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RESUMEN 
El virus del Zika (ZIKV) representa un desafío significativo para la salud pública a nivel 

mundial debido a su asociación con complicaciones neurológicas graves, como la 

microcefalia y el síndrome de Guillain-Barré. La ausencia de tratamientos específicos 

y de vacunas aprobadas convierte el desarrollo de fármacos antivirales y, 

predominantemente, de prototipos de vacunas seguros y eficaces, en una meta 

prioritaria. En este trabajo se diseñó y evaluó una proteína multiepitópica recombinante 

denominada rpZDIII, derivada de secuencias antigénicas de la proteína E del ZIKV. El 

modelado estructural predijo una conformación adecuada para su rol como antígeno 

vacunal. La proteína rpZDIII fue expresada en E. coli y purificada a partir de cuerpos 

de inclusión, obteniéndose un producto soluble apto para su evaluación biológica.  

 

La administración subcutánea de rpZDIII en ratones BALB/c generó respuestas 

humorales robustas, caracterizadas por la inducción de anticuerpos IgG e IgM, así 

como por actividad neutralizante específica contra ZIKV, lo que confirmó su 

inmunogenicidad y permitió justificar la evaluación de sus efectos protectores in vivo. 

Las hembras C57BL/6 inmunizadas con rpZDIII bajo un esquema de tres dosis 

desarrollaron anticuerpos IgG capaces de reconocer la proteína E recombinante de 

ZIKV. Tras el desafío viral, el 80% de las crías de madres vacunadas sobrevivió y 

mantuvo un desarrollo normal, mientras que la descendencia del grupo no vacunado 

presentó una mortalidad del 100%. Respecto a la carga viral, no se detectó ARN viral 

en el tejido cerebral del grupo vacunado, a diferencia de los controles, que presentaron 

niveles elevados de ARN de ZIKV.  

 

En general, estos resultados demuestran que la vacuna rpZDIII es inmunogénica e 

inmunoprotectora, por lo que se propone como candidato vacunal prometedor en la 

lucha contra el ZIKV. 

 

Palabras clave: vacuna multiepitópica, anticuerpos neutralizantes, antígeno 

quimérico, desafío viral, inmunidad protectora.   
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ABSTRACT 
 

The Zika virus (ZIKV) poses a significant challenge to global public health because it is 

associated with serious neurological complications, such as microcephaly and Guillain-

Barré syndrome. The absence of specific treatments and approved vaccines makes it 

a priority to develop antiviral drugs and immunogenic vaccine prototypes that are safe 

and effective. In this study, a recombinant multiepitope protein called rpZDIII was 

designed and evaluated. It was derived from antigenic sequences of the ZIKV E protein. 

Structural modeling predicted a conformation suitable for its function as a vaccine 

antigen. The rpZDIII protein was expressed in E. coli and purified from inclusion bodies. 

This resulted in a soluble product suitable for biological evaluation.  

 

Subcutaneous administration of rpZDIII in BALB/c mice generated robust humoral 

responses, characterized by the induction of IgG and IgM antibodies, as well as specific 

neutralizing activity against ZIKV, confirming its immunogenicity and justifying the 

evaluation of its protective effects in vivo. C57BL/6 females immunized with rpZDIII 

under a three-dose regimen developed IgG antibodies capable of recognizing the 

recombinant ZIKV E protein. After viral challenge, 80% of the offspring from vaccinated 

mothers survived and maintained normal development, while the offspring of the 

unvaccinated group had a 100% mortality rate. With regard to viral load, no RNA was 

detected in the brain tissue of the vaccinated group, unlike the controls, which had high 

levels of ZIKV.  

 

Overall, these results demonstrate that the rpZDIII vaccine is immunogenic and 

immunoprotective, making it a promising vaccine candidate in the fight against ZIKV. 

 

Keywords: multi-epitope vaccine, neutralizing antibodies, chimeric antigen, viral 

challenge, protective immunity. 
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INTRODUCCIÓN 

Las enfermedades virales emergentes representan un desafío significativo para la 

salud pública a nivel global. En las últimas décadas, arbovirus como Zika, Dengue y 

Chikungunya han experimentado una expansión sostenida, poniendo en riesgo a 

poblaciones cada vez más amplias. Esta dinámica se ha relacionado con el cambio 

climático, la urbanización acelerada, la movilidad humana internacional y las 

limitaciones de las estrategias de control de los vectores (Liu-Helmersson et al., 2019; 

Semenza et al., 2022). 

En este contexto, el virus del Zika (ZIKV) se caracteriza por su rápida diseminación y 

su impacto sanitario. Tras décadas de circulación esporádica, el virus protagonizó 

grandes brotes en la Polinesia Francesa y, posteriormente, en América, donde las 

condiciones climáticas extremas favorecieron la proliferación del vector Aedes 

aegypti y propiciaron un amplio brote epidémico en 2016 (Paz y Semenza, 2016; Tesla 

et al., 2018; Semenza et al., 2022). 

El ZIKV se transmite principalmente por mosquitos del género Aedes, aunque también 

se ha documentado su transmisión sexual, vertical y por transfusión sanguínea 

(Giménez et al., 2022; OMS, 2020; Villalobos-Sánchez et al., 2022). La mayoría de las 

infecciones son asintomáticas o cursan con síntomas leves como fiebre, exantema, 

cefalea o artralgias (Lee et al., 2025). No obstante, la infección puede asociarse con 

complicaciones neurológicas, como el síndrome de Guillain-Barré (Duca et al., 2017). 

El impacto más alarmante ocurre durante el embarazo, donde la infección puede 

desencadenar alteraciones graves en el desarrollo fetal, entre ellas la microcefalia (Lee 

et al., 2025; Rabe et al., 2025). Debido a la magnitud de estas complicaciones, la OMS 

declaró al ZIKV en una emergencia de salud pública de importancia internacional en 

2016 (Wilder-Smith y Osman, 2020). 
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A pesar de los avances en la última década, no existe todavía un tratamiento específico 

ni una vacuna aprobada contra ZIKV. Se han explorado múltiples plataformas 

vacunales (incluyendo vacunas inactivadas, atenuadas, de ADN, ARNm, vectores 

virales y péptidos recombinantes) para llevar prototipos de vacunas a ensayos clínicos, 

resultando en perfiles aceptables de seguridad e inmunogenicidad, sin embargo, para 

ninguna de estas vacunas se ha completado la evaluación clínica con resultados que 

permitan su aprobación (Woodson y Morabito, 2024). Por lo tanto, continuar con el 

desarrollo de vacunas contra el ZIKV es una necesidad imperante. 

Entre las estrategias para el desarrollo de vacunas, el uso de proteínas multiepítopicas 

se considera promisorio dado que permite seleccionar epítopos conservados de 

diferentes proteínas virales y ensamblarlos en un antígeno capaz de estimular 

simultáneamente respuestas humorales y celulares. Gracias al uso de herramientas 

inmunoinformáticas, diversos candidatos multiepitópicos contra ZIKV han sido 

diseñados (Braz y Batista, 2024; Ezzemani et al., 2023). Aunque, proteínas como la 

de envoltura (E) representan blancos inmunogénicos clave (Chen et al., 2023; Sun et 

al., 2023), es importante contar con un antígeno que permita inducir respuestas tanto 

humorales como celulares contra aquellos epítopos protectores, a la vez que se 

excluyen los epítopos inmunodominantes que no confieren protección.  

En conjunto, este panorama evidencia la urgencia de avanzar en estrategias vacunales 

innovadoras y fundamenta la pertinencia de estudiar candidatos multiepitópicos como 

una alternativa para el control del ZIKV. 
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ANTECEDENTES 

I. Virus del Zika  

Clasificación taxonómica 

El ZIKV se clasifica taxonómicamente dentro de la familia Flaviviridae y pertenece al 

género Flavivirus (Tabla 1) (Schoch et al., 2020). Esta clasificación dentro del linaje 

taxonómico lo relaciona estrechamente con otros flavivirus transmitidos por mosquitos, 

entre ellos el virus de la encefalitis japonesa (JEV), el virus del Nilo occidental (WNV), 

el virus del dengue (DENV) y el virus de la fiebre amarilla  (YFV), con los cuales 

comparte tanto vectores como características genómicas (Van Leur et al., 2021). 

Tabla 1.- Clasificación taxonómica del ZIKV 

Dominio Riboviria 

Reino Orthornavirae 

Filo Kitrinoviricota 

Clase Flasuviricetes 

Orden Amarillovirales 

Familia Flaviviridade 

Género Flavivirus 

Especie Zika 
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Organización génica 

El ZIKV es un virus envuelto con un genoma de ARN monocatenario de sentido 

positivo. Su organización genómica comprende aproximadamente 10.8 kb y consiste 

en un único marco de lectura abierto (ORF), delimitado en sus extremos por dos 

regiones no traducibles (UTRs 5´ y 3´). Dicho ORF codifica una poliproteína que 

posteriormente es escindida para generar las proteínas estructurales y no estructurales 

que conforman el virus (Figura 1) (Ávila-Pérez et al., 2018; Beckham et al., 2016; 

Bhagat et al., 2021). 

