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RESUMEN

La infeccion por el virus de Zika causa una enfermedad no grave caracterizada por sintomas
como fiebre, artritis, artralgia, erupcion cutanea y conjuntivitis leve; sin embargo, en
infecciones recientes fue asociado con problemas importantes tales como microcefalia en
bebés de madres infectadas y con el sindrome de Guillain-Barré, por lo que es necesario
estudiar su capacidad y su mecanismo de infeccion. El objetivo principal del proyecto fue
determinar la interaccion del virus de Zika con proteinas de membrana celular, por lo que se
determind la permivisidad de la linea celular BHK-21, que fue nuestro modelo de estudio en
este proyecto, a la infeccidn por el virus de Zika; tambien se determino la presencia de las
proteinas Axl, TIM-1y Tyro en las célulos y por ultimo se determind si estan proteinas
estaban involucrados como principales receptores para la entrada del virus de Zika en las
células BHK-21. En este trabajo se identificaron las proteinas Axl, TIM-1y Tyro-3 mediante
anticuerpos especificos y marcje con fluorescencia en células susceptibles a la infeccién por
el virus de Zika en las células BHK-21 para evaluar el bloqueo de los posibles receptores
para la entrada del virus de Zika ; también se realizo la incubacion con aticuerpos especificos
para cada uno de las proteinas previamente a la infeccion con el virus de Zika para evaluar
el blogueo de los posibles receptores para la entrada del virus. La observacion se realizo en
un microscopio de fluorescencia acoplado a un sistema de reconstrucccion 3D. Nuestros
resultados confirman la presencia de las proteinas Axl, TIM-1y Tyro-3, sin embargo, cuando
las células son infectadas a diferentes dosis virales, la sefial de las proteinas TIM-1 y Tyro-
se ve incrementada en comparacion con las células infectadas pero la sefial de la proteina AxI
no muestra diferencias significativas entra las células infectadas y las células no infectadas,
lo que nos permité concluir que la proteina TIM-1, mayoritariamentes, y Tyro-3 son
estimulados por la infeccion causada por el virus de Zika en las células BHK-21. Por otra
parte, la incubacién con anticuerpos especificos contra las proteinas Axl, TIM-1y Tyro-3
previamente a la infeccion viral, ya sea especificamente para un solo anticuerpo o bien en
combinacion de los anticuerpos, se observé una disminucién de la infeccion del virus de Zika
en las células BHK-21, esta disminucidn se observd mayoritariamente en presencia de los
anticuerpos de Axl'y TIM-1, por lo que nos lleva a la conclusion de que la entrada del virus
esta mediada principalmente por el receptor AxI pero con participacion del receptor TIM-1,
el cual podria estar llevando la interaccion entre el virion y la célula blanco para
posteriormente facilitar su entrada con el receptor Axl. Sin embargo, en ningun caso, el
bloqueo de las proteinas por medio de anticuerpos elimind la infeccion de manera completa,
por lo que es posible que haya mas moléculas que podrian funcionar como receptores para el
virus, ademas de las tres proteinas de superficie estudiadas en este proyecto.



1. INTRODUCCION

La fiebre del Zika es una enfermedad viral transmitida principalmente por mosquitos y
es causada por el virus de Zika. El cuadro clinico de la fiebre por Zika es inespecifico y puede
diagnosticarse erroneamente como otras enfermedades infecciosas, especialmente las
causadas por arbovirus como el dengue y el chinkungunya, sin embargo, consiste en fiebre
leve, sarpullido (principalmente maculopapular), dolor de cabeza, dolor en las articulaciones,
dolor muscular, malestar general y conjuntivitis no purulenta que ocurre entre dos a siete dias
después de la picadura del mosquito vector. Una de cada cuatro personas desarrolla sintomas,

los cuales generalmente son leves, y con una duracion de dos a siete dias *.

El virus de Zika es un virus transmitido por artropodos (arbovirus) del género Flavivirus
y la familia Flaviviridae. El virus se aislo por primera vez en un primate no humano en el
afio de 1947 y en mosquitos en el afio de 1948 en Africa 2. El virus de Zika se transmite en
humanos principalmente por la picadura de los mosquitos del género Aedes, principalmente
Aedes aegypti y Aedes albopictus. El virus de Zika ha sido detectado durante décadas en
Africa y Asia, pero en el afio 2007, se extendi6 principalmente por el Pacifico Norte,
Polinesia Francesa y Pacifico Sur, sin embargo, con mayor nimero de infecciones reportadas
fue en Ameérica, gracias a que la presencia de los vectores en regiones altamente pobladas y

tropicales donde las personas son susceptibles a la infeccion 2.

El virus de Zika fue considerado por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) como
un grave problema de salud publica ya que se incrementaron los casos de malformacion
congénita y trastornos neuroldgicos relacionados con el virus de Zika, tales como la

microcefalia, sindrome de Guillain-Barré, meningoencefalitis y mielitis 2.
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1.1 Epidemiologia

El virus de Zika se aislo por primera vez en 1947 en el Bosque de Zika en Uganda; a
partir de un mono Rhesus que formaba parte de un estudio de investigacion en busca del virus
de la fiebre amarilla. En 1948, el virus también se aislo de Aedes africanus y los primeros
casos reportados de infeccion en humanos se registraron en 1952, también en el continente
africano. Entre los afios 1951 y 1981, hubo evidencia de infecciones causadas por el virus
de Zika en humanos en Africa y Asia *°. El primer brote causado por el virus de Zika fuera
de Africay Asia fue en 2007, que se registrd en la Isla Yap, en el Pacifico Occidental. Durante
este brote la enfermedad se manifestd con los siguientes sintomas: conjuntivitis, erupcion en
la piel y artralgia por lo que al inicio fue confundido como chinkungunya o dengue, sin
embargo, en muestras de pacientes sospechosos se encontré el ARN del virus de Zika. Se
reportaron 49 casos confirmados y 59 no confirmados, sin hospitalizaciones ni muertes. En
2010, se reportaron algunos casos esporadicos de infecciones relacionadas con el virus de

Zika en paises del sureste de Asia, como Tailandia, Camboya, Malasia, Indonesia y Filipinas
6

Para los afios 2013 y 2014, se reportd una gran epidemia del virus de Zika en la
Polinesia Francesa, en la que se estima que aproximadamente el 11% de la poblacién buscé
tratamiento médico debido a la sospecha de una infeccidn por el virus; este brote se debié a
una relacién entre el bajo nivel de inmunidad preexistente contra el virus de Zika y una alta
poblacion de los vectores de mosquitos de esa area, sin embargo, la mayoria de estos casos
clinicos fueron similares al brote en la Isla Yap de 2007 y solo una pequefia fraccion se
reportdé como casos graves asociados con complicaciones neuroldgicas, tales como el
sindrome de Guillain- Barré. EI nimero de casos relacionados con el sindrome de Guillain-

Barré en la Polinesia Francesa aumentd aproximadamente 20 veces "8

El origen del virus de Zika dentro de la Polinesia Francesa es desconocido, pero esta
genéticamente relacionado con las cepas que se aislaron dentro de la Isla Yap en 2007 y de
Camboya en 2010. Al poco tiempo del brote de la Polinesia Francesa, el virus de Zika se

extendio a las islas vecinas en el Océano Pacifico Sur, entre las que incluye Nueva Caledonia,
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Islas Cook e Isla de Pascua. También hubo reportes de casos en otros paises lejanos como

Australia, Italia, Japon y Noruega °.

En 2015 se detecto la primera transmision autoctona del virus de Zika en la parte
noreste de Brasil, posteriormente se fue expandiendo en aproximadamente 14 estados
brasilefios, sin embargo, durante este brote el nimero de recién nacidos con microcefalia
aumento en areas afectadas por el virus de Zika. En el afio de 2016 de los casos notificados
de sospecha con microcefalia, algunos fueron diagnosticados errbneamente o se informaron
en exceso, por lo que gracias a este hallazgo, algunos estudios en la Polinesia Francesa
demostraron que hubo un aumento de casos de microcefalia y otras anomalias fetales después
del brote del virus de Zika en los afios 2013 — 2014 1°-12,

Gracias a la relacion filogenética entre las cepas asiaticas, oceanicas y sudamericanas
del virus de Zika, estas Gltimas asociadas aparentemente con la introduccién del virus en
Brasil por los participantes del “Va’a World Sprint Championship” y los viajeros asiaticos
durante la Copa Mundial de la FIFA 34, Por otra parte, en el afio 2015, el calentamiento
global y el cambio climatico asociado con el fendmeno meteorolégico “El nifio” en el norte
y el este de Sudamérica, pudieron haber acelerado la propagacion del vector y el virus de
Zika en Brasil °.

Desde el brote de Brasil, el virus de Zika se extendio a un ritmo alarmante en gran
parte de América Central y del Sur, y el Caribe la posibilidad del vinculo entre la microcefalia
con el virus de Zika, llevé a que la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) declarara a la
infeccion por el virus de Zika como una “emergencia de salud publica de nivel internacional”
en febrero del 2016 517, Para noviembre de 2016, hubo una tendencia a la baja de casos
relacionados con el virus de Zika en todos los paises y territorios que fueron afectados por el
virus en América, exceptuando México, Panama4, Islas Turcas y Caicos. Hasta el momento
son 20 paises de América que han reportado 2311 casos confirmados de sindrome congénito

asociado con el virus de Zika 18.
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1.2 Transmision

El virus de Zika, como otros flavivirus, se transmite por mosquitos principalmente
del género Aedes (Stegomyia); se ha aislado de Aedes africanus, Aedes luteocephalus, Aedes
aegypti, Aedes albopictus, Aedes furcifer y Aedes vittatus 12, sin embargo, dos especies de
este género A. aegypti y en menor proporcion A. albopictus fueron relacionados con la
mayoria de los brotes del virus de Zika, aparte de que son las Unicas especies conocidas de
Aedes en América, se encontré que ambas tienen una competencia baja como vector pero

similar para la cepa del virus de Zika del genotipo asiatico 2122,

A pesar de que ambas especies estan asociadas con los recientes brotes del virus de
Zika, se ha visto que A. aegypti tiene una mayor capacidad vectorial ya que se alimenta
principalmente de la sangre de humanos 2. Tanto A. aegypti como A. albopictus se
encuentran ampliamente distribuidos en las zonas tropicales y subtropicales, sin embargo A.
albopictus se encuentra en areas mas templadas que A. aegypti, por lo que esto hace gque sea

mas favorable para extender su rango potencial donde pueden ocurrir brotes 24,

La adquisicion del virus por mosquito probablemente ocurre durante una ingesta de
sangre; posterior a la absorcidn, el virus se replica y se transmite a un animal de reserva (que
puede ser el humano) en la proxima ingesta de sangre. Gracias a la identificacién del virus o
de anticuerpos contra el virus de Zika en varios primates no humanos y otros animales, se
sugiere que hay multiples especies de animales reservorios. También se sabe que el periodo
de incubacion del virus dentro del mosquito es de aproximadamente 10 dias 2. Existen otros
modos de transmision no vectorial del virus de Zika que incluyen: transmisién congénita,
perinatal y sexual; transmision por transfusion sanguinea, mordedura de animales y
exposicion en laboratorios; sin embargo, la transmision por vectores es la principal (figura
1).

-13-
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1.2.1 Transmision sexual

Hay varios informes de casos que indican que el virus de Zika se puede transmitir a
través del contacto sexual. En 2008 se reportd el primer caso de transmision sexual del virus
de Zika en Colorado, Estados Unidos; se trataba de un paciente que no habia viajado a
regiones endémicas y presentaba sintomas tipicos por una infeccion por el virus de Zika, sin
embargo la paciente informo que tuvo relaciones sexuales sin proteccion con su esposo, que
estuvo en Senegal y fue diagnosticada positiva para el virus de Zika 6. A partir de esto, hubo

varios reportes que indicaron que el virus de Zika podria ser transmitido por contacto sexual.

La mayor parte de los estudios han informado sobre la transmision sexual del virus
de Zika en mayor proporcién de hombres a mujeres, sin embargo, también se publico la
transmision sexual de mujer a hombre y de hombre a hombre 2~2°. Diversos estudios
sefialaron que el principal modo de transmision sexual es el coito vaginal sin proteccion con
un 96%, seguido de contactos orales con un 18% y anales con un 7.4% *°, por lo que, se
consider6 la transmisién sexual como una de las fuentes mas probables de infeccién. Los
pacientes que fueron infectados con el virus de Zika vivian en regiones que se encontraban
libres de mosquitos del género Aedes y tuvieron relaciones sexuales sin proteccion con

parejas que habian estado en areas infectadas por el virus de Zika y presentaban sintomas de
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la enfermedad, sin embargo, también hubo casos reportados de pacientes que involucraban

principalmente hombres asintomaticos (figura 2) 3.

B Argenting
B Chie

B francia

1 Nemara

B natia

Canada

Catadon £y "‘ \

Nrasil

Austraba

Figura 2. Paises que reportaron transmision sexual del virus de Zika del afio 2011 al afio 2016.

Tomado y modificado de Moreira et al.,2017 *,

El virus de Zika esta presente en el semen en niveles mas altos que en orina y sangre,
detectado a través del ARN viral, lo que indica que la transmision sexual es una de las rutas
mas relevantes de transmision del virus de Zika 2. Se ha encontrado que el semen de un
paciente fue positivo para el ARN al virus de Zika después de 6 meses del inicio de los
sintomas, aunque la particulas infecciosas solo se detectaron en el semen hasta 69 dias

después de la infeccion 333,

En un estudio en el que se incluyeron 150 pacientes, se encontré que s6lo en un
pequefio porcentaje de pacientes masculinos se detectd el ARN del virus de Zika dentro de
los 3 meses después de la infeccion por el virus *°. También se detecté el virus de Zika en
una muestra de mucosa cervical de una mujer que se recolectd 11 dias después de que inicio

la enfermedad, sin embargo, las muestras de orina y sangre no fueron positivas al virus. En
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estudios posteriores, se demostro que 1 de cada 50 mujeres infectados por el virus de Zika es

positiva para el ARN viral en secreciones vaginales 3,

1.2.2 Transmision secundaria

El virus de Zika puede detectarse en varios fluidos corporales tales como sangre, leche
materna, saliva, orina, sudor, lagrimas, semen y fluidos vaginales, esto sugiere una
transmision de modo secundario para el virus de Zika , lo que significa que el virus podria

transmitirse durante una transfusion sanguinea o bien durante la lactancia *’.

Las muestras de sangre de pacientes infectados son cominmente positivas para el
virus de Zika, sin embargo, tanto la viremia y el titulo viral son mas bajos en comparacion
con la orina o el esperma. En algunos estudios se ha reportado que aproximadamente el 28%
de los pacientes presentaron viremia, mientras que el 3% se mostré clinicamente
asintomatico. La mayoria de las personas infectadas por el virus de Zika son asintomaticas,

por lo que el riesgo de una infeccion por transfusion sanguinea es alta 3.

En el afio de 2016 se tuvo conocimiento de la transmision del virus de Zika por
transfusion sanguinea, lo que la convirtié en una preocupacion importante de salud publica,
esto llevd a la recomendacion de la deteccidn en donantes de sangre y productos sanguineos

para reducir el riesgo de transmision *°.

