion forma Oxiluciferina y la mas ampliamente utilizada: proteina
verde fluorescente (GFP). Esta es un cromoforo natural que emite su capacidad
bioluminscente por tres aminoacidos en su secuencia (R. Green & Sambrook, 2012)
(Ren et al., 2016). La utilidad de la GFP en biologia molecular ha hecho que se
realicen modificaciones a su estructura como, una mayor intensidad de
fluorescencia e incluso emision de un color diferente comparada con la proteina
verde fluorescente sin modificar. Se han desarrollado variantes de GFP como la
proteina super plegada que conserva la intensidad de fluorescencia, presenta una
mejor resistencia a la desnaturalizacién y cinética de plegado asi como estabilidad

al fusionarse con otras proteinas (Pédelacq et al., 2006).

Los sistemas de genes reporteros se han utilizado ampliamente desde
Arenavirus (Fénéant et al., 2022), Rotavirus (Kanai et al., 2019) y mas

recientemente en el estudio de Coronavirus y Arbovirus (Pahmeier et al., 2021).

11

——
| —
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Actualmente existe poca informacion de sistemas reporteros insertados en
flavivirus. El primer modelo de sistema reportero en un flavivirus documentado fue
en 2003, donde se desarroll6 un clon infeccioso de virus de encefalitis japonés (JVE)
a partir de la construccion y ligado de cDNA por medio de multiples enzimas de
restriccion y la insercion de luciferasa y GFP en la porcion terminal 3"de su plasmido
(Yun et al., 2003). En el caso de ZIKV, la primera metodologia reportada sobre un
modelo de sistema reportero fue el elaborado por Gadea y colaboradores, donde
sintetizaron por fragmentos el genoma del ZIKV de linaje africano insertando su gen
reportero (GFP) ademas de un péptido de autoescision 2A en la region de proteinas
estructurales (C). Este DNA recombinante fue transfectado en células Vero por
medio de electroporacion y se comparé la eficiencia en la produccion de particulas
virales con la cepa del ZIKV Africano como control, observando una disminucion

significativa en su DNA recombinante (Gadea et al., 2016).

En otro trabajo, se inserté un gen de Renilla Luciferasa dentro de la secuencia
gue codifica para la proteina C. En esta metodologia se construyd un plasmido del
ZIKV a partir de la muestra de un paciente infantil logrando la insercion del reportero
en la seccion estructural. Primero se evalud la infectividad y produccion de
particulas virales mediante RT-PCR y se observaron efectos citopaticos alos 6y 7
dias posteriores a la transfeccion en células Vero. Al corroborar la eficacia de su
clon infeccioso se insert6 el gen reportero de luciferina evaluando su actividad
bioluminscente la cual se encontr0 de manera estable. Por ultimo se tomo este
medio de cultivo que contenia particulas virales con el reportero para infectar
nuevas células Vero y comparar contra el virus sin mutar, sin embargo, no se
observaron unidades formadoras de placa pero si se detectd la sefial de luciferasa

por medio de inmunotincion a los 6 dias pos infeccion (Shan et al., 2016).

En el estudio realizado por Gao y colaboradores, se construy6 un plasmido
de ZIKV uniendo 2 fragmentos en el vector pBAC11. En esta construccion se inserto

el gen EGFP unido al factor de auto protedlisis 2A dentro la secuencia que codifica

12
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para la proteina no estructural NS1, observaron por microscopia de fluorescencia la
presencia de su reportero a las 48 horas post infeccion en células Vero. Sin
embargo, se encontré una diferencia notable en la produccién de particulas virales

comparadas con el virus sin mutar (Gao et al., 2020).

En el trabajo realizado por Mutso y colaboradores realizaron la construccién
de su plasmido de ZIKV en un vector pCCl creando un gen fusion de varios
reporteros unidos a la proteasa 2A dentro de la secuencia de la proteina estructural
C. Se encontro una baja estabilidad del plasmido que contenia diversos reporteros
debido a la mutacion en la proteina estructural asi como a la fusion de un gran

numero de genes reporteros (Mutso et al., 2017).

13
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3. Metodologia:

En la figura 2 se observa el mapa génico del plasmido ICD ZIKA Paraiba
(Tsetsarkin et al., 2016). Este es un DNA circular de una longitud de 14,426 pb,
contiene un sitio promotor de citomegalovirus, un gen que le confiere resistencia
bacteriana a Ampicilina y diversos sitios de reconocimiento para enzimas de
restriccion. Este DNA circular fue abierto por medio de una PCR inversa para la
introduccion del gen reportero entre las secciones que codifican para las proteinas
no estructurales NS4A y 2K. Simultaneamente, por medio de PCR de punto final,
nuestro gen reportero fue extendido con secuencias en sus extremos 5y 3'que
pertenecen a los sitios de reconocimiento de la proteasa viral para poder ser
escindidos y liberar asi al reportero. En la figura 2 se ilustra en secuencia como se

trabajé con el plasmido hasta lograr la insercion del gen reportero.

