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1. SUMMARY  

 

The blood brain barrier (BBB) is a cellular complex located at brain microvasculature, 

that regulates the exchange of different molecules between the cerebral 

parenchyma and the bloodstream. The BBB can be disrupted during the infection 

with neurotropic viruses such as Zika virus (ZIKV), producing encephalitis, 

microcephaly and autoimmunity (Guillain-Barré syndrome).The main ZIKV target cell 

is the monocyte, that once activated, release extracellular vesicles (EVs). We 

evaluated the effect of small EVs released by ZIKV-infected monocytes in the BBB 

permeability and compared with the changes induced directly by the virus in an in 

vivo murine model. Male BALB/c mice were intra-peritoneally injected with 

exosomes of ZIKV infected human monocytes (exZIKV). For the BBB permeability 

assays we used Evans blue and sodium fluorescein as tracers. The cerebellum, 

cortex and subcortical regions were excised, and tissue tracer concentration was 

evaluated after variable periods of exZIKV administration. We found that exZIKV 

increased BBB permeability to Evans blue and sodium in the subcortical area, with 

a loss of claudin-5 tight junction protein. BBB permeability probably are related to 

the proinflammatory processes induced by the ZIKV and exZIKV. 
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2. ABREVIATURAS  

 

ARN: Ácido Ribonucleico 

AXL: Receptor tirosina cinasa 

BALB/c: cepa de ratón albino 

BHE: barrera hematoencefálica  

d: días 

Da: Daltons 

CD9: Cluster de Diferenciación 9 

CD11b: Cluster de diferenciación 11 b 

CD63: Cluster de diferenciación 63 

CD81: Cluster de diferenciación 81 

Cldn-5: Claudina-5 

C6/36: Línea celular de homogenado 

de larva de mosquito Aedes albopictus 

DMEM: Dulbecco's Modified Eagle 

Medium 

DENV: virus dengue  

ESCRT: Complejo Endosomal 

Requerido para el Transporte 

exMOCK: Exosomas derivados de 

monocitos no infectados  

ExZIKV: Exosomas derivados de 

monocitos infectados con el virus zika 

GAPDH: Gliceraldehído-3 fosfato 

deshidrogenasa 

GFAP: Proteína Glial Fibrilar ácida 

hPI: horas post-infección 

Iba-1: molécula adaptadora de unión a 

calcio ionizado 1 

ICAM: Molécula de adhesión 

intercelular  

ILV: Vesícula Intraluminal 

IL-1β: Interleucina 1 β 

IL-6: interleucina 6 

IL-8: interleucina 8 
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IMF: Intensidad Media de 

Fluorescencia 

JEV: virus de la encefalitis japonesa 

LPS: Lipopolisacárido 

MP: Micropartículas 

MVB: Cuerpo Multivesiculado 

Na-F: Sodio acoplado a fluoresceína 

NF-Κb: Factor Nuclear kappa B 

N154: Asparagina 154 

OMS: Organización Mundial de la 

salud 

PA: Post-administración 

PCR: Reacción en cadena de la 

polimerasa 

Rab: familia de proteínas GTPasas de 

la superfamilia Ras 

SNARE: Soluble NSF Attachment 

Protein (SNAP) Receptor 

SGB: Síndrome de Guillain-Barré 

SNC: Sistema nervioso central 

SCZ: síndrome congénito por el virus 

zika 

TBEV: Virus de la encefalitis 

transmitida por garrapatas 

TEER: Resistencia Eléctrica Trans 

Endotelial 

THP-1: línea celular de monocitos 

humanos  

TNF-α: factor de necrosis tumoral alfa 

VCAM: Molécula celular de adhesión 

vascular 

EVs: Vesículas extracelulares 

WNV: Virus del Nilo occidental 

YFV: Virus de la fiebre amarilla 

VIH: Virus de inmunodeficiencia 

humano  

ZIKV: Virus Zika  

ZO-1: Proteína zónula Ocludens 1
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Participación de los exosomas de monocitos en la permeabilidad de 

la barrera hematoencefálica durante la infección por el virus Zika 

 

 

1. INTRODUCCIÓN  

A. El Zika  

El Zika es una arbovirosis cuyo agente causal es el virus Zika (ZIKV), el cual se distribuye 

geográficamente en regiones tropicales y subtropicales del mundo, correspondiendo a 

las áreas de distribución del vector, principalmente mosquitos hembra del género Aedes 

(Song y cols., 2017). El Zika ha tomado relevancia en los últimos años debido a las 

alteraciones que causan en el sistema nervioso (Acosta-Ampudia y cols., 2018), 

autoinmunidad, anomalías congénitas, así como a sus diversas formas en que el virus 

es transmitido, ya que además de la transmisión vectorial, también se describió la 

transmisión sexual, y la transmisión vertical (Gregory y cols., 2017). 

 

A.I Origen, distribución y epidemiología del ZIKV 

El ZIKV se aisló por primera vez en los bosques de Zika en Uganda en 1947 del mono 

Macacus Rhesus 766, constituyendo el primer aislado viral (MR766). En 1954 se 

reportaron casos de infección en humanos que presentaban un cuadro clínico 

autolimitante. El virus se contuvo en África y Asia durante alrededor de 70 años 

(Kindhauser y cols., 2016), hasta que en 2007, se registraron nuevos brotes en las islas 

Yap, donde se estima que aproximadamente el 73% de la población estuvo infectada y 
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el 18% manifestó un cuadro clínico y (Musso y cols., 2016), en 2013 en la Polinesia 

Francesa alrededor del 11% (28000 casos) de la población fue tratada por posible 

infección de ZIKV (Song y cols., 2017; Cao-Lorneau y cols., 2014) en donde además del 

cuadro clínico autolimitante se reportó una forma severa, la cual afectaba al sistema 

nervioso, describiendo casos de autoinmunidad, específicamente Síndrome de Guillain-

Barré (SGB) y afectaciones neurológicas (Acosta-Ampudia y cols., 2018). En 2015 el 

virus fue detectado en el continente americano en Brasil, en donde se reportó un aumento 

en el número de neonatos que presentaban microcefalia y algunas otras afectaciones 

congénitas, a lo que se le nombró Síndrome congénito por virus zika (SCZ) (Musso y 

cols., 2016; Hills y cols., 2017), por lo que la Organización Mundial de la Salud (OMS) 

emitió una alerta epidemiológica ese año (Organización Mundial de la Salud, 2015). 

Hasta febrero del 2018 se habían reportado 3700 casos de defectos congénitos 

asociados a ZIKV en Brasil (Musso y cols., 2019). El virus se dispersó rápidamente a lo 

largo del continente americano, reportándose casos autóctonos de transmisión de ZIKV 

en alrededor de 48 ciudades del continente en un periodo de un año, incluyendo varias 

ciudades de México (Song y cols., 2017). 

 Hasta agosto del 2020 se han reportado en México 12940 casos confirmados de Zika, 

siendo Veracruz el estado con más casos (2105) reportados. Del total de los casos 

confirmados, aproximadamente el 55.14% corresponde a embarazadas, de los cuales 

926 fueron reportados en el estado de Yucatán. Por otro lado, la forma grave de la 

enfermedad se hizo presente en México, con 55 casos de SCZ y 19 de SGB, de los 

cuales el 68.4% se presentaron en hombres (Dirección General de Epidemiología, 

S31,2020).  
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A.II Transmisión  

El ZIKV se transmite principalmente por la picadura del mosquito hembra del género 

Aedes (Boyer y cols., 2018; Liu Z y cols., 2017), sin embargo, a diferencia de otros 

Flavivirus de importancia clínica como el virus Dengue (DENV), además de la transmisión 

vectorial, destaca la transmisión vertical, es decir, que puede transmitirse de la madre al 

hijo durante la gestación. El riesgo de que el producto presente síndrome congénito 

aumenta cuando la madre es infectada dentro de los 3 primeros meses de gestación. 

También se ha descrito transmisión de ZIKV por transfusión sanguínea (Barjas-Castro y 

cols., 2016) y por vía sexual (Russel y cols., 2017). Además, se ha descrito que el virus 

puede encontrarse en diferentes fluidos corporales como lágrimas, saliva y semen y que 

puede permanecer circulante en el cuerpo hasta por un periodo de 6 meses sin ocasionar 

signos o síntomas (Acosta-Ampudia y cols., 2018). 

 

A.III Cuadro clínico 

El ZIKA tiene un periodo prodrómico corto que va de 2 a 7 días, las personas infectadas 

pueden presentar un cuadro clínico que generalmente es benigno pero autolimitante en 

el que se presentan signos y/o síntomas inespecíficos como fiebre, artralgia, cefalea y 

mialgia, los cuales se manifiestan en aproximadamente el 90% de las personas 

infectadas (Organización Mundial de la Salud, 2015). La mayoría de las personas 

infectadas logran recuperarse, sin embargo, aproximadamente el 10% desarrolla la 

forma grave del Zika. Las formas graves de la enfermedad involucran diferentes 

afectaciones neurológicas que dependen de la edad (en el caso de neonatos SCZ y en 

adultos SGB).  
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El SCZ se caracteriza por mal formaciones congénitas siendo la afectación más común 

la microcefalia, en la cual hay una reducción de la circunferencia de la cabeza del infante. 

Se han descrito algunos mecanismos que podrían estar involucrados en el desarrollo del 

síndrome congénito por ZIKV, por un lado, se propone la muerte celular (apoptosis) de 

las neuronas en desarrollo y por otro lado también se ha descrito la interrupción de la 

diferenciación celular, es decir, que las células del SNC no terminan de desarrollarse y/o 

diferenciarse (Liu y cols., 2018; Devhare y cols., 2017).  

En el caso de adultos, se ha reportado el desarrollo de autoinmunidad, específicamente 

se describen casos de SGB los cuales se caracterizan por la desmielinización de las 

neuronas periféricas, lo cual resulta en parálisis corporal (Muñoz y cols., 2017). Debido 

a la elevada prevalencia de Zika y a la existencia de formas graves del padecimiento, se 

ha considerado al Zika como un problema importante de salud pública (OMS, 2015). 

 

B. Virus Zika: estructura  

El ZIKV pertenece a la familia Flaviviridae y se agrupa dentro del género Flavivirus, en el 

cual se encuentran otros arbovirus de importancia médica como son el virus dengue 

(DENV), el virus de la encefalitis japonesa (JEV), el virus de la fiebre amarilla (YFV), el 

virus del Nilo Occidental (WNV), el virus de la encefalitis transmitida por garrapatas 

(TBEV) entre otros. Dentro de las principales características que comparte este género 

es que gran parte de ellos son virus neurotrópicos (Neal, 2014). 

El genoma de los Flavivirus se constituye de un ARN monocatenario de polaridad positiva 

(el cual tiene función como mensajero) de aproximadamente 11,000pb, el cual codifica 

una poliproteína que es procesada pos-traduccionalmente, dando lugar a 3 proteínas 
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estructurales: la proteína E o de envoltura (que participa en la interacción e 

internalización del virus a la célula huésped), la proteína M o de membrana (la cual está 

involucrada el proceso de maduración del virus), y la proteína C o de Cápside  (que 

interactúa con el genoma viral). El genoma de los Flavivirus también codifica 7 proteínas 

no estructurales denominadas NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B y NS5, 

involucradas en el procesamiento de la poliproteína y el ensamblaje del virión (Kuhn, 

2012).  

