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RESUMEN

La infeccidn por el virus de Zika (ZIKV), aunque generalmente se manifiesta como una
enfermedad leve caracterizada por fiebre, artralgia, artritis, erupcion cutanea y conjuntivitis,
ha sido vinculada a complicaciones severas como microcefalia en neonatos y sindrome de
Guillain-Barre, subrayando la necesidad de comprender en profundidad sus mecanismos de
infeccion. Este estudio presenta un enfoque innovador al investigar, por primera vez, la
interaccion del ZIKV con las proteinas de membrana AXL, TIM-1y TYRO-3 en células de
cérvix uterino humano (linea celular C33-A). Se utiliz6 la linea celular BHK-21 como
referencia y las células C33-A como modelo especifico, identificAndose las proteinas AXL,
TIM-1 y TYRO-3 mediante anticuerpos especificos y técnicas avanzadas de marcaje con
fluorescencia. Los resultados revelaron que estas proteinas se expresan en la superficie de las
células C33-A y que su sefial aumenta significativamente tras la infeccion, particularmente
para AXL, mientras que TIM-1 y TYRO-3 mostraron un comportamiento estable en los
ensayos. Los blogueos especificos con anticuerpos dirigidos a estos receptores, tanto
individualmente como en combinacion, lograron reducir la infecciéon viral de manera
significativa, siendo mas efectiva la inhibicién simultanea de los tres receptores. Sin
embargo, ningun tratamiento bloque6 completamente la infeccién, sugiriendo la
participacion de moléculas adicionales en el proceso de entrada viral. Este estudio sienta las
bases para entender los mecanismos de infeccién por ZIKV en el tracto genitourinario

femenino a través de la via sexual.
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ABSTRACT

Zika virus (ZIKV) infection, although generally presenting as a mild illness characterized by
fever, arthralgia, arthritis, rash, and conjunctivitis, has been linked to severe complications
such as microcephaly in neonates and Guillain-Barré syndrome, underscoring the urgent need
to deeply understand its mechanisms of infection. This study introduces an innovative
approach by investigating, for the first time, the interaction of ZIKV with the membrane
proteins AXL, TIM-1, and TYRO-3 in human cervical cells (C33-A cell line). The BHK-21
cell line was used as a reference, while C33-A cells served as a specific model. The proteins
AXL, TIM-1, and TYRO-3 were identified using specific antibodies and advanced
fluorescence labeling techniques. The results revealed that these proteins are expressed on
the surface of C33-A cells, with significant signal increases observed following infection,
particularly for AXL, while TIM-1 and TYRO-3 exhibited stable behavior in the assays.
Specific antibody-mediated blockade of these receptors, both individually and in
combination, significantly reduced viral infection with the simultaneous inhibition of all
three receptors proving to be the most effective. However, no treatment fully eliminated
infection, suggesting the involvement of additional molecules in the viral entry process. This
study lays the groundwork for understanding ZIKV infection mechanisms in the female

genital tract through sexual transmission pathways.
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1. INTRODUCCION

El virus de Zika (ZIKV) esta clasificado en el género Orthoflavivirus, dentro de la familia
Flaviviridae (Postler et al., 2023). Es transmitido al humano, principalmente por la picadura
de mosquitos del género Aedes, especialmente A. aegypti y A. albopictus. Se aisla por primera
vez en 1947 en un mono Rhesus en el Bosque de Zika en Uganda, lugar del que toma nombre

(Dick et al., 1952).

El ZIKV produce una enfermedad conocida como la fiebre de Zika, la cual se caracteriza
por un cuadro clinico inespecifico que comienza entre dos y diez dias después de la picadura
del mosquito (Musso & Gubler, 2016), y consiste en fiebre leve, exantema maculopapular
pruriginoso, cefalea, mialgias, artralgias, malestar general y conjuntivitis no purulenta que

suele resolverse en 5-7 dias (Bhardwaj et al. 2021).

Sin embargo, se han identificado cuadros graves como la microcefalia, presentada en
bebés cuyas madres se infectan durante el periodo de gestacion (Freitas et al. 2020), asi como
sindrome de Guillain-Barré (SGB) en adultos (Pérez-Cabezas et al., 2019). Estas
manifestaciones, aunadas a un aumento repentino de casos durante el inicio del siglo XXI,
llevaron a la OMS a declarar, en febrero de 2016, la infeccion por el ZIKV como una

“emergencia de salud publica de nivel internacional” (Martins et al., 2021, OMS, 2016).

Se ha identificado en diversos estudios la presencia del virus en moco cervical (Carrera
et al.,, 2014) (Prisant et al., 2016), lo cual sugiere que las células cervicales tienen
susceptibilidad a la infeccion y podrian jugar un papel importante en la transmision. Se
conocen diversos receptores celulares, como por ejemplo AXL, TIM-1y TYRO-3, los cuales

16



(aunque no estan presente en el moco celular) podrian estar relacionados con el ingreso del

virus a la célula 'y su posterior replicacion (Meertens et al., 2012; Xie et al., 2021).
1.1 Epidemiologia

El ZIKV es aislado por primera vez en 1947 en el Bosque de Zika en Uganda, a partir de un
mono Rhesus que formaba parte de un estudio sobre el virus de la fiebre amarilla. En 1948,
el virus también se aisla de Aedes africanus, y los primeros casos reportados de infeccion en
humanos se registran en 1952 en Africa (Dick et al., 1952). Entre 1951 y 1981, se evidencian

infecciones causadas por el virus de Zika en humanos en Africa y Asia (Hayes, 2009).

Por causas desconocidas el siguiente brote se presenta fuera de estos dos continentes,
en laisla Yap, en el Pacifico Occidental en 2007 (Musso & Gubler, 2016). Le sigue una gran
epidemia en la Polinesia Francesa alrededor del 2013-2014, donde se detectan los casos de
SGB. Posteriormente, el virus migra a regiones como Australia, Europa y Japon (Song et al.,

2017).

En 2015, se detecta la primera transmision autdctona del virus de Zika en el noreste de
Brasil (Zanluca et al., 2015). Durante este brote, aumentan los casos de microcefalia en recién
nacidos en las areas afectadas por el virus. Se cree que la introduccion del virus en Brasil se
asocia con participantes y viajeros a la Copa Mundial de la FIFA llevado a cabo ese afio en
Brasil, asi mismo, fendmenos como el calentamiento global y el fendmeno meteoroldgico
“El Nifio” pueden haber acelerado la propagacion del vector y por consiguiente del virus
hacia Ameérica Central, del Sur y el Caribe (Schuler-Faccini et al., 2016). En este mismo afio,
la OMS, declara la infeccion por el ZIKV como una “emergencia de salud publica a nivel

internacional”, la cual se desactiva a finales del mismo afio por el decaimiento de casos.
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Hasta el momento, en América se han reportado 999,884 casos al cierre del afio 2023 (PAHO,

2023).

1.2 Transmisién

Los flavivirus, y en particular el ZIKV, son transmitidos por mosquitos del género Aedes,
principalmente Aedes aegypti y Aedes albopictus (Diagne et al., 2015). Y si bien, esta es la
forma méas comuin, se han encontrado distintas formas como la materno-fetal, sexual y
contacto con material, fluidos y sangre contaminada. Ademas, por transfusiones y por
trasplantes con organos o tejidos contaminados, y el contacto con personal de laboratorio

diagndstico o de investigacion (Gregory et al., 2017).
1.2.1 Transmision por picadura de mosquito

Un estudio realizado por Cui y Franz (2020) elucida que el intestino medio del mosquito
hembra sirve como el sitio inicial de infeccion por ZIKV. El estudio identifica seis tipos
celulares distintos: células madre, enteroblastos, enteroblastos en diferenciacion, células
enteroendocrinas, enterocitos (EC), células similares a EC, células del cardias y células del
musculo visceral. Al alimentarse, los viriones entran en las células epiteliales del intestino
medio mediante endocitosis mediada por receptores, similar al proceso observado en
humanos (Franz et al., 2015). Para la transmision por su vector mosquito, el arbovirus debe
infectar las células epiteliales del intestino medio, replicarse, diseminarse y finalmente

infectar las glandulas salivales (Salazar et al., 2007) (figura 1).
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Figura 1. Barreras de tejido para la infeccion por arbovirus. Una barrera de infeccion del intestino
medio (abajo a la izquierda) ocurre cuando un virus no es capaz de entrar o no es capaz de replicarse
en las células del epitelio intestinal medio. En contraste, una barrera de escape del intestino medio
(abajo a la derecha) ocurre cuando el virus infecta y se replica en células del intestino medio, pero
no se disemina de este tejido. Una barrera de infeccién en la glandula salival (arriba a la izquierda)
ocurre cuando el virus falla en infectar a las glandulas salivales, mientras que una barrera de escape
en la glandula salival (arriba a la derecha) sucede cuando el virus es capaz de pasar a la saliva.
Tomado y modificado de (Carpenter & Clem, 2023).

1.2.2 Transmision por contacto con tejidos y fluidos contaminados

Como mencionan Gregory y colaboradores (2017) en su articulo de revision, se han
descubierto métodos de transmision distintos a la picadura de mosquito. Por ejemplo, en
Brasil en el afio 2016, se detectan 3 casos de pacientes que adquieren el virus por transfusion

sanguinea y plaquetaria (Barjas-Castro et al., 2016; Motta et al., 2016).
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Del mismo modo, a lo largo de los afios, primero en la década de los setenta y
posteriormente en la de los ochenta, se identifican diversos casos de laboratoristas que tras
tener contacto con muestras infectadas y solo después de haberse expuesto —por ejemplo,
tras un pinchazo con una aguja— comienzan a presentar sintomas de fiebre de Zika. El
diagndstico de laboratorio confirma que son portadores del virus, sin haber tenido ningln

otro tipo de exposicién (Filipe et al., 1973; Simpson, 1964).

Hasta ahora se han presentado casos donde se comprueba una transmision secundaria con
ZIKV. Ademas, estudios mediante RT-PCR para identificar el genoma viral en distintos
fluidos como orina, saliva y leche materna, sugieren que de haber exposicion a ellos la

transmision seria posible (Barzon et al., 2016; Musso & Gubler, 2016).

1.2.3  Transmisiéon materno-fetal

Esta forma de transmision, si bien no es la mas comun, es la mas sustancial por las
complicaciones que presenta en el producto en gestacion. Cuando una mujer embarazada es
infectada con el ZIKV, los viriones son capaces de atravesar la barrera transplacentaria e
infectar al feto, afectando su sistema nervioso, tejido cerebral y destruirlo parcialmente,
ocasionando microcefalia, anencefalia, anomalias cerebrales, déficit visual y auditivo, entre

otros (Freitas et al., 2020).

El mecanismo exacto mediante el cual el virus penetra la barrera transplacentaria no
se ha esclarecido, sin embargo, estudios recientes como el realizado por Wu y colaboradores
(2023) demuestran que el ZIKV ataca a las células trofoblasticas humanas y evita la

sincitializacion en organoides trofoblasticos placentarios en cultivo. Otro estudio, realizado
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por Quicke y colaboradores (2016) demuestra que una cepa de ZIKV es capaz de replicarse

en los macrofagos y citotrofoblastos de la placenta humana (figura 2).

Transmision Materno-
Fetal del virus de Zika

Célula de
Hofbauer

Vellosidad

Vellosidades terminales

LLLIN )
. = <
A - =4
T

S Estroma ..

Sincitiotrofoblasto — velloso

Citotrofoblasto — |

Figura 2. Transmisién materno-fetal del virus de Zika. Esquema de la infeccion y replicacién en
células de Hofbauer y citotrofoblastos de la placenta humana, lo cual sugiere una ruta de cruce a
traves de la barrera placentaria por el virus de Zika. Tomado y modificado de Quicke et al. (2016).
1.2.4 Transmision sexual

Uno de los primeros casos de transmision sexual del ZIKV se documenta en 2008, cuando
dos cientificos viviendo en Bandafassi, Senegal, arriban a su residencia en el norte de
Colorado, Estados Unidos, y comienzan a presentar sintomatologia consistente con la fiebre
de Zika tras 6-9 dias posteriores a su llegada en agosto. Una enfermera, esposa del paciente
1, comienza a presentar sintomatologia similar en septiembre de ese mismo afio, ella no visita

Senegal, sin embargo, mantiene relaciones sexuales con su esposo posterior a su arribo (Foy

et al., 2011). Asi mismo, en febrero de 2016 un hombre de 61 afios residente de Estados
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Unidos, tras viajar a Martinica, comienza a presentar sintomatologia tal como erupcion
maculopapular, hiperemia conjuntival, artralgia, sin fiebre. Estudios realizados en el dia 53
desde el inicio de los sintomas demuestran la presencia del virus. La esposa de dicho paciente
no presenta sintomatologia hasta 40 dias posteriores a su regreso a los Estados Unidos, donde
presenta una erupcion maculopapular y artralgia, sin fiebre. Considerando que el tiempo de
incubacién es de entre 3-12 dias, se descarta la posibilidad de infeccién por picadura de
mosquito, sin embargo, refiere haber sostenido relaciones sexuales con su esposo durante los
dias 32 y 41 posteriores a la infeccion de su esposo. Esto lleva a los médicos a hipotetizar

que la infeccion se presenta a partir del contacto sexual (Turmel et al., 2016).