El método de insercion del gen reportero (sfGFP) se realizé por medio de In-
Fusion (Takara Bio™) una técnica libre de enzimas de restriccion y ligasa para evitar
la adicién de nucledtidos que comprometan la infectividad del virus. La técnica de
In Fusion permite la union de fragmentos de DNA con extremos homologos en 5y
3’para que una enzima recombinasa pueda unir dichos fragmentos en un vector
linearizado. Mas adelante en la figura 3 se ilustra esta metodologia y se detalla el
protocolo a seguir. Primero se necesita que el fragmento (gen reportero extendido)
y el vector (plasmido linearizado) tengan una homologia de al menos 15 nucledtidos,

esto es necesario para que puedan ser recombinados con el kit de In Fusion.

14
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Primero se disefiaron los primers para generar la amplificacion del gen
reportero a introducir en el vector ICD ZIKV Paraiba, asi como los primers
necesarios para linearizar dicho vector por medio de una PCR inversa. Como se
menciond en un apartado anterior, se conocen los sitios de corte reconocidos por la
proteasa viral NS3 (Sun et al., 2017). Gracias a estos datos se disefiaron los primers
a partir de las porciones de reconocimiento en las proteinas no estructurales NS4A
y 2K. Se eligieron estas proteinas para la insercion del gen reportero debido a que
a nivel de genoma no comprometen por distancia el funcionamiento de la proteasa
ni RNAsa viral. Como se mencion6 anteriormente, los pocos trabajos reportados
sobre la insercion de un gen reportero en un flavivirus hacen uso de las porciones

gue codifican para proteinas estructurales Pr, My E.

Se ha observado que la modificacion por la adicion de nucleétidos ha
disminuido la eficiencia de la infectividad y de produccion de particulas virales. Por
lo tanto en este trabajo elegimos como sitio de insercion las regiones que codifican
para proteinas no estructurales NS4A y 2K para evitar en medida de lo posible no
modificar la infectividad de nuestro virus. Para la generacidén de un nuevo plasmido
recombinante que exprese la proteina verde fluorescente, se lineariz6 el vector ICD-
ZIKV Paraiba el cual se desarrollé a partir de una paciente infectada con este virus

de la cepa asiatica.

Primeramente amplificamos del gen reportero que sera insertado en el vector
de ZIKV, para ello se utilizé un par de primers y DNA molde que amplifican para
esta proteina verde fluorescente. En cada producto de PCR se visualizé por medio
de electroforesis en gel de agarosa tefiido con bromuro de etidio y se observo por

medio del sistema de documentacion de geles Axygen™.

Se usaron los siguientes primers para la amplificacion de GFP; FP-sfGFP:
ATGAAAGGAGAAGAACTTTTCACTGGAGTTGTC y RP-sfGFP:
TTTGTAGAGCTCATCCATGCCATGTGTAATCC

15
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El protocolo para esta amplificacion del gen reportero en un volumen de 20
pl se muestra a continuacion: agua libre de nucleasas (NFW): 10.4 pl, buffer de
polimerasa HF 5X: 4 pyl, dNTP’s 10 mM: 0.4 pl, Primer 1 (FP-sfGFP 10 uM): 2.0 pl,
Primer 2 (RP-sfGFP 10 pM): 2.0 ul, DNA molde (sfGFP 10 ng/ul): 1.0 pl y DNA
polimerasa Hot Phusion II: 0.2 pl El programa de temperaturas utilizadas para esta
PCR fue el siguiente: desnaturalizacion inicial a 98°C durante 3 minutos un Unico
ciclo, desnaturalizacién a 98°C durante 15 segundos por 30 ciclos, alineamiento a
71°C durante 30 segundos por 30 ciclos, extension de 72°C durante 15 segundos
por 30 ciclos y extension final de 72°C durante 7 minutos un ciclo.

Para linearizar el plasmido ICD ZIKV, se realiz6 una PCR inversa con el
objetivo de abrir entre las secciones que codifican para las proteinas no
estructurales NS4A Y 2K. Se disefiaron los siguientes primers para realizar esta
PCR inversa; FP-ZIKV-Open: TCTCCCCAGGACAACCAAATGGCAATCATC y RP-
ZIKV-Open: TCTTTGCTTTTCTGGCTCAGGTATGAGCAC.

El protocolo de esta PCR se realizé de la siguiente manera en reaccion de 25 pl.
agua libre de nucleasas (NFW): 15.9 ul, buffer de polimerasa 5X: 5 pl, dNTP’s 10
mM: 0.5 ul, Primer 1 (FP-ZIKV-Open 10 puM): 1.25 pl, Primer 2 (RP-ZIKV-Open 10
uM): 1.25 pul, Primer 2 (RP-ZIKV-Open 10 uM): 1.25 pl, DNA molde (ICD-ZIKV
Paraiba a 10 ng/ul): 1.0 ul y DNA polimerasa Superfi: 0.1 pl

El programa del termociclador se ajust6 de la siguiente manera considerando
la temperatura de alineamiento recomendada por Thermofisher Calculator para esta
DNA polimerasa con los respectivos primers. La PCR se realizé en 28 ciclos,
desnaturalizacion inicial de 98°C durante 2 minutos un ciclo, desnaturalizacion a
98°C durante 10 segundos por 28 ciclos, alineamiento a 71°C durante 10 segundos
por 28 ciclos, extension a 72°C durante 5 minutos por 28 ciclos y de extension final
a 72°C durante 10 minutos un ciclo. El tiempo de reaccion fue de aproximadamente

3 horas y 40 minutos. Seguido se adicioné 0.5 pl de la enzima de restriccion Dpnl
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para eliminar el DNA parental, el cual estd metilado. Esta nueva reaccion se incubé
durante 2 horas a una temperatura de 37°C.

