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Resumen

El virus de Zika (ZIKV) es un flavivirus perteneciente a la familia Flaviviridae,
transmitido a los humanos principalmente por mosquitos del género Aedes y
descrito como un virus causante de infecciones agudas de curso no grave para la
salud humana hasta hace algunos afios; sin embargo, recientemente se ha
asociado con casos de sindrome congénito y microcefalia, asi como con el
Sindrome de Guillan-Barré, aunado a la descripcion de capacidad de transmision
por via sexual. Lo anterior hace pertinente la profundizacion en el conocimiento de
nuevos meétodos y técnicas para la replicacion del virus que tengan impacto en el
conocimiento de los mecanismos de replicacion, de interaccibn y de
inmunopatologia de la enfermedad que hasta ahora no han sido descritos en su
totalidad. Una de las principales limitantes para el estudio de ZIKV es la dificultad
gue presenta para su aislamiento y crecimiento en cultivo celular in vitro. Es por ello
que en este trabajo se estandarizaron dos métodos para la adaptacion y replicacion
de aislados virales de origen mexicano en las lineas celulares Vero y AaG2 para la
obtencion de titulos virales elevados, adecuados para la realizacion de estudios
sobre el patdgeno. La linea celular Vero fue la més permisible para la adaptacion y
el crecimiento 6ptimo de ZIKV en condiciones controladas, en tanto que la linea
celular AaG2 fue menos eficiente para la adaptacion y manejo de los aislados
mostrandose menos permisiva a la infeccion y con requerimientos de crecimiento
mas demandantes. Los aislados clinicos de ZIKV adaptados a crecer en
condiciones in vitro, permiten obtener titulos altos, y contar con abasto para estudios
de caracterizacién y descripcion de los mecanismos inmunopatoldgicos de la

enfermedad y sus complicaciones.
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1.Introduccioén

El virus Zika (ZIKV) es el mas reciente virus emergente con implicaciones serias en
Salud Publica descrito después del virus de Ebola. Anteriormente el ZIKV sélo era
asociado a una enfermedad leve; sin embargo, después de una actividad moderada
durante seis décadas, surgié como una amenaza importante para la salud humana,
con reportes de casos de asociacion con anomalias fetales evidentes, microcefalia,
complicaciones neuroldgicas graves y trastornos autoinmunes como el sindrome de
Guillain-Barré (Al-Qahtani et al, 2016; Cao-Lormeau et al, 2016; Carteaux et al,
2016; Mlakar et al, 2016; Singh et al, 2016, 2017).

ZIKV es un arbovirus de la familia Flaviviridae (género flavivirus) es transmitido
principalmente por mosquitos de los géneros Aedes aegypti y A. albopictus, con un
potencial de propagaciéon rapida (Musso y Gubler, 2016; Weaver et a., 2016).
También existen reportes de otras vias de transmision como la parenteral
(transfusion sanguinea), la transmision vertical y la transmision sexual, sugiriendo
que el virus es capaz de replicarse en células del tracto genital. (Faria, N. et.al, 2016;
loos, S. et al, 2014; Hamel et. al, 2016; Siemann, D. et al, 2017). ZIKV es un virus
envuelto, que posee (ssRNA) RNA monocatenario que esta estrechamente
relacionado con el virus del dengue (DENV), el virus de la fiebre amarilla (YFV) y el
virus del Nilo Occidental (WNV) (Fajardo et al, 2016; Kruger, 2016).

El primer aislamiento de ZIKV fue de la sangre de un mono Rhesus del bosque de
Zika en Uganda, el cual habia sido colocado en una jaula como centinela por el
Instituto de Investigacion de Virus de fiebre amarilla en 1947 (Hayes, 2009).
Posteriormente, fue aislado de mosquitos y en humanos en 1952 (Dick G. et al,
1952).

La enfermedad por ZIKV se caracteriza por un proceso febril agudo, acompafiado
de mialgias, astenia, artralgias, dolor retro-orbital, cefalea, edema, rash
maculopapular, conjuntivitis, dolor de cabeza, aunque se ha reportado que cerca

del 75 % de los casos son asintomaticos. La falta de vacunas y medicamentos
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adecuados para el tratamiento por infeccion de ZIKV ha dado como respuesta un
complicado control a las recientes epidemias. Puesto que los tratamientos
existentes siguen siendo Unicamente de apoyo para el control de los sintomas, es
importante la investigacion sobre posibles tratamientos, métodos accesibles y
faciles para su diagnostico, asi como la propagacion de informacion y vigilancia en
las zonas susceptibles a riesgos de epidemia. (Haug et al, 2016; Troncoso, 2016).
Es asi como este proyecto ofrece dos métodos para la propagacion y crecimiento
viral que sirven como base para obtener abastos a titulos virales elevados para la
realizacion de los multiples estudios que aun no se han investigado en relacion a
ZIKV, puesto que el aislamiento y la reproduccién del mismo sigue siendo una tarea
dificil para los investigadores. (Landry y St. George, 2017; Rather et al, 2017).
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2. Antecedentes

2.1 Historia

ZIKV fue descubierto en 1947 en monos Rhesus que servian como centinela para
un monitoreo de fiebre amarilla dentro del bosque de Zika en Uganda,
posteriormente fue encontrado también en mosquitos Aedes africanus, capturados
dentro del mismo bosque (Dick G., 1952).

Uganda

Lake Victoria

Figura 1. Bosque de Zika. Lugar donde se aisl6 por primera vez el virus de Zika,
ubicado cerca del Lago Victoria en Uganda, (ZIKV) en un mono Rhesus en 1947.

El virus fue reportado por primera vez en humanos en Uganda y en Tanzania en
1952. En 1961, en el Bosque Zika, se aislaron 12 cepas diferentes de ZIKV. Durante
1971-1975, se realizd un estudio en el que el 40 % de las personas examinadas
tenian anticuerpos neutralizantes anti ZIKV. Hasta 1981, se habian registrado sélo
14 casos de la infeccion en Africa (CDC., 2016; Haddow, A. et al, 1964; Haque, U.
et al, 2016; OMS., 2016). Sin embargo, en 1969 en Malasia, se aisl6 el virus en
mosquitos A. aegypti, siendo el primer reporte de la presencia del virus fuera de
Africa. Otros casos de infeccion en humanos fuera del continente africano ocurrieron
en Indonesia en el afio de 1977 (Musso, D. y Gruber, D., 2016; Petersen, L. et al,
2016; Yun, S.y Lee, Y., 2017).

En 2007 se presenta el primer gran brote en la isla de Yap, en Micronesia, durante
el cual se reportaron casos de una enfermedad “similar al dengue” en la que los
pacientes presentaban fiebre, rash, artralgias y conjuntivitis, estimando que
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alrededor de 5 000 de los casi 7 000 habitantes estaban infectados con ZIKV,
aunque solo el 19 % presentd signos y sintomas clasicos de la infeccion y por
consiguiente se da un cambio drastico en la perspectiva de la Infeccion por ZIKV y
un interés creciente por el mismo dada la poca informacion con la que se contaba
hasta el momento (Duffy, M. et al, 2009; Musso, D. y Gruber, D., 2016; Yun, S. y
Lee, Y., 2017).

Posteriormente se registro un brote en la Polinesia Francesa, que inicio a final de
octubre de 2013 con un reporte de alrededor de 10 000 casos, de los cuales 70
fueron graves, con complicaciones neuroldgicas (sindrome de Guillain Barré,
meningoencefalitis) o autoinmunes (parpura trombocitopénica, leucopenia). Se llevé
a cabo una investigacion para determinar la asociacion entre estas complicaciones
y la co-infeccién primaria o secundaria por otros flavivirus, especialmente el virus
del dengue. Los vectores relacionados fueron Aedes aegypti y Aedes polynesiensis.
En el 2014, se registraron también casos en Nueva Caledonia y en Islas Cook
(Duffy,M et al, 2009).

Durante marzo de 2015 se reportaron los primeros casos de la enfermedad en el
continente americano, especificamente en Brasil, donde se confirmé el primer caso
autoctono de ZIKV y se estim6 que durante ese afo, el nimero de casos de ZIKV
en Brasil fue de entre 500 000 y 1 500 000. Para septiembre del mismo afo, se
reporté un aumento en el nimero de infantes que nacian con microcefalia en las
mismas regiones donde se reportaban casos de ZIKV, convirtiéndose en el primer
pais en reportar una asociacion entre la microcefalia y la infeccién. Cabe sefialar
que, entre 2014 y 2015 existieron pequefios brotes de la enfermedad en otras islas
del Pacifico como Nueva Caledonia, Isla de Pascua, Islas Cook y Samoa, que se
asocian a la ruta de entrada del virus a América (Atif, M. et al, 2016; Musso, D. y
Gruber, D., 2016; Faria, N. et al, 2016; Petersen, L. et al, 2016).

En el 2015 también, el Punto Focal Nacional (PFN) del Reglamento Sanitario
Internacional (NFP) de México notificé a la OPS/ OMS la deteccion de dos casos de
Zika autéctonos, casos en los que se confirmé la infeccion por medio de vectores,

en los estados de Nuevo Ledn y Chiapas. Las pruebas de diagnéstico (RT-PCR) se
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realizaron en el laboratorio nacional de referencia, el Instituto de Diagndstico y
Referencia Epidemiologicos (INDRE) en donde el primer caso autéctono confirmado
de Zika fue en un residente de Monterrey, Nuevo Leén (OMS, 2017).

A partir del 2016 al 2018 la Secretaria de Salud de México ha reportado casos
autoctonos confirmados en 27 de 32 estados que componen el territorio mexicano.
Dentro de los estados mas afectados y con mayor indice de casos se encuentran
los estados de Yucatan, Colima, Guerrero, Veracruz y Quintana Roo (OMS, 2017,
Secretaria de Salud, 2019).

3.Virus

3.1 Agente etioldgico.

El virus Zika (ZIKV) es un arbovirus miembro de la familia Flaviviridae y el género
Flavivirus. La estructura de ZIKV contiene una nucleocapside aproximadamente de
25-30 nm de didmetro rodeado de una bicapa lipidica que contiene a las proteinas
de envoltura E y M (figura 2). El virion es de aproximadamente 40-70 nm de
diametro, con proyecciones superficiales que miden aproximadamente 5 a 10 nm.
Las proteinas de la superficie estan dispuestas en una simetria de icosaedro (Sirohi,
D. et al, 2016). La estructura del virus Zika es similar a otros Flavivirus, como el virus
del dengue vy el virus del Nilo occidental. Su superficie exterior esta revestida con
una capa de proteinas de envoltura bien empaquetada.

El virus Zika tiene un genoma de RNA monocatenario de sentido positivo que tiene
un tamafio de aproximadamente 11 Kb. Como se muestra en la figura 3, el virus
consta de tres genes estructurales codificando la capside icosaédrica (C), la
membrana lipidica externa (M), y proteina de envoltura (E); y siete genes no
estructurales (NS) que codifican para las proteinas NS1 (352 aminoacidos), NS2A
(217 aminoacidos), NS2B (139 aminoacidos), NS3 (619 aminoacidos), NS4A (127

aminoacidos), NS4B (255 aminoacidos) y NS5 (904 aminoacidos) la cual es la

17



proteina viral mas grande y cuyo extremo C-terminal tiene actividad de RNA
polimerasa dependiente de RNA (Rd-RP) y el extremo N-terminal est4 implicado en
la proteccion del RNA debido a su actividad de metil-transferasa. La regién 3'UTR
del genoma de ZIKV contiene aproximadamente 428 nucledtidos, incluidos 27
patrones de plegamiento que pueden estar implicados en el reconocimiento por
factores celulares o virales, la traduccion, la estabilizacion del genoma, el
empaquetamiento de RNA y la ciclacion. En 2007 se identifico y publicé el genoma
completo de ZIKV. Hasta el momento, solo se ha identificado un serotipo circulante
con dos principales linajes: asiatico y africano (Faye, O. et al, 2014; Abushouk, A.
et al, 2016; Dowd, K. et al, 2016; Hamel, R. et al, 2016; Musso, D. y Gluber, D.,
2016; Olagnier, D. et al, 2016; Shastry, S. et al, 2016; Sirohi, D. et al, 2016; Dyer.O
2016;).
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Figura 2. Estructura del virus Zika. (PBD
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3.2 Ciclo de replicacidon de Zika virus.
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Figura 3. Diagrama general del ciclo de vida del virus.