A raiz de este tipo de casos, diversos grupos de investigadores comienzan a estudiar
la posibilidad de una transmision sexual. Una revision sistematica encuentra 18 casos de
transmision persona-persona por medio de la via sexual (Moreira et al., 2017).
Posteriormente comienzan a hacerse estudios sobre el ZIKV en el aparato reproductivo del
raton, en este caso se encuentra que la infeccion ocurre en diversas células incluyendo
espermatogonias, espermatocitos primarios, células de Sertoli, células mioides peritubulares,
células de Leydig y células del lumen epitelial (Govero et al., 2016). Los receptores
identificados en la susceptibilidad al virus ZIKV de estas células son los receptores AXL,
DC-SIGN, TIM-1 y TYRO-3 (Sakkas et al., 2018). La susceptibilidad se define como la
presencia de elementos en la membrana celular, como receptores, que permiten y facilitan la
entrada del virus, mientras que la permisividad se refiere a la capacidad de la célula hospedera

para permitir la replicacion de particulas virales en su interior (Flint et al., 2020).
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Un estudio realizado en 295 pacientes humanos demuestra que el ARN del ZIKV puede
encontrarse en semen humano hasta 191 dias posteriores al inicio de la infeccion (Paz-Bailey
et al., 2018), asi mismo, otro estudio demuestra que, en moco cervical, la presencia del virus
es detectable hasta 11 dias después del inicio de los sintomas, este estudio es muy importante,

pues es el primero en demostrar la presencia del virus en moco cervical (Prisant et al., 2016).

1.3 Fiebre de Zika

Fiebre de Zika es el nombre que se le otorga a la enfermedad causada por el ZIKV. Sus
sintomas son muy similares a los de otros flavivirus como el virus del dengue. Se caracteriza
por presentar fiebre mayor a 38°C, dolor articular y muscular, conjuntivitis, cefalea, dolor
retro orbital y en algunos casos una erupcion macular o papular (Slon Campos et al., 2018).
Generalmente los sintomas inician entre los 3 y 15 dias después de la infeccion y suele

resolverse entre 2 y 7 dias (Brasil et al., 2016; Song et al., 2017).

1.4 Complicaciones por la fiebre de Zika

Como se menciona anteriormente, la microcefalia y el SGB son las complicaciones mas
graves de esta infeccion. La microcefalia es una enfermedad neuroldgica congénita donde la
circunferencia del craneo del bebé a las 24 horas de nacido es significativamente mas
pequefia a la esperada comparandolo con bebés de la misma edad gestacional y sexo (H.-L.
Chen & Tang, 2016), especialmente si la circunferencia se encuentra mas de 2 desviaciones
estandar (SD) por debajo de la media; si el perimetro se encuentra por debajo de 3 SD se

considera microcefalia grave (Cauchemez et al., 2016).

La microcefalia comienza a detectarse especialmente durante el brote de ZIKV en

Brasil en el afio 2016 (Schuler-Faccini et al., 2016). Esta patologia condiciona no solo una

23



baja calidad y expectativa de vida, sino que afecta a las familias de dichos pacientes por igual,
al necesitar de mayores recursos para su cuidado, disminuyendo asi su propia calidad de vida

(Conceigéo-Santos et al., 2021).

La otra complicacion muy importante, especialmente en adultos previamente sanos, es el
SGB. Este sindrome, basicamente, es una respuesta autoinmune aberrante secundaria a la
ingesta de un medicamento o una infeccién, donde dicha respuesta se dirige a los nervios
periféricos y las raices nerviosas. Es potencialmente mortal puesto que es progresiva y
produce una debilidad simétrica desde las extremidades inferiores de forma ascendente
(Pérez-Cabezas et al., 2019). Esto sucede por el mimetismo molecular de antigenos
transportados por patdgenos, que conduce a la generacion de anticuerpos cruzados que
también atacan los gangliésidos del sistema nervioso (van den Berg et al., 2014).
Fundamentalmente los casos de SGB secundarios a infeccion por ZIKV se presentan como
neuropatia axonal motora aguda y polineuropatia desmielinizante inflamatoria aguda (Parra

etal., 2016).

1.5 Agente etiologico

1.5.1 Genoma del virus de Zika

El virus de Zika es un flavivirus cuyo genoma esta formado por una molécula de ARN de
cadena sencilla de sentido positivo con un tamafio aproximado de 11 kb. Tiene un marco de
lectura abierto que codifica para una sola poliproteina de 3400 aminoéacidos flanqueado por
dos regiones no codificantes ubicadas en los extremos 5" y 3" del genoma viral, no contiene
cola de poli-A pero termina con un dinucle6tido CUon conservado que tiene las mismas

funciones. La poliproteina codificada por el inico marco de lectura abierto es escindida por
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proteasas celulares y virales en tres proteinas estructurales: la proteina de la cépside (C), la
proteina de premembrana/membrana (prM/M) y la de envoltura (E); asi como siete proteinas

no estructurales NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B y NS5 (Flint et al., 2020).

1.5.2 Proteinas estructurales y no estructurales
Tres proteinas estructurales le confieren al viridn sus propiedades fisicas; la proteina C se
asocia con el ARN gendmico para formar la nucleocépside de los viriones; la proteina E
media la union de los receptores celulares con el virus y promueve la fusion de los viriones
con la membrana del endosoma durante la entrada del virus; la funcién de prM es ayudar al
plegamiento de la proteina E como una chaperonay evita la fusion prematura de las particulas
virales antes de ser exocitadas. La escision de la proteina prM en proteina M es lo que se
conoce como maduracion de los viriones, lo cual permite la obtencion de particulas

infecciosas (Velandia & Castellanos, 2011).

Por su parte, las proteinas no estructurales tienen funciones vitales en el ciclo
replicativo del virus. NS1 forma dimeros o hexameros asociados con balsas lipidicas, puede
encontrarse soluble en el citoplasma y en el espacio extracelular y se han encontrado
anticuerpos contra esta proteina, por lo que se asume que tiene un importante papel en la

activacion del sistema inmunitario (Chen et al., 2018).

La NS2A promueve el ensamblaje y la replicacion viral, mientras que NS2B posee
una region hidrofobica que ancla el complejo NS2B/NS3 a la membrana del reticulo
endoplasmico, donde posteriormente tiene lugar un proceso proteolitico, en el que un
dominio de NS2B interactiia con el dominio de proteasa de la proteina NS3 para actuar como

su cofactor (Luo et al., 2015).
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La proteina NS3 es una proteina multifuncional, tiene un dominio de proteasa similar
a la tripsina (NS3pro), un dominio que acttia como trifosfatasa de nucleétidos estimulada por
ARN (NTPasa) y como helicasa de ARN (NS3Hel); funciones clave para la replicacién viral.
El dominio NS3pro hidroliza los complejos NS2A/NS2B, NS2B/NS3, NS3/NS4A vy
NS4B/NS5 en el polipéptido, por lo que es un factor muy importante en el ciclo replicativo
viral. NS3 participa también en el ensamble y transporte de proteinas virales. Su funcion
como helicasa es desenrollar las estructuras secundarias que se forman en el extremo 3" del
ARN viral, lo que favorece la union de la proteina NS5 (polimerasa) sobre el ARN para

iniciar la sintesis de nuevo ARN viral (Velandia & Castellanos, 2011).

La proteina NS4A tiene un papel importante en la remodelacion de la membrana,
antagoniza la respuesta de interferon, puede llegar a inducir la autofagia y participa en la
replicacion del virus (Klaitong & Smith, 2021). NS4B es una proteina transmembranal
responsable del anclaje de los complementos de replicacion, y parece ser un muy eficiente

evasor de la respuesta inmunitaria (Zmurko et al., 2015).

Por su parte, la proteina NS5 es una proteina multifuncional, que posee una actividad
enzimatica en su extremo N-terminal de metiltransferasa y guanidiltransferasa, responsables
de afadir la caperuza (capping) y de la metilacion del extremo 5° del genoma, mientras que
en el extremo C-terminal se ubica el dominio de ARN polimerasa dependiente ARN (RdRp)

(Bollati et al., 2010).

1.6 Ingreso a la célula
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Se conocen diferentes mecanismos por los cuales el virus puede ingresar en la célula y se
sabe también que puede haber més de un receptor involucrado (Meertens et al., 2012).
Durante este proceso la proteina E tiene una funcion vital, ya que induce la fusion de la
membrana viral con la membrana celular, principalmente por receptores de lectina tipo C, el
mas importante de ellos es DC-SIGN (molécula de adhesion intracelular 3 no asociado a
integrina, especifica de células dendriticas) (Agrelli et al., 2019). Este es un receptor
dependiente de calcio con un solo dominio de reconocimiento de carbohidratos (CRD),
también conocido como CD209, su funcion fisiologica conservada es la de mediar la

adhesion célula-célula principalmente en células dendriticas (Rahimi, 2020).

Se conoce también la interaccion del ZIKV con otros tipos de receptores de lectina
tipo C como por ejemplo el receptor de manosa (MMR), el cual es dependiente de calcio,
con multiples CRD. Se desconoce si ZIKV tiene interaccion con L-SIGN (molécula de
adhesion intracelular 3 asociada a integrina especifica de higado/nodulo linfatico) o a
CLECS5A (Dominio de lectina tipo C que contiene 5A) puesto que no se han logrado
identificar sus interacciones, pero se sabe que lo hacen con otras especies de flavivirus. La
funcidn especifica de estos receptores no es bien conocida, pero se sabe tienen una funcion

fagocitica y endocitica en macréfagos y otras células (Chen et al., 2012).

Por otro lado, los receptores transmembranales de fosfatidilserina tienen un papel
importante en el ingreso del virus en la célula hospedera. Estos receptores pertenecen a dos
familias: TIM (inmunoglobulina de células T y dominio de mucina) y TAM (por la
abreviatura de sus miembros Tyro3, AXL y MER). El proceso de entrada por medio de estos
receptores depende de la carga negativa de los viriones, los cuales, al emerger del reticulo

endoplasmico, adquieren su composicion membranal con fosfatidilserina en su cara interna
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(Lee et al., 2013). Ambos receptores normalmente participan en la fagocitosis dependiente

de fosfatidilserina y la apoptosis celular (Meertens et al., 2012).

Se conocen otros mecanismos importantes que permiten que el virion se quede adherido a la
superficie celular hasta que haya interaccion con el receptor. Los mas conocidos y estudiados
son los glicosaminoglicanos de carga negativa (GAG) como el heparan sulfato y el condroitin
sulfato, los cuales se unen al virion electrostaticamente, sin embargo, su funcion es crear

complejos ligando/receptor lo cual les confiere una unién poco especifica (Kim et al., 2017).

Otra forma de infectar las células por parte de los flavivirus es por un proceso
denominado potenciacion de la infeccion mediada por anticuerpo (ADE, por sus siglas en
inglés). En la superficie de ciertas poblaciones celulares como los macrofagos o las células
dendriticas existen receptores de la fraccion Fc de inmunoglobulinas, los cuales son
reconocidos por anticuerpos generados en infecciones heterotipicas previas. En el caso de los
virus del dengue y de Zika se ha demostrado que algunos anticuerpos IgG no neutralizantes
que han sido generados por una infeccidn previa pueden favorecer la infeccion de células que
expresan en su superficie los receptores para Fc gamma (FcyR), los cuales son vitales para
inducir la fagocitosis de viriones opsonizados. Esta interaccion es utilizada por el virion para
infectar la célula e inducir una produccion de viriones mayor que cuando los virus ingresan

solamente por la via de los receptores virales mencionados previamente (Taylor et al., 2015).