 

Figura 1. Estructura del virión del ZIKV y organización de su genoma. La 

superficie viral está compuesta por las proteínas E y M dispuestas con simetría 

icosaédrica. El genoma de ~10.8 kb se traduce como una poliproteína que 

posteriormente se escinde en tres proteínas estructurales y siete no estructurales. Las 

regiones no traducibles 5’ y 3’ (UTR) se representan con líneas negras, localizadas en 

los extremos del genoma (modificado de Ávila-Pérez et al., 2018). 
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Proteínas estructurales y no estructurales 

Las proteínas estructurales del ZIKV incluyen la proteína de la cápside (C), la proteína 

de envoltura (E) y la proteína de membrana (prM/M). Estas participan principalmente 

en el ensamble de las partículas virales, la adsorción y  la entrada del virus a las células 

huésped, además de contener los principales epítopos neutralizantes (Tabla 2, Figura 

2) (Guo et al., 2021; Valente y Moraes, 2017). 

Tabla 2. Proteínas estructurales del ZIKV, funciones principales y relevancia. 

Proteína estructural Función principal Relevancia  

Cápside (C) 

(Zhang et al., 2021) 

• Forma la nucleocápside 

que empaqueta y protege 

el genoma viral. 

• Participa en el ensamblaje 

del virión dentro del 

retículo endoplásmico. 

• Mutaciones en la 

proteína pueden 

afectar la estabilidad 

del virión y la eficiencia 

de infección. 

Precursora de 

membrana (prM)/ 

membrana (M) 

(Feng, 2024) 

• La prM participa en los 

procesos de ensamblaje, 

liberación, maduración e 

infección del virus. 

• La prM interactúa con la 

proteína E para crear el 

precursor de la partícula 

viral. 

• Tras maduración, prM se 

escinde a M. 

• La escición incompleta 

de prM a M se 

relaciona con viriones 

inmaduros. 
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Envoltura (E) 

(Feng, 2024; Valente y 

Moraes, 2017). 

 

• Esencial para la estructura 

del virión. 

• Media la unión del virus a 

receptores celulares. 

• Facilita la fusión de 

membranas y la liberación 

del genoma viral al interior 

de la célula. 

• Principal antígeno 

reconocido por 

anticuerpos 

neutralizantes. 

• Principal antígeno 

vacunal. 

Por otro lado, las proteínas no estructurales NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B y 

NS5, desempeñan funciones esenciales en la replicación viral y en la modulación de 

la respuesta inmunitaria del huésped (Tabla 3, Figura 2) (Guo et al., 2021; Valente y 

Moraes, 2017). 

 

Figura 2.- Organización del genoma de ZIKV y generación de proteínas virales. 
El genoma codifica una poliproteína escindida en proteínas estructurales que 

conforman el virión, así como en proteínas no estructurales que coordinan el 

ensamblaje del complejo de replicación. Se muestran su posición, orientación y sitios 

de procesamiento (modificado de ViralZone, 2025). 
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Tabla 3. Proteínas no estructurales del ZIKV, funciones principales y 

relevancia. 

Proteína no estructural Función principal Relevancia  

NS1 

(Valente y Moraes, 

2017) 

•  Participa en la replicación 

del genoma y en la 

formación del complejo de 

replicación. 

•  Contribuye a la 

evasión del sistema 

inmunitario. 

NS2A 

(Zhan et al., 2019) 

•  Participa en el ensamblaje 

de la partícula viral.  

•  Mutaciones en esta 

proteína afectan la 

eficiencia de 

ensamblaje y 

pueden alterar la 

infectividad.  

NS2B 

(Kumar et al., 2023) 

 

•  Actúa como un cofactor 

para la actividad catalítica 

de NS3. 

• NS2B-NS3 forman un 

complejo indispensable 

para escindir la 

poliproteína en proteínas 

individuales y funcionales. 

•  La interrupción del 

complejo NS2B-

NS3 es un objetivo 

importante en el 

desarrollo de 

fármacos 

antivirales.  

NS3 

(Zhou et al., 2024) 

• NS2B-NS3 forman un 

complejo indispensable 

para escindir la 

poliproteína en proteínas 

individuales y funcionales. 

•  Fundamental para 

la replicaciójn y el 

procesamiento 

proteico.  
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•  Considerado uno 

de los principales 

blancos para 

inhibidores 

antivirales. 

NS4A 

(Liang et al., 2016) 

•  Componente del complejo 

de replicación. 

• Induce la remodelación de 

membranas del retículo 

endoplásmico.  

• Algunos estudios la 

relacionan con 

efectos en células 

nuronales 

(microcefalia).   

NS4B 

(Fanunza et al., 2021) 

• Componente del complejo 

de replicación. 

• Inhibe la vía de interferón 

tipo I (IFN-I). 

•  Su capacidad de 

bloquear las 

señales de 

interferón permite al 

virus evadir la 

defensa antiviral del 

huésped.  

• Es un blanco 

tarapéutico, ya que 

su inhibición 

disminuye la 

replicación viral.  

NS5 

(Mwaliko et al., 2020) 

• Proteína más grande 

codificada en el genoma. 

•  Proteína más conservada 

entre flavivirus. 

• Blanco principal 

para el desarrollo de 

medicamentos.  
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Ciclo de infección  

El ciclo de infección de ZIKV comienza con la unión del virión a la superficie celular, 

interacción mediada por la proteína E y los receptores celulares, entre los que se 

encuentran  la molécula de adhesión específica de células dendríticas DC-SIGN, los 

receptores de fosfatidil serina como AXL, la molécula de adhesión celular neuronal 

NCAM1, la proteína de choqué térmico SP70 y la integrina avb5 (Metzler et al., 2024; 

Van Leur et a., 2021). 

Posteriormente ocurre la endocitosis mediada por clatrina. La acidificación del interior 

endosomal induce cambios conformacionales en la proteína E que permiten la fusión 

de la membrana viral con la del endosoma, liberando así el genoma viral al citoplasma 

(Metzler et al., 2024; Van Leur et a., 2021). 

Una vez en el citoplasma, el ARN viral de sentido positivo se traduce en una única 

poliproteína que después es escindida para generar las proteínas estructurales y no 

estructurales. De forma paralela, el genoma viral sirve como molde para sintetizar una 

cadena de ARN de sentido negativo, la cual funciona como plantilla para la producción 

de nuevos genomas virales (Metzler et al., 2024; Van Leur et a., 2021). 

La replicación y el ensamblaje inicial de las partículas virales ocurren en 

compartimentos derivados del retículo endoplásmico. Durante su tránsito por la red 

trans-Golgi, el virión experimenta su proceso de maduración. Finalmente, los nuevos 

viriones son liberados al exterior celular por exocitosis (Metzler et al., 2024; Van Leur 

et a., 2021). 
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II. Epidemiología  

 

Brotes históricos de ZIKV  

 

El ZIKV fue aislado por primera vez en 1947 en Uganda. El primer brote en humanos 

se notificó en 2007 en la Isla Yap, donde aproximadamente el 70% de la población 

resultó infectada. Posteriormente, en 2013 se registró un brote de gran magnitud en la 

Polinesia Francesa, que incluyó casos con manifestaciones clínicas graves. No 

obstante, el brote más significativo se presentó en Brasil en el 2015, afectando a más 

de 1.5 millones de personas. Ante esta situación, la OMS declaró en 2016 el ZIKV 

como un problema grave de salud pública a nivel mundial (Kindhauser et al., 2016). 

 

Panorama epidemiológico en México 

 

El ZIKV se ha distribuido en 86 países y territorios a nivel mundial, lo que evidencia su 

amplia expansión a nivel global desde su identificación. En particular, la región de las 

Américas ha sido una de las más afectadas. En México, durante el periodo 

comprendido entre 2015 y 2025, la Secretaría de Salud notificó 13,068 casos de 

infección por ZIKV, de los cuales 7,157 ocurrieron en mujeres embarazadas, un dato 

relevante debido al riesgo de desarrollar complicaciones congénitas asociadas a la 

infección durante la gestación (Secretaría de Salud, 2025). 