La entrada del virus Zika a la célula hospedera esta principalmente mediada por la proteina
E, presente en la envoltura viral, que se une a receptores especificos que permiten la
fijacion y fusion de la particula viral a la célula del huésped. Mediante el proceso de
endocitosis, el virion entra en el citoplasma de las células. Después, la membrana viral se
fusiona con la membrana endosomal y el RNA de cadena sencilla (ssRNA) se libera en el
citoplasma de la célula infectada. Las proteinas no estructurales se unen al reticulo
endoplasmico, donde forman un complejo que permite la replicacion del RNA viral. El RNA
del virién es infeccioso y actia como RNA mensajero (MRNA) y genoma viral (Faizan, I. et
al, 2017; Meertens, L. et al, 2017). La replicacion se produce principalmente en el
citoplasma; sin embargo, se ha detectado RNA viral en el nicleo de la célula. Durante la
replicacién se produce RNA de doble cadena (dsRNA), el cual sirve como molde para
transcribir nuevos ssRNA que se ensamblan junto con las proteinas virales dentro del
reticulo endoplasmatico para formar nuevos viriones. Los viriones se transfieren al aparato

de Golgi, mientras que las células se someten a un proceso de apoptosis y autofagia,
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produciendo la liberacion de las particulas del virus, que llega a espacios intracelulares y
posteriormente al sistema linfatico y a la sangre, desde donde el virus se disemina,
produciendo las manifestaciones clinicas (Atif, M. et al, 2016; Hajra A et al, 2016; Hamel,
R. et al, 2016; Olagnier, D. et al, 2016; Salinas. S. y et al 2016; Yun, S.y Lee, Y., 2017).
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Figura 4. Genoma del virus Zika. El virus de Zika consta de tres genes
estructurales que codifican la capside (designada como C, 105 aa), la
membrana (designada como M, 187 aa) y la envoltura (designado como E, 505
aa); y siete genes no estructurales que codifican NS1 (352 aa), NS2A (217 aa),
NS2B (139 aa), NS3 (619 aa), NS4A (127 aa), NS4B (255 aa) y NS5 (904 aa)
(Dyer.O 2016).

3.3 Signos y sintomas.

La presentacién clinica de la enfermedad por ZIKV, es muy similar a la producida
por otros arbovirus como el virus del Dengue o Chikungunya, por lo que la correcta
interpretacion de los signos y sintomas resulta primordial para el diagnéstico clinico
diferencial en la tabla 1 mostrada a continuacion se muestra una comparativa de la
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sintomatologia que se ha reportado en casos clinicos entre DENV, CHIKV y ZIKV
(loos, S, 2014; OPS, 2015).

Tabla 1. Sintomas clinicos de la Infeccion por Dengue, Chikungunya y

Zika.

SINTOMAS DENV CHIKV ZIKV
Fiebre ++++ +++ +++
Mialgia/artralgia ++ ++++ ++
Edema en extremidades 0 0 ++
Exantema maculopapular ++ ++ +++
Dolor retro-orbital ++ + ++
Conjuntivitis 0 + +++
Linfoadenopatias ++ ++ +
Hepatomegalia 0 +++ 0
Leucopenia/Trombocitopenia +++ +++ 0
Hemorragia + 0 0

El periodo de incubacion del virus en el hospedero humano va de 3 a 12 dias
posteriores al momento de la picadura de un mosquito infectado y usualmente los
sintomas se presentan durante 2 a 7 dias, aunque el 75 % de los casos son
asintométicos. En los casos sintoméaticos, con enfermedad moderada los sintomas
se establecen de forma aguda, e incluyen: fiebre, conjuntivitis no purulenta, cefalea,
mialgia y artralgia, astenia, exantema maculopapular, edema en miembros
inferiores, edema de extremidades, fiebre moderada, dolor de cabeza, prurito,
vértigo, mialgia y desoérdenes digestivos y, menos frecuentemente, dolor retro-
orbital, anorexia, vomito, diarrea, o dolor abdominal. Los sintomas duran de 4 a 7
dias, y son auto limitados; los sintomas desaparecen de forma gradual y las
complicaciones u hospitalizacion del paciente ocurre en raras ocasiones, a
diferencia de dengue o fiebre amarilla donde la evolucién a formas clinicas graves
es mas frecuente. Hasta el momento el tratamiento para la infeccién por ZIKV es
solo sintomatico y de soporte, ya que no existe vacuna o tratamiento antiviral
especifico (loos, S., et al, 2014; Atif, M. et al, 2016; Fauci, A. y Morens, D., 2016;
Sampathkumar, P. y Sanchez, J., 2016).
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Figura 5. Sintomas asociados a la enfermedad por Zika. (CDC, 2017)

El método mas efectivo para detener la transmision es el de control del vector, que
consiste en disminuir el nUmero de mosquitos mediante la eliminacion de sitios de
ovoposicién (como fosos, depésitos de agua, llantas usadas, etc.) y el uso de
insecticidas y pesticidas para eliminar las larvas del mosquito en agua estancada.
La proteccién individual también es importante e incluye: usar pantalones largos y
ropa de colores claros, asi como playeras de manga larga y sombreros, usar
repelentes para la piel y el uso de mosquiteros en casa para evitar el contacto con
el mosquito vector (Sampathkumar, P. y Sanchez, J., 2016).

Aunque la enfermedad es leve y auto limitada, se ha relacionado con graves
complicaciones neurolégicas (Anaya JM., 2016). Debido al aumento en el nimero
de casos de microcefalia, Sindrome de Guillain Barré (SGB) y Sindrome congeénito,
los cuales coinciden espacial y temporalmente con los recientes brotes, se declaro
en febrero de 2016 por la Organizacién Mundial de la Salud como una emergencia

de salud publica internacional (Krauer, F. et al, 2017).
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3.4 Sindrome de Guillain-Barré

El sindrome de Guillain Barré (SGB) es una enfermedad inflamatoria y autoinmune
del sistema nervioso periférico con paralisis ascendente. Esta enfermedad esta
mediada por mecanismos inmunes que afectan fundamentalmente la mielina y los
axones en el SNP en el que se ha constatado depdsitos de inmunoglobulina y
complemento en las superficies de los axones y las células de Schwann

acompafado de infiltracion de macréfagos vy linfocitos T.
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Figura 6. Afectacién de células de Schwann por el Sindrome de Guillian
Barre

Los sintomas suelen durar pocas semanas y la mayoria de los casos se recuperan

sin complicaciones neurologicas graves a largo plazo. Los primeros sintomas

consisten en debilidad u hormigueo, que suelen empezar en las piernas y pueden

extenderse a los brazos y la cara. En algunos casos puede producir paralisis de las

piernas, los brazos o los musculos faciales. En el 20 % a 30 % de los casos se ven

afectados los musculos toracicos, con lo que se dificulta la respiracion. En los casos
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graves pueden verse afectadas el habla y la deglucién. Estos casos se consideran
potencialmente mortales y deben tratarse en unidades de cuidados intensivos. La
mayoria de los casos, incluso los mas graves, se recuperan totalmente, aunque
algunos siguen presentando debilidad. Cabe mencionar que solo 3 % a 5 % de los
pacientes con el sindrome mueren por complicaciones como la paralisis de los
musculos respiratorios, septicemia, trombosis pulmonar o paro cardiaco (Cao-
Lormeau V., 2016).

Debido a que el sindrome de Guillain-Barré puede llegar a ser mortal, los pacientes
deben ser hospitalizados para mantenerlos en observacion y con las medidas de
apoyo que pueden llegar a ser requeridas dentro de las cuales se incluyen el
monitoreo de la respiracion, la actividad cardiaca y la tension arterial. Los pacientes
con dificultad para respirar suelen necesitar ventilacion asistida y deben recibir
vigilancia para detectar complicaciones como arritmias, infecciones, trombosis e
hipertension o hipotensién. Es importante saber que no hay cura para el sindrome
de Guillain-Barré, pero el tratamiento puede mejorar los sintomas y acortar su
duracion (Espinoza, M., 2017).

La asociacién entre ZIKV y SGB fue reportada por primera vez en 2013 durante el
brote en la Polinesia Francesa, en julio de 2015 Brasil y Colombia reportaron
sindromes neuroldgicos en pacientes que habian cursado la enfermedad (Araujo,
L. et al, 2016; Parra, B. et al, 2016). El SGB puede presentarse incluso semanas
después de presentarse la infeccién (Puga T., Padrén S., Bravo P., 2003).

Durante el 2017, la Secretaria de Salud de México ha notificado un total de 1 131
casos de sindrome de Guillain-Barré (GBS) en todo el pais. De ellos, 11 se
confirmaron como asociados con el virus del Zika. La figura 7 muestra la distribuciéon
del SGB y los casos confirmados de Zika por semana epidemioldgica. El ligero
aumento de SGB observado entre la SE 31 y la SE 42 de 2016 coincide con el

mismo aumento observado con los casos de Zika.
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Figura 7. Casos confirmados de Zika y de Guillain-Barre en México del 2015-2017.
Reportado por OPS/OMS por el Punto Focal Nacional (NFP) del Reglamento Sanitario
Internacional de México (RSI) el 10 de agosto de 2017.
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3.5 Microcefalia.

La microcefalia es una malformacién en la que los recién nacidos nacen con una
cabeza pequefa o esta deja de crecer después del parto. Los nifios nacidos con
microcefalia pueden tener convulsiones y presentar discapacidades fisicas y de
aprendizaje cuando crecen. En los humanos, la microcefalia representa un defecto
congénito grave y junto con la mayoria de las anomalias congénitas, tiene
mecanismos causales complejos que a menudo tiene etiologias multifactoriales. Se
reconocen dos tipos: La primera ocurre cuando el cerebro no alcanza su tamafio
apropiado durante el embarazo, alrededor de las 32 semanas del periodo de
gestacion, y es causada por una disminucién gradual en la produccién de neuronas.
La segunda se refiere a un tamafo cerebral normal en el momento del nacimiento,
pero no existe un crecimiento posterior debido a la pérdida de las conexiones
dendriticas. Hasta el momento no se cuenta con un tratamiento especifico para
tratar la microcefalia (Faizan, I. et al, 2017; Singh, 2018; Rodriguez, A., 2016;
Alvarado, M. y Schwartz, D., 2017; OMS,2018).

En la figura 8 se muestra el mecanismo de infeccién hasta ahora descrito, en la cual
la madre embarazada se infecta con ZIKV, ya sea por picadura de mosquito,
transfusion de sangre, de personas infectadas con Zika o contacto sexual sin
proteccion con la pareja infectada con Zika. Después de ingresar a las mujeres
embarazadas, los virus invaden el embrion y se adhieren a las células madre y se
multiplican alli. Estas células madre infectadas proliferan para producir tipos
celulares anormales. ZIKV también puede infectar las células progenitoras que, en
ltima instancia, se suponia que producian células nerviosas que forman la corteza
cerebral. Pero después de infectarse, las células progenitoras producen una corteza
defectuosa que puede ser determinada por la disminucion de la corteza y el tamafio
de la cabeza. Tal condicion se llama clinicamente microcefalia. Después del
nacimiento, se pueden observar algunos sintomas en los bebés, como anomalias

neuroldgicas, enanismo, distorsién facial, funcion motora retardada, etc.
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Figura 8. Mecanismo de infeccion de la madre al nifilo. Adaptado de: (Noor, 2018).
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Desde la identificacion del virus en el estado de Pernambuco (Brasil) a principios de
2015, un aumento en el nimero de nifios con microcefalia se observé por primera
vez en septiembre de 2015, un afio después del reconocimiento de la transmision
de ZIKV en el pais. El 17 de noviembre de 2015, el Ministerio de Salud de Brasil
informo de la presencia de RNA de ZIKV en muestras de liquido amniético tomado
de dos mujeres embarazadas en el estado de Paraiba, cuyo feto mostro
microcefalia, las dos madres tenian sintomas compatibles con la enfermedad ZIKV
en la semanas 18 y 19 de gestacion, en la semana 20 la ecografia reveld
calcificacion en los cerebros de los fetos y en la semana 28 es confirmado el
diagnostico de microcefalia; sin embargo, las muestras de suero y orina de las
madres fueron negativos para la deteccion genomica de ZIKV, pero la
amniocentesis fue positiva para ambos casos con una carga viral de 10 000 veces
mas alto que lo encontrado en la sangre de adultos con infeccidn aguda y exantema
(Liuzzi, G. et al 2016).