Una vez que el virion se ha acoplado con un receptor, se sugiere gque es transportado o
rodado a un foso o surco recubierto de clatrina, donde finalmente es endocitado por medio
de la invaginacion de este surco para crear un endosoma donde el virion continuara su ciclo

replicativo (Taylor et al., 2015).
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1.7 Ciclo replicativo

La replicacion del ZIKV es similar al de otros flavivirus, el virus penetra en la célula a través
de un endosoma primario, posteriormente se convierte en secundario y se combina con un
lisosoma, lo que propicia un pH acido que favorece la liberacidn del genoma en el citoplasma
(Klaitong & Smith, 2021). El genoma del ZIKV actia como ARN mensajero, por lo que la
traduccidn de las proteinas se inicia inmediatamente después de la liberacion del genoma en
el citoplasma; la porcion N-terminal de la poliproteina naciente contiene una sefial de
localizacion hacia el reticulo endoplasmico que posteriormente es escindida por proteasas

celulares y virales (Loza-Lay, 2019) (figura 3).

GAG EGFR

Maduracion de
las particulas
mediada por

Endocitosis mediada
por el receptor FcR

NCAM1

Endocitosis
mediada por
clatrina

Liberacion del
genoma

Endosoma

— —

Fusion = Raas ¥

membranal 7 =
NUCLEO
Ve

Figura 3. Ciclo de replicacion del genoma del virus de Zika. El virus de Zika utiliza factores de
adhesion como los glicosaminoglicanos (GAG) y puede utilizar diversos receptores de
fosfatidilserina como (TIM) y (TAM), moléculas de adhesion celular de la superfamilia de las
inmunoglobulinas (NCAM), receptores de lectina tipo C(C-TLR) y el receptor de factor de
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crecimiento endotelial (EGFR), entre otros, para ingresar a la célula por medio de la endocitosis
mediada por clatrina, asi mismo puede utilizar el receptor de la fraccion cristalizable (FcR )para
ingresar por endocitosis mediada por receptor. Una vez adentro del endosoma se lleva a cabo la
fusion membranal, donde el genoma es liberado al citosol donde se replica y migra al reticulo
endoplasmico rugoso (R.E.R) donde es traducido. En el R.E.R. los viriones son reensamblados Yy,
utilizando la red trans-Golgi, son madurados por medio de la accién de la proteasa furina y
finalmente exocitados de la célula (Flint et al., 2020).

Una vez en el reticulo endoplasmico y tras el procesamiento de la poliproteina, el
genoma se replica en la membrana del reticulo endoplasmico con ayuda de las proteinas no
estructurales y se forma un complejo de replicaciéon: primero, NS5 (ARN polimerasa
dependiente de ARN) copia el ARN gendmico (positivo de cadena sencilla) a una molécula
de cadena doble, posteriormente NS3 (actividad de helicasa) desenrolla y remodela el ARN
de doble cadena en hebras de ARN de cadena sencilla con sentido positivo y negativo por
separado. Asi, la cadena sencilla con sentido negativo servira de molde para sintetizar mas
ARN de sentido positivo. Las cadenas sencillas con sentido positivo son metiladas gracias a
NS5 (metiltransferasa de su extremo N-terminal), mientras que la cadena negativa seguira

sirviendo como molde (Velandia & Castellanos, 2011).

Las moléculas de ARN de cadena sencilla en sentido positivo metilado se ensamblan
junto con las proteinas estructurales C, E y prM para formar viriones inmaduros en el reticulo
endoplasmico. Una vez ensamblados, salen del reticulo endoplasmico hacia el aparato de
Golgi, el cual transporta los viriones a la superficie celular; durante este proceso, el pH bajo
de las vesiculas favorece la reorganizacion del heterodimero E-prM a homodimeros de E en
forma paralela a la superficie, lo que permite la escision de prM por la furina (proteasa de la
célula hospedera), lo cual induce la maduracién completa del viridn, que posteriormente es

exocitado (Flint et al., 2020).
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Sin embargo, en algunas ocasiones esta escision no se lleva a cabo de forma completa, lo
cual permite la exocitosis de viriones inmaduros o parcialmente maduros, los cuales también
tienen un papel importante en la union a otros receptores celulares debido a su interaccion
con anticuerpos neutralizantes, los cuales en concentraciones no neutralizantes pueden

permitir la infeccion (Knipe & Whelan, 2020).

Para permitir que la replicacion se lleve a cabo, se ha demostrado que las interacciones
ARN-ARN de largo alcance son de suma importancia, lo que permite la circularizacion del
genoma viral y el posicionamiento de la ARN polimerasa dependiente de ARN cerca del sitio
de inicio de la transcripcion (Huber et al., 2019). Este proceso de circularizacion se lleva a
cabo en todos los flavivirus y requiere de los extremos no codificantes del genoma. Las
regiones 5' UTR de los genomas de flavivirus estan altamente estructuradas, con tres regiones
principales conservadas: el bucle de tallo A (SLA), el bucle de tallo B (SLB) y una horquilla
corta en la regién de codificacion de la capside (cHP). Como se menciona anteriormente, el
genoma de los flavivirus generalmente se circulariza mediante interacciones de ARN-ARN
a larga distancia entre elementos en los extremos 5'y 3'. Estos estan compuestos por la region
rio arriba del AUG (UAR por sus siglas en inglés), la region rio abajo del AUG (DAR por
sus siglas en inglés) y la secuencia de ciclacién (CS por sus siglas en inglés) como se muestra

en la (figura 4) (Sanford et al., 2019).
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Figura 4. Circularizacion de los flavivirus. Se muestran los esquemas lineares (arriba) y circulares
(abajo). Los nuclettidos pertenecientes a las regiones UAR, DAR y CS se muestran en verde, azul y
morado, respectivamente. El iniciador AUG y los codones cercanos al iniciador estan en negritas.
Tomado y modificado de Sanford et al., 2017.

Dado que el elemento UAR 5' forma la mayor parte de SLB en la conformacion lineal, la
circularizacion del genoma implica la disolucién de esta estructura en favor de la formacién
de un duplex con el extremo 3'. Este proceso es esencial para la replicacion del genoma viral,
ya que la NS5 polimerasa viral se recluta en SLA en la 5' UTR antes de interactuar con el
extremo 3' para iniciar la sintesis de la cadena negativa, facilitada por la proximidad de los

dos extremos gendmicos en la forma circularizada (figura 5).
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Figura 5. Modelo para el control de la iniciacion de la traduccién mediante la circularizacion del
genoma. EI ARN genomico lineal recluta factores de inicio de la traduccion (elFs) y subunidades
ribosomales 40S (gris claro) de manera dependiente del cap. La estructura secundaria en la UTR 5'
es desenrollada por la helicasa elF4A para permitir el inicio de la traduccion desde el coddn de
inicio auténtico, indicado por un complejo 48S verde. Después de la circularizacion del genoma,
promovida por factores virales y del hospedero, y que probablemente ocurre en la membrana del RE,
los ribosomas estan obstaculizados por la extensa estructura del ARN formada por la hibridacion de
los elementos de ciclizacion 5'y 3'. La disminucién de la traduccién desde el AUG auténtico permite
la replicacion eficiente del genoma por la NS5pol (morado). Tomado y modificado de Sanford et al.,
2017.

Circularizacion
del genoma

2. ANTECEDENTES GENERALES

Como se menciond anteriormente, se tienen identificadas varias moléculas de la célula
hospedera que sirven como receptores o factores de adhesion para los flavivirus. Entre los
primeros encontramos la molécula DC-SIGN, y las proteinas de las familias TIM y TAM,

entre otros. Para los segundos, destacan los glucosaminoglicanos dentro de los cuales se
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encuentra el heparan sulfato. Sin embargo, no son los Unicos receptores que se han
identificado. Estudios més recientes se han centrado en la interaccion del virus con diferentes
receptores tanto humanos como de mosquito, lo que podria ayudar a explicar su gran

tropismo celular.
2.1 Reproduccion del vector

El vector principal del ZIKV es el mosquito de la especie Aedes aegypti, el cual se considera
un insecto holometabolo, es decir, que pasan por una metamorfosis completa desde la etapa
de huevo, larva, pupa y adulto. Las fases de larva y pupa son acuaticas, mientras que los
huevos y los adultos son de fase terrestre. Su vida adulta suele durar dos semanas
dependiendo del ambiente y el ciclo completo de vida suele durar entre 8 y 10 dias a

temperatura ambiente (Sobhia et al., 2019) (figura 6).
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Figura 6. Ciclo de vida del mosquito. Esquema de las cuatro fases del ciclo de vida del mosquito.
Tomado y modificado de Stanczyk, 2011.
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2.2 Interaccion de los receptores del mosquito con el virus de Zika
Comprender la interaccion viral con las células de mosquito es crucial para entender los
mecanismos del virus en su interaccion con los receptores celulares humanos. Este
conocimiento constituye la base para desarrollar una comprension integral de la

patogenicidad y la dinamica de transmisién del virus.

Un estudio realizado por Cui y Franz (2020) mostrd que el intestino medio de la
hembra del mosquito es el sitio inicial de infeccion por ZIKV. El estudio identifico seis tipos
celulares distintos: células madre, enteroblastos, enteroblastos en diferenciacion, células
enteroendocrinas, enterocitos (EC), células tipo EC, células del cardias y células de musculo
visceral. Al alimentarse, los viriones ingresan a las células epiteliales del intestino medio
mediante endocitosis mediada por receptores, similar al proceso observado en humanos. Para
la transmisidn por su vector mosquito, el arbovirus debe infectar las células epiteliales del
intestino medio, replicarse, diseminarse y finalmente infectar las glandulas salivales (Salazar

et al., 2007).

Aunque los receptores especificos en el intestino medio del mosquito que interactdan
directamente con el virus de Zika siguen siendo en gran medida desconocidos, las lectinas
tipo C del mosquito (mosGCTLs) son los principales candidatos. En 2014, Liu y
colaboradores identificaron y nombraron la lectina tipo C especifica de galactosa-1 del
mosquito (mosGCTL-1), que facilitaba la adhesion del virus de West Nile (WNV) a la
membrana celular (Liu et al., 2014). Es fundamental realizar una investigacion exhaustiva
para desentrafiar los mecanismos de entrada del virus de Zika en las células del intestino
medio del mosquito y para investigar posibles paralelismos en sus interacciones con las

células humanas.
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2.3 Interaccion de los receptores humanos con el virus de Zika

2.3.1 Receptores de fosfatidilserina TYRO-3, AXL, TIM-1 (receptores TAM)
Los receptores de fosfatidilserina son proteinas integrales de membrana esenciales para la
sefializacion celular, la apoptosis y la regulacion de la respuesta inmunitaria. Los receptores
TYRO-3, AXL y TIM-1 pertenecen a la familia TAM, estéan distribuidos en diversos tejidos,
y son especialmente abundantes en el sistema inmunoldgico (Hsu et al., 2019). TYRO-3 es
abundante en el cerebro y los testiculos, apoyando la funcién sinéptica y la espermatogénesis.
AXL se expresa ampliamente en el organismo, particularmente en el endotelio vascular y las
células mieloides, lo que facilita la fagocitosis de células apoptéticas y media la respuesta
inmune (C. Zhu et al., 2019). TIM-1 se encuentra en células epiteliales y esta involucrado en
la infeccidn hepaética por el virus del dengue, regula las respuestas de células T y actia como
receptor de fosfatidilserina en infecciones virales (Kondratowicz et al., 2011). Estos 3
receptores mencionados son cruciales para la entrada del virus de Zika en las células, lo cual
facilita su infecciosidad y replicacion. La fosfatidilserina en la superficie del virus, adquirida
durante la exocitosis de los viriones, puede inducir un estado antiinflamatorio e
inmunosupresor para permitir que el virus persista y se propague sin ser eliminado por el
sistema inmunoldgico. AXL y TIM-1 se han implicado en la entrada del virus de Zika y otros
flavivirus en las células, lo que influye en la diseminacién viral y la evasion inmune (Bohan

& Maury, 2021).

2.3.2 Receptores de lectina tipo-C DC-SIGN (CD209) y CLEC5A
Los receptores de lectina tipo C son una gran familia de proteinas reconocidas por su
capacidad para identificar patrones de carbohidratos en patdgenos que desempefian un papel

crucial en la defensa inicial del sistema inmunoldgico. DC-SIGN (CD209), expresado
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prominentemente en células dendriticas, facilita la captacion de antigenos para su
presentacion a las células T (Geijtenbeek et al., 2000). CLEC5A, presente en células
mieloides como macr6fagos y monocitos, participa en la respuesta inflamatoria a infecciones
virales (S. T. Chen et al., 2008). DC-SIGN puede unirse a glicanos de alta manosa de
diferentes virus, lo que potencia la infeccion en células dendriticas y promueve la evasion
del sistema inmunolégico (Lozach et al., 2004). Menechino y colaboradores (2023)
realizaron estudios in silico de la interaccion de la proteina E de ZIKV y DENV con DC-
SIGN, ademés de que demostraron que la infeccion puede bloquearse con anticuerpos
especificos. CLEC5A puede reconocer y unirse a los virus del dengue y de Zika y
desencadenar las vias de sefializacion que llevan a la secrecion de citocinas proinflamatorias.
Se ha demostrado en ratones que la ausencia de CLEC5A reduce la infecciosidad y el dafio
tisular del ZIKV, lo que indica su papel mediador en la infectividad y dafio del ZIKV (Chen

etal., 2012).