Se disefiaron un par de primers a partir de mutaciones sinénimas para
realizar la amplificacion de la proteina verde fluorescente con los sitios de
reconocimiento en los extremos 5y 3 del reportero: FP-ZIKV-INS-1Z-V2:
GATAATCAGATGGCTATTATTATTATGAAAGGAGAAGAACTTTTC y RP-ZIKV-
INS-1Z-V2: TCAGGTTCTGGAATAAGTTTGTAGAGCTCATCCAT. El protocolo de
amplificacion para esta nueva primera mitad se muestra a continuacion para un
volumen de 20 pl. Agua libre de nucleasas (NFW): 10.4 pl, buffer de polimerasa HF
5X: 4.0 pul, dNTP’s 10 mM: 0.4 ul, Primer 1 (FP-ZIKV-INS-1Z-V2) 10 puM: 2.0 ul,
Primer 2 (RP-ZIKV-INS-1Z-V2) 10 puM: 2.0 ul, DNA molde (sf-GFP a 10 ng/ul): 1.0
pl'y DNA polimerasa Hot Phusion 11: 0.2 pl

El programa del termociclador se ajust6 de la siguiente manera considerando
la temperatura de alineamiento recomendada por Thermofisher Calculator para esta
DNA polimerasa Hot Phusion Il con los respectivos primers. La PCR se realizé en
30 ciclos. Desnaturalizacion inicial a 98°C durante 3 minutos un ciclo,
desnaturalizacion a 98°C por 15 segundos 30 ciclos, alineamiento a 64°C durante
30 segundos 30 ciclos, extension a 72°C por 15 segundos 30 ciclos y extension final

a 72°C durante 15 segundos un ciclo.

Después de cada PCR, se verificd que el producto tuviera el tamafio
esperado mediante electroforesis en gel de agarosa al 1%. Para esta parte, y como
nuestro producto seria utilizado como molde para la segunda extension, se utilizo el
reactivo DNA Stain SYBR como agente intercalante reemplazando al bromuro de
etidio. Se disolvieron 400 mg de agarosa en 40 ml de buffer TBE 1X, se carg6 todo
el volumen de la reaccién mas glicerol como buffer de carga. Se utiliz6 también un

marcador o escalera de 1000 pares de bases para determinar el tamafio de nuestro
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producto. Se corrid la electroforesis a 110 volts durante 45 minutos y se visualizé en
foto documentador.

Se utilizd6 nuevamente el producto obtenido de la anterior PCR para la
segunda amplificacion de la proteina verde fluorescente con una alicuota a 10 ng/ul.
Se disenaron los siguientes primers; FP-ZIKV-INS-2Z-V2:
CCTGAGCCAGAAAGCAAAGATCCCCGCAAGATAATCAGATGG y RP-ZIKV-INS-
2Z-V2: CATTTGGTTGTCCTGGGGCCTCTGTTTCTAGGTTCTGG. El protocolo de
amplificacion para esta nueva segunda mitad se muestra a continuacion para un
volumen de 20 pl. Agua libre de nucleasas (NFW): 9.35 pl, buffer de polimerasa HF
5X: 4.0 ul, dNTP’s 10 mM: 0.4 ul, Primer 1 (FP-ZIKV-INS-2Z-V2) 10 uM: 2.0 ul,
Primer 2 (RP-ZIKV-INS-2Z-V2) 10 pM: 2.0 pl, DNA molde (ZIKV-INS-1Z-V2) a 10
ng/ul: 1.25 pl, DMSO (4% de reaccion total): 0.8 pl y DNA polimerasa Hot Phusion
[I: 0.2 pl.

El programa de termociclador utilizado para esta PCR se muestra a
continuaciéon tomando en consideracion la temperatura de alineamiento
recomendada por Thermofisher Calculator: una desnaturalizacion inicial a 98°C
durante 3 minutos un ciclo, desnaturalizacion a 98°C durante 15 segundos por 30
ciclos, extension a 72°C durante 30 segundos por 30 ciclos, y una extension final a

72°C durante 5 minutos un ciclo.

Una vez verificado el tamafio del producto, se realizo la limpieza del DNA
mediante el protocolo de purificacion de producto de PCR a partir de electroforesis.
Para ello se utilizd la metodologia del kit Wizard de Promega, este consistio en
remover los residuos de dNTP’s, primers y buffer mediante lavado con solucion de
etanol. Al finalizar la limpieza el DNA se cuantific6 mediante nanodrop y se

almacend a -20°C.

Para realizar el proceso de clonacion donde no se cuenta con un producto

purificado por medio de algun buffer de lavado con etanol, se recomienda el uso de
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la solucién Enhancer que mejora el funcionamiento de la enzima recombinasa HD
Premix Infusion cuando el fragmento y vector son de tamafios muy diferentes. Este
tratamiento consistié en el siguiente protocolo: se afiadieron 2 ul de la solucién de
enhancer a 5 ul del producto de PCR sin purificar (INS2Z-V?2). Esta reaccion se dejé
en incubacién a 37°C durante 15 minutos y posteriormente a 80°C durante 15
minutos. Al término de la incubacién el producto se almacené a -20°C hasta que se

realizé la clonacion.