A principios de 2016, la tasa de incidencia de la microcefalia se incrementé 20
veces, llegando a 99.7 casos por cada 100 000 recién nacidos, de los cuales, 76
fueron decesos. La posible asociacion del Zika con la microcefalia es controversial,
ya que jamas se ha demostrado que los flavivirus causen defectos de nacimiento
en seres humanos por lo que las investigaciones en Brasil y Colombia estan en
proceso; ademas que no existen informes de problemas durante el embarazo o
durante el parto en el brote anterior en las Islas del Pacifico (Fernandez, 1., et al,
2016; Rasmussen, S., et al,2016; Scully y Robinson., 2016).
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Segun reporta la OMS en México el nimero mensual de casos de microcefalia por
cada 100 000 nacimientos vivos fue significativamente més alto después de la
introduccién del virus que antes especialmente entre bebés de mujeres viviendo en

altitudes menores a 2 200 m.

J

Figura 9. Infante con Microcefalia. (WHO, 2016).

3.6Sindrome congénito asociado a virus de Zika.

A pesar de que la microcefalia ha sido de las complicaciones mas estudiadas
vinculadas al virus Zika, existen otras malformaciones fetales asociadas poco
descritas que en conjunto se han denominado como sindrome congénito asociado
a ZIKV (CzS).
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Figura 10. Terapia a bebé con microcefalia. (Secretaria de Salud, 2018).

Este sindrome presenta caracteristicas tales microcefalia severa en que el crdneo
colapsa de forma parcial, tejido cerebral disminuido con un patron especifico de
dafio cerebral, articulaciones con limitaciones en el movimiento, como pie
equinovaro, demasiada tonicidad muscular que restringe el movimiento del cuerpo
apenas después del nacimiento, asi como también una variedad de anomalias del
desarrollo, que incluyen manifestaciones musculo esqueléticas, oculares,
craneofaciales, genitourinarias, pulmonares y de otros tipos como problemas para
alimentarse, dificultad para tragar, pérdida de la audicién y convulsiones. (Tabla 2)
(Coyne, C.y Lazear, H., 2016; Schwartz, D., 2017; CDC.,2018).
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Tabla 2 Malformaciones asociadas a ZIKV. (Modificado de Alvarado, M. y
Schwartz, D., 2017).

Nivel Manifestaciones clinicas

Microcefalia

Hidrocefalia

Micracefalia

Lisencefalia

Polimicrogiria

Pachygyria

Neurolégico Agyria

Holoprosencefalia

Ventriculomegalia

Anomalias del cuerpo calloso

Calcificaciones intracerebrales

Lesiones cerebrales destructivas

Atrofia coriorretiniana

Anomalias del nervio Optico

Ocular :
Maculopatias

Anormalidades vasculares

Artrogriposis

Anomalias craneofaciales
Musculo esquelético (craneosinostosis)

Pie deforme

Displasia acetabular

Criptorquidia

Genitourinario . -
Hipospadias

Restriccidon de crecimiento intrauterino

Anasarca

Otro - .
Hipoplasia pulmonar

Arteria umbilical Unico
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4. Diagnostico

Aunque aun no se ha podido demostrar del todo la relacion de ZIKV con
enfermedades como GBS o el Sindrome Congénito, existe claramente una relacion
temporal entre el aumento de la notificacion de casos de microcefalia y la epidemia
de ZIKV, principalmente en el Nordeste de Brasil. Sin embargo, el desarrollo de
técnicas diagndsticas que confirmen una relacion de causa y efecto, los
mecanismos de la patogénesis de la infeccion por ZIKV en el sistema nervioso
central y criterios diagnésticos mas adecuadamente definidos para la identificacion
de los casos de microcefalia que deben ser sometidos a investigacion (Nunes,
2016).

Dado el contexto anterior, es de total relevancia la investigacion de los mecanismos
moleculares, celulares, de transmision y epidemiologicos que permitan la asociacion
de la infeccion por ZIKV y los sindromes descritos. Hasta el momento se han
realizado estudios de patogenicidad, capacidad infectiva y de diferentes aspectos
clinicos, asi como la implementacion de técnicas moleculares de diagndstico
basados en RT-PCR diferencial de DENV y CHIKV, Sin embargo, existen aun
multiples aspectos de la infeccién que no han sido elucidados y cuya limitante ha
sido la capacidad de aislamiento y propagacién de virus provenientes de muestras
clinicas (Raj, K., et al, 2018).

Desde 2007, mas de 55 paises en América, Asia, Africa, el Caribe y la region del
Pacifico han reportado casos con GBS, lesiones retinales / oculares, y/ o aumento
de la incidencia de microcefalia confirmada por RT -PCR, IgM ELISA, o pruebas
serolégicas neutralizantes basadas en anticuerpos (Carod-Artal, 2016; Pyzocha et
al, 2017). En el caso de la microcefalia no hay pruebas especificas para determinar
si un nifio nacera con microcefalia, aunque a veces la ecografia en el tercer trimestre
permite identificar el problema (Singh, 2018; OMS, 2018).
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5.Formas de transmision

El virus tiene una gran capacidad para infectar diferentes tipos de células y tejidos
con esto se abre la posibilidad a que este llegue a diferentes partes del cuerpo y
con ello la facilidad para que le infecciobn se dé a partir de diferentes formas de
trasmision, dentro de las vias de trasmision podemos distinguir dos tipos las formas

de trasmision vectoriales y las no vectoriales.

5.1 Vectorial

5.1.1 Picadura de mosquito.

La principal via de trasmision de ZIKV es la trasmision vectorial a través de los
mosquitos cuando el insecto pica a un ser humano, su pieza bucal busca a tientas
un vaso sanguineo. Al hacerlo, deposita particulas virales en la epidermis y la
dermis de la victima. Los mosquitos se infectan cuando pican y toman sangre que
contiene ZIKV de un hospedero infectado. Los mosquitos que se han infectado
pueden transmitir el virus a otro hospedero a través de la saliva la cual esta cargada
de virus (Monaghan, A. et al, 2016).

Figura 12. Fotografia de Aedes Aegypti. Principal vector de trasmision de
ZIKV, picando a un ser humano.
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Aunque se ha visto que el vector mas importante en la transmision del ZIKV es A.
aegypti, el virus ha sido identificado en muchas especies, como A. albopictus, A.
africanus, A. apicoargenteus, A. vitattus, A. furcifer, A. luteocephalus, y A. hensilli.
Las diferentes especies de mosquitos Aedes diversas partes del mundo, por
ejemplo, A. Aegypti se encuentra pricipalmente en las regiones tropicales y
subtropicales, mientras que A. albopictus puede ser hallado en los paises
mediterraneos. A. aegypti es ampliamente distribuido en todo el continente
americano, con excepcion de Chile. A. albopictus generalmente se encuentra en las
zonas rurales y cerca de las ciudades. Se alimentan de muchas aves y mamiferos.
Se cree que los vectores urbanos A. aegypti y A. albopictus han participado en el
ciclo urbano de la transmision en Africa en el 2008. En las epidemias del Pacifico
de 2007 a 2013, A. helsiinii y A. aegypti eran vectores probables de ZIKV debido a
su alta presencia en entornos domésticos durante los brotes (Ayres, C., 2016;
Demir, T., Kilic, S., 2016; Fernandez, I., Danis, R., Casas M., 2015).

5.2 No vectorial

Conforme se han presentado casos de infeccion por ZIKV a lo largo de las diversas
epidemias, han ido surgiendo diferentes formas de trasmision del virus aparte de la
trasmision por picadura de mosquito como la trasmisién sexual, perinatal, congénita,
por trasplante de sangre u 6rganos, y por contacto con secreciones corporales por

saliva y orina.

5.2.1 Sexual.

En 2011, un informe de caso sugirio una ruta de transmision viral no vectorial a
través del contacto sexual cuando un cientifico estadounidense que trabajaba en
Senegal regreso con su esposa a Colorado, E.U.A, quien a su vez mostré sintomas

similares al Zika 9 dias después del regreso de su marido. En diciembre de 2013,
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se publico el informe de caso que confirma la presencia de particulas virales en el
semen de un hombre de 44 afios que habia sido diagnosticado con infeccion por
ZIKV dos semanas antes, en este caso se hicieron pruebas moleculares para ZIKV
dando resultado negativo en sangre, pero positivo en semen, lo que sugiere que
existe replicacion viral en el tracto genital (Musso, D. y cols., 2015). Las particulas
virales replicativas, asi como el RNA viral (a menudo con un alto nimero de copias),
se han identificado en semen incluso si el paciente se ha realizado la vasectomia,
se ha detectado la permanencia del virus hasta 93 dias después del inicio de los
sintomas (Atkinson, B. et al, 2016; Petersen, L. et al, 2016; Huits, R. et al, 2017) y
la mayoria de los casos suelen presentarse durante los primeros 19 dias del
comienzo de los sintomas. Por el contrario, solo se ha informado del caso de un
paciente de sexo femenino que presenté la infeccion 44 dias después de que su
pareja presentd los primeros sintomas. Ademas, esta reportado que ZIKV puede
transmitirse a través de sexo anal y vaginal, y se tiene la sospecha de que
posiblemente también por sexo oral (Abushouk, A. et al, 2016; D’Ortenzio, E. et al,
2016).

Otros estudios in vitro han demostrado que ademas de los fibroblastos dérmicos
humanos y los macréfagos placentarios, los fibroblastos uterinos (célula histo-
arquitectonica primaria del Utero y el endometrio) también son permisivos a la
infeccion por ZIKV, lo que fundamenta el hecho de la transmisién sexual en mujeres,
aungue no se han descrito los mecanismos ni capacidad de persistencia viral (Chen,
J. etal, 2016).

5.2.2 Perinatal y Congenita.

Las mujeres embarazadas son susceptibles a la infeccion por ZIKV principalmente
en el primer trimestre del embarazo, la transmision de ZIKV de madre a hijo puede
ocurrir en el utero o perinatalmente (Atif, M. et al, 2016), lo que se confirmé por dos

casos ocurridos en la Polinesia Francesa, donde se identifico la presencia de ZIKV
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tanto en las madres como en los recién nacidos, uno de los recién nacidos
presentaba sintomas caracteristicos de la enfermedad mientras que el otro fue
asintomatico (Besnard, M. et al, 2014; Abushouk, A. et al, 2016). En 2017, Aagaard
y colaboradores demostraron que ZIKV puede replicarse en trofoblastos
placentarios humanos sin destruccion de la célula huésped, es decir, sirven como
una especie de reservorio permisivo a la infeccion generando un riesgo latente de
que el recién nacido presente alguna complicacion neurolégica o microcefalia.
También existen reportes de que las células estromales endometriales, son
altamente permisivas a la infeccion por ZIKV, siendo una fuente potencial de
propagacion del virus a los trofoblastos placentarios humanos durante el embarazo
(Pagani, I. et al, 2017).

5.2.3 Transfusion sanguinea y por trasplante de

organos.

Durante el brote de ZIKV en la Polinesia Francesa, 42 de 1 505 donantes de sangre,
que en el momento de la donacion de sangre eran asintomaticos, se encontraron
positivos para ZIKV por RT-PCR. En 2016, Barjas-Castro y sus colaboradores
reportaron el caso de un hombre de 48 afios que 3 dias después de haber donado
sangre comenzO a presentar sintomas de dengue, pruebas seroldgicas vy
moleculares descartaron infeccion por dengue, sin embargo, las muestras
almacenadas de la donacion fueron positivas por RT-PCR para ZIKV. Una
investigacion retrospectiva demostré que el concentrado de plaquetas de este
donador se habia transfundido a un paciente después de un trasplante de higado.
Al hacer pruebas moleculares al paciente transfundido, estas dieron un resultado
positivo para ZIKV (Musso, D. et al, 2014; Marano G. et al, 2016).
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5.2.4 Transmision por contacto con secreciones

corporales: salivay orina.