2.3.3 Moléculas de adhesion celular de la superfamilia de las inmunoglobulinas
(IgSF) NCAML1.,
Estas moléculas abarcan un grupo diverso de proteinas involucradas en el reconocimiento
célula-célula, adhesion y sefializacion en el sistema nervioso (Stoeckli, 2004). NCAM1, o
molécula de adhesion celular neural 1, estd altamente expresada en el sistema nervioso y
juega un papel critico en el desarrollo neuronal, la plasticidad sinaptica y la regeneracion
(Vukojevic et al., 2020). Aunque la interaccion entre NCAM1 y el ZIKV estd mucho menos
estudiada en comparacion con otros receptores, se cree que, dado el papel crucial de NCAM1
en el desarrollo neuronal, su interaccién con el ZIKV podria contribuir a la patogénesis en

tejido nervioso. El virus podria explotar las vias mediadas por NCAM1 para afectar la
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neurogénesis y el desarrollo cerebral, lo que potencialmente conduce a los defectos
neuroldgicos observados en el sindrome del virus Zika. Srivastava et al. utilizaron un enfoque
protedbmico en el que se etiqueta la superficie del ZIKV con una sonda quimica con
fotocruzadores; la sobreexpresion de NCAML1 en células HEK 297T aumentd la unién y
entrada viral, mientras que el silenciamiento de NCAM1 en células U-251 MG inhibio

notablemente la infeccion por ZIKV (Srivastava et al., 2020).

2.3.4 Integrina aV35
La integrina aVVB5 es un receptor perteneciente a la familia de proteinas heterodiméricas de
las integrinas, que participan en diversos procesos celulares, incluyendo la adhesion,
sefializacion y supervivencia celular. Se expresa en una amplia variedad de tipos celulares y
es particularmente abundante en células epiteliales y endoteliales vasculares, donde juega un
papel significativo en la mediacion de la adhesion celular a la matriz extracelular (Schiesser
et al., 2021). La integrina aVVB5 regula la migracion, proliferacion y diferenciacion celular,
especialmente durante la remodelacion y reparacion tisular. Ademas, esta implicada en la
internalizacion de virus y otros patdgenos a traves de la endocitosis, sirviendo como punto
de entrada celular (Summerford et al., 1999). La interaccion entre la integrina aVB5 y el virus
de Zika (ZIKV) ha sido examinada en el contexto de la patogénesis viral. Esta integrina
facilita la adhesion y entrada del ZIKV en las células al unirse a las proteinas de la envoltura
del virus, lo que facilita la fusion y entrada del virus en el citoplasma de la célula huésped.
Wang y colaboradores (2020) demostraron esta interaccion mediante una serie de mutaciones
de inactivacion de genes con CRISPR, seguido de ensayos de unién e internalizacion del
virus, ELISA, analisis de fosforilacion de FAK, y estudios de inhibicién con anticuerpos

bloqueantes, cilengitide y SB273005, lo cual logré reducir exitosamente la infeccidon por
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ZIKV en células troncales neurales humanas y en cerebros de ratones. El papel de la integrina
aVB5 en la infeccion por ZIKV resalta la explotacion del virus de la maquinaria celular del
hospedero para establecer la infeccion, presenta posibles objetivos para la intervencion
terapéutica para prevenir o mitigar la infeccion por ZIKV y sus consecuencias asociadas (Tan

etal., 2022; Z.., 2020).

2.3.5 Glicosaminoglicanos

Los glicosaminoglicanos (GAG), también conocidos como mucopolisacaridos, son
moléculas de polisacaridos lineales cargadas negativamente presentes en la superficie celular
y dentro de la matriz extracelular (Afratis et al., 2012). Dentro de este grupo, se incluyen
diversos tipos como el sulfato de heparan, el sulfato de condroitina, el sulfato de dermatan,
el acido hialuronico y el sulfato de queratan, cada uno con funciones y distribuciones

particulares (cita).

Se ha demostrado que el sulfato de heparan, un tipo de GAG presente en la superficie celular
juega un papel clave en la interaccion del ZIKV con las células hospederas Tang et al. (2016)
evidenciaron esta interaccion al infectar con éxito células progenitoras neuronales corticales
humanas (hNPC) con el virus y realizar ensayos de inhibicion con heparina y heparinasa, 1o
que confirma que el sulfato de heparan es crucial para el proceso de entrada del virus.
Asimismo, Pereira et al. (2020) describieron que la proteina de la envoltura del ZIKV se une

al sulfato de heparan, concentrando el virus en la superficie celular y facilitando su entrada.

Aunque la investigacion sobre otros tipos de GAG en la infeccion por ZIKV es mas limitada,
se piensa que estas moléculas pueden influir en la eficiencia de la infeccion y en la capacidad

del virus para infectar una amplia gama de tipos celulares (Kim et al., 2017). Este
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comportamiento podria deberse a la diversidad estructural de los GAG y su capacidad para
interactuar con una variedad de ligandos, incluyendo factores de crecimiento, quimiocinas y

virus.

2.3.6 Receptores tirosina-cinasa: EGFR
Las cinasas de receptor de tirosina (RTK), o receptores tirosina-cinasa, actian como
receptores de superficie celular de alta afinidad para varios factores de crecimiento
polipeptidicos, citocinas y hormonas (Talukdar et al., 2020). Entre estos, el receptor del factor
de crecimiento epidérmico (EGFR) se destaca como uno de los mas estudiados, desempefia
un papel crucial en el crecimiento, diferenciacion y supervivencia celular (Sabbah et al.,
2020). ElI EGFR se expresa en diversos tipos celulares, incluyendo células epiteliales,
mesenguimales y neuronales, y esta notablemente implicado en la biologia del cancer debido
a su frecuente sobreexpresion o mutacién en malignidades, contribuyendo en la division

celular descontrolada y en el crecimiento tumoral (Bethune et al., 2010).

La posible interaccion entre el virus de Zika y el EGFR es un area de interés emergente.
Aunque el EGFR no se reconoce convencionalmente como un receptor viral, la evidencia
sugiere que el ZIKV puede modular indirectamente las vias de sefializacion del EGFR para
promover su replicacion y propagacion. El virus podria manipular la sefializacion mediada
por el EGFR para atenuar las respuestas inmunitarias innatas, creando asi un entorno propicio
para su replicacion. Sabino y colaboradores (2021), quienes estudiaron células A549
(positivas para EGFR en su membrana) y células CHO (negativas para EGFR en su
superficie) descubrieron una clara diferencia en el nimero de genomas virales internalizados,
mayor para células A549. Esto se confirma al aumentar la entrada viral en células CHO

transfectadas con sobreexpresion de EGFR, mientras que las células A549 con EGFR
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inactivado (generadas mediante CRISPR/Cas9) mostraron una disminucion en la infeccion

por ZIKV.

2.3.7 Receptores Fc gamma (FCyR)
Los receptores Fc (FCRs) comprenden un grupo de moléculas presentes en la superficie de
varias células inmunitarias, incluyendo linfocitos B, células asesinas naturales, macréfagos
y mastocitos (Takai, 2002). Estos receptores se unen a la regién Fc de los anticuerpos,
facilitan la presentacién de antigenos y participan en fagocitosis, la citotoxicidad celular
dependiente de anticuerpos y la liberacion de mediadores inflamatorios. Entre ellos, FCyR
se une especificamente a los anticuerpos 1gG y desempefia un papel crucial en la defensa

inmune contra patégenos (Bournazos et al., 2020).

En el contexto de la infeccion por ZIKV, los receptores Fc pueden tener un doble papel,
por un lado pueden promover el ADE (potenciacion de la infeccion mediada por anticuerpos),
especialmente preocupante con flavivirus como el ZIKV, donde concentraciones
subneutralizantes de anticuerpos pueden aumentar la entrada viral en células portadoras de
receptores Fc, lo cual exacerba la infeccion (Khandia et al., 2018) y por otro lado, son
esenciales para la eliminacion de células infectadas mediante mecanismos como la
fagocitosis y la citotoxicidad mediada por anticuerpos. Esto fue demostrado por Sapparapu
y colaboradores (2016) quienes aislan células B de sujetos previamente infectados por ZIKV,
generando hibridomas para producir anticuerpos monoclonales y los caracterizaron por su
unién a la envoltura del virus, mapean los epitopos y realizan estudios in vivo en ratones. En
sus resultados presentan varios anticuerpos monoclonales neutralizantes potentes, uno de
ellos, ZIKV-117, que reduce significativamente la replicacion del ZIKV, la patologia tisular

y la mortalidad en ratones.
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3. ANTECEDENTES ESPECIFICOS

3.1 Interaccidn del virus de Zika con receptores del tracto genitourinario femenino
Poco ha sido estudiado sobre la interaccion del ZIKV con células especificas del tracto
genitourinario femenino, a pesar de sus graves consecuencias en mujeres embarazadas. Un
articulo de 2019 menciona el caso de una mujer brasilefia de 39 afios que inicia con sintomas
de Zika como fiebre, y es hospitalizada en el dia 6 de la enfermedad. Su esposo no presenta
sintomas y niega haber tenido contacto sexual durante la enfermedad o en los dias previos
al inicio de los sintomas. Al ingreso al hospital se confirma la presencia de ZIKV por RT-
PCRy ELISA. Se toman muestras vaginales y endocervicales los dias 31 y 54, sin embargo,
la presencia del virus se detectd unicamente en la muestra del dia 31 (Da Cruz et al., 2019).
Este articulo solo describe el caso clinico y muestra la presencia del virus en muestras

vaginales en el dia 31 sin mencionar algun receptor celular especifico involucrado.

Otro articulo explora los mecanismos de control inmunoldgico en el tracto reproductor
femenino frente al ZIKV. Los investigadores utilizan células epiteliales vaginales (HVEC)
y cervicales (HCEC) humanas tratadas con interferdn 3 y A, sus resultados demostraron que
el tratamiento con interferdn es eficiente en la reduccion de la infeccion por ZIKV, por lo
que se hipotetiza que el IFN-A de tipo III es una citocina antiviral que funciona en las
superficies de barrera y se induce rio abajo de la deteccion del receptor de reconocimiento
de patogenos y la activacion de la proteina de sefializacidn antiviral mitocondrial (MAVS).
El IFN-A se une y sefaliza a través de receptores heterodiméricos expresados
selectivamente (Ifnlr1/1110rf), 10 que lo distingue de los IFN de tipo | que se unen a los

heterodimeros Ifnarl/Ifnar2, que se expresan de manera mas amplia. El IFN-A tiene
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funciones antivirales contra el ZIKV en el contexto de la infeccion de la decidua
endometrial derivada de la madre y la placenta derivada del feto durante el embarazo en

ratones y humanos (Caine et al., 2019).

Una revision sistematica de estudios in vivo realizada por Morelli y colaboradores en
2020, proporciona conocimiento actual sobre las infecciones por el virus de Zika en el tracto
genital femenino de mujeres no embarazadas, animales y cultivos celulares. Asi mismo
destaca la investigacion de Hastings y colaboradores (2017) sobre los receptores TAM en
ratones, quienes demostraron que no son necesarios en la infeccién por ZIKV. Por otra
parte, menciona el importante hallazgo de Pagani y colaboradores (2017), donde se
demostro que las células estromales endoteliales son altamente permisivas a la infeccion
por el ZIKV debido a la presencia del receptor AXL en su superficie, y teorizaron que es
posible que dicho receptor sea regulado por estrogeno y progesterona. Esta revision
concluye que hay un consenso de la presencia del ZIKV en el tracto genital femenino, en
pacientes convalecientes y que, a veces, su presencia puede llegar a presentarse por periodos

largos, aun eliminados de sangre y orina.

En cuanto al estudio del ZIKV en la linea celular C33-A (células de cuello uterino
humano), las cuales son las células problema usadas en esta tesis, de Souza y colaboradores
(2020) realizaron un estudio donde infectaron diversas lineas celulares de cérvix y placenta
humanas y las trataron con cloroquina y sulfadoxina. Las conclusiones presentadas por el
grupo de investigacion expresaron que la cloroquina y la sulfadoxina interfieren en la
replicacion viral mediante la alteracion del pH de los endosomas y lisosomas en células
C33-A, lo que sugiere su potencial como tratamiento antiviral contra el ZIKV, sin embargo,

no menciona algun estudio sobre receptores en esta linea celular. Otro estudio sugiere,
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mediante ensayos in-vitro que la Nitazoxanida inhibe la glicosilacion de proteinas en el
reticulo endoplasmico, lo cual es critico para la maduracion de proteinas virales (Li et al.,

2017).

