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RESUMEN

El virus de Zika (ZIKV) ha sido considerado un problema de salud publica
importante, por su relacion con padecimientos neurolégicos como el sindrome
congénito por ZIKV (SCZ), la microcefalia fetal y neonatal y el sindrome de Guillain-
Barré (SGB). Se ha sugerido que, la infeccidon por ZIKV puede causar disrupcion en
la barrera hematoenceféalica (BHE), que se manifiesta a través de modificaciones en
la estructura y funcién de las uniones estrechas (TJs), en la permeabilidad y la
resistencia eléctrica transendotelial (TEER). Las principales claudinas presentes en
el endotelio de la BHE son las claudinas -1, -3 y -5, que limitan el paso de agentes
nocivos al Sistema Nervioso Central (SNC). No obstante, la claudina -3 ha sido
escasamente estudiada en el endotelio microvascular cerebral. Se ha descrito a
esta proteina como un elemento importante que, junto con las otras claudinas,
participa en el estrechamiento de la via paracelular, ayuda a mantener una TEER
alta, regula el intercambio entre la sangre y el cerebro y mantiene un microambiente
neuronal homeostatico Optimo. La claudina -3 también es descrita como un
marcador importante de inflamacién, ya que se ha observado pérdida en su
expresion durante estados patolégicos en el SNC. Se sugiere que la reduccién o
ausencia de claudina -3 en el endotelio puede estar relacionada con un mayor
ingreso de elementos ajenos al SNC. Por esta razon decidimos evaluar la expresion
de claudina -3 en células endoteliales cerebrales humanas (HBEC-5i), infectadas
con la cepa MR-766 del ZIKV con diferentes multiplicades de infeccion (MOI) (0.1,
1.0y 10), y a diferentes tiempos (30 min, 1, 3, 6, 12 y 24 h), utilizando como técnicas

la inmunofluorescencia indirecta y la citometria de flujo en % de Gates (% de células
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positivas a claudina-3) e Intensidad Media de Fluorescencia (MIF). Nuestros
resultados mostraron disminucion significativa en la expresion de claudina -3 con la
menor MOI (0.1) en las células HBEC-5i en presencia del ZIKV; sin embargo, con
MOI de 10 se observé la mayor reduccién de la proteina en el tiempo. En este
trabajo, también obtuvimos dos respuestas en las células, relacionadas con la
expresion de claudina -3 post exposicién al ZIKV (0.1, 1 y 10 MOI) a los distintos
tiempos, definidas por la citometria de flujo. De este modo, consideramos la
presencia de dos subpoblaciones (SP1 y SP2) en la misma poblacién. La SP1
presentd reduccion en la expresion de la claudina -3 en presencia del ZIKV, mientras
que la SP2 mostré incremento. Nosotros proponemos que estas diferencias en la
expresion pueden deberse a una respuesta celular diferente en algunas células o a
un efecto de interaccion o interplay entre los mecanismos celulares y virales. Este
efecto puede sugerir la accién del ZIKV para controlar la maquinaria celular y
favorecer sus procesos de replicacion, mientras que la célula trata de mantener su
homeostasis y compensar el dafio viral. Se determind que la expresion de la
claudina -3 se reduce en las células HBEC-5i en presencia del ZIKV y que depende
de la carga viral y el tiempo de infeccion, posiblemente comprometiendo la
integridad de la BHE. Por lo que consideramos que este trabajo tiene un aporte
significativo y novedoso en el conocimiento de la expresion de la claudina -3 ante la

exposicion al ZIKV en células endoteliales cerebrales humanas.
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ABSTRACT

Zika virus (ZIKV) has been considered an important public health issue due to its
association with many neurological conditions such as congenital ZIKV syndrome
(CZS), foetal and neonatal microcephaly and Guillain-Barré Syndrome (GBS). It has
been suggested that ZIKV infection may cause Blood brain barrier (BBB) disruption
related to many structural and functional changes in tight junction proteins (TJs),
permeability, and transendothelial electrical resistance (TEER). The major proteins
expressed in BBB endothelium are claudins -1, -3 and -5, whose main function is to
limit harmful agents into the Central Nervous System (CNS). However, claudin -3
has been scarcely studied in microvascular brain endothelium. It seems that claudin
-3 alongside the other claudins might be an important element that tightens the
paracellular pathway, maintains a high TEER, regulates the exchange between the
blood and the brain and provides an optimal homeostatic neuronal environment. This
protein is also described as a key inflammation marker due to its loss during
pathological states in the CNS. It has been suggested that the reduction or absence
of this protein in brain endothelium might be related to greater access to non-CNS
elements. In the present work, we evaluated claudin -3 expression in human brain
endothelial cells (HBEC-5i) infected with ZIKV MR-766 with different multiplicities of
infection (0.1, 1.0 and 10 MOI) at different times (30 min, 1, 3, 6, 12 y 24 h) using
indirect immunofluorescence (IFl) and flow cytometry techniques represented in %
of Gates (% of positive cells to claudin -3) and Mean Intensity of fluorescence (MIF).
Our results showed a significant reduction in claudin -3 expression with ZIKV, even