Recientemente se ha aislado ZIKV de la saliva de un paciente, durante la infeccion
aguda y se observoé que la diseminacion del virus se prolonga hasta por 29 dias. En
estudios realizados a pacientes portadores de la enfermedad, se obtuvo mayor
frecuencia del virus en la saliva que en la sangre, ademas de que los titulos virales
son mas altos, esto cobra relevancia al determinar un diagnostico puesto que es
mucho menos invasivo y doloroso para el paciente obtener una muestra de saliva
gue de sangre y tiene mejores resultados por el titulo viral presente en esta
secrecion. (Liuzzi G, et al, 2016; Musso D, et al, 2015).

La orina es otro tipo de secrecidén que se utiliza cada vez méas para la deteccion de
una infeccion por ZIKV, especialmente en etapas posteriores de la infeccion. En
principio, este fluido corporal también podria funcionar como medio de transporte.
La primera deteccion de ZIKV en orina ocurrié en un pais sin ZIKV transmitido por
mosquitos, es decir, en un viajero japonés que regresa de Polinesia francesa en
enero de 2014. Ella fue diagnosticada con enfermedad de Zika tras la deteccion de
particulas de ZIKV en la orina mientras que el ARN viral fue negativo en la muestra
de suero del 5to dia después del inicio de los sintomas. Otros estudios han
confirmado Estos hallazgos iniciales de que el ZIKV se puede detectar en la orina
por mas tiempo que en el suero, con una presencia de virus de hasta 29 o 30 dias

después del inicio de los sintomas (Gourinat, AC, et al, 2015).
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6. Epidemiologia

Los primeros casos de infeccidn por Zika fueron reportados hasta 1952 después de
7 afos del descubrimiento del virus estos casos se presentaron en el mismo sitio
donde fue descubierto el virus en Uganda y la Republica Unida de Tanzania. Y en
los subsiguientes fue reportado como causante de infecciones humanas
esporadicas en Africa tropical y en algunas zonas del sudeste asiatico. En el afio
2007 se da la primera epidemia en la Isla de Yap en los Estados Federados de
Micronesia, en donde el 75 % de la poblacién fue infectada, poniendo asi al virus
como foco de interés para la investigacion, ya que al haber practicamente nula
informacion del virus, por la poca importancia que hasta el momento se le habia
prestado, se complica el control de la infeccion después de esta epidemia
reaparecen casos de infeccién por ZIKV todos reportados por trasmisién de vector
hasta el 2011; donde se presenta el primer caso por contagio humano a humano, el
cual se cree fue transmitido por saliva, o transmisién sexual.

En el 2013 la Polinesia francesa sufrié el mayor brote de infecciones por el virus de
Zika registrado hasta ahora en ese territorio. En ese periodo se investigé la posible
infeccion de 32 000 pacientes (el 11.5 % de la poblacién), y el sistema nacional de
vigilancia notifico 8 750 casos sospechosos, de los cuales 383 se confirmaron
posteriormente mediante RCP-RT. Consecuente a esto comienzan a reportarse
casos en el continente americano en 2014, Chile reportd casos de trasmision de
ZIKV en indigenas, y en 2015 se propagé a Brasil, para mayo del mismo afio la
Organizacion Panamericana de la Salud, confirmé la transmisién de ZIKV en el

noroeste de Brasil.
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Figura 13. Mapa de areas con riego de infeccion por ZIKV.
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Desde octubre de 2015, otros paises de las Américas han tenido reportes de Zika.
En febrero de 2016, la transmision de ZIKV ha tenido un reporte total de 44 paises,
del cual Brasil tiene el mayor nimero de casos (estimados entre 497 593y 1 482 701
casos), Colombia, el area siguiente mas afectada, tenia 20 297 casos reportados
entre octubre 2015 y enero 2016. Dada la rapida propagacion mundial de ZIKV y la
pandemia actual en Ameérica Latina y el Caribe, ahora se considera como un agente
infeccioso emergente. Hasta la fecha, la biologia de la infeccién por ZIKV sigue
siendo deficientemente entendida, en comparacion con otros arbovirus emergentes
como la fiebre amarilla, el dengue (DENV), Encefalitis japonesa (JEV) y
Chikungunya (CHIKV) (CDC, 2016; Duffy M., Chen, T., Hancock, W., 2009; OMS.,
2016; Tognarelli, J., Ulloas, S., Villagra, E., 2014).

Del 2015 al 2017 la Secretaria de Salud de México ha reportado casos autdctonos
de ZIKV confirmados en 27 de 32 estados. Dentro de los estados que reportaron el
mayor puntaje acumulado tasa de incidencia de casos fue Yucatan (61 casos por
100 000 habitantes), Colima (40 casos por 100 000), Guerrero (25 casos por
100 000), Veracruz (25 casos por 100 000) y Quintana Roo (24 casos por 100 000).
Con el aumento de casos por Zika para presento el aumento en recién nacidos
Sindrome congénito y pacientes con sindrome de Guillain Barre, Para el 2018 el
namero de casos confirmados en la poblacibn mexicana y el numero casos
confirmados de enfermedades asociadas a Zika se muestran desglosados en la
(Tabla 3) donde podemos observar que el numero de casos durante el 2018
disminuy6 notablemente en comparacién al periodo del 2015 al 2017 en México en
la mayoria de estados, en Sonora el caso es el contrario ya que hasta el momento
durante el 2018 se han reportado 273 casos de Zika en comparacion a los 84 casos
presentados durante el periodo de 2005-2017 (OMS, 2017).
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Tabla 3. Casos Confirmados Autdctonos por SIKV, México, 2015-2019.
(Secretaria de Salud, 2019).

Casos Casos
Entidad Federativa @ Confirmados @ Confirmados Total
2015-2018 2019

Aguascalientes 1 0 1
Baja California 3 0 3
Baja California Sur 111 0 111
Campeche 94 0 94
Coahuila 336 0 336
Colima 297 0 297
Chiapas 821 0 821
Durango 5 0 5
Guanajuato 5 0 5
Guerrero 887 0 887
Hidalgo 285 0 285
Jalisco 630 0 630
México 48 0 48
Michoacan 70 0 70
Morelos 509 0 509
Nayarit 706 0 706
Nuevo Ledn 950 0 950
Oaxaca 517 0 517
Puebla 225 0 225
Querétaro 17 0 17
Quintana Roo 390 0 390
San Luis Potosi 532 0 532
Sinaloa 302 1 303
Sonora 433 0 433
Tabasco 375 0 375
Tamaulipas 802 0 802
Veracruz 2 103 0 2103
Yucatan 1325 0 1325
Zacatecas 1 0 1
Total 12 780 1 12781

Dentro de todos los casos clinicos reportados por la Secretaria de Salud hasta el
2018 en la Tabla 4 se observa de forma detallada los casos confirmados como

autoctonos en mujeres embarazadas que es el punto de enfoque mas sensible al
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contagio debido a la implicaciones que la enfermedad puede implicar para €l bebe
se han confirmado hasta el momento 7 012 casos de los cuales solo 101 se
reportaron durante el 2018 viendo una disminucion notable entre los casos

presentados en el periodo del 2015-2017.

Tabla 4. Casos Confirmados Autéctonos de ZIKV en Mujeres
Embarazadas, México 2015-2019. (Secretaria de Salud, 2019)

Entidad C_asos C_asos
Federativa Confirmados Confirmados Total
2015-2018 2019

Baja California 12 0 12
Sur

Campeche 55 0 55
Coahuila 177 0 177
Colima 204 0 204
Chiapas 562 0 562
Durango 1 0 1
Guerrero 481 0 481
Hidalgo 151 0 151
Jalisco 132 0 132
México 4 0 4
Michoacan 21 0 21
Morelos 322 0 322
Nayarit 383 0 383
Nuevo Leon 679 0 679
Oaxaca 211 0 211
Puebla 72 0 72
Querétaro 5 0 5
Quintana Roo 334 0 334
San Luis Potosi 416 0 416
Sinaloa 73 0 73
Sonora 27 0 27
Tabasco 286 0 286
Tamaulipas 692 0 692
Veracruz 888 0 888
Yucatan 926 0 926
Zacatecas 1 0 1
Total 7 115 0 7 115
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Tabla 5 Casos de Sindrome Congénito asociado a ZIKV en México

Trimestre de

Institucién que

. o Entidad realizé . L . Estado del
Caso  infeccion de . g Diagnéstico :
la madre federativa | seguimientoy paciente
reporte
No presentd Oaxaca INPer Sx congénito Fallecié
1 cuadro clinico asociado a Zika + 05/Nov/2016
durante el Microcefalia
embarazo
Primero Veracruz INPer Sx congénito Vivo
2 asociado a Zika +
Microcefalia
Primero Veracruz INPer Sx congénito Vivo
3 asociado a Zika +
Macrocefalia
Primero Veracruz INPer Sx congénito Falleci6
4 asociado a Zika + 08/Dic/2016
Hidrocefalia
Primero Chiapas INPer Sx congénito Vivo
5 asociado a Zika +
Microcefalia
No presenté Guerrero INPer Sx congénito Vivo
6 cuadro clinico asociado a Zika +
durante el Microcefalia
embarazo
No presenté Oaxaca Hospital de la Sx congénito Vivo
cuadro clinico mujer y asociado a Zika +
7 durante el neonatologia de Microcefalia
embarazo Tehuacéan.
Secretaria de
Salud
Primero Hidalgo Hospital Regional = Sx congénito Mortinato
Valle de asociado a Zika + 25/Feb/2017
8 Mezquital. Anencefalia

Secretaria de
Salud

Los casos de Sindrome de Guillian Barré que se han registrado en México (Tabla
6) han sido 19 hasta el 2018 confirmados por técnicas de laboratorio de PCR la
mayoria de los casos se presentaron en la zona sur del pais siendo esta una zona
muy amigable con el vector, dentro de los casos registrados se puede observar

también que la mayor parte de la poblacion afectada se tratan de adultos hombres.
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Tabla 6 Casos confirmados de SGB asociado a ZIKV en México.
Caso Edad Sexo Entidad federativa Institucion que realiz6 = Diagnéstico = Estado del

de infeccion seguimiento y reporte paciente
1 5 F Chiapas Secretaria de Salud PCR Vivo
2 5 M Tabasco Secretaria de Salud PCR Vivo
3 6 F Tabasco Secretaria de Salud PCR Vivo
4 48 M Guerrero Secretaria de Salud PCR Vivo
5 59 F Chiapas ISSTECH PCR Vivo
6 37 M Chiapas Instituto Mexicano del  PCR Vivo
Seguro Social
26 M Quintana Roo Hospital Privado PCR Vivo
8 39 F Guerrero Instituto Nacional de PCR Vivo
Neurologia y
Neurocirugia
9 25 M Michoacan Instituto Nacional de PCR Vivo
Neurologia y
Neurocirugia
10 60 M Guerrero Instituto Nacional de PCR Vivo
Neurologia y
Neurocirugia
11 45 F Veracruz Instituto Mexicano del PCR Vivo
Seguro Social
12 75 M Guerrero Instituto Nacional de PCR Vivo
Neurologia y
Neurocirugia
13 39 F Veracruz Secretaria de Salud PCR Vivo
14 16 M Guerrero Secretaria de Salud PCR Vivo
15 37 M Guerrero Secretaria de Salud PCR Vivo
16 36 M Sin precision, Instituto Nacional de = PCR Vivo
notificado por Neurologia y
Estado de México = Neurocirugia
17 57 M Yucatan ISSSTECALI, Baja PCR Vivo
California
18 50 M Morelos Instituto Mexicano del PCR Vivo
Seguro Social
19 9 M Morelos Instituto Mexicano del PCR Vivo
Seguro Social
6.1 Tropismo

ZIKV exhibe un amplio tropismo y persistencia en los tejidos y fluidos corporales, lo
gue contribuye a las manifestaciones clinicas y epidemiologia observada durante la

epidemia actual.
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Figura 14 . Mapa de areas con riego de infeccion por ZIKV.

Los estudios en humanos y modelos animales (ratones y primates no humanos) han
detectado ZIKV en células de la placenta, incluidas células de Hofbauer (in vitro y
en explantacion) tejido placentario humano), trofoblastos (ratones, primates no
humanos y humanos) y células endoteliales (in vitro en tejido placentario humano
explantado e in vivo en placenta de ratones). Otras dianas celulares de ZIKV
incluyen tipos de células neuronales, incluyendo células progenitoras neuronales y
neuronas maduras (ratones, primates no humanos y humanos) y astrocitos (cultivos
de células humanas in vitro). Ademas, el ZIKV infecta los tejidos oculares, incluida
la cérnea, la retina neurosensorial y el nervio éptico (ratones), como, asi como el
humor acuoso de la camara anterior (humanos). ZIKV también ataca las células del
tracto reproductivo, incluidas las células espermatogonias, Sertoli y Leydig, células
(en el testiculo de ratones), espermatozoides (muestras de ratones y seres
humanos) y el epitelio vaginal (ratones) y fibroblastos uterinos (infeccion in vitro de
muestras humanas).