3.2 Estudio de los receptores TIM y TAM en la linea celular de rifidn de hamster
neonato (BHK-21)

Nuestro grupo de trabajo determina la permisividad de la linea celular de rifién de hamster
neonato (BHK-21) mediante infecciones a distintas dosis de virus del virus de Zika,
posteriormente se realiza la identificacion de los receptores TIM-1, TYRO-3 y AXL en la
superficie de las células y se comprueba la especificidad de los receptores por medio de
ensayos de inhibicion. La técnica utilizada para la inhibicion de los receptores consiste en el
bloqueo especifico mediante anticuerpos monoclonales dirigidos contra los receptores AXL,
TIM-1y TYRO-3 en la superficie de las células BHK-21. Los anticuerpos se incuban con las
células antes de la infeccion con el virus de Zika, con el objetivo de impedir la interaccion
entre el virus y los receptores. Los métodos estandarizados y los resultados obtenidos en
dicho trabajo permitieron el uso de células BHK-21 como control positivo en el presente

trabajo (Loza-Lay, 2019).

4. JUSTIFICACION

La fiebre por Zika se considera una enfermedad no grave, que generalmente cursa sin
mayores complicaciones ni deja secuelas. Sin embargo, la aparicidn de cuadros clinicos como
la microcefalia y el Sindrome de Guillain-Barré en adultos ha subrayado la necesidad de un
mayor entendimiento de los mecanismos de infeccién y transmisién viral, especialmente en

vias de importancia, como la transmision sexual, donde aln existe poca investigacion.
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5. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El contacto sexual se ha considerado uno de los métodos de transmision del virus de Zika;
sin embargo, los mecanismos celulares implicados en esta infeccion no estan bien estudiados.
Es fundamental profundizar en el conocimiento y entendimiento del virus de Zika y la
enfermedad que causa, especialmente en cuanto al modo en que el virus ingresa a las células
por la via sexual. Por ello, en este proyecto investigamos el papel de las proteinas de
superficie celular Tyro3, AXL y TIM-1 en la entrada del virus de Zika a las células del cuello

uterino humano.

6. HIPOTESIS

Las células de cuello uterino poseen receptores en la superficie que estan implicados en la

infeccion por el virus de Zika.

7. OBJETIVOS

7.1 Objetivo general

e Evaluar la presencia y el papel de los receptores AXL, TIM-1y TYRO-3 en
la interaccién del virus de Zika con las células de cérvix uterino C33-A

durante la infeccion.
7.1.1 Objetivos especificos

1. Evaluar la permisividad de la linea celular de cuello uterino C33-A a la

infeccion por el virus de Zika.
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2. Determinar si las proteinas Tyro3, AXL y TIM-1 se expresan en la
superficie de células de cuello uterino C33-A.

3. Determinar si las proteinas Tyro3, AXL y TIM-1 estan involucradas en la
infeccion de células de cuello uterino C33-A por el virus de Zika mediante la

inhibicion de la infeccidn por anticuerpos especificos contra dichas proteinas.

8. METODOLOGIA

8.1 Cultivo celular
8.1.1Células C6/36

La linea celular C6/36 (ATCC CRL-1660) es una linea de células adherentes derivadas de la
larva del mosquito Aedes albopictus. Estas células son ampliamente utilizadas en la
investigacion viroldgica debido a su capacidad para permitir la replicacion de una variedad
de flavivirus, incluyendo el virus del dengue y el virus de Zika. En este experimento, las
células C6/36 se cultivaron en el medio de cultivo MEM (Eagle's Minimum Essential
Medium) modificado, sin HEPES (&cido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazinil-etanosulfénico) y sin
bicarbonato de sodio, lo que permite mantener un control mas preciso del pH en condiciones
especificas. EI medio se complement6 con un 10% de suero fetal bovino (SFB) para
proporcionar los nutrientes y factores de crecimiento necesarios. Las células fueron

incubadas a 28° C sin suplementacion de CO2 y sin control de humedad.

8.1.2 Células BHK-21

La linea celular BHK-21 (ATCC CCL-10) proviene de células de rifion de hamster neonato

(Baby Hamster Kidney), son células adherentes y pueden formar una monocapa. Dichas
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células se cultivaron en medio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) suplementado

con 10% de SFB e incubadas a 37°C y CO al 5%.
8.1.3 Células C33-A

La linea celular C33-A (ATCC HTB-31) proviene de células de un carcinoma cervicouterino
humano. Son células adherentes y forman una monocapa. Dichas células se cultivaron en

medio DMEM suplementado con 15% de SFB e incubadas a 37°C y CO: al 5%.

8.2 Cepa del virus de Zika
Se utilizo la cepa de virus de Zika (CIENI-551) donada por la Dra. Rosa Maria del Angel
(CINVESTAV). El virus fue obtenido de una muestra tomada a un paciente masculino de 80

afios en la region del Istmo de Tehuantepec, Oaxaca, México.
8.3 Propagacion del virus de Zika

El virus de Zika se propag6 en células C6/36 con una confluencia del 80-90%, cultivadas en
MEM con 10% de SFB hasta observar un efecto citopatico. El sobrenadante se recolecto y

se hicieron en alicuotas de 300 pul que se conservaron a -70° C.
8.4 Titulacion del virus de Zika

La titulacion viral se realizd en placas de 6 pozos utilizando la linea celular BHK-21. Se
tomaron dos botellas de 25 cm? de superficie al 100% de confluencia de células BHK-21,
cada una se lavo dos veces con solucién amortiguadora de cloruro de sodio y fosfatos (PBS)
y se resuspendi6 en 4 ml de DMEM suplementado con 10% de SFB. La preparacion se llevo
hasta 8 ml con DMEM en un tubo de 50 ml. Se utilizé una camara de Neubauer para contar

la cantidad de células. A partir de este cultivo se colocaron 4.5x10’ células en cada uno de
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los seis pozos, es decir 1 ml de los 8 ml totales de células resuspendidas y se aforé cada pozo
a 2 ml adicionando 1 ml de DMEM suplementado con 10% de SFB. Cada placa de 6 pozos
se incubo durante 24 horas a 37° C y CO2 al 5%. Los 2 ml restantes de la resuspension celular

se regresaron a la botella de cultivo para su mantenimiento.

Se prepararon diluciones seriadas del virus (factor 10) de la siguiente manera: en tubos de
1.5 ml se colocaron 630 ul de DMEM sin SFB. Al primer tubo se le afiadieron 70 ul de
sobrenadante obtenido en la propagacion viral y se hicieron las diluciones seriadas hasta

alcanzar la dilucion -10, cada tubo con un volumen final de 700 pl.

Se retird el medio de las placas de 6 pozos y se colocaron 600 ul de cada una de las diluciones
seriadas junto con un control negativo y se dejaron incubar 1 hora a 37° Cy CO> al 5% con
agitacion suave. Concluida la hora se retird el indculo viral y se adicioné una mezcla de
agarosa y DMEM con SFB al 10% a cada pozo. Las placas se mantuvieron a 37° C y CO; al

5% durante 2 dias.

A las 48 horas se fijo la monocapa de cada pozo con acido tricloroacético al 10% y se tifieron

con cristal violeta al 1.25% en etanol al 20%.

Las placas liticas se contaron y se utilizé la siguiente formula para determinar las unidades

formadoras de placa sobre mililitro:

UFP: #deplacas x inverso de la dilucién
volumen de
in6culo
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8.5 Cinetica de replicacion viral

Utilizando cuatro botellas de 25 cm? de superficie con células BHK-21 a una confluencia del
80% se procedi6 a realizar la infeccion a diferentes MOI (multiplicidad de infeccion). La

MOI se calcula de la siguiente manera: nimero de UFP / nimero de células en cultivo.

Una de las cuatro botellas se utiliz6 como control negativo de infeccion, las otras tres botellas
se infectaron con las MOI 0.1, 0.01 y 0.001. Se dejaron incubar a 37° C y CO: al 5%, cada
12 horas se recolectaron 100 ul de sobrenadante de cada una de las cajas y se guardaron a -
70° C. Se tomé evidencia fotografica del cultivo celular mediante microscopia de contraste
de fases (microscopio Nikon modelo ECLIPSE Ts2-FL) previo a cada toma para comparar

el efecto citopatico. EI mismo procedimiento se realizd con células C33-A.

Posteriormente, las alicuotas recuperadas de sobrenadante se titularon mediante UFP y se

hicieron gréficas en el programa GraphPad Prism 10 de titulo viral vs. tiempo post-infeccion.

8.6 Susceptibilidad y permisividad de la linea celular C33-A

La determinacion de la presencia del virus de Zika se realiz6 por medio de microscopia de
fluorescencia mediante el uso de un anticuerpo monoclonal primario de raton que reconoce
la glicoproteina E del virus de dengue (Abcam, ab41349), el cual cruza antigénicamente con
el virus de Zika. Primero se prepardé la monocapa de células C33-A sobre camaras-
portaobjeto de 8 pocillos (Nunc Lab-Tek Il, Thermo Scientific), se colocaron 2x10° células

por pozo, se aforaron a 100 ul cada uno y se dejaron incubar 24 horas a 37° C y CO> al 5%.

Al dia siguiente se prepararon diluciones seriadas del virus de Zika (10 hasta 10, factor

10) en DMEM sin SFB y se afiadieron las diluciones desde 102 a 10 con un control
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negativo; se dejé adsorber durante 1 h. Posteriormente, se retird el indculo, se fijo la
monocapa con paraformaldehido al 4%, se permeabilizaron con PBS/ Triton X-100 (PBST)
al 0.25%, se bloguearon con PBST/ albdmina sérica bovina (BSA) al 1%. Los cultivos se
incubaron con el anticuerpo anti-E del virus del dengue a una dilucién 1:300 durante toda la
noche a 4° C. A la mafiana siguiente se lavd con PBS, se adiciond el anticuerpo secundario
de conejo anti-1gG de raton marcado con AFL 488 (Abcam, ab150113) a una dilucion 1:1000
y se incubo durante 2 h. Los ndcleos celulares se tifieron con Hoechst 33342 (Invitrogen,
H1399) a una dilucion 1:1000, incubando a temperatura ambiente de 10 a 15 min. Al finalizar
la incubacion se coloco el cubreobjetos sobre la monocapa con 10 ul de PBS y se sellé con

barniz.

Se analiz6 la monocapa 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 6ptico utilizando iluminacion estructurada marca Zeiss modelo Apotome

2.

8.7 Identificacion de los receptores AXL, TIM-1y TYRO-3 en la linea celular
C33-A
Una vez determinada la permisividad de la linea celular C33-A se procedio a identificar la
presencia de los receptores AXL, TIM-1y TYRO-3 en dicha linea celular. Esto se realizé
mediante la microscopia por inmunofluorescencia con el uso de anticuerpos especificos para
cada uno de los receptores. Se utilizd la linea celular BHK-21 como control positivo de

infeccion por el virus de Zika.
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Tras realizar la estandarizacion del proceso de permisividad, se estandarizé también la
dilucion de anticuerpos necesaria para la visualizacién adecuada de cada uno de los
receptores. Se colocaron 2x10° células por pozo, se aforaron a 100 pl cada uno y se dejaron

incubar 24 horas a 37° Cy CO: al 5%.

La determinacién de la presencia de las proteinas con probable funcién de receptor sobre las
células sin infectar se llevé a cabo para confirmar su ubicacion en la superficie celular. Tras
24 h, los cultivos celulares se fijaron con paraformaldehido al 4%, se permeabilizaron con
PBS/ Triton X-100 al 0.25% y se bloquearon con PBST/ BSA al 1%. Se incubaron con los
anticuerpos primarios: 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,
MABS859) a las diluciones 1:500, 1:1000 y 1:1000, respectivamente. Posteriormente se
aplicaron los segundos anticuerpos IgG de conejo contra raton marcado con AFL 488
(Abcam, ab150113) a una dilucién 1:1000 para TIM-1 y TYRO-3 y el anticuerpo 1gG de
burro contra cabra marcado con AFL 594 (Abcam, ab150132) para AXL. Los nucleos
celulares se tifieron con Hoechst 33342 (Invitrogen, H1399) a una dilucion 1:1000,
incubando a temperatura ambiente de 10 a 15 min, terminado el tiempo se coloco el

cubreobjetos sobre la monocapa con 10 ul de PBS en cada pozo y se sell6 con barniz.

