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Resumen

Las vacunas son consideradas como uno de los avances mas significativos en
salud publica, ya que han logrado disminuir el indice de mortalidad y morbilidad de
diversas enfermedades infecciosas. La produccion de vacunas puede ser tardada
y costosa, por lo que los avances en ingenieria genética han generado nuevos
disefios en base a una seleccion de antigenos que agilizan el disefio y disminuyen
los costos de produccion; estas pueden ser administrados en forma de péptidos,

vectores, VLPs, etc. y no como microorganismos atenuados o inactivos.

Uno de estos nuevos disefios se basa en el uso de bacteriéfagos o fagos, en donde,
tecnologias como el “phage display” (despliegue de péptidos ajenos en la capside
del fago) han mostrado tener un gran potencial para el desarrollo de vacunas con

las caracteristicas antes mencionadas.

En este trabajo se describe la construccion de un sistema de “phage display” como
vacuna contra el virus del zika (ZIKV). Se us6 como epitope el dominio Il de la
proteina de envoltura (E-DIII) de ZIKV, que fue fusionado a la proteina gpD de la
capside del fago A. La proteina de fusion D-EDIII se pudo sobre-expresar y purificar
en un sistema bacteriano y co-expresar en baja concentracién en la capside del
fago A (datos preliminares observados por Western-blot). Sin embargo, las
micrografias electronicas han mostrado que la proteina de fusiébn genera
desestabilizacion de la capside de A, por lo que el fago no es capaz de ensamblarse
de manera adecuada o de soportar la presion de encapsidamiento del DNA.

De momento, se trabaja en el ensamblaje 6ptimo del fago A y de la proteina de
fusion, que permita el despliegue de epitopes suficientes para activar una respuesta

inmune adecuada.

Palabras clave: Phage display, ZIKV, vacuna



Abstract

Vaccines are considered one of the most significative advance in public health
because they achieve the reduction of mortality and morbidity index of a large
number of infectious diseases. Vaccine production can be expensive and time
consuming, so advances in genetic engineering have open the door for novel
approaches based on the selection of specific antigens that accelerate the design
and reduce the costs. These approaches can be administrated in the form of
peptides, vectors or virus like particles (VLPs) avoiding the use of attenuated or

inactive pathogens.

One of these designs is based on bacteriophages or “phages”, known as Phage
display (a technology that allows to display peptides in phages capsid), this has

shown a high potential for the development of fast and cost-effective vaccines.

This work describes the construction of a phage display system as a vaccine against
zika virus (ZIKV). We use the domain Il of the envelope protein (EDIII) as epitope
of zika fused to the gpD capsid protein of A phage. This fused protein (D-EDIII) was
able to be overexpressed and purified in a bacterial system and co-ensembled in a
low concentration on the phage capsid (Western-blot data). However, electronic
micrographs indicate that this protein generates destabilization of the viral capsid,
so the phage was unable to assembly properly or modify the pressure of genome
packaging.

At this moment, we are working in optimise the assembly of A phage and the fusion
protein, that will allow the display of enough fusion protein to awake an adequate

immune response.

Key words: Phage display, ZIKV, vaccine
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Introduccion

1.1 Vacunas

Las vacunas, utilizadas por primera vez a finales del siglo 18 por Edward Jenner,
han sido el avance mas significativo en salud publica. Esto debido a que han
logrado disminuir la morbilidad y mortalidad de un gran nimero de enfermedades,
incluyendo aquellas que poseyeron un gran indice de mortalidad a nivel global
como la viruela y la poliomielitis (Karch 2016; Oyarzun, 2015; Roldao, 2010). La
organizacion mundial de la salud (OMS) estima que las vacunas previenen 2-3
millones de muertes a nivel mundial y este nimero podria elevarse a 6 millones si
todos los nifios recibieran el esquema completo de vacunacion (Karch, 2016). Una
vacuna funciona al presentar fragmentos de un patégeno (antigenos) al sistema
inmune con el fin de generar una reaccién inmune. Estos antigenos preparan al
sistema inmune para que cuando el organismo se encuentre expuesto al patdgeno
real, el sistema inmune sea capaz de atacarlo y neutralizarlo de manera eficiente
(Naim, 2013).

Las vacunas tradicionales usan en su mayoria patégenos atenuados o muertos.
Estas vacunas han progresado mucho desde su primer uso y muchas de ellas son
utilizadas de manera global en aplicaciones clinicas. Sin embargo, aun cuando son
altamente eficientes, sus preparaciones son costosas y tardadas lo que evita que
exista una respuesta rapida ante un brote infeccioso (Yusibov, 2011). Ademas,
muchos patégenos son dificiles de cultivar in vitro por lo que la produccion de

algunos tipos de vacunas es imposible (Jafari, 2016).

Los avances en ingenieria genética han proporcionado la capacidad de generar

nuevos disefios de vacunas basadas en una seleccion de antigenos derivados de
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organismos infecciosos, en lugar de utilizar el patbgeno completo. Estos antigenos
deben ser administrados en forma de proteina/péptido purificado, plasmidos de
DNA, vectores vivos o patrticulas tipo virus (VLPs). A continuacién, se presenta una

breve descripcion de cada una de estas tecnologias.

Se conoce como vacunas de subunidades a aquellas en la que el péptido/proteina
es producido e inoculado de manera soluble. Estas vacunas son producidas en
sistemas heterdlogos modificados genéticamente y tiene como ventaja una mayor
seguridad, una especificidad mejorada y una competencia antigénica reducida.
Entre los sistemas disponibles para la produccion comercial de subunidades
recombinantes se encuentran bacterias, levaduras, células de mamifero e insecto.
Cada uno de estos sistemas tiene beneficios especificos. Sin embargo, de manera
general su escalabilidad es insuficiente y su costo de produccion es alto (Yusibov,
2011). Entre los inconvenientes de esta tecnologia es que, los antigenos puros
(recombinantes o sintéticos) son generalmente menos inmunogénicos que las
vacunas tradicionales por lo que es necesario la adicion de un adyuvante para
aumentar su efecto al momento de estimular el sistema inmune (Mohan, 2013).
Otro método de aumentar la inmunogenicidad de estas vacunas es mediante la
conjugacién con un acarreador antigénico, sin embargo, esta conjugacién es

costosa y dificil de controlar (Vartak, 2016).

Las vacunas de DNA se tratan de plasmidos circulares o lineales, los cuales
codifican para el gen, o un segmento del antigeno. Después de que la vacuna es
inyectada, el plasmido es tomado por las células presentadoras en el sitio de
inoculacién y los genes son expresados en proteinas. Para que esto se lleve a
cabo, es necesario que la construccién se encuentre bajo el control de un promotor
eucarionte. El fin de esta vacunacion es que, en el interior de las células, el antigeno
sea degradado en pequefios fragmentos los cuales son presentados ante el
sistema inmune por moléculas MHC clase | y Il lo que permite la activacion de las
respuestas humoral y celular. Este tipo de vacunas presenta las ventajas de ser
seguras, estables, faciles de modificar y producir, asi como no generar interferencia

contra inmunizaciones posteriores. Sin embargo, es necesario una optimizacion del
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método ya que poseen una pobre inmunogenicidad. Ademas, es necesario el uso
de métodos de entrega a la célula (vectores virales/bacterianos, polimeros lipidicos,
microparticulas de oro o VLPs) y métodos de administracion al paciente

(dispositivos sin agujas o parches) (Naim, 2013; Jafari, 2016).

Los vectores vivos se construyen al insertar los genes que codifican para un
antigeno en el genoma de un virus o bacteria infecciosa que no sea capaz de
generar una enfermedad (como por ejemplo el vaccinia virus o el bacillus de
Calmette-Guérin). En el caso de los vectores virales, la estructura modular de su
genoma permite tanto insertar como remplazar genes en ellos. El gen que codifica
para el antigeno puede ser insertado y desplegado en la capside del virus para su
presentacion al sistema inmune de la misma forma que las proteinas del virus
original lo harian. Los virus obtenidos mediante estos métodos son seguros y no
infecciosos. Entre los puntos importantes a considerar en este tipo de tecnologia
son: la estabilidad del inserto y la capacidad de produccion de la proteina; el uso
de un vector adecuado y seguro, asi como la necesidad de un buen proceso de

manufactura (Naim, 2013).

Finalmente, las VLPs son estructuras multiproteicas que mimetizan la organizacién
y conformacion del virus nativo auténtico, pero sin contener el genoma viral.
Comparadas con otros métodos de vacunacion, las VLPs presentan epitopes
conformacionales mas similares a los presentes en un virus nativo. Debido a su
estructura de proteinas altamente repetitivas, estas particulas son capaces de
producir una fuerte respuesta inmune en ausencia de adyuvantes. Con la ayuda de
la biologia molecular, es posible adaptar uno o mas antigenos con un nimero de
copias alto por lo que pueden generar una proteccion amplia y eficiente ya que son
necesarias dosis bajas para despertar una buena reaccion inmune. Se ha visto que
este tipo de vacunas es capaz de despertar la inmunidad humoral, asi como la
celular. Pese a las multiples ventajas que presenta esta aproximacion para su uso
como vacunas, su proceso de produccién es costoso y dificil de escalar (Roldao,
2010).
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1.2 Bacteriofagos

Los bacteri6fagos, comiunmente conocidos como fagos, son virus que infectan
bacterias, y son las entidades biol6gicas mas abundantes del planeta. Al poseer la
caracteristica ubicua de organismos procariontes, se pueden encontrar en

cualquier sitio que soporte el desarrollo bacteriano (Haq, 2012; Elbreki, 2014).

Los bacteriofagos fueron descubiertos en 1915 por Willian Twort, pero fue en 1917
que Felix d'Herelle observé su capacidad para matar bacterias, con lo que
surgieron los primeros ensayos de terapia fagica a fin de utilizarlos como agentes
antibacterianos. No obstante, debido a los resultados variables e impredecibles que
generaba este tipo de terapia, ya que eran aplicados indistintamente a cualquier
infeccidn; asi como la entrada y globalizacion de los antibiéticos, se desplazé a los
fagos como agentes terapéuticos. Posteriormente, el estudio de los bacteriéfagos
se centrd exclusivamente en un pequefio nimero de fagos modelo que infectaban
principalmente a la Escherichia coli. Estos estudios llevaron al asentamiento de la
biologia molecular, se logré identificar las bases del material genético, la existencia
del codigo de nucledtidos codificantes para los aminoacidos y la identificacion de

las enzimas de restriccion (Clokie, 2011).

Los fagos, al igual que los virus de células eucariotas, poseen una gran variedad
de morfologias, asi como diversas arquitecturas genéticas. Estan formados de un
genoma (tanto DNA como RNA de cadena sencilla o doble) con una cubierta
proteica (capside). Asimismo, y de manera general, se encuentran limitados a un
rango de hospederos, normalmente infectando a una sola especie o subespecie
bacteriana, debido a su necesidad de unirse a receptores especificos en la célula
(Nicastro, 2014).

En cuanto a sus ciclos de replicaciéon, se pueden dividir en 2 grandes grupos: liticos
y lisogénicos. Los fagos virulentos o liticos (T4 y T7), son aquellos que redirigen el
metabolismo de su hospedero y lo enfocan en la produccion de nuevas particulas
virales para la posterior liberacion de estas mediante la lisis de la bacteria. Por otro

lado, los fagos temperados o lisogénicos (A) pueden “elegir” entre el crecimiento
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litico o una relacion viable a largo plazo con su hospedero en la que generalmente
integra su material genético al genoma bacteriano (profago) y se replican junto con
este a lo largo de muchas generaciones. La eleccion del ciclo replicativo depende
de las condiciones que tenga con el medio externo y con la bacteria en la cual se
encuentra; un fago en estado de lisogenia puede activar el ciclo litico al censar
condiciones desfavorables para la célula, como luz UV, lo que les permite generar
progenie y escapar de la bacteria (Clokie, 2011; Haq, 2012; Elbreki, 2014).

En cuanto a su estructura, los fagos se pueden clasificar en icosahédricos,
filamentosos y complejos. De estos 3 grupos, los fagos filamentos (M13, Ff) se
caracterizan por no generar lisis celular en ninguna circunstancia, sino que
convierten a la célula en una fabrica de produccion de particulas virales

comprometiendo el crecimiento del hospedero (Nicastro, 2014).

1.3 Fago Lambda (A)

El bacteriéfago lambda es un fago temperado que posee un genoma lineal de doble
cadena de DNA con un tamafio de 48,502pb. La cépside del fago tiene una
estructura icosahédrica de 60nm de diametro con un grosor de 4 nm y formada por
las proteinas gpE y gpD. Esta capside se une al extremo de un tallo helicoidal
flexible de 180nm constituido por la proteina gpV principalmente y en el extremo
terminal, el apice del tallo formado por la proteina J (Gamage, 2010; Nicastro,
2014). La maduracion del fago empieza con la formacion de la pre-capside formada
por 415 copias de gpE agrupadas en capsomeros hexaméricos o pentaméricos.
Esta pre-capside es competente para la encapsulacion del genoma y, una vez
terminado el empaquetamiento de este, son afiadidas 405-420 copias de la
proteina gpD. La proteina gpD se agrupa en trimeros los cuales sobresalen de la
capside madura y cubre la totalidad de las 20 aristas de esta, dandole estabilidad
(Fogg, 2010; Gamage, 2010; Nicastro, 2014). Finalmente, el tallo flexible se
ensambla, consistiendo de 32 discos y cada uno de estos se encuentra formado

por 6 copias de la proteina gpV (Beghetto, 2011).
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El genoma de lambda se encuentra organizado en 3 regiones que agrupan genes
funcionalmente relacionados: la region izquierda (expresion tardia) posee los
genes responsables del empaquetamiento y ensamblaje del genoma; la region
central o regidn regulatoria incluye tanto los genes necesarios para el
establecimiento y mantenimiento de la lisogenia, asi como los genes no esenciales
para el crecimiento litico; la region derecha (expresion temprana-tardia) contiene

genes esenciales en replicacion de DNA y lisis de la bacteria.