Como se menciono anteriormente, realizamos la union del vector linearizado
(ZIKV-Open) y del fragmento (ZIKV-INS2Z-V2) para la generacion del nuevo
plasmido recombinante. Este experimento se realizO mediante el kit y protocolo de
In-Fusion con los siguientes reactivos para una reaccion de 10 pl. Se afadié Agua
libre de nucleasas (NFW): 4.64 ul, Vector linearizado (ZIKV-Open): 1.36 pl,
Fragmento (ZIKV-INS-2): 2.0 ul y enzima recombinasa Premix HD In Fusion; 2.0 pl.
El programa de incubacién para la clonacion de acuerdo al protocolo del kit fue de:

15 minutos a 37°C seguido de 15 minutos a 50°C.

Una vez terminada la incubacion se colocé la reaccion en hielo y se preparo
la transformacion en células competentes proporcionadas por el mismo kit comercial

(Células Stellar competentes).
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Se afiadieron 3 pl de la reaccion In Fusion a un vial con 50 pl de células stellar
competentes previamente descongeladas en hielo, posteriormente se dejaron
reposar en hielo durante 30 minutos. Realizamos un choque térmico poniendo las
bacterias en un termoblock a 42°C durante 45 segundos y después se afiadieron
500 ul de medio SOC a las bacterias, estas se dejaron en termo agitacion durante
una hora, 180 rpm a 37°C. Posteriormente se centrifugd a 1000g’s durante 5
minutos el vial con bacterias para obtener el pellet. Decantamos 400 ul de
sobrenadante y se resuspendio el pellet con los 100 pl restantes. Se sembraron los
100 pl de bacterias en una placa de Agar con ampicilina y se dejé en incubacion
durante 16 horas a 37°C. Se observo el crecimiento de colonias en la placa y se
seleccionaron 8 colonias iniciales para verificar que contenian el gen de interés.
Para ello se picaron y se pusieron a crecer en10 ml de medio Luria Bertani (LB)

adicionando 10 ul de Ampicilina, se dejaron en termo agitacion durante 16 horas.

El proceso de obtencion de plasmido se basa en la lisis de las bacterias, la
obtencién del DNA plasmidico, su precipitacion y lavado mediante etanol. Se utilizo
el kit Wizard SV miniprep de Promega®. El protocolo de extraccion de DNA se

explica a detalle a continuacion.

Las bacterias se dejaron en incubacion en 10 ml de medio LB durante 12
horas, posteriormente obtuvimos la biomasa de las bacterias por centrifugacion
(8,300 rpm durante 5 minutos) decantamos el sobrenadante y se afiade la solucién
de resuspension, se mezcla bien para re suspender el pellet con ayuda de vortex y
seguido se afiade el buffer de lisis celular para comenzar con la ruptura de los
organelos de las bacterias para permitir la liberacion de los acidos nucleicos. Se
afiade la proteasa alcalina para la desnaturalizacion y precipitacion de proteinas en
un tiempo de incubacion de 5 minutos a temperatura ambiente. Seguido se detiene
la accidon del buffer de lisis con ayuda de un buffer de neutralizacion. Posteriormente

con ayuda de mini columnas ensambladas sobre tubos de colecta se comienza a
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precipitar el DNA por medio de centrifugacion a 14,000 rpm con ayuda de la solucion
de lavado con etanol.

El DNA es insoluble en etanol por lo que precipita. Por ultimo se deja secar
el remanente de solucion de lavado y se resuspende el DNA en 100 ul de agua libre
de nucleasas. Finalmente se mide la concentracion de DNA obtenido por medio de
nanodrop tomando en cuenta las absorbancias de pureza en el espectro de 260/280
y 260/230 nm.

Se realiz6é una PCR con 10 colonias crecidas en la placa de ampicilina en
busca del DNA recombinante, para ello se picaron la mitad de estas colonias y se
busco amplificar con ayuda de primers especificos adyacentes al sitio de insercion
del gen reportero productos con tamafo esperado de 1200 pb aproximadamente.
Los primers utilizados para este experimento fueron los siguientes; FP-ZIKA-2:
CGGAGACCCTAGAGACCATTAT y RP-ZIKA-5: CCTCCTCTCTCCTTCCCATTA.
El protocolo utilizado para la PCR de colonia en reacciones de 10 pl cada una, se
muestra a continuacion: buffer de enzima polimerasa Dream Taq: 1.0 ul, dNTP’s 10
mM: 0.2 ul, FP-ZIKA-2 10 uM: 0.5 pl, RP-ZIKA-5 10uM: 0.5 ul, agua libre de
nucleasas: 7.75 pl, colonia de interés picada desde la placa y Enzima polimerasa

Dream Taq: 0.1 pl.

El programa de termociclador es el siguiente: desnaturalizacion a 98°C
durante 3 minutos un ciclo, desnaturalizacion a 98°C por 15 segundos 30 ciclos,
alineamiento a 72°C durante 30 segundos por 30 ciclos, extension a 72°C durante

30 segundos 30 ciclos y un ciclo de extensidn final a 72°C durante 5 minutos.