Cada una de las proteínas no estructurales tiene una función diferente: la NS1 es 

necesaria para la replicación viral y la infección, además de que está involucrada en la 

evasión de la respuesta inmunológica; la NS3 contiene un dominio con función de 

proteasa y otro con función de helicasa, los cuales son importantes en el procesamiento 

de la poliproteína y en la replicación respectivamente; la proteína NS5 también contiene 

dos dominios que son importantes en la replicación del material genómico del virus, uno 

de ellos actúa como enzima metil-transferasa que es responsable de la estructura cap 

del extremo 5´, mientras que el otro dominio funge como polimerasa dependiente de 

RNA. Además de su función enzimática, la proteína NS5 puede antagonizar la respuesta 

del hospedero mediada por interferón (Shi y Gao, 2017).  

El ZIKV puede tener una conformación madura (figura 1), con diámetro de 

aproximadamente 50nm. Esta conformación se caracteriza por la escisión del péptido 

“pr” de la proteína M mediante proteasas tipo furinas, además de la glicosilación de la 

proteína E en la asparagina 154 (Wen y cols., 2018), modificaciones que se llevan a cabo 

en la red trans-golgi. La conformación inmadura puede contener aun el péptido “pr” y 
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debido a ello, su diámetro es mayor (aproximadamente 60 nm) lo cual podría interferir en 

la interacción virus-hospedero (Rey y cols., 2017). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1: Esquema de la estructura del virus Zika. El ZIKV se conforma de tres 

proteínas que forman su estructura (E, M y C). En su forma madura, el ZIKV carece del 

péptido “pr” en la proteína M (modificada de Rey y cols., 2017) 

 

B.I Ciclo de replicación viral 

La interacción inicial del virus con la membrana se presenta mediante la proteína E. Ésta 

se asocia a la membrana plasmática de la célula blanco y el virus es internalizado. La 

interacción entre el virus y la célula blanco puede estar mediada por receptores 

específicos como el DC-SIGN o CD209, los cuales están presentes en células 

dendríticas y macrófagos. El ZIKV también puede interactuar mediante los receptores de 

tirosina-cinasa TIM y TAM, particularmente el AXL. Sin embargo, la interacción ZIKV-
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célula blanco también se puede presentar de forma independiente de receptor a nivel de 

sitios ricos en clatrina y balsas lipídicas de la membrana celular (Sirohi y Kuhn, 2017).  

El virus se internaliza por medio de endocitosis formando un endosoma temprano, el cual 

mediante actividad de ATPasa se acidifica promoviendo la fusión de la membrana del 

virus con la membrana del endosoma y con ello la liberación del genoma viral. El ARN 

viral es liberado al citoplasma celular y en el retículo endoplásmico se traduce la poli- 

proteína, la cual es procesada por proteasas tanto del virus como de la célula blanco; se 

replica el ARN y se ensambla el virión inmaduro (Kuhn, 2012; Sirohi y Kuhn, 2017). La 

maduración del virus se lleva a cabo en la red trans-golgi donde modificaciones como la 

escisión del péptido “pr” de la proteína de membrana y la glicosilación de la asparagina 

154 (N154) en la proteína E (Wen y cols., 2018). Finalmente, el virión es liberado por 

medio de exocitosis, generando partículas maduras con capacidad infectiva, aunque 

también pueden liberarse partículas inmaduras (figura 2). 

 

B.II Célula Blanco: Monocito 

El ZIKV tiene diferentes blancos celulares, entre los que encontramos células 

endoteliales, inmunológicas y del sistema nervioso central (neuronas y glía). Sin 

embargo, la principal célula diana del ZIKV es el monocito (Jurado e Iwasaki, 2017), 

sobre todo aquellos que expresan en su superficie los marcadores CD14+ y CD16+ 

(Milchmayer y cols., 2017; Foo y cols., 2017). 

Los monocitos al ser infectados generan una respuesta de activación, en la cual además 

de generar citocinas pro-inflamatorias, se conoce que también se generan otros 

productos de activación como las vesículas extracelulares (EVs), entre éstas se 
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encuentran los exosomas (Martinez-Rojas, 2017). Las EVs pueden tener efectos 

distintos órganos y sistemas, por ejemplo, a nivel de sistema nervioso central. 

 

          Figura 2. Ciclo de replicación del virus Zika. El ZIKV interactúa con la célula 

blanco, es endocitado  se replica y ensambla en el retículo endoplásmico, madura en la 

red trans-golgi y finalmente es exocitado (Acosta-Ampudia y cols., 2018). 

 

Las EVs de los monocitos activados pueden promover diferentes mecanismos en la 

célula con la que tienen contacto, por ejemplo, pueden estar involucradas en 
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inmunorregulación, en la activación de diferentes vías de señalización, transporte de 

moléculas cargo, incluso en la activación de la célula, como es el caso de las células 

endoteliales (Gebraard y cols., 2018).  

 

C. Vesículas Extracelulares  

Las EVs son partículas liberadas por células, delimitadas por una bicapa lipídica, 

incapaces de replicarse y que transportan moléculas biológicas funcionalmente activas 

(Sterzenbach y cols., 2017) como proteínas y ácidos nucleicos. Las EVs son liberadas 

tanto en condiciones fisiológicas como patológicas y tienen un papel fundamental en la 

comunicación inter-celular (Gyrorgy y cols., 2011). Se pueden clasificar por su origen, 

tamaño y composición bioquímica (Thery y cols., 2018). De acuerdo con su tamaño 

actualmente se proponen dos clasificaciónes: las VEs grandes (large extracelular 

vesicles) o micropartículas (MPs), que son mayores a 200nm de diámetro; y las EVs 

pequeñas (small extracelular vesicles) o también conocidas como exosomas, que tienen 

un diámetro menor a 200nm (Thery y cols., 2018).  

En cuanto a su biogénesis, las micropartículas derivan de la membrana plasmática, y 

presentan un recambio en los fosfolípidos, es decir, presentan fosfolípidos aniónicos en 

su superficie como fosfatidilserina. En particular, la fosfatidilserina se utiliza como 

marcador de micropartículas, detectándose mediante anexina-V. Los exosomas 

provienen de la ruta endosomal, y se generan a través de diversas rutas. Los marcadores 

utilizados mayormente para la detección de los exosomas son las tetraspaninas CD63, 

CD81 y CD9, así como la proteína de choque térmico Hsp70 (Thery y cols., 2018; Van 

Niel y cols., 2018).  
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C.I Biogénesis de los exosomas  

La producción de exosomas es un proceso complejo que depende de cada tipo celular y 

las condiciones en las que se encuentren. El mecanismo mayormente descrito es la vía 

endosomal dependiente de los complejos endosomales requeridos para el transporte 

(ESCRT por sus siglas en inglés) que van del ESCRT-0 al ESCRT-III (Juan y Fürthauer, 

2018). Sin embargo, existen vías conocidas como “independientes de ESCRT”, por 

ejemplo, en la que se origina a partir de la esfingomielina (Verderio y cols., 2018).  

Los exosomas son generados a partir de sitios ricos en tetraspaninas, así como de balsas 

lipídicas que se encuentran en la membrana plasmática, a partir de esos sitios se forma 

el endosoma temprano. El complejo ESCRT 0 se une a las proteínas ubiquitinadas en el 

endosoma temprano y recluta al complejo ESCRT 1, posteriormente el complejo ESCRT 

II se recluta por el I, promoviendo la formación de una invaginación en el endosoma y la 

selección de las biomoléculas que serán el cargo de las vesículas. El complejo ESCRT 

III promueve la escisión para dar lugar a la vesícula intraluminal (ILV) (Daßler-Plenker, y 

cols., 2020). Las ILVs están contenidas en una vesícula de mayor tamaño, denominada 

cuerpo multivesiculado (MVB). El MVB puede irse hacia degradación, es decir por la vía 

lisosomal o puede seguir la vía secretoria, dando lugar a la secreción de exosomas. Lo 

anterior depende del contenido de lípidos como el colesterol, así como del cargo de las 

vesículas. En el caso de la vía secretoria, el MVB es dirigido hacia la membrana 

plasmática mediante la acción de GTPasas pequeñas de la familia Rab, como Rab27. 

Finalmente, el MVB se fusiona con la membrana plasmática, proceso que podría ser 

mediado por SNAREs, (las moléculas involucradas en el tráfico vesicular dependen de 
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cada célula) para dar lugar a la liberación de los exosomas (figura 3) (Robbins y Morelli, 

2014). 

Los exosomas juegan un papel importante en la intercomunicación celular, ya que 

pueden contener diversas moléculas biológicamente activas como proteínas y ácidos 

nucleicos. Las moléculas cargo dependerán de la célula de la cual se originó el exosoma 

y la condición, es decir, si las condiciones son fisiológicas o patológicas (Andaloussi y 

cols., 2013). Recientemente se ha visto que podrían estar implicados en la diseminación 

del virus o sus productos durante la infección viral (Khan y cols., 2017). 

 

C.II Vesículas extracelulares en condiciones patológicas 

En condiciones de infección, se sabe que puede presentarse un proceso proinflamatorio, 

por lo que, las vesículas extracelulares derivadas de macrófagos pueden contener 

moléculas proinflamatorias, las cuales podrían estimular y activar a las células con las 

que interactúan (Nagano y cols., 2019).  Algunas de las proteínas cargo de las vesículas 

extracelulares, como citocinas pro-inflamatorias pueden activar a otros tipos celulares. 

Un ejemplo de ello es la proteína de choque térmico HSP70 que se ha visto que puede 

activar la vía del factor nuclear-κB (NF-κB) la cual, por consiguiente, estimula la 

producción de citocinas pro-inflamatorias (Nagano y cols., 2019).  

Li y colaboradores (2018) demostraron que estimular ratones con lipopolisacáridos 

(LPS), aumentaba el número de exosomas circulantes en sangre y que éstos podrían 

estar implicados en la neuroinflamación. Para comprobarlo, aislaron exosomas de la 

sangre del ratón estimulado y los inocularon en otro ratón, en el cual también observaron 

aumento de citocinas pro-inflamatorias (TNF-α e IL-6) y de los marcadores gliales Iba-1 
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y GFAP en el tejido cerebral, posterior al estímulo con exosomas. Lo anterior sugiere que 

los exosomas podrían ser mediadores de neuroinflamación (Li y cols., 2018). 

Actualmente las vesículas extracelulares, y en especial los exosomas han tomado gran 

relevancia también en el estudio del cáncer, ya que pueden ser importantes en la 

comunicación y el mantenimiento del microambiente tumoral (Daßler-Plenker y cols., 

2020). También se han propuesto como marcadores de diversas enfermedades 

neurodegenerativas como el Alzheimer (You, y Ikezu, 2019), ya que éstos podrían 

liberarse desde el parénquima cerebral hacia el torrente sanguíneo, pasando a través de 

la BHE sin algún problema, y por lo tanto pueden ser detectados en el torrente 

sanguíneos, propuestos como una biopsia líquida (Li y cols., 2019). 