La leche materna se sugirié6 como posible modo de transmision para la infeccion por
el virus de Zika debido a tres casos clinicos, ya que se detecté mediante RT- PCR la presencia
del virus en la leche materna y se confirmo la infeccion en dos recién nacidos que fueron
amamantados. En estos casos se presentaron los sintomas de erupcion maculopapular sin
efectos adversos sobre el crecimiento o funcion cerebral del producto, los datos de estos
estudios sobre la transmision por leche materna son escasos, por lo tanto, se necesita una
mayor recopilacion de datos clinicos para un mejor analisis. Por otra parte, la OMS no impuso
restricciones para la lactancia materna y dio la recomendacion de iniciar la lactancia después

de 1 hora posterior al parto “°.
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Una buena opcidn para la deteccion del virus de Zika es la saliva. Un estudio encontrd
que aproximadamente el 57% de las muestras recolectadas resultaron positivas para el
antigeno del virus de Zika. La deteccion del virus en saliva fue mayor que en la sangre, lo
que sugiere que las glandulas salivales son sitios para la replicacion del virus de Zika que
pueden ser una fuente de transmision del virus, asi como desempefiar un papel importante en
brotes esporadicos en areas no endémicas. También se detectd el virus en muestras de saliva
hasta 29 dias después del inicio de la enfermedad, donde permanece detectable por mas

tiempo que en la sangre 4142,

El virus de Zika se encontrd en la mayoria de las muestras de orina en un estudio de
investigacion. EI ARN viral se detectd hasta 20 dias después del inicio de los sintomas,
periodo mayor comparado con las muestras de sangre. También ha habido informes de
deteccion tardia del ARN del virus de Zika en la orina, por lo que se sugirio la posibilidad de
una replicacion viral dentro del tejido renal. El virus de Zika en la orina sigue siendo
infeccioso pues se obtuvieron varios aislamientos de muestras de orina. A pesar de estos
datos no hay casos documentados de infeccion ante una exposicion a la orina, sin embargo,
esto no significa que no se debe considerar a las muestras de orina como una fuente potencial

de infeccidn y tratarse como material de riesgo bioldgico (Tabla 1) 4344,

Tabla 1. Deteccion del ARN del virus de Zika de diferentes tipos de muestras

Tipo de muestra Técnica de deteccion Tiempo de la deteccién
Aproximadamente dentro de los 5 a 7 dias
Sangre gRT-PCR ’ . i
después del comienzo de los sintomas
S gRT-PCR y deteccion basada en Aproximadamente dentro de los 5 a 6 dias
uero
anticuerpos después del inicio de los sintomas
El ARN del virus de Zika fue detectado hasta 62
Semen gRT-PCR i . . .
dias después del comienzo de sintomas
) Aproximadamente dentro de los 15 dias después
Orina gRT-PCR o i
del inicio de los sintomas
) El ARN del virus de Zika fue detectado hasta 20
Saliva gRT-PCR . . o .
dias después del inicio de los sintomas

Tabla tomada y modificada de Sharma and Lal.,2017 4
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1.2.3 Transmision intrauterina

La infeccion materna por el virus de Zika ha sido asociada a consecuencias adversas
fetales e infantiles que incluye microcefalia, anomalias cerebrales y déficits visuales y
auditivos, sin embargo, los mecanismos de la transmision congénita sigue sin aclararse
completamente #®47. La mayoria de las investigaciones sobre este problema se han enfocado
principalmente en la transmision materno-fetal transplacentaria del virus de Zika, esto se
debe principalmente a que la placenta juega un papel importante en la prevencion de la
transmision de patdgenos, considerando que actia como una barrera fisica gracias a la

respuesta inmune innata y adaptativa materna 4¢4°,

A pesar de que la placenta cuenta con dichas caracteristicas de proteccion no es capaz
de evitar todas las infecciones que pueden lleguen al feto y se pueden presentar de manera
congénita infecciones por Toxoplasma gondii y citomegalovirus, entre otros, debido a que
los patdgenos pueden eludir algunas funciones fisicas y de defensa de la placenta para
transferirse de tejidos maternos al feto *>°!; tomando en cuenta estos antecedentes, hay
estudios para tratar de explicar los mecanismos posibles por los cuales el virus de Zika es
capaz de causar una infeccion fetal y al mismo tiempo tratar de explicar los mecanismos
responsables de las secuelas adversas observadas entre los lactantes con infeccion congénita

por el virus de Zika como se muestra en la figura 3 2%,
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Figura 3. Vias utilizadas por los patégenos TORCH para traspasar la barrera placentaria.
Existen varias vias por las cuales el virus de Zika y otros TORCH (Toxoplasma gondii, virus de la rubéola,
citomegalovirus (CMV), virus del herpes simplex (HSV)) puede transmitirse verticalmente y pueden
infectar por diferentes vias o rutas dependiendo de la etapa gestacional. Tomada y modificada de Coyne
and Lazear.,2016. 17

1.3 Manifestaciones clinicas de la infeccion por el virus de Zika

El virus de Zika causa una amplia variedad de sintomas clinicos, en casos graves
puede causar enfermedades neuroldgicas, tales como el sindrome de Guillain- Barré en
adultos y microcefalia en bebés nacidos de mujeres que fueron infectadas con el virus de
Zika.

El periodo de incubacion del virus de Zika es de 3 a 12 dias y la enfermedad por lo
general suele ser leve, por lo que, las tasas de enfermedad grave y letalidad son muy bajas;
generalmente los sintomas de la enfermedad se resuelven entre los 2 y los 7 dias y tras la
primera exposicion, una persona desarrolla inmunidad y no vuelve a desarrollar la

enfermedad en el futuro 24,

-19 -



Aproximadamente del 20 al 25% de las personas infectadas por el virus de Zika
presentan sintomas, en estos casos, los sintomas mas comunes son erupcion macular o
papular, fiebre de 37.4 a 38 °C, artritis o artralgia, conjuntivitis no purulenta, mialgia, dolor
de cabeza, dolor retroorbital, edema y vomito °. Entre otros sintomas que se han observado
y que han sido asociados a infecciones agudas se incluyen nauseas, diarrea, ulceracion de la
membrana mucosa, dolor abdominal, prurito, trombocitopenia, hematospermia, dificultades

auditivas y sangrado subcutaneo °¢°9,

1.3.1 Complicaciones clinicas durante la infeccion por el virus de Zika

Las principales complicaciones causadas por el virus de Zika en mujeres embarazadas
incluyen microcefalia y otras malformaciones cerebrales en el bebé. Las infecciones en

adultos son asociados con el sindrome de Guillain- Barré (SGB) (figura 4) 5061,

La transmisidn vertical origina que un agente sea capaz de causar una enfermedad de la
madre al bebé en el Gtero o bien después del nacimiento; esto puede ocurrir a través de la
placenta, leche materna o por contacto directo durante el proceso del parto, sin embargo, para

que esto sea posible la madre debid ser infectada durante el embarazo (figura 4). 823,

Los Centros para el Control y la Prevencion de Enfermedades (CDC) de Estados Unidos
se informo de un caso en enero de 2016 en el que un bebé nacié con microcefalia en Oahu,
Hawai, resulté positivo para la infeccidn por el virus de Zika, y es probable que la madre se
haya infectado en mayo del afio 2015 y por consiguiente haya transmitido la infeccién al
bebé; en posteriores estudios esto fue apoyado gracias a que se detect6 el genoma del virus
de Zika junto con anticuerpos IgM especificos en el liquido amnidtico de dos mujeres
embarazadas de Brasil, 1o que mostr6 que el virus fue capaz de traspasar la barrera placentaria
para infectar al feto. En otras investigaciones enfocadas en el brote de la Polinesia Francesa
del afio 2013 reportaron que dos madres juntos con sus recien nacidos tenian el virus de Zika,
esto se confirmo por medio de la deteccion del genoma, demostrandolo que muestra una

evidencia mas de la transmision vertical %4,

-20-



El virus de Zika
infecta al mosauito
Aeodes

a2 . 4
Virus de  [EF — ’ %’\
Zika _{

l Mosquito a humano \ Humano a mosquito

Transmision sexual
—
Transmisién por
transfusion sanguinea Transmision vertical

—p

Dolor de cabeza/ Sebre

Conjuntivits

Los sintomas duran
de 7 a 9 dias, rara vez
las infecciones son
fatales

Sarpusdo

El virus de Zika puede

detectarse en sangre

orina, saliva, semen y
leche materna

Dolor muscular! artcutar

Transmision intrauterina es asoclada con
microcefalia (incidencia aproximadamente
del 20%)

Mecanismo potencial de patogénesis:
-Neurotropismo (aumento de la expresion receptores
para la union viral en las células neurales)
-Hipertrofia celular
-Aumento de la actividad de la caspasa I

-Respuesta inflamatoria aumentada
-Coinfeccién (dengue)

Desmislinizacién

Mielina sana

El sindrome de Guillain-Barré es asociado con la
infeccién por el virus de Zika

Figura 4. Complicaciones clinicas causadas por el virus de Zika. Hay diferentes modos de transmision
del virus de Zika, entre los sintomas que destacan la infeccion son: dolor de cabeza, fiebre, conjuntivitis,
sarpullido y dolor muscular/articular, sin embargo, el virus de Zika es asociado con dos condiciones clinicas
patoldgicas criticas (microcefalia y sindrome de Guillain-Barré). Tomada y modificada de Haque and
Pant.,2017 178,

La microcefalia congénita es una anomalia neuroldgica que se define como una
condicion en la que la circunferencia de la cabeza de un bebé al nacer es <-2 desviaciones
estandar (DE) por debajo de la media para el sexo, la edad y origen étnico, por otro lado, la
microcefalia severa se define para una circunferencia de la cabeza <-3 SD en comparacion
con los bebés de la misma edad y sexo gestacional 123, Alin no se conocen con claridad las
causas del desarrollo de microcefalia en la infeccidn por el virus de Zika, sin embargo, se
postula que se debe a la destruccidn dentro del Utero de neuroprogenitores, células neuronales
del feto y a la presencia de moléculas persistentes que se asocian a una respuesta inflamatoria;
también hay vias de sefializacion inflamatorias en las células progenitoras neuronales que
son cruciales para una respuesta inmune eficiente, por lo que, estas vias pueden ser activadas
por el virus de Zika dando como resultado una regulacién negativa dentro del ciclo celular,
un deterioro en la progresion del ciclo celular, al igual que una disminucion en la

proliferacion y apoptosis neuronal 73,
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Dentro de las infecciones congénitas, el virus de Zika se relaciona con la
ventriculomegalia, la cual es capaz de provocar hidrocefalia, que es un aumento de la presion
del liquido cefalorraquideo dentro de los ventriculos del cerebro humano. Un estudio
realizado en dos nifios, que tuvieron manifestaciones clinicas consistentes con el sindrome
congeénito por el virus de Zika, y con el antecedente de que las madres durante sus embarazos
experimentaron fiebre y erupcion cutanea en el segundo trimestre, al nacer presentaron
microcefalia, ademas de ventriculomegalia, atrofia cerebral grave y -calcificaciones

subcorticales, apuntando a un sindrome congénito por el virus de Zika 578,

Generalmente los sintomas en adultos se presentan como conjuntivitis, fiebre leve,
dolor de cabeza, erupcion cutanea y diarrea, sin embargo, también hay manifestaciones

clinicas como artralgia, sindrome de Guillain- Barré y anomalias cardiovasculares.

La artralgia se caracteriza principalmente por dolor en articulaciones causando
lesiones que afectan los ligamentos, bolsa o tendones que rodean las articulaciones y también
causa inflamacion de las articulaciones. El virus de Zika esta asociado con esta afeccion, que
se caracteriza por sintomas como el bloqueo de las articulaciones, pérdida del movimiento
de la articulacion e inflamacion articular. La patogénesis de la artralgia en pacientes con la
infeccion es desconocida, sin embargo, hay estudios que asocian la acreditacion de la
artralgia a la edad avanzada, como una enfermedad comorbilidad o la viremia en curso que

conduce a respuestas inmunes en pacientes infectados con el virus de Zika 6%,

En estudios recientes, se observo la relacion entre el virus de Zika y el sindrome de
Guillain-Barré, mostrando que ha aumentado el numero de casos en diferentes paises. El
sindrome de Guillain- Barré es una condicion desmielinizante en el que el sistema inmune
del cuerpo ataca el sistema nervioso periférico; esta condicion suele ocurrir unos dias después
de haberse expuesto al virus, parasito o incluso algunas bacterias, si esta condicion no se trata
de manera oportuna, un paciente puede morir por complicaciones, como infecciones en la

sangre, coagulos pulmonares, paro cardiaco y paralisis de los musculos ™72,
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Hay investigaciones en las que observo una correlacion positiva entre pacientes
adultos infectados con el virus de Zika y la posibilidad de desarrollar sindrome de Guillain-
Barré; el estudio fue realizado con 39 pacientes que tenian un diagndstico confirmado con
sindrome de Guillain- Barré después de que compararon el control de casos, observaron que
el mayor factor de riesgo del sindrome de Guillain- Barré en pacientes con el virus de Zika
fue una enfermedad aguda en los dos meses previos, por lo que debe haber una observacion
para la prevencion del virus de Zika en lugares epidémicos después de una enfermedad aguda

con bacterias o virus *1,

1.4 Genoma del virus de Zika

El genoma completo del virus de Zika de la cepa africana (MR 766) se secuencio por
primera vez en 2007. El genoma del virus de Zika esta formado por una molécula de ARN
de cadena sencilla con sentido positivo con un tamafio de aproximadamente 11 kb. Los
viriones tienen aproximadamente 60 nm de tamafio y son de forma esférica ">’*. El genoma
del virus contiene un Unico marco de lectura abierto (ORF) que codifica para una sola
poliproteina de aproximadamente 3400 aminoacidos; este marco de lectura esta flanqueado
por dos regiones no codificantes ubicadas en los extremos 5’ y 3’ del genoma viral con
aproximadamente 106 y 428 nucle6tidos de longitud respectivamente , como se muestra en

la figura 57°.

En comparacion con los ARN mensajeros celulares, el genoma del virus de Zika
carece de una cola poli A en el extremo 3°, sin embargo, termina con un di nucleétido CUon
conservado. La poliproteina codificada por el inico marco de lectura abierto es escindida por
proteasas celulares y virales en tres proteinas estructurales: la capside (C), la proteina de
premembrana/ membrana (prM/M) vy la de envoltura (E); ademas de siete proteinas no
estructurales (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4, NS4B y NS5). Estos sitios de escision siguen
patrones establecidos para otros virus transmitidos por mosquitos, por lo que los residuos de
cisteina dentro de la poliproteina estan conservados al igual que otros flavivirus, como se

observa en la figura 5B 776,
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Figura 5. Estructura y organizacion del genoma del virus de Zika. La particula del virus de Zika esta
constituida por una copia de una molécula de ARN de cadena sencilla con sentido positivo la cual esta
ensamblada por las tres proteinas estructurales (A). El genoma del virus de Zika esta constituido por un
marco de lectura abierto de aproximadamente 10 kb y que codifica tres proteinas estructurales y siete
proteinas estructurales, también esta compuesta por dos regiones no codificantes en los extremos 5 y 3°; la
escision de la poliproteina por la peptidasa celular se indica con tijeras mientras que la escisién por la
proteasa viral se indican por flechas y la fleca vertical negra junto con una linea punteada indica la escision
por la proteasa furina procedente del aparato de Golgi para la maduracion de la proteina prM a M (B).
Tomada y modificada de Abbink et al.,2018 y Neudeldt et al.,2018 77178

1.4.1 Proteinas estructurales y no estructurales del virus de Zika

Las tres proteinas estructurales participan principalmente en el ensamblaje de los
viriones. La proteina C se asocia con el ARN genémico y forma la nucleocépside de los
viriones, mientras que la proteina E media la union del receptor celular al virus, promoviendo
la fusion de los viriones con las membranas endosomicas de la célula blanco durante la
entrada viral 3. En cuanto a la funcion de prM, ayuda al plegamiento de la proteina E como
una especie de chaperona y asi evita la fusion prematura de las particulas antes de ser
liberadas de la celula infectada, la escision de la proteina prM en proteina M es lo que se

conoce como la maduracion de los viriones 778,
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Las proteinas no estructurales desempefian un papel en la virulencia, replicacion,
secrecion o patogenicidad y son los principales factores de seleccidn positiva del virus de
Zika. En cuanto a la proteina NS1, su estructura esta bien conservada en todos los flavivirus
y su deteccion mediante anticuerpos especificos se usa para el diagnostico de una infeccion
por flavivirus; su tamafio es de 46 a 55 kDa y existe como un monomero intracelular. El papel
que desempefia la NS1 glicosilada es vital para la replicacion viral y la modulacion de la
respuesta inmune de la célula blanco, diferentes sitios en esta proteina, (especificamente del
virus de Zika) son unicos de otros flavivirus. Estas modificaciones se seleccionan
positivamente, por lo que no se encuentra como un objetivo principal para tratamientos

debido a su alta tasa de mutacién 72,

NS2B es una proteina pequefia que funciona como activador para la proteina NS3,
mientras que NS3 contiene un dominio de proteasa viral y uno de helicasa, ambas funciones
vitales para llevar a cabo la replicacion viral. La proteasa viral cataliza la hidrdlisis de los
enlaces entre en NS2B- NS3, NS3-NS4A, NS4A-NS4B y NS4B- NS5, para formar las
proteinas maduras. La funcion de la proteasa NS3 es importante, y aunque algun inhibidor
podria reducir la formacion de los viriones y la infeccion, por ello es uno de los principales

objetivos de estudio para el tratamiento de enfermedades causadas por flavivirus®82,

NS4B es una proteina transmembranal responsable del anclaje del complejo de
replicacion, evasion de la respuesta inmune, tiene diversas interacciones especializadas con
factores de la célula blanco y un efecto antagonista sobre el interfer6n. Se han encontrado
inhibidores para NS4B para otros flavivirus, sin embargo, no han tenido efecto sobre la NS4B
del virus de Zika, por lo que aln esta en investigacion el desarrollo de inhibidores enfocados

en esta proteina del virus de Zika 8183,

La proteina NS5 tiene una actividad de metiltransferasa en el extremo N- terminal,
asi como un dominio de ARN polimerasa dependiente de ARN por lo que es esencial para la
replicacion viral y su tasa de mutacién. La metiltransferasa es esencial para el procesamiento

del ARN viral gracias a su actividad GTP- transferasa, mientras que su dominio de ARN
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polimerasa dependiente de ARN es vital para la formacion del iniciador de ARN y es un
objetivo para desarrollar farmacos ya que aparte de su funcion, se ha encontrado que hay una
variacion minima en este dominio en diferentes flavivirus, lo que pudiera significar que

compuestos similares deberian funcionar para diferentes flavivirus 8.