Los DNA’s recombinantes positivos a la PCR de colonia fueron enviados a
secuenciacion al laboratorio nacional de biotecnologia agricola, médica y ambiental
(LANBAMA) perteneciente al Instituto Potosino de Investigacion Cientifica y
Tecnoldgica (IPICYT) para verificar la insercion del gen de interés. Las muestras se

llevaron refrigeradas en un volumen de 20 ul a una concentracién de 50 ng/ul de
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acuerdo a los requerimientos de dicho laboratorio. Se usé como referencia el mismo

par de primers utilizados en la PCR de colonia a una concentracién de 1 uM.

De igual manera, se corroboré por medio de digestion con la enzima de
restriccion BamHI (New England Biolabs®) que el DNA positivo a la PCR de colonia
y a la secuenciacion para verificar el tamafio de los fragmentos por medio de una
electroforesis en un gel de agarosa al 1%. Se usé como referencia el DNA molde
de ICD-ZIKV para comparar los tamafos de las bandas. El protocolo para esta
digestion fue el siguiente de acuerdo a la ficha técnica de la enzima de restriccion:
1 yug de DNA (ICD ZIKV y ZIKV GFP), buffer de enzima NEB CutSmart: 2.0 pl,
enzima de restriccion BamHI: 0.2 pl y agua libre de nucleasas (aforar hasta 20 pl).
La reaccidn se dejé en incubacion a 37°C durante 2 horas. Posteriormente fueron

cargados en un gel de agarosa al 1% y corridos a 110 volts durante 40 minutos.

Las células HEK293T fueron incubadas a una temperatura de 37°C y 5% de
CO2. Se mantuvieron en medio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
SIGMA-ALDRICH®) suplementadas con suero fetal bovino al 10%. Para los
experimentos, las células fueron levantadas con Tripsina 1x, centrifugadas a 1500
rom durante 5 minutos, decantado el sobrenadante y re suspendido el pellet en
DMEM al 10% SFB.

Finalmente, con una dilucién 1:5 (80 pL de azul de tripano y 20 uL de células)
se realiz6 el conteo con ayuda de una cadmara de Neubauer. Para los ensayos de
transfeccion por medio de Lipofectamina, se sembraron 200,000 células HEK293
por pozo en una placa de 6 pocillos y se cambio y recuperé el medio a las 24, 48y
72 horas. Durante cada cambio de medio se analizé por microscopio la
fluorescencia de las células y los sobrenadantes fueron almacenados a -80°C. Para
la transfeccién, se utilizé 1 ug de DNA tanto en ICD ZIKV como de ZIKV GFP. Se
us6 el reactivo Lipofectamine™ 3000 de Invitrogen™ (Numero de catalogo:

L3000001) y se siguid el protocolo de transfeccion utilizando los siguientes
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volumenes para formar el complejo lipido-DNA. Se afiadio Opti-MEM: 250 pl, 1 pg
de DNA (ZIKV GFP), Lipofectamine 3000: 3.75 ply P3000: 2 pl.
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4. Resultados

En las figuras 4 a 6 se observan los resultados de las PCR utilizadas para la
amplificacion y extensiéon del gen reportero, mientras que en las figuras 7 y 8 se
observa la linearizacion del vector ICD ZIKV y posterior insercion del gen reportero.
Por medio del software LaserGene Molecular Biology, con la extension de
SeqBuilder Pro se visualizd el producto con el tamafio esperado In Silico para
comparar con el producto obtenido una vez realizada la PCR. En la figura 9 se
observa la digestion por medio de la enzima de restriccion BamHI que reconoce los
sitios G"GATCC, observamos que se generan 2 bandas de diferente tamafo y
utilizamos el plasmido no linearizado de ICD ZIKV para comparar el tamafio de
bandas respecto al DNA recombinante de ZIKV GFP y en las figuras 10 y 11 se
comprueba la insercion del gen reportero mediante digestion con la enzima BamHI

y por medio de secuenciacion Sanger.

En las figuras 12 y 13 se observan las células HEK293T transfectadas con
el virus recombinante que contiene el reportero GFP y su control de virus sin mutar.
Se observo y cambio medio de cultivo cada 24 horas sin embargo solo se muestran
imagenes alas 48 y 72 horas posteriores a la transfeccion. Después de las 72 horas
se alcanzo la confluencia y las células comenzaron a perder su adherencia. Esta
linea celular es ampliamente utilizada en areas de biotecnologia, cultivo celular y
toxicologia por su mantenimiento y manejo sencillo. Presentan una morfologia
aplanada y crecen en adhesion a la superficie de la placa en una mono capa, al
alcanzar un punto alto de poblacién celular comienzan a perder esta caracteristica

y a formar pequefios agregados o islas de células antes de comenzar a morir.
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5. Discusion

En el presente trabajo realizamos la insercion de un gen reportero en
secciones no estructurales de un pladsmido del virus del Zika mediante una técnica
de recombinacién homdéloga usando parte de las secuencias pertenecientes a las
proteinas que flanquean a nuestro reportero para ser reconocidas por la proteasa

viral.