 

C.III Papel de las EVs en la infección viral 

Anteriormente los exosomas eran vistos como desechos celulares, sin embargo, 

actualmente se conoce su papel en la intercomunicación y el mantenimiento de la 

fisiología celular. Recientemente también se ha reconocido su participación durante la 

infección viral. La biogénesis de los exosomas puede ser “aprovechada” por partículas 

virales para incorporar componentes virales como proteínas y ácidos nucleicos (Khan y 

cols., 2017).  

En nuestro grupo de investigación hemos encontrado que durante la infección de 

monocitos humanos con DENV, las células se activan, incrementando la producción de 

EVs de origen monocitario (MPs y exosomas), las cuales favorecen la producción de 
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citocinas pro-inflamatorias y de proteínas de adhesión celular (Martínez-Rojas, 2017; 

Mateos-Rodríguez, 2016; Rodríguez-Murcia, 2017).  

 

Figura 3. Biogénesis de exosomas (small extracelular vesicles). Formación del 

endosoma temprano, seguido de la formación del cuerpo multivesiculado mediante la vía 

dependiente de ESCRT (Robbins y Morelli, 2014). 
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Martinez-Rojas y cols., (2020) demostraron que células de mosquito infectadas por ZIKV 

producen EVs, entre éstas exosomas, los cuales mostraron contener moléculas virales, 

ya que en ellos se detectó la presencia de la proteína viral E, y también se detectó 

material genómico del virus, lo que sugiere que podrían estar actuando como vehículos 

troyanos, es decir, que los exosomas pueden ser vehículos que transporten virus de una 

célula a otra sin que éste sea detectado. Los exosomas derivados de células de mosquito 

infectadas por ZIKV, tienen la capacidad de infectar y activar a monocitos y células 

endoteliales. Este trabajo podría indicar que el ZIKV podría transmitirse mediante 

exosomas. Por otro lado, se reportó que los exosomas derivados de neuronas corticales 

infectadas por ZIKV, son capaces de transmitir el virus a neuronas no infectadas, lo cual 

confirma que el ZIKV es transmitido por exosomas, y además determinan que el virus 

induce la producción de exosomas mediante la estimulación de la esfingomielinasa, la  

cual está involucrada en la biogénesis exosomal en la vía independiente del complejo 

ESCRT (Zhou y cols., 2019) 

 

D. Flavivirus y barrera hematoencefálica 

Como se ha mencionado anteriormente, algunos de los virus que se agrupan en el 

género de los Flavivirus tienen tropismo hacia SNC, como WNV, JEV, DENV, teniendo 

blancos celulares a neuronas, astrocitos y/o microglía. Para poder infectar células 

pertenecientes a este sistema, es necesario que los virus logren pasar a través de la 

barra hematoencefálica (BHE), estructura altamente selectiva encargada de brindar 

protección al cerebro.  
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D.I Estructura de la barrera hematoencefálica (BHE) 

La BHE es una barrera física y química que regula el intercambio de distintas moléculas 

entre el flujo sanguíneo y el parénquima cerebral, por lo cual es una barrera altamente 

selectiva que presenta una permeabilidad muy baja, respecto a otros endotelios (Greene 

y Campbell, 2016). La BHE se localiza a nivel de la microvasculatura cerebral. Las células 

endoteliales de la microvasculatura cerebral están rodeadas por pericitos y a su vez por 

una lámina basal, en la que están embebidos los pies de los astrocitos y muy 

cercanamente al capilar se encuentran las células de la microglía (figura 4).  

   Figura 4. Esquema de la barrera hematoencefálica. Se observa que la BHE está 

conformada por el capilar que se rodea de pericitos, astrocitos y microglía (Obermier B y 

cols., 2013). 

 

Las células endoteliales se unen entre sí a través de las uniones estrechas, formadas 

principalmente por las proteínas claudina-5 (Cldn-5), zónula ocludens (ZO-1) y ocludina. 
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Este tipo de uniones regulan el flujo paracelular, es decir, entre una célula endotelial y 

otra; únicamente moléculas no cargadas menores a 4.5Å o moléculas liposolubles 

pueden tener libre acceso (Lossinsky y Shivers, 2004; Forster, 2008). Otra característica 

que regula la permeabilidad es que, a diferencia de otros endotelios, la BHE carece de 

fenestraciones y posee un bajo grado de pinocitosis (Castro y cols., 2019). A pesar de 

que la BHE es una de las barreras biológicas más selectivas, puede presentar 

alteraciones en su estructura y composición, lo cual afecta su permeabilidad. 

 

D.II Alteraciones de la barrera hematoencefálica 

La estructura de la BHE puede verse afectada y aumentar su permeabilidad en eventos 

adversos, tanto infecciosos como no infecciosos, que generalmente se presentan en un 

contexto neuroinflamatorio.   

En procesos no infecciosas, por ejemplo, isquemia cerebral (Yang y cols., 2019) o la 

pérdida de sueño (Hurtado-Alvarado G y cols., 2016; Hurtado-Alvarado G y cols., 2017), 

se ha descrito aumento en la permeabilidad de la BHE en ratas y ratones macho, en los 

cuales además hubo aumento en moléculas pro-inflamatorias y de activación glial de 

forma diferencial en las regiones cerebrales evaluadas. 

Se ha reportado que durante el proceso neuroinflamatorio (encefalitis), como los 

causados durante la infección por algunos virus (Liu y cols., 2008; Dropulic y Marsters, 

1989), hay aumento en la permeabilidad de la BHE, lo cual se ha descrito que puede ser 

favorecido por citocinas pro-inflamatorias. Durante la infección por JEV se ha descrito 

que hay disminución en la expresión de las proteínas de unión estrecha, así como el 

aumento de los marcadores de glía reactiva GFAP e Iba-1, marcador de astrocitos y 
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microglía, respectivamente (Gupta y Pulliam, 2014). Además de esto, en la infección por 

WNV aumentan las proteínas de adhesión celular como I-CAM, VCAM-1 y E-selectina 

(Roe K y cols., 2014). 

En otro estudio se describió que la neuroinflamación inducida por el JEV, antecede al 

aumento de la permeabilidad de la BHE en un modelo in vivo, en donde observaron que 

durante los tres primeros días de infección, la concentración viral en la sangre se 

mantenía en niveles elevados, mientras que a partir del cuarto día de infección, el título 

viral había disminuido sin embargo los marcadores proinflamatorios se encontraban 

elevados en SNC al igual que la permeabilidad de la BHE, por lo que concluyen que el 

proceso neuroinflamatorio promueve el aumento en la permeabilidad de la BHE (Li F y 

cols., 2015).  

En el contexto de las EVs, Zhou y cols. (2018) demostraron que en un modelo in vitro de 

infección por flavivirus transmitidos por garrapatas (TBF) los exosomas pueden ser 

utilizados como mecanismo de transporte de partículas virales e incluso que pueden 

atravesar la BHE.  Durante la infección de monocitos por ZIKV, se podrían generar EVs 

que contribuyan a la activación de diferentes células diana (Mateos-Rodríguez, 2016), 

entre ellas las células del sistema nervioso central (neuronas, astrocitos, microglía, 

oligodendrocitos), así como a las células endoteliales que forman la BHE favoreciendo 

un estado pro-inflamatorio a nivel del SNC. 
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

Dentro del género Flavivirus se encuentran virus con tropismo al sistema nervioso central 

como el WNV, JEV y el DENV, los cuales pueden provocar encefalitis y alteración de la 

BHE, favoreciendo un aumento en la permeabilidad de ésta (Li y cols., 2015; Neal, 2014; 

Roe y cols., 2014). El ZIKV también ha mostrado inducir encefalitis y daños al sistema 

nervioso, como la microcefalia y autoinmunidad (Acosta-Ampudia y cols., 2018; Mlakar y 

cols., 2016; Muñoz y cols., 2017). Sin embargo, poco se sabe sobre su efecto en la BHE 

(Mladinich y cols., 2017) en modelos in vivo.  

Se sabe que el ZIKV tiene como principal célula blanco al monocito (Foo y cols., 2017). 

Los monocitos activados (como podría suceder durante la infección por ZIKV) producen 

citocinas proinflamatorias, así como vesículas extracelulares entre las que se encuentran 

los exosomas (Gebraad y cols., 2018), los cuales pueden transferir biomoléculas activas 

(proteínas y/o RNA) o partículas virales completas, contribuyendo con la diseminación 

del ZIKV (Martinez-Rojas y cols., 2020), incluso a nivel de SNC (Zhou y cols., 2019). 

En condiciones patológicas, los exosomas de monocitos circulantes pueden activar 

diversas células, por ejemplo, las células de la microvasculatura, repercutiendo en la 

permeabilidad del endotelio. Los exosomas liberados se pueden fusionar con las 

membranas de la célula receptora o bien, pasar a través de ella (trancitosis), llevando el 

cargo al otro lado del vaso sanguíneo, por ejemplo, hacia el parénquima cerebral, lo cual 

podría desencadenar la activación de células gliales o neuronas (Saeedi y cols., 2019).  
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Se desconoce cuál es el papel de los exosomas derivados de monocitos, a nivel de 

sistema nervioso central en cuanto a la permeabilidad de la BHE y al proceso 

neuroinflamatorio en el contexto de la infección por ZIKV en un modelo in vivo. 

 

 

5. HIPÓTESIS 

Los exosomas de monocitos infectados por ZIKV, inducen aumento en la permeabilidad 

de la barrera hematoencefálica y el proceso neuroinflamatorio en un modelo murino. 

 

6. OBJETIVO GENERAL  

Determinar la participación de los exosomas de monocitos humanos (THP-1) infectados 

por ZIKV en la permeabilidad de la barrera hematoencefálica así como en el proceso 

neuroinflamatorio en un modelo in vivo.  
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7. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

1. Titular y amplificar la cepa del virus Zika (ZIKV) MR766 en células Vero. 

2. Establecer las condiciones óptimas de infección de monocitos humanos (THP-1) 

mediante la detección del antígeno viral por citometría de flujo. 

3. Evaluar la activación de los monocitos infectados por ZIKV mediante la detección 

de la integrina CD11b. 

4. Detectar la tetraspanina CD63 en monocitos infectados por ZIKV. 

5. Aislar e identificar los exosomas de monocitos infectados por ZIKV (exZIKV). 

6. Estandarizar condiciones óptimas de infección con ZIKV en un modelo murino 

(BALB/c) de permeabilidad de BHE. 

7. Evaluar la permeabilidad de la BHE en ratones estimulados con exZIKV en las 

regiones cerebrales subcorticales, corteza y cerebelo. 

8. Evaluar en cerebelo, corteza y regiones subcorticales de ratones estimulados con 

exZIKV la presencia de proteínas de unión estrecha (Claudina-5 u ocludina) y la 

activación glial (GFAP). 

9. Determinar la expresión de las moléculas proinflamatorias IL-8, IL-6, TNF-α. 
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8. DISEÑO EXPERIMENTAL 

Titulación viral de la cepa 
MR766 por ensayo de placa 

lítica

Infección de monocitos (THP-
1) por ZIKV (citometría de 

flujo)

Detección de la integrina 
CD11b+ y de la tetrastpanina 

CD63 en monocitos 
infectados por ZIKV mediante 

citometría de flujo. 