El ciclo replicativo de este fago es controlado mediante un switch genético en el
cual, la proteina represora Cl juega un papel fundamental. Durante la fase
lisogénica, y una vez integrado su genoma al de la bacteria, este represor asegura
Su propia sintesis a la vez que mantiene reprimida la expresion de los genes del
fago encargados de la escision del genoma y progresion del ciclo litico (Fogg,
2010). Por el contrario, la inactivacion del represor permite la expresion de los
genes necesarios para la sintesis de nuevos viriones y la entrada al ciclo litico. El
ciclo litico tiene una duracion de 40-45 minutos y produce cerca de 100 viriones por
célula infectada (Beghetto, 2011). Se ha reportado una mutante en CI la cual es
sensible a la temperatura y puede ser utilizada en la activacion de la lisis inducida
por temperatura (Gamage, 2010). Esta variante (CI7) puede ser tener diferentes

usos biotecnoldgicos.

1.4 Phage display

La tecnologia de phage display (PD) fue introducida por George Smith en 1985.
Esta técnica molecular consiste en la expresion de una proteina o péptido
heterélogo, el cual es desplegado en la superficie de la capside del virus, con
diversos objetivos. La tecnologia permite formar y explorar grandes bibliotecas de
péptidos, los cuales pueden ser tanto aislados como caracterizados en base a su
especificidad y afinidad por una molécula blanco (Beghetto, 2011; Haq, 2012). Para
llevarlo a cabo, el DNA que codifica para el péptido de interés se fusiona a uno de

los genes codificantes para proteinas mayoritarias de la capside, de forma que esta
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pueda expresarse en la superficie de la particula viral (Hag, 2012; Adhya, 2014).
Gracias a la unién fisica entre el péptido desplegado y la particula viral, combinado
con la capacidad de produccion de bibliotecas de péptidos, esta tecnologia se ha
establecido como uno de los métodos de seleccidn para identificacion de proteinas

con propiedades deseadas (Pande, 2010).

En la actualidad se han desarrollado 4 plataformas para display, utilizando fagos

filamentosos, el fago lambda, asi como los fagos T4y T7.

La primera y mas utilizada de estas plataformas es la basada en el fago filamentoso
M13 y los fagos relacionados fd y f1 (Haqg, 2012). La estructura basica de estos
fagos consta de un genoma circular de ssDNA cubierto por una capside tubular
formada por una proteina principal (pVIIl) y 4 proteinas adicionales en los extremos
(plll, pVI, pVIl y pIX). El fago M13 ha sido ampliamente utilizado ya que su genoma
se encuentra asociado Unicamente a la proteina principal de capside y no existe un
limite en el llenado de esta por lo que no poseen una cantidad precisa de DNA
empaquetado, permitiendo mayores oportunidades de manipulacion (Nicastro,
2014). Las 2 proteinas usadas comunmente como blancos de fusidn en estos fagos
son las proteinas de céapside plll y pVIIl con 5 y 2,670 copias por viridn,
respectivamente. De estas, la proteina plll posee pocas restricciones de tamafio
por lo que es posible la fusion con proteinas de alrededor de 100 kDa; sin embargo,
la proteina pVIII debido a su gran niumero solo permite fusiones de 6-8 aminoacidos
(Gao, 2010; Beghetto, 2011).

En el sistema de lambda, las proteinas utilizadas para fusiones son la proteina de
capside gpD y la proteina de tallo gpV con 405 y 192 copias por virién,
respectivamente. De estas 2 proteinas, la mas prometedora es gpD, ya que las
fusiones con gpV han mostrado tener un bajo rendimiento de display por lo que
existe una pobre recuperacion de fagos recombinantes. Por el contrario, la proteina
gpD ha mostrado la capacidad de soportar fusiones de péptidos tanto en su
extremo amino como en el carboxilo con una alta densidad de despliegue (90%).
El uso de péptidos grandes puede llegar a interferir la morfogénesis del fago; sin

embargo, un sistema de 2 genes en el que se generan fagos mosaicos conteniendo
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tanto la proteina wt como la recombinante es capaz de generar una densidad de
despliegue de media a alta sin afectar el ensamblaje del fago (Beghetto, 2011).

En el caso del fago T4, se utilizan las 2 proteinas no esenciales que decoran su
capside icosahédrica. La altamente antigénica proteina externa de capside (HOC)
y la proteina menor de capside (SOC) con 155 y 810 copias por capside,
respectivamente. Ambas proteinas pueden ser utilizadas por separado para el
despliegue de péptidos de gran tamafio y ademas, una de las ventajas del sistema
es la posibilidad de usar ambas en un despliegue dual desplegando diferentes

antigenos al mismo tiempo (Gao, 2010).

Finalmente, en el fago T7 se pueden usar las 2 formas de su proteina de cpside:
10A (344-aa) y 10B (397-aa). La forma 10B es producida debido a un cambio en el
marco de traduccion de la proteina en el aminoacido 341 de la proteina 10A. Este
sistema permite el despliegue de péptidos pequefios con un alto nUmero de copias
o péptidos grandes con un bajo/medio nimero de copias. Otra ventaja adicional es
la alta estabilidad del fago frente a condiciones dificiles en comparacién con otros
fagos (Gao, 2010).

De manera general, el uso de fagos filamentosos en técnicas de PD representa
una herramienta poderosa, pero tiene inconvenientes significativos. La primera es
gue la proteina desplegada en la capside de un fago filamentoso tiene que ser
capaz de traslocarse a través de la membrana celular por lo que, proteinas
hidrofilicas 0 con cargas positivas cercanas a la sefial de corte no pueden ser
utilizadas como fusion; segundo, los fagos filamentosos tienen una mayor limitacion
en cuanto al tamafio de las proteinas a desplegar; tercero, debido a que este tipo
de fagos depende de la viabilidad celular, no es posible el despliegue de
proteinas/péptidos toxicos para la bacteria; cuarto, la proteina tiene que ser capaz
de mantener su estructura en el ambiente oxidante del periplasma (Beghetto, 2011;
Nicastro, 2014).

Este tipo de inconvenientes presentados por el uso de fagos filamentosos puede
disminuirse con el uso de fagos liticos. Debido a su naturaleza, este tipo de fagos

no necesita de un sistema de secrecion por membranas, en su lugar, la formacion
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de la capside se da en el citoplasma y la liberacién de las particulas virales se da
por lisis, por lo que es posible el despliegue de proteinas hidrofilicas (Beghetto,
2011). Por otro lado, al comparar la eficiencia del display entre fagos filamentosos
y liticos usando tanto la proteina pVIll como la proteina gpD (ambas siendo las mas
eficientes en su sistema correspondiente) han mostrado tener una eficiencia similar
en el despliegue de péptidos pequefios. Sin embargo, en el caso de péptidos
grandes la eficiencia de gpD sobrepasa la de pVIll al desplegar mas proteinas por

virion, de 2-3 6rdenes de magnitud (Nicastro 2014).

1.5 Aplicaciones de phage display

La aplicacion mas comun de phage display, hasta el momento, es la formacion de
bibliotecas de péptidos. Estas bibliotecas tienen un enorme potencial para la
seleccion de péptidos con caracteristicas deseadas. Entre las diferentes ramas en
las que estos péptidos pueden usarse destacan:

El estudio de interacciones proteina-proteina mediante PD combinado con
mutagénesis provee un método rapido para la identificacion de residuos que
contribuyen energéticamente a la interfase de union entre proteinas. Se ha utilizado
también el mapeo de interacciones intracelulares de diferentes dominios proteicos
y los médulos de afinidad seleccionados de una biblioteca pueden ser rastreados
de regreso a secuenciaciones completas de genoma para identificar parejas de
unién de diferentes proteinas blanco. Esto provee una herramienta para la
caracterizacion funcional de genes arrojados por secuenciaciones de nuevos

genomas.

En enzimologia se ha utilizado para la determinacién de la especificidad de un
sustrato y en el desarrollo de moduladores de la actividad tanto en sitio activo como
en sitio alostérico. Puede ser utilizado para estudiar los mecanismos de accion
enzimatica y mediante técnicas de evolucién dirigida buscar mejoras en la

eficiencia enziméatica.
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En inmunologia se han desplegado fragmentos de anticuerpos para su uso en
protedmica, entrega especifica de drogas y andlisis de procesos intracelulares; esto
permite el adquirir anticuerpos de manera rapida, evitando el uso de animales para
inmunizacion. Los fagos recombinantes pueden ser guardados y usados para su
posterior amplificacién en caso de ser necesitados para terapia o diagnéstico. Por
otro lado, se utilizan bibliotecas de epitopes con el objetivo de encontrar nuevos
anticuerpos anti-tumor o anti-patégenos; estas bibliotecas también sirven para
mapear epitopes de antigenos involucrados en el reconocimiento por anticuerpos
lo cual es esencial en diagndstico, inmunoterapia y desarrollo de vacunas.
Finalmente, los fagos también pueden funcionar como acarreadores de antigenos
en su superficie con el fin de despertar una respuesta inmune en el paciente a

modo de vacuna (Pande, 2010).

1.6 Fagos como vehiculos de entrega de vacunas

Los fagos han sido utilizados como un vehiculo potencial para la administracion de
vacunas en 2 sentidos: mediante la vacunacion directa con fagos desplegando
antigenos en la superficie de su capside y como vehiculo para entrega de vacunas
de DNA.

En la vacunacion directa utilizando la tecnologia de phage display, los fagos son
disefiados para el despliegue de péptidos o proteinas antigénicas en la superficie
de su capside. De una forma alternativa, se pueden probar bibliotecas de antigenos
con antisueros especificos con el fin de aislar moléculas nuevas que puedan
funcionar como antigenos protectores 0 mimotopos (péptidos que mimetizan la
estructura y capacidad antigénica de un antigeno, pero con estructura primaria
diferente). En algunos casos, al inmunizar modelos animales con las particulas
virales completas desplegando un antigeno, se han observado respuestas de

anticuerpos especificos y proteccion contra un reto inmune.
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Ademas, en lugar de generar fusiones con las proteinas de capside de un fago,
existe la posibilidad de conjugar artificialmente otro tipo de moléculas de manera
posterior a su crecimiento. Esto incrementa el rango de antigenos que puede llegar
a ser desplegado. Debido a que las particulas fagicas se consideran como
inmunoestimuladores naturales, un antigeno presentado en su capside se
encuentra conjugado con un adyuvante natural reduciendo la necesidad de una
purificacion y conjugacion posterior con un adyuvante previo a la inmunizacion
(Clark, 2006; Haq, 2012).

En el caso del uso como vehiculos de vacunas de DNA, los fagos no modificados
son capaces de entregar vacunas de DNA mas eficientemente que los plasmidos
estandar utilizados actualmente. En este sistema, el gen de la vacuna bajo el
control de un casete de expresion eucarionte es clonado en el genoma de lambda
y la particula completa es purificada e inyectada en el paciente. La capside del fago
protege al DNA de la degradacion y, al tratarse de una particula tipo-virus esto las
dirige hacia células presentadoras de antigeno donde el casete se expresa. Al
comparar su eficiencia con las vacunas estandar, este tipo de vehiculos han
mostrado una mejor respuesta inmune en ratones y conejos (Clark, 2006; Haq,
2012).

También se ha propuesto la creacién de una vacuna hibrida en la cual, la vacuna
de DNA se encuentre en el interior de una particula fagica que despliegue una
variacion del mismo antigeno. Se espera que este tipo de vacuna pueda activar
tanto la actividad celular como la humoral del sistema inmune. Otra posibilidad es
el despliegue de proteinas que dirijan la vacuna contra un tipo de células inmunes
especificas. Ejemplos de esto serian los residuos de galactosa como blanco para
receptores en el higado o péptidos que puedan dirigirse contra las células de
Langerhans (Clark, 2006; Haq, 2012).



Antecedentes

El primer reporte que se tiene del uso de una particula de fago completa utilizada
para activar una respuesta inmune fue en 1988 (de la Cruz, 1988). En este trabajo,
se clonaron regiones repetidas del gen de la proteina de circumsporozoito de
Plasmodium falciparium (causante de la malaria humana) en el gen plll del fago
filamentoso f1. Se logro el despliegue de los epitopes en la superficie de la capside
permitiendo que los repetidos de la proteina heterélogas fueran accesibles para los
anticuerpos. Este reconocimiento antigeno-anticuerpo fue evidenciado por
microscopia electronica y comprobado mediante el uso de mAbs en un ensayo de
mapeo de epitopes B. Pese al bajo niumero de copias por viribn obtenidas, la
inoculacién de estos fagos recombinantes en conejos demostré poseer una
capacidad antigénica e inmunogénica. Ademas, las pruebas de inmunizacion en
ratones mostraron una posible activacion de genes de respuesta inmune lo cual
genera el potencial de mapeo de epitopes T y posible uso en el desarrollo de

vacunas.