El primer reto en este trabajo fue lograr la union del fragmento y vector
linearizado para la creacion de ZIKV-GFP, debido a las similitudes en los extremos
57y 3"de la proteina verde fluorescente extendida con el plasmido linearizado y como
se menciona en los puntos 4.6 y 4. 7 de la seccion metodologia, disefiamos un par
de primers a partir de mutaciones sindnimas en los codones que codifican para los
mismos aminoacidos de los sitios de reconocimiento para las proteinas no
estructuras 2K y NS4A en los extremos 5y 3'respectivamente, de esta manera la
enzima recombinasa no cometia errores en la union entre vector y fragmento. La
dificultad para unir vector y fragmento se debia al uso de dobles sitios de
reconocimiento que flanquean nuestro gen reportero. Es posible que al Unicamente
usar un solo sitio de reconocimiento en 5y 3"del gen reportero sea posible una
clonacion mas sencilla. Como se observa en la figura 11, pudimos comprobar la
insercion del reportero al comparar la secuencia de aproximadamente 800
nucleotidos con numerosos trabajos reportados en la base de datos del Instituto de
salud de los Estados Unidos donde utilizan el gen de GFP, la poca diferencia de
similitud que obtuvimos (< 9%) se debe a la extensidn que realizamos adicionando

secuencias del ZIKV.

Sin embargo nuestro gen recombinante no expres6 de manera eficaz la
fluorescencia al ser transfectado en células HEK293 durante un periodo de 72
horas. Como se observa en las figuras 12 y 13, al infectar con ZIKV-GFP no hubo

un decremento en la poblacién por muerte celular como se esperaba tanto en el
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grupo control como con nuestro gen recombinante. Se observo un ligero cambio en
la morfologia de las células entre las 48 y 72 horas posteriores a la transfeccion
tanto con el virus control (ICD ZIKV) como con ZIKV-GFP.

La poca fluorescencia captada corresponde a las 72 horas posteriores a la
transfeccion, lo cual denota el ingreso del virus y su posterior traduccion, replicaciéon
y liberacion del reportero como se observa en la figura 13. Al momento se observa
una ligera disminucion de la poblacidén celular lo cual puede deberse tanto a la
infectividad del virus como al alto porcentaje de confluencia y posterior pérdida de
capacidad de adhesion de las células. Un trabajo de transfeccion con ambos linajes
del ZIKV demostro que la morfologia de las células HEK 293 mantenian su
morfologia hasta 3 dias posteriores a la tranfeccion y comenzaban a perder
adherencia una semana posterior a la tranfeccion con notable efecto citopatico y

degeneracion celular aproximadamente 10 dias pos infeccion (Liu et al., 2019).

Como se mencion6 al inicio de este trabajo, existen pocos trabajos
documentados sobre la insercion de un gen reportero en un plasmido del ZIKV. La
primera metodologia descrita y a partir de la cual se derivaron estrategias similares
fue propuesta por (Gadea et al., 2016) en donde a partir de la construccion de su
plasmido insertaron un gen fusion (GFP + 22) en la porcion estructural. Al realizar la
infeccion con su virus recombinante en células VERO se observd un pico maximo
de produccién de particulas virales a las 48 horas pos infeccion y una expresion

maxima de fluorescencia a las 36 horas pos infeccion.

En el trabajo publicado por (Shan et al., 2016) sintetizaron su propio plasmido
de ZIKV de linaje asiatico a partir de una muestra clinica de un paciente infantil. Se
comprob6 su infectividad en células VERO y posteriormente se afiadié un gen
reportero (Luciferasa) dentro de la regiéon que codifica para la capside viral. Se
observé la actividad del reportero hasta el dia 6 pos infeccion mediante

inmunotincion.
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En otro estudio, usando la metodologia de Gadea y colaboradores se insertd
de igual manera un gen reportero (eGFP) dentro de la porcion estructural de un
plasmido del ZIKV y se infectaron células VERO para evaluar la infectividad de este
virus recombinante. Si bien se observ6 una sefial de fluorescencia hasta méas de 72
horas pos infeccion, este virus resultd con una baja capacidad de infeccion
comparada con su control wildtype. De igual manera no se observaron cambios
morfolégicos en su cultivo celular (Gao et al., 2020).

En el trabajo realizado por (Mutso et al., 2017) construyeron su plasmido de
virus del Zika insertando un gen reportero distinto para comparar la actividad
bioluminscente (Nanolucif, GFP y mCherry) . La insercion se llevo a cabo dentro de
la region codificante para la capside viral y posteriormente se infectaron células
VERO, observandose un decremento inmediato de la actividad del reportero y poca
formacion de unidades formadoras de colonia. No se observaron cambios

morfoldgicos en las células VERO.
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6.- Conclusiones

En el presente trabajo realizamos la insercion de un gen reportero dentro de
la seccion no estructural de un plasmido del ZIKV mediante una técnica de
recombinacién homodloga usando regiones de reconocimiento propias de la
proteasa con el fin de evitar la adicién de secuencias externas que comprometieran
la capacidad infecciosa del virus. La principal dificultad para lograr la insercion de
nuestro gen reportero al vector de ICD ZIKV se debié a que las regiones que
flanqueaban a nuestro reportero tenian la misma secuencia en 5y 3°, por lo cual
para lograr una clonacion exitosa, tuvimos que redisefiar la metodologia de
extension de sfGFP mediante mutaciones sindnimas que codificaban para los
mismos aminoacidos que sirven para el reconocimiento de la proteasa viral y

permitir la escision del gen reportero.