Obtención de exosomas de 
monocitos ifnectados por 

ZIKV (exZIKV) por 
ultracentrifugación diferencial 

y perlas paramagnéticas.

Identificación  de los exZIKV 
mediante la detección de la 

tetraspanina CD63 por 
citometría de flujo.

Estandarización del modelo 
de permeabilidad de BHE en 
ratone infectados con  ZIKV 

(fluorescencia de Na-F y azul 
de Evans)

Evaluación de la 
permeabilidad de la BHE en 

ratones estimulados con 
exZIKV

Detección del contenido 
proteico de las uniones 

estrechas (Cldn-5 u Ocludina) 
y activación astroglial (GFAP) 

por western blot

Evaluación de la expresión de 
moléculas proinflamatorias 

(IL-6, TNF-a, IL-8) por RT-PCR.
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9. METODOLOGÍA  

 

Cultivos celulares y virus. Se utilizaron células de epitelio renal de mono Cercopithecus 

aethiops (Vero, ATCC CCL-81), para la titulación y amplificación viral. Las células Vero 

se mantuvieron con medio DMEM (Biowest). Se utilizaron monocitos humanos 

provenientes de la línea celular THP-1 de sangre periférica (ATCC TIB-202) que se 

mantuvieron con medio de cultivo RPMI-1640 (Biowest). A los medios se les agregó 

solución de antibióticos 100X (10,000 U/mL de penicilina, 10 mg/mL de estreptomicina y 

25 μg/mL de anfotericina B, Biological Industries) y se suplementaron con 10% (v/v) de 

Suero Fetal Bovino (SFB, Biowest) y 1% de L-glutamina 200 mM (Biowest).  Las células 

se incubaron a 37 °C con 5% de CO2 (Series 8000 WJ CO2, Thermo Fisher Scientific). 

Se utilizó la cepa africana del virus Zika (ZIKV) proveniente del mono Macacus rhesus 

(MR766). 

Titulación del ZIKV por ensayo de placa lítica. Se cultivaron células vero (1.0 x 105 

células/pozo) en placas de cultivo de 24 pozos (Corning) y se incubaron a 37 °C con 5% 

de CO2 hasta un 95% de confluencia (por duplicado). Cada pozo se inoculó con 0.1 mL 

de ZIKV previamente diluido en series logarítmicas base 10 (de 10-1 hasta 10-22) en medio 

DMEM sin suplementar. Las placas se incubaron a 37 °C con 5% de CO2 por 2 h.  Se 

removió el inóculo viral y cada pozo fue lavado dos veces con PBS 1X (pH 7.4).  Los 

pozos fueron recubiertos con 1 mL de medio DMEM suplementado con 2.5% de SFB y 

1% de metilcelulosa y se incubaron a 37° C con 5% de CO2 hasta la formación de placas. 

Posteriormente se retiró la metilcelulosa; las células se fijaron con metanol al 96% por 



 
 

32 
 

15 minutos y se tiñeron con cristal violeta al 1% por 15 min en agitación constante, a 

temperatura ambiente. 

 El título vital se expresó en unidades formadoras de placa (UFP) por mL, y se calculó de 

acuerdo con la siguiente fórmula: 𝑈𝐹𝑃 =
𝑁

(𝑉∗𝐷)
  en donde N corresponde al promedio de 

placas contadas en la última dilución en que se observan bien definidas; V al volumen 

inoculado de la dilución viral (en ml) y D a la dilución menos concentrada en que las 

placas fueron contadas.   

 

Amplificación de ZIKV. La amplificación viral se llevó a cabo en células Vero, utilizando 

un volumen de 5 ml del Stock (1X1023 UFP/mL) de ZIKV, en cajas de cultivo F75 

(Corning) a un 90% de confluencia, e incubadas a 37 °C con 5% de CO2 por 2 h. Se retiró 

el inóculo viral y se agregaron 20 ml de medio DMEM suplementado al 10% con SFB y 

se incubaron a 37 °C con 5% de CO2 hasta que se observó la formación de sincicios en 

el 90% del cultivo. La monocapa de células infectadas fue desprendida por dos ciclos de 

congelación-descongelación a 4 °C y por fuerza mecánica a través de un raspador de 

células (Corning). El medio de cultivo resultante de esta infección almacenado a -70 °C 

hasta su uso. 

Infección en monocitos humanos THP-1 con ZIKV: Para determinar la condición de 

infección óptima en monocitos humanos THP-1, se utilizaron 3 multiplicidades de 

infección (MOI): MOI 3, MOI 1 y MOI 0.5. El inóculo viral se diluyó medio RPMI-1640 

(Biowest). Se agregó 1.0 mL de la dilución correspondiente para cada MOI en cada pozo 

y se inocularon 2.5x105 células/pozo en placas de 12 pozos. Las placas de cultivo se 

incubaron a 37 °C con 5% de CO2 por 2 h. Posteriormente se agregaron 1.5ml de medio 
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RPMI complementado al 10% con SFB. Las placas de cultivo se incubaron a 37 °C con 

5% de CO2. 

Citometría de flujo de monocitos humanos THP-1 infectados por ZIKV. Después de 

la infección, la células fueron fijadas con paraformaldheído (2%), y posteriormente fueron 

bloqueadas con albúmina sérica bovina (BSA) al 5% durante 30 minutos y se incubaron 

con diferentes anticuerpos: para evaluar la infección viral las células fueron incubadas 

con anticuerpo primario anti-ZIKV durante toda la noche, y posteriormente se incubó con 

el anticuerpo secundario anti-mouse acoplado a Alexa-555; para evaluar la activación de 

las células infectadas se incubó con anti-CD11b (acoplado a ficoeritrina) y para la 

detección de la tetraspanina CD63, las células fueron incubadas con anti-CD63 

(acoplado a ficoeritrina), en ambos casos la incubación fue durante dos horas, a 

temperatura ambiente, en agitación y en condiciones de oscuridad. Las células fueron 

lavadas para eliminar el exceso de anticuerpo, y se trasladaron a tubos para citómetro. 

La detección de la infección, de la integrina CD11b y de la tetraspanina CD63 se llevó a 

cabo mediante citometría de flujo, utilizando el equipo FACSCALIBUR en el Laboratorio 

Nacional de Citometría de Flujo de la UNAM (LabNalCit-UNAM). Los datos fueron 

analizados mediante el software FlowJo v10. 

Suero Fetal Bovino libre de exosomas. Para el aislamiento de exosomas se utilizó 

SFB libre de exosomas, el cual se obtuvo por centrifugación (900x g/10 minutos), fue 

filtrado (0.22um). Se ultracentrifugó en rotor SW28 a 120,000x g durante 18 horas, y 

posteriormente se hicieron alícuotas. Se preparó medio de cultivo con 5% de SFB libre 

de exosomas, el cual se utilizó para los experimentos de extracción de exosomas.  
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Extracción de exosomas de monocitos humanos THP-1 infectados con ZIKV. Se 

sembraron 20 millones de monocitos (THP-1) por condición (Mock, 48 y 72 horas 

post.infección) y se infectaron con un equivalente a 8 millones de partículas virales (MOI 

0.5) de ZIKV (como se describió anteriormente) y con aproximadamente 25 ml de medio 

de cultivo (RPMI + 5% de SFB libre de exosomas). Transcurrido el tiempo post-infección 

se colectaron células y el medio de cultivo en tubos cónicos, se centrifugaron a 900 x g 

por 10 minutos, seguido de otra centrifugación a 2000 x g durante 10 minutos. El 

sobrenadante se trasladó a tubos para rotor SW28 y se ultracentrifugó a 10,000 x g por 

35 minutos, posteriormente el sobrenadante se ultracentrifugó dos veces a 120,000 x g 

durante 70 minutos. Se descartó el sobrenadante, y al precipitado se le agregaron 3ml 

de PBS IX frío (4°C), se homogenizó y se almacenó en alícuotas a -70°C hasta su uso. 

Aislamiento de exosomas de monocitos humanos THP-1 infectados con ZIKV. Se 

tomaron 200µl de los exZIKV extraídos de cada condición y se le agregaron 40µl de 

perlas paramagnéticas-CD63 y se incubaron para el acoplamiento durante 

aproximadamente 18 horas, en agitación a 4°C. Transcurrido el tiempo de acoplamiento, 

los tubos con las muestras se colocaron en el imán y se retiró el sobrenadante, para 

posteriormente llevar a cabo una serie de lavados con PBS IX-BSA 0.5%, de tal forma 

que únicamente queden los exosomas acoplados al CD63 de las perlas paramagnéticas 

(figura 5). Se agregó el anticuerpo primario anti-CD63 (ya acoplado a ficoeritrina) en una 

dilución 1:20, durante 1 hora. Se realizaron varios lavados con PBS IX-BSA 0.5%, y se 

cuantificó mediante citometría de flujo. Los datos fueron analizados con el software 

FlowJo v10.  
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Figura 5. Esquema del aislamiento de exosomas mediante perlas paramagnéticas 

acopladas a anti-CD63. 

 

Animales experimentales: En el presente estudio se utilizaron ratones macho de la 

cepa BALB/c con un peso de 20-25 gr, los cuales se obtuvieron de la Unidad de Manejo 

de Modelos Biológicos. Se colocaron en grupos de 4-6 ratones por caja, con alimento y 

agua ad libitum. Los ratones fueron tomados aleatoriamente para cada condición 

experimental. Los procedimientos experimentales y el proyecto fueron aprobados por el 

Comité Interno para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (CICUAL) bajo el 

protocolo 6316. 

Estandarización de condiciones óptimas de infección en modelo de permeabilidad 

de BHE in vivo. Se evaluaron 6 condiciones experimentales, además de la condición 

control (n=3): 107, 105, y 103 UFP evaluadas a 24, 48 o 72 horas posterior a la 

administración del inóculo viral vía intraperitoneal (i.p.). Transcurridos los días post-

infección, los ratones fueron anestesiados con una dosis letal de pentobarbital sódico y 

posteriormente se les administraron los trazadores: sodio acoplado a Fluoresceína (Na-

F; SIGMA F6377) en una concentración de 10mg/ml y azul de Evans (SIGMA E2129) en 
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una concentración de 1mg/ml, administrados vía intracardiaca y se dejaron en circulación 

3 minutos, posteriormente los ratones fueron perfundidos con solución salina al 0.9% 

durante 3 minutos. 

Se extrajeron las regiones cerebrales cerebelo, corteza y áreas subcorticales (hipocampo 

y ganglios basales). Las muestras cerebrales fueron homogenizadas con PBS 1X; se 

centrifugaron a 13500 rpm/10minutos y al sobrenadante se le agregó metanol y se 

centrifugó nuevamente a 13500rpm/10 minutos. El sobrenadante se colocó en placas de 

96 pozos y se cuantificó por fluorescencia (figura 6): con un rango de excitación de 

485nm y emisión 535nm para Na-F; para azul de Evans un rango de excitación 535nm y 

emisión 595nm. 