El extenso tropismo da como resultado la deteccion de ZIKV en multiples fluidos
corporales, incluidos el liquido conjuntival o lagrimas (ratones y humanos), saliva

(primates no humanos y humanos), semen (ratones, primates no humanos y
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humanos), moco cervical (humanos), lavados vaginales (ratones y humanos) y orina

(primates no humanos y humanos) (Miner, 2017).

6.2 Permisividad de las células humanas a la

infeccidon por ZIKV

Se sabe que diferentes tipos de células, como los fibroblastos, queratinocitos
epidérmicos, células dendriticas, macrofagos, células endoteliales, células de
Sertoli, trofoblastos, células de Leydig y neuronas, son permisivas a la infeccion por
ZIKV (Hamel et al, 2015; Chen, J. et al, 2016; Liu, S. et al, 2016; Rajah, M. et al,
2016; Faizan, I. et al, 2017; Kumar, A. et al, 2018; Siemann, D. et al, 2017).

En 2016, Chan y colaboradores evaluaron la susceptibilidad de 18 lineas celulares
humanas y 15 lineas celulares no humanas a la infeccién por ZIKV encontrando que
existe replicacion activa de ZIKV en las lineas celulares de placenta (JEG-3),
neuronal (SF268), masculo (RD), de retina (ARPE19), pulmonares (Hep-2 y HFL),
de colon (Caco-2) y hepética (Huh-7). Asimismo, reportaron que las lineas celulares
de préstata (LNCaP), testicular (833KE) y renal (HEK) mostraron un aumento en la
carga viral de ZIKV y/o expresion de proteina NS1 sin inducir ECP, lo que sugiere
su posible papel en la transmisién sexual con replicacion viral en estos sitios
anatomicos (Figura 5). Entre las lineas celulares no humanas, células de primate
(Vero y LLC-MK?2), cerdo (PK-15), conejo (RK-13), hamster (BHK21) y pollo (DF-1)
soportaron la replicacién activa de ZIKV, por lo que estas especies animales podrian
utilizarse como modelos experimentales de infeccion para el mantenimiento y

propagacion de ZIKV (Figura 16).
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6.3 Dificultad para el aislamiento de ZIKV

A pesar de el gran nimero de casos clinicos que existen y han surgido hasta el
momento, la propagacion y el aislamiento de ZIKV sigue siendo un desafio, puesto
gue no se ha logrado crear una técnica estandarizada que permita la produccién de
ZIKV a escala con el fin de obtener titulos altos del virus tanto para la produccién de
vacunas y tratamientos, como para fines de investigacion; dado que las diferentes
cepas tienden a tener comportamientos diferentes en el mantenimiento in vitro de
estas, porque la manipulacion y el mantenimiento de la cepa es un reto actual para
los investigadores, dado que también es importante considerar y evaluar
criticamente el disefio de procesos productivos.

Dado que se ha encontrado que los rendimientos maximos de virus varian en dos
ordenes de magnitud, lo que indica una fuerte influencia impulsada por su diferentes
origenes e historias (paciente, region, historia de la muestra), cabe ademas destacar
que los resultados sugieren que los aislados deben ser elegidos cuidadosamente
para la produccién de grandes cantidades de virus Puesto que las propiedades del
sistema de la célula huésped y los rendimientos especificos de la célula deben tener
una adecuada adaptacion de aislados de virus, asi como la identificacion de las
condiciones Optimas para estas. Asi mismo las condiciones de infeccion, y la
eleccion de los medios puede permitir mejorar los rendimientos de las cepas
actuales de ZIKV (Coelho, et al, 2017).

6.4 Costo del virus ZIKA

El ZIKA ademas de tener fuertes implicaciones de salud en los pacientes infectados
conlleva a pérdidas econdmicas. El Banco Mundial (BM) ha calculado el posible
costo de un brote de virus Zika en unos USD $ 3 500 millones para los paises de
América Latina y el Caribe. A la vez, se ha anunciado un paquete de ayuda a la
region de USD $ 150 millones, dirigida, a labores de vigilancia y control, atencion de
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las personas en riesgo como mujeres embarazadas y en edad reproductiva, y
cuidado prenatal y postnatal ante complicaciones neurologicas.

ElI BM cree que los paises que dependen del turismo como fuente de ingresos seran
los mas afectados econémicamente. En ese sentido, la entidad destac6 que México
y Cuba, tendran pérdidas de US $ 744 millones y US $ 664 millones,
respectivamente; siendo las naciones mas afectadas por la propagacion del virus.
En la Republica Dominicana las pérdidas serian de US $ 318 millones, en Brasil US
$ 310 millones y en Argentina de US $ 229 millones.

De esta cifra, 3 500 millones de ddlares seran ingresos perdidos a consecuencia del
virus, un 0.06% del PIB de la region, y 420 millones de repercusion fiscal, un 0.01
% del PIB. Algunos estados islefios podrian perder ingresos que representan hasta
el 1.6 % de su PIB y que, para la mayoria de las naciones afectadas, el impacto
fiscal se podria situar en el 0.3 % del PIB. En relacién con el PIB, el pais mas
afectado ser& Belice, que perdera el 1.22 % de su PIB en ingresos, mientras que el
calculo para Cuba es del 0.86 % del PIB.
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7. Justificacion

Ante los brotes y la presencia de casos clinicos reportados en México a partir del
afo 2015, el ZIKV cobra especial relevancia como problema de Salud Publica y un
alto interés para estudios de investigacion, entre los que se encuentran la busqueda
de posibles tratamientos y la generacion de métodos de identificacion que faciliten
su diagnostico. Esto crea la necesidad de contar con una metodologia para su
crecimiento in vitro en lineas celulares, lo que cual ha sido complicado hasta el
momento dada su baja capacidad infectiva; por ello, es necesario conocer técnicas,
cultivos celulares y métodos de laboratorio que sean viables para el manejo,
replicacion y aislamiento del virus. En este proyecto se busca encontrar una linea
celular que sea permisiva al virus y que permita al mismo tiempo obtener altos titulos
virales, para facilitar y agilizar futuras investigaciones sobre este agente patégeno

infeccioso.

53



8. Hipotesis
Si las lineas celulares AaG2 y Vero son lineas altamente permisivas a la infeccion

por el virus de Zika autoctono de México entonces a partir de ellas se puede

estandarizar un método para la replicacion in vitro del virus.

9. Objetivos
9.1 Objetivo general

Estandarizar métodos para la replicacion in vitro del virus de ZIKA mexicano (ZIKV-
MXN) mediante el manejo e inoculacion de las lineas celulares AaG2 y Vero para
establecer la capacidad infectiva y de replicacién del virus y facilitar la obtencién de
altos titulos virales de aplicacion en estudios de investigacion.

9.2 Objetivos particulares

e Demostrar la permisividad de las lineas celulares Vero y AaG2 a la infeccién
por ZIKV-MXN mediante la manipulacién en el laboratorio a condiciones
especificas

e Establecer condiciones Optimas de crecimiento de las lineas celulares
utilizadas.

e Realizar ensayo de placas para titulacion viral que nos permitan cuantificar

el virus.
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10. Plan de trabajo
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11. Materiales y métodos

Se trabaj6 con dos lineas celulares provenientes de diferentes organismos la linea
celular AaG2 y Vero las cuales fueron donadas por el Laboratorio de Virologia del
Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias, a las cuales se le realizaron
distintas pruebas tales como, porcentaje de SFB, atmdsfera, temperatura y prueba
de medio de cultivo para poder establecer las mejores condiciones de
mantenimiento ademas de un rapido y optimo crecimiento en dichos cultivos con el
fin de llegar a tener cultivos celulares confluentes sanos en el menor tiempo posible
y con las menores cantidades de reactivos necesarios para llegar a este fin, las
células fueron crecidas en botellas de cultivo de 25 cm?® las cuales tienen un
tratamiento en la superficie que facilita la adherencia de las células y con ello
permite que el cultivo sea méas uniforme y haya menor perdida de crecimiento, con
dichos cultivos obtenidos se realizaron en la medida que fue posible pruebas de
permisividad y a su vez se hicieron placas de titulacion por formacién de placas para
la evaluacion de la capacidad de infeccion de ZIKV autdctono de México.

Dentro de los equipos y reactivos utilizados estan, los medios de cultivo Schneider,
MEM y DMEM que fueron de la marca Gibco; la incubadora utilizada para la linea
celular Vero fue de la marca NUAIRE y para la linea celular AaG2 fue una
incubadora ECOSHEL las cuales son importantes mencionar debido a las
condiciones que fueron sometidos los cultivos y los eventos que se suscitaron con
las células AaG2 se vieron directamente relacionados con los equipos que se
utilizaron para su mantenimiento, los estudios de infeccion se llevaron a cabo en un
gabinete de bioseguridad Clase Il NUAIRE. ElI microscopio utilizado para el
monitoreo de crecimiento e infeccién de las placas y cultivos fue un microscopico
optico LABOMED.
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12. Resultados
12.1 Linea celular AaG2

Esta linea celular es de células epiteliales de larva de mosquito Aedes aegypti el
principal vector de transmision del virus en México, las caracteristicas principales
de estas células es que son adherentes y crecen a 28 °C +1 °C, su requerimiento
de CO2 es minimo de apenas el 5 % y pueden crecer en medio MEM, pero en esta
ocasion se utilizd6 Schneider un medio especial para el crecimiento de células de

insectos.

Tabla 3. Datos bibliogréaficos de la linea celular AaG2.
ORGANISMO Aedes aegypti

IMAGEN DEL
ORGANISMO
:
TEJIDO Larva
MORFOLOGIA Epitelial
TIPO DE CULTIVO Adherente

Las células se mantuvieron creciendo en botellas de cultivo de plastico de 25 cm?
con medio Schneider suplementado con 1 % de L-Glutamina, aminoacidos no
esenciales, vitaminas, penicilina, estreptomicina y Suero Fetal Bovino como factor
de crecimiento que adicioné al medio en un 10 % bajo las siguientes condiciones

Una vez que se obtuvo una monocapa confluente de células AaG2 se procedio a

infectar el cultivo con Virus Zika proveniente de un aislado clinico utilizado en el
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laboratorio para otros experimentos. Después de realizar la infeccibn se monitoreo

el cultivo cada 24 horas por un lapso de 7 dias. Y se anotaron observaciones.

Tabla 4. Condiciones de incubacion de la linea celular AaG2.

TEMPERATURA ATMOSFERA MEDIO

28 °C Aire 100 % Schneider

12.2 Linea Celular Vero

La segunda linea celular a partir de la cual se trabajo fue la linea celular Vero (CCL-
81). Esta linea es usada ampliamente en estudios de virologia por su eficacia en la
replicacion de varios virus como el sarampion, el dengue y la rubeola (Takata et al
1994, Barth, 2000; Schatzmayr, et al, 2009). Son células epiteliales de rifion de
mono Cercopithecus aethiops son células de tipo adherentes y crecen bajo una
atmosfera de 5 % de CO2 a 37 °C, el medio recomendado por ATCC el proveedor

de la linea es MEM.

Tabla 5 Datos bibliograficos de la linea celular Vero.
ORGANISMO Cercopithecus aethiops

o~

IMAGEN DEL
ORGANISMO
TEJIDO Rifion
MORFOLOGIA Epitelial
TIPO DE CULTIVO Adherente
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En el presente estudio, los cultivos de células Vero se manejaron en cajas de cultivo
de 25 cm® con medio esencial minimo MEM (Thermo Fisher Scientific,
Massachusetts, EUA) suplementado con 1 % de L-Glutamina, aminoacidos no
esenciales, vitaminas, penicilina, estreptomicina y con 10 % de Suero fetal bovino

como factor de crecimiento.

Tabla 6 Condiciones de incubacién de la linea celular Vero.