Posteriormente, se realiz6 el mismo proceso para determinar la cinética de expresion de las
proteinas AXL, TIM-1y TYRO-3 después de infectar las células con el virus de Zika a las
0, 12 y 24 horas con una MOI de 0.01 y 0.001; por lo tanto, a cada determinado tiempo se
fijaron y tifieron las monocapas. Se utilizé un microscopio invertido Zeiss Axio Observer A2
con epifluorescencia y sistema de seccionamiento optico (Zeiss Apotome 2) para analizar la

monaocapa.
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La intensidad de fluorescencia se mide en unidades de fluorescencia relativa por micrémetro
cuadrado (UFR/um?), y el andlisis se lleva a cabo con el software Zeiss Zen 3.8.
Posteriormente la informacién recopilada se grafica y analiza en el programa GraphPad

Prism 10

8.8 Bloqueo de las proteinas AXL, TIM-1y TYRO-3 en la linea celular C33-A

Para verificar la funcionalidad como receptor para el virus de Zika de cada una de las
proteinas estudiadas se procedié a sembrar 80 mil células en cada uno de los pozos en una
camara-portaobjeto de 8 pozos con DMEM y complementado con SFB al 15%, Cada pozo
se aford a 100 pl y se dejaron incubar 24 horas a 37° C y CO2 al 5%. Transcurrido el tiempo
se colocaron 100 upl de anticuerpos (anti-AXL, anti-TIM1 y anti-TYRO3) a las
concentraciones 1:200 para el primero y 1:500 para los ultimos dos durante 1 hora.
Posteriormente se realizaron lavados y se procedio a infectar las monocapas a las MOI 0.01
y 0.001 del virus de Zika. Tras el tiempo de infeccidn se retir6 el indculo y se colocaron 100

pl de DMEM suplementado con SFB al 15%.

A los tiempos 0, 12 y 24 horas se retird el medio, se fijé la monocapa con paraformaldehido
al 4%, se permeabilizaron con PBS/ Triton X-100 al 0.25%, se bloguearon con PBST/ BSA
al 1%. Se incubaron con el anticuerpo anti-E del virus del dengue a la dilucion 1:50, segln
lo indicado por el inserto. Posteriormente se adiciond el anticuerpo IgG de conejo contra
raton marcado con AFL 488 (Abcam, ab150113) a una dilucién 1:1000. Los nucleos
celulares se tifieron con Hoechst 33342 (Invitrogen, H1399) a una dilucion 1:1000,
incubando a temperatura ambiente de 10 a 15 min. Terminado el tiempo se coloco el

cubreobjetos sobre la monocapa con 10 ul de PBS en cada pozo y se sell6 con barniz.
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En cada cAmara-portaobjeto se montaron un control sin infeccion y sin bloqueo, y uno con
infeccion y con bloqueo. El procedimiento de bloqueo se realiz6 con cada uno de los
anticuerpos contra las proteinas AXL, TIM-1 y TYRO-3 de manera individual y en
combinaciones AXL/TYRO-3 y TIM-1/TYRO-3 asi como el bloqueo simultaneo de las tres

proteinas en conjunto.

Se analizaron las monocapas con un microscopio Zeiss Axio Observer A2 con
epifluorescencia y sistema Apotome 2. Los datos obtenidos se graficaron y analizaron en

GraphPad Prism 10.

9. RESULTADOS Y DISCUSION

9.1 Propagacion del virus de Zika

La propagacion del virus de Zika se realizd en la linea celular C6/36 ya que provienen
directamente del mosquito Aedes albopictus, vector principal del dengue (Miller et al., 2018).
Tras haber inoculado las botellas de 25 cm? con la cepa ZIKV CIENI-551 se hizo un registro
fotografico del efecto citopatico (CPE), el cual se describe como las diversas alteraciones
patoldgicas en las células desencadenadas por virus eucariotas (Agol, 2012); si bien, no todos
los virus eucariotas producen efectos citopaticos, los flavivirus, como el virus de Zika,
generan cambios estructurales como migracion celular, fusion de membranas celulares y la
formacion de sincicios que a gran escala forma las placas liticas (Fang et al., 2011), como se
observa en la figura 7. A las 48 h.p.i. se observo la incipiente formacién de sincicios

celulares, los cuales a las 72 h.p.i. se presentan de manera méas abundante y de mayor tamafio.
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Se ha reportado que el efecto citopético es evidente desde las 12 h.p.i. lo que destaca la alta
eficiencia del virus Zika para infectar y replicarse en células derivadas de su vector primario.
Este hallazgo es consistente con la susceptibilidad conocida de las células C6/36 a la
infeccion por Zika y otros flavivirus (Miller et al., 2018). La alta capacidad de replicacion

observada en estas células apoya su uso como un modelo adecuado para la propagacion viral.

A. 0 horas post-infeccion B. 24 horas post-infeccion C. 48 horas post-infeccion D. 72 horas post-infeccion

E. Control negativo a las 0 horas

Figura 7. Efecto citopatico en la propagacion del virus de Zika en la linea celular C6/36 a través
del tiempo (0, 24, 48 y 72 hrs). Se marcan con flechas rojas los sincicios.

Después de 72 h.p.i. se recolectd el sobrenadante para realizar la titulacion viral. Se realizaron

alicuotas del sobrenadante de 200 pl y se almacenaron a -70°C.
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9.2 Titulacion del virus de Zika
Para la titulacion del virus de Zika que fue recolectado del sobrenadante de la propagacion
realizada en las células C6/36, se utilizd la linea celular BHK-21y el método de placas liticas
(técnica macroscopica del CPE), los cuales han sido descritos como la linea celular y el
método por excelencia para la titulacion de flavivirus (Arias & Mora-Rodriguez, 2021;
Carneiro et al., 2022) aplicando la metodologia mencionada en el apartado 7.4 de este

documento.

En la figura 8a se observa la placa de 6 pozos con los resultados de formacion de placas
liticas usando células BHK-21 infectadas con diluciones seriadas del virus de Zika. Se
muestran diferentes grados de lisis celular en funcion de la concentracion viral. Las placas
liticas se observan desde la dilucion 10 y a medida que disminuye la dilucion (de 10° a
1072), se observa un incremento en la cantidad y tamafio de placas liticas, lo cual indica una
mayor replicacion viral y efecto citopatico en las células. El control negativo (CN) no muestra
signos de lisis, lo que confirma que la lisis celular observada en las demas condiciones es
consecuencia directa de la infeccidn viral y no de otros factores externos. La figura 8b

muestra la formula y los célculos realizados para obtener el titulo viral en UFP/ml.
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Figura 8. Titulacion del virus de Zika en la linea celular BHK-21. Placa de 6 pozos con
monocapas celulares de BHK-21, se muestran de izquierda a derecha de arriba hacia abajo el
control negativo, y los pertenecientes a las diluciones decimales -7, -6, -5, -4 y -3, fijados y tefiidos
con cristal violeta a las 48 horas post infeccion (A). Se utiliz6 el pozo a la dilucion 10 para
realizar el conteo de las placas liticas, se contaron 30 placas liticas y se muestra el procedimiento
para la obtencién del titulo viral en UFP/ml (B).

El célculo de unidades formadoras de placas (UFP) proporciona una medida cuantitativa de
la infectividad viral, en este estudio estamos reportando un titulo de 5x107 UFP/ml. Este
resultado es congruente con titulos virales reportados en estudios previos con la misma linea
celular. Balasubramanian et al. (2017) reportaron un titulo viral de 4.8x10” UFP/ml. Mientras
que Almanza- Holguin y Duque-Varela (2020) obtuvieron un titulo de 5X10° UFP/ml, lo cual

respalda la validez y precision de la metodologia empleada en este experimento.
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9.3 Cinetica de replicacion viral

El proposito de este experimento fue determinar la cinética de replicacion del virus de Zika
(ZIKV) en la linea celular C33-A, que corresponde a celulas de carcinoma cervicouterino
humano. Este analisis es fundamental para establecer los periodos de maxima replicacion y
evaluar la permisividad de esta linea celular frente al virus. La eleccion de la linea C33-A se
debe a su relevancia como modelo de estudio para infecciones en el tracto genital femenino,

un tejido de interés en la transmision del ZIKV vy la falta de informacion en la bibliografia.

Se realizaron infecciones a diferentes multiplicidades de infeccion (MOI 0.1, 0.01 y 0.001)
en células C33-A cultivadas en monocapa. Las muestras fueron recolectadas a intervalos de
tiempo especificos (0, 12, 24, 48 y 72 horas post-infeccion) para evaluar el titulo viral
mediante un ensayo de unidades formadoras de placas (UFP) en células BHK-21. Este
procedimiento se realizd en tres experimentos independientes para garantizar la

reproducibilidad de los resultados (figura 9).
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Figura 9. Cinética de replicacién viral. Titulos virales obtenidos de cada una de las muestras
recogidas a las 0, 12, 24, 36 y 48 horas infectadas por el virus de Zika con MOI de 0.1, 0.01 y 0.001
tanto en células C33-A (lineas verdes) como en células BHK-21 (lineas rosas). El rango entre 10!y
10° (titulos virales) se omitié para fines de mejor visualizacion.

Los datos obtenidos muestran que la replicacion viral comenzé a detectarse a las 12 horas
post-infeccion, alcanzando un pico maximo a las 48 horas. En ambos MOIs, la produccion
de particulas virales fue significativamente mayor en las condiciones de MOI 0.01 en
comparacion con MOI 0.001. Esto indica una relacion dependiente de la dosis viral en la
cinética de replicacion. Estos resultados confirman que las células C33-A son permisivas a
la replicacion del ZIKV y que la produccion viral sigue un patrén cinético dependiente del
tiempo y la multiplicidad de infeccién. El pico de replicacion observado a las 48 horas es
consistente con estudios previos en otras lineas celulares, lo que refuerza la utilidad de las
células C33-A como modelo para estudiar la dinamica de replicacién del ZIKV. Aunque la

titulacion viral en células BHK-21 ha sido ya reportada como se menciona el en apartado 8.2,
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no existen antecedentes bibliogréaficos previos para la linea celular C33-A, lo que otorga

mayor relevancia a los datos de este estudio.

9.4 Susceptibilidad y permisividad de la linea celular C33-A

El objetivo de este experimento fue evaluar la susceptibilidad y permisividad de las células
C33-A, una linea celular de carcinoma cervicouterino humanao, a la infeccion por el virus de
Zika (ZIKV). Este analisis es crucial para determinar si estas células son un modelo adecuado

para estudiar la replicacion viral.

La linea celular C33-A, derivada de un carcinoma cervicouterino humano y negativa para el
virus del papiloma humano (VPH), es ampliamente utilizada como modelo en estudios
oncologicos y viroldgicos. A diferencia de otras lineas celulares, como HelLa, que son
positivas para VPH, las células C33-A presentan caracteristicas genéticas y funcionales
Unicas que las hacen relevantes para analizar mecanismos moleculares independientes de la
infeccion por VPH. Estudios previos han demostrado diferencias significativas en la
expresion de ligandos y metaloproteinasas entre las lineas C33-A y Hela, lo que resalta su

utilidad e investigaciones especificas (Garcia et al., 2019).

Se realizaron infecciones con ZIKV a distintas diluciones (1073 a 107°) en tres experimentos
independientes, utilizando monocapas celulares en cdmaras-portaobjetos de 8 pocillos. La
presencia del virus fue determinada mediante inmunofluorescencia con un anticuerpo
monoclonal que reconoce la glicoproteina E del virus del dengue, conocido por cruzar

antigénicamente con el ZIKV. La intensidad de la fluorescencia fue analizada en el programa
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Zeiss Zen 3.8, evaluando la fluorescencia de cada célula y calculando un promedio como

indicador de la infeccidn.

Las células C33-A demostraron ser susceptibles al ZIKV, mostrando fluorescencia especifica
de la proteina E incluso en diluciones altas (10~). En la Figura 10 se presentan las iméagenes
mas representativas. La sefial de fluorescencia se correlacion6 con la concentracion inicial
del indculo, siendo mas intensa en las diluciones bajas. Estos resultados indican que las
células C33-A permiten una eficiente entrada y replicacion del ZIKV, evidenciando su

permisividad.

Dilucidén del virus

Control negativo 1x10°

Figura 10. Presencia de la proteina E a diferentes diluciones virales. Se muestran cuatro imagenes
de células C33-A en las que la proteina E del virus de Zika se marc6 con AFL 488 (Abcam, ab150113)
(verde), y los ndcleos se tifieron con Hoechst (azul). Las imagenes se obtuvieron con un microscopio
invertido Zeiss, modelo Axio Observer A2, con sistema de seccionamiento dptico utilizando
iluminacion estructurada marca Zeiss modelo Apotome 2.