 

Sintomatología 

 

La detección y notificación de casos confirmados de infección por ZIKV son limitadas; 

cerca del 80% de las infecciones cursan de manera asintomática, mientras que el 20% 

restante presenta manifestaciones clínicas leves (Pielnaa et al., 2020). Los síntomas 

suelen ser fiebre, cefalea, exantema, conjuntivitis, mialgias, artralgias y enrojecimiento 
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ocular (Figura 3), con una duración de 2 a 7 días y un período de incubación que oscila 

entre 3 y 12 días (Slavov et al., 2016). Esta combinación de alta proporción de casos 

asintomáticos y síntomas inespecíficos dificulta la detección adecuada y monitoreo del 

ZIKV en la población afectada.  

 

 
Figura 3. Sintomatología asociada a la infección por ZIKV. Se representan las 

principales manifestaciones clínicas que aparecen aproximadamente en el 20% de los 

casos sintomáticos, destacando fiebre, exantema, conjuntivitis, cefalea, mialgias y 

artralgias (Modificado de Rather et al., 2017). 

 

Complicaciones  

 

Uno de los principales problemas asociados a este patógeno es su relación con el 

desarrollo de microcefalia en recién nacidos y con el síndrome de Guillain-Barré en 

adultos, considerados ambas como las complicaciones más graves derivadas de la 

infección por ZIKV (Javed et al., 2018). 

 

La microcefalia es una alteración del neurodesarrollo caracterizada por un tamaño de 
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la cabeza menor al esperado para la edad gestacional (Figura 4) (Becerra-Solano et 

al., 2021). Esta condición resulta de un crecimiento anormal del cerebro durante la 

gestación, lo que se refleja directamente en un perímetro cefálico reducido al momento 

del nacimiento (Possas, 2026; Shen et al., 2021).  

 

La microcefalia puede manifestarse como una condición aislada o acompañada de 

otros defectos congénitos. En el ámbito cognitivo, los niños afectados suelen presentar 

discapacidad intelectual que limita sus habilidades de aprendizaje. Además, pueden 

experimentar pérdida auditiva, alteraciones visuales y otras complicaciones 

neurológicas, como reflejo del impacto que esta condición ejerce sobre el desarrollo 

del sistema nervioso central (Rather et al., 2017). 

 

 
Figura 4. Asociación del ZIKV con la microcefalia durante el embarazo. La 

infección materna por ZIKV durante la gestación puede conducir a la infección fetal, 

generar alteraciones en el desarrollo neuronal y dar lugar al desarrollo de microcefalia 

(modificado de Rather et al., 2017). 

 

Por otra parte, la infección por ZIKV se ha asociado también con el desarrollo del 

síndrome de Guillain-Barré, una neuropatía autoinmune que afecta principalmente a 

adultos y se caracteriza por debilidad muscular progresiva y afectación de los nervios 

periféricos (Laman et al., 2022).  
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III. Vías de transmisión  

 

La transmisión del ZIKV ocurre principalmente a través de la picadura 

del mosquito Aedes (Figura 5). Cuando el virus entra en la epidermis o directamente 

al torrente sanguíneo, los queratinocitos, las células endoteliales y las células 

dendríticas pueden favorecer su replicación en el sitio de entrada. Asimismo, se ha 

documentado que los monocitos circulantes pueden infectarse y contribuir a la 

diseminación viral (Kazmi et al., 2020). 

 

Diversos estudios indican que el virus también puede transmitirse por contacto sexual 

(Figura 5). Se ha reportado que este tipo de transmisión ocurre con mayor frecuencia 

de hombre a mujer, aunque también puede presentarse de mujer a hombre y de 

hombre a hombre. Dado que la carga viral es más alta en el semen, se ha observado 

que el virus puede persistir en esta secreción hasta 414 días después del inicio de los 

síntomas (Bujan et al., 2020). Aunque no se conoce completamente el mecanismo, se 

plantea la hipótesis de que el ZIKV podría replicarse de manera eficiente en el tracto 

reproductor masculino (Khaiboullina et al., 2019; Sá-Guimaraes et al., 2022).  

 

Se ha documentado la transmisión de una madre infectada al feto durante la gestación 

(Figura 5). El ZIKV puede atravesar la placenta y alcanzar los tejidos neuronales 

fetales, provocando graves alteraciones del desarrollo (Bhardwaj et al., 2021; Winkler 

et al., 2027). 

 

Finalmente, la transfusión sanguínea constituye otra vía de transmisión (Figura 5). Un 

estudio describió un caso confirmado de infección por ZIKV adquirida mediante la 

transfusión de sangre (Barjas-Castro et al., 2016).  
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Figura 5. Vías de transmisión del ZIKV. Se muestran las cuatro rutas de transmisión 

reconocidas: vectorial a través de Aedes aegypti, sexual, vertical y por transfusión. 

Todas estas contribuyen a la propagación del virus en la población humana.  

 

 

IV. Panorama general de vacunas en desarrollo contra ZIKV 

 

A pesar de que el ZIKV se ha convertido en un problema de salud pública, actualmente 

no existen tratamientos específicos capaces de interrumpir su ciclo replicativo y las 

intervenciones disponibles se limitan al alivio de los síntomas (Javed et al., 2018).  

 

Los avances en el diseño de vacunas contra otros flavivirus han proporcionado un 

fundamento sólido para el desarrollo de vacunas contra ZIKV, de modo que la 

selección de una plataforma vacunal adecuada representa un paso decisivo para 
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garantizar su seguridad y eficacia (Poland et al., 2018). Hasta la fecha, se han 

propuesto múltiples vacunas basadas en diversas plataformas, de las cuales varias 

han avanzado a fases tempranas de ensayos clínicos (Pattnaik et al., 2020).  

 

La Tabla 4 presenta un panorama general de los candidatos en evaluación clínica, 

organizados por plataforma y por fase de desarrollo. Con el fin de contextualizar esta 

información y destacar los avances más relevantes, a continuación, se describen de 

manera general las características y progresos asociados a cada plataforma vacunal 

(Castanha y Marques, 2020; Pattnaik et al., 2020; Wang et al., 2022) 

 

Vacunas basadas en ácidos nucleicos 

 

Uno de los candidatos vacunales contra ZIKV más avanzados es VRC5283 (VRC-

ZKADNA090-00-VP), una vacuna de ADN desarrollada por el Vaccine Research 

Center del National Institute of Allergy and Infectious Diseases (NIAID). Esta 

formulación consiste en plásmidos de ADN que codifican las proteínas prM y E del 

ZIKV, derivadas de la cepa H/PF/2013. En modelos preclínicos en primates no 

humanos, VRC5283 indujo anticuerpos neutralizantes y confirió protección durante el 

embarazo, así como frente a la transmisión vertical del virus (Pattnaik, 2020; Thomas-

Stephen, 2020). En ensayos clínicos de fase I, la vacuna demostró ser segura y bien 

tolerada, con eventos adversos principalmente leves a moderados, además de inducir 

respuestas celulares y humorales robustas. Actualmente, VRC5283 se evalúa en un 

ensayo internacional de fase II, utilizando un esquema de tres dosis administradas en 

las semanas 0, 4 y 8 (Gaudinski et al., 2018; Castanha et al., 2020). 

 

Moderna ha desarrollado dos vacunas basadas en mRNA (mRNA-1325 y mRNA-1893) 

que codifican las proteínas prM-E. En estudios preclínicos, mRNA-1325 indujo 

protección parcial en ratones, aunque en modelos inmunocompetentes requirió una 

dosis de refuerzo. Su estudio clínico de fase II (NCT03014089) aún no cuenta con 
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resultados publicados. Por su parte, mRNA-1893 ha completado la fase I en adultos 

seronegativos y seropositivos a flavivirus (NCT04064905), y se encuentra en 

evaluación adicional en zonas endémicas y no endémicas (NCT04917861) (Poland et 

al., 2019). 

 

La vacuna de ADN GLS-5700, desarrollado por GeneOne Life Science en colaboración 

con Inovio Pharmaceuticals, ha sido evaluada en dos ensayos clínicos de fase I. En 

adultos seronegativos, la administración intradérmica seguida de electroporación fue 

bien tolerada y generó anticuerpos neutralizantes en ~60% de los participantes; 

además, los sueros obtenidos confirieron protección en ratones INFAR-/- frente al 

desafío viral (Tebas et al., 2021).  

 

El NIAID también desarrolló las vacunas de ADN VRC5288 y VRC5283. VRC5288 

corresponde a una vacuna quimérica que combina secuencias del ZIKV y del virus de 

la encefalitis japonesa, mientras que VRC se basa en secuencias de ZIKV de tipo 

silvestre. Ambas vacunas confirieron protección frente a la viremia en modelos de 

primates no humanos y mostraron un perfil de seguridad favorable en ensayos clínicos 

de fase I; sin embargo, VRC5283 indujo respuestas humorales y celulares de mayor 

magnitud, particularmente cuando se administró por vía intramuscular mediante un 

sistema de inyección sin aguja (jet injection) (Gaudinski, 2018). 