Por caracteristicas mismas del plasmido de ZIKV fue dificil obtener el DNA
plasmidico recombinante suficiente con el cual infectar las células HEK, por lo que
elevar la concentracion de DNA para la tranfeccion no fue posible, ademas de que
un mayor volumen de DNA podria comprometer la formacion del complejo lipidico,
sin embargo como recomendaciones sefialamos que trabajar con concentraciones
de 2.5 a 5 pg de DNA y analizar durante mas de 72 horas la presencia de
fluorescencia podria dar resultados positivos en la sefal del reportero. De igual
manera podriamos observar un decremento en la poblacion celular como se

planteaba inicialmente y como se ha reportado previamente en la literatura.

Como perspectivas, en este trabajo logramos la insercidon un gen reportero
mediante el uso de secuencias propias del vector viral sin la adicion de proteinas
exdgenas ni enzimas de restriccion. Sin embargo, el sitio de insercion posiblemente
no fue el adecuado debido a que no se observé una infectividad y muerte celular
como era de esperarse, es probable también que la insercién del reportero haya

dafado la habilidad del virus para replicarse. Nuestra hipétesis se basaba en que el
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sitio entre NS4A y 2K era idéneo para la insercion del gen reportero debido a que
no comprometia la funcién de proteasa viral asi como la formacién del virion. Sin
embargd, como se ha reportado en la literatura, estas proteinas no estructurales
estan involucradas en la replicacién viral y respuesta inmune del hospedero, por lo
cual es posible que a pesar de ser secuencias mismas del virus haya un decremento
en la sefalizacion celular. Una de las sugerencias con base a los trabajos
reportados seria probar la insercion de la proteina verde fluorescente en una nueva
region como el caso de secciones estructurales. Tal y como reportaron los
respectivos autores, la capacidad de infeccion disminuyo respecto a su control sin
embargo, la sefial de su reportero fue detectable dentro de las 36 y 72 horas, por lo
gue al usar la metodologia de recombinacion homdloga, no se comprometeria la
formacion del viridn y sin hacer uso de secuencias externas como el caso del factor
de auto protedlisis 2A es posible que la infectividad del virus recombinante sea mas

parecida a su control sin mutar.

La enfermedad por virus del Zika ha retomado gran importancia debido a la
adaptacion del vector a nuevos ambientes urbanos y otros factores abidticos tales
como temperatura, precipitacion y altitud. Ademas de observarse como puede ser
transmitido ahora via sexualmente, esto significa que ahora no solo poblaciones
humanas alrededor del habitat natural del mosquito son susceptibles a la infeccion
y de mayor importancia, la capacidad que tiene este virus de pasar barrera
placentaria y hematoencefalica para generar patologias a nivel de sistema nervioso.
Es por ello que se necesita seguir con el estudio de este virus en todos sus aspectos,
desde la adaptacion del vector, hasta su sefializacion celular que involucra los

efectos nocivos en salud.
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Figura 1: Representacion de las distintas proteinas que codifica el genoma de 10.7 kbp del virus del Zika. EI RNA viral
codifica para un polipéptido que a su vez se traduce en 3 proteinas estructurales que intervienen en la formacion de
la particula viral y 7 no estructurales con funciones diversas, desde el empaquetamiento del genoma, replicacion e
interaccion con el  hospedero. Imagen obtenida del repositorio en linea ExPASy.
https://viralzone.expasy.org/6756?outline=all_by_species.
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Figura 2 Modificaciones del pldsmido ICD ZKV: a) pldsmido original de ZIKV de linaje asidtico, b) pldsmido de ICD ZIKV
linearizado mediante PCR inversa en seccion de proteinas no estructurales, c) insercion de la proteina verde
fluorescente extendida con sitios de reconocimiento de ZIKV en sus porciones 5y 3" d)proceso de extension de la
proteina verde fluorescente agregando sitios de reconocimiento de la proteasa viral en sus extremos 5y 3’y
posteriormente insertada en el pldsmido linearizado.
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Figura 3: Diagrama de metodologia In Fusion para la union del vector linearizado y fragmento por medio de una enzima
recombinasa. Una vez obtenido el nuevo pldsmido recombinante se transforma en células competentes (E. Coli) para la
produccion de mds DNA plasmidico. Las bacterias son sembradas en agar con ampicilina, de manera que solo las que
crezcan han asimilado el DNA recombinante debido a la porcidn que le confiere resistencia a este antibidtico.
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Figura 4. Resultado de la amplificacion de la proteina verde fluorescente (sfGFP) que fue utilizada como molde para la
posterior extension con porciones de secuencias no estructurales en los extremos 5y 3°.