Evaluación de la permeabilidad de la barrera hematoencefálica en presencia de 

exZIKV. Se realizó determinación de proteína de cada alícuota de las muestras de 

exosomas (exZIKV) mediante microensayo de BCA (ácido bicinconínico), utilizando una 

curva patrón de BSA. Las muestras se irradiaron en tres ciclos consecutivos de luz UV a 

1200 µJ (x100) con Stratalinker 1800 (Stratagene) para inactivar partículas virales que 

permanezcan en la muestra (Martínez-Rojas y cols., 2020). Se administraron 25 o 50µg 

de proteína de exZIKV a ratones BALB/c por vía i.p., ambas concentraciones se 

evaluaron a las 48 y 72 horas (n=3). Transcurrido el tiempo se realizaron ensayos de 

permeabilidad de BHE.  Por otra parte, se inocularon exosomas provenientes de 

monocitos no infectados (exMock) en la condición seleccionada anteriormente de exZIKV 

(25µg de proteína a las 48 horas post-administración) y de igual forma se llevaron a cabo 

ensayos de permeabilidad a Na-F y a azul de Evans.  
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Determinación de proteínas en tejido cerebral. Se utilizaron ratones macho BALB/c 

intactos e inoculados con ZIKV, exZIKV y exMock (n=3) y 48 horas posteriores a la 

inoculación, fueron sacrificados mediante decapitación. Se extrajo el tejido cerebral, se 

disectaron las regiones cerebelo, corteza y regiones subcorticales y se colocaron en 

rápidamente a -20°C para evitar degradación proteica. Posteriormente se 

homogenizaron con RIPA (buffer de ensayo de radioinmunoprecipitación) más 

inhibidores de proteasa; se centrifugaron a 13500 rpm durante 10 minutos. Se hicieron 

alícuotas con el sobrenadante, y posteriormente se realizó determinación de proteína 

utilizando el método de Bradford. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Esquema de ensayos de permeabilidad de BHE en modelo in vivo. El modelo 

consiste en la administración del estímulo y transcurrido el tiempo determinado, se lleva 

a cabo los ensayos de permeabilidad, se extrae el tejido cerebral, se homogeniza el tejido 

y se cuantifica la cantidad del trazador por gr de tejido cerebral.  
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Evaluación de la presencia de proteínas de unión estrecha. Para evaluar los cambios 

en la presencia de proteínas de unión estrecha se llevó a cabo western blot. Se cargaron 

100µg de proteína en un gel de poliacrilamida (10%), y después de la electroforesis las 

proteínas se transfirieron a una membrana de PVDF durante aproximadamente 90 min 

(70V). La membrana se bloqueó con leche descremada (5%) y PBST (PBS 1X + Tween 

20 0.1%) durante 30 min; posteriormente se incubó con el anticuerpo primario anti-Cldn-

5 (bio16046) durante 2 horas a temperatura ambiente y en agitación. Transcurrido el 

tiempo se realizaron lavados y se incubó con el anticuerpo secundario (Vector 

Laboratories: VEC.BA-1100) durante 1 hora a temperatura ambiente y en agitación, 

seguido de lavados con PBST. La membrana se incubó con el complejo avidina-biotina 

durante 30 minutos; se realizaron lavados con PBST y se le agregó luminol.  Finalmente 

se reveló con el equipo C-Digit y el software image studio digits V.3.1.  

Evaluación la expresión de marcadores inflamatorios. La evaluación de la expresión 

de marcadores inflamatorios se hizo mediante RT-PCR, para ello se utilizaron ratones 

intactos y ratones inoculados con ZIKV, exZIKV y exMock. Posterior a la inoculación (48 

h), los ratones fueron decapitados; se extrajo el tejido cerebral y se diseccionaron las 

regiones ya mencionadas. Se agregó 1ml de trizol en cada región y se guardaron a -

70°C. Posteriormente se adicionaron 200µl de cloroformo, se centrifugó a 12000xg a 4°C 

durante 15 minutos y se separó la fase acuosa. Se le agregaron 0.5ml de isopropanol y 

se homogenizó, se incubó hasta la formación del precipitado y se centrifugó nuevamente 

la muestra 12000xg 10 minutos, y al precipitado se le agregó 1 de etanol al 75%. Se 

centrifugó a 7500g durante 5 minutos, se descartó el sobrenadante y al precipitado se le 

agregaron 100ul de agua tratada con DEPC. Posteriormente se cuantificó el RNA 
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mediante nanodrop y mediante el kit one step (OneStep RT-PCR kit, Qiagen) se llevó a 

cabo la RT-PCR para los genes TNF-α, GAPDH, IL-6 e IL-8. Las sondas empleadas 

fueron las siguientes (Mfg. ID 110182256, IDT, USA),:  

TNF-α FW [5´-ACAAGCCTG-TAGCCCATGTT-3’], RV [5’-AAAGTAGACCTGCCC-

AGACT-3´]; GAPDH FW [5’-CCATGTTCGTCATGG-GTGTGAACCA-3’], RV [5’-

GCCAGT-AGAGGCAGGGATGATGTTC-3’]; IL-6 FW [5´-

GTCTGAAAGCAGCAAAGAGGC-3´], RV [5´-CTGGAGGTACTCTAGGTATAC-3´]; IL-8 

FW [5´-ATGACTTCCAAGCTGGCCGTGGCT3´], RV [5´-

TCTCAGCCCTCTTCAAAAACTTCTCGAG-3’]; 

Se evaluaron mediante gel de agarosa (al 1.2% teñido con BrEt al 2%) y se visualizaron 

mediante el equipo Typhoon FLA 9500. Las imágenes fueron a analizadas con el 

software ImageJ. 

Análisis estadístico. La significancia estadística se determinó mediante la prueba de 

análisis de varianza de una o dos vías (ANOVA) con Tukey's como un análisis post hoc 

para ANOVA. Los valores de P inferiores a 0.05 fueron considerados estadísticamente 

significativo. Para los gráficos se utilizó GraphPad Prism 6 (GraphPad Software, Inc., La 

Jolla, CA). Los datos cuantificados se presentan como media ± error estándar (SEM). 
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10. RESULTADOS   

Titulación del ZIKV por ensayo de placa lítica.  

Para conocer la concentración del stock viral del ZIKV (MR766), se utilizó la técnica del 

ensayo de placa lítica en células Vero (figura 7), a las cuales se les agregó un volumen 

de 0.450 mL del inóculo viral. Observamos que la dilución de 1X10-8 fue la última en la 

que se observó la formación de placas líticas. La concentración o título viral se expresó 

en unidades formadoras de placa (UFP) por mililitro que se obtuvo utilizando la siguiente 

fórmula:   𝑼𝑭𝑷 𝒎𝑳 =⁄  
𝑵

𝑽∗𝑫
 

En donde N es el promedio de placas líticas contadas en 1X10-8 (n1=3 y n2=0); V es el 

volumen del inóculo viral y D, la última dilución en la que se observaron las placas líticas. 

Sustituyendo los valores en la fórmula obtenemos lo siguiente:   

𝑼𝑭𝑷 𝒎𝑳 =⁄  
𝟏.𝟓

𝟎.𝟒𝟓𝟎×𝟏𝟎𝟖
= 𝟑. 𝟑 × 𝟏𝟎𝟖.   

Por lo tanto, el título viral estimado fue 3.3 X 108 UFP/mL.  

Figura 7. Titulación mediante ensayo de placa lítica de ZIKV (MR766). En el recuadro 

amarillo se muestra la última dilución en la que se observó la formación de placas líticas  

y los triángulos amarillos señalan las placas líticas.  
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Evaluación de la infección viral en monocitos THP-1 

Con el objetivo de determinar la condición óptima de infección en los monocitos, se llevó 

a cabo una cinética de infección por ZIKV. Se detectó la proteína de envoltura del ZIKV 

mediante citometría de flujo, en monocitos humanos infectados con una MOI de 0.5, 1 o 

3 evaluándose a las 24, 48 o 72 hPI.    

Encontramos que desde las 24 horas post-infección, hay un 60 a 80% de células 

positivas a la infección, es decir, monocitos en los que se detectó el antígeno viral. Este 

efecto se pudo observar con las tres MOI utilizadas (0.5, 1 y 3). A las 72 horas se observó 

desde un 50 hasta un 95% de células positivas a la infección, mostrando un efecto 

dependiente de la MOI utilizada, en la MOI de 0.5 se presentó alrededor de 50%; la MOI 

de 1 alrededor de 80%; y la MOI de 3 un 95% de positividad (figura 8).  

 Figura 8. Cinética de infección de ZIKV en monocitos THP-1. Se observa el porcentaje 

de monocitos infectados: positivas a ZIKV (lado derecho) y negativas (lado izquierdo), en 
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las diferentes condiciones evaluadas. En la gráfica se muestra el porcentaje de los 

monocitos infectados por ZIKV.   

 

Evaluación de la activación de monocitos THP-1 mediante el marcador CD11b.  

Los monocitos son uno de los principales blancos celulares del ZIKV. En condiciones de 

infección, éstos se diferencían y se activan, adquiriendo características que le confieren 

una mayor adhesión al endotelio vascular. Una de las proteínas involucradas en el 

proceso de adhesión es la integrina CD11b por lo cual, es usado como un marcador de 

activación monocitaria (Thaler y cols., 2016). En este trabajo, evaluamos la integrina 

CD11b como marcador de activación/diferención de monocitos infectados por ZIKV. Se 

llevó a cabo la detección de CD11b en monocitos humanos infectados con una MOI de 

0.5, 1 o 3, que fueron evaluados a 24, 48 o 72 horas post-infección.  

Encontramos que el porcentaje de células positivas a CD11b es inversamente 

proporcional a la MOI a las 24 horas post-infección, ya que con menor MOI hay una 

mayor presencia de la integrina y a mayor MOI una menor detección de la intengrina. Sin 

embargo, a las 48 horas en la MOI de 0.5 se observa disminución en la detección de la 

integrina CD11b; a las 72 horas post-infección el porcentaje de células positivas a CD11b 

se mantiene entre 75 y 90%. Por otro lado, la intensidad media de fluorescencia se 

mantiene en niveles similares (alrededor 60) entre las 24 y 48 horas post-infección; a las 

72 horas parece haber aumento en las 3 MOI, aunque con la MOI 1 parece duplicarse. 

En todas las condiciones el aumento es significativo, respecto a células mock, lo cual 

indica que hay activación celular, y que se está promoviendo la adhesión celular de 

monocitos infectados con ZIKV (figura 9). 
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Figura 9. Evaluación de la activación de monocitos THP-1 mediante la detección de la 

integrina CD11b. Se muestra el porcentaje de células positivas a CD11b y la intensidad 

media de fluorescencia (IMF). 