 

Vacunas basadas en vectores virales  

 

Ad26.ZIKV.001, desarrollada por Janssen, utiliza un adenovirus humano tipo 26 no 

replicante. Los estudios preclínicos mostraron altos títulos de anticuerpos 

neutralizantes y protección completa frente a la viremia en ratones y primates no 

humanos. El candidato está en fase I (NCT03356561) (Salisch et al., 2021). 
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Themis Bioscience desarrolló dos vacunas que emplean el virus del sarampión como 

vector: MV-ZIKV y MV-ZIKV-RSP. MV-ZIKV indujo respuestas humorales y celulares 

en ratones IFNAR-/-- CD46 y protegió a hembras embarazadas sin causar efectos 

teratogénicos. Ambos candidatos completaron ensayos de fase I (NCT02996890 y 

NCT04033068) (Peng et al., 2024; Nürnberger et al., 2019). 

La Universidad de Oxford desarrolló ChAdOx1 Zika, basado en un adenovirus de 

chimpancé con replicación deficiente. Una sola dosis de esta vacuna sin adyuvante 

protegió completamente a ratones y no indujo anticuerpos facilitadores de la infección 

por dengue (Camacho et al., 2018). Se han realizado dos estudios de fase I, uno como 

vacuna independiente (NCT04015648) y otro en coadministración con una vacuna 

contra Chikungunya (NCT04440774), cuyos resultados de inmunogenicidad aún no 

son publicados (Builtrago-Pabón, 2024; Peng et al., 2024). 

 

Vacunas inactivadas  

 

La vacuna ZPIV (Zika Purified Inactivated Virus), basada en virus del Zika inactivado y 

desarrollada por el NIAID y el Beth Israel Deaconess Medical Center (BIDMC), ha 

mostrado protección completa en ratones y primates no humanos. En la evaluación 

clínica de fase I, administrada en dos dosis (días 1 y 29), fue bien tolerada y generó 

seroconversión en 92% de los participantes, cuyos anticuerpos protegieron a modelos 

animales frente a la viremia. Estudios adicionales evaluaron la vacuna en esquemas 

acelerados, demostrando que se requieren dos dosis para inducir títulos adecuados, 

aunque su duración fue limitada. Actualmente esta vacuna se evalúa en Puerto Rico 

con diferentes dosis (5 y 2.5 µg) (NCT03008122) (Builtrago-Pabón, 2024; Stephenson 

et al., 2020; Peng et al., 2024). 

La vacuna TAK-426, un candidato vacunal basado en ZIKV purificado e inactivado, 

desarrollada por Takeda Pharmaceutical Company, mostró alta inmunogenicidad en 
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ratones y protección completa en primates no humanos (Baldwin et al., 2018; Young 

et al., 2020). En un estudio clínico de fase I (NCT03343626), se evaluaron tres niveles 

de dosis en adultos expuestos y no expuestos a flavivirus. La formulación fue segura 

e inmunogénica en todos los casos, identificándose 10 µg como la dosis óptima para 

continuar con su desarrollo (Acosta et al., 2023; Han et al., 2021). 

 

Vacunas atenuadas 

 

La vacuna rZKV/D4/Δ30-713, desarrollada por el NIAID, es una vacuna quimérica de 

virus atenuado que expresa las proteínas prM y E del ZIKV sobre una cepa atenuada 

del virus del dengue serotipo 4 (DENV-4). El ensayo clínico de fase I (NCT03611946) 

evaluó su seguridad, reactogenicidad e inmunogenicidad en individuos sin exposición 

previa a flavivirus. El estudio concluyó en marzo de 2022 y determinó que la 

formulación fue segura y bien tolerada; sin embargo, indujo niveles bajos de 

seroconversión, lo que indica una respuesta inmunogénica insuficiente, 

probablemente debido a una atenuación excesiva del virus recombinante. En conjunto, 

los resultados indican que rZIKV/D4Δ30-713 está sobreatenuada y no se continuará 

su desarrollo como candidato vacunal (Builtrago-Pabón, 2024; Peng et al., 2024). 
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Aunque se han desarrollado diversas vacunas contra el ZIKV, ninguna ha sido 

aprobada debido a limitaciones importantes. Si bien los candidatos basados en ADN y 

mRNA han mostrado perfiles de seguridad favorables e inducen respuestas humorales 

y celulares, como se describió previamente, en varios casos la magnitud y duración de 

dichas respuestas ha sido limitada, requiriendo múltiples dosis de refuerzo o sin 

progresar más allá de fases tempranas de evaluación clínica. Asimismo, en otros 

candidatos mencionados, como vacunas inactivadas o atenuadas, se ha observado 

seroconversión transitoria, protección parcial o respuestas inmunes insuficientes. 

 

Adicionalmente, la similitud antigénica entre ZIKV y otros flavivirus, particularmente el 

dengue, plantea el riesgo de reactividad cruzada y potenciación dependiente de 

anticuerpos, lo que representa un desafío para su desarrollo. Finalmente, la seguridad 

y eficacia en poblaciones vulnerables, como mujeres embarazadas, aún no han sido 

completamente establecidas. Estas limitaciones evidencian la necesidad de explorar 

nuevas estrategias para el desarrollo de vacunas contra ZIKV. 
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Tabla 4. Panorama general de las vacunas en desarrollo contra el ZIKV en 
ensayos clínicos 

Fase Plataforma Candidato Ensayo clínico Desarrolladores 

II 
DNA VRC5283 NTC03110770 

NIAID, VRC, 

Emmes Leidos 

Biomedical 

Research 

mRNA mRNA-1325 NCT03014089 Moderna 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

I 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

mRNA 
mRNA-1893 NCT04064905 Moderna 

DNA 

GLS-5700 

NCT02809443 GeneOne Life 

Science Inc./ 

Inovio 

Pharmaceuticals 
NCT02887482 

VRC5288 NCT02996461 
NIAID, VRC 

VRC5283 NCT02840487 

Vectores 

virales 

Ad26.ZIKV.001 NCT03356561 

Janssen Vaccine 

and Prevention B. 

V. 

MV-ZIKA-RSP NCT04033068 Themis 

Bioscience GmbH MV-ZIKA NCT02996890 

ChAdOx1 Zika 
NCT04015648 Universidad de 

Oxford NCT04440774 

Virus-

Atenuado 

rZIKV/D4Δ30-

713 
NCT03611946 NIAID 

Virus 

inactivado 

Zika Virus 

Purified 

Inactivated 

NCT02963909 

NIAID/ BIDMC NCT02952833 

NCT03008122 
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I 

Vaccine (ZPIV) NCT02937233 

Purified 

Inactivated 

Zika Virus 

Vaccine (PIZV) 

TAK-426 

NCT03343626 Takeda  

VLA1601 NCT03425149 
Valneva Austria 

GmbH 

BBV121 NCT04478656 Bharat Biotech 

NIAID: National Institute of Allergy and Infectious Diseases; BIDMC: Beth Israel 

Deaconess Medical Center; VRC: Vaccine Research Center.  

 

 

 

V. Vacunas multiepitópicas 

 
Las vacunas multiepitópicas son un tipo de vacuna de subunidad basadas en epítopos, 

las cuales emplean pequeños fragmentos de proteínas o péptidos capaces de 

desencadenar una respuesta inmune específica y protectora contra un patógeno 

determinado. Esta estrategia ha sido de gran interés debido a su capacidad para 

inducir de manera simultánea respuestas humorales y celulares (Shawan et al., 2023).  

 

Un enfoque relevante para su desarrollo es la identificación y selección de epítopos 

protectores mediante herramientas in silico, las cuales permiten predecir, evaluar y 

priorizar regiones antigénicas con alto potencial inmunogénico y protector a la vez que 

se descartan las regiones inmunodominantes no protectoras (Yuan et al., 2024).  

 

La incorporación simultánea de epítopos de células B y T dentro de un mismo 

constructo multiepitópico favorece la inducción de respuestas inmunes altamente 
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específicas, protectoras, seguras y duraderas, lo que representa una de las principales 

ventajas de este tipo de plataforma vacunal (Allemailem, 2025). 

 

Diseño  

 

El diseño y desarrollo de vacunas multiepitópicas inicia con la identificación de 

antígenos objetivo y el análisis detallado de sus secuencias en bases de datos, con el 

fin de evaluar su potencial inmunogénico (Rappuoli et al., 2019). En este proceso, las 

herramientas computacionales y bioinformáticas desempeñan un papel central, 

permiten predecir y priorizar epítopos con alta probabilidad de inducir una respuesta 

inmune eficaz y segura (Figura 6) (Rappuoli et al., 2019; Shawan et al., 2023). 