1.4.2 Replicacion del virus de Zika

La replicacion del virus de Zika es similar a otros flavivirus que ya fueron estudiados; el
virus penetra la célula hospedera a través de endocitosis mediada por receptores. Los
receptores de la membrana de la célula se unen a la proteina del virion maduro del virus de
Zika, desencadenando asi la endocitosis (figura 6, paso 2 y 3), gracias al ambiente acido que
se encuentra dentro del endosoma induce a cambios conformacionales de la proteina E y
permite que se fusione con la membrana endosémica, para poder liberar el genoma viral en

el citoplasma (figura 6, paso 6 y 7) 8%,

Posteriormente llega a la superficie del reticulo endoplasmico, donde se crea un entorno
molecular favorable para dar lugar a que continde la replicacion viral, al tiempo que evita la

sefializacion de respuesta al interferon 8687,

El genoma del virus de Zika es al mismo tiempo un ARN mensajero, por lo que, la
traduccion se inicia inmediatamente después de su liberacion; la parte N-terminal de la
poliproteina naciente contiene una sefial de localizacion hacia el reticulo endoplasmico, se
forma una poliproteina que posteriormente es escindida tanto por las proteasas celulares

como virales (figura 6, paso 8) 8%,

Tras el procesamiento de la poliproteina, el genoma viral se replica en la membrana del
reticulo endopladsmico, por actividad de las proteinas no estructurales, que forman un
complejo de replicacion; primero, la ARN polimerasa dependiente de ARN (proteina NS5)
copia el ARN positivo de cadena sencilla a una molécula de cadena doble, posteriormente la
helicasa del extremo C-terminal de NS3 desenrolla y remodela el ARN de doble cadena en

hebras de ARN de cadena sencilla con sentido positivo y negativo por separado.
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Posteriormente, la cadena sencilla con sentido negativo servira de molde para sintetizar el
ARN de doble cadena, por lo que se obtiene una vez mas un ARN de doble cadena que
nuevamente es desenrollada y remodelada por la helicasa de NS3, dando como resultado dos
cadenas sencillas de ARN individuales una de sentido negativo y otra de sentido positivo.
Por un lado, tenemos que el ARN de cadena sencilla con sentido negativo puede ser reutilizad
para poder sintetizar multiples moléculas de ARN de cadena sencilla y por otra parte, el
nuevo ARN de cadena sencilla con sentido positivo es metilado gracias a la metiltransferasa

del extremo N de NS5, lo que constituye el nuevo genoma viral (figura 6, paso 9) 879092,

La molécula de ARN de cadena sencilla en sentido positivo metilado, las proteinas
C, E y prM se ensamblan para poder formar los viriones inmaduros en el reticulo
endoplasmico, estos viriones inmaduros tienen un diametro aproximadamente de 60 nm con
la proteina C del lado interno de la membrana lipidica junto con la superficie trimérica de los

heterodimeros de E y prM (figura 6, paso 10) 2%,

Una vez ensamblados y formados los nuevos viriones, en esta etapa inmaduros, salen
del reticulo endoplasmico para entrar al aparato de Golgi y asi madurar en la red del trans-
Golgi, gracias a que hay una disminucién del pH, lo que favorece la reorganizacion del
heterodimero E-prM, que se encuentra en forma de trimero en el virién inmaduro para poder
estar en un conjunto de homodimeros de E en forma paralela a la superficie viral. Esta
reorganizacion estructural provoca la escision de prM por la proteasa de la célula hospedera,
furina, lo que induce la completa maduracion del virion. Esto reduce el didmetro del virion
de 60 nm a aproximadamente 50 nm e induce la exocitosis de la nueva progenie viral (figura
6, paso 10-13) 4%,
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Figura 6. Replicacién de los flavivirus. Los viriones de los flavivirus existen como una mezcla de
estructuras completamente maduras, parcialmente maduras y completamente inmaduras, esto va a depender
del grado de escision de la proteina pr/M (1). El virién se une a la superficie de las células susceptibles a
través de las interacciones de factores de unién o mejor conocidos como receptores (2), y esta unién es
seguida por interacciones con receptores secundarios y por clatrina o caveolina que median la
internalizacion a través de la endocitosis (3). Por otra parte, en presencia de anticuerpos no neutralizantes
(4), las particulas virales opsonizadas pueden internalizarse a través de endocitosis mediada por el receptor
Fcy (5). La acidificacion del endosoma desencadena la trimerizacion de la proteina E provocando la fusion
de la membrana viral con la membrana endosomal (6), liberando asi el genoma viral en el citoplasma (7).
El genoma viral se traduce y procesa antes de que comience la replicacion (8). Una vez obtenidas el nimero
de copias del genoma viral se recluta formando la nucleocapside (9), y el ensamblaje se inicia brotando en
el reticulo endoplasmico (ER) (10). Los virus inmaduros siguen la via secretora (11), en la que gracias a la
disminucion del pH de la red trans- Golgi desencadena la maduracidn a través de la escision de la proteina
prM mediada por la proteasa de furina (12). Los viriones nacientes son secretados de la célula y se libera pr
de la superficie viral (13). Tomada y modificada de Slon Campos et al.,2018 *®
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1.5 Interacciones entre el virus de Zikay la célula hospedera

El virus de Zika tiene un extenso tropismo y persistencia tanto en tejidos como en
fluidos corporales, esto puede ayudar a entender las manifestaciones clinicas y
epidemiologicas que han sido observadas. Existen diferentes lineas celulares que han sido
identificados para probar la infectividad de las cepas del virus de Zika, las cuales se muestran
en la Tabla 2. Dentro de las ventajas del uso de lineas celulares, se incluyen que son de facil
manejo y bajo costo, sin embargo, la mayoria de las lineas celulares se han modificado
genéticamente para su inmortalizacion por lo que una desventaja es no mostrar un perfil
molecular preciso en la infeccion del virus de Zika, por otra parte cuando se hace uso de las
lineas celulares para probar la infeccidon por el virus de Zika, los datos obtenidos deben
interpretarse con cuidado y tomar en cuenta factores como el nimero de paso del inoculo
viral, el sistema de cultivo celular usado y las especies usadas para la propagacion del virus
pues esto puede llegar a influir en el fenotipo observado .

El virus de Zika infecta y desencadena muerte en las células progenitoras neuronales,
aungue también es capaz de infectar en menor grado neuronas maduras, esta capacidad que
tiene el virus de Zika tanto de infectar como dafar a las células progenitoras contribuye al
impacto que tiene durante el desarrollo neuroldgico del cerebro. Los estudios en modelos
animales, han mostrado que el virus de Zika es capaz de causar una inhibicion en la
diferenciacion de células neuroprogenitoras, puede causar muerte celular y problemas en la
corteza cerebral %, También se observo, mediante la inoculacion intracraneal directa en
modelos de estudios de infeccion congénita que el virus puede causar un agotamiento de
células madre proliferativas en la zona ventricular, al igual que puede causar una interrupcion
de las neuronas piramidales corticoespinales. La infeccion de células de la cresta neural
puede producir citocinas inflamatorias que actian de manera paracrina que agotan las

reservas de las células progenitoras neuronales, promoviendo la apoptosis 10101,
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Tabla 2. Lineas celulares permisivas y para la propagacion del virus de Zika

Lineas celulares Tipo de células

293 T Linea celular epitelial de rifidn embrionario humano
A549 Linea celular de carcinoma de pulmén humano
ARPE19 Linea celular de epitelio pigmentado de la retina
Caco-2 Linea celular de adenocarcinoma colorrectal humano
COos7 Linea celular de rifién de mono verde africano
DF-1 Linea celular de fibroblastos de embridn de pollo
HaCaT Linea celular de queratinocitos humanos
HFL Linea celular de fibroblastos de pulmén embrionario humano
JEG-3 Linea celular de coriocarcinoma placentario humano
LNCaP Linea celular de adenocarcinoma de prdstata metastasico humano
PK-15 Linea celular epitelial de rifidn de cerdo
SF268 Linea celular de astrocitoma anaplasico humano
SH- SY5Y Linea celular de neuroblastoma de médula 6sea humana
C6/36 Linea celular derivada de la larva del mosquito Aedes albopictus
MOS61 Linea celular derivada del mosquito Aedes pseudoscutellaris
AP- 61 Linea celular derivada del mosquito Aedes pseudoscutellaris
BHK- 21 Linea celular de fibroblastos de rifion de bebé de hamster
LLC- MK2 Linea celular epitelial de rifion de mono Rhesus
Vero E6 Linea celular de rifién de mono verde africano

Tabla construida con los datos de las siguientes referencias: 102106

En estudios sobre infecciones en humanos se ha detectado el ARN del virus de Zika
en tejidos maternos y fetales que incluyen sangre del cordén umbilical, varios tipos de células
de placenta, liquido amni6tico y cerebro humano fetal y neonatal en desarrollo. También se
detecto la presencia del virus en cerebro y placenta de fetos humanos que fueron abortados
espontaneamente durante el primer y segundo trimestre. De igual manera, se ha demostrado
que el virus de Zika es capaz de replicarse en células de Hofbauer (macrofagos placentarios),
trofoblastos y celulas endoteliales, sin embargo, se ha demostrado que tanto la edad
gestacional y la variacion genética son factores de la madre infectada que pueden tener un
efecto de vulnerabilidad relativa para los tipos de células de la placenta y que sean

permisibles y susceptibles a la infeccion por el virus de Zika 53107108,
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Durante la infeccidn puede haber persistencia de virus infecciosos en varios fluidos
corporales (semen, saliva, lagrimas y orina) y 6rganos blancos inmunoprivilegiados (0jos,
cerebro y testiculos) y el tracto genital femenino. También se puede detectar en la cornea,
nervio optico y retina neurosensorial y el virus infeccioso se puede recolectar del liquido

conjuntivo humano 109110,

Se ha detectado el ARN viral en el moco cervical humano después de 11 dias que
iniciaron los sintomas, una vez que el virus ha sido eliminado de la sangre y orina; también
hay evidencia de la presencia del virus en secreciones vaginales durante mas de 11 semanas.
Hasta el momento, se ha encontrado que los fibroblastos uterinos humanos son susceptibles
a la infeccion por el virus de Zika, estos estudios pueden sugerir que una infeccion uterina

contribuya con la infeccion y dafio fetal 36111,

Estudios en modelos de ratones han demostrado que el virus de Zika en ratones
machos conduce a la infeccion de espermatogonias y células de Sertoli; destruye los
testiculos y reduce el recuento de espermatozoides mdviles, también se muestran niveles
bajos de hormonas sexuales asociados con la reduccion de la fertilidad, lo cual se debe
principalmente al dafio que hay en los testiculos 112113,

Con base en estudios previos en otros flavivirus, se han propuesto varias proteinas
como principales receptores responsables para la entrada del virus de Zika en la célula blanco.
En cuanto al sistema nervioso central se tiene el antecedente que son receptores
transmembranales tipo RMM (receptor de membrana de manosa) principalmente en
astrocitos y microglia. El receptor, DC-SIGN (dendritic cell- specific intercelular adhesion
molecule- 3- grabbing non- integrin) o CD209, se encuentran principalmente en las células

dendriticas, células perivasculares del sistema nervioso central y vasos cerebrales 114,

Los fibroblastos dermicos humanos, queratinocitos epidérmicos y células dendriticas
inmaduras también son permisivas para el virus de Zika, se han propuesto varios receptores
propuestos como son: DC-SIGN, Axl, Tyro-3 y en menor medida TIM-1, que son capaces
de permitir la entrada del virus, parece ser que el de mayor relevancia es el receptor AXL.