 

Detección de la tetraspanina CD63 en monocitos humanos infectados por ZIKV 

Como se mencionó anteriormente, los exosomas son producidos por las células en 

condiciones fisiológicas y patológicas, sin embargo, en condiciones patológicas su 

producción es mayor. Uno de los principales marcadores exosomales es la tetraspanina 

CD63.  La tetraspanina CD63 es una proteína constitutiva que se localiza en la superficie 

de la membrana plasmática, la cual está involucrada en la biogénesis de los exosomas, 

ya que a partir de sitios ricos en tetraspaninas de la membrana plasmática, se forman 

endosomas tempranos que dan lugar al MVB y posteriormente a la liberación de los 

exosomas. Por ello, se evaluó inicialmente la presencia en la superficie membranal de la 

tetraspanina CD63 en monocitos infectados con ZIKV.  
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 Se evaluó la presencia de la tetraspanina CD63 en monocitos infectados con una MOI 

de 0.5 a las 24, 48 o 72 horas post-infección. Como era de esperarse, se observó la 

presencia de la tetraspanina CD63 en las diferentes condiciones evaluadas (mock; MOI 

0.5: 24, 48 o 72 horas PI) en más del 90% de las células, ya que es una proteína 

constitutiva. Sin embargo, durante la formación de endosomas tempranos la 

tetraspaninas se internalizan y disminuyen a nivel de la superficie membranal. Al 

observar la IMF se encontró que en las células que fueron infectadas con ZIKV se 

disminuía en aproximadamente un 50% la presencia de la tetraspanina desde las 24 

horas, pero el valor más bajo se encuentra desde las 48 hPI con alrededor de 200 en 

IMF (figura 10). 

 

 

 

 

 

Figura 10. Detección de CD63 en monocitos infectados con ZIKV. Se detectó la 

tetraspanina CD63 (marcador exosomal) en monocitos THP-1 infectados con ZIKV. Se 
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muestra el porcentaje de células positivas (plot y gráfica) al marcador y la IMF (gráfica 

inferior). 

 

Aislamiento de exZIKV derivados de monocitos THP-1 

Teniendo en cuenta que la detección de la tetraspanina CD63 en monocitos infectados 

por ZIKV sugieren su internalización (como se observa en la IMF, figura 10) a una MOI 

de 0.5 desde las 48 h PI. Se evaluó la producción de exosomas de monocitos infectados 

con una MOI de 0.5 a las 48 y 72 hPI. Observamos que efectivamente, hay producción 

de exosomas tanto en las células Mock (16.5%) como en las células infectadas, sin 

embargo, la detección de la tetraspanina es mayor en células con 48horas de infección 

(28%), incluso, en comparación con las células infectadas 72 horas (21.6%). Lo anterior 

de reflejó tanto en el porcentaje de perlas magnéticas detectadas, así como en la IMF. 

Debido a ello, se concluyó que la condición óptima para el aislamiento de exosomas es 

a las 48 h PI con una MOI de 0.5 (figura 11). 

Figura 11. Detección de exZIKV mediante citometría de flujo. Se observan las 

condiciones evaluadas: perlas (para evaluar marcaje inespecífico), exosomas derivados 

de células Mock, exZIKV 48 horas PI, exZIKV 72 horas PI. 



 
 

46 
 

Estandarización de las condiciones del modelo de permeabilidad de BHE in vivo 

 

El ZIKV es un virus neurotrópico en el SNC, para lo cual debe atravesar la BHE. Sin 

embargo, poco se ha estudiado su efecto en el SNC en modelo murino. Por ello, se 

evaluó la permeabilidad de la BHE en ratones infectados por ZIKV.  

Se infectaron ratones macho BALB/c con 1X103, 1X105 y 1X107 UFP (diluido en 200µl 

de PBS estéril), y transcurridas 24, 48 o 72 horas se llevaron a cabo ensayos de 

permeabilidad de BHE a Na-F y azul de Evans. 

En la figura 12 se encuentran las gráficas que muestran la concentración de trazadores 

en mg/gr de tejido, de Na-F (370 Da) a la izquierda y de azul de Evans (70 kDa) a la 

derecha. Se observa que las regiones cerebrales presentan una permeabilidad diferente 

respecto a la otra, siendo corteza y cerebelo las regiones más permeables. También 

observamos que la condición en la que la permeabilidad presenta un mayor aumento es 

a las 48 horas PI con 1X105 UFP. Cabe mencionar, que la permeabilidad también es 

diferente para cada trazador ya que para azul de Evans es mayor que para Na-F. Esto 

nos indica que la BHE es selectiva a cada molécula y que, en este caso, el transporte 

para el Na-F parece estar más regulado. 

Debido a que las condiciones que presentan un efecto claro de aumento de la 

permeabilidad de la BHE fueron a las 48 horas post-infección con una dosis de 105 UFP, 

se determinó que esas son las condiciones óptimas de infección para los siguientes 

experimentos.  
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Evaluación de la permeabilidad de la BHE en ratones estimulados con exZIKV 

Se ha descrito que exosomas de células periféricas pueden modificar la permeabilidad 

de la barrera hematoencefálica a nivel de SNC (Li y cols, 2018). En el presente trabajo, 

se evaluó la permeabilidad de la BHE en ratones estimulados con exZIKV. Para 

determinar si los exZIKV están asociados al cambio en la permeabilidad de la BHE en 

ratones, se administraron 50 y 25µg de proteína de exZIKV y se evaluó la permeabilidad 

a los trazadores Na-F y azul de Evans, 48 o 72 horas después de la administración de 

exZIKV. 

Se observó que hay aumento de la permeabilidad a Na-F desde las 48 horas post-

administración de 25µg de exZIKV en corteza y regiones subcorticales; y a las 72 horas 

con 50µg de exZIKV en las tres regiones evaluadas.  La permeabilidad a azul de Evans 

aumenta a las 48 horas con 25µg de exZIKV en cerebelo y corteza; mientras que a las 

72 con 50µg aumenta en las tres regiones evaluadas (figura 13).  

Estos datos nos indican que los exZIKV si inducen cambio en la permeabilidad, y que 

este cambio depende del trazador y de la región cerebral que se evalúe. En este caso 

encontramos que la permeabilidad es mayor para azul de Evans, y que la corteza es la 

región más permeable.  
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Figura 12. Aumento en la permeabilidad de BHE en ratones infectados con ZIKV. Se 

muestra la concentración de trazadores Na-F (izquierda) y azul de Evans (derecha) en 

mg/gr de tejido cerebral en cerebelo, corteza y regiones subcorticales de ratones 

infectados con 103, 105 o 107 UFP, que fueron evaluados a 24, 48 o 72 h PI. *p<0.05. 

C E R E B E L O

T ie m p o  P I

m
g

 d
e

 a
z

u
l 

d
e

 E
v

a
n

s
/g

r
 d

e
 t

e
ji

d
o

2
4
 H

4
8
 H

7
2
 H

0 .0

0 .2

0 .4

0 .6

0 .8

C o n tro l

1 0
3

 U F P /m l

1 0
5

 U F P /m l

1 0
7

 U F P /m l

*

*
*

C O R T E Z A

T ie m p o  P I

m
g

 d
e

 a
z

u
l 

d
e

 E
v

a
n

s
/g

r
 d

e
 t

e
ji

d
o

2
4
 H

4
8
 H

7
2
 H

0 .0

0 .2

0 .4

0 .6

0 .8

C o n tro l

1 0
3

U F P /m l

1 0
5

 U F P /m l

1 0
7

 U F P /m l

*
*

R E G . S U B C O R T IC A L E S

T ie m p o  P I

m
g

 d
e

 a
z

u
l 

d
e

 E
v

a
n

s
/g

r
 d

e
 t

e
ji

d
o

2
4
 H

4
8
 H

7
2
 H

0 .0

0 .2

0 .4

0 .6

0 .8

C o n tro l

1 0
3

U F P /m l

1 0
5

U F P /m l

1 0
7

U F P /m l

*

C E R E B E L O

T ie m p o  P I

m
g

 d
e

 N
a

-F
/g

r
 d

e
 t

e
ji

d
o

2
4
 H

4
8
 H

7
2
 H

0 .0

0 .1

0 .2

0 .3

0 .4

C o n tro l

1 0
3

 U F P /m l

1 0
5

 U F P /m l

1 0
7

U F P /m l

*

*

C O R T E Z A

T ie m p o  P I

m
g

 d
e

 N
a

-F
/g

r
 d

e
 t

e
ji

d
o

2
4
 H

4
8
 H

7
2
 H

0 .0

0 .1

0 .2

0 .3

0 .4

C o n tro l

1 0
3

U F P /m l

1 0
5

U F P /m l

1 0
7

U F P /m l

*

R E G . S U B C O R T IC A L E S

T ie m p o  P I

m
g

 d
e

 N
a

-F
/g

r
 d

e
 t

e
ji

d
o

2
4
 H

4
8
 H

7
2
 H

0 .0

0 .1

0 .2

0 .3

0 .4

C o n tro l

1 0
3

U F P /m l

1 0
5

U F P /m l

1 0
7

U F P /m l* *



 
 

49 
 

Los cambios en la función de la barrera hematoencefálica dependen de la 

exposición a exosomas provenientes de monocitos infectados 

Las vesículas extracelulares son vesículas liberadas por las células en condiciones 

fisiológicas y patológicas que son importantes en la intercomunicación celular. Por ello 

fue importante evaluar si los exosomas de monocitos no infectados (exMock) tenían 

algún efecto sobre la permeabilidad de la BHE en los ratones. Además, debido a que los 

exosomas fueron suspendidos en PBS 1X, este ensayo nos permite ver el efecto del 

vehículo, confirmando que el vehículo no está aumenta la permeabilidad de la BHE de 

los ratones. Debido a esto, se utilizó un grupo de ratones a los cuales se les inocularon 

25µg de proteína de la suspensión de exMock y 48 horas después se llevaron a cabo 

ensayos de permeabilidad de la BHE con los trazadores anteriormente utilizados.  

Se observó que los ratones que fueron inoculados con exMock no mostraron aumento 

en la permeabilidad de la BHE de los ratones (figura 14), ya que la concentración de 

trazadores cuantificada en el tejido cerebral evaluado se mantienen similar a los niveles 

de los controles. Esto nos sugiere que el efecto puede estar dado por los componentes 

virales que pudieran ser transportados en los exZIKV o por moléculas producto de la 

activación de los monocitos infectados por ZIKV, como citocinas proinflamatorias.  
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 Figura 13. Aumento de la permeabilidad de la BHE en ratones estimulados a diferentes 

concentraciones de exZIKV. Del lado izquierdo se encuentran las gráficas 

correspondientes al trazador Na-F y del lado derecho azul de Evans.  
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Figura 14. Evaluación de la permeabilidad de la BHE en modelo in vivo infectado con 

ZIKV o tratado con exosomas derivados de monocitos. Se presenta la concentración 

(mg/ml) de Na-F (izquierda) y a azul de Evans (derecha), en tres diferentes regiones 

cerebrales: cerebelo, corteza y regiones subcorticales (p<0.1 *, #; p<0.05 ##, * 

comparado contra control; # comparado contra ZIKV). 
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Los exZIKV promueven disminución de la proteína de uniones estrechas, cldn-5, 

en el modelo in vivo 

La BHE es altamente selectiva y por lo tanto mantiene una baja permeabilidad en 

comparación con el endotelio de otros tejidos. En parte, esta característica es debido a 

la alta presencia de cldn-5, proteína que forma parte de las uniones estrechas u 

ocluyentes, regulando el flujo paracelular. 