 

La construcción de estas vacunas depende ampliamente de plataformas de predicción 

de epítopos y de simulaciones de acoplamiento molecular, las cuales facilitan la 

evaluación de las interacciones entre los epítopos seleccionados y los componentes 

del sistema inmunitario, predominantemente moléculas MHC. De manera 

complementaria, el modelado computacional de la respuesta inmune permite anticipar 

el comportamiento de los constructos vacunales dentro del organismo, simulando su 

interacción con las células del sistema inmune. Estas aproximaciones in silico resultan 

esenciales para optimizar las formulaciones y realizar una evaluación preliminar de la 

inmunogenicidad de los candidatos vacunales (figura 6) (Basmenj et al., 2024; 

Rappuoli et al., 2019). 
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Figura 6. Etapas del diseño de una vacuna multiepitópica basada en 
herramientas inmunoinformáticas. Incluye la identificación y mapeo de epítopos, la 

caracterización y selección de epítopos conservados, el ensamblaje del constructo 

vacunal, el análisis de acoplamientos molecular, la simulación de la respuesta inmune 

y el diseño del vector para su expresión (modificado de Ullah et al., 2024). 

 

Un componente clave en el diseño racional de vacunas multiepitópicas es la selección 

de epítopos B y T conservados, debido a su capacidad para inducir simultáneamente 

respuestas humorales y celulares altamente específicas y que cubran a las variantes 

del virus. Los epítopos B conservados favorecen la generación de anticuerpos dirigidos 

contra regiones estructuralmente estables del patógeno, mientras que los epítopos T 

CD4+ y CD8+ promueven la activación de linfocitos T cooperadores y citotóxicos, 

fortaleciendo la duración y magnitud de la respuesta inmunitaria (Sanchez-Trincado et 

al., 2017).  

 

En las plataformas multiepitópicas actuales, la integración estratégica de epítopos B, 

T CD4+ y T CD8+ dentro de un único constructo quimérico ha mostrado mejorar el 

equilibrio y la potencia de la respuesta inmunológica. Este beneficio es especialmente 
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notable cuando los epítopos seleccionados corresponden a regiones funcionalmente 

esenciales y evolutivamente conservadas, lo que reduce la probabilidad de escape 

viral y aumenta el potencial de inducir inmunidad cruzada frente a diversas variantes 

del patógeno (Dam et al., 2025; Staneková et al., 2010).  

 

De manera complementaria, la inclusión de proteínas acarreadoras 

inmunoestimuladoras, como la subunidad B de la toxina lábil de Escherichia coli (LTB), 

ha demostrado potenciar la activación del sistema inmunológico y mejorar la 

presentación antigénica de los epítopos seleccionados, contribuyendo a generar 

respuestas inmunes más robustas. Estudios recientes muestran que LTB puede 

modular células presentadoras de antígeno y facilitar tanto respuestas humorales 

como celulares cuando se utiliza como adyuvante o fusionado con antígenos en 

diferentes plataformas vacunales, incluyendo bioconjugados y vacunas recombinantes 

(Li et al., 2024; Mayer & Clements, 2016; Xiao et al., 2022; Yu et al., 2019). No 

obstante, también se ha reportado que, dependiendo de la vía de administración y del 

contexto antigénico, LTB puede favorecer la inducción de respuestas reguladoras y de 

tolerancia inmunológica en modelos murinos, asociándose con la expansión de células 

T reguladoras CD4+ Foxp3+ (Donaldson et al., 2013). Evidencia adicional sugiere que 

su uso como adyuvante mejora la inducción de anticuerpos neutralizantes y la 

activación de la respuesta adaptativa, tanto sistémica como mucosa, en modelos 

animales (Smith & Roberts, 2008). 

 

En conjunto, estos hallazgos indican que el efecto de LTB depende del contexto en el 

que se emplee, por lo que su formulación y vía de administración deben seleccionarse 

cuidadosamente para favorecer la respuesta inmune deseada. En este sentido, la 

identificación y selección de epítopos conservados cobra especial relevancia, ya que 

permiten dirigir dicha respuesta hacia regiones virales funcionalmente importantes y 

menos variables. De esta manera, los epítopos conservados constituyen un elemento 

esencial para el desarrollo de vacunas de nueva generación con mayor especificidad, 

estabilidad y eficacia inmunológica. Esto sustenta la importancia de considerar 
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estrategias vacunales que integren epítopos conservados y componentes 

inmunoestimuladores.  

 

Sistema de expresión  

 

Las bacterias representan una plataforma accesible y eficiente para la expresión de 

proteínas recombinantes, y entre ellas Escherichia coli es el sistema de expresión más 

utilizado. Su rápida tasa de crecimiento, la facilidad para alcanzar cultivos de alta 

densidad celular, los bajos costos de producción, así como la amplia disponibilidad de 

herramientas genéticas y cepas optimizadas, la convierten en un huésped adecuado 

para la producción a gran escala de proteínas con aplicaciones clínicas, incluidos los 

antígenos vacunales (De Pinho-Favoro et al., 2022; Huang et al., 2017; Rosano y 

Ceccarelli, 2014).  

 

No obstante, un desafío recurrente en esta plataforma es la tendencia de ciertas 

proteínas recombinantes a formar agregados insolubles que se acumulan como 

cuerpos de inclusión, lo cual puede comprometer su solubilidad, correcto plegamiento 

y funcionalidad (Rinas et al., 2017; Rosano y Ceccarelli, 2014).  

 

Asimismo, se ha documentado que E. coli ha sido empleada como sistema de 

expresión en tres vacunas recombinantes aprobadas para uso 

humano: Hecolin, Bexsero y Cecolin, dirigidas contra el virus de la Hepatitis 

E, Neisseria meningitidis y el virus del Papiloma Humano, respectivamente (De Pinho-

Favoro et al., 2022; Huang et al., 2017). 

 

Por lo tanto, E. coli constituye una plataforma eficiente y económica para la expresión 

de antígenos multiepitópicos recombinantes, lo que permite obtener con rapidez los 

antígenos recombinantes diseñados in silico y avanzar hacia su evaluación 

inmunológica.  
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Vacunas multiepitópicas reportadas contra ZIKV 

 

Diversos estudios han aplicado enfoques inmunoinformáticos para el diseño de 

vacunas multiepitópicas contra el ZIKV, con énfasis en la identificación, priorización y 

ensamblaje racional de epítopos B y T, complementados con análisis estructurales y 

de reconocimiento inmunológico. 

 

El trabajo de Prasasty y colaboradores se basó en el desarrollo de un candidato 

vacunal multiepitópico mediante la identificación in silico de epítopos T y B 

prometedores, empleando predicciones de antigenicidad y análisis de interacción 

péptido-HLA. El constructo mostró interacciones favorables en estudios 

de docking molecular (Prasasty et al., 2019). 

 

De manera similar, Antonelli y colegas diseñaron un constructo compuesto por 

epítopos T CD4⁺ y CD8⁺, complementado con el dominio III de la proteína E (EDIII) 

para potenciar la respuesta humoral. Sus análisis predijeron una cobertura poblacional 

amplia y una capacidad potencial de inducir respuestas celulares y humorales 

(Antonelli et al., 2022). 

 

Por su parte, Braz y Batista (2024) identificaron epítopos T CD8⁺ y epítopos de células 

B conservados, no tóxicos e inmunogénicos provenientes del proteoma del ZIKV. El 

diseño incluyó linkers apropiados y un adyuvante, además del análisis del constructo 

mediante acoplamiento molecular con TLR3 y TLR8.  

En otro estudio, Alharbi y colaboradores (2024) desarrollaron un constructo 

multiepitópico utilizando criterios inmunoinformáticos estrictos para seleccionar 

epítopos no alergénicos y no tóxicos. El ensamblaje incluyó linkers optimizados y se 

evaluó su interacción inmunitaria mediante docking molecular y simulación dinámica, 

prediciéndose su capacidad para inducir respuestas humorales y celulares. 

 

Hasta el momento, todos estos candidatos sólo fueron validados in silico, por lo que la 
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falta de estudios preclínicos evidencia una brecha significativa entre el diseño 

computacional y el desarrollo experimental, lo que subraya la necesidad de avanzar 

hacia la expresión recombinante, purificación y evaluación inmunológica de candidatos 

multiepitópicos contra ZIKV. 