También se ha observado que el virus de Zika induce la transcripcion de los receptores TLR3,
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RIG-1 y MDAS5, asi como la estimulacion de varios genes en la activacion del interferén 8
entre los que se incluyen: OAS2, ISG15 y MX1 114115,
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2 ANTECEDENTES

2.1 Receptores celulares en la entrada del virus de Zika

Se han identificado varias moléculas de la célula que podrian servir como posibles
factores de union o receptores para la entrada de los flavivirus. La primera sugerencia han
sido los glicosaminoglicanos que incluyen el receptor de heparan sulfato. Se ha observado
principalmente en sus residuos de lisina en las posiciones 291 y 295 en el dominio Il de la

proteina E se ha implicado principalmente esta interaccion 16118,

Otra de las moléculas de mayor impacto es el receptor de adhesion intercelular
especifica de células dendriticas 0 mejor conocido como DC-SIGN o CD209; este tipo de
receptores se expresan principalmente en macréfagos y células dendriticas y se ha observado
que son los principales objetivos durante una infeccion del virus del dengue al igual que el
virus de Zika, sin embargo, también pueden hacer uso de un homélogo de los receptores en
células endoteliales del higado y ganglios linfaticos que se llaman DC- SIGNR, L-SIGN o
CD209L 115,119,120_

Dentro de los receptores identificados en la entrada de los flavivirus en la célula, estan
los receptores de fosfatidilserina (PS) que incluyen a las proteinas de las familias TIM y
TAM; estos receptores estan involucrados en la deteccion de la fosfatidilserina o en la sefial
de “coOmeme” en las membranas de las células apoptdticas, desencadenando la fagocitosis de
estas células muertas; ambas familias juegan un papel importante en la sefializacién inmune
debido a un dominio que se encuentra del lado del citoplasma. El virus del dengue y el de
West-Nile, entre otros muchos virus envueltos parecen utilizar en gran extension estos
receptores para el ingreso a la célula mediante un proceso llamado “imitacion apoptdtica”,
puesto que estos receptores son Unicos porque se unen a los fosfolipidos, por lo que se
hipotetiza que se unen a estos lipidos en lugar de glicoproteinas. De forma general, los
miembros de la familia TIM se unen de manera directa a los lipidos, mientras que los
miembros de la familia TAM se unen de forma indirecta, es decir utiliza ligandos como las

proteinas especifica de detencion del crecimiento 6 (Gas6) y la proteina S (ProS) 8115121-123
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2.2 Receptores TIM

Las proteinas de la familia TIM (inmunoglobulina transmembranal y dominio de
mucina) desempefian un papel fundamental en la regulacién de la respuesta inmunitaria que
incluyen alergia, asma, tolerancia al trasplante, autoinmunidad y respuesta a infecciones
virales 2!, Esta familia de proteinas consta de ocho miembros (TIM 1-8) en el cromosoma
de ratéon 11B1.1 y tres miembros (TIM-1, TIM- 3 y TIM- 4) en el cromosoma humano
5033.2; en estudios en los genes de esta familia de proteinas confirmaron que la expresion,

la funcion y la estructura de las proteinas TIM en ratones son ort6logos de los humanos 24
126

Los genes TIM codifican glicoproteinas de la superficie celular tipo | que tienen
caracteristicas estructurales similares, incluyendo un dominio en el extremo N-terminal
similar a las inmunoglobulinas (lg), un dominio de mucina con residuos O-glicosilaciones y
N-glicosilaciones cercanos a la membrana, también cuenta con un dominio transmembranal
y una regién citoplasmatica en la region C-terminal con motivos de fosforilacion de tirosina,

a excepcion de TIM- 4, como se observa en la figura 7 124,

Se ha demostrado que los receptores TIM-1, TIM-3 y TIM-4 son receptores que
reconocen la fosfatidilserina (PtdSer), la cual es un fosfolipido que se encuentra localizado
en la cara interna de la membrana plasmatica, pero se redistribuye y se expone en la
membrana externa cuando la célula sufre apoptosis, proporcionando esta sefial para
reconocer estas células y poder dar un componente esencial en la homeostasis tisular y una
regulacion inmune. Esta familia de proteinas TIM tiene un repertorio funcional para el
reconocimiento de células apoptoéticas, determinando si este reconocimiento a las células
apoptoticas conlleva a la activacion o tolerancia inmunitaria, lo cual depende de la molécula

TIM que esta involucrada al igual que la célula en la que se esta expresando 27128,
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Figura 7. Estructura de las proteinas de inmunoglobulina y dominio de mucina (T1M) de células T
humanas. L porcion extracelular de las proteinas TIM humanas esta altamente conservada, con dominio
N-terminal similar a la inmunoglobulina V (IgV) adyacente a un dominio similar a mucina, el cual esta
glicosilado en diferentes grados en las diferentes proteinas TIM, TIM-1 y TIM-4 tienen la mayor cadena
cantidad de cadenas de glicano. Las colas intracelulares contienen un motivo de fosforilacion de tirosina-
quinasa, también cuentan con un sitio de union a la fosfatidilserina en el dominio similar a la
inmunoglobulina V. Tomada y modificada de Angiari and Constantin,2014 8

Las moléculas TIM-1, TIM-3 y TIM-4 tienen diferencias en su estructura molecular
y sus patrones de expresion lo que sugiriere gue tienen funciones distintas en la regulacion
de las respuestas de las células T. TIM- 1 se expresa en células T CD4" activadas, en células
Th2 diferenciadas, también se expresa en mastocitos y a niveles bajos en una subpoblacion
de células B. Al inicio se describi6 que esta molécula era una proteina que se encontraba en
las células epiteliales renales las cuales al alza y son eliminadas después de una lesion en el
rifidn y juega un papel importante en la homeostasis de los tejidos al facilitar la eliminacion

de células apoptoéticas y necroéticas del tibulo lesionado 129131,
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La proteina TIM-1 se relaciond por primera vez con la entrada de un virus envuelto
como un receptor especifico para los filovirus, se observé que TIM-1 favorece la entrada del
virus a través de la unién con PtdSer, esto se debe a que cuenta con un domino de “bolsillo”
transmembranal que se une con este fosfolipido que se encuentra entre los dos bucles de su
dominio de inmunoglobulina. Se ha visto que los residuos conservados de aspartato y
asparagina estan involucrados en la coordinacion de un cation, formando puentes de
hidrogeno con los grupos fosfatos y serina de PtdSer; esta union en condiciones y funciones
nativas permite la eliminacion de células apoptoéticas y la regulacidn de células inmunes. Hay

varios virus que contienen PtdSer en la superficie del virion, 13213,

PtdSer

Glicoproteina

Anticuerpo

Figura 8. Modelo para la absorcién del virus mediada por fosfatidilserina. El virus brota de la
superficie celular después de la infeccion, incorporando la glicoproteina y PtdSer en la envoltura viral (A).
La captacion del virus por células adyacentes es posible gracias a la interaccién entre la PtdSer y los
receptores de la familia de proteinas TAM y TIM permiten mediar la entrada del virus (B). Gracias a las
condiciones dentro del endosoma permite que promueva la fusién entre la glicoproteina y la membrana
endosomal (C). Tomada y modificada de Moller-Tank et al., 2013 3
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Se ha demostrado que la proteina TIM-1 podria facilitar la infeccion de una amplia
variedad de virus envueltos que no se encuentran relacionados, pero que al unirse a PtdSer
asociada al virion, podria apoyar a la internalizacion del virus; entre las familias virales
involucradas en la entrada mediada por TIM-1 se encuentra filovirus, alfavirus, flavivirus y
algunos otros (figura 8). Hay un fenomeno que se denomina “imitacion apoptotica”, la cual
se describio por primera vez para el virus de la vacuna, sin embargo, durante este estudio no
se vio implicado ningun receptor celular mediado por PtdSer; también se ha comprobado que
la disminucion de PtdSer en la superficie de los viriones maduros genera la inhibicion en la
infeccion por lo que esto sugiere que TIM- 1 es muy importante para su absorcién a través

de la unién de PtdSer asociada al virion 123136137,

2.3 Receptores TAM

El nombre de esta familia de proteinas proviene de la primera letra de las tres
moléculas que lo componen Tyro- 3, Axl y Mer; pertenecen a la subfamilia de receptores de
las proteinas tirosina quinasas (PTK) y son fundamentales para mantener la supervivencia

celular y la homeostasis en mamiferos 138139,

De forma individual los receptores TAM se expresan en diversas células de forma
distinta. Por un lado, Tyro-3 se expresa en el sistema nervioso central, rifiones, ovarios y
testiculos; mientras que AxI se expresa de forma ubicua o en la mayoria de las células
humanas que se originan de fuentes hematopoyéticas, epiteliales y mesenquimales; y por
ultimo, Mer se expresa en ovarios, testiculos, préstata, pulmones, rifiones y en menor medida
en timo, bazo, higado, intestino delgado, colon y placenta. Los receptores TAM se encuentran
activos en: células presentadoras de antigeno, monocitos, células NK del sistema inmunitario,
osteoclastos en el hueso, células Sertoli en testiculos, células endoteliales, células vasculares

del musculo liso y células epiteliales pigmentadas de la retina 138140,

Las caracteristica estructural de esta familia de receptores es que tienen regiones

extracelulares que son sitios de union para su ligando, este dominio extracelular consta de

dos estructuras relacionadas con la inmunoglobulina y dos repeticiones de fibronectina tipo
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I1l, cada una en tandem, seguidas de un dominio transmembranal hidrofébico de un solo
paso, que es seguido por una porcién intracelular que incluye un dominio de tirosina cinasa,
varios sitios de fosforilacion y un motivo conservado que es un inmunoreceptor tipo ITIM.
Los tres receptores pertenecientes a la familia TAM se activan de manera dependiente de la
concentracion de la proteina Gas6 y de la proteina ProS1; ambas proteinas son solubles y
dependientes de la vitamina K. Las dos son proteinas solubles que comparten un 42% de
identidad proteica, no obstante, Gas6 activa todos los receptores TAM, mientras que, la
proteina ProS1 solamente activa Tyro-3 y Mer, como se observa en la figura 9 141143,
Célula apoptética

PR segmento externo
Virus envuelto

Dominio ¢ (7~ Carboxilacion dependiente

Fosfatidilserina Gla ) de vitamina K)

(normalmente incluida en el

A Dominios
interior de la membrana) |

EGF Ligandos TAM
Receptores TAM Dominio
SHBG

GAS6

Tyro-3
(Brt, Dtk, Rse, Sky, Tif)

Proteina S

Dominios
AxI lg
(Ark, Tyro7, Ufo)

Dominios
Mer

(Eyk, Nyk, Tyro12)

Dominio . Célula dendritica

. dg macrofago
tirosina Célula RPE
quinasa ! Célula diana para la

infecciéon

Figura 9. Receptores y ligandos TAM. Los receptores TAM son: Tyro-3, Axl y Mer, estos
receptores se expresan ampliamente en las células del sistema inmune, nervioso, vascular y reproductivo
maduro. Los ligandos de TAM (en color azul) son GAS6 y proteina S (Prosl). Sus dominios C-terminal
SHBG de los ligandos se unen a los dominios de inmunoglobulina (Ig) de los receptores, inducen
dimerizacién y activan las tirosinas quinasas. Cuando se carboxila en una reaccién dependiente de la
vitamina K, los dominios N-terminal Gla de los ligandos diméricos se unen a la fosfatidilserina que esta

expresada en la superficie de las célula apoptdtica o virus envuelto. Tomada y modificada de Lemke,2013
145

Los dos ligandos de los receptores TAM (Gas6 y ProS1), tienen dos caracteristicas
estructurales que son clave para sus actividades; la primera consiste de un dominio similar a
la globulina de unién a la hormona sexual en el extremo carboxilo terminal que esta

compuesto por dos dominios de laminina G, este dominio es el que se une a los dominios Ig
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de los receptores e induce a su dimerizacion y posteriormente a la activacion de la cinasa; la
segunda es un dominio Gla en su extremo amino terminal que se y- carboxila en presencia de
la vitamina K; ambos dominios ya mencionados se encuentran separados por cuatro dominios
de cuatro repeticiones de tipo EGF; el dominio Gla es rico en residuos de &cido glutdmico
cuyos grupos y- hidroxilo se carboxilan postraduccionalmente, que es una modificacion

dependiente de la vitamina K 13%.144.145

Debido a la y-carboxilacion de los dominios Gla los receptores TAM junto con sus
ligandos son capaces de unirse a PtdSer. La mayoria de las células, cuentan con la actividad
de un conjunto de P4- ATPasas mejor conocidas como flipasas, lo que asegura que este
fosfolipido se limite al lado interno de la membrana plasmaética, es decir, hacia el citoplasma;
debido a que estas flipasas se desactivan cuando PtdSer se expone en la superficie de la
membrana celular; normalmente este fosfolipido se expone en las células apoptoticas y es

una importante sefial para ser reconocidas por los fagocitos 146147,

El papel de los receptores TAM se ha relacionado con infecciones virales a través del
proceso de “imitacion apoptotica”, mencionado anteriormente y que diversos estudios
mostraron que la sefial PtdSer se encuentra en la superficie de la membrana extracelular de
varios virus envueltos que incluye el virus vacuna, citomegalovirus, el virus de la fiebre de
Lassa y el VIH; sin embargo, en el caso de los receptores de la familia TAM no funcionan
como receptores virales directos, debido a que, como ya se ha mencionado, co-participan con
dos proteinas (Gas6 y ProS1) que sirven como “moléculas puente”, actuando entre una

membrana que rodea la capside del virus y la células que el virus infectara 137.148:149,

Hay estudios que sugieren que la efectividad de la infeccion puede variar entre los
tres miembros de la familia TAM, esto puede relacionarse con las diferencias en su afinidad
de union entre el receptor y su ligando o su expresion diferencial. Ademas, se ha visto que la
unién a PtdSer es esencial para la eficacia de infecciosidad, que, en el caso de esta familia de
receptores TAM, ocurre a través del dominio Gla de sus ligandos (Gas6 y ProS1); en diversos
estudios se ha visto que la eliminacidn o la ausencia de este dominio no es indispensable para

la entrada viral mediada por PtdSer. De manera similar, mutaciones en los residuos de union
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de Gas6 de la proteina AxI, inhiben la adsorcion viral, por lo que esto indica que la eficacia
entre los complejos ligando/ receptor requiere tanto la union eficiente de PtdSer por el

ligando como la union del ligando por el receptor 120451,

Es importante recalcar que, en comparacion con la familia de proteinas TIM, la
sefializacion de la cola citoplasmética no es necesaria para mejorar la entrada viral en las
células hospederas, la familia de proteinas TAM necesita de su dominio PTK debido a que
es esencial para mejorar la infeccion viral. Se ha visto que el complejo Gas6/ AxI todavia
puede mejorar la union e internalizaciéon sin la actividad de la cinasa, sin embargo,
comparando con células que expresan de forma natural Axl esto se ve afectado de manera
significativa, debido a que la unién del ligando por los receptores y su asociacion con el
interferon tipo | conduce a una activacion de STATL1 y la induccion del supresor de la
sefializacion de citocinas, pues los virus utilizan esta via de sefializacion antiinflamatoria para
amortiguar la respuesta inmune y asi poder promover la replicacion. La sefializacion de los
receptores TAM desencadenan la interaccién con el ligando, la sefializacién se ve mejorada

por la presencia viral ayudando a facilitar la interaccion de los ligandos con los receptores
151-154

Se ha propuesto a Axl como receptor principal para la entrada del virus de Zika en
una amplia variedad de células, entre ellas, células endoteliales humanas, células madre
neuronales, astrocitos, microglia, células precursoras de oligodentrocitos., células
placentarias, explantes-citotrofoblastos, células endoteliales, fibroblastos y células de
Hofbauer en las vellosidades coridnicas, al igual que en células epiteliales amnidticas y

progenitoras de trofoblasto en membranas amniocoridnicas 1>1%,

Se ha visto que la eliminacion del receptor AxI en celulas progenitoras neuronales y
organoides no disminuye la infeccion por el virus de Zika o la muerte celular; del mismo
modo se pudo observar que la eliminacion de este receptor en ratones no elimina la patologia
del virus de Zika, lo que sugiere que AxI no es el receptor principal en este tipo celular.

Debido a que Axl es una molécula de sefializacion, hay probabilidades de que tenga multiples
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funciones involucradas en la infeccidn por el virus de Zika, en la que algunas sean favorables

y otras cuantas en contra de la infeccion viral 1617,

Como ya se menciono, el virus de Zika puede infectar células placentarias primarias
humanas y explantes de vellosidades corionicas, se ha demostrado que tanto los receptores
de las familias de proteinas TAM y TIM se expresan en estas células. Por un lado, TIM-1
tuvo una alta expresion en células donde la sangre materna perfundio la placenta que incluyen
la decidua basal y las vellosidades coridnicas vecinas, por otro lado, la expresion de Axl
como de Tyro-3 dependi¢ de tres variables: el donante del explante, la edad gestacional y el
tipo de célula; ademas al inhibir TIM-1 con un farmaco especifico de se logro inhibir parte
de la infeccidn viral, lo que sugiere que es uno de los probables receptores para la entrada del

virus en células placentarias 1.

Sin embargo, aun quedan por explicar muchas cosas sobre el papel de los receptores
involucrados en la entrada de la infeccién por el virus de Zika, ya que, a pesar de que hay
una especificidad tisular en la entrada viral y debido a su gran capacidad de infectar una
diversidad de tejidos y células puede haber receptores que alin no se han identificado o bien
aun quedan preguntas por responder acerca del mecanismo de infeccion con los receptores

ya estudiados previamente.