Debido a lo anterior se evaluó el contenido proteico de cldn-5 mediante western blot. Se 

observó que el contenido proteico de cldn-5 disminuye en condiciones de infección y 

también en los ratones que fueron estimulados con los exZIKV, en comparación con el 

control. Este efecto se observa prácticamente en las tres regiones evaluadas. Los 

ratones que fueron estimulados con exMock no parecen presentar este efecto, lo cual 

concuerda con los datos de permeabilidad, ya que los ratones que fueron estimulados 

con exMock, tampoco presentaban aumento en la permeabilidad de la BHE (figura 15). 
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Figura 15. La proteína Cldn-5 disminuye en endotelio cerebral de ratones infectados con 

ZIKV o estimulados con exZIKV. En el panel superior se muestra el western blot y en la 

parte inferior la densitometría de Cldn-5 en cerebelo, corteza y regiones subcorticales en 

las diferentes condiciones evaluadas: control, infectados con ZIKV, estimulados con 

exZIKV o estimulados con exMock. 

 

Evaluación de neuroinflamación en ratones estimulados con exZIKV. 

En este trabajo de evaluó la activación astroglial mediante la proteína glial fibrilar ácida 

(GFAP), la cual aumenta en condiciones neuroinflamatorias. Encontramos que hubo una 

mayor concentración de la proteína GFAP en el tejido cerebral de ratones infectados con 

ZIKV y también en los estimulados con exZIKV, en comparación con el control. Esto se 

observó principalmente en regiones subcorticales, en donde se observa que el nivel de 

la proteína se duplica en el caso de los ratones estimulados con exZIKV o se triplica en 

el caso de ZIKV, respecto al control. Esto nos indica que se está presentando astrogliosis 

en esta región. En el caso de los ratones que fueron inoculados con exMock, parece no 

haber cambios en cerebelo y corteza, pero si un ligero aumento en regiones 

subcorticales, en comparación con el control (figura 16). 

Por otro lado, se evaluó la expresión de las citocinas proinflamatorias IL-6, IL-8 y TNF-α 

en los cerebros de los ratones controles, infectados con ZIKV y estimulados con exZIKV, 

evaluando de igual forma cerebelo, corteza y regiones subcorticales. Lo que se observó 

fue que la expresión del mRNA se presenta de forma diferencial entre una región y otra. 

En el caso del cerebelo se detectó una mayor expresión del mRNA de las 3 citocinas 
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evaluadas en el tejido cerebral de los ratones estimulados con exZIKV; mientras que, en 

los infectados con ZIKV se detectó IL-8 y TNF-α. En corteza cerebral hay una mayor 

expresión de TNF-α en los cerebros de ratones estimulados con ZIKV   en comparación 

con el grupo control; aunque no se observan cambios en la expresión de IL-6 e IL-8. Por 

otra parte, en regiones subcorticales hay aumento tanto en TNF- α como en IL-8 en los 

animales infectados con ZIKV (figura 17).  Se observa que en las tres regiones hay 

aumento en TNF-α en los ratones infectados por ZIKV, y que los exZIKV inducen su 

expresión en cerebelo y regiones subcorticales.  

 

 

 

 

Figura 16. Evaluación de astroglía reactiva mediante la detección de GFAP. Se muestran 

el western blot (panel superior) y la densitometría (panel inferior) de la proteína GFAP en 

cerebelo, corteza y regiones subcorticales de ratones controles, infectados con ZIKV, 

estimulados con exZIKV o con exMock. 

 

 



 
 

55 
 

C E R E R E B E L O

m
R

N
A

 O
D

T N F a IL -6 IL -8

0

1 0 0 0 0

2 0 0 0 0

3 0 0 0 0

4 0 0 0 0

C O N T R O L

Z IK V

e xZ IK V

C O R T E Z A

m
R

N
A

 O
D

T N F a IL -6 IL -8

0

1 0 0 0 0

2 0 0 0 0

3 0 0 0 0

4 0 0 0 0

5 0 0 0 0

C O N T R O L

Z IK V

e xZ IK V

R E G . S U B C O R T IC A L E S

m
R

N
A

 O
D

T N F a IL -6 IL -8

0

1 0 0 0 0

2 0 0 0 0

3 0 0 0 0

4 0 0 0 0

C O N T R O L

Z IK V

e xZ IK V

Figura 17. Evaluación de neuroinflamación. Expresión del mRNA de TNF-α, IL-6, IL-8 y 

GAPDH en cerebelo (A), corteza (B) y regiones subcorticales. Las condiciones evaluadas 

son las siguientes: control negativo de mRNA, control, infectados con ZIKV o estimulados 

con exZIKV. 
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11. DISCUSIÓN  

El zika es una enfermedad causada por el ZIKV, el cual ha mostrado afectar el SNC. Su 

principal célula diana son los monocitos (Jurado e Iwasaki, 2017). En el caso de los 

monocitos al presentarse estímulos adversos, por ejemplo, durante la infección viral, 

éstos se activan y pueden responder generando citocinas proinflamatorias y, 

actualmente también se ha descrito que hay producción de vesículas extracelulares 

como micropartículas y exosomas (Anderson y cols., 2016; Schorey y cols., 2015).  En 

este trabajo se mostró que los exZIKV pueden promover aumento de la permeabilidad 

de la BHE en ratones, además de la disminución de cldn-5, proteína de unión ocluyente 

y aumento en marcadores inflamatorios como GFAP indicador de astrogliosis; TNF-α e 

IL-6. Se observó que estos datos son dependientes de la región cerebral evaluada. 

Se ha descrito que los monocitos infectados por ZIKV promueven la adhesión celular y 

su transmigración a través de la BHE (Ayala-Nunez y cols., 2019; de Carvalho y cols., 

2019). Sin embargo, no se ha estudiado el papel de las vesículas extracelulares que se 

derivan de los monocitos infectados por ZIKV, ni su efecto a nivel del sistema nervioso  

central, ya que se ha reportado que en casos severos de zika se presenta encefalitis y 

daño al SNC. En el presente trabajo evaluamos en un modelo in vivo el efecto de los 

exosomas en el SNC de monocitos humanos infectados por ZIKV (exZIKV). 

El principal blanco celular del ZIKV son los monocitos, específicamente CD14+CD16+ 

(Milchmayr y cols., 2017). Debido a ello, en este trabajo utilizamos este tipo celular y 

encontramos que efectivamente, los monocitos son susceptibles a la infección por ZIKV. 

La condición que se eligió para la obtención de exosomas fue en monocitos infectados 
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con una MOI de 0.5 a las 48 horas. En esta condición a pesar de ser la menor MOI 

evaluada, se detectó el antígeno viral en aproximadamente el 70% de los monocitos.   

Los monocitos CD14+CD16+, que representan los monocitos intermedios, se han 

encontrado presentes en microambientes pro-inflamatorios y se ha visto que presentan 

mayores niveles de la integrina CD11b (Thaler y cols. 2016). Se ha descrito que durante 

el proceso inflamatorio aumentan los niveles de moléculas de adhesión celular que 

promueven la adhesión de los monocitos al endotelio vascular, facilitando la infiltración 

hacia los tejidos (Patarroyo M, 1994), lo cual también es indicador de activación celular. 

Así mismo, se ha descrito que la integrina CD11b puede estar asociada a la 

diferenciación en macrófagos (Jakubzick y cols., 2017).  

Es por ello por lo que, esta integrina se utilizó como marcador de activación. En este 

trabajo, se observó que los monocitos infectados con ZIKV presentan mayores niveles 

de la integrina CD11b+ desde las 24 post-infección, incluso con la MOI de 0.5, indicativo 

de que con esa condición ya hay activación celular. Por otro lado, teniendo en cuenta 

que la gráfica (plot) se encuentra el tamaño vs fluorescencia (figura 9), se observa que 

las células aumentan su tamaño, principalmente en las células infectadas con una MOI 

3 a las 72 h. Estos datos nos sugieren que las células podrían estarse diferenciando, sin 

embargo, para asegurarlo se requiere de marcadores de superficie específicos.  

Tang y cols., (2016) describieron que en los monocitos activados se induce una mayor 

producción de exosomas. Se encontró que los niveles de la integrina CD11b se 

encuentran aumentados en la superficie celular de los monocitos infectados con ZIKV en 

comparación con las células mock, lo que sugiere que se están produciendo exosomas 

en los monocitos infectados.  
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Uno de los marcadores exosomales principalmente utilizados es la tetraspanina CD63 

(Thery y cols., 2018), Esta tetraspanina es una proteína que se encuentra de forma 

constitutiva en la membrana plasmática de la célula (Pols & Klumperman, 2009). En este 

trabajo se evaluó la presencia de CD63 en monocitos infectados por ZIKV (figura 10). 

Encontramos que en todas las condiciones hay más del 95% de células positivas a la 

tetraspanina, lo cual es de esperarse ya que como se mencionó antes, es una proteína  

que se presenta de forma basal en las células. Mediante la IMF, se observó que los 

niveles de la tetraspanina disminuyen en la superficie celular hasta en un 70% desde las 

48 horas. Esta disminución de la tetraspanina  en la superficie celular, puede estar 

sucediendo debido  a  su internalización para dar lugar a la formación del endosoma 

temprano, y posteriormente a las ILVs (Pols & Klumperman, 2009), por lo que, estos 

datos sugieren que el momento adecuado para obtención de EVs podría ser entre las 48 

y 72 horas. La tetraspanina CD63 está involucrada en la biogénesis tanto dependiente 

como independientemente del complejo ESCRT, por lo cual, la tetraspanina CD63 es 

uno de los principales marcadores exosomales (Andreu y Yañez, 2014; Van Niel y cols., 

2012). 

Las EVs se producen en las células de forma fisiológica, sin embargo, en condiciones 

patológicas o en un ambiente proinflamatorio la producción de EVs aumenta (Tang y col., 

2016). En el contexto de la infección por ZIKV, se corroboró lo que se describe en la 

literatura, ya que, los monocitos que fueron infectados por ZIKV presentaron una mayor 

cantidad de exosomas que el grupo mock a las 48 h. Además, este dato podría confirmar 

que la disminución de la tetraspanina CD63 de la membrana plasmática podría deberse 
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precisamente, a su internalización para la formación de las ILVs, y la consecuente 

formación de los exosomas. 

Como se mencionó antes, los exosomas pueden llevar diferentes moléculas cargo y se 

les ha atribuido un papel importante durante el proceso de infección por virus, debido a 

la convergencia durante la biogénesis de los exosomas con la biogénesis viral (Schorey 

y cols., 2015). Asimismo, se ha descrito su participación como mediadores de 

neuroinflamación (Li JJ y cols., 2018). En el caso de la infección por ZIKV no se había 

descrito el efecto que los exosomas de células infectadas pudiesen tener en el SNC. 

Teniendo en cuenta que el ZIKV es un virus neurotrópico, se evaluó el efecto de estas 

vesículas a nivel del sistema nervioso central en un modelo in vivo.   

Uno de los efectos de los exZIKV en el SNC puede presentarse a nivel de BHE. Se 

observó que la permeabilidad de la BHE se incrementó hasta 4 veces en comparación 

con el control. Estos datos son contrarios con lo reportado en por Mladinich y cols., (2017) 

ya que describieron la infección por ZIKV en un modelo de barrera hematoencefálica in 

vitro en el cual, muestran que las células endoteliales de la línea celular hBMECs son 

susceptibles a la infección por el ZIKV y que su diseminación es de forma basolateral. 