Visualizacion In Silico Resultado obtenido
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Figura 5. Resultado de la primera extension de la proteina verde fluorescente (sfGFP) con los sitios de reconocimiento
de proteinas no estructurales en extremos 5”y 3 utilizando como molde el producto de PCR anterior.
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Figura 6. Resultado de la seqgunda extension de la proteina verde fluorescente (sfGFP) con los sitios de reconocimiento
de proteinas no estructurales en extremos 5"y 3 utilizando como molde el DNA extendido producto de la PCR anterior.

Visualizacion In Silico Resultado obtenido

woop ICD ZIKV: 14,426 pb
B0
s0000 -
10000 —

6000
AL
4000
T
S000—

10— )
2000

1500

L EL LA

Figura 7. Resultado de la linearizacion del pldsmido ICD ZIKV que fue utilizado como vector para la insercion del gen
reportero.
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Figura 8. Resultado de clonacion al unir el vector linearizado de ICD ZIKV mds la amplificacion del gen reportero (sfGFP)
por medio de la metodologia In Fusion
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Figura 9. Visualizacion de colonias que contienen el gen reportero por medio de PCR de colonia. Se observaron dos
colonias que amplificaron para el tamarfio esperado de aprox 1200 pb.
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Figura 10. Visualizacién de la digestion por medio de la enzima de restriccion BamHI. Se analizo el plasmido no
linearizado de ICD ZIKV para comparar el tamafio de las 2 bandas generadas. La digestion In Silico se realizé por medio

del software NEBcutter v2.0.
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Figura 11 a) Electroferograma obtenido por medio de secuenciacion Sanger del laboratorio nacional de biotecnologia

agricola, médica y ambiental (IPICYT), b) andlisis de la secuencia fasta por medio de la herramienta Blast, c)
comparacion de la secuencia de GFP con la base de datos del instituto de salud de los Estados Unidos
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Figura 12. Visualizacion de las células HEK293T entre las 48 y 72 horas posteriores a la transfeccion con el virus
recombinante que contiene el gen reportero, observdndose una gran proliferacion celular.
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Transfeccion de ICD ZIKV 1ug DNA
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el virus control de

Figura 13. Visualizacion de las células HEK293T entre las 48 y 72 horas posteriores a la transfeccion con
Zika sin mutar, observdndose una disminucion de la poblacién celular.
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Visualizacion extrapolando campo claro y Visualizacidn en campo claro. Imagen en
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Figura 14. Visualizacion del gen reportero GFP dentro de células HEK293T a las 72 horas posteriores a la tranfeccion con el
virus recombinante.
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9. Tablas
Proteina no estructural Funcioén descrita
NS1 Involucrada en el ensamblaje y replicacion viral. Interviene en la
inhibicion de la respuesta inmune del hospedero al bloquear la
activacion de interferén.
NS2A Involucrada en el ensamblaje y replicacion viral.
NS2B Funcién de cofactor de la proteasa viral.
NS3 Tiene 2 funciones enzimaticas: RNA helicasa y proteasa viral,
junto a NS2B lleva a cabo los cortes del polipéptido recién
traducido.
NS4A Regula la actividad helicasa de NS3. Bloquea el receptor MDA5S
inhibiendo la respuesta de Interferén Tipo 1 del hospedero.
Péptido 2K Funciona como sefial para la actividad inhibitoria de interferén
para NS4B.
NS4B Induce la formacion de vesiculas formadas a partir de reticulo
endoplasmico. Inhibe la formacion de Interferén beta.
NS5 RNA polimerasa RNA dependiente.

Tabla 1. Descripcion de las funciones que tienen cada una de las proteinas no estructurales del ZIKV. Principalmente
involucradas en la replicacion viral y la inhibicion de la respuesta inmune antivirica del hospedero mediada via Interferon
por medio del bloqueo en la cascada de sefializacion de cinasas. Estas proteinas regulan la actividad de mismas proteinas

no estructurales como el caso de NS2B, 2K y NS4A (Sirohi & Kuhn, 2017).
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Sitios de corte de ZIKV Secuencia de reconocimiento de aminoacidos Posicion
CICi INARKERKRR | GADTSIGIIG 104-105
Cilpr IGLLLTTAMA | AEITRRGSAY 122-123
pr/M KKGEARRSRR | AVTLPSHSTR 215-216
M/E MILLIAPAYS | IRCIGVSNRD 290-291
E/NS1 MIFLSTAVSA | DVGCSVDFSK 790-791
NS1/NS2a SNLVRSMVTA | GSTDHMDHF'S 1142-1143
NS2a/NS2b LLLLTRSGKR | SWPPSEVLTA 1368-1369
NS2b/NS3 FAAGA*WYVYVKTGKR | SGALWDVPAP 1498-1499
NS3/NS4a SFKEFAAGKR | GAALGVMEAL 2115-2116
NS4a/2k VLIPEPEKOR | SPQDNOMAT I 2242-2243
2k/NS4b AVGLLGLITA |NELGWLERTK 2265-2266
NS4b/NS5 TRNAGLVKRR | GGGTGETLGE 2516-2517

Tabla 2. Secuencias de reconocimiento de aminodcidos por parte de la proteasa viral NS3. En negrita y subrayado se
remarca la seccion que es reconocida por parte de la proteasa para realizar el corte entre estas regiones y generar 2

proteinas separadas y con funciones especificas. Esta tabla se realizé a partir del trabajo publicado por (Sun et al., 2017).
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