Posterior a esto, se generaron diversos ensayos con PD utilizando mimétopos
como el antigeno de superficie del virus de la hepatitis B (HBsAQ). El siguiente paso
fue la comprobacion de la funcién de esta vacuna frente a un reto inmunoldgico.
Bastien y colaboradores (1997) emplearon al fago filamentoso fd para desplegar
un epitope protector previamente reportado contra el virus sincitial respiratorio
humano (RSV). En este sistema se fusionaron los residuos 173-187 de la
glicoproteina G de RSV al gen plll del fago y los fagos recombinantes fueron
posteriormente inoculados en ratones. Los ratones inoculados con los fagos
conteniendo a la proteina gplll fusionada con el antigeno protector mostraron una

induccion alta de anticuerpos especificos contra el RSV. Mas importante, estos
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ratones inmunizados previamente mostraron ser completamente resistentes a la
replicacion de RSV lo cual fue confirmado por la ausencia de particulas virales en
los pulmones de los ratones. Esto no solo muestra la capacidad antigénica e
inmunogénica de las vacunas usando phage display, sino que comprueba la

capacidad de estas de ser utilizadas en ensayos de proteccion contra un patégeno.

Hasta el momento se han reportado diversos estudios que utilizan la tecnologia de
PD para el disefio de vacunas contra diferentes agentes etiol6gicos de diversas
enfermedades entre los cuales se encuentran: células cancerigenas, virus,

parasitos, bacterias, hongos y drogas (Bazan 2012).

Utilizando el fago lambda como plataforma de despliegue para vacunas se han

reportado por lo menos 3 trabajos:

En el primero se utilizan particulas de lambda desplegando 4 regiones
inmunodominantes del circovirus porcino 2 (PCV2). Estas regiones, mapeadas
previamente y seleccionadas por mostrar proteccion contra la enfermedad, fueron
fusionadas al extremo carboxilo-terminal de la proteina gpD. Con el objetivo de
evitar el problema de extrapolacion de datos desde el animal modelo a la especie
blanco, las pruebas inmunolégicas se llevaron a cabo en cerdos. En los ensayos
se mostré una respuesta inmune anti-PCV2 significativa en la dosis primaria. El
suero obtenido de los cerdos inoculados con la vacuna fue capaz de reconocer
tanto a la proteina gpD con los antigenos fusionados, asi como a los antigenos de
PCV2 obtenido de un lisado de células infectadas; el suero obtenido de los mismos
cerdos previo a la inmunizacion fue incapaz de reconocer los antigenos. Tanto los
ensayos que se realizaron para comprobar la induccion de anticuerpos
neutralizantes contra PCV2 como el ensayo de hipersensibilidad retardada (DTH)
mostrd la activacién de la inmunidad humoral y celular sin presentar reacciones
adversas locales ni sistémicas lo cual convierte al sistema en una vacuna potencial,
la cual no necesita de adyuvantes adicionales (Gamage, 2009; Hayes, 2010). En
el 2011, se realiz6é una comparacion de la respuesta inmune observada en conejos
al usar particulas de lambda desplegando la proteina Env de HIV-1, usando

complementacién in-vitro y la respuesta observada al usar la proteina soluble
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gp140 oligomérica. Tanto la produccidn de anticuerpos con union a Env como la de
anticuerpos neutralizantes fue mayor en los animales que recibieron la proteina
soluble comparada con los que recibieron al fago con la proteina desplegada. Sin
embargo, este ensayo demostré que la utilizacion de estos fagos fue capaz de
potenciar la respuesta humoral a niveles equivalentes a los obtenidos con los
oligomeros de Env combinados con altas dosis de adyuvantes (Mattiacio, 2011).
Un ensayo similar de comparacion de respuesta inmune fue el realizado por
Thomas (Thomas, 2011) en el cual compararon una vacuna de DNA contra una
vacuna de péptidos usando al fago lambda como vehiculo. En esta, se observé una
mejor respuesta inmune al utilizar la vacuna con los péptidos desplegados en el

fago, siendo esta capaz de activar tanto la actividad inmune humoral como celular.
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Justificacion

Datos de vigilancia mundial indican que, en la actualidad, los microorganismos
infecciosos estan emergiendo a una tasa alarmante. Los brotes causados por este
tipo de organismos tienen la capacidad de propagarse rapidamente por lo que
deben ser contrarrestados antes de volverse epidémicos. Tanto la cuarentena,
como la rapida vacunacion de la poblacién contra este tipo de patégenos son las

Gnicas maneras de prevenir estas epidemias en brotes masivos (Adhya, 2014).

Los métodos para produccion de vacunas tradicionales, como el uso de huevos y
cultivos celulares, no se encuentran disefiados para la respuesta rapida requerida
para contrarrestar patdgenos emergentes o amenazas de bioseguridad. Uno de los
ejemplos de esto es la respuesta retardada a la pandemia de influenza del 2009
(H1N1). El virus emergia en 2009 tanto en México como California y se diseminé
rapidamente a nivel global. Para el 11 de junio la OMS anuncio brotes comunitarios
en multiples regiones del mundo indicando que la pandemia estaba iniciando. Fue
hasta 3 meses después que algunos fabricantes habian completado el desarrollo
de la vacuna, recibido la autorizacion, escalado su produccién y empezado a
suministrar vacunas. Pese a una velocidad sin precedentes, fue hasta noviembre

del mismo afio cuando la vacuna se encontré disponible (Ulmer, 2015).

El panorama que presenta la produccion de vacunas en México es desalentador.
La produccién de vacunas en nuestro pais no es autosuficiente desde 1998, ni
siquiera en el caso de aquellas contempladas en el Esquema Nacional de
Vacunacion. Para la pandemia de Influenza del 2009, se contaba con un Sistema

Nacional de Vigilancia que operaba con equipos obsoletos, asi como con recursos
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materiales y humanos insuficientes (el sistema solo contaba con 1 millén 300 mil
antivirales y 2 laboratorios de salud publica incapaces de detectar el virus). Durante
este evento, el gobierno compré 30 millones de vacunas contra el virus de la
influenza a los laboratorios Sanofi Pasteur y GlaxoSmithKline (Tamez, 2016; Leal-
Fernandez, 2010).

Recientemente, América Latina ha sido escenario de la llegada de diferentes
arbovirus emergentes, como chicungunya (CHIKV) y zika (ZIKV). En ambos casos,
estos virus se expandieron rdpidamente en multiples paises. En la actualidad, el
virus del zika se encuentra presente en 76 paises alrededor del mundo. Tan solo
en México, a inicios del afio 2017 se habian detectado 7,599 casos y para febrero
esta cifra habia aumentado a 8,069 (Lépez-Ortiz, 2017). Aun cuando ZIKV
presenta una baja tasa de mortalidad, la asociacion del virus a casos de Guillian-
Barre y microcefalia le da a esta infeccion una gran importancia en lo que se refiere
a salud publica (Lépez-Ortiz, 2017). Mas alla de la salud, las complicaciones y
consecuencias que pueden derivarse de un manejo epidemioldgico inadecuado
puede llegar a afectar la economia de paises en desarrollo. Tan solo para el 2016
se estim6 gue el impacto a nivel global de este brote es de 7,280 millones de pesos
(Lopez-Ortiz, 2017); en los paises afectados de América Latina se preveia que esta
cifra podia crecer hasta 18 mil millones de ddlares para el periodo 2015-2017
(UNDP, 2017).

Debido a que tanto el zika como el dengue se encuentran ampliamente distribuidos
en las regiones de los trépicos con menor desarrollo a nivel global, su presencia en
América Latina no es una sorpresa. En esta region, la presencia de los mosquitos
del género Aedes es endémica por lo que el dengue ha estado presente desde
hace algunas décadas (Rodriguez-Morales, 2015; Brett-Major, 2016). Sin embargo,
al contrario del caso del dengue, la expansién geogréfica del zika se encontrd con
una poblacion sin proteccion inmunitaria, lo cual incrementa el nimero potencial de
personas en riesgo, asi como las posibilidades de nuevos brotes epidémicos e

incluso pandémicos (Troncoso, 2016).
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Debido a la relevancia del zika como patdégeno emergente, asi como el estatus
socioeconémico en el cual se encuentran las regiones mas afectadas por este
virus, es una prioridad el desarrollo de estrategias efectivas que nos ayuden a
combatir este tipo de brotes infecciosos de manera rapida y econdmica. La
generacion de una vacuna para ZIKV es de gran importancia ya que hasta el
momento no existen vacunas ni tratamientos con retrovirales aprobados (Wang,
2016). El uso de PD en el disefio de vacunas presenta una gran cantidad de
ventajas entre las que destacan de manera importante su bajo costo de produccion

y la rapidez en la que pueden ser construidas (Adhya, 2014).

Entre otras ventajas también se encuentran las siguientes: al contrario de los virus
de eucariontes usados como vectores, los fagos no tienen la capacidad de
replicarse en células eucariotas tanto por la falta de receptores especificos como
por las diferencias en la maquinaria celular entre eucariontes y procariontes (Gao,
2010). Diferentes autores han reportado que el uso de PD como vacuna, en
modelos animales, no genera reacciones adversas en el sitio de aplicacion ni a
nivel sistémico (Gamage, 2009). Debido a su capacidad como
inmunoestimuladores naturales, las vacunas fusionadas a la capside de un fago no
requieren ni la presencia de un adyuvante ni la fusion a un acarreador posterior a
su purificacién (Clark, 2011). La naturaleza particulada de los fagos permite que
sean reconocidos de manera eficiente por las células presentadoras de antigenos,
y presentados al sistema inmune mediante los sistemas MHC clase | y Il lo que
lleva a la activacion de inmunidad humoral y celular (Gao, 2010). Finalmente, los
fagos son altamente estables; diluciones de fagos en agua pueden llegar a
mantener su titulo aun después de un periodo de 2 semanas, dependiendo del fago
utilizado y la temperatura de almacenamiento. Esta estabilidad se mantiene alin en
un rango de pH de entre 3-11 por un periodo de hasta 24 horas, por lo que la

administracion oral es posible (Jepson, 2004).
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Hipotesis
» Lambda modificado sera capaz de desplegar el Dominio Il de la proteina E

(ZIKV), sin modificar el ensamblaje del mismo.
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Objetivos del trabajo

1.7 Objetivo general

» Generar un sistema de phage display utilizando un fago lambda modificado
gue despliegue en su proteina de capside (gpD) epitopes de la proteina E
del virus del Zika (ZIKV).

1.8 Objetivos especificos

+ 1.- Clonacion de gpD(A) en vector transitorio.
* 2.- Clonacién de E(ZIKV) en vector transitorio.
» 3.- Construccion de la fusion de genes gpD-EDIII en un vector de expresion.

* 4.- Produccién de fagos con fusion de genes en la capside.
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Materiales y Métodos

1.9 Material bioldgico

Cepas bacterianas (E. coli): Las cepas W3110 y LE392 fueron utilizadas tanto
para propagacion de fago como controles en diferentes analisis. La cepa DH5a fue
utilizada tanto para propagacion de plasmidos como para transformacion de
construcciones. La cepa BL21 fue utilizada para evaluar tanto la produccion de
proteinas, asi como la produccion de fagos con la proteina desplegada en su

capside.

Bacteriofagos: Los fagos A y A cigs7 ind 1 sam7 fueron utilizados como plataformas
para despliegue de proteinas. Tanto el fago A como el fago Anki3is fueron utilizados

ademas como controles en diferentes experimentos.

Virus: Se utilizo la cepa de virus de ZIKV (KY631493.1) aislada en Tapachula,
Chiapas; la cual fue proporcionada por el Dr. Jesus Miguel Torres Flores de la

Escuela Nacional de Ciencias Biologicas (ENCB-IPN).

Tabla 1: Cepas y virus utilizados en este trabajo.

| Nombre | Genotipo | Referencia |
Cepas bacterianas
W3110 F- mcrA merB IN(rnD rrnE)L A- Ba‘g‘;g“”’
LE392 F, el4’, hsdR514(r m’) SupE44 SupF58 lacY1 Silhavy, 1984
F~ @80lacZAM15 A(lacZYA-argF)U169 recAl
DH5a endAl hsdR17(rk~, mk*) phoA supE44 A~ thi-1 Hanaba, 1983
gyrA96 relAl
BL21 F- ompT hsdSg (rs~, ms) gal dcm (DE3) Wood, 1966

Bacteriofagos
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CSH
A wt Collection
b522 cI857 Pam80 nin5 mini-Tnl10 kan Ptac-ATS Kleckner,
ANK1316 .
transposase att 1991
Virus
Sevilla-
ZIKV KY631494.1 Reyes, 2017

1.10 Propagacion del material biologico

Propagacion de bacteriéfagos

A partir de un stock de fagos A y ANK1316 se realizaron diluciones seriadas con
buffer TMG (1:100/4 veces) de las cuales se gotearon 10ul de cada dilucién en un
tapiz bacteriano de W3110 en medio T® (3 ml de medio T® suave y 300 pl de un
cultivo O/N de W3110). Las cajas se dejaron incubando a 37°C O/N con el fin de
obtener al dia siguiente placas aisladas de los fagos correspondientes.