También muestran que la infección por ZIKV no modifica la TEER ni la permeabilidad de 

la monocapa endotelial, por lo que concluyen, que no hay alteración de la BHE durante 

la infección por ZIKV. Sin embargo, no se puede decir que utilizan un modelo de BHE, 

ya que para que las células endoteliales adquieran un fenotipo de BHE requieren de 

moléculas secretadas por astrocitos, pericitos, entre otras células del SCN. Se ha 

comparado la resistencia eléctrica trans-endotelial (TEER) (que está directamente 

relacionada con la permeabilidad) en un sistema in vitro e in vivo (1500-6000 Ω•cm2), 
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observando que la TEER del sistema in vitro (<500 Ω•cm2) es menor, lo cual indica en 

principio una mayor permeabilidad. A pesar de que actualmente han mejorado mucho 

los modelos in vitro propuestos y la TEER ha aumentado conforme mejora el sistema 

(Mantle y cols., 2016). Se ha descrito que el ZIKV también puede infectar células gliales 

como los astrocitos y la microglía (Meertens y cols., 2017) y éstas responden mediante 

la generación de citocinas proinflamatorias que pueden contribuir al aumento de 

permeabilidad de la BHE (Hurtado-Alvarado y cols., 2017; Li y cols., 2015). Por lo tanto, 

esta podría ser uno de los mecanismos mediante el cual el ZIKV promueve aumento en 

la permeabilidad de la BHE, es decir, una forma indirecta mediada por la activación de 

células gliales.  

Recientemente se ha observado que las vesículas extracelulares pueden ser vehículos 

de transporte de biomoléculas en algunas condiciones patológicas como asma, cáncer, 

enfermedades neurodegenerativas e infecciones virales (Daßler-Plenker y cos., 2020; 

Gupta y Pulliam, 2014). En el caso de Flavivirus se ha descrito (en modelos in vitro) que 

los exosomas derivados de células infectadas con el virus Langat (modelo utilizado para 

el estudio del TBEV) pueden contener partículas infectivas, además de infectar y 

estimular diferentes células como el endotelio cerebral, proponiendo que pueden 

atravesar la barrera hematoencefálica (Zhou y cols., 2018). En nuestro estudio, se 

evidenció que efectivamente, los exZIKV pueden inducir un aumento en la permeabilidad 

de la BHE en corteza y regiones subcorticales, sin embargo, no se observa en cerebelo. 

El aumento en la permeabilidad de la BHE en ratones estimulados con exZIKV es menor 

al encontrado en ratones infectados con ZIKV. En el caso de los exosomas provenientes 

de monocitos no infectados (exMock) no se observó un incremento de la permeabilidad 
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de la BHE, manteniéndose en valores similares a los del control. Este último dato nos 

indica en primer lugar que los cambios en la permeabilidad de la BHE están favorecidos 

por exosomas generados por la activación de los monocitos infectados, y no por el 

exosoma per se. También nos indica que el vehículo en el que fueron suspendidos los 

exosomas (PBS 1X) no está promoviendo aumento en la permeabilidad. Se sabe que los 

exosomas podrían contener diferentes moléculas como citocinas y ser mediadores 

neuroinflamatorios (Gupta y Pulliam.2014; Sterzenbach y cols., 2017). Los exZIKV 

podrían contener algunas moléculas que promovieran neuroinflamación y, por 

consiguiente, favorecer un aumento en la permeabilidad de la BHE. 

En el contexto de la permeabilidad de la BHE, se sabe que existen diferentes vías de 

transporte, tanto paracelulares como transcelulares (Villaseñor y cols., 2019). En el 

estudio de la estructura y función de la BHE, se debe tener presente la presencia de las 

uniones intercelulares, sobre todo en cldn-5, que forma parte de las uniones estrechas u 

ocluyentes y que es considerada la principal reguladora del paso paracelular, es decir, 

entre una célula endotelial y otra (Ohtzuki y cols., 2008).  

La proteína cldn-5 es un regulador maestro en la permeabilidad de la BHE, ya que 

ensayos con ratones knockout para la proteína claudina resulta en ratones no viables, 

es decir, éstos no sobreviven; en cambio, el knockout de ocludina, otra de las proteínas 

que también forma parte de las uniones ocluyentes, sí es viable (Nitta y cols., 2003). 

Debido a la importancia de cldn-5, en este estudió se evaluaron los cambios en los 

niveles de esta proteína en tejido cerebral de los ratones infectados por ZIKV, 

estimulados con exZIKV o con exMock. Se observó que hay una disminución en el 

contenido proteico de cldn-5 en los infectados con ZIKV, así como en los estimulados 



 
 

62 
 

con exZIKV. Lo cual nos sugiere que este podría ser el mecanismo por el cual se 

presenta aumento de la permeabilidad de la BHE. En condiciones inflamatorias se ha 

observado cldn-5 puede verse disminuida favoreciendo el aumento de la permeabilidad 

(Aslam y cols., 2012; Hurtado-Alvarado y cols., 2017; Li F y cols., 2015). Los resultados 

indican que hay disminución en el nivel de proteína de cldn-5, mostrando significancia en 

cerebelo. Se ha descrito que cldn-5 puede cambiar su localización, pasando de estar en 

la membrana plasmática formando uniones celulares, a estar localizada en el citoplasma, 

como lo describe Tornabene y cols., (2019). Al cuantificar y detectar la proteína, es 

posible que esté presente, sin embargo, podría no estar cumpliendo con su función 

completamente, si su localización cambia. 

Como se mencionó anteriormente, un evento que se presenta concomitantemente con 

el incremento en la permeabilidad de BHE es la activación glial, es decir, tanto microglía 

como astroglía se activan, conduciendo al estado neuroinflamatorio y, 

consecuentemente el aumento de la permeabilidad. Teniendo como antecedente la 

activación de las células gliales, evaluamos astrogliosis mediante la detección de GFAP 

en los cerebros de ratones controles, ratones infectados con ZIKV y estimulados con 

exZIKV. Observamos que en ratones infectados con ZIKV, así como en ratones 

estimulados con exZIKV, aumentaba la presencia de este marcador de activación glial 

en cerebelo y regiones subcorticales, mientras que en corteza no se observan cambios. 

Estos resultados nos indican que se está generando un proceso neuroinflamatorio, ya 

que la activación astroglial está relacionada con neuroinflamación, como ya se demostró 

en ratones infectados por Flavivirus (Li F y cols., 2015) y en ratones estimulados con 

exosomas de ratones estimulados con LPS (Li JJ y cols., 2018).  



 
 

63 
 

Teniendo en cuenta el trabajo in vitro de Mladinich y cols., (2017) que concluye que las 

células endoteliales son susceptibles a la infección, sin cambiar su permeabilidad 

(mencionado anteriormente), es posible que en el modelo in vivo, este aumento en la 

permeabilidad de la BHE observado con la infección por ZIKV se deba a la activación 

glial, ya que esta activación de las células gliales (astrocitos y pericitos) podrían estar 

promoviendo un estado proinflamatorio que conduzca a la alteración de la BHE. 

Para evaluar el proceso neuroinflamatorio, se midió la expresión de algunas citocinas 

proinflamatorias en cerebros (cerebelo, corteza, reg. subcorticales) de ratones 

estimulados con exZIKV, ZIKV y no estimulados. Se observó que hay aumento en la 

expresión de TNF-α y también de IL-8. Se ha descrito que TNF-α así como TGF-β1 

pueden regular la expresión de Cldn-5. En el caso de TNF-α mediante la activación de 

NF-κB, el cual reduce la actividad del promotor de Cldn-5, y por lo tanto el nivel proteico 

también disminuye, resultando en aumento en la permeabilidad (Aslam y cols., 2012). 

Martinez-Rojas y cols. (2020) describieron que exosomas derivados de células 

infectadas por ZIKV pueden promover la expresión de TNF-α en monocitos y células 

endoteliales naïve. Por otro lado, la inflamación sistémica también podría estar implica 

en la irrupción de la integridad de la BHE, ya que, por ejemplo, TNF-α puede atravesar 

la BHE y de esta forma podría estar regulando la permeabilidad (Varatharaj y Galea, 

2017). Por lo tanto, se podría sugerir que una de las formas por la cual disminuye el 

contenido proteico de cldn-5 es por la vía de TNF- α, mediante la activación de las células 

gliales, similar a lo descrito por Martinez-Rojas y cols. (2020). 

Dalvi P y cols., (2017) describió que los exosomas derivados de monocitos estimulados 

con LPS activan a las células endoteliales, promoviendo aumento en las citocinas CCL2, 
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IL-1β, IL-6, así como en las moléculas de adhesión ICAM1 y VCAM1. Durante la infección 

por ZIKV, hay activación de los monocitos, los cuales aumentan la producción de exZIKV; 

éstos podrían estar activando la microvasculatura cerebral y de este modo, promover la 

neuroinflamación, y con ello el aumento en la permeabilidad de la BHE. 

En su estudio con el JEV, Li F y cols., (2015) concluyeron que la neuroinflamación 

precede al aumento de la permeabilidad. Sin embargo, pocos han hecho seguimiento a 

través del tiempo evaluando permeabilidad de BHE y neuroinflamación. En este trabajo 

describimos que hay neuroinflamación porque detectamos GFAP y el mRNA de algunas 

citocinas proinflamatorias (IL-6, IL-8 Y TNF-α) en cerebros de ratones estimulados con 

ZIKV y exZIKV, pero desconocemos si el proceso inflamatorio precede o no al cambio 

en la permeabilidad. Para ello se requiere detectar las interleucinas y hacer un 

seguimiento a través del tiempo.  
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12. CONCLUSIÓN  

Vesículas extracelulares, como los exosomas, tienen una gran importancia en la 

comunicación intercelular. En el contexto de la infección viral, como en el caso de los 

flavivirus, pueden contribuir al establecimiento del proceso infeccioso, la diseminación 

del virus o incluso a promover inflamación.  

En el presente trabajo se observó que durante la infección por ZIKV, el monocito aumenta 

la producción de exosomas, incluso con bajas concentraciones de ZIKV y en un tiempo 

relativamente corto (48 horas). 

Por otro lado, en el modelo in vivo encontramos que los exZIKV promueven un aumento 

en la permeabilidad de la BHE, aunque en menor grado que el ZIKV.  El incremento en 

la permeabilidad de la BHE podría deberse al aumento en la expresión de moléculas 

proinflamatorias estimuladas por exosomas de células diana infectadas con ZIKV. Sin 

embargo, tanto los cambios en la permeabilidad como la expresión de moléculas 

proinflamatorias se presentan de forma diferencial entre una región y otra, lo cual podría 

sugerir diferentes mecanismos del proceso en cada región cerebral. 

La expresión de citocinas proinflamatorias y así como la detección de GFAP, ambos 

indicadores de neuroinflamación, indican que los exosomas derivados de monocitos 

infectados con ZIKV podrían estar favoreciendo el proceso neuroinflamatorio, así como 

los cambios en la permeabilidad de la BHE.  
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