 

En contraste, otras plataformas vacunales contra ZIKV, como vacunas de ADN, 

ARNm, proteínas recombinantes e incluso formulaciones inactivadas, sí han sido 

evaluadas en modelos murinos y han demostrado generar respuestas inmunogénicas 

robustas, aunque sin incorporar un enfoque multiepitópico basado en el diseño racional 

(Kim et al., 2024; Lee et al., 2025; Sintara, 2025; Teixeira et al., 2024). 
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VI. Respuesta inmune frente al ZIKV 

 

Inmunidad humoral y anticuerpos neutralizantes  

 

La proteína E del ZIKV es el principal antígeno estructural capaz de inducir inmunidad 

protectora, ya que media la unión del virus a los receptores celulares y participa en los 

procesos de ensamblaje y fusión de membranas. Debido a su papel central en la 

entrada viral, representa el blanco predominante de los anticuerpos neutralizantes 

generados durante la infección (Elliott y Mattapallil, 2024; Robbiani et al., 2017).  

 

Sin embargo, en el contexto de flavivirus, la inducción de anticuerpos contra la proteína 

E también puede asociarse con el fenómeno conocido como antibody-dependent 

enhancement (ADE), en el cual los anticuerpos no neutralizantes o subneutralizantes 

facilitan la entrada viral a células que expresan receptores Fcy, como monocitos, 

macrófagos y células dendríticas, incrementando la infección y la replicación viral. Este 

mecanismo ha sido ampliamente documentado para el virus del dengue y representa 

una preocupación relevante para el ZIKV debido a su alta similitud estructural y 

antigénica entre ambos virus, lo que favorece respuestas humorales cruzadas con 

capacidad neutralizante limitada (Dejnirattisai et al., 2016; Katzelnick et al., 2020; Dai 

et al., 2022; Tsai et al., 2024).  

 

La proteína E se organiza en tres dominios estructurales: 

 

Dominio I (EDI): funciona como región de bisagra que facilita los cambios 

conformacionales de la proteína E y contiene principalmente epítopos tipo-específicos 

no neutralizantes (Crill et al., 2001; Elliott y Mattapallil, 2024; Robbiani et al., 2017). 

 

Dominio II (EDII): conforma la región de dimerización e interviene directamente en la 

fusión de membrana, además, alberga múltiples epítopos altamente conservados 
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entre flavivirus, los cuales inducen anticuerpos con elevada reactividad cruzada (Crill 

et al., 2001; Elliott y Mattapallil, 2024; Robbiani et al., 2017). Diversos estudios han 

demostrado que los anticuerpos dirigidos contra estas regiones conservadas suelen 

presentar una capacidad neutralizante limitada y se asocian con el ADE en infecciones 

cruzadas entre el dengue y ZIKV, lo que representa un riesgo potencial para el 

desarrollo de vacunas basadas en la proteína E completa (Stettler et al., 2016; Dai et 

al., 2022).  

 

Dominio III (EDIII): presenta un pliegue tipo inmunoglobulina y contiene los bucles más 

expuestos en la superficie del virión. Este dominio se ha asociado con anticuerpos 

altamente neutralizantes y predominantemente tipo-específicos, con una menor 

reactividad cruzada frente a otros flavivirus, al incluir determinantes antigénicos 

directamente relacionados con la unión del virus a las células blanco (Crill et al., 2001; 

Elliott y Mattapallil, 2024; Robbiani et al., 2017). En contraste con los dominios I y II, 

los anticuerpos dirigidos contra EDIII muestran un menor potencial de inducir ADE, lo 

que convierte esta región en un blanco antigénico atractivo desde el punto de vista de 

seguridad inmunológica (Tai et al., 2018; Chen et al., 2023). 

 

En conjunto, estas características han convertido al EDIII en un componente clave en 

el diseño racional de vacunas contra ZIKV, incluidos los constructos multiepítopicos, 

al permitir dirigir la respuesta humoral hacia epítopos neutralizantes tipo-especificos 

capaces de inducir una neutralización eficaz, minimizando al mismo tiempo la 

generación de anticuerpos cruzados no neutralizantes asociados con el fenómeno de 

ADE, especialmente en regiones endémicas donde cocirculan múltiples flavivirus.  
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Inmunidad celular  

 

La inmunidad mediada por células T es esencial para controlar el ZIKV y eliminar las 

células infectadas. Durante la infección, se generan respuestas robustas de células 

CD8⁺, principalmente dirigidas contra proteínas no estructurales del virus. En estudios 

con primates no humanos, la activación de células T se asoció con una reducción 

significativa de la carga viral en sangre, lo que indicó que tanto las células CD4⁺ como 

CD8⁺ ayudan a controlar la replicación viral (Dudley et al., 2016). 

 

En modelos murinos, las células CD8⁺ se expanden tras la infección y desempeñan un 

papel clave en la protección. Estas células presentan actividad citotóxica y expresan 

marcadores como CD107a y granzima B (Elong Ngono et al., 2017; Pardy et al., 2017; 

Winkler et al., 2017; Elong Ngono & Shresta, 2018). Estudios adicionales han 

demostrado que la respuesta de memoria CD8⁺ contribuye a la protección a largo plazo 

(Elong Ngono et al., 2020). 

 

Las células CD4⁺ también desempeñan un papel importante, al favorecer la producción 

de anticuerpos neutralizantes y la liberación de citocinas antivirales. En ratones, se ha 

observado que las células CD4⁺ de tipo Th1 participan en la protección contra ZIKV y 

proliferan en respuesta a la infección. Sin embargo, aún se desconoce con precisión 

cómo los subtipos específicos, como las células T foliculares colaboradoras (Tfh) o las 

células T reguladoras (Treg), contribuyen a la defensa frente al virus (Elong Ngono et 

al., 2019; Pardy et al., 2017; Winkler et al., 2017). 

 

Estos hallazgos muestran que la incorporación de epítopos T inmunodominantes en 

vacunas multiepitópicas podría inducir respuestas celulares efectivas, duraderas y 

protectoras contra ZIKV 
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JUSTIFICACIÓN 

 

A pesar de que el ZIKV continúa representando un problema relevante para la salud 

pública a nivel mundial, los esfuerzos por desarrollar una vacuna eficaz no han tenido 

éxito. De hecho, la mayoría de los candidatos vacunales evaluados hasta la fecha han 

avanzado únicamente hasta etapas preclínicas o clínicas tempranas, debido en parte 

a limitaciones para inducir respuestas humorales y celulares suficientemente robustas, 

duraderas y funcionales, las cuales son esenciales para conferir una protección eficaz 

frente a la infección. En este sentido, la ausencia de prototipos evaluados a nivel 

preclínico de forma sistemática indica la necesidad de explorar estrategias alternativas 

que permitan avanzar hacia el desarrollo de vacunas seguras y efectivas contra el 

ZIKV.  

 

En este contexto, el desarrollo de vacunas multiepitópicas representa una alternativa 

prometedora, ya que permite la selección racional de epítopos de células B y T con 

potencial para inducir respuestas inmunes robustas, protectoras y seguras, superando 

algunas de las limitaciones observadas con otras plataformas vacunales. 

Adicionalmente, bajo este enfoque se puede prestar atención a la exclusión de 

regiones antigénicas asociadas al fenómeno de potenciación dependiente de 

anticuerpos (ADE), reduciendo la reactividad cruzada entre flavivirus, dando lugar a 

vacunas más seguras. En paralelo, la incorporación de la subunidad B de la toxina lábil 

de E. coli (LTB) como proteína acarreadora se fundamenta en su capacidad 

inmunoestimuladora, la cual favorece la activación del sistema inmunológico y la 

presentación antigénica, potenciando así la respuesta inmune frente a los epítopos 

seleccionados. De manera complementaria, la elección de un sistema de expresión 

bacteriano ampliamente caracterizado, de bajo costo, alta reproducibilidad y fácil 

escalamiento, permite la obtención eficiente de proteínas recombinantes para su 

evaluación funcional e inmunológica en modelos experimentales, facilitando su análisis 

a nivel preclínico.  
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En conjunto, la estrategia de vacunación basada en proteínas multiepitópicas contra 

el ZIKV ofrece el potencial de inducir respuestas inmunes protectoras y seguras. 

Durante el desarrollo de este tipo de vacunas es indispensable no sólo evaluar la 

respuesta humoral en términos de anticuerpos específicos que reconocen a los 

antígenos blanco, sino determinar su funcionalidad in vitro e in vivo mediante ensayos 

de sero neutralización y de reto infeccioso, respectivamente. En particular, se requiere 

ampliar el uso de modelos de ratón no transgénicos que permitan de una forma 

asequible realizar la evaluación inicial de inmunoprotección sin requerir una 

infraestructura avanzada, contribuyendo así a la consolidación de modelos para 

evaluar candidatos vacunales contra el ZIKV.  
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HIPÓTESIS 

 

El diseño racional de una proteína quimérica basada en múltiples epítopos de la 

proteína E del ZIKV, que incorpora LTB como proteína acarreadora y conectores 

adecuados, permitirá la obtención del antígeno recombinante (rpZDIII) expresado 

eficientemente en un sistema bacteriano (E. coli) y tendrá la capacidad de inducir en 

modelos murinos respuestas inmunes específicas tanto humorales como celulares, 

caracterizadas por la producción de anticuerpos IgG con capacidad neutralizante; así 

como protección contra un reto infeccioso en la descendencia (neonatos).  
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OBJETIVOS  

 

 

General  
 
Diseñar y producir en E. coli la proteína quimérica rpZDIII, basada en secuencias 

antigénicas de la proteína E del ZIKV y evaluar su potencial inmunogénico, en términos 

de la inducción de respuestas celulares y humorales, determinando la capacidad de 

inducir anticuerpos neutralizantes, así como proteger contra un reto infeccioso a la 

descendencia (nenonatos). 