Para la propagacion se tomaron 300 pl de un cultivo O/N de W3110 los cuales se
mezclaron con 60 pl de una solucion MgClz (0.4 M) /CaClz (0.1 M) y 3 placas
aisladas de fago. La mezcla se realiz6 en un matraz Erlenmeyer de 250 ml y se
dejé reposar 15 min para la adsorcion del fago. Posterior a la adsorcion, se
adicionaron 30 ml de medio LB y se incubo por alrededor de 6 hrs a 37°C con

agitacion constante hasta observar la lisis del cultivo.

Una vez obtenido el lisado se adicionaron 3ml de cloroformo y se mantuvo en
agitacion por 10 min adicionales. Una vez pasado este tiempo, el volumen fue
centrifugado a 6,000 rpm por 10 min y se recuperé el sobrenadante. Este ultimo se
utilizé para realizar nuevamente diluciones seriadas (1:100/4 veces) las cuales

fueron utilizadas para conocer el titulo viral.

Propagacion de ZIKV

La propagacion de ZIKV se llevd a cabo en células VERO, las cuales fueron
crecidas en cajas de plastico F75 (ThermoFisher), utilizando medio M199

suplementado con bicarbonato y SFB al 6% hasta alcanzar una confluencia de
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~80%. Una vez alcanzada la confluencia deseada, el medio de cultivo fue retirado
y se afiadieron 500 ul de un vial de ZIKV (almacenado a -80°C). El virus se dejo
adsorber durante una hora a 37°C con agitacion moderada cada 10 min con el fin
de mantener el cultivo en exposicion ante el virus. Posteriormente a la adsorcion,
se adicionaron 10.5 ml de medio de cultivo y se mantuvo el cultivo M199 a 37°C

entre 5 a 6 dias, tiempo aproximado para llevarse a cabo la propagacion del virus.

Para la cosecha de ZIKV se recuper6 el sobrenadante de la caja infectada y este
fue almacenado en crioviales para su almacenamiento a -80°C. Se tomo 1 ml para
la extraccion de RNA la cual fue llevada a cabo mediante el kit de extraccion de
RNA viral (Qiagen). EI RNA obtenido fue alicuotado y almacenado a -80°C. Todos
los procedimientos llevados a cabo en este apartado se llevaron a cabo en las
instalaciones del laboratorio de Virologia del Instituto Nacional de Ciencias

Biologicas (INCB-IPN) bajo la asesoria del Dr. Jesus Torres Flores.

1.11 Amplificacion de fragmentos

gpD (M)

Se amplific6 mediante PCR el fragmento correspondiente al gen gpD del fago
lambda utilizando los oligos correspondientes mostrados en la Tabla 2. Los oligos
se disefiaron de manera que agregaran los sitios de corte para las enzimas EcoRI
y Pstl en los extremos 5’y 3 correspondientes. Estos oligos poseen ademas una
modificacion del codén de paro del gen (TAA) dando lugar al coddn
correspondiente para serina (TCT). Se utilizo DNA comercial de A (Promega) como

molde para la amplificacion.

El mix para la reaccion consistio de 2l de cada uno de los oligos gpD Fw/Rv (Tabla
2), 1l de dNTPs (2mM), 2 pl de buffer DreamTaqg 10x (ThermoScientific), 0.2 ul de
polimerasa DreamTaq (ThermoScientific) y se llevd a un volumen final de 20 pl con

H20 libre de nucleasas. Dicha reaccion se llevé a cabo en un termociclador modelo
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T100 (BioRad) bajo las condiciones: 1 ciclo inicial de 5 min a 95°C; 34 ciclos de 30
seg a 95°C, 30 seg a 58°C y 1 min a 68°C; y 1 ciclo final de 7 min a 68°C.

El producto obtenido fue purificado mediante electroforesis en gel de agarosa al
0.8% y la banda del tamafio correspondiente fue recuperada mediante el kit de

extraccion en gel E.Z.N.A.® (OMEGA) para su clonacion.
E (ZIKV), E-DIII (ZIKV)

La amplificacion del gen E, se inicié con la produccion de cDNA a partir del genoma
de RNA de ZIKV lo cual se llevo a cabo usando el kit RNA iScriptTM Select cDNA
Synthesis (BioRad). La reaccion se realiz6 por duplicado utilizando tanto un oligo

especifico como con oligos “random”.

El mix para la reaccion utilizando un oligo especifico consistio en 10 ul de RNA
(=69ng), 4 pl de buffer de reaccion 5x, 1ul de oligo E(cDNA) (Tabla 2), 2 ul de “gen-
specific primer (GSP) enhancer”, 1 u de retrotranscriptasa iScript y se adicioné H20
para llevar a un volumen final de 10 pul. La reaccion se llevo a 42°C por 30 miny se
termin6 a 85°C por 5 min. Para la reaccion con oligo “random” se mezcl6 10 pl de
RNA, 4 ul de buffer de reaccion 5x, 2 ul de oligo, 1 u de retrotranscriptasa iScript y
se ajusto con H20 a un volumen de 10 pl; la reaccion se incubo a 25°C por 5 min,
42°C por 30 min y 85°C por 5 min. De ambas reacciones se tomaron 4 pl para su

posterior amplificacién y el volumen restante fue almacenado a -20°C.

Para la amplificacion de ambos fragmentos el mix de reaccion consistio en 4 uL de
cDNA (E) o 1 ul de una dilucion (1:10) de pJET-E a los cuales se adiciond 1 ul de
cada uno de los oligos E Fw/Rv o E(DIIl) FW/E Rv dependiendo el fragmento a
amplificar (Tabla 2), 1 pl de dNTPs (2mM), 2 pl de buffer DreamTag 10x
(ThermoScientific), 0.2 pl de polimerasa DreamTagq (ThermoScientific) y se llevo a
un volumen final de 20 pl con H20 libre de nucleasas. La reaccion se llevo a cabo
bajo las condiciones: Temperatura inicial de 5 min a 95°C; 34 ciclos de 30 seg a
95°C, 30 seg a 60°C y 1 min a 68°C; y se termin0 a una temperatura de 68°C por

7 min.
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El producto obtenido fue purificado mediante electroforesis en gel de agarosa al

0.8% y la banda del tamafio correspondiente fue recuperada mediante el kit de

extraccion en gel E.Z.N.A.® (OMEGA) para su clonacion posterior.

Tabla 2: Oligos utilizados en este trabajo.

Segmento Oligo Secuencia Amplificado
MCS pJET1.2Fw 5’-cgactcactatagggagagcggc-3° -
pJetl.2 pJ Igl\'/l.z 5’-aagaacatcgattttccatggcag-3 -
pKQV4 Rv 5’-atcaggctgaaaatcttctc-3° -
D Fw 5’-ggaattcatgacgagcaaagaaac-3°
gpD ap 99 gacgag g ' 346 pb
gpD Rv 5’-ctgcagtaaaacgatgctgattg-3
E (cDNA) E cDNA 5’-tgcttttccaatggtgctg-3° -
E E Fw 5’-actagtatcaggtgcataggagtcagcaatagggactttgtggaag-3° 1,276 ob
E Rv 5’-gagctcaagcttagtgatggtgatggtgatgtKattttccaatggtgctg-3” ' P
E (DIl E (DIIl) Fw 5’-actagtgataaacttagattgaagggcgtgtcatactccttgtgtaccgcag-3” 382 ob
E Rv 5’-gagctcaagcttagtgatggtgatggtgatgtkattttccaatggtgcetg-3” P
gp[')zvbmk 5’-ggaattcatgacgagcaaagaaacctttacccattaccagccgeag -3
Fl Link (Xhol) | 5’-gctctgaaaatacaggttctcgagcgcaccgctaccgecctgcagtaaaacgatgetg 385 pb
Rv -3
Link (Xhol) 5-
F2 Fw gagaacctgtattttcagagcccacccacgccgacctcgtctagagataaacttagattga 421 pb
ag-3’
F+F 2Step Rv 5’-gagttcaagcttagtgatggtg-3” 785 pb
Mod?2 Mod2Fw 5’- gagaagaagatcacccaccactggcacaggag-3’
Mod2Rv 5’- ctcctgtgeccagtggtgggtgatcttettcte-3° a
Mod3 Mod3Fw 5’- ctgaaagcactgagaactctaagatgatgctggaac-3”
Mod3Rv 5’- gttccagcatcatcttagagttctcagtgctttcag-3° B

1.12 Clonacion de fragmentos en pJET1.2

La clonacién de fragmentos purificados en pJET1.2 se llevd a cabo siguiendo las

especificaciones del proveedor (Thermo Scientific): se tomaron 3.5 ul del fragmento

purificado, 5 pl del Buffer de reaccion 2x y 0.5 ul de “Blunting enzyme”. Esta

reaccion fue incubada a 70°C por 5 min e inmediatamente colocada en hielo.

Posteriormente se adicionaron 0.5 pl del vector pJET1.2/blunty 1 pul de T4 DNA

ligasa para incubar a 22°C por 5min. Transcurrido este tiempo, se tomo la totalidad

de la reaccion y se mezclé en un tubo con 50 pl de DH5a quimiocompetentes. El
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tubo se mantuvo en hielo por 30 min seguido de un choque térmico a 42°C por
30seg Yy fue colocado en hielo por 2 min. Para la recuperacion de las células se
adicion6 1 ml de medio SOC y se incubaron a 37°C por 1 hr.

Una vez recuperadas, las bacterias transformadas se centrifugaron a 21,000 x g
por 1 min para retirar casi en su totalidad del medio dejando 10 pl de este. La
pastilla obtenida fue resuspendida en este volumen, plagueada en cajas de LB e
incubada a 37°C por 18 hrs.

1.13 Extraccion de plasmidos
Miniprep

La extraccion de plasmidos se realizé siguiendo el protocolo dado por Sambrock &
Russel con ligeras modificaciones. Las células o bacterias fueron crecidas en 5 mli
de medio LB a 37°C overnight (O/N). Al dia siguiente cada cultivo se centrifugé a
21,000 x g por 1 min y el sobrenadante fue descartado. La pastilla celular se
resuspendié en 100 pl de Solucién | (50 mM glucosa, 25 mM Tris-HCI, 10 mM
EDTA; pH= 8.0), se afiadieron 200 pl de Solucién Il (0.2N NaOH, 1%SDS) y se
mezclé por inversidn para finalmente agregar 150 ul de Solucién Il (5M acetato de
potasio, acido acético) y nuevamente mezclar por inversion. La mezcla se dejé
reposar 5 min en hielo y posteriormente se centrifugoé en frio a 21,000 x g por 5 min.
El sobrenadante fue recuperado y colocado a un tubo nuevo al cual se le afiadié 5
pl de RNAsa (2 mg/ml) dejandola incubar a temperatura ambiente por 20/30 min.
Posteriormente se adicion6é un volumen de fenol:cloroformo:alcohol isoamilico
(25:24:1) lo cual fue mezclado y centrifugado a 21,000 x g por 2 min. La fase acuosa
obtenida se recuperdé y se le adiciond 1 ml de etanol absoluto a temperatura
ambiente (R/T) y se dejo reposar por 1 min. Posteriormente se centrifugd a 21,000
X g por 5 min y el sobrenadante fue desechado. Este mismo paso se repitié
utilizando lavando con etanol (70%) y centrifugando a 21,000 x g. La pastilla
obtenida se dej6 secar a R/T y finalmente fue resuspendida en 20 ul de agua
inyectable o TE (0.1%) dependiendo del uso posterior (Sambrock & Russel, 2001).



Materiales y Métodos 37

1.14 Andlisis y seleccion de candidatas

Seleccidn por restriccion enzimatica

La seleccion de candidatas de pJET-gpD se realiz6 mediante digestion enzimatica
con Pstl. Se utilizo 1 pg de DNA plasmidico, 10 U de la enzima Pstl (New England
Biolabs), 2 ul de buffer 2.1 (New England Biolabs) y se ajusté a un volumen final
de 20 pl usando H20 inyectable. La reaccion se incubo por 4 hrs a 37°C y la
liberacion de inserto se analizé en un gel de agarosa (0.8%). Los plasmidos que

liberaron un fragmento de 707 pb fueron secuenciados.
Seleccién por “Colony PCR”

Se tomo una colonia la cual fue resuspendida en 100 pl de H20 y se le adiciono
una pequefia porcion de perlas de vidrio. Esta suspension se agito por vortex
durante 5 min y se centrifugo a 13,000 rpm por 10 min a TA. Una vez centrifugado,
se tomo 1 pl del sobrenadante el cual fue utilizado como DNA molde para una
amplificacion de PCR. Esta se llevo a cabo bajo las mismas condiciones utilizadas

para la amplificacion de los fragmentos a comprobar.

1.15 Secuenciacion de fragmentos

La reaccién de secuenciacion consistié en 1 pl de DNA plasmidico (0.5 pg), 1 pul del
oligo pJET1.2 Fw, pJET1.2 Rv 0 pKQV4 Rv dependiendo de la construccion a
secuenciar (Tabla 2), 4 ul de buffer 5x, 1 ul de betaina, 1 pl de mix BigDye V.1.1y
se ajustd a un volumen final de 10 pl con H20 inyectable. La reaccion se llevo a
cabo bajo las siguientes condiciones: 94°C por 10 min, 50 ciclos de 94°C por 30
seg, 55°C por 20 seg y 60°C por 2 min, y una ronda final a 60°C por 7 min. Para
las secuenciaciones en vectores pJET se utilizaron los oligos provisto por el kit
ClonJET (ThermoFisher, #K1231); en el caso de las secuenciaciones en pKQV4 se

utilizé el oligo Rv y el oligo Fw previamente disefiados para la construccion.