2.3 Incorporacion de la fosfatidilserina en la envoltura de los flavivirus y su interaccion
con los receptores TIM Y TAM

Los virus han desarrollado estrategias para contrarrestar los factores y funciones de
la célula hospedera y asi aseguran su entrada y replicacion exitosa. Se sabe que los virus usan
una estrategia denominada “imitacion apoptotica viral” esto significa que es una manera de
secuestrar el reconocimiento apoptotico esencial y los mecanismos de eliminacion por sus
propios medios. Este mecanismo describe que los virus imitan este proceso mediante la
inclusion de PtdSer dentro de su membrana o envoltura viral, o bien mediante vesiculas que
contienen este fosfolipido, las cuales derivan de la célula infectada o célula hospedera; este
es un mecanismo utilizado por muchas familias de virus para facilitar la union viral, la

entrada viral y la evasion del sistema inmunitario 2.
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El mecanismo que utilizan los virus para la incorporacion de PtdSer es critico, debido
a que usan diferentes medios para incluir este fosfolipido en un proceso que depende en su
mayoria del compartimento intracelular en el que se replican. Para los virus envueltos, la
inclusion de PtdSer se logra gemando a través de los organelos intracelulares o desde la
membrana plasmatica; esto se debe a que la membrana del reticulo endoplasmico es rica en
PtdSer, y, por lo tanto, es una excelente fuente de lipidos para los virus que buscan incorporar
este fosfolipido a su membrana. Entre los virus que usan este mecanismo de imitacion

apoptdtica estan los virus del dengue y de la vacuna (figura 10) 158:1°9,

Originalmente, este mecanismo se plante6 como una estrategia de evasion inmune
para explicar la infeccion silenciosa que emplea el virus de la hepatitis B, sin embargo, este
proceso se relaciond por primera vez con poxvirus, ya que este virus secuestra la maquinaria
de depuracion apoptoética de las células para poder promover la internalizacién viral. Gracias
a este hallazgo, se ha observado que la “imitacion apoptotica” viral puede facilitar la union,
la entrada y la evasidn para al menos 10 familias virales diferentes; es importante mencionar
que para muchos de estos virus se han propuesto que los receptores de fosfatidilserina
incluyen las familias TIM y TAM (figura 10) 123137.160,

Glicoproteina N

RE 2 viral e g
Adquisicion de [ \0/ B, \
fosfatidilserina en RE |l i A'Q: /b — > \"0 N, AXLor TYRO3
y brotan del lumen de ) 0 1, AVA“ ‘,. Q3 [ Clatrina
RE I a‘\ 38— 9y
Iy L ) I
/ & Fosfatidilserina ) 1 04 TIML. TIM3 or TIM4
y | flavivirus Entrada del virus

mediada por
clatrina

b g

Figura 10. Adquisicion de la fosfatidilserina en el Reticulo Endopldsmico. Durante la “imitacion
apoptotica, el virus envuelto adquiere la fosfatidilserina de la célula huésped y la incorpora a la membrana
viral. La fosfatidilserina expuesta en la superficie viral se une directa o indirectamente a los receptores de
fosfatidilserina como son la familia de las proteinas TAM y TIM, esto facilita la entrada del virus o la
infeccién. Para virus envueltos como los flavivirus que incluyen el virus del dengue, la unién de
fosfatidilserina en la superficie de la célula huésped induce la entrada del virus mediada por clatrina.
Tomada y modificada de Amara and Mercer,2015 %
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Dicho lo anterior, se ha observado un papel crucial de PtdSer y la mejora mediada
por los receptores TIM y TAM de la infeccidn por los flavivirus en general que sugiere que
este fosfolipido puede estar asociado con la superficie de las particulas virales. Hasta el
momento se sabe que la envoltura de los flavivirus se deriva de la membrana del reticulo
endoplasmico de la célula infectada y que esté enriquecida en PtdSer, lo que parece indicar
que los flavivirus podrian incorporar PtdSer en su envoltura viral cuando emergen del reticulo

endoplasmico 161162,

Mediante analisis estructurales se ha observado que los viriones maduros de los
flavivirus estdn compuestos por una nucleocapside rodeada por una bicapa lipidica que deriva
de la membrana de la célula infectada y que se encuentra cubierta de una glicoproteina
externa, lo que esto lo hace imposible de que PtdSer sea accesible a los receptores TIM y
TAM, sin embargo, hay estudios que demostraron que la estructura del virus del dengue es
dinamica, la cual puede ser alterada por los cambios de temperatura que se pueden encontrar
en el ambiente o de forma natural cuando el virus pasa de un mosquito a un hospedero
humano; los viriones del dengue que se producen en células de mosquitos a 28°C y son
expuestos a 34°C pueden mantener una conformacion clasica en espiga lisa como las
particulas maduras, no obstante, a temperaturas més altas los viriones podrian adoptar una
conformacién irregular la cual permitiria exponer zonas de la membrana viral y asi permitir

el acceso a los receptores TIM y TAM a la membrana viral (figura 11)63164,
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Figura 11. Posible mecanismo de exposicion de la fosfatidilserina en los viriones de los flavivirus. Las
particulas virales de los flavivirus a 28°C en células de mosquito tienen una conformacion lisa en espiga
cerrada que protege la envoltura lipidica del medio externo; tras un aumento de la temperatura estas
particulas se expanden adoptando una conformacion “irregular” lo que permite que sea accesible a la PtdSer
asociado al virién (A). Por otra parte, la escision ineficaz de la proteina prM por la furina celular conduce
a la liberacion de viriones inmaduros o parcialmente maduros (mosaico) por lo que la envoltura lipidica
estd expuesta al medio externo, esto permite que la PtdSer que esta asociada al virion es accesible para los
receptores de la familia de las proteinas TAM y TIM (B). Tomada y modificada de Perera-Lecoin et
al.,2013%

Otra posible explicacion para la inclusion de PtdSer en la envoltura de los flavivirus
en general y su posible interaccidn con los receptores TIM y TAM, es el hecho de que cuando
los viriones adquieren su envoltura lipidica durante la gemacion de la nucleocapside en el
reticulo endoplasmico, las particulas inmaduras tienen una superficie puntiaguda, donde se
disponen en 60 heterotrimeros de las proteinas E y prM, por lo que la proteina prM es
procesada proteoliticamente por la proteasa celular furina durante su transito a través de la
red de trans-Golgi, para que la obtencion de los viriones maduros. Este proceso no es

completamente eficiente y una cierta cantidad de la proteina prM sin procesar permanece
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asociada con viriones lo que puede conducir a la liberacion de una progenie de viriones
inmaduros, parcialmente maduros y otros completamente maduros. En andlisis estructurales
de particulas inmaduras revela una superficie puntiaguda compuesta por los heterodimeros
de prMy E, por lo que la envoltura viral podria estar expuesta en estas particulas inmaduras,
lo que puede contribuir en gran medida a la interaccion con los receptores TIM y TAM

(flgU ra 12)9294,165,166_

Transporte a la red de Trans-Golgi,
maduracion y exocitosis
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Figura 12. Adquisicion de la fosfatidilserina en las particulas virales de los flavivirus y la mejora
mediada por el receptor TIM y TAM de infeccién por flavivirus. Modelo de reconocimiento directo e
indirecto del virién por los receptores TIMy TAM (A). Representacion de la particula viral y su adquisicion
de la PtdSer al brotar del RE (B). Tomada y modificada de Meertens et al.,2012 153
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3. JUSTIFICACION

La infeccidn por el virus de Zika generalmente causa una enfermedad no grave, sin
embargo, en los brotes registrdndose en los ultimos afios se ha asociado con problemas
importantes como microcefalia en bebés de madres infectadas y con la aparicion del sindrome
de Guillain-Barré, por lo que la OMS declaro la fiebre de Zika como una emergencia de salud
publica de importancia internacional, poniendo en relieve la importancia de mejorar las
medidas para poder reducir la infeccién por el virus, particularmente en mujeres embarazadas
y en edad feértil; por ello es importante establecer modelos de estudio in vitro que estén al
alcance de los laboratorios y nos permita entender los mecanismos de infeccion y transmision

viral.
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Para establecer la capacidad del virus de Zika para causar infeccion en diferentes
linajes celulares es necesario estudiar las interacciones entre las moléculas de superficie
celular y los viriones. Se sabe que hay algunos elementos celulares que pueden facilitar los
procesos de entrada, replicacion y salida viral, por lo que la determinacion de estas moléculas,
con funcion de receptores y que permiten la entrada del virus de Zika a la célula servira de
base a futuros estudios encaminados al desarrollo de estrategias para inhibir su infeccién y
por lo tanto los efectos del virus. En este trabajo hemos planteado determinar si las proteinas
Axl, Tyro-3y TIM-1 estén involucradas en la infeccion por el virus de Zika en la linea celular
BHK-21.
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5. HIPOTESIS

Las proteinas Axl, TIM-1y Tyro-3 estan involucrados en la infeccion por el virus de
Zika en la linea celular BHK-21.

6. OBJETIVOS

6.1 Objetivo general

O Determinar la interaccion del virus de Zika con proteinas de membrana celular.

6.2 Objetivos especificos

O Determinar la permisividad y susceptibilidad de la linea celular BHK-21 a la
infeccion por el virus de Zika.

O Determinar si las proteinas Axl, TIM-1y Tyro-3 estan presentes en la linea celular
BHK-21.

O Determinar si las proteinas Axl, TIM-1y Tyro-3 estan involucrados en la entrada del
virus de Zika en la linea celular BHK-21.
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7. METODOLOGIA

7.1 Cultivo celular

7.1.1 Células C6/36

La linea celular C6/36, son células adherentes que provienen de la larva del mosquito
Aedes albopictus y es utilizada para la replicacion de los flavivirus, entre ellos el virus del
dengue y el virus de Zika. Se cultivaron en medio MEM en ausencia de HEPES y bicarbonato

de sodio y con 10% de suero fetal bovino (SFB), se incubaron a 27 °C sin CO2y sin humedad.

7.1.2 Células BHK-21

La linea celular BHK-21, son células adherentes y forman monocapa que provienen
del rifion de hdmster neonato. Se cultivaron en medio DMEM con 10% de SFB e incubadas
a37°CyCO:al 5%.

7.2 Propagacion del virus de Zika

Se utiliz6 la cepa del virus de Zika (ZIKV-Mex-2016 A) obtenida del Laboratorio
Central de Epidemiologia del Centro Médico Nacional “La Raza” (IMSS). El virus se
propagd en la linea celular C6/36, las cuales estuvieron a una confluencia del 80-90%. Se
cultivaron en medio MEM con 5% de SFB para reducir el nivel de replicacion celular durante

los dias de infeccion.

Cuando se observo efecto citopatico (formacion de vacuolas y lisis celular), se realizd

la titulacion viral y se almacend a -70 °C en alicuotas hasta su uso.
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7.3 Titulacion del virus de Zika

Se utiliz6 el método de unidades formadoras de placas (UFP). Se prepararon
monocapas confluentes de las células BHK-21 en placas de 12 pozos, mediante la adicién de
2.5 x 10° células por pozo, se incub6 a 37 °C, por 24 horas, la confluencia celular se observé
bajo el microscopio. Cuando se alcanzo la confluencia celular de aproximadamente 90%, las
células se lavaron dos veces con solucion amortiguadora de cloruro de sodio y fosfatos pH
7.2 (PBS).

Se prepararon diluciones seriadas del virus (factor 10) en medio MEM sin suero. Se
adicionaron 0.3 ml de cada dilucion a pozos individuales con las monocapas celulares. La
adsorcion del virus a las células se llevé a cabo por 60 minutos con agitacion suave. El
indculo viral se retird y las células se lavaron con medio MEM sin suero. Posteriormente se
adiciond una mezcla de agarosa y medio MEM con SFB al 10% a cada pozo. Las placas se
mantuvieron a 37 °C durante 3 dias. Los cultivos se fijaron con acido tricloroacético al 10%
y se tifieron con cristal violeta al 1.25% en etanol 20%. Se conto el nimero de placas liticas
en cada monocapa celular tomando en cuenta la dilucién utilizada para realizar el célculo de
las unidades formadoras de placas/ ml de acuerdo con la siguiente formula: [(No. de placas)

/ (Vol. De in6culo ml)] x (inverso de la dilucion) = PFU/ml.

7.4 Susceptibilidad y permisividad de la linea celular BHK-21

La identificacion de la infeccion por el virus de Zika se determind por
inmunofluorescencia mediante el uso de un anticuerpo que reconoce intermediarios de
replicacion de doble cadena de RNA presentes en las células infectadas por virus con genoma
de RNA de cadena sencilla, se prepararon monocapas de células sobre camaras-portaobjeto
de 8 pocillos (Nunc Lab-Tek™ II, Thermo Scientific), se adicionaron de 2.4x10° células por
pozo e incubaron a 37 °C por 24 h.

Se prepararon diluciones seriadas del virus (10 hasta 10!, factor 10) en medio
DMEM sin suero y se adiciono cada dilucién a los pozos individuales con las monocapas

celulares. Se retiro el inoculo viral después de 1 h de adsorcion, posteriormente se adiciono
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DMEM con SFB al 10% a cada pozo y se incubd a 37 °C durante 24 h. Los cultivos se fijaron
con paraformaldehido al 4%, se permeabilizaron con PBST/ Triton X-100 al 25%, se
bloguearon con PBST/ BSA al 1%. Los cultivos se incubaron con el anticuerpo primario 1gG
de raton anti-RNA de doble cadena [rJ2] (Kerafast, ES2001) a una dilucion 1:60 durante toda
la noche a 4 °C. Este anticuerpo reconoce intermediarios de replicacion de doble cadena de
RNA presentes en las células infectadas por virus con genoma de RNA de cadena sencilla.
Transcurrido el tiempo se lavo con PBST/BSA 1%, se adicion0 el anticuerpo secundario de
conejo anti-IgG de ratén marcado con CFL 488 (Santa Cruz Biotechnology, sc-362259) a
una dilucion 1:200 y se incubO durante 2 h. Los ndcleos se tifieron con Hoechst 33342
(Invitrogen, H1399) a una dilucién 1:1000, incubando a temperatura ambiente de 10 a 15

min.

Se analizd con un microscopio invertido Zeiss, modelo Axio Observer A2, equipado
con epifluorescencia con filtros de excitacion a 430, 488, 594 y 633 nm, con sistema de

seccionamiento oOptico utilizando iluminacion estructurada marca Zeiss modelo Apotome 2.

7.5 Identificacion de los receptores Axl, TIM-1y Tyro-3 en la linea celular BHK-21

La identificacién de los receptores Axl, Tyro-3 y TIM-1, se determind por
inmunofluorescencia mediante el uso de anticuerpos especificos para cada uno de los
receptores tanto en celulas no infectadas como en células infectadas. Se prepararon
monocapas de células sobre camaras-portaobjeto de 8 pocillos, se adicionaron 2.4x10°
células por pozo e incubaron a 37 °C por 24 h. Se prepararon las dosis a partir del titulo viral
diluidas en DMEM sin suero y se adicion6 cada dosis viral a los pozos individuales con las
monocapas celulares. Se retird el indculo viral después de 1 h de adsorcidn, posteriormente
se adicion6 DMEM con SFB al 10% a cada pozo y se incub6 a 37 °C durante 24 h. Los
cultivos se fijaron con paraformaldehido al 4%, se permeabilizaron con PBST/ Triton X-100
al 25%, se bloquearon con PBST/ BSA al 1%. Se incubaron con los anticuerpos primarios
siguientes: 1gG de cabra anti-Axl (R&D Systems, AF154), 1gG de raton anti-hTIM-1 ( R&D
Systems, MAB1750), IgG de raton anti-hnTYRO3/ DTK (R&D Systems, MABB859) a las

diluciones 1:200, 1:500 y 1:500, respectivamente. Se incubaron 16 h a 4 °C, transcurrido el
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tiempo se lavé con PBST/BSA al 1%, se adicionaron los anticuerpos secundarios anti-1gG
de cabra marcado con CFL 594 (Santa Cruz Biotecnology, sc-362274) y anti-lgG de ratdn
marcado con CFL 488 (Santa Cruz Biotechnology, sc-362259) a una dilucién 1:200. La
incubacion fue por 2 h en cada caso. Los nucleos se tifieron con Hoechst a una dilucion

1:1000 a temperatura ambiente de 10 a 15 min.