 

 

Específicos 
 

1. Diseñar in silico una proteína quimérica rpZDIII basada en el dominio III y 

epítopos de células B y T de la proteína E del ZIKV, incorporando la subunidad 

B de la toxina lábil de E. coli y conectores adecuados.  

 

 

2. Seleccionar y obtener un vector de expresión funcional en E. coli que contenga 

el gen codificante del antígeno rpZDIII.  

 

 

3. Establecer y evaluar las condiciones de expresión y purificación que permitan 

la producción eficiente del antígeno rpZDIII en E. coli recombinante.  

 

 

4. Evaluar la inmunogenicidad del antígeno rpZDIII en un modelo murino BALB/c 

en términos de la inducción de respuestas humorales y celulares tras un 

esquema de inmunización subcutánea. 
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5. Determinar si los anticuerpos inducidos por rpZDIII tienen actividad 

neutralizante in vitro contra ZIKV.  

 

 

6. Evaluar el efecto inmunoprotector in vivo del antígeno rpZDIII mediante un 

modelo murino C57BL/6 de desafío viral en neonatos para estimar el potencial 

para prevenir la transmisión vertical.  
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Abstract  
 

The Zika virus (ZIKV) is considered a public health problem worldwide due to its 

association with the development of microcephaly and the Guillain-Barré syndrome. 

Currently, there is no specific treatment or vaccine approved to combat this disease, 

and thus, developing safe and effective vaccines is a relevant goal. In this study, a 

multi-epitope protein called rpZDIII was designed based on a series of ZIKV antigenic 

sequences, a bacterial carrier, and linkers. The analysis of the predicted 3D structure 

of the rpZDIII chimeric antigen was performed on the AlphaFold 2 server, and it was 

produced in E. coli and purified from inclusion bodies, followed by solubilization and 

refolding processes. The yield achieved for rpZDIII was 11 mg/L in terms of pure soluble 

recombinant protein per liter of fermentation. rpZDIII was deemed immunogenic since 

it induced serum IgG and IgM responses in mice upon subcutaneous immunization in 

a three-dose scheme. Moreover, sera from mice immunized with rpZDIII showed 

neutralizing activity against ZIKV. Therefore, this study reveals rpZDIII as a promising 

immunogen for the development of a rationally designed multi-epitope vaccine against 

ZIKV, and completion of its preclinical evaluation is guaranteed.  

 

 

 

Key words:  
Zika fever disease, multi-epitope vaccine, chimeric antigen, humoral response, 

neutralizing antibodies  
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1. INTRODUCTION 

The Zika virus (ZIKV) belongs to the Flaviviridae family and is the causal agent of Zika 

Fever or Zika virus disease (Musso & Gubler, 2016). The ZIKV was first isolated in 

1947 from a Macaque in the Zika Forest of Uganda and remained confined to the 

African continent for most of the XX century (Dick et al., 1952).  

 

In 2016, the World Health Organization declared the Brazil Zika fever epidemic a Public 

Health Emergency of International concern (WHO, 2023). According to the latest 

epidemiological update (February 2022), infections caused by this virus have been 

documented in 89 countries and territories distributed in five of the six WHO regions: 

Africa, Europe, Southeast Asia, Western Pacific, and the Americas (Pielnaa et al., 

2020; WHO, 2022).  

 

Despite the epidemiological data, the detection and notification of confirmed cases is 

limited; approximately 80% of infections are asymptomatic, and 20% have mild 

manifestations (Pielnaa et al., 2020).  

 

The main transmission of ZIKV, like for most flaviviruses, is through arthropods vectors 

of the genus Aedes. Nonetheless, this virus poses a unique threat to human health as 

it can be transmitted through blood transfusions, infected bodily fluids (e.g., urine and 

tears), sexual contact, and vertically from the mother to the fetus (Baud et al., 2017; 

Sharma & Lal, 2027).  

 

The symptoms of the Zika virus disease last 2-7 days, and the incubation period ranges 

from 3-12 days (Poland et al., 2018). The most common symptoms of the Zika virus 

disease are fever, red eyes, joint pain, headache, and maculopapular rash (Lozier et 

al., 2018). Moreover, the Asian strain can cause a series of congenital abnormalities 

(Lazear & Diamond, 2016), such as microcephaly (Rasmussen et al., 2016) and 

Guillain-Barré syndrome (Krauer et al., 2017).  
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ZIKV is an enveloped icosahedral virus with positive single-stranded RNA of 

approximately 11 kb. The virion has a diameter of 50-60 nm and contains the 240 

copies of the C, prM, and E proteins, and one copy of the genomic RNA. Its genome 

encodes for a polyprotein that gives rise to three structural proteins (proteins C, prM, 

and E) and seven non-structural proteins (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B, and 

NS5 proteins) (Javed et al., 2018), which are cleaved by viral and host-cell proteases. 

The NS1 and envelope E proteins are the main targets for the induction of protective 

immune responses (Rong et al., 2022).  

 

Although ZIKV has become a global public health concern, there are currently no 

specific treatments to interrupt the viral cycle; all treatments have focused on 

ameliorating symptoms (Javed et al., 2018).  

 

Since the 2015-2016 outbreak in Brazil, the struggle to discover a therapeutic and/or 

prophylactic treatment against this pathogen has led research groups around the world 

to join efforts to combat the infection. Research and development of vaccine candidates 

against ZIKV include a variety of platforms: live attenuated vaccines, inactivated 

vaccines, nucleic acids, viral vectors, and virus-like particles (Pattnaik et al., 2020).  

 

Promising results have been obtained in murine and non-human primate models in 

terms of generating robust protection against ZIKV. Thus, vaccination appears feasible 

for disease prevention (Vannice et al., 2019).  

 

However, expanding the repertoire of vaccine candidates is still needed to address 

relevant aspects that will increase the feasibility of adopting them for massive 

immunization, especially in developing countries, in terms of low cost of production, a 

rational design that ensures safety and efficacy, and alternative administration routes 

that could result in friendly-to-administer vaccines.  
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In this regard, the design of multiepitope, chimeric proteins offer a rational approach for 

vaccine development, allowing to (i) focus the immune response on the protective 

epitopes, (ii) avoid the induction of irrelevant immune responses by skipping the 

immunodominant, non-protective epitopes, (iii) discard sequences associated with 

adverse immune reactions (Akbari et al., 2023; Kardani et al., 2020). 

 

Considering that the Dengue virus (DENV) is closely related to ZIKV, vaccine design 

against the latter should consider the fact that co-infections or sequential infections are 

highly probable (Carrillo-Hernández et al., 2018; Dejnirattisai et al., 2016; Stettler et al., 

2026). Moreover, antibody-dependent enhancement (ADE) phenomena have been 

reported for Dengue, which is triggered by E- and prM-specific antibodies that weakly 

bind to the virus and fail to neutralize the viral particle. This, in turn, leads to an 

enhanced cell entry by Fc receptor-expressing cells (Dejnirattisai et al., 2016; Vatti et 

al., 2017).  