El producto obtenido, se purificd transfiriéndolo a un tubo de 1.5 ml, donde se
adicionaron 5 pl de EDTA (125 mM; pH=8) y 60 ul de Etanol absoluto para agitarlo
brevemente e incubarlo por 30 min a temperatura ambiente (RT). Una vez pasado
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este tiempo, la mezcla fue centrifugada a 21,000 x g por 20 min e inmediatamente
se retir0 el sobrenadante. La pastilla resultante se lavo con 250 pl de etanol al 70%
y se centrifug6 a 21,000 x g por 10 min; este lavado se repito 1 vez més. Finalizado

el ultimo lavado, se retir6 el sobrenadante y la pastilla se dejo secar a RT.

1.16 Fusion de genes mediante PCR de 2 pasos

El primer paso de la fusion de genes consiste en la amplificacion de los fragmentos
a fusionar para lo cual se disefiaron oligos largos (Figura 1A) los cuales adicionan
la region de homologia en los extremos 3’y 5° de cada fragmento para que permitan

la fusién en el segundo paso de amplificacion.

El mix de reaccion consistié en 1 pl de una dilucién (1:10) del pladsmido pJET-gpD
(Fragmento 1) o del plasmido pJET-EDIII (Fragmento 2) como DNA molde. A este
se le adicion6 2 pl de buffer de reaccion DreamTaq 10x (Thermo Scientific), 1 pl de
dNTPs, 1 pl de cada oligo gpD Link Fw/ Link(Xhol) Rv para el fragmento 1 y
Link(Xhol) Fw/E Rv para el fragmento 2 (Tabla 2), 0.2 pl de polimerasa DreamTaq
(Thermo Scientific) y se llevdo a un volumen final de 20 pl con H20. Ambas
reacciones se llevaron bajo las condiciones: 1 ciclo inicial de 5 min a 95°C; 34 ciclos
de 30 seg a 95°C, 30 seg a 66°C y 1 min a 68°C; y 1 ciclo final de 7 min a 68°C.

Los productos obtenidos se purificaron en gel y se cuantificaron.

Una vez purificados los fragmentos se llevé a cabo un paso intermedio alineado las
secuencias de homologia (Figura 1B). Esta se realiz6 por duplicado colocando en
la primera 5 ngy en la segunda 10 ng de cada fragmento. A esta mezcla se adiciono
1 pl de buffer de reaccién DreamTaqg 10x (Thermo Scientific), 0.5 ul de dNTPs, 0.1
pl de polimerasa DreamTaq (Thermo Scientific) y llevando cada reaccion a un
volumen final de 10 pl.

Para el segundo paso de amplificacidon (Figura 1B) se tomé 1 pl de cada una de las
reacciones de alineamiento y se mezclaron de manera independiente con 5 pl de
buffer de reaccion DreamTaq 10x (Thermo Scientific), 2.5 pl de dNTPs, 0.5 pl de
polimerasa DreamTaq (Thermo Scientific), 2.5 pl de cada oligo gpD Fw/2Step Rv

(Tabla 2) y se llevé a un volumen final de 50 pl. El producto obtenido se corrié en
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un gel de agarosay se purifico exclusivamente la banda correspondiente al tamafio

esperado de 785 pb (Figura 1C).

A)
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— CCGGAACGGraatcagratcgitttactgeag
e e R CCa R s Lo ace TEV
GGCCTTGCCQTEagtcotagcasaatgacgte
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Figura 1: Disefio de fusién de genes por PCR de 2 pasos. (A) Los genes gpD (rojo) y E-DIII (azul) con las
secuencias de nucleotidos en los extremos 3’y 5° correspondientemente. Se muestran la region donde hibridan
los oligos disefiados para adicionar la regién del linker y TEV correspondientes al primer paso de la fusion. (B)
En un primer paso, se hibridan las regiones de homologia TEV (verde) para que pueda llevarse a cabo una
segunda amplificacion con oligos que flanquean la construccién (gpD Fw, DIl Rv). (C) Fusién gpD-EDIII de un
tamafio de 785pb; se resaltan los segmentos de la fusion, asi como los sitios de corte Unico para enzimas de
restriccion.

1.17 Mutagénesis sitio-dirigida

Para realizar la mutagénesis sitio dirigida se disefiaron un par de oligos largos, con
ayuda del programa QuickChange Primer Design (Agilent), para cada uno de los
cambios a realizar. La mutagénesis se realiz6 utilizando el kit QuikChange
Lightning Site-Directed Mutagenesis (Agilent) para lo cual, la mezcla de reaccion
consistio en 1 ul del vector pD-EDIII (=100ng), 2.5 ul del buffer de reaccion, =62.5
ng de cada uno de los oligos Mod2 Fw/Rv o Mod3 Fw/Rv dependiendo de la
mutacion a corregir, 0.5 pl de dNTPs, 0.75 pl de QuickSolution, 0.5 pl de la enzima
QuickChange (Agilent) y se ajusté a un volumen de 25 pl utilizando H20 inyectable.
La reaccion se llevé a cabo bajo las condiciones: 1 ciclo inicial de 2 min a 95°C; 18
ciclos de 20 seg a 95°C, 10 seg a 60°C y 3.5 min a 68°C; y un ciclo final de 5 min
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a 68°C. Una vez terminado, se adiciono a la reacciéon 2 ul de la enzima Dpnl y se
incubd por 5 min a 37°C. De esto, se tomaron 2 pl para ser electroporados en

bacterias DH5a competentes.

1.18 Geles de proteinas

Los perfiles de proteinas, tanto de bacterias como de fagos, se evaluaron mediante
geles de acrilamida al 13%. La porcion separadora de cada gel consistio en 2.86
ml de Bis-acrilamida, 1.65 ml de buffer Trls-HCI 1.5 M (pH=8.8), 132 pl de SDS
(10%), 1.98 ml H20, 30 pl de persulfato de amonio (BioRad) y 10 pl de TEMED
(BioRad). La porcion concentradora consistié en 0.91 ml de Bis-acrilamida, 1.375
ml de buffer Tris-HCI 0.5M (pH=6.8), 110 pl de SDS (10%), 3.102 ml H20, 30 pl de
persulfato de amonio y 10 ul de TEMED. Los geles fueron montados en placas de
cristal de 1.5 mm (BioRad) y se dejaron polimerizar para posteriormente cargar 30
pl de cada muestra y 5 pl de marcador [Precision Plus Protein Dual Xtra (BioRad)]

y se corrieron a 60 V por 4 hrs.

1.19 Western-blot

La transferencia a la membrana se llevd a cabo haciendo un sandwich con papel
filtro, membrana, gel y papel filtro; tanto el papel filtro como la membrana fueron
humedecidos previamente con buffer de tanque (Tris-Glicina 20% metanol, 0.1%
SDS). Se colocé el sdndwich en la camara de transferencia asegurdndose de

colocar la membrana en direccién del catodo y se corrié a 60 V por 1hr.

Una vez llevada a cabo la transferencia a la membrana, esta se coloco en solucion
de bloqueo (PBS 7% leche Svelty y 0.2% Tween20 (BioRad)) y se mantuvo en
agitacion por 2 horas a temperatura ambiente. Posteriormente, la solucion de
bloqueo fue sustituida por 10 ml de una nueva solucion de bloqueo adicionada con
anticuerpo primario (6xHis) (GeneTex) a una dilucién 1: 3,000. La membrana fue

incubada a 4°C con agitacion durante toda la noche.
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Una vez realizada la incubacion con el anticuerpo primario, este fue retirado y se
realizaron 3 lavados a la membrana de 10 minutos cada uno con una solucion de
PBS 0.2%Tween. El anticuerpo secundario (anti-ratén) fue agregado en una
solucion de PBS 0.2%Tween 2% leche Svelty y se incub6 a temperatura ambiente
por 2hrs. Pasado este tiempo, la membrana fue lavada de la misma manera que

anteriormente y la membrana fue colocada en 10 ml de PBS.

El revelado de la membrana se realiz6 con el kit SuperSignal® West Femto
(ThermoFisher, #34094) de acuerdo con las especificaciones del proveedor.

1.20 Curvas de crecimiento

Las cepas utilizadas para la realizacién de este ensayo fueron: BL21, BL21/pKQV4,
BL21/pKQV4/pRARE, BL21/pD-EDIIl y BL21/pD-EDIII/pRARE; estas cepas se evaluaron
tanto con cémo sin induccién. Se tomaron 300ul de un cultivo O/N de cada una de las
cepas y se inocularon por duplicado en tubos de vidrio con 10ml de medio LB. Los tubos
gue fueron inoculados con las cepas conteniendo los vectores pKQV4 y D-EDIII se les
adicioné ampicilina a una concentracion de 100 pug/ml y aquellas conteniendo el vector
pRare se les colocé adicionalmente cloranfenicol a una concentracion de 30 pg/ml. La
induccion se llevé a cabo en un tubo por cada cepa adicionando IPTG a una concentracion
final de 0.5 mM. Todas las cepas se ajustaron a una 0.D.=0.1 y se incubaron a 37°C
durante 8 hrs midiendo la densidad Gptica a 600 nm cada hora. Los ensayos se realizaron

por triplicado y se grafico el promedio de cada medicién.

1.21 Purificacion de fagos por CsCl

Los fagos obtenidos por lisado fueron precipitados con polietilenglicol 8000 (PEG-
8000) a una concentracion final de 16% (m/v) y NaCl a una concentracion de 1.4
M, se mantuvieron en incubacién en hielo un minimo de 8 hrs. El volumen resultante
se centrifugd a 19,000 x g por 15 min y la pastilla de fagos resultante se resuspendi6
en 1ml de buffer TMG. El PEG-8000 se elimin6é adicionando un volumen de
cloroformo, agitando en vortex y centrifugando a 20,000 x g por 1 min. El
sobrenadante fue recuperado y colocado en un nuevo tubo eppendorf.
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Los fagos se purificaron mediante un gradiente discontinuo de CsCl en tubos Ultra-
Clear (14x95mm; Beckman) utilizando las densidades 1.08, 1.3, 1.5 y 1.7 g/cm?3.
Estas diluciones se colocaron de mayor a menor agregando de la solucion mas
densa 3.5 ml y de las demas 2.5 ml por solucion. Los fagos purificados mediante
PEG se mezclaron con 1 ml de la solucion menos densa y se colocaron hasta el
final. Los tubos fueron centrifugados a 22,000 rpm por 2:30hrs a 4°C utilizando un
rotor SW40-Ti (Beckman). La banda obtenida fue recuperada y dializada,

realizando 2 cambios de 500 ml de buffer de fosfatos por 8 hrs.

1.22 Microscopia electronica

Para la microscopia electronica se prepararon rejillas de cobre (200 mesh) las
cuales fueron cubiertas con fomvar (0.3%) y sombreadas con carbon para
contrastar las muestras. Se colocaron 10 ul de la solucion de fagos dializada y se
dejo reposar por 2 min permitiendo que los fagos se depositaran en la rejilla y el
exceso de liquido fue retirado con papel filtro. Los fagos se contrastaron utilizando
una solucién de acetato de uranilo (2%) del cual se colocaron 10 pl sobre la muestra
y el exceso fue retirado con papel filtro. Esto se repitié 2 veces mas con tiempos de
30 seg y 2 min respectivamente antes de retirar el liqguido. Una vez realizado esto,
se observaron a 50,000, 60,000 y 150,000 aumentos usando el microscopio
electronico JEM-2000 EX (JEOL).
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1.23 Clonacion de gpD(A) en vector transitorio

Se realizé la amplificacion por PCR del gen gpD (tamafio aproximado de 333 pb
(Figura 2A). La adicion de las secuencias para los sitios de corte por enzimas en
los oligos aumenta su tamafio a un fragmento de 346 pb. El producto obtenido fue

observado en un gel de agarosa (0.8%) (Figura 2B).

B)
A) 3,000

m gpD gpE 1,000

333 pb

500

ey <«— 346 pb

Figura 2: Amplificacion del gen gpD(A). (A) El gen gpD del fago A (333 pb) fue amplificado mediante PCR
tomando usando oligos que flanquean al gen. (B) El ensayo se realiz6 por duplicado y se puede observar en
un gel de agarosa (0.8%) la banda correspondiente al gen gpD (346 pb) en ambos carriles (1, 2)

El fragmento de PCR purificado fue clonado en el vector transitorio pJET1.2. Se
obtuvieron aproximadamente 100 candidatas, al ser transformado en DH5a, de las
cuales 5 fueron seleccionadas para extraccion de plasmidos y se comprobd la
presencia del inserto mediante restriccidn enzimatica con Pstl. De éstas, solo las

candidatas gpD-Al y gpD-A5S liberaron un fragmento de 707 pb (Figura 3A). De
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acuerdo con el andlisis in silico, la liberacion de este fragmento indica la presencia

del inserto y el ingreso de éste en el sentido correcto (Figura 3B).

A) B)

Al A2 A4 A5 A5

AmpR promoter 707 pb

AmpR

Pstl

pJET1.2_gpD
3320 bp

" lac operator
/ |lac UVS promoter|
orf

Figura 3: Comprobacion de candidatas pJET-gpD. (A) Candidatas mediante digestion con Pstl; la
candidata gpD-Aly la gpD-A5 muestran la liberacion de un fragmento de 707 pb correspondiente al segmento
entre los 2 sitios Pstl en el vector con la clonacion de gpD. (B) Mapa del vector pJET-gpD remarcando los sitios
reconocidos por la enzima Pstl y el tamafio entre estos.