Se analiz6 con un microscopio invertido Zeiss, modelo Axio Observer A2, equipado
con epifluorescencia con filtros de excitacion de 430, 488, 594 y 633 nm, con sistema de

seccionamiento 6ptico utilizando iluminacion estructurada marca Zeiss modelo Apotome 2.

7.6 Bloqueo de los receptores en la linea celular BHK-21

Para confirmar la importancia de los posibles receptores involucrados en la infeccion
con el virus de Zika en la linea celular BHK-21 se realiz6 el bloqueo mediante el uso de
anticuerpos especificos para las proteinas Axl, TIM-1y Tyro-3. Posteriormente se determino
la cinética de infeccion viral por inmunofluorescencia mediante el uso de un anticuerpo
especifico que reconoce intermediarios de replicacion de doble cadena de RNA presentes en
las células infectadas por virus con genoma de RNA de cadena sencilla en células sin bloqueo
y en células infectadas con bloqueo de receptor. Se prepararon monocapas en placas de 96
pozos, mediante la adicion de 8x 10* células por pozo, se incubo a 37°C, por 24 horas,
transcurrido el tiempo las células se lavaron dos veces con solucion amortiguadora de cloruro
de sodio y fosfatos pH 7.2 (PBS). Se prepararon los anticuerpos anti-Axl, anti-hTIM-1, anti-
hTYRO3 en DMEM sin suero a una concentracion de 1 ug/ ml y se adicioné a los pozos
individuales con las monocapas celulares. En el caso de las células sin blogueo solo se agregd
medio DMEM sin suero, se incubaron por 1 h y se lavaron las células dos veces con PBS 1X.
Se prepararon las dosis virales a partir del titulo viral en medio DMEM sin suero y se adicion0
cada dosis viral a los pozos individuales con las monocapas celulares. Se retird el indculo
viral después de 1 h de adsorcidn, posteriormente se adicioné DMEM con SFB al 10% a cada

pozo y se incubd a 37 °C de 0 hasta 96 h.
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Para la cinética viral por inmunofluoresencia se realizo el protocolo que se describi6
en la determinacion de la susceptibilidad y permisividad de la linea celular BHK-21 a partir
de la fijacion de los cultivos. El seguimiento se hizo a los tiempos 0, 24, 48, 72 y 96 horas

posinfeccion (hpi).
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8 RESULTADOS

8.1 Replicacion del virus de Zika

Se replicéd la cepa ZIKV-Mex-2016 A en las lineas celulares C6/36 y BHK-21.
Primero se realizo la propagacion del virus en la linea celular C6/36. Como se observa en la
figura 13, a partir de las 24 hpi se puede observar el efecto citopatico, en comparacion con
las células no infectadas, las células infectadas presentan cambios en su morfologia como la
disminucion del tamafio celular, las células comienzan a tener una forma redonda, a partir de
las 72 hpi se observa que las células tienden a aglomerarse o formar grupos entre las células

adyacentes y se comienza a observar una mayor muerte celular.

A. Células sin infeccién a las B. Células a las 24 hpi C. Células a las 72 hpi
72h

Figura 13. Propagacion del virus de Zika en la linea celular C6/36. Control negativo observado a una
confluencia del 80% a las 72 horas de crecimiento (A). Células infectadas con el virus de Zika (80% de
confluencia; 60 pl in6culo viral) a las 24 hpi (B). Células infectadas con el virus de Zika (80% de
confluencia; 60 ul indculo viral) a las 72 hpi (C).

El sobrenadante se recolectd después de las 72 hpi y se utiliz6 para la replicacion del
virus de Zika en la linea celular BHK-21 como se muestra en la figura 14. A las 72 hpi se
puede apreciar que la morfologia celular cambia especificamente en el tamafio de las células,
se observan células redondeadas y mayor muerte celular en comparacion con las células no
infectadas. El sobrenadante se recolecto y se almaceno en tubos de 1000 pl a -70°C para su

uso posterior.
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A. Células sin infeccién a las 72 h B. Células a las 72 hpi

Figura 14. Replicacion del virus de Zika en la linea celular BHK-21. Control no infectado observado a
una confluencia del 80% a las 72 horas de crecimiento (A). Células infectadas con el virus de Zika (80%
de confluencia; 60 pl indculo viral) a las 72 hpi (B).

8.2 Titulacion del virus de Zika

La titulacién del virus de Zika se realiz6 a partir de ambos sobrenadantes de las lineas
celulares C6/36 y BHK-21 infectados, 72 hpi, mediante el método de formacion de placas
liticas y para este procedimiento se utilizé la linea celular BHK-21. En ambos casos, se
utilizaron diluciones seriadas (factor 10) que van desde 1072 a 10"%; como observamos en la
figura 15, para la linea celular C6/36 se obtuvo un titulo viral de 1.6 x10° UFP/ ml, mientras
que para la linea celular BHK-21 se obtuvo un titulo viral de 7.6 x10%° UFP/ml, como se

observa en la figura 16.

UFP — Rodeplacas)y s (1nverso de la dilucion)

mL (Vol. de in6culo)

UFP _ (8 placas) -6
mL [ (0.5 mL) ] X (10 )

UFP _ 1.6 x106
mL

Figura 15. Titulacion del virus de Zika en la linea celular BHK-21. Se muestra el resultado de la titulacion del

sobrenadante de las células C6/36 mediante el método de placas liticas. Se observa una placa de seis pozos con

células BHK-21 fijadas y tefiidas con cristal violeta, se muestra el control negativo y las diluciones seriadas del
indculo viral (10°-107) después de las 72 hpi (A). También se muestra la dilucion que se utilizo, que fue 107,
ademas de que se observa la formula aplicada y las operaciones para realizar el calculo del titulo viral (B).
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mL (Vol. de indculo)

UFP _

|:( 38 placas)
mL ' (0.5mL)

1 x (10°9)

UFP _ 7.6 x10°

mL

Figura 16. Titulacién del virus de Zika en la linea celular BHK-21. Se muestra el resultado de la
titulacidn del sobrenadante de las células BHK-21 mediante el método de placas liticas. Se observa células
BHK-21 fijadas y tefiidas con cristal violeta, se muestra el control negativo y las diluciones seriadas del
indculo viral (10-2-10?) después de las 72 hpi (A). También se muestra la dilucién que se utilizé que fue
10%, ademas de que se observa la formula aplicada y las operaciones para realizar el calculo del titulo viral

(B).
8.3 Susceptibilidad y permisividad de la linea celular BHK-21

Este trabajo de investigacion esta enfocado al estudio de la presencia de las proteinas
de membrana celular de la familia de receptores de fosfatidilserina como TAM (Tyro-3 y
AXI, principalmente) y TIM (TIM-1) y asi poder entender la interaccion que tienen durante
la infeccion del virus de Zika y sus células dianas, que en nuestro caso fue la linea celular
BHK-21. Ademas de observar en el microscopio el efecto citopatico que provocé el virus de
Zika en las células BHK-21, se realiz6 una inmunofluorescencia para detectar la
susceptibilidad y permisividad de las células, mediante el uso de un anticuerpo que detecta
principalmente moléculas de ARN de doble cadena, esto permitio identificar al virus de Zika

durante su replicacién en las células dianas que se utilizaron en el presente estudio.

En la figura 17 podemos observar una secuencia de fotografias que corresponden a
la infeccién del virus de Zika detectada mediante inmunofluorescencia con anticuerpos
especificos, en la cual se realizaron diluciones seriadas (factor 10) que van desde 107! hasta
107 (figura 17B- 17F). Comparando con un control de células sin infeccion (figura 17A),
se pudo detectar la infeccidn viral en las células BHK-21 a las 24 hpi, mostrando que hay

una mayor presencia viral, en color verde se muestran concentraciones virales mayores
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(figura 17F, 157E y 15D), y al igual que en la figura 13, se aprecio que las células tienden
amodificar la forma del nucleo (ndcleos se muestran de color azul), se observé aglomeracion
celular y también muerte celular que depende de la concentracion viral despuées de la

infeccion.

Este experimento nos permitié definir principalmente que la linea celular BHK-21 es
un buen modelo de estudio para nuestros posteriores experimentos, aparte de que el método
de inmunofluorescencia no solo permite identificar la presencia de los receptores sino
también a cuantificar la infeccion viral y por lo tanto, se puede determinar si estos receptores

estan involucrados en la entrada del virus de Zika.

A. Células no infectadas B. Células infectadas a la C. Células infectadas a la
dilucion 10 dilucién 10

D. Células infectadas a la E. Células infectadas a la F. Células infectadas a la
dilucion 10”7 dilucion 10 dilucion 103

Figura 17. Identificacion del virus de Zika. Se muestra la infeccion del virus de Zika en células BHK-21 la
cual se detect6 por inmunofluorescencia mediante el uso de anticuerpo especifico para identificar la infeccion.
Se tiene una poblacion de células BHK-21 no infectadas, se observaron a las 24 h y las cuales son control
negativo (A). Las células BHK-21 se infectaron con el virus de Zika a diferentes diluciones 10-*}(B), 10%(C),
107(D), 10-5(E), 103(F), y fueron observadas a las 24 hpi, observando que en las de menor dilucién viral hay
una mayor coloracion verde, que corresponde al anticuerpo secundario y en cada una de las diluciones se ve
el cambio morfoldgico de las células comparando con el control negativo y de acuerdo a la dilucion que se
obtuvo. Los nicleos tanto de las células del control negativo y de las células infectadas a diferentes diluciones
se tifieron con Hoechst 1:1000

8.4 Identificacion de los receptores en la linea celular BHK-21

Primero identificamos que la susceptibilidad y permisividad de las células BHK-21,
sin embargo, fue necesario determinar, si estos pardmetros estaban relacionados con la

presencia de los receptores, por lo que el siguiente paso fue identificar la presencia de la
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familia de las proteinas TAM (Tyro-3 y Axl) y TIM-1 en la linea celular BHK-21; esta
identificacion se realiz6 por inmunofluorescencia mediante el uso de anticuerpos primarios
especificos, los cuales reconocen a cada uno de los receptores que son el objetivo de este
estudio de investigacion. Como se observa en la figura 18, se identifico la presencia de los
tres receptores (Tyro-3, Axl y TIM-1) en las células BHK-21. Las proteinas que presentaron
una mayor intensidad de fluorescencia fueron TIM-1 y Tyro-3 (figura 18E y 18F,
respectivamente), mientras que Axl (figura 18D) se observa con una menor intensidad de

fluorescencia, en comparacion a las células control.

A. Células control negativo B. Celulas control negativo C. Células control negativo

D. Células tratadas con E. Células tratadas con F. Células tratadas con
anti-AxlI anti- TIM-1 anti- Tyro-3

Figura 18. Identificacion de las proteinas TAM y TIM. Se muestra la identificacion de los receptores Axl,
TIM-1y Tyro-3 en la linea celular BHK-21. Monocapas de células BHK-21 se incubaron con el anticuerpo
secundario 1gG de cabra acoplado con un fluorocromo rojo y a un IgG de ratén acoplado a un fluorocromo
verde, correspondiendo al control negativo (A-C). Por otra parte, otra poblacion de células BHK-21 dentro
del mismo ensayo, se incubaron con los anticuerpos especificos para las proteinas AXL, TIM-1y TYRO-3
respectivamente e inmunomarcadas con anticuerpos secundarios 1gG de cabra acoplado a un fluorocromo rojo
e 1gG de raton acoplado a un fluorocromo verde, respectivamente (D-F). En las diferentes condiciones los
nucleos de las células fueron tefiidas con Hoechst. Todas las condiciones fueron analizadas en un microscopio
invertido equipado con epifluorescencia y observadas con el objetivo 20x. Las imagenes se analizaron en el
programa Zen Blue 2.5.

Una vez que identificamos la presencia de las proteinas Axl, TIM-1y Tyro-3 en las células

BHK-21, decidimos realizar la identificacion de las mismas, pero en células infectadas con

diferentes dosis del virus de Zika. Después del analisis, podemos reportar que los tres
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receptores aumentan su sefial cuando las células se infectan, tanto con dosis de 0.01 y 1

UFP/células, como se puede observar en la figura 19

A. Células control negativo B. Células control negativo C. Células control negativo

D. Células sin infeccion E. Células infectadas a MOl i F..Células infectadas a MOI 1
tratadas con anti-TIM-1 0.01 tratadas con anti-TIM-1 | . tratadas’con anti-TIM-1'y

G. Células sin infeccion H. Células infectadas a MOI I. Células infectadas a MOI 1
tratadas con anti-Axl 0.01 tratadas con anti-Axl| tratadas con anti-Axl

J. Células sin infeccion K. Células infectadas a MOI L. Células infectadas a MQI 1
tratadas con anti-Tyro-3 0.01 tratadas con anti-Tyro-3 tratadas con anti-Tyro-3

Figura 19. Identificacion de las proteinas Axl, TIM-1y Tyro-3 durante la infeccion con el virus de Zika. Se muestran la
identificacion de los receptores Axl, TIM-1y Tyro-3 en la linea celular BHK-21 por inmunofluorescencia. Monocapas de células
BHK-21 se incubaron con el anticuerpo secundario 1gG de cabra acoplado con un fluorocromo rojo y a un 1gG de ratén acoplado
a un fluorocromo verd (A-C). Se muestran células BHK-21 no infectadas e infectadas a diferentes dosis virales (MOI de 0.01 y
MOI de 1) e incubadas con el anticuerpo especifico para la proteina TIM-1 e inmunomarcadas con el anticuerpo secundario 1gG
de ratén acoplado a un fluorocromo verde con el anticuerpo secundario IgG de cabra acoplado a un fluorocromo rojo (D-F). Se
muestran células BHK-21 no infectadas e infectadas a diferentes dosis virales (MOI de 0.01 y MOI de 1) e incubadas con el
anticuerpo especifico para la proteina Axl e inmunomarcadas con el anticuerpo secundario 1gG de cabra acoplado a un fluorocromo
rojo (G-I). Se muestran células BHK-21 no infectadas e infectadas a diferentes dosis virales (MOl de 0.01 y MOI de 1) e incubadas
con el anticuerpo especifico para la proteina Tyro-3 e inmunomarcadas con el anticuerpo secundario 1gG de ratén acoplado a un
fluorocromo verde (J-L). En las diferentes condiciones los nlcleos de las células fueron tefiidas con Hoechst (1:1000). Todas las
condiciones fueron analizadas en un microscopio invertido equipado con epifluorescencia y observadas con el objetivo 20x. Las
imagenes fueron analizadas en el programa Zen Blue 2.5.



Los datos se analizaron mediante ANOVA de una via en el programa GraphPad Prism
8. Como se puede apreciar en la figura 20, la proteina TIM-1 tuvo diferencias significativas
en ambas dosis virales cuando fueron comparadas con células sin infectar (figura 20A), por
otra parte, Tyro-3 solo tuvo diferencias significativas a una MOI de 1 en comparacién con
las células sin infectar (figura 20B); y por ultimo, el receptor Axl, no mostr6 en ninguna de

las dos dosis virales diferencias significativas en comparacion con las células sin infectar

(figura 20C).
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Figura 20. Identificacion de las proteinas TIM-1, Axl y Tyro-3 en células infectadas con el virus de
Zika. El receptor TIM-1 incrementa su sefial en ambas dosis virales en comparacion con las células control,
MOI de 0.01, P= 0.0001 y MOI de 1, P= 0.0002 (A). El receptor Tyro-3 presenta una sefial mayor a una
MOI de 1, P=0.0084 (B). El receptor AxI no presenta diferencias en su sefial en ambas dosis virales. Para
todos los datos se realiz6 una ANOVA de una via y la prueba de Wilcox-Mann-Whitney para analizar las
diferencias entre grupos de cada dato. Las barras de representan SEM) y se realizaron en el programa Prism
8, GraphPad.