TEMPERATURA ATMOSFERA MEDIO
37 °C Aire 95 % Medio Esencial Minimo
CO25% (MEM)

12.3 Determinacion de condiciones de

mantenimiento y crecimiento de lineas celulares

12.3.1 Pruebas de condiciones fisicoquimicas

Linea Celular Vero.

Para definir las condiciones fisicoquimicas a las que se iban a manejar los cultivos
celulares de células Vero se revisaron referencias entre las cuales esta la base de
datos de ATCC que es una empresa proveedora de diferentes lineas celulares en
ella se encontré que la condicion de atmosfera para esta linea celular es de 95 %
aire y 5 % de CO:2 asi como la temperatura optima recomendada que es 37 °C. Con
estos datos obtenidos, en botellas de cultivo por triplicado se colocé un 1 mL de
suspension de células con MEM y SFB al 10 %, se probaron las células en una
incubadora de inyeccion de CO2 automéatico, NUAIRE Modelo NU-4750, y se evaluo

la apariencia y el crecimiento de las células durante 3 dias.
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Tabla 7. Condiciones fisicoquimicas de crecimiento de linea celular Vero.

PH Temperatura Atmosfera Observaciones
Se probaron experimentalmente las
95 % Aire  condiciones encontradas en fuentes
7 37 °C bibliograficas y se probd que las condiciones
5% CO2 fueran realmente favorables para obtener un
buen resultado en el crecimiento de las células

12.3.2 Pruebas de condiciones fisicoquimicas
Linea Celular AaG2.

Para definir las condiciones fisicoquimicas a las que se iban a manejar los cultivos
celulares de células AaG2 se probaron las condiciones de atmdsfera para esta linea
celular en 100 % aire debido a que la incubadora que se utilizé para mantener la
linea no tenia un control de inyeccién de CO2, se mantuvieron a 28 °C intentando
en la mayor medida posible no tener variaciones en la temperatura se manejaron
en botellas de cultivo por triplicado se coloc6 un 1 mL de suspension de células con
medio Schneider y SFB al 10 %, con ello se evalué la apariencia y el crecimiento de

las células durante 3 dias.

Tabla 8. Condiciones fisicoquimicas de crecimiento de linea celular AaG2.
PH Temperatura Atmosfera Observaciones

Debido a las posibilidades en infraestructura del
laboratorio las células se probaron a 100 % de
aire a pesar de que la recomendacion era de
95 % aire y 5 % CO,. Se observé que el cultivo
si crecia bien a pesar de la pequefia adaptacion
de atmésfera a la que se sometio.

7.2 28 °C Aire 100 %

12.3.3 Determinacién de % de SFB de

crecimiento en las lineas celulares.

Con la finalidad de encontrar la mejor concentracion de SFB para la obtencion de
cultivos confluentes sanos en el menor tiempo posible y con la menor cantidad de

60



reactivo posible se realizaron diferentes pruebas de cultivos con distinta

concentracion, para ello en cajas de cultivos de 25 cm?3 se coloc6 1 mL de células

en 5 sistemas independientes y a este se le afiadié medio de acuerdo a la linea

celular para las células AaG2 se utiliz6 Schneider y para las células Vero se ocup6

medio DMEM recomendando por ATCC a continuacion los cultivos se mantuvieron

a 28 °C y atmosfera de 100 % Aire para la linea AaG2 y 37 °C en una atmosfera de

95 % aire y 5 % CO:2 para las células Vero, estos cultivos fueron monitoreados cada

24 horas hasta obtener una monocapa confluente o el de caso de no haber

crecimiento hasta empezar a notar el desprendimiento celular, sefial clara de muerte

celular.

Tabla 9. Porcentaje de SFB en linea celular Vero.

Porcentaje
J 1 3 5
de SFB
Confluencia No hubo No hubo 10 dias
al 90 % crecimiento crecimiento
Los primeros
,p No se
dias las p
! observo un La
células se - )
. X crecimiento confluencia
Observacio mantuvieron
. notableylas  se obtuvo
nes vivas, pero

células se con mucha
mantuvieron dificultad.
durante

comenzaron a
despegarse a
partir del dia 2.

Tabla 10. Porcentaje de SFB en linea celular Vero

Porcentaje
de SFB 1 3 5
Confluencia Sin Sin 7 dias
al 90 % crecimiento crecimiento
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6 dias

Las células
crecen bien,
solo se
observan
algunas
puntilladas
cuando se
alcanza la
confluencia.

4 dias

10

3-4 dias

Las células
tienen buen
crecimiento
y buena
apariencia

10

2 dias



Observacio
nes

Las células se

X Las células
mantuvieron se mantienen
durante 15 .
dias aunque al bien, solo
ung con cambio
final de medio
presentaban ;
necesario al
un poco de .
. 3er dia.
puntilleo.

Se alcanz6
la

confluencia.

Pero las
células
tienen una
mala
apariencia.

Las células

tienen

Las células buena
crecieron bien  apariencia y

y con buena el

apariencia. crecimiento
fue mucho
mas rapido.

12.4 Preparacion y seleccion de medios de cultivo

para linea celular Vero

12.4.1 Preparacion de DMEM.

Se realizaron los célculos pertinentes para preparar 500 mL de medio esta cantidad

fue la considerada la necesaria para trabajar apropiadamente sin tener tanto riesgo

de gastar reactivos de mas y tomando en cuenta también la perdida en caso de

tener contaminacion, los calculos correspondientes son los siguientes:
CALCULOS

DMEM
1X10 L

El frasco indica 133.7 g para 10 L
13.37gparall

500 mL

11-13.37 g

0.5 L-6.685 g Medio en polvo de DMEM
BICARBONATO DE SODIO

3.791L

1.85 g-0.5 L de Bicarbonato de sodio
Céalculo de volumen de agua destilada o desionizada
Vi/Vo= 465 mL de agua destilada

Vi =500 mL

Vo (Vol. De suplementos) = 35 mL
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SUPLEMENTAR
Vitaminas 5 mL
NEAA 5 mL
Glutamina 5 mL
Antibidtico 5 mL

Hepes 5 mL
Piruvato 5 mL

Anfotericina B 5 mL

VOLUMEN SUPLEMENTO 35 mL




Primeramente se enjuago el material con agua destilada después por separado se
pes6 el medio DMEM vy el bicarbonato de sodio calculado, en pesa muestras
utilizando una balanza analitica BOECO Modelo BBI-31, Germany, ademas se midio
en el recipiente principal el agua destilada necesaria, se coloc6 una barra magnética
dentro del recipiente y se puso en agitacion a continuacion se le afiadié el medio
previamente pesado, una vez que el medio se disolvio completamente se adiciono
el bicarbonato de sodio, una vez disuelto todo se ajusté el pH a 7, se llevo a la
campana de flujo laminar previamente esterilizada 15 min con luz UV y limpiada con
solucién de alcohol etilico al 70 %., dentro de la campana se adicionaron al medio
los suplementos (vitaminas, NEAA, antibioticos, HEPES, piruvato, L-glutamina y
anfotericina posteriormente se trasvaso a una unidad de filtracion conectada al vacio

y se procedio a filtrar, finalmente se rotulo y se guardo a -5 °C en refrigeracion.

(Tl 10 PREPARE 1X LIQUID MDI sy
15 1 s o 58 e st star s sk

[ \
Figura 17. Preparacion del medio de cultivo DMEM.

12.4.2 Preparacion de MEM.

Se realizaron los calculos pertinentes para preparar 500 mL de medio esta cantidad
fue la considerada la necesaria para trabajar comodamente sin tener tanto riesgo
de gastar reactivos de mas y tomando en cuenta también la perdida en caso de

tener contaminacion, los calculos correspondientes son los siguientes:
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SUPLEMENTAR

CALCULOS Vitaminas 5 mL
MEM1X10 L NEAA 5 mL
El frasco indica 96.1 g para 10 L Glutamina 5 mL
96gparall Antibidtico 5 mL
500 mL Hepes 5 mL
1L-96¢g

Piruvato 5 mL
Anfotericina B 5 mL
VOLUMEN SUPLEMENTO 35 mL

0.5 L- 4.805 g Medio en polvo de DMEM

BICARBONATO DE SODIO

229-1L

1.1 g-0.5 L de Bicarbonato de sodio

Célculo de volumen de agua destilada o desionizada
Vi =500 mL Vi/Vo= 465 mL de agua destilada

Vo (Vol. De suplementos) = 35 mL

El material enjuagado con agua destilada fue utilizado para pesar el medio MEM y
el bicarbonato de sodio en una balanza analitica BOECO Modelo BBI-31, Germany,
ademas se midi6é en el recipiente principal el agua destilada necesaria, se coloco
una barra magnética dentro del recipiente y se puso en agitacion a continuaciéon se
le afadié el medio previamente pesado, una vez que el medio se disolvio
completamente se adiciono el bicarbonato de sodio, una vez disuelto todo se ajusté
el pH a 7, se llevé a la campana de flujo laminar previamente esterilizada 15 min
con luz UV y limpiada con solucién de alcohol etilico al 70 %., dentro de la campana
se adicionaron al medio los suplementos (vitaminas, NEAA, antibiéticos, HEPES,
piruvato, L-glutamina y anfotericina posteriormente se trasvaso a una unidad de
filtracion conectada al vacio y se procedié a filtrar, finalmente se rotulo y se guardd
a -5 °C en refrigeracion.

Para seleccionar el medio de cultivo mas adecuado para el cultivo de células Vero

se decidio probar dos medios diferentes esto con el propdsito de valorar si existia
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un cambio favorable entre la aceptacion y el crecimiento de la cepa dependiendo
del medio. Para ello en triplicado por separado se colocé en una botella de cultivo
de 25 cm?® en la cual se colocd 1 mL de suspension de células y 4.5 mL de medio
DMEM y SFB al 10 % (0.5 mL), dichos cultivos se pusieron a las condiciones
fisicoquimicas determinadas y probadas anteriormente, se monitorearon cada
24 horas hasta obtener un cultivo confluente, se anotaron las observaciones
pertinentes y se criogenizaron. EI mismo procedimiento y cantidades se sigui6 con
el medio MEM.

[ 41500018 1x10L_
(] 1482055

2 201508

[5=7] 96.1 g/pka.
(58] 229 NaHCO3

=)

i:"% [T &%

Figura 18. Preparacion de medio de cultivo MEM.

12.4.3 Prueba de esterilidad y de viabilidad de

medios de cultivo.

Una vez preparado los medios y antes de utilizarlos con las lineas celulares se
monitorearon para corroborar la esterilidad del medio para esto se colocaron 3
botellas de cultivo de 25 cm® con 5 mL de medio cada una y se colocaron dentro de
la incubadora a 37 °C y se monitorearon cada 24 horas durante 7 dias, posterior a

eso y corroborando que el medio era viable, el medio podia ocuparse.
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12.4.4 Seleccion de medio Linea Celular Vero.

Tabla 11. Evaluacién de la linea celular Vero en DMEM.
EVALUACION RESULTADO IMAGEN

Las células crecieron bien,
alcanzaron la confluencia con
Aspecto 10 % de SFB en 2 dias no
presentaron ningun tipo de
puntilleo.

Aminoacidos no esenciales,
L-Glutamina, Vitaminas,

SUPLEMENTOS @ Hepes, Piruvato, antibiético y
antimicotico (anfotericina,

estreptomicina y penicilina )

SFB 10 %

Tabla 12. Evaluacién de la linea celular Vero en MEM.
EVALUACION RESULTADO IMAGEN
Las células crecieron sin
problemas y no presentaron
puntilleo, el tiempo en el que
alcanzaron la confluencia fue
aceptable de 2 dias.

Aspecto

Aminoacidos no esenciales,

L-Glutamina, Vitaminas,
Hepes, Piruvato, antibiético y

SUPLEMENTOS antimicético (anfotericina,
estreptomicina y penicilina )

SFB 10 %
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Dada la buena adaptacion de la linea celular para con ambos medios de cultivo y al
notar que no existia una diferencia significativa para con el crecimiento y la
apariencia de las células se seleccion6 el medio basandose en las cantidades y la
disponibilidad de reactivo disponible en el laboratorio, por lo cual para todas las
siguientes pruebas de laboratorio que se realizaron fueron trabajadas con MEM

como medio para la linea celular Vero.

12. 5 Crecimiento, pases y criogenizacion celular

Condiciones finales a las que se determind utilizar los cultivos celulares.