 

Dejnirattisai and co-workers showed that plasma from previously infected children with 

DENV cross-react with the Asian and African strains of ZIKV (Dejnirattisai et al., 2016) 

and that the DENV antibodies present in these individuals do not efficiently neutralize 

ZIKV. They also found, by using the U937 cell line, which is poorly permissive to ZIKV 

in the absence of ADE, that preincubation of ZIKV with serum of DENV convalescent 

subjects greatly enhances ZIKV infection. Furthermore, they found similar results when 

using monoclonal antibodies (mAb) to DENV to promote ADE of infection of U937 cells 

by ZIKV. This phenomenon is caused by DENV domains I and II (Slon et al., 2017), as 

well as for amino acids 5, 6, 7, and 16 of the pr protein of DENV-4. In contrast, the E 

domain III (DEIII) has not been associated with ADE induction and has the ability to 

trigger neutralizing antibodies (Cui et al., 2021). Therefore, DEIII is an attractive target 

for pursuing the rational design of vaccines against ZIKV. 
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In the present study, a chimeric protein (called rpZDIII) based on the subunit B of the 

heat-labile enterotoxin (LTB) produced by enterotoxigenic E. coli and several target 

antigens from ZIKV, including EDIII (ZEDIII), was designed and produced in 

recombinant E. coli., as a potential antigen for vaccine development against ZIKV. The 

expression, purification, and characterization of the rpZDIII antigen were performed; 

moreover, the immunogenic properties of rpZDIII were assessed in test mice regarding 

the induction of a neutralizing humoral response.  
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In conclusion, the antigen produced in the present study stands as a promising 

immunogen for vaccine development against Zika fever disease, given the established 

production method that represents a cost-effective one for generating a vaccine under 

chromatography-free downstream processing with attractive yields and rendering an 

immunogenic chimera capable of inducing anti-ZIKV neutralizing antibodies.  
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Abstract 
 

Zika virus (ZIKV) infection is a significant public health concern, associated with serious 

complications such as Guillain-Barré syndrome and microcephaly. Although several 

ZIKV vaccine candidates are in various stages of development, none have yet been 

approved for use in humans. Previously, the rpZDIII ZIKV vaccine candidate was 

developed and shown to elicit ZIKV-neutralizing antibodies in BALB/c mice. In this 

study, the protective effects of rpZDIII were evaluated in newborn C57BL/6 mice born 

to mothers vaccinated under a three-dose regimen. The vaccine induced IgG 

responses in the mothers that recognized the full-length E protein. Upon viral challenge, 

80% of the vaccinated newborns survived, displaying progressive weight gain and 

normal clinical appearance throughout the observation period. In contrast, offspring 

from unvaccinated mothers had a 0% survival rate. Furthermore, viral RNA was 

undetectable in the brain tissue of newborns from vaccinated mothers, whereas high 

viral loads were observed in those from unvaccinated mothers. These findings 

demonstrate the in vivo protective efficacy of the rpZDIII vaccine and support its 

continued preclinical development as a promising ZIKV vaccine candidate. 

 

Keywords: humoral response, viral challenge, protective immunity, chimeric antigen, 

immunocompetent mice  
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1. Introduction  

In recent years, Zika virus (ZIKV) has emerged as a public health problem of 

international importance. According to the World Health Organization (WHO), cases 

have been reported in approximately 100 territories and countries worldwide (Yang et 

al., 2023). ZIKV has a positive-sense single-stranded RNA genome encoding a 

polyprotein, which is divided into three structural proteins: capsid (C), 

precursor/membrane (pr/M) and envelope (E); and seven nonstructural proteins: NS1, 

NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B, NS5 (Huang et al., 2023; Lefévre et al., 2024). 

 

In general, infection has been associated mainly with the development of Guillain-Barré 

syndrome in adults and microcephaly in newborns (Giraldo et al., 2023; Tajik et al., 

2024). ZIKV can infect a wide variety of tissue and cell types, the main routes of 

infection include skin cells (e.g., dermal fibroblasts, epidermal keratinocytes, dendritic 

cells, and Langerhans cells), placenta cells, (e.g., Hofbauer cells, trophoblasts and 

endothelial cells), neuronal cells (e.g., embryonic cortical neural progenitor cells 

(hNPCs), mature neurons, radial glial cells, and astrocytes), and reproductive tract cells 

(e.g., Sertoli cells, Leydig cells, vaginal epithelial cells, and uterine fibroblasts) (Clancy 

et al., 2018; Eder et al., 2023; Tang et al., 2026; Wu et al., 2024). 

 

Pregnant women are particularly vulnerable to ZIKV infection, especially during the first 

trimester of gestation (Carrera et al., 2021), which can lead to complications, such as 

intrauterine growth retardation, spontaneous abortion, and microcephaly in newborns 

(Wu et al., 2024). Microcephaly is characterized by an abnormally small head 

circumference, neural progenitor cells become infected and can generate alterations in 

their proliferation and differentiation, resulting in brain growth retardation (Metzler et al., 

2024). ZIKV is the only flavivirus that crosses the placental barrier to reach the fetus 

and infect placental cells; in fact, it has been shown that the most severe cases of fetal 

damage occur in the first months of gestation (Carrera et al., 2021; Metzler et al., 2024; 

Komarasamy et al., 2022). 
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Several candidate vaccines against ZIKV are in various stages of development, with 

some in preclinical trials and others in clinical trials (Peng et al., 2024); however, despite 

international efforts, there is still no approved vaccine to prevent ZIKV infection. 

Therefore, developing an effective vaccine is critical not only to stop the transmission 

but also to protect the most vulnerable population. In fact, several murine models have 

been designed to understand the Zika virus pathogenesis, which have served as a key 

tool for this purpose (Ruiz et al., 2017). Additionally, these models have facilitated the 

study of neurological disorders, prenatal complications during pregnancy, and the 

mechanism of infection (Caine et al., 2018).  

 

On the one hand, immunocompromised mice have a weakened immune system, either 

by genetic manipulation or by some treatment that suppresses some pathway of the 

immune response (Pena et al., 2018), these models present high levels of viremia and 

signs of disease, which allows to know the behavior of the virus, the progression of the 

disease and the mechanisms of infection (Lazear et al., 2016; Johnson et al., 2020). 

For example, interferon receptor (IFN)-deficient mice, including A129 mice (IFNα/β) 

(Xie et al., 2018), AG129 mice (IFN α/β/γ R-/-) (Duggal et al., 2018), C57BL/6 mice 

(Ifnar1 -/−) (Jurado et al., 2018), LysMCre+IFNARfl/fl C57BL/6 mice (Tang et al., 2016), 

and C57BL/6 + anti-Ifnar1 mAb mice (MAR1-5A3) (Sapparapu et al., 2016). 

Additionally, they have been utilized to assess the potential of certain vaccines and 

antiviral therapies against ZIKV (Balint et al., 2021; Emanuel et al., 2018). 

 

On the other hand, immunocompetent adult mice have a functional immune system, 

exhibit low susceptibility to viral infection, and do not develop symptoms similar to those 

observed in virus-infected humans (Lazear et al., 2016; Pena et al., 2018). Wild-type 

BALB/c and C57BL/6 mice have been used to study and understand the innate and 

adaptive immune responses elicited by infection, as well as the role of the antibody 

response in protection against Zika virus (Nazerai et al., 2018).  
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Although the C57BL/6 strain exhibits low susceptibility to Zika infection in adult mice, 

newborn C57BL/6 mice have emerged as a suitable model for studying the mechanism 

of infection. Their immature immune system facilitates the study of microcephalia and 

pathogenesis (Yu et al., 2017).  

 

Previously, the design, production, and evaluation of a multi-epitope vaccine called 

rpZDIII was reported, showing its ability to induce neutralizing antibodies in BALB/c 

mice (Miranda-López et al., 2024); however, to advance in the preclinical evaluation of 

this vaccine candidate, the protective effects in vivo should be assessed. Herein, 

newborn C57BL/6 mice were adopted as a model of passive protection of newborns 

from infection. 
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Nonetheless, this study confirms the in vivo protective efficacy of the rpZDIII vaccine, 

the transmission of protective antibodies to the fetus, and provides strong support for 

its continued advancement in preclinical development as a promising candidate for 

ZIKV vaccination in developing countries given its rapid and cost-effective expression 

and industrial scalability. 
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CONCLUSIONES 

 

En este trabajo se diseñó, produjo y evaluó una proteína multiepitópica recombinante 

(rpZDIII) basada en secuencias antigénicas de ZIKV, cuyo diseño estructural permitió 

su expresión eficiente en E. coli y su purificación para la obtención de una molécula 

quimérica funcional. La evaluación inmunológica en modelos murinos evidenció que 

rpZDIII induce respuestas humorales robustas, caracterizadas por la producción de 

anticuerpos IgG e IgM específicos, el reconocimiento de la proteína E completa y la 

generación de anticuerpos neutralizantes capaces de bloquear la entrada viral. 

 

Asimismo, la evaluación in vivo frente al desafío viral demostró que rpZDIII confiere 

protección vertical en la descendencia de madres vacunadas, reflejada en una elevada 

supervivencia neonatal y en la ausencia de carga viral detectable en tejido cerebral, lo 

que resalta su capacidad para interferir con la transmisión y la patogénesis del ZIKV.  

 

En conjunto, estos hallazgos constituyen evidencia sólida que respalda la continuidad 

del desarrollo preclínico de este candidato vacunal. De manera general, los resultados 

obtenidos permiten concluir que rpZDIII representa una alternativa prometedora dentro 

del panorama actual de estrategias de inmunización contra ZIKV, en un contexto en el 

que aún no existe una vacuna aprobada. 
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