Estos hallazgos sugieren que las células C33-A son un modelo adecuado para estudiar la

interaccion entre el ZIKV y células epiteliales humanas.

9.5 Identificacion de las proteinas AXL, TIM-1y TYRO-3 en la linea celular
C33-A
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Tras confirmar la susceptibilidad y permisividad de la linea celular C33-A a la infeccion por
el virus de Zika, se procedi6 a investigar la presencia de las proteinas AXL, TIM-1y TYRO-
3 en la superficie de estas células. Dichas proteinas, han sido ampliamente estudiadas en otras
lineas celulares, como HaCaT (queratinocitos humanos) y Huh7.5 (hepatocitos humanos)
(Kirui et al., 2021), debido a su relevancia en el proceso de entrada del virus de Zika en
diversos tejidos, desempefiando un papel importante en la regulacion de la respuesta
inmunitaria y en la mediacion de la entrada viral. En este caso, el analisis se realiz6 de forma
cualitativa y por triplicado, observando la expresion y distribucion de estas proteinas

mediante técnicas de inmunofluorescencia.

A)

Control negativo TYRO-3 AXL TIM-1

TYRO — 488 AXL — AF594 TIM — AF488

Figura 11. Presencia de las proteinas TYRO-3, AXL y TIM-1 en la superficie de células C33-A
con y sin infeccion. A) Células C33-A. De izquierda a derecha, control negativo (sin anticuerpo),
TYRO-3 (AF-488), AXL (AF-594) y TIM-1(AF-488), los nlcleos se tifieron con Hoechst Las
ima&genes se tomaron con un microscopio invertido Zeiss, modelo Axio Observer A2 con un objetivo
40x. B) Imégenes en detalle de la presencia de las proteinas TYRO-3, AXL y TIM-1 sobre la
superficie de la célula C33-A, tomadas a 63x con aceite de inmersion. Todos los nucleos se tifieron
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con Hoechst (azul) los anticuerpos TIM-1y TYRO-3 se observan en verde mientras que el
anticuerpo AXL se muestra en rojo.

Las imagenes obtenidas demuestran la presencia de los receptores AXL, TIM-1y TYRO3
en la superficie de las células C33-A. En el panel A las iméagenes se tomaron a 40X. El control
negativo (células C33-A sin tratamiento con anticuerpos especificos, pero procesadas bajo
las mismas condiciones experimentales) muestra una ausencia de sefial fluorescente, lo que
indica la especificidad de la tincién de los receptores. En contraste, las imagenes
correspondientes a cada receptor muestran una sefial clara de fluorescencia: verde para

TYRO3 (AF488) y TIM-1 (AF488), y roja para AXL (AF594).

La imagen B tomadas a 63X, que proporciona un mayor detalle, resalta aun mas la
localizacion de estos receptores en la superficie celular, evidenciando su expresion en la linea
C33-A. Estos resultados son significativos ya que confirman la expresion de AXL, TIM-1y

TYRO3 en estas células.

9.6 Expresion de las proteinas AXL, TIM-1y TYRO3 en respuesta a la infeccion
por el virus de Zika

Tras haber identificado satisfactoriamente la presencia de los receptores AXL, TIM-1y
TYRO-3 en la membrana de las células C33-A, se llevo a cabo la cuantificacion en unidades
de fluorescencia relativa por micrémetro cuadrado tanto en condiciones sin infeccion como

con infeccion por virus de Zika con MOI de 0.01 y 0.001.

Se evaluo la expresion del receptor AXL en células C33-A infectadas con el virus de Zika a
MOI 0.01 y MOI 0.001, comparando las condiciones sin infeccion (S/1) y con infeccién (C/1)
en tiempos de 0, 12 y 24 horas. La MOI de 0.1 causa una muerte celular demasiado rapida y
no es viable el analisis de los receptores, motivo por el cual se omitié del analisis. La
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intensidad de fluorescencia relativa (UFR/pm?) es cuantificada utilizando un microscopio
invertido Zeiss, modelo Axio Observer A2, equipado con iluminacion estructurada (Zeiss
Apotome 2). Los datos obtenidos son analizados estadisticamente mediante pruebas como
ANOVA vy t de Student.en el programa GraphPad Prism 8 (figura 12). Debido al gran

volumen de imégenes se presentan las imagenes representativas de los experimentos en la

figura 13.
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Figura 12. Expresién del receptor AXL en células C33-A en respuesta a la infeccion por el virus
de Zika. La grdfica muestra la intensidad de fluorescencia relativa (UFR/um?) del receptor AXL en
células sin infeccion (AXL S/I) y con infeccion (AXL C/1) a diferentes tiempos (0, 12 y 24 horas) y
concentraciones virales (0.01 y 0.001).

A)
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B)

Figura 13. Comparacion entre el control negativo y las células C33-A infectadas con ZIKV a las
12 horas post-infeccion. En las imagenes se observa la deteccidén por inmunofluorescencia de los
receptores: A) TIM-1, B) AXL y C) TYRO-3. De lado izquierdo observamos los controles sin
anticuerpo y a la derecha observamos las muestras con los anticuerpos correspondientes. Todas las
imagenes corresponden a una MOI de 0.01. Las muestras fueron analizadas utilizando el
microscopio invertido Zeiss Axio Observer A2 con iluminacion estructurada (Apotome 2). La
intensidad de fluorescencia especifica se cuantificé en unidades de fluorescencia relativa (UFR),
evidenciando diferencias entre las células infectadas y el control negativo.

C)

La expresion del receptor AXL present6 diferencias significativas entre células infectadas
(CN) y no infectadas (S/1) a una MOI de 0.01 en tiempos de 0 horas (p = 0.0426), 12 horas
(p =0.0401) y 24 horas (p = 0.0028). Esto sugiere que AXL podria ser un mediador relevante
en la interaccion inicial entre el virus de Zika y las células C33-A, particularmente en etapas

tempranas de la infeccion. La disminucién del valor de p conforme avanzan las horas post-
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infeccion (hpi) podria indicar una dindmica mas activa de este receptor en las fases iniciales
de la replicacion viral, posiblemente vinculada a una regulacion inducida por el virus para
facilitar su entrada. Ademas, la diferencia significativa en la expresion de AXL en células no
infectadas al comparar las MOI de 0.01 y 0.001 a las 12 horas (p = 0.0345) plantea la
posibilidad de que la cantidad de estimulo viral, incluso en ausencia de infeccion activa,
pueda alterar la modulacién basal de este receptor. Esto podria interpretarse como una

respuesta celular inespecifica al estimulo externo,

Se siguid la misma metodologia para evaluar la expresion de los receptores TIM-1y TYRO-

3 obteniendo las siguientes graficas.
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Figura 14. Expresion de los receptores TIM-1 y TYRO-3 en células C33-A en respuesta a la
infeccion por el virus de Zika. Intensidad de fluorescencia relativa (UFR/um? de los receptores
TIM-1y TYRO-3 en células sin infeccion (S/1) y con infeccion (C/I) a diferentes tiempos (0, 12 y 24
horas) y concentraciones virales (0.01 y 0.001).

La expresion de estos receptores también se analizé con t de Student y los resultados del
valor de p se encuentran plasmadas en las TABLAS 4, 5, 6, 7, 8 y 9 encontradas en los anexos

de esta tesis.

Los resultados muestran que TIM-1 tiene una expresion significativamente mayor en células
infectadas (C/1) en comparacion con células no infectadas (S/I) a tiempo 0 con una MOI de
0.01 (p = 0.0291). Este hallazgo refuerza la hipotesis de que TIM-1 actta como un facilitador
en las primeras interacciones del virus con las células huésped, favoreciendo la entrada viral
mediante su capacidad de union a fosfatidilserina. Por otro lado, la diferencia significativa
en la expresion de TIM-1 en células infectadas a una MOI de 0.001 entre 0y 12 horas (p =
0.0185) sugiere que este receptor podria ser inducido de manera transitoria en las etapas
iniciales de la infeccion. Este comportamiento transitorio podria estar relacionado con un
mecanismo de retroalimentacion celular, posiblemente mediado por sefiales intracelulares

asociadas a la deteccion de la infeccion.

En cuanto a TYROS3, se observaron diferencias significativas en células infectadas frente a
no infectadas (C/I vs. S/1) a las 24 horas a una MOI de 0.01 (p = 0.001). Este resultado destaca
un papel potencial de este receptor en etapas mas avanzadas de la infeccidn, sugiriendo que,
a diferencia de AXL y TIM-1, TYRO3 podria estar involucrado en procesos posteriores a la
entrada viral, como la replicacion o la modulacién de la respuesta celular al virus. La
diferencia marginalmente significativa en células no infectadas al comparar las MOI de 0.01

y 0.001 a tiempo 0 (p = 0.0498) podria implicar que este receptor también responde a
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estimulos virales inespecificos, aunque con menor sensibilidad que AXL o TIM-1. Esta
respuesta sugiere que, aunque TYRO3 es menos prominente en las fases iniciales de la
interaccion viral, su expresion ain puede ser modulada por factores externos, como la

presencia de particulas virales.

Los resultados confirman que los receptores AXL, TIM-1 y TYRO3 desempefian roles
diferenciales en la infeccion por el virus de Zika, dependiendo del tiempo post-infeccion y
de la multiplicidad de infeccion utilizada. AXL y TIM-1 parecen ser mas relevantes en las
fases tempranas de la infeccion, con una expresion modulada en respuesta a la carga viral.
Este comportamiento coincide con estudios previos que sefialan a AXL como un receptor
critico para la entrada del virus y a TIM-1 como un cofactor que facilita la internalizacion
del ZIKV. TYROS3, por otro lado, muestra su mayor relevancia en etapas mas tardias, lo que
podria indicar un papel en la modulacion de la respuesta celular o en la replicacion viral. Esto
sugiere gque los receptores TAM no solo actian como puntos de entrada, sino también como

mediadores potenciales de la infeccion y propagacion viral dentro de la célula huésped.

9.7 Bloqueo de las proteinas AXL, TIM-1y TYRO-3 en la linea celular C33-A
con anticuerpos especificos

El bloqueo de las proteinas AXL, TIM-1y TYRO-3 en la linea celular C33-A se realiz con
el objetivo de evaluar la funcionalidad de estos receptores en la entrada del virus de Zika
(ZIKV). Utilizando anticuerpos monoclonales especificos, se bloquearon los receptores de
manera individual y en combinacién triple, analizando el porcentaje de infeccion viral en dos

experimentos independientes a dos multiplicidades de infeccion (MOI 0.01 y 0.001)
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mediante inmunofluorescencia cuantificada con el software Zeiss Zen 3.8 y analizando la

informacion en el programa GraphPad Prism 8.
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Figura 15. Bloqueo de los receptores AXL, TIM-1y TYRO3 en la infeccién por el virus de Zika en
células C33-A. Porcentaje de infeccidn en células C33-A tras la infeccion por el virus de Zika en
presencia de anticuerpos dirigidos contra los receptores AXL, TIM-1 y TYRO3. Se muestran las
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condiciones con tratamiento de anticuerpos individuales (AXL, TIM, TYRO), combinacion triple
(AXL/TIM/TYRO) y la condicidn control sin tratamiento con anticuerpos, utilizada como referencia
para el 100% de fluorescencia (indicado con la barra roja). Los datos representan la infeccion
medida en diferentes tiempos post-infeccion (0, 12 y 24 horas) y bajo dos multiplicidades de infeccion
(MOI 0.01y 0.001). Los experimentos se realizaron en dos réplicas independientes. La reduccion del
porcentaje de infeccidn en las condiciones con anticuerpos refleja el efecto observado del bloqueo
mediado por los receptores estudiados.

Los resultados de la figura 15 muestran que el blogueo individual de AXL, TIM-1 0 TYRO-
3 reduce moderadamente la infeccion viral, particularmente a MOI 0.01 y en los tiempos de
12 y 24 horas. Sin embargo, el triple bloqueo produjo una disminucion dréstica y
estadisticamente significativa (p = 0.0406), lo que sugiere un efecto sinérgico entre los tres
receptores. A MOI 0.001, aungue el porcentaje de infeccion fue menor debido a la baja
cantidad de particulas virales, el bloqueo de TIM resultd ser el Unico con un efecto
significativo (p = 0.0427), destacando su importancia en dosis virales bajas. El cuadro rojo
en las gréficas representa el 100% de fluorescencia observada en la condicidn sin tratamiento

con anticuerpos, utilizada como referencia para comparar los efectos del blogueo.