Tabla 13. Condiciones de crecimiento de la linea celular AaG2.
TEMPERATURA = ATMOSFERA MEDIO % SFB CONFLUENCIA

AL 90%
28 °C 100 % Aire Schneider 10 % 3 dias
Tabla 14. Condiciones de crecimiento de la linea celular Vero.
p CONFLUENCI
0,
TEMPERATURA ATMOSFERA MEDIO % SFB A AL 90%
o 95 % Aire 0 .
37 °C 5 9% CO?2 DMEM 10 % 3 dias

12.5.1 Crecimiento y pase de células VERO

Para el crecimiento celular una vez ya establecidas las condiciones y los medios a
ocupar las células se colocaron en botellas de cultivo de 75 cm? para hacer un pase
a escala se utilizé un cultivo confluente de células de 25 cm? el cual se revis6 al
microscopio para corroborar que las células estuvieran bien y no presentaran ningun
tipo de contaminacion posteriormente se les retiro el medio que tenian, se les afiadio
800 uL de tripsina se metio a la incubadora por 5 min, se afiadi6 9 mL de medio
MEM vy 1 mL de SFB, con ayuda de la pipeta se realizaron algunos lavados a la caja

con el fin de llevarnos el mayor numero de células posibles, a continuacion se tomo
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toda la suspension, se llevé a una caja de 75 cm3y se meti6 a la incubadora a 37 °C
con 5 % de COa.

12.5.2 Crecimiento y pase de células AaG2

Debido al espacio y material disponible esta linea celular se mantuvo en
crecimiento en cajas de 25 cm?, para ello se hicieron pases 1:3 de la caja confluente
de células que se tenia de las pruebas realizadas con anterioridad, esto quiere decir
que de una caja de células se sacaron 3 en cada caja se coloc6 1 mL de suspensién
de células las cuales fueron despegadas Unicamente con fuerza mecéanica, a
continuacion se les coloco 4.5 mL de medio Schneider y 0.5 mL de SFB, a
continuacion se homogenizaron, se observaron al microscopio y se metieron a la

incubadora.

12.5.3 Criogenizacion celular

Para llevar a cabo la criogenizacion el cultivo celular fue necesario que este se
encontrara entre 80- 90 % de confluencia y que ademas no presentaran ningun tipo
de contaminacion. La criogenizacion celular se llevo a cabo bajo las mayores
medidas de esterilizad posibles. Se trabaj6 dentro de una campa de flujo laminar se
saco el cultivo a criogenizar bien cerrado de la incubadora y observo al microscopio
se le retiro el medio de cultivo y realizar lavados con SSF, se afiadié de 0.5-1 mL de
tripsina se dejé por 5 min a continuacion se afiadido 4 veces mas medio que la
cantidad de tripsina colocada, para parar la reaccion de la tripsina en el caso
Unicamente de las células Vero, en las AaG2 Unicamente se dieron con mucha
precaucion unos pequefios golpes a la caja esto con el fin de desprender todas las
células de la botella de cultivo, una vez que las células se encontraban suspendidas
fueron trasvasadas a tubos para centrifuga y se sometieron a 3500 rpm por 10 min,
transcurrido el tiempo en la centrifuga se retir0 cuidadosamente el medio que

gquedaba para no llevarse el boton de células que se formo al fondo del tubo se
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afiadio 2.7 mL de SFB al tubo y se re suspendi6 el boton de células con ayuda de
un vortex, una vez re suspendido se agregaron 300 pL de dimetilsulféxido (DMSO)
se homogenizo y se llevé a crio viales con su correspondiente rotulo, se colocaron
dentro de un contenedor con isopropanol se puso 24 horas a -20 °C, finalmente se

guardaron a refrigeracion de -70 °C.

12.6 Pruebas de infeccidon de cultivos celulares

confluentes bajo las condiciones predeterminadas

Las células de rifion de mono verde africano (Vero) se mantuvieron a 37 °C en medio
esencial minimo de Eagle (MEM) que contenia un 10 % de suero bovino fetal-FBS
(Gibco, Life Technologies, Carlsbad, California, E.U.A) Suplementado con piruvato
de sodio (Gibco), amino&cidos no esenciales (Gibco), gentamicina 10 pg/mL y
anfotericina B 1 uM. Las monocapas confluentes de células Vero se inocularon con
la cepa del virus Zika mexicano seguida de adsorcion del virus en 37 °C durante 1 h.
Las células se mantuvieron en el medio descrito anteriormente, con FBS al 1 %
(Gibco), y se incuba a 37 °C durante cuatro dias; las células se observaron
diariamente hasta que se produjo el efecto citopéatico (CPE). Cuando las células
mostraron un 90 % de CPE, los medios y las capas celulares se recolectaron para
la produccién de antigeno.

Mientras que las células de larva de mosquito A. aegypti se mantuvieron a 28 °C en
medio Schneider que contenia un 10 % de suero bovino fetal-FBS (Gibco, Life
Technologies, Carlsbad, California, E.U.A.) Suplementado con piruvato de sodio
1 % (Gibco), aminoécidos no esenciales 1 % (Gibco), gentamicina con penicilina
1 % y anfotericina B 1 %. Las monocapas confluentes de células Vero se inocularon
con la cepa del virus Zika mexicano seguida de adsorcion del virus en 28 °C durante
1 h. Las células se mantuvieron en el medio descrito anteriormente, con FBS al 1 %
(Gibco), y se incuba a 28 °C durante siete dias; las células se observaron

diariamente hasta que se produjo el efecto citopatico (CPE). Cuando las células
69



mostraron un 90 % de CPE, en cuanto se comenz6 a observar desprendimiento de

la monocapa se retird y se realizaron las observaciones pertinentes.

5 dias de infeccion

X

2.
crecidas bajo las condiciones de cultivo predeterminadas, la cual se monitoreo durante una
semana y se tomo en cuenta el dia en el que se observa la presencia marcada de la
formacion de placas causadas por el efecto del virus sobre la monocapa, para las células
AaG2 las placas se presentan al 5to dia post infeccién.

Células Vero- Sin infeccion 3 Dias después de la infeccion

Figura 20. Ensayo de infeccién de Zika en la linea celular Vero.
Crecidas bajo las condiciones de cultivo predeterminadas, la cual se monitoreo durante
una semana y se tomo en cuenta el dia en el que se observa la presencia marcada de la
formacion de placas que en este caso fue al tercer dia.
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12.7 Titulacién viral por formacion de placas

La titulacion viral mediante la técnica de placas se considera en virologia un método
altamente cuantitativo y preciso para el analisis de la infectividad viral. Permite
estudiar en forma segura la capacidad neutralizante de agentes antivirales y de
anticuerpos, y posibilita la purificacion de un agente a partir del clonaje de sus
placas.

Para poder realizar este procedimiento se requiere tener por lo menos una botella
de cultivo celular con el 90-100 % de confluencia ya que al pasar las células a la
placa estas deben quedar casi confluentes puesto que es mas complicado la
manipulacion y el cambio de medio en las placas, ademés de que no es conveniente
para los procesos de titulacion de virus ya que a mayor tiempo en la placa mas
probabilidad de tener contaminacion.

Cada botella de cultivo de 25 mL tiene una superficie de 25 cm? la cual tiene una
capacidad de albergar a un cultivo de 4.5x 106 células aproximadamente.

Cada una de las placas utilizadas en el procedimiento tiene 24 pozos cada uno de

los pozos tiene la capacidad de albergar alrededor de 2.5X10° células.

Figura 21. Botella de cultivo celular.

La titulacién viral se realiz6 tomando primeramente como base el protocolo

publicado por Coelho y colaboradores en 2017 en un articulo que habla
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precisamente sobre la propagacion del virus de Zika en diferentes lineas celulares.
Se sembré una botella de cultivo de 25 cm? de células Vero y una vez confluente se
agrego tripsina para re suspender las células en 24 mL de MEM suplementado con
10 % de SFB, estas se sembraron en una placa de 24 pozos a razén de 250 000

células/mL/pozo.

Figura 22. Monoéapa confluente de titulacion viral por UFP.

Una vez que las monocapas estuvieron totalmente confluentes, se lavaron con PBS
y se afiadieron 200 uL de diluciones virales seriadas a cada pozo, dejando al inicio
de cada serie un pozo sin infectar como control negativo (solo se coloca medio libre
de suero), tal y como se ilustra en la figura 9. Las placas se incubaron por 2 h a
37 °C con 5 % de CO..
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Figura 23 Esquema de la titulacion de ZIKV por ensayo en placas liticas.

Las diluciones virales se realizaron de la siguiente manera: se tomaron 100 uL del
virus concentrado y se colocé en un tubo eppendorf de 1.8 mL, a este se le
adicionaron 900 pyL de medio MEM (esta fue la dilucién 101), de esta primera
dilucién se tomaron 100 mL en otro tubo eppendorf de 1.8 mL y se adicionaron
900 pL de medio MEM (dilucion 10-?), se repiti6 este procedimiento hasta llegar a la

dilucion de 10719,

-5 -6 DILUCION
P e N i

ST

Virus 100pL 100pL 100pL 100pL 100p 100pL
concentrado

900 pL DE MEDIO DE CULTIVO

Figura 24. Diluciones virales para titulacion por placa.

Posterior al tiempo de incubacion, se retiré el medio y se afiadieron 1.5 mL de medio
libre de suero con 1.5 % de metilcelulosa y se incubaron a 37 °C con 5 % COg2, se
la observacién la formacién de placas cada 24 horas hasta que se observé el efecto
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citopatico, se retird la metilcelulosa con lavados de SSF cuidando no desprender la
monocapa Y a continuacion se fijaron las células con una mezcla de alcohol/acetona
(1:1) por 15 min. Posteriormente se dejo la placa en un tiempo de secado de
aproximadamente 30 min a 1 hora a la intemperie, se le afiadié cristal violeta a cada
pozo a modo que la superficie se cubriera completamente, se dej6 tefiir por 30 min,
transcurrido este tiempo se lavo la placa con agua corriente y se dej6 secar toda la
noche. La titulacion viral se determind contando directamente el nUmero de placas
liticas observadas en la dilucion mas alta, considerando:

UFP/mL = # placas x 5 x DF

En donde:

UFP: unidades formadoras de placas

DF: factor de dilucion

5: factor de correccion correspondiente a 0.2 mL del inoculo viral.

Figura 25. Titulacién de ZIKV por ensayo en placas liticas.
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Tabla 15. Titulacién de placas en células AaG2.

Observaciones

Se intent6 realizar una placa para wm .
la titulacion con esta linea celular, & “
pero se encontrd que esto no es
posible debido a que las células no
tienen una gran fuerza de adhesion
a las placas y a las botellas de
cultivos por lo que al realizar la
placa al momento de retirar la
metilcelulosa para tefiir, todas las
células se despegan y se van con
los lavados de metilcelulosa.

Tabla 16. Titulaciéon de placas en células Vero.

DILUCION # DE IMAGEN
PLACAS

10°

PROMEDIO 7
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Titulacién por placa
FORMULA
UFP=(# de placas) (D) (Fd)
D= Dilucién

Fd=Factor de dilucién

CALCULO
UFP= (7) (109) (5)
UFP=3.5X10 ¢ UFC
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13. Discusion

La emergencia de ZIKV y los padecimientos graves asociados a la infeccion, como
el sindrome congeénito y el sindrome de Guillain Barré, han puesto de manifiesto la
necesidad de generar investigacion sobre los mecanismos de replicacion y
propagacion viral, para los cuales existe informacién muy limitada a la fecha. El
conocimiento sobre ZIKV y sus implicaciones a nivel virologico y epidemioldgico, asi
COMO sus mecanismos inmnopatoldgicos y las consecuencias sobre la salud, hasta
el momento no son bastos. En consecuencia, ha surgido una necesidad de obtener
cepas virales de referencia y de preservacion de aislados clinicos de ZIKV para
apoyar estudios in vitro e in vivo que permitan conocer y entender con mayor
claridad la naturaleza del virus. Sin embargo, no se puede garantizar un suministro
rapido de particulas virales de ZIKV, ya que las lineas celulares permisivas no
generan grandes titulos virales en condiciones estandares de crecimiento y
requieren ser optimizadas (Alexander N. y cols., 2018).