&

<+— 707 pb

Las secuencias de los insertos de las candidatas Al y A5 fueron comparadas con
la secuencia de referencia con el programa ClustalX. En ambas secuencias se
pudo leer desde el sitio de corte EcoRl, junto con el coddn de inicio, hasta el sitio
de corte con Pstl adyacente al codon de paro modificado. Solo la candidata Al
mantenia la secuencia sin cambios por lo que fue la Unica considerada para

ensayos posteriores (Figura 4).

Figura 4: Secuenciacién de candidatas de pJET-gpD. Secuencia de las candidatas Al y A5 (renglones 2y
3) comparada con la secuencia obtenida in-silico del vector pJET-gpD (renglon 1). En cuadros rojos se observa
los sitios de corte para enzimas de restriccion; subrayados el codédn de inicio y el codén de paro modificado: y
con flechas las mutaciones encontradas en la secuencia.
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1.24 Clonacion de E y E-DIlI (ZIKV) en vector transitorio

El virus de zika fue propagado en células VERO presentando un 80% de
confluencia (Figura 5A). El cultivo infectado se revis6 cada 2 o 3 dias hasta
determinar el momento adecuado para cosechar el virus, ya que la mayoria de las
células despegadas indica la infeccidn viral (Figura 5B). Una vez llegado a este
punto, el virus fue obtenido del sobrenadante y su material genémico fue extraido
mediante la metodologia esquematizada y representada en la en el panel C de la

Figura 5.

A)

Lisis Unién/Lavado Elucién

Figura 5: Propagacion de ZIKV en células Vero. (A) Cultivo de células Vero pre—lnfeccién (80% confluencia).
El cultivo 5 dias post-infeccion (B) presenta un gran porcentaje de la monocapa desprendida lo cual es sefial
para terminar la infeccidn y recuperar el virus. La purificacion del material genético de ZIKV se realiz6 mediante
el kit “Viral RNA Isolation” siguiendo un proceso esquematizado en (C)

El RNA viral fue cuantificado mediante nanodrop, debido a la baja concentracion
de (6.9 ng/pl) y a la calidad de RNA obtenido por kit, no se realiz6 la comprobacion
de integridad por electroforesis. EI RNA obtenido, sirvié de molde para la obtencion
de cDNA usando tanto un oligo especifico como uno “random”. Ambos cDNAs
fueron utilizados para amplificar por PCR la region correspondiente al ectodominio
del gen E (tamafio aproximado de 1,218 pb). La adicién de las secuencias
correspondientes a los sitios de corte para enzimas de restriccion y el tag de
Histidinas aumenta el tamafio del amplificado a 1,276 pb. Los productos obtenidos
se corrieron en un gel de agarosa al 0.8% observando la presencia de una banda
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del tamafio esperado al utilizar ambos oligos. Sin embargo, también se pudo
observar bandas inespecificas tenues en el amplificado al utilizar los oligos

‘random” (Figura 6).

A) E-CONA Ry
N DIII_Fw E_R
. {_' E _' Dowm o0
ECEE o7 N il for ~ om | = =
333pb Transmembranal Transmembranal
1,218 pb

Figura 6: Amplificacion del gen E(ZIKV). (A)Gen E de ZIKV vy los diferentes dominios dentro de este; se
observa la region correspondiente al ectodominio (1,218 pb) y la regién correspondiente al DIl (333 pb); asi
como la regién a la cual se unen los oligos disefiados. (B)La porcion del ectodominio fue amplificada mediante
PCR tomando como molde cDNA generado a partir de un oligo especifico (1) y un oligo “random” (2). Se puede
observar en un gel de agarosa (0.8%) la banda correspondiente al gen E fusionado a un tag de Histidinas
(1,276 pb) en ambos carriles. Sin embargo, el amplificado obtenido a partir del oligo “random” (2) presenta
productos inespecificos marcados en flechas.

El fragmento del gen E del virus de Zika fue clonado en el vector transitorio pJET1.2
y transformado en DH5a. De las candidatas obtenidas fueron seleccionadas 5, las
cuales se analizaron mediante “Colony PCR” utilizando los oligos disefiados para
amplificar la region E-DIII (382 pb). De estas candidatas, se observaron que tanto
la candidata E-A4 como la E-A5 generaron un fragmento del tamafio esperado
(Figura 7A) lo cual indica la presencia del gen E en el vector transitorio. En el panel
B de la Figura 7 se puede apreciar el vector pJET-E y la regién de 382 pb.
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Figura 7: Comprobacion de candidatas pJET-E. (A)‘Colony PCR” de 5 colonias obtenidas a partir de la
clonacion en pJET1.2 del gen E fusionado a un tag de Histidina. Las candidatas se evaluaron utilizando los
oligos disefiados para la amplificacion del E-DIII (382 pb). (B) Mapa estimado del vector pJET-E; se muestra
el segmento correspondiente al DIl utilizado para verificar la presencia del gen E en el vector.

De las candidatas pJET-E se amplific6 exclusivamente el fragmento
correspondiente al DIl del gen E. Este amplificado se purifico y se clono en pJET1.2
para formar el vector pJET-EDIII. De estas, se probaron 5 candidatas mediante
“Colony PCR” (Figura 8A); tanto las candidatas DIII-A2, DIII-A4 y DIlI-A5 generaron
el fragmento correspondiente al DIl (382 pb). En el vector pJET-DIII disefiado in-
silico se remarca la region correspondiente al DIl (Figura 8B).
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Figura 8: Comprobacion de candidatas pJET-DIII. (A)*Colony PCR” de 5 colonias obtenidas a partir de la
clonacion en pJET1.2 del fragmento correspondiente al DIll del gen E de ZIKV fusionado a un tag de Histidina.
Las candidatas se evaluaron utilizando los oligos disefiados para la amplificacion del EDIII (382 pb). (B) Mapa
estimado del vector pJET-EDIII; se muestra el segmento correspondiente al DIII.

Se secuenciaron Unicamente las candidatas A2 y A5 de pJET-DIII. Las secuencias

obtenidas fueron alineadas y comparadas contra la secuencia de referencia
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obtenida in-silico (Figura 9). Se puede observar la secuencia completa de ambas
que va desde el sitio de corte Spel hasta los sitios Hindlll y Sacl. En la region 3
del gen se encuentra la secuencia perteneciente al tag de Histidinas y al codon de
paro modificado que da como resultado el codon para Serina (TCA). Se muestran
ademas las mutaciones compartidas entre ambas secuencias, en las que una se
encuentra reportada previamente por el grupo del Dr. Torres y una mutacion
“nueva” la cual genera un cambio de aminoacidos (H103R). Dado que el pldsmido
obtenido de la candidata Al es el menos modificado, fue el utilizado para ensayos

posteriores.

{2017) His Tag

t t Hindlll Sacl
His -> Arg Stop -> Ser

Figura 9: Secuenciacion de candidatas de pJET-EDIII. Secuencia de las candidatas Al y A5 (renglones 2
y 3) comparada con la secuencia obtenida in-silico del vector pJET-EDIII (renglén 1). En cuadros rojos se
observa los sitios de corte para enzimas de restriccién; marcado con una linea roja la regién correspondiente
al tag de Histidinas: con flechas negras las encontradas en ambas secuencias y con flechas azules las
mutaciones encontradas exclusivamente en la candidata A5.

1.25 Construccion de fusidon de genes gpD-EDIII

La fusioén de los fragmentos gpD y E-DIII se realizé mediante PCR de 2 pasos. En
el primer paso, se amplificaron los fragmentos gpD y EDIII adicionandoles un linker
y la regién de homologia (sitio TEV) en los extremos 5" y 3", de cada fragmento
respectivamente. Se puede observar las bandas de 421 pb y 385 pb
correspondientes a gpD (F1) y E-DIll (F2) respectivamente (Figura 10A). Para el
segundo paso, se mezclaron cantidades iguales de cada uno de los fragmentos y
se amplificd con oligos que flanqueaban la fusion completa, dando como resultado

un fragmento del tamafio de 785 pb (Figura 10B). El analisis in-silico nos muestra
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la organizacion de la fusion de genes con los segmentos gpD y EDIll en 5’ y 37
correspondientes; el linker conteniendo el sitio para corte por la proteasa TEV; asi
como los sitios de corte para enzimas de restriccion en el linker (Pstl, Xhol y Xbal)
y flanqueando la construccion (EcoRI, Hidlll y Sacl) (Figura 10C). La fusion

obtenida sera llamada a partir de ahora como D-EDIII.

A) B)
F1:gpD
+ Linker
F1. DI
+ Linker 3,000
3,000
1,000 1,000
S L R+ 421 pb T
< 385pb 0
c) (404) Xbal
(362) Xhol (73(.:?5;;'1"1
(0) Start EcoRI (2) (345) PstI (774) HindIIX

T [ T [

TEV site GxHis

Figura 10: Fusion de genes mediante PCR de 2 pasos. El primer paso (A) se realiz6 para generar los
fragmentos a fusionar (F1 y F2). Los fragmentos de 421 pb y 385 pb corresponden los tamafios esperados. El
segundo paso (B) se realiz6 usando oligos que flanquean a la construccion dando un fragmento de 785 pb. (C)
Diagrama final de la construccién con las caracteristicas mas importantes resaltadas.

El fragmento obtenido se cloné en pJET1.2 y fue transformado en DH5a. De las
colonias obtenidas, se seleccionaron 7 candidatas y se evaluaron mediante “Colony
PCR” utilizando los oligos con los que fue realzada la fusion. De estas, solo la
candidata pJET-D-EDIII C3 generd una banda del tamafio esperado (785 pb)
(Figura 11A). Las candidatas pJET -D-EDIII E4 y pJET-D-EDIII E5 presentaron una
banda del mismo tamafio; sin embargo, se pudo apreciar bandas inespecificas en
estos amplificados. Para corroborar la presencia del inserto, se repitio la prueba
utilizando los oligos provistos por el kit de ClonJET. Estos oligos se unen a una
region externa al sitio en donde se inserta el fragmento en pJET1.2 por lo que el
amplificado esperado es mas grande (904 pb). Unicamente en el amplificado de la

candidata C3 se pudo observar la banda esperada (Figura 11B).
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+— 3904 pb

Figura 11: Comprobacién de candidatas pJET-D-EDIII. (A)’Colony PCR” de las 8 candidatas obtenidas de
la clonacion de la fusion D-EDIII en el vector pJET1.2. La amplificacion del fragmento se llevé a cabo con los
oligos utilizados para llevar a cabo la fusion. Puede observarse que tanto las candidatas C3, E4 y E5 generan
el fragmento de 785 pb correspondiente a la fusion. B)’Colony PCR" de comprobacion de las candidatas
previamente seleccionadas (C3, E4 y E5) utilizando los oligos de pJET1.2 los cuales aumentan el tamafio del
amplificado a 904 pb. Puede observarse que Unica candidata real es la C3.

Se secuencio el plasmido pJETD-EDIII obtenido de la candidata C3 utilizando los
oligos provistos por el kit ClonJET. Debido al tamafio del fragmento se tuvo que
realizar la secuenciacion utilizando tanto el oligo Fw como el oligo Rv. Ambas
secuencias obtenidas se alinearon con la secuencia de referencia obtenida in-silico
(Figura 12). En este alineamiento se puede observar que los sitios de corte por las
enzimas, las regiones TEV y el Tag 6xHis asi como la regién correspondiente al
gen gpD se encuentran sin cambios. Sin embargo, en la region correspondiente al
DIl de zika se encontraron mutaciones adicionales a la ya antes observada; todas
estas mutaciones generan cambios en aminoacidos (K212E, H237R y T245A)
(Figura 12).
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Figura 12: Secuenciacion de la candidata C3 de pJET-D-EDIII. Secuencia de la candidata C3 usando oligo
Fw (carril 2) y oligo Rv (carril 3) comparada con la secuencia obtenida in-silico del vector pJET-D-EDIII (renglén
1). En cuadros negros se observa los sitios de corte para enzimas de restriccion; marcado con lineas los
segmentos correspondientes a gpD (roja), EDIII (azul), TEV y Tag 6xHis (negro): las mutaciones encontradas
en la regién EDIII se encuentran encuadradas en rojo con la modificacién de aminoéacidos abajo.

La construccion D-EDIII se clond posteriormente en el vector de expresion pKQV4
para generar el vector pD-EDIII utilizando las enzimas de restriccibn EcoRI y
Hindlll. El vector ligado fue transformado en DH5a y se seleccionaron 5 candidatas
de las 25 obtenidas, las cuales fueron analizadas mediante “Colony PCR” utilizando
los oligos que flanquean la construccion. De estas candidatas, 4 generaron la
banda de 785 pb esperada (Figura 13A) y se selecciond a la candidata A5 para ser
secuenciada. El vector de expresion resultante se nombré como pD-EDIII (Figura
13B).
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Figura 13: Comprobacion de candidatas pD-EDIII. (A)’Colony PCR” de 5 candidatas obtenidas de la
clonacion de la fusion D-EDIII en el vector pKQV4. Puede observarse 4 de las 5 candidatas generan el
fragmento de 785 pb correspondiente a la fusion. (B) Vector pD-EDIII disefiado in-silico.