8.5 Bloqueo de los probables receptores para el virus de Zika en la linea celular BHK-
21

Hasta este punto observamos que la infeccion por el virus de Zika en las células BHK-
21 aumenta sefiala presencia del de sus probables receptores sobre las células infectadas, pero
no sabemos si esto se debe a que el virus usa a estas proteinas de membrana celular como

principal receptor.

El principal objetivo de este trabajo de investigacion es estudiar el papel de estas tres

proteinas durante la infeccion del virus de Zika, por lo que, el siguiente experimento de esta
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investigacion fue incubar las células con anticuerpos especificos contra las proteinas TIM-1,
Axl o Tyro-3 para después realizar el ensayo de infeccion con el virus de Zika. Esta serie de
experimentos mostrara si la interaccion de los anticuerpos especificos con cualquiera de las
tres proteinas inhibe o bloquea su actividad como probable receptor para el virus en estas

células.

La primera condicion probada fue el bloqueo de estas tres proteinas de forma
individual mediante anticuerpos especificos. Se evaluaron cinco tiempos después de la
infeccion, desde las 0 hasta las 96 hpi. Como se muestra en la figura 21, cuando se infecto a
una MOI de 0.1 se registrd una disminucidn en la infeccion a 48 hpi, 72hpi y 96hpi, cuando
se incubaron las células con anticuerpos especificos contra la proteina Axl (figura 21A) y la
proteina TIM-1(figura 21B), sin embargo, se muestra una mayor diferencia significativa a
las 72 hpi en ambos casos, comparandolas con las células infectadas sin tratamiento con
anticuerpo. Para el receptor Tyro-3 (figura 21C), a la MOI de 0.1, la disminucion de la
infeccion a las 72 hpi es minima, no solo comparandola con las células infectadas sin
presencia de anti-Tyro-3, sino que también con respecto a las células que fueron incubadas

con anti-Axl y anti-TIM-1, respectivamente.

A Blogueo Axl (MOI 0.1) B Blogueo TIM-1(MOI0.1) C Bloqueo Tyro-3 (MOI 0.1)
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Figura 21. Bloqueo de las proteinas Axl, TIM-1y Tyro-3 y su efecto en la infeccién del virus de Zika a
MOI de 0.1. La incubacidn del anticuerpo especifco contra AxI disminuye la infeccion viral a la MOI de 0.1 en
tres tiempos después de la infeccién en comparacidon con las células infectadas sin bloqueo, 48 hpi (p=0.0001),
72 hpi (p=0.0001) y 96 hpi (p=0.0038) (A). La incubacion del anticuerpo especifico contra TIM-1 disminuye
la infeccion viral a la MOI de 0.1 en tres tiempos después de la infeccion en comparacién con las células
infectadas sin ningln bloqueo, a 48hpi (p=0.0001), 72 hpi (p=0.0001) y 96hpi (p=0.0257) (B). La incubacion
del anticuerpo especifico contra Tyro-3, presenta diferencias significativas con respecto a las células infectadas
sin blogqueo en un solo tiempo después de la infeccion, 72hpi (p=0.0056). Para todos los datos se realizé una
ANOVA de dos vias y la prueba de Bonferroni en el programa GraphPad Prism 8. Las diferencias significativas
entre cada condicion y el control se muestran en asteriscos, los cuales indican los valores de p. Los datos que se
muestran corresponden de tres experimentos independientes, cada uno realizado por triplicado.
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Por otra parte, como se observa en la figura 22, encontramos que cuando se infectd
a una MOI de 1, el anticuerpo contra Axl (figura 22A), disminuyé la infeccion en tres
tiempos postinfeccién de manera significativa en comparacion con las células infectadas sin
bloqueo. Para el bloqueo del receptor TIM-1 (figura 22B) a la misma dosis viral, observamos
que la infeccion disminuyd en cuatro tiempos postinfeccion lo que mostré diferencias
significativas en comparacion con las células infectadas sin bloqueo. Por ultimo, en el
bloqueo del receptor Tyro-3 (figura 22C) a la misma dosis viral, se observd que solo
disminuy6é la infeccion viral en dos tiempos postinfeccion mostrando diferencias
significativas en comparacion con las células infectadas sin bloqueo. Es importante resaltar,
que en las tres condiciones de bloqueo se observé una mayor disminucion de la infeccion
viral y una mayor diferencia significativa a las 72 hpi, siendo el tiempo méas representativo

en este analisis de datos.

A Bloqueo AxI (MOI 1) B Bloqueo TIM-1 (MOI 1) C Blogueo Tyro-3 (MOI 1)
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Figura 22. Bloqueo de las proteinas Axl, TIM-1y Tyro-3 en células infectadas con el virus de Zika a MOI
de 1. La incubacion del anticuerpo especifico contra AxI disminuye la infeccién viral a la MOI de 1 en tres
tiempos post-infeccion en comparacion con las células infectadas sin bloqueo, 24hpi (p=0.0001), 48hpi
(p=0.0001) y 72hpi (p=0.0001) (A). La incubacion del anticuerpo especifico contra TIM-1 disminuye la
infeccion viral a la MOI de 1 en cuatro tiempos post-infeccién en comparacion con las células infectadas sin
ningun blogueo, Ohpi (p=0.0018), 24hpi (p=0.0019), 48hpi (p=0.0001) y 72hpi (p=0.0001) (B). La incubacuén
del anticuerpo especifico contra Tyro-3 disminuye la infeccidn viral a la MOI de 1 en dos tiempos post-infeccion
en compracion con las células infectadas sin bloqueo,48hpi (p=0.0059) y 72hpi (p=0.0001). Para todos los datos
se realizo una ANOVA de dos vias y la prueba de Bonferroni en el programa GraphPad Prism 8. Las diferencias
significativas entre cada condicion y el control se muestran en asteriscos, los cuales indican los valores de p.
Los datos que se muestran corresponden de tres experimentos independientes, cada uno realizado por triplicado.
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Si bien, en estos resultados observamos que al bloquear los receptores, principalmente
Axl y TIM para ambas dosis virales, se mostraba un efecto sobre la infeccion por el virus de
Zika, la siguiente pregunta fue ;Qué efecto tendria si hay una combinacion de anticuerpos?
0 en otras palabras ¢Qué efecto hay sobre la infeccion, cuando se bloquean dos o tres
receptores a la vez?; por lo que el siguiente experimento que se realizo fue el combinar dos
0 tres anticuerpos para realizar el bloqueo de estos mismos receptores diana a la vez y asi
evaluar el efecto que hay sobre la infeccion viral comparando con células infectadas con el

virus de Zika sin ningun bloqueo de receptores.

Se realizaron las siguientes combinaciones de anticuerpos para el blogueo de los
receptores, los cuales se usaron para ambas dosis virales: AxI-TIM-1, AxI-Tyro-3, Tyro-3-
TIM-1 y AxI-TIM-1-Tyro-3. Los resultados para la MOI de 0.1 se muestran en la figura 23,
la mayoria de las combinaciones del bloqueo de los receptores tuvieron un efecto sobre la
infeccion por el virus de Zika, observando que la infeccidn viral disminuye gracias al bloqueo
de dos o tres receptores, los cuales presentan una diferencia significativa en cinco tiempos
postinfeccion (figura 23A, figura 23B, figura 23C), exceptuando la combinacion del
bloqueo de AxI-Tyro-3 (figura 23D) ya que este solo presenta diferencias significativas para

3 tiempos postinfeccion.

En el caso de la MOI de 1, los resultados se muestran en la figura 24, observamos
que el gue tuvo un mayor efecto sobre la infeccion del virus de Zika fue el bloqueo de los
receptores AxI-TIM-1(figura 24A), la disminucion de la infeccion viral se observé a partir
de O hpi hasta 96 hpi, puesto que presentaron diferencias significativas en estos puntos en
comparacion con las células infectadas sin bloqueo. Para el bloqueo de AxI-Tryo-3 (figura
24B) y el blogueo de AxI-TIM-1y Tyro-3 (figura 24D) presentaron diferencias significativas
y disminucion en la infeccion en 4 y 5 tiempos postinfeccion respectivamente, en
comparacion con las células infectadas sin bloqueo. Por ultimo, observamos que para el
bloqueo de Tyro-3-TIM-1 (figura 24C) solo present6 diferencias significativas vy

disminucion de la infeccion viral en dos tiempos postinfeccion.

-63 -



A Blogueo AxI,TIM-1 (MOI 0.1) B Blogueo Axl,Tyro-3 (MOI 0.1)
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Figura 23. Blogqueo de dos o tres receptores en células infectadas con el virus de Zika a MOI de 0.1
de manera simultanea. Se muestra el bloqueo de més de un receptor, que corresponden a la combinacién
de los receptores Axl, TIM-1y Tyro-3. El bloqueo de AxI/TIM-1 disminuye la infeccion viral a la MOI de
0.1 en los 5 tiempos post-infeccion en comparacion con las células infectadas sin bloqueo, Ohpi p=0.0097,
24hpi p=0.0001, 48hpi p=0.0001, 72hpi p=0.0001, 96hpi p=0.0001 (A). El bloqueo de AxI/Tyro-3
disminuye la infeccion viral a la MOI de 0.1 en tres tiempos post-infeccién en comparacion con las células
infectadas sin ningun bloqueo, 24hpi p=0.0006, 48hpi p=0.0001 y 72hpi p=0.0001 (B). El bloqueo de
Tyro-3/TIM-1 disminuye la infeccion viral a la MOI de 0.1 en cinco tiempos post-infeccidon en compracion
con las células infectadas sin bloqueo,0hpi p=0.0002, 24hpi p=0.0001, 48hpi p=0.0021, 72hpi p=0.0291 y
96hpi p=0.0004 (C). El bloqueo de AxI/TIM-1/Tyro-3 disminuye la infeccion viral a la MOI de 0.1 en 5
tiempos post-infeccién en comparacion con las células infectadas sin bloqueo, Ohpi p=0.0001, 24hpi
p=0.0001, 48hpi p=0.0001, 72hpi p=0.0001 y 96hpi p=0.0001(D). Para todos los datos se realiz6 una
ANOVA de dos vias y la prueba de Bonferroni en el programa GraphPad Prism 8. Las diferencias
significativas entre cada condicidn y el control se muestran en asteriscos, los cuales indican los valores de
p. Los datos que se muestran corresponden de tres experimentos independientes, cada uno realizado por
triplicado.

-64 -




UFR/um?

UFR/um?

A Blogueo Axl, TIM-1 (MOI 1) B Bloqueo Axl, Tyro-3 (MOI 1)

Wk

200 . 200
175 1755
1504 150+
125_ *kkk 5 125_
2
. . 100
100 wEkE %
75 754
50 50
25 T T T T T 25 I I T I T
0 24 48 72 96 0 24 48 72 96
Tiempo post-infeccién (h) Tiempo post-infeccién (h)
-o— Sin bloqueo - Bloqueo Axl, TIM-1 - Sin bloqueo -s- Bloqueo AxI-Tyro-3
C Bloqueo Tyro-3, TIM-1 (MOI 1) D Bloqueo Axl,TIM-1,Tyro-3 (MOI 1)
200 200
175 1754
150 150
™
125+ E 125
100 & 100-
=]
75 75
50 50—
25 T T T T T 25 T T T T T
0 24 48 72 96 0 24 48 72 96
Tiempo post-infeccion (h) Tiempo post-infeccién (h)
—e— 5Sin bloqueo —¢- Bloqueo Tyro-3, TIM-1 - Sin bloqueo -+ Bloqueo AxI|,TIM-1,Tyro-3

Figura 24. Bloqueo de dos o tres receptores en células infectadas con el virus de Zika a MOI de 1. Se
muestra el bloqueo de méas de un receptor, que corresponden a la combinacion de los receptores Axl, TIM-
1y Tyro-3. El blogueo de AxI/TIM-1 disminuye la infeccidon viral a la MOI de 1 en los 5 tiempos post-
infeccion en comparacion con las células infectadas sin bloqueo, Ohpi p=0.0006, 24hpi p=0.0001, 48hpi
p=0.0001, 72hpi p=0.0001, 96hpi p=0.0071 (A). El bloqueo de AxI/Tyro-3 disminuye la infeccion viral a
la MOI de 1 en cuatros tiempos post-infeccion en comparacién con las células infectadas sin ningun
blogueo, Ohpi p=0.0001, 24hpi p=0.0001, 48hpi p=0.0001 y 72hpi p=0.0001 (B). El bloqueo de Tyro-
3/TIM-1 disminuye la infeccion viral a la MOI de 1 en dos tiempos post-infeccidon en compracion con las
células infectadas sin bloqueo, 48hpi p=0.0001 y 72hpi p=0.0016 (C). El bloqueo de AxI/TIM-1/Tyro-3
disminuye la infeccion viral a la MOI de 0.1 en 5 tiempos post-infeccion en comparacion con las células
infectadas sin bloqueo, Ohpi p=0.0031, 24hpi p=0.0001, 48hpi p=0.0001, 72hpi p=0.0030 y 96hpi
p=0.0322. Para todos los datos se realizd una ANOVA de dos vias y la prueba de Bonferroni en el programa
GraphPad Prism 8. Las diferencias significativas entre cada condicion y el control se muestran en asteriscos,
los cuales indican los valores de p. Los datos que se muestran corresponden de tres experimentos
independientes, cada uno realizado por triplicado.
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En la mayoria de las condiciones, es decir, el bloqueo de los receptores Axl, TIM-1y
Tyro-3 de forma individual o bien la combinacion se observd en las gréficas, al hacer el
analisis estadistico, se determiné que hubo diferencias significativas en la disminucion de la
infeccion viral, la cual, de manera general fue mayor a las 72 hpi. El calculo de los porcentajes

de reduccion de la infeccion se muestra en la tabla 3.

Para todos los bloqueos que se realizaron en ambas dosis virales, a partir de las células
BHK-21 infectadas las cuales no fueron tratadas con ningun anticuerpo especifico para poder
bloquear los receptores Axl, TIM-1 y Tyro-3, se tomaron como células control para poder
compararlas con respecto a células BHK-21 tratadas con uno de los anticuerpos especificos
para bloquear los receptores ya mencionados. El promedio de las células control que se
obtuvo a las 72 hpi, fue considerado como el 100% de infeccion para calcular los porcentajes
correspondientes a la infeccion en células tratadas con anticuerpos para el bloqueo del

receptor del mismo tiempo postinfeccion.

En el ensayo de bloqueo del receptor AxI con infeccion a la MOI de 0.1, la infeccion
se redujo a 79%, mientras que a la MOI de 1 fue de 67% respecto al control sin anticuerpo.
En el caso del ensayo de bloqueo del receptor TIM-1 a la MOI de 0.1, la infeccion disminuyo
al 79% y a la MOI de 1, la infeccién fue de 65%, respecto al control sin anticuerpo. Por
ultimo, en el caso de Tyro-3, a la MOI de 0.1 la infeccidon se redujo marginalmente, llegando
solamente a 94% de infeccion, sin embargo, a la MOI de 1 la infeccion llego a abajo hasta el

75%. Estos resultados se muestran en la tabla 3.
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Tabla 3. Infeccion del virus de Zika en células tratadas con anticuerpos anti-Axl, anti-TIM-1y anti-
Tyro-3. Se muestra el porcentaje de infeccion promedio a 72 pi y la disminucion de la infeccién en células
BHK-21 en dos dosis virales (MOI de 0.1 y MOI de 1) previamente tratadas con anticuerpos especificos
contra Axl, TIM-1y Tyro-3 de forma individual.