Las estrategias actuales para la propagacion del ZIKV en células se han basado
principalmente en células epiteliales de rifion de mono verde, células de larvas de
mosquitos, asi como también en células neurales, en lineas de hepatocitos y células
epiteliales de pulmén de humano.

Una de las lineas celulares en las que se ha demostrado tener titulos
razonablemente altos de ZIKV es la linea celular Vero que como en el caso de la
cepa africana de ZIKV MR para la que diversos estudios confirman que se han
obtenido titulos elevados de virus con esta la linea celular (Barreto-Vieira, D., Barth,
O. et al, 2016).

Las células Vero se han utilizado ampliamente en estudios de virologia por su
eficacia en la replicacion de varios virus como el sarampion, los poxvirus, el dengue
y la rubeola, esta linea celular tiene un perfil de seguridad extraordinario y es
ampliamente utilizada como un sustrato aprobado para la produccién de vacunas

virales humanas a escala comercial. (Nikolay A., Leda R., Udo R, Genzel Y., 2018)
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Por otro lado, las lineas celulares de mosquitos C6/36 y AaG2 (larvas de Aedes
albopictus y Aedes aegypti ) se han utilizado y reportado en menor medida como
lineas permisivas a la infeccion, este tipo de lineas celulares también han sido
utilizadas en algunos estudios para la propagacion de otros arbovirus. La
importancia de utilizar una de las linea celular de mosquito radica principalmente en
que es el vector principal de transmisidon de la enfermedad y en México la especie
gue se ha encontrado predominante en el mosquito Aedes aegypti, es por ello el
uso en esta investigacion de la linea celular AaG2, que ademas ha sido reportada
como permisiva a la infeccion mostrando en otros estudios efecto citopatico al tercer
dia post- infeccién y la formacion de placas como consecuencia de la infeccién
(Takata et al, 1994, Barth, 2000; Schatzmayr et al, 2009).

En lo que concierne a la linea celular Vero, a pesar de tener antecedentes de
presentar titulos virales de ZIKV importantes su uso para la produccién de vacunas
se ve un poco restringido debido a que se requiere de un tripsinizacién para la
ampliacion y el pase celular. En consecuencia, la identificacion y la determinacion
de parametros de manejo, asi como la manipulacion de una linea celular capaz de
producir titulos de virus altos fue una contribucion significativa de este trabajo para
el establecimiento de una plataforma de multiples aplicaciones y estudios con ZIKV.
Esto abre la posibilidad de que la linea celular AaG2 pueda ser una opcién viable
para la produccion de virus puesto que con los experimentos realizados en el
presente estudio se observo que la linea si es permisiva a la infeccion y que ademas
las fuerzas de adhesion de las células a las botellas de cultivo son muy débiles y
estas pueden desprenderse por accion mecanica aunque esto implique que la linea
se vea limitada debido también a que no puede ser utilizada para ciertos propositos
como la cuantificacion del virus por el método de titulacién por placa, pues como se
describid, la monocapa tiende a desprenderse con mucha facilidad al momento de
intentar retirar la metilcelulosa para tefiir la placa.

Las condiciones de trabajo de ambas lineas celulares manipuladas en el laboratorio
pudieron ser determinadas gracias a la recopilaciéon de datos de varios articulos y

bases de datos en las cuales se realizaba el crecimiento de las células Vero a una
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temperatura de 37 °C en una atmosfera de 95 % Aire y 5 % CO2 con Medio Minimo
Esencial (MEM) o Medio Eagle modificado de Dulbecco (DMEM) mientras que la
cantidad de SFB utilizado fue variando de 2-10 %. Siguiendo esta informacion se
hicieron diferentes pruebas experimentales en las cuales se utilizé una
concentracion diferente de SFB con el fin de poder determinar cual era la mas
apropiada para reducir costos, pero al mismo tiempo obtener cultivos confluentes
en tiempos razonables. Se determind que la concentracién factible para el estudio
en ambas lineas celulares era a 10 % de SFB esto debido a que los cultivos se
obtenian en un menor tiempo lo cual disminuia el riesgo de cualquier tipo de
contaminacion; ademas, se observé que con concentraciones menores las células
tardaban mas dias en crecer y esto ocasionaba un efecto en la morfologia de las
células con la consecuente pérdida de la confluencia (Barreto-Vieira, 2016).

En un estudio realizado por Barreto-Vieira y colaboradores en 2016 trabajaron con
células Vero las cuales infectaron con sangre de una muestra clinica positivo a
ZIKV, en dicho trabajo se encontraron grupos de particulas virales dentro de las
vesiculas citoplasmaticas, el diametro de estas particulas de virus promedié 50 nm.
Ademas de las particulas de virus envueltas, también se observaron nucleocapsides
que indicaban que se produjo replicacién viral, sin embargo, se requieren mas
estudios sobre los resultados encontrados lo cual lleva a que la facilidad de poder
tener condiciones estandarizadas para una linea que tiene precedentes de ser una
linea permisiva a la infeccibn es de apoyo para agilizar investigaciones
subsecuentes, en la actualidad la produccién del virus sigue presentando serias
limitaciones y esto conlleva un impacto relevante al momento de realizar mas
investigaciones que permitan conocer mas acerca de este virus ademas de limitar
la posibilidad de la produccién de un tratamiento o vacuna que permita tratar o
controlar la infeccion.

En México para el 2016 se pone en pie la primera declaratoria de emergencia
epidemioldgica para todas las entidades federativas del pais ante la presencia de
un numero elevado de casos autéctonos de infeccion por ZIKV, con el fin de

fortalecer y reforzar las acciones de atencidbn y manejo clinico, prevencién,
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promocién y control para reducir el impacto de la enfermedad entre la poblacion,
con énfasis en las mujeres embarazadas dada la presencia de nacimientos que
presentan sindrome congénito y casos de Guillain Barre confirmados con
antecedentes de infeccidon por ZIKV, no obstante, aunque el nUmero de casos para
2018 disminuye, la presencia de casos por ZIKV sigue siendo un problema de salud
actual dado que la ultima alerta epidemiolégica de infeccién por ZIKV fue dada el 18
de mayo por la OPS (Organizacion Panamericana de Salud), a pesar de esto los
trabajos realizados con cepas autdctonas han sido minimos, es por ello que se
espera que con el desarrollo de métodos de propagacion in vitro aislados de
muestras clinicas endémicas se de apertura a la investigacion para obtener mayor
informacion, sobre la capacidad infectiva de cepas de ZIKV circulante en México;
agilizando asi diversas investigaciones futuras que permitan caracterizar
genotipificar estas cepas. Con los experimentos realizados y bajo las condiciones
ya establecidas en este trabajo se ve de forma viable el manejo de la cepa con las
lineas celulares Vero y AaG2 obteniendo de estas un rendimiento similar en cuanto
permisividad de la infeccion por el virus, no obstante, la linea celular AaG2 requiere
de mayores cuidados y es una linea limitada para la cuantificaciéon del virus por
placa.

En algunas investigaciones anteriores se han buscado estrategias de propagacion
para la produccion de virus de diferentes partes del mundo, un articulo publicado en
el 2018 por Alexander Nikolay y colaboradores encontraron que la linea celular Vero
y una linea celular de mosquito que fue la linea C6/36 proveniente de larvas de
mosquito de Aedes Albopictus son lineas de las que se obtienen titulos apropiados
de ZIKV africano y brasilefio, aunque marca que para la cepa africana el manejo
con el mejor rendimiento es en células Vero y para la cepa brasilefia se obtuvieron
mejores resultados en células C6/36. Dicho trabajo pone de manifiesto las
diferencias que existen entre las diversas cepas de ZIKV y con ello la importancia
del presente estudio en el cual se puede sefialar que la linea celular VERO sefalada

en varias ocasiones como la linea estandar es una linea 6ptima para el manejo de
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las cepas de aislados de México dada la dificultad para mantener la linea AaG2
aunque se requieren de mas estudios para reforzar los presentes.

También es importante mencionar que si bien la linea celular Aag2 es una linea que
se comprobd es permisiva a la infeccion por ZIKV, y también es formadora de
placas, esta linea presenta algunas limitaciones y controversias al momento de ser
utilizadas ya que las células son muy poco tolerantes a la variacion de temperatura
dentro de la incubadora y es por ello que el crecimiento de esta linea celular fue
mas restrictivo en comparacion con la linea celular Vero, esto ademas implico
pérdidas de cultivos y un retraso significativo en su crecimiento, es ademas una
linea celular con una débil capacidad de adherencia lo cual puede ser una ventaja
si la investigacion pertinente se requiere evitar el uso de tripsina por cualquier sean
Sus causas puesto que para el pase y manejo de las células solo es requerido aplicar
un poco de fuerza dando unos ligeros golpes y posterior a ello las células se
desprenden, cualidad también que como se observé en los experimentos realizados
es poco favorable para realizar y utilizar la linea celular para titulaciones por placa,
ya que con el uso de metilcelulosa la titulacién por este método se vuelve muy
complicado.

En los ultimos afios se ha detectado un fendmeno que es cada vez mas recurrente
dentro de las infecciones por arbovirus a través de un vector y esta es la presencia
de coinfecciones, dado que se ha visto un aumento de casos clinicos en los que el
mismo vector transmite mas de un arbovirus. Esto toma una gran importancia para
tanto para el diagnéstico del paciente, como para la investigacion del virus y mas
importante aun para la produccién y replicacion del virus es por ello que hoy en dia
es de vital importancia conocer la procedencia y tener en la mayor medida posible
el historial de una muestra clinica ya que con ello poder descartar la probabilidad de
una confeccién. En un articulo publicado por Suwanmanee y colaboradores en 2018
se realizaron estudios sobre las coinfecciones en Tailandia se hicieron varios
analisis mediante pruebas seroldgicas (ELISA) con un nimero determinados de
pacientes y se encontrd 89.56 % fueron positivos para DENV, con la presencia de

infecciones duales con DENV y CHIKV para el 3.29 % y solo 0.61 % para casos con
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DENV y ZIKV Todos los pacientes infectados con CHIKV fueron positivos para
DENV, 4 casos con DENV-2 y 2 casos con DENV-3. El paciente infectado con ZIKV
fue coinfectado con DENV-1. Ademas, se observo que en el caso de pacientes con
infeccion por DENV una infeccion secundaria por DENV, 88.34 % entre los casos
positivos, 79.12 % entre todos los participantes, que esto sugiere que, aunque la
confeccion de ZIKV con DENV es minima esta puede ser probable, ademas de que
también con dicho estudio es posible decir que en la infeccibn natural entre
arbovirus por el vector DENV tiene la mayor capacidad infectiva y de adaptabilidad.
Durante el siglo XXI ZIKV ha infectado a miles de personas y se ha propagado en
gran parte de mundo. La introduccion de ZIKV tuvo un fuerte impacto en la salud
publica en México, y el manejo de las cepas de referencia y aislados de pacientes,
estuvo hasta hace poco tiempo, restringido a las Institutos de Salud de referencia;
es por ello que es de suma importancia identificar una linea celular susceptible, de
uso continuo, que permita el aislamiento y la identificacion del virus a partir de
muestras de pacientes para su produccion en titulos altos y, que permita la
realizacion de diversos estudios como las pruebas de susceptibilidad a farmacos y
estudios de atenuacidén o manipulacion en busca de vacunas candidatas. Ademas,
también permite hacer estudios de biologia molecular con fines de diagnéstico y
optimizar en determinado momento la prueba de reaccion en cadena de la
polimerasa con transcriptasa inversa en tiempo real (QRT-PCR) para detectar el
genoma viral; asi como para aislamiento del virus para estudiar la estructura de la
particula viral y su comportamiento y replicacion dentro de diversas estirpes

celulares.
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14. Conclusiones

Se generaron dos métodos para la estandarizacion del crecimiento in vitro de un
aislado clinico de ZIKV autéctono de México adaptado a condiciones 6ptimas en
cultivo, los cuales permiten obtener abastos virales suficientes para los estudios de
caracterizacion y comprension de los mecanismos inmunopatologicos de la

enfermedad y sus complicaciones.
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15. Perspectivas

Se sugieren mas experimentos para probar un método estandarizado de titulacion
por RT-PCR y eliminar el método de titulacion por placa que es de mayor trabajo y
considerar de gran importancia el origen de la muestra clinica para evitar trabajar

con coinfecciones.
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