Al igual que la secuenciacion del fragmento D-EDIIlI en pJET, el tamafio del
fragmento requirié el uso de 2 oligos para poder cubrir la secuencia completa. Se
utilizaron el oligoE Fw y pKQV4 Rv. El uso del oligo Fw impidi6 la lectura de las
primeras bases de la construccién; sin embargo, la secuencia restante pudo ser
leida sin problemas. De igual manera que en el vector pJET-D-EDIII, se
encontraron las mismas mutaciones que generan cambios de aminoacidos en la

secuencia anterior (Figura 14).
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Figura 14: Secuenciacion de candidata de pD-EDIII. Secuencia de la candidata A5 usando oligo E Fw (carril
2) y oligo pKQV4 Ry (carril 3) comparada con la secuencia obtenida in-silico del vector pD-EDIII (renglén 1).
En cuadros negros se observa los sitios de corte para enzimas de restriccion; marcado con lineas los
segmentos correspondientes a gpD (roja), EDIII (azul), TEV y Tag 6xHis (negro): las mutaciones encontradas
en la region EDIII se encuentran encuadradas en rojo con la modificacién de aminoéacidos abajo.
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Con el fin de identificar si las mutaciones en la construccién D-EDIII generaban un
cambio en la estructura del EDIII, se realiz6 el modelado de este fragmento con |-
TASSER. ElI modelo obtenido se comparo con la estructura cristalizada de la
proteina E de ZIKV (PDB: 5JHM) (Figura 15A). Aun con 3 cambios de aminoacidos,
la estructura general de la proteina no revelo grandes cambios; sin embargo, al
analizar los epitopes estructurales previamente reportados en este dominio (Zhao,
2016), se observo que las mutaciones K212E y H237R se encontraban adyacentes
al epitope LR (Figura 15B) y la mutacion K212E dentro del epitope ABDE (Figura

15C) respectivamente.

Figura 15: Analisis estructural de EDIII en construccién D-EDIII. (A) Superposicion del modelo obtenido
con |-TASSER de EDIII en amarillo y EDIII wt en verde (PDB: 5JHM). En rojo se encuentran marcados los
aminoacidos que fueron sustituidos 1: K212E, 2: H237R y 3: T245A. (B) En rosa se marcaron los aminoacidos
pertenecientes al epitope estructural LR. Las mutaciones K212E y H237R se encuentran adyacentes a dicho
epitopes. (C) En verde se encuentra marcado el epitope estructural ABDE. La mutacién K212E se encuentra
dentro de los amino4cidos que conforman este epitope.
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Debido al propésito de la construccion, se decidié corregir las mutaciones que
generan cambios de aminoacidos mediante mutagénesis sitio-dirigida. Posterior a
cada mutageénesis, el vector pD-EDIII se transformo6 en DH5a para su amplificacion.
De las candidatas obtenidas de cada transformacion se seleccionaron 5 y se
secuenciaron. De la mutacion Mod2, 2 de las candidatas obtuvieron la correccion

deseada (Figura 16).

GAGAAGAAGATCACCE

GCCACTGGCACAGOADT

CATTGOAAAATCACATCACCATCACCATCACTAARCIIQAGETC
N i} 1

et ptteefe afttaapbtts

D-EDIII CTCTTCTTCTAGTGGGEGOTGACCETGTC

Mod2 Mod1

Figura 16: Mutagénesis sitio-dirigida en D-EDIIIl. Se muestra el extremo 3" de la construccion D-EDIII. Los
cuadros verdes en la parte inferior ubican las mutaciones a realizar mediante mutagénesis sitio-dirigida. El
segmento de electroferograma muestra el cambio de G por A realizado en la mutacién Mod2.

1.26 Induccion de la proteina D-EDIII

La expresion de la proteina D-EDIII se observd después de realizar la induccién
con 0.5 mMde IPTG en BL21, por 1, 2, 3,4y 5 hrs. El ensayo se realiz6 evaluando
al mismo tiempo el efecto con el vector pPRARE, debido a la proporcion de codones
raros presentes en el fragmento EDIII de la proteina de fusién (Anexo 1). En los
geles de proteinas inducidos (Figura 17A) se puede observar la aparicion de una
banda de alrededor de 27.3 kDa la cual corresponde al tamafio estimado para D-
EDIII; esta banda no se encuentra en los geles de proteina sin inducir (Figura 17B).
La expresion de la proteina de fusién aumenta gradualmente a lo largo de las 5 hrs
de induccién, y puede observarse una ligera pero mayor concentracion cuando la

cepa es suplementada con pRARE (Figura 17A).
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Figura 17: Expresién de la proteina D-EDIII. Geles de poliacrilamida 13% (A) Cepas inducida con 0.5 mM
de IPTG. En los 3 primeros carriles se observan los controles de BL21, BL21/pKQV4 y BL21/pKQV4/pRARE;
en los siguientes carriles se observa en parejas las cepas BL21/pD-EDIIl y BL21/pD-EDIII/pRARE a 1, 2, 3, 4
y 5 hrs. (B) Cepas no inducidas. Las cepas se encuentran organizadas de la misma manera que en el panel

(A).

La inmuno-deteccion se realizé a partir de las muestras utilizadas para el ensayo
previo, pero utilizando los tiempos de induccion de 1, 2 y 4 hrs. En el Western-blot
(WB), se muestra la cepa BL21 transformada con pD-EDIII tanto con como sin
induccion (Figura 18). Las placas radiogréaficas se expusieron de 3 (Figura 18A) y
5 (Figura 18B) segundos respectivamente pudiendo observarse las bandas
correspondientes a la proteina D-EDIII del tamafio esperado (27.3 kDa). Puede
observarse que la proteina sin induccion es capaz de observarse a las 4 horas
(Figura 18B).
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Figura 18: Inmunodeteccion de la proteina D-EDIII. Deteccion de la proteina D-EDIII mediante Western-
blot. (A) Placa radiogréafica expuesta por 3 segundos; se observa una gran cantidad de proteina la cual va
aumentando a medida que aumenta el tiempo de induccion. La banda observada se encuentra dentro del
tamafo esperado (27.3 kDa). (B) Placa radiogréafica expuesta a la misma membrana por un tiempo de 5 seg;
se puede observar aqui que adicionalmente a las bandas observadas en el panel anterior, se muestra una
banda en el carril perteneciente al vector Pd-EDIII no inducido a las 4 hrs.

Se realizdé una curva de crecimiento para determinar la influencia que tiene la
proteina D-EDIII en el crecimiento bacteriano. Se pudo observar que la bacteria
transformada con el plasmido pD-EDIII tanto con como sin induccién mantiene un
crecimiento similar a la cepa BL21. Sin embargo, tanto la cepa transformada con
pKQV4/pRARE como la transformada con pD-EDIII/pRARE muestran un ligero
rezago en el crecimiento, siendo la pD-EDIII/pRARE inducida la que muestra el

mayor retraso de crecimiento (Figura 19).
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Figura 19: Curva de crecimiento BL21/pD-EDIII. La curva de crecimiento nos indica que la expresion del
vector pD-EDIIl con 0.5 mM de IPTG no genera un efecto toxico en la cepa. Sin embargo, es la cepa
cotransformada con los vectores pD-EDIIl y pRARE muestra un ligero retraso en el crecimiento. Las otras
cepas en as que el vector pRARE se encuentra presente también muestran un retraso de crecimiento minimo.
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1.27 Ensamblaje del fago AP-EP!!

Para el ensamblaje del fago con la proteina gpD modificada, se utilizé la cepa BL21
transformada con pD-EDIII e inducida (0.5 mM IPTG) O/N. Esta cepa fue infectada
con un fago A y se realizdé un gel de proteinas de los fagos purificados mediante
PEG-8000 (Figura 20A). Este gel fue revelado mediante tinciéon de plata y es
posible observar algunas de las proteinas mayoritarias de capside tanto de A como
de AP-EDPI Sin embargo, no es posible observar alguna banda diferente en el fago
AP-EDII (Figura 20A).

La inmuno-deteccion de la proteina D-EDIIl se llevd a cabo con las mismas
muestras con el objetivo de identificar si la proteina D-EDIII se encuentra formando
parte del virion. Se puede observar la presencia de una banda del tamafio esperado
(27.3 kDa) en el carril correspondiente a AP-EP!": esto con un tiempo de revelado de
10 min (Figura 20B).

A) B)

A AD-EDI

A AR-EDI

50 KDa

BPE
8PV

37KDa

25 KDa

gpD

10 min exposicién

D-EDIIl = 27.3kDa

Figura 20: Proteinas en AP-E0" purificado mediante PEG-8000. (A) Perfil de proteinas de los viriones de A
y AP-EDIen un gel de poliacrilamida al 13% tefiido con plata. En ambos fagos pueden observarse bandas
pertenecientes a las proteinas mayoritarias de cépside. Sin embargo, no es posible distinguir una banda
diferente en el carril de AP-EP'", (B) Western-blot de los viriones de A y AP-EP: puede observarse una banda del
tamario estimado para D-EDIII (27.3kDa) exclusivamente en el carril perteneciente a AP-EP!!,

Los fagos obtenidos a partir de PEG-8000 fueron purificados nuevamente usando
gradientes de CsCI. Estos fueron observados mediante microscopia electronica
con el objetivo de evaluar la morfologia de ambos fagos. Se puede observar
diferencias a simple vista entre el fago A (Figura 21A/C) y el fago AP-EP'" (Figura
21B/D).
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En comparacion con el fago A, el cual presenta una capside uniforme de
aproximadamente 63 nm de diametro (Figura 21C), el fago AP-EP! presenta 2
poblaciones de capsides: por un lado, cdpsides pequeias (51 nm), vacias y que no
presentan tallo unido al virion; por el otro lado, capsides de tamafio variable las

cuales presentan tallo unido, pero que parecen encontrarse rotas (Figura 21D).

Al observar estas diferencias de cerca y al realizar las mediciones de las c4psides
fue posible determinar el tamafio, asi como posible ausencia de material genémico

en el interior de la capside.

A) A B) AD-EDHI

50,000

150,000x 150,000x
Figura 21: Microscopia electrénica de APEP'", Fago A a 60,000 (A) y 150,000 aumentos(C). Este fago

presenta una morfologia homogénea y posee una capside de alrededor de 63 nm (C). El fago AD-EDIII a
50,000 (B) y 150,000 aumentos (B). Este fago posee una doble morfologia; por un lado, capsides vacias
(oscuras) de un tamafio de 52 nm (D) y por el otro lado fagos maduros con apariencia colapsada con un

tamafio de capside promedio de 73 nm (D).
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Aligual que los fagos purificados con PEG-8000 se realizd un gel de proteinas para
analizar las muestras de fagos purificadas por CsClI. Este gel fue revelado mediante
tincion de plata y, aun cuando es posible observar en una mayor concentracion las
proteinas mayoritarias de capside gpE, gpV y gpD, no es posible distinguir una
banda perteneciente al tamafio de D-EDIII (Figura 22A).

Se realizo la inmuno-deteccion de estas muestras; sin embargo, no es posible
observar bandas que indiquen la presencia de la proteina D-EDIII en los fagos AP
EDIl (Figura 22B).

A) A AD-EDIN B) A AD-ECI

gpE
gpv

gpD

Figura 22: Proteinas en AP-EP!" purificado mediante CsCl. (A) Perfil de proteinas de los viriones de A y AP
EDIl en un gel de poliacrilamida al 13% tefiido con plata. En ambos fagos pueden observarse bandas
pertenecientes a las proteinas mayoritarias de cépside. Sin embargo, no es posible distinguir una banda
diferente en el carril de AP-EP"" que corresponda al tamafio esperado para la proteina D-EDIII. (B) Western-blot
de los viriones de A y AP-EP! en el cual no es posible observar la presencia de la banda que corresponda a la
proteina D-EDIII.



Discusion
La proteina E, localizada en el exterior de la membrana de los viriones maduros de
ZIKV, es una de las proteinas virales mas susceptibles a ser reconocida por
anticuerpos (Pierson, 2016) y por lo mismo, una opcién a elegir para el desarrollo
de una vacuna. Hasta el momento, la mayoria de las vacunas en desarrollo se
basan en la utilizacion de esta proteina, ya sea en forma del viribn completo
inactivado, en forma de DNA/RNA o a manera de proteina soluble (DeFrancesco,
2016; Shan, 2017; Alam, 2017). Estas vacunas han sido reportadas como
altamente inmunogénicas y capaces de generar proteccion contra la infeccion viral
tanto en cultivos celulares como in vivo (Barouch, 2017). Sin embargo, aun cuando

estas vacunas son prometedoras, existen cuestiones de seguridad que parecen

pasar por alto (Yang, 2017).

La gran similitud que existe entre los virus de dengue y zika es el principal motivo
de preocupacion en cuestion de seguridad debido al potenciamiento de la infeccion
mediada por anticuerpos (antibody dependent enhancement; ADE) que ha sido
reportado en diferentes arbovirus. Este potenciamiento se reportd inicialmente para
DENV vy sus 4 serotipos, en donde los anticuerpos generados por el paciente
durante una infeccion primaria son capaces de generar proteccién contra el mismo
serotipo. Sin embargo, en una infeccion secundaria por un serotipo diferente, los
anticuerpos se comportan como no-neutralizantes o sub-neutralizantes; en este
caso, los anticuerpos son capaces de reconocer y unirse al virus pero su unién se
lleva a cabo en bajas concentraciones o con una baja afinidad lo que lleva a la
opsonizacion del virus sin neutralizar facilitando su entrada a células del sistema
inmune. Este reconocimiento cruzado e ineficazmente neutralizante puede

potenciar la infeccién del segundo serotipo en células que expresan el receptor Fcy
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lo que puede llevar a un shock letal (Halstead, 2014; Pierson, 2016; Katzelnick,
2017).