Disminucién de la infeccion en

Anticuerpo Porcentaje de la Infeccion porcentaje
MOI 0.1
antiiLr;rpo 100% 0%
Anti-Axl 79% 21%
Anti-TIM-1 79% 21%
Anti-Tyro-3 94% 6%
MOI 1
Sin anticuerpo 100% 0%
Anti- Axl 67% 33%
Anti-TIM-1 65% 35%
Anti-Tyro-3 75% 25%

Cuando las células BHK-21 se trataron con dos o tres anticuerpos para bloquear mas
de un receptor a la vez previo a la infeccién, se observé lo siguiente: los anticuerpos contra
AxI/ TIM-1 a la MOI de 0.1 tuvo una infeccion del 75%, mientras que, para la MOI de 1 la
infeccion fue del 53%.; de los ensayos con anticuerpos contra Axl/ Tyro-3ala MOl de 0.1y
MOI de 1 se determinaron niveles de infeccion del 80% y 75%, respectivamente. Por otra
parte, para el bloqueo de Tyro-3/ TIM-1, observamos que para ambas dosis virales se obtuvo
aproximadamente el 80% de infeccidn disminuyendo aproximadamente solo del 10 al 20%
de la infeccidn viral. Por altimo, cuando las células se pre incubaron con anticuerpos contra
las tres proteinas, se determind que ambas dosis virales la infeccion se redujo a niveles de 81

y 83%. Estos resultados se muestran en la tabla 4.
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Tabla 4. Bloqueo de dos o tres receptores en células BHK-21 infectadas con el virus de Zika. Se
muestra el porcentaje de los promedios del tiempo 72hpi que corresponde a la infeccién y a la disminucion
de la infeccion en células BHK-21 en dos dosis virales (MOI de 0.1 y MOI de 1) previamente tratadas con
dos o tres anticuerpos para el bloqueo de los receptores Axl, TIM-1 y Tyro-3 de forma individual.

Disminucién de la infeccién en

Anticuerpo Porcentaje de la Infeccion norcentaje

MOI 0.1
Sin Anticuerpo 100% 0%
Anti- AxI/ TIM-1 75% 25%
Anti- AxI/ Tyro-3 88% 12%
Anti-Tyro-3/ TIM-1 89% 11%
Anti-Ax!/ TIM-1/ Tyro-3 83% 17%

MOl 1

Sin Anticuerpo 100% 0%
Anti- AxI/ TIM-1 53% 47%
Anti- AxI/ Tyro-3 75% 25%
Anti- Tyro-3/ TIM-1 80% 20%
Anti- AxI/ TIM-1/ Tyro-3 81% 19%

Después de hacer el andlisis de los resultados previamente presentados en las graficas
y tablas, se determind que el efecto que hubo sobre la infeccién del virus de Zika en células
BHK-21 blogueadas con uno, dos o tres receptores, fue mayoritariamente en aquellas células
BHK-21 que fueron tratadas con los anticuerpos Axl y TIM-1, ya sea de forma individual o
en combinacion entre ellos; mostrando una mayor frecuencia de diferencias significativas,
las cuales son las que se observaron con un efecto sobre la infeccion a partir de las 0 hpi hasta
las 96 hpi, esto quiere decir que el bloqueo de cualquiera de los dos receptores tiene un efecto
en la disminucién de la infeccidn viral, sin embargo, para el receptor Tyro-3, las diferencias
significativas fueron menores, teniendo un menor efecto en la disminucién de la infeccién

viral.
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9. DISCUSION

Como ya se ha mencionado, el virus de Zika es un arbovirus emergente, que se
transmite principalmente por la picadura de mosquitos del género Aedes, sin embargo, a partir
de los brotes en América en 2015- 2016, principalmente en Brasil, se observaron secuelas
clinicas graves convirtiendo a la infeccion por el virus de Zika en una emergencia de salud
publica con interés internacional, debido a que hubo un aumento dramatico de casos de
microcefalia y sindrome de Guillain- Barré que fueron relacionados con el virus y que fueron

reportados principalmente en regiones donde el virus de Zika es endémico °7.

Es importante realizar la estandarizacion de un modelo experimental para realizar
estudios sobre la infeccion por el virus de Zika, ya que es de suma importancia estudiar el
mecanismo de infeccion o los mecanismos que el virus de Zika infecta una amplia gama de
tipos celulares. Se ha reportado de que el virus de Zika puede ser propagado facilmente en
lineas celulares de mamifero, como VERO, BHK-21 y LLC-MK2, al igual que en lineas
celulares que son derivadas de células de mosquitos como C6/36, las cuales fueron utilizadas
dentro de este proyecto para la propagacion viral 18,

Los sobrenadantes se recolectaron de las 24 a las 72 hpi, ya que, a partir de las 24 hpi
se observaron cambios morfolégicos en las células; como ya se menciond, las células
adquirieron una forma redondeada o circular y a las 72 hpi se observé principalmente

desprendimiento y una mayor muerte celular.

Estudios aplicados para la investigacion en el campo de la virologia utilizan con gran
frecuencia el ensayo de las placas liticas debido a que es el “estandar de oro” que permite
cuantificar o determinar la cantidad de virus infeccioso que se encuentra en una muestra,
principalmente de sobrenadantes también es ampliamente usado el método de
inmunofluorescencia y fue el que usamos para la determinacion de los titulos virales
mediante la determinacion de focos fluorescentes y hacer una cinética de replicacion viral.
Para la identificacion del virus en las células utilizamos un anticuerpo monoclonal 1gG2a de

raton que identifica ARN de doble cadena, intermediario replicativo de virus con genoma de
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sentido positivo, en un segmento de mas de 40 pares de bases de longitud, esto significa que

permite identificar las células en las que el virus de Zika se esta replicando 169170,

Se realizo la estandarizacion de este método en nuestro modelo de estudio, que es la
linea celular BHK-21, estas células se infectaron con el virus de Zika en cinco diferentes
diluciones (factor 10) y se observaron a las 24 hpi. La marca del anticuerpo anti dsRNA se
observé en el citoplasma de las células infectadas. En diluciones menores, con mayor
concentracion viral, la sefial emitida o coloracion verde fue de mayor intensidad en
comparacion de aquellas diluciones mayores con menor concentracion viral, sin embargo, en
ambos casos se pudieron observar las diferencias morfologicas de cada uno, mostrando

muerte celular que es causada por la infeccion viral. 172,

El objetivo principal de nuestro proyecto fue determinar algunos aspectos de como el
virus de Zika ingresa en las células BHK-21, ya que es de suma importancia comprender los
mecanismos de infeccion para el virus de Zika, pues hasta el momento tenemos conocimiento
de que diferentes tipos de células, asi como de tejidos, permiten la entrada, replicacion y
salida del virus de Zika. En trabajos de Hamel et al., 2015, Meertens et al., 2012 y Perera-
Lecoin., 2013 84115153 transfectaron las proteinas Axl, Tyro-3 y TIM-1 en células
originalmente no permisivas demostraron que estas proteinas tienen un papel relevante para
la infeccion. En este trabajo lo que propusimos fue demostrar que las células BHK-21 son
susceptibles a la infeccion por la presencia de estas proteinas y que su blogueo por medio de

anticuerpos reduce la infeccion.

Como primera parte, se realizé la identificacion de las proteinas Axl, TIM-1y Tyro-
3 en las células BHK-21 mediante inmunofluorescencia. Se observé con mayor intensidad
de fluorescencia a la proteina TIM-1, seguido de la proteina Tyro-3, y en menor intensidad a
la proteina Axl. Los siguientes ensayos muestran que la infeccion de las células
probablemente estimula la presencia de estas proteinas en la superficie celular, lo cual se
muestra como el aumento de la sefial fluorescente para cada una de las proteinas analizadas.
Se observé que el mayor incremento de la sefial fue para la proteina TIM-1 con la infeccién

en ambas dosis virales, mientras que para la proteina Tyro-3 solo se observo el incremento a
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la MOI de 1, sin embargo, la proteina AxI no experimento cambios en su nivel de expresion
en las células infectadas; es importante mencionar que el incremento de la sefial solo se
evaluo a las 24hpi. El incremento de la sefial puede ser por dos razones, la primera es que la
intensidad de fluorescencia que se observa puede estar relacionada con la cantidad de
proteina que se encuentra en las células BHK-21, esto quiere decir que, probablemente la
infeccion causa una estimulacion para aumentar la expresion, tanto de TIM-1 como de Tyro-
3. La segunda razdn, si bien no se realizaron experimentos con respecto a la definicion del
papel de la PtdSer durante la interaccion de estas proteinas y su papel como receptores para
la entrada del virus de Zika y la inclusion de este fosfolipido en la envoltura viral del virus,
ya que en estudios como de Meertens et al., 2012 y Morizono and Chen.,2014 1°0153160 ‘han
identificado a este fosfolipido en la envoltura viral, principalmente en virus con envoltura
como el virus del dengue, virus del ébola, VIH, entre otros virus, y que debido a este
fosfolipido, la familia de los receptores como TAM y TIM reconocen al virus y permiten su
entrada a la célula huésped, ya que en ausencia de este mismo se ve una disminucién de la
infeccion viral, por lo que se considera que este incremento de emision de la sefial, podria
relacionarse con la inclusion de la PtdSer en la envoltura viral del virus de Zika y que al ser
reconocido o al interaccionar con las proteinas TIM-1y Tyro-3, provocando un incremento
de la sefial del receptor cuando las células estan infectadas en comparacion con las células
no infectadas, y como se menciond anteriormente, al incluir a este fosfolipido en su envoltura
ayuda a promover una mayor eficacia y eficiencia para la infeccion en células diana, ya que
en los experimentos del bloqueo de los receptores ya sea individual o en combinacion, la
disminucion de la infeccion fue con mayor frecuencia con la proteina Axl y al correlacionar
nuestros datos con los antecedentes podemos suponer que este incremento y con el aumento
de la sefial de las proteinas TIM-1y Tyro-3 se relaciona con que ambas proteinas son quienes
realizan la primera interaccion con el virus y posteriormente la proteina AxI es quien realiza
la entrada del virus a la célula huésped, como se observo en el trabajo de Hamel et al., 2015
115 'sin embargo, podemos dejarlo como una perspectiva para evaluar el papel de la PtdSer
en las células BHK-21 y considerar otras proteinas como posibles receptores para la entrada

del virus de Zika.
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Debido a estudios realizados en otros flavivirus, se ha podido describir una gran
variedad de probables receptores y factores de entrada, principalmente para el virus del
dengue. Estos antecedentes se tomaron en cuenta para poder dar inicio al estudio de los
principales factores de adhesion a la superficie o la membrana capaces de actuar como
factores principales para la entrada del virus de Zika en una amplia gama de tejidos y células;
entre los factores descritos que han sido de mayor impacto estan las moléculas DC-SIGN,
AxI, Tyro-3 y en menor medida TIM-1 . Para este trabajo, se consideré el mecanismo de
entrada del virus de Zika mediante su interaccion con los receptores de fosfatidilserina,
debido a que la principal funcion de ambas familias de proteinas de membrana celular es la
absorcion fagocitica que depende de la fosfatidilserina y la eliminacion de células
apoptaticas, pero que a su vez se ha visto que estos receptores participan como factores de
entrada de virus envueltos entre ellos el virus del dengue, como en el trabajo de Meertens et
al.,2012 3, por lo que se han considerado como principales factores de entrada para el virus
de Zika, lo que nos lleva a nuestro tercer objetivo, que fue determinar si los receptores Axl,
Tyro-3 y TIM-1 estan involucrados en la entrada del virus de Zika en la células BHK-21.

Nuestros resultados, mostraron la presencia de estas tres proteinas en las células
BHK-21 son importantes para la infeccion por el virus de Zika. Esto se demostro al realizar
un blogqueo de estas proteinas mediante el uso de anticuerpos contra los receptores de manera
individual. Se observé disminucién en diferentes grados de la infeccion, principalmente
cuando se bloquearon las proteinas Axl y TIM-1 y, en menor medida la proteina Tyro-3, lo
cual indica que, aunque pueden ser importantes de manera individual, la ausencia de una de
las proteinas puede ser sustituida por otra. Por otra parte, cuando se realiz6 el blogueo por
combinacion o conjunto de anticuerpos, se observé que el de mayor efecto sobre la
disminucion de la infeccion viral fue producido por la combinacion de AxI/TIM-1, seguido
de la combinacion de AxI/Tyro-3 y por ultimo la combinacion AxI/TIM-1/Tyro-3; estos
resultados nos sugieren en primer lugar que los receptores mayoritariamente Axly TIM-1, y
en menor cantidad el receptor Tyro-3 son factores de la membrana celular que intervienen en
la unidn entre el virus de Zika y la infeccion viral, ademas encontramos que la administracion
en conjunto de los anticuerpos AxI/TIM-1 tiene un mayor efecto en la disminucion o es decir,

hay una mayor inhibicion de la infeccion que es casi del 50% y en correlacion con nuestros
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resultados en el incremento de la sefial de TIM-1 por la infeccién por el virus de Zika, nos
lleva a la posible idea de que TIM-1 podria tener un papel de coreceptor, esto quiere decir
que cumpla la funcién como un factor de union para poder establecer en primera instancia,
el reconocimiento de la particula viral y ser un tipo de puente para poder transferir a este
virion a otro receptor que realice la funcion de internalizar al virus en la célula hospedera,
que en este caso podriamos considerar a la proteina AxI, si bien esto ya se ha reportado, en
estudios de Kondratowicz et al., 2011, Morizono y Chen.,2014 y Wang et al., 2017

principalmente para el virus del dengue, no es lejano considerarlo para el virus de
Zika153,160,172,173

En contraste con lo anterior, el hecho de que haya una mayor disminucién o inhibicién
de la infeccidn viral cuando esta presente o se administra el anticuerpo anti-Axl, debemos
considerarlo en primer lugar como el receptor con mayor importancia e impacto para la
entrada del virus de Zika en las células BHK-21, a pesar de que se ha visto que en modelos
de estudio en ratones, los receptores TAM no son necesarios para la infeccion por el virus de
Zika, trabajos como los de Begum et al., 2019, Hastings et al., 2017 y Meertens et al., 2012,
demostraron que AxI es un receptor primario principalmente para la entrada de flavivirus y
otros virus envueltos, no solamente en diferentes modelos de estudio sino en algunas células
con importancia tisular. De igual modo, considerando la participacion de Axl con TIM-1, se
ha reportado hasta el momento que los miembros de la familia TAM en general, son capaces
de interactuar y unirse a receptores no pertenecientes a su familia, mediante una
dimerizacion, esto quiere decir, que AxI podria reclutar moléculas como TIM-1 para poder
formar un complejo para permitir la entrada viral, sin embargo, esto ha sido considerado en
virus del dengue, por lo que aun nos faltarian mas experimentos para poder correlacionar
estos resultados y poder comprobar que AxI reclute en este modelo de estudio a la molécula
TIM-1 como una molécula cooperadora para la entrada del virus de Zika en células BHK-21

y posiblemente en otras células blanco para el virus 145:1°3157.174
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10. CONCLUSIONES

Nuestros resultados confirman que los receptores TIM-1, Tyro-3 y AxI estan
presentes en la linea celular BHK-21. Por otra parte, cuando las células son infectadas con el
virus de Zika, la presencia de las proteinas TIM-1 y Tyro-3 se incrementa en con
comparacion con las células no infectadas, algo que parece no ocurrir con la proteina Axl.
Esto sugiere que las proteinas TIM-1, mayoritariamente y Tyro-3 son estimulados por la
infeccion por el virus de Zika en la linea celular BHK-21.

Mediante el uso de anticuerpos especificos contra las proteinas Axl, TIM-1y Tyro-3,
ya sea con la administracion de un anticuerpo, especificamente Axl y TIM-1, o la
combinacidn de dos anticuerpos, AxI/TIM-1y Axl/Tyro-3, se observé una disminucién de la
infeccion del virus de Zika en las células BHK-21, lo que nos lleva a la conclusion de que la
entrada del virus estad mediada principalmente por el receptor AxI pero con participacion del
receptor TIM-1, el cual podria estar llevando la interaccion entre el virion y la célula blanco
para posteriormente facilitar su entrada con el receptor Axl. Sin embargo, en ningln caso, el
bloqueo de las proteinas por medio de anticuerpos eliminé la infeccién de manera completa,
por lo que es posible que haya mas moléculas que podrian funcionar como receptores para el

virus, ademas de las tres proteinas de superficie estudiadas en este proyecto.
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