El anélisis estadistico mediante ANOVA de una via revel6 diferencias significativas entre
las condiciones en ambas MOI (p = 0.0035 para MOI 0.01 y p = 0.0040 para MOI 0.001).
Las pruebas post hoc, como la t de Student, confirmaron que, a MOI 0.01, el triple bloqueo
fue la Gnica condicion con un cambio significativo respecto al control (p = 0.0406), mientras
que, a MOI 0.001, el blogueo de TIM fue significativo (p = 0.0427). Esto sugiere que TIM
desemperfia un papel relevante en dosis bajas de infeccion, mientras que el efecto del triple
bloqueo es mas pronunciado a dosis ligeramente mayores (MOI 0.01), en concordancia con

los datos de expresion de receptores presentados previamente.

Estudios previos han demostrado la importancia de los receptores AXL, TIM-1y TYRO-3

en laentrada del ZIKV en células BHK-21 mediante ensayos de inhibicion (Loza-Lay, 2019).
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También se ha reportado que AXL y TIM-1, de forma independiente, pueden reducir la
infeccion por flavivirus en lineas como las células de Sertoli (Strange et al., 2019; Zhang et
al., 2022). Sin embargo, no hay estudios adicionales que exploren el efecto de la inhibicion
conjunta de estos receptores, lo que resalta la relevancia de los hallazgos obtenidos en este

trabajo.

Aunque el triple bloqueo de los receptores AXL, TIM-1y TYRO-3 fue altamente eficaz en
reducir la infeccion por el virus de Zika en las celulas C33-A, no elimind completamente la
entrada viral. Este resultado sugiere la posible participacion de otros receptores, como DC-
SIGN, CLECS5A, NCAMI, integrina aVPBS5 y EGFR, previamente identificados en la
literatura como mediadores de la entrada de flavivirus (S. T. Chen et al., 2008; Sabbah et al.,
2020). Esto destaca la complejidad de las interacciones entre el ZIKV y sus receptores y
sugiere que una estrategia terapeutica eficaz podria requerir la inhibicién de multiples rutas

receptoras para lograr una reduccion completa de la infeccion.

Diversos estudios, como los de Prisant et al. (2016) y Morelli et al. (2020), subrayan la
importancia de profundizar en los mecanismos celulares y moleculares de la transmision del
ZIKV en el tracto genital femenino. Los resultados de este trabajo sientan las bases para

futuros estudios en esta area.

10. CONCLUSION

Este estudio presenta los primeros hallazgos sobre la interaccion entre el virus Zika (ZIKV)
y los receptores AXL, TIM-1y TYRO3 en la superficie de las células de cérvix uterino (C33-
A). Los experimentos confirmaron que estas células son altamente susceptibles al virus,

incluso méas que la linea celular BHK-21, y que los receptores AXL, TIM-1 y TYRO3
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desempefian un papel fundamental en la infeccion. Se observd que estos receptores tienen
roles diferenciados segun el tiempo post-infeccion y la multiplicidad de infeccion (MOI):
AXL y TIM-1 participan predominantemente en las fases iniciales del ciclo viral, mientras
que TYRO3 es més relevante en etapas posteriores. Este comportamiento subraya la

complejidad de las interacciones entre ZIKV y sus receptores celulares.

El bloqueo individual de estos receptores redujo moderadamente la infeccion viral, pero el
bloqueo simultdneo de los tres resultd en una disminucién significativamente mayor,
particularmente a una MOI de 0.01. Sin embargo, la infeccion no fue completamente
eliminada, lo que sugiere la participacion de otros receptores, como DC-SIGN, CLEC5A,
NCAMI, integrina aVB5 y EGFR, previamente descritos en la literatura. Esto resalta la

necesidad de realizar estudios adicionales para identificar vias alternas de entrada viral.

Estos hallazgos destacan la importancia de AXL, TIM-1y TYRO3 como receptores clave en
la infeccion por ZIKV, pero también sugieren la existencia de vias alternativas que podrian
facilitar la entrada viral en ausencia de estos receptores. Este aspecto es particularmente
relevante para la investigacion de la transmision sexual del Zika en el tracto genital femenino,
dado su impacto potencial en la salud reproductiva y la transmision vertical en mujeres
embarazadas. Comprender estos mecanismos es esencial para desarrollar intervenciones
preventivas mas efectivas que reduzcan la diseminacién del virus y protejan la salud

femenina en contextos de transmision sexual.

El estudio de los mecanismos moleculares involucrados en la entrada del virus Zika abre
nuevas posibilidades para el disefio de inhibidores especificos contra los receptores

identificados o para el desarrollo de terapias combinadas que bloqueen multiples rutas de
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entrada viral. Ademas, investigaciones futuras podrian centrarse en identificar otros
receptores o vias relevantes para la infeccion, especialmente en el contexto de la transmision
sexual y vertical. Finalmente, este trabajo sienta las bases para el desarrollo de modelos
experimentales méas representativos del tracto genital femenino, permitiendo la evaluacién

de estrategias preventivas y terapéuticas con un enfoque integral en la salud reproductiva.
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12. ANEXOS

En esta seccion se presentan las tablas correspondientes al apartado 9.6, donde se analizan
los datos relacionados a la interaccion del virus de Zika con células C33-A bajo diferentes

condiciones experimentales.

Estas tablas contienen los resultados detallados de los experimentos, incluyendo analisis

cuantitativos y estadisticos que respaldan las conclusiones presentadas en el cuerpo principal
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del texto. Debido a la extension de la informacidn, se decidid incluirlas en esta seccion para

facilitar su consulta y mantener la fluidez del contenido principal.

Estas tablas son fundamentales para entender en profundidad los resultados obtenidos en el

apartado 9.6 y complementan los gréficos y analisis discutidos en el texto principal.

e Tablal

Comparacion estadistica de la expresion del receptor AXL en células C33-A infectadas y no
infectadas a una MOI de 0.01. Se incluyen los valores de p correspondientes a las comparaciones
entre tiempos (0, 12 y 24 horas) y condiciones (con y sin infeccién).

PRUEBA AXL MOI 0.01 Valor de p

AXL C/lvs. S/10h 0.0426
AXL C/lvs.S/112h 0.0401
AXL C/lvs. S/1 24 h 0.0028
AXL S/10hvs.12h 0.8490
AXL S/10hvs.24h 0.0988
AXL S/1'12 hvs. 24 h 0.0804
AXLC/10hvs. 12 h 0.1039
AXLC/10hvs.24h 0.1905
AXL C/112hvs. 24 h 0.5000
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e Tabla?

Comparacion estadistica de la expresion del receptor AXL en células C33-A infectadas y no
infectadas a una MOI de 0.001. Se incluyen los valores de p correspondientes a las comparaciones
entre tiempos (0, 12 y 24 horas) y condiciones (con y sin infeccién).

PRUEBA AXL MOI 0.001 Valor de p

AXL C/lvs. S/10h 0.4768
AXL C/lvs. S/112h 0.9155
AXL C/lvs. S/1 24 h 0.0575
AXL S/10hvs.12h 0.7383
AXL S/10hvs.24h 0.0949
AXL S/1'12hvs. 24 h 0.1501
AXLC/10hvs. 12 h 0.5496
AXLC/10hvs.24h 0.3573
AXL C/112hvs. 24 h 0.2527
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e Tabla 3

Comparacion estadistica de la expresion del receptor AXL en células C33-A entre MOI 0.01y MOI
0.001. Se muestran los valores de p para las comparaciones entre tiempos (0, 12 y 24 horas) en
condiciones infectadas y no infectadas.

PRUEBA AXL MOI 0.01 vs. MOI 0.001 Valor de p

AXL S/ MOI 0.01 vs. 0.001 0 h 0.5000
AXL S/ MOI 0.01 vs. 0.001 12 h 0.0345
AXL S/ MOI 0.01 vs. 0.001 24 h 0.0649
AXL C/1 MOI10.01vs.0.0010h 0.3088
AXL C/1 MOI 0.01 vs. 0.001 12 h 0.1206
AXL C/1 MOI1 0.01 vs. 0.001 24 h 0.0791
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e Tabla 4

Comparacion estadistica de la expresion del receptor TIM-1 en células C33-A infectadas y no
infectadas a una MOI de 0.01. Se presentan los valores de p correspondientes a las comparaciones
entre tiempos (0, 12 y 24 horas) y condiciones infectadas y no infectadas.

PRUEBA TIM-1 MOI 0.01 Valor de p

TIM-1C/lvs.S/10h 0.0291
TIM-1C/lvs. S/1 12 h 0.2138
TIM-1C/l vs. S/l 24 h 0.6571
TIM-1S/10hvs. 12 h 0.2001
TIM-1S/10hvs. 24 h 0.7251
TIM-1S/112hvs. 24 h 0.4554
TIM-1C/10hvs. 12 h 0.0513
TIM-1C/10hvs. 24 h 0.1417
TIM-1C/1 12 hvs. 24 h 0.1015

86



e Tablab

Comparacion estadistica de la expresion del receptor TIM-1 en células C33-A infectadas y no
infectadas a una MOI de 0.001. Se incluyen los valores de p para las comparaciones entre tiempos
y condiciones evaluadas.

PRUEBA TIM-1 MOI 0.001 Valor de p

TIM-1C/lvs.S/10h 0.1272
TIM-1C/lvs. S/1 12 h 0.3939
TIM-1C/l vs. S/l 24 h 0.5241
TIM-1S/10hvs.12h 0.3063
TIM-1S/10hvs. 24 h 0.4842
TIM-1S/112hvs. 24 h 0.5506
TIM-1C/10hvs. 12 h 0.0185
TIM-1C/10hvs. 24 h 0.1915
TIM-1C/1 12 hvs. 24 h 0.2535
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e Tabla 6

Comparacion estadistica de la expresion del receptor TIM-1 en células C33-A entre MOI 0.01 y
MOI 0.001. Los valores de p muestran las diferencias entre tiempos y condiciones infectadas y no
infectadas.

PRUEBA TIM-1 MOI 0.01 vs. MOI 0.001 Valor de p

TIM-1S/1 MOI1 0.01vs. 0.0010 h 0.3576
TIM-1S/1 MOI 0.01 vs. 0.001 12 h 0.3007
TIM-1 S/1 MOI 0.01 vs. 0.001 24 h 0.4627
TIM-1 C/l MOI 0.01 vs. 0.001 0 h 0.5000
TIM-1 C/I MOI 0.01 vs. 0.001 12 h 0.1733
TIM-1 C/I MOI 0.01 vs. 0.001 24 h 0.3063
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e Tabla7

Comparacion estadistica de la expresion del receptor TYRO-3 en células C33-A infectadas y no
infectadas a una MOI de 0.01. Los valores de p reflejan las diferencias entre tiempos y condiciones.

PRUEBA TYRO-3 MOI 0.01 Valor de p

TYRO-3C/lvs.S/10h 0.0676
TYRO-3C/lvs.S/112h 0.0689
TYRO-3 C/l vs. S/l 24 h 0.0676
TYRO-3S/10hvs. 12 h 0.9200
TYRO-3S/10hvs.24 h 0.2496
TYRO-3S/112hvs. 24 h 0.0729
TYRO-3C/10hvs.12h 0.5000
TYRO-3C/10hvs.24h 0.1776
TYRO-3C/112hvs. 24 h 0.2790
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e Tabla 8

Comparacion estadistica de la expresion del receptor TYRO-3 en células C33-A infectadas y no
infectadas a una MOI de 0.001. Se muestran las diferencias en los valores de p entre tiempos y
condiciones

PRUEBA TYRO-3 MOI 0.001 Valor de p

TYRO-3C/lvs.S/10h 0.5000
TYRO-3C/lvs. S/112h 0.5836
TYRO-3 C/l vs. S/l 24 h 0.0001
TYRO-3S/10hvs. 12 h 0.3928
TYRO-3S/10hvs. 24 h 0.0706
TYRO-3S/112hvs. 24 h 0.7822
TYRO-3C/10hvs.12h 0.7528
TYRO-3C/10hvs.24h 0.0001
TYRO-3C/112hvs. 24 h 0.3415
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e Tabla 9

Comparacion estadistica de la expresion del receptor TYRO-3 en células C33-A entre MOI1 0.01y
MOI 0.001. Los valores de p indican diferencias entre tiempos y condiciones infectadas y no
infectadas.

PRUEBA TYRO-3 MOI 0.01 vs. MOI 0.001 Valor de p
TYRO-3 S/ MOI 0.01 vs. 0.001 0 h 0.0498
TYRO-3 S/1 MOI 0.01 vs. 0.001 12 h 0.1503
TYRO-3 S/ MOI 0.01 vs. 0.001 24 h 0.1762
TYRO-3 C/1 MO10.01vs.0.0010h 0.5000
TYRO-3 C/l MOI 0.01 vs. 0.001 12 h 0.8907
TYRO-3 C/1 MOI 0.01 vs. 0.001 24 h 0.3363
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