Existen reportes previos en los cuales se demuestra que los anticuerpos generados
contra ZIKV o DENV son capaces de generar ADE tanto en cultivos in vitro como
en modelos animales (Barouch, 2017; Dejnirattisai, 2016). Ademas, este evento se
ha reportado al utilizar una vacuna contra el virus de la encefalitis japonesa (JEV);
los pacientes vacunados contra este virus mostraron ADE para los 4 serotipos de
DENV (Saito, 2016). Estas razones, junto al hecho de que tanto zika como dengue
co-circulan en una misma region geografica y comparten un vector de transmision
genera la necesidad de crear una vacuna que no solo sea capaz de proteger ante
una infeccion, sino que a su vez disminuya la probabilidad de potenciamiento de la

infeccion de un flavivirus secundario (Rouviski, 2017; Culshaw, 2017).

La proteina E se encuentra altamente conservada entre diferentes flavivirus (ZIKV,
DENV, WNV). Esta similitud explica la capacidad de los anticuerpos para reconocer
de manera cruzada a diferentes flavivirus, en especial DENV (Barouch, 2017;
Keasey, 2017). Estudios estructurales reportan que el loop de fusion (LF) en la
region E-DIlI contiene la mayoria de los residuos conservados y altamente
expuestos entre la proteina E de zika y la de otros flavivirus. Aproximadamente un
70% de los anticuerpos que se generan en una infeccion por uno de estos virus
reconocen esta region y ademas, la mayoria de los anticuerpos sub-neutralizantes
tiene como blanco esta region o epitopes en EDII o EDI (Rouvinski, 2017; Dali,
2016). Por el contrario, los anticuerpos que reconocen el EDIII se han mostrado
altamente especificos, con una fuerte actividad neutralizante (Dai, 2016) y son
capaces de proteger a ratones de un reto viral contra ZIKV sin generar ADE (Zhao,
2016;).

La alta inmunogenicidad de E-DIIl y su capacidad de generar anticuerpos
neutralizantes fue el motivo principal para elegirlo como el epitope en la
construccion de esta vacuna. Sin embargo, también se tomo en cuenta los reportes
gue indican que los DIII de las proteinas E de diferentes flavivirus son capaces de

plegarse de manera independiente en un dominio funcional (Yang, 2017; He, 2014).
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El disefo del sistema de phage display en este trabajo, el cual despliega el E-DIII
de ZIKV a modo de vacuna responde a diferentes necesidades actuales a nivel
mundial. En primera: al ser una vacuna de péptidos acoplados a un vector viral
procarionte posee un mejor perfil de seguridad. Al contrario de vacunas de DNA,
no existe el riesgo de una posible insercion gendmica u oncogénesis asociada a
este evento; ademas, al tratarse de un virus incapaz de replicarse en células
eucariotas evita la posible reversion de la inactivacion observada en vacunas con
patdgenos inactivados (Yang, 2017). En segundo: se genera un sistema facilmente
manipulable y con una produccion mas rapida y barata que con otros sistemas. En
tercero, el acoplamiento al fago puede favorecer la respuesta inmune del
organismo, asi como darle estabilidad a la vacuna y facilitar su purificacion.
Finalmente, al evitar usar epitopes blanco de anticuerpos no neutralizantes y que
puedan generar reconocimiento cruzado con otros flavivirus, se busca disminuir la
posibilidad de generar ADE en regiones geograficas con flavivirus co-circulantes
(Yang, 2017).

En este trabajo puede observarse una acumulacién de mutaciones en el EDIII. La
primera de estas mutaciones se mostro al secuenciar la construccion pJET-E-DIII.
Una vez realizada la fusion gpD-EDIII y al secuenciar la construccién pJET-D-EDIII,
se puede observar que en la porcién correspondiente a EDIII se habian generado
2 nuevas mutaciones. Esto es interesante ya que las 3 mutaciones observadas
fueron cambios de adenina por citocina y estas se identificaron posterior al pase de
la secuencia por el vector de transicion pJET. Ademas, ni el vector pJET-gpD ni la
porcién gpD de la fusibn de genes presentaron ninguna mutacion posterior a su

manipulacion.

Debido a que todas las mutaciones observadas en E-DIIl generan cambios de
aminoacidos con diferentes caracteristicas, se realiz6 el modelaje de la porcién E-
DIll para poder darnos una idea de si estas mutaciones afectaban la estructuracion
del DIl y por consiguiente no pudiera ser reconocida por anticuerpos contra este
dominio. De acuerdo al modelado, no se observé ninglin cambio significativo en la

estructura de E-DIII pero en un analisis mas a fondo, se observé que estos cambios
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de aminoacidos se encontraban dentro o inmediatamente adyacentes a 2 de los
epitopes estructurales identificados previamente (Zhao, 2016). Ya que se trata de
epitopes conformacionales y que son blanco de anticuerpos neutralizantes los
cuales se busca generar al usar esta vacuna, se tomo la decisién de corregir las

mutaciones.

En este trabajo, la presencia de la proteina D-EDIII se analizé mediante ensayos
de Western-blot y microscopia electronica. El primero para observar la presencia
de la proteina de fusion dentro de las proteinas de cépside y el segundo para
determinar si la presencia de esta proteina generaba problemas en el ensamblaje

de la capside de A.

Mediante Western-blot se determiné que la cantidad de proteina de fusion que es
incorporada a los viriones maduros de A es escasa. Esto se muestra por la banda
de proteina la cual solo fue observada después de un tiempo de 10 min de
exposicion. Esta baja cantidad de proteina desplegada indica que o bien la proteina
de fusién no se encuentra en la concentracion adecuada para competir, con la
proteina wt, por un sitio en la capside viral, o bien, el dominio de fusion esta
generando un cambio estructural o impedimento estérico el cual afecte la union de

la fusién a la capside.

En los resultados observados en la microscopia electrénica podemos ver que el
fago AP-EP! presenta defectos en el ensamblaje del virién. Esto puede observarse
en la gran cantidad de pro-capsides vacias, asi como con la presencia de fagos
maduros los cuales parecen haber colapsado. La presencia de un gran nimero de
pro-capsides vacias se ha reportado previamente al observar un fago A deficiente
en gpD (Dokland, 1993) ya que, al no encontrarse la proteina encargada de la
estabilidad de la capside, el genoma no es encapsidado. Esto nos indica que
tampoco se encuentra la proteina wt disponible en una concentracion adecuada
para poder permitir la maduracion adecuada del fago. Por otro lado, la presencia
de fagos maduros colapsados, nos indica que su genoma fue encapsidado y que,
la capside no es capaz de soportar la presibn ocasionada por este

empaguetamiento de DNA.
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Una de las razones por las cuales la proteina de fusion gpD-EDIII podria estar
impidiendo el correcto ensamblaje del fago puede ser por la localizacién del
fragmento fusionado, ya que si esta se ubica entre la interfase cdpside-gpD se
podria generar impedimento estérico el cual afectaria la maduracion de la capside.
Este inconveniente se intento evitar desde el disefio inicial de la construccién, por
lo que la fusion se realizé en el extremo carboxilo de la proteina. De acuerdo con
andlisis de cristalografia, este extremo no se encuentra involucrado en la
interaccion con la capside y, aun cuando se encuentra orientado hacia esta, se
ubica mas cercano al solvente, en comparacion con el extremo amino terminal
(Lander, 2009). Ademas, se disefid un linker para unir las proteinas (24
aminoacidos) el cual es mayor al tamafio minimo reportado para este tipo de
fusiones usando gpD (Gamage, 2009) y el cual tiene caracteristicas flexibles (Chen,
2013); estas caracteristicas lo que deberia ser suficiente para evitar el impedimento

estérico.

Pese al disefio, el fragmento parece no permitir la correcta unién de gpD, por lo
gue son necesarios ensayos con el fin de determinar el causante de dicha
desestabilizacion. Un ensayo que nos puede ayudar a determinar si se trata de
impedimento estérico, se basa en la decoracion in-vitro de capsides de A. En
trabajos previos, se ha reportado que este tipo de ensayos permite la decoracion
con proteinas fusionadas de hasta 425 aa manteniendo una unién de gpD-fusion

similar a la vista para gpD wt (Yang, 2000).

Por otro lado, el despliegue del fragmento EDIII en la conformacién adecuada es
de gran importancia en el proyecto ya que se busca la construccién de una vacuna.
Trabajos previos han demostrado la capacidad de E. coli para la produccién
recombinante de E-DIII de ZIKV. Sin embargo, la proteina se acumula en cuerpos
de inclusion por lo que debe ser solubilizada y reestructurada previo a su uso (Han,
2017; Yang, 2017). Al contrario de estos trabajos, nosotros pudimos observar que
la fusion de gpD-EDIII es capaz de producirse en gran cantidad manteniendo a la
proteina de manera soluble, lo que evita la necesidad de purificar y reestructurar la

proteina previo a la decoracion del fago. Un evento similar ocurre al intentar
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expresar la proteina E completa de DENV en E. coli: esta proteina al sobre-
expresarse se obtiene en cuerpos de inclusion (Dai, 2016); sin embargo, al
fusionarse a GST, esta proteina es capaz de obtenerse de manera soluble y con la
conformacién adecuada para ser reconocida por anticuerpos (Sugrue, 1997). Aun
teniendo la proteina soluble, es necesario la realizacion de pruebas para poder
asegurar que este dominio tiene la conformacion adecuada para ser reconocido

por anticuerpos contra esta region.



Conclusion

Aun cuando la tecnologia de phage display presenta un gran nimero de ventajas,
existen desventajas o puntos a superar para llevarla a cabo de una manera
eficiente, especialmente si se piensa en el “display” a manera de vacuna. Una de
las mas importantes es el despliegue del epitope en la concentracion vy
conformacién adecuada para que sea capaz de despertar una respuesta inmune
(Bazan, 2012). En este trabajo aun no se ha definido si la porcion de E-DIIl es
capaz de desplegarse de manera correcta y eficiente en la superficie de la capside

para despertar una respuesta inmune.

Perspectivas

e Identificar la causa que genera el ensamblaje incorrecto del fago AP-EP!I!,

e Optimizar la concentracion de proteina D-EDIII desplegada en el sistema.

e Analizar la conformacion estructural de EDIII tanto en la proteina D-EDIII
como en el fago AP-ED!I,

e Optimizar el proceso de produccion y purificacion para el fago AP-EP!,

¢ Identificar mutantes con una mayor capacidad de despliegue.

e Realizar pruebas inmunologias correspondientes para determinar la funcién

de AP-EPI como vacuna.
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Anexos

100

Frecuencia .
50
de codones * Suplementado
por pRARE

0

o GACATAGGTTTTTAGGTATAAMCGGACCOAGAGOGCTOGAGGLTAGCGCA
CodONn AATGTAGTCACTGCCCTCTCATCCACTAGCTCTATAACGCAGCGATCCAT
TAT GACCGTCAGCACCOLGTAAGCGACAGGAGCAGATATCGTACGG

AMINOACIdO OKLALKGYSYSLCTAAFTFTKIPAETLHGTVTVEVQYAGTDGPCKVPAQM
Posicion 10 20 30 40 50

100

Frecuencia .
de codones

0

GGGACACAC GGATAAGAC GAAGAAGATAAAC GLGCC TGGT TAGAGGAGAAMAC CTCAAGAA
CodON CTATACTCCTGGTTCCACTTCAGCAACATTTATACCTGACATTTGTGAAATCAAGAGGGGL
CGAT AT AT TC LA TACTGC TGOGGATTATGCTCTCAACCOGGICCCGCGTCLC

AMINOACIAO AVEMOTLTPVGRLITANPVITES TENSKMMLELOPPFGOSYIVIGVGEKKT THMHRSGST
Posicion 60 70 0 ) 100 110

Anexo 1: Andlisis de frecuencia de uso de codones en E. coli para el fragmento EDIIl. Se muestra
representado en barras la frecuencia de uso de codones del EDIII en E. coli. Aquellos con una frecuencia
menor al 10% se muestran en barras rojas. De los 111 codones que corresponden a EDIII, 25 (22%)
corresponden a codones “raros”. En flechas rojas se muestran aquellos codones “raros” que pueden ser
suplementados por el vector pRARE.
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Anexo 2: Electroferograma de la secuenciacién de la candidata A1 de pJET-



74

Anexos

TR o),

1) W __.__

m—E= —=m - —— —=EE EES§ - —EE-" - =" E"S S EEEE"E JET"S § N - I ISE NI N EE g RS S QEESE S EEE SN SN IS N EEEEEEN

23Wb|s G0 ¥a LsA rsus g gEes eDeciudl 308 48] PIESE U R3D ECTUS p=ds | o ]
BIS: 860 Wo LSAB-53-14-1 13 BINFR) BNU EUgsq: wnd 54 S0ML° 0603 208U9] 383 L0511 Vi3E Br5 U4 COWALSUE HOMWOKIO

gpD.

Anexo 3: Electroferograma de la secuenciacién de la candidata A5 de pJET-
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Anexo 4: Electroferograma de la secuenciaci
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Anexo 7: Electroferograma de la secuenciacién de la candidata C3 de pJET
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Anexo 10: Electroferograma de la secuenciacion de la candidata A1 de pD
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