with the lowest MOI (0.1). Nevertheless, we observed a significant decrease with a
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MOI of 10 over time. In this work, we also determined two different responses in
claudin -3 expression after viral exposure (0.1, 1.0 and 10 MOI), at different times
defined by flow cytometry. Thus, we considered two different cellular subpopulations
(SP1 and SP2) based on claudin -3 expression. SP1 subpopulation showed a
decreased claudin -3 expression with all viral loads at different times. Conversely,
the SP2 subpopulation had an increased expression. We proposed that these
differences in claudin -3 expression may occur due to different cell responses in
some cells or to the interplay effect between cell and viral mechanisms. This effect
may induce ZIKV to control the cell machinery to promote viral replication processes
meanwhile the cells try to maintain homeostasis and to offset viral damage. We
determined that claudin -3 expression decreased in HBEC-5i cells by ZIKV and may
depend on viral loads and exposition time, compromising BBB'’s integrity. We
considered that this work has a significant and novel contribution in claudin -3

expression with ZIKV MR-766 in HBEC-5i cells.
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INTRODUCCION

Virus de Zika

La Organizacion Mundial de la Salud declar6 la epidemia del virus Zika (ZIKV), como
una emergencia de salud publica de importancia internacional (PHEIC, por sus
siglas en inglés) de febrero a noviembre de 2016, debido a la relacién de la infeccion
del ZIKV con malformaciones congénitas, como la microcefalia fetal y neonatal (1-
3). Se ha definido que existe una asociacion directa del virus con padecimientos
neuroldgicos importantes, como el sindrome de Guillain-Barré en adultos, y el
sindrome congénito por Zika (SCZ), que incluye un espectro de patologias pre y
post natales como la encefalitis, mielitis, encefalopatia, neuropatia, epilepsia,

pardlisis cerebral y discapacidad intelectual en lactantes (1, 4-6).

El ZIKV pertenece a la familia Flaviviridae y al género Flavivirus. El ZIKV es
un virus esférico envuelto con un diametro de aproximadamente 45 nm, de capside
icosaédrica, que contienen una cadena de RNA de sentido positivo con extremos
UTR 5’y 3’, un unico marco de lectura (ORF), una estructura CAP en su extremo 5’

y no posee cola poli A en su extremo 3’(7, 8).

Los arbovirus incluyen virus de diversas familias que se caracterizan por
transmitirse de un vector artropodo (mosquitos o garrapatas) a un hospedero
vertebrado. El ZIKV forma parte de este grupo, que es considerado de importancia
meédica por sus efectos nocivos a la salud. La infeccion por estos virus puede ser
asintomatica o presentar complicaciones graves que pueden terminar en la muerte.

Ejemplo de ello son los virus del Nilo Occidental, Dengue y Zika, que se relacionan
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con encefalitis, meningitis y fiebres hemorragicas y en el caso especifico de Zika se
relaciona con muerte fetal (9-11). Los principales vectores de transmision

corresponden a las especies de mosco Aedes aegypti y A. albopictus (10, 12).

En el género Flavivirus, se incluyen también a mas de 70 virus, entre los que
se encuentran el de la fiebre amarilla, encefalitis japonesa, del Nilo occidental y
dengue, entre otros. Esta clasificacion se considera con base en su estructura,
rango de hospederos, vectores transmisores y su capacidad de causar potenciales
pandemias; asimismo, por su epidemiologia, virulencia y sus asociaciones con

padecimientos patoldgicos similares dentro del campo neuroldgico (13-15).

Con respecto a su organizacién gendmica, el ZIKV posee un genoma RNA
monocatenario de sentido positivo, que funciona como RNA mensajero. Durante el
proceso de traduccioén, se genera una poliproteina que al ser escindida da origen a
las 3 proteinas estructurales que corresponden a la proteina de capside (C), de
envoltura (E) y precursora de membrana (prM) o de membrana (M) y a las 7 no

estructurales del virus (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B y NS5) (7, 16-18).

Las 3 proteinas estructurales estan relacionadas principalmente con la
estructura y composicion del virion, la proteccion del material genético ante la
degradacion enzimatica producida por el hospedero, la union a las células blanco y

la patogénesis viral (7, 16).

Las 7 proteinas no estructurales son de gran relevancia, ya que, aunque no
estan ensambladas en el virién, tienen una importante funcién en los procesos de

entrada a la célula, traduccion, replicacion, morfogénesis, modulacion y evasion
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inmunoldgica, asi como la activacion de genes que codifican la produccion de las

proteinas virales (Fig.1y 2) (7, 16, 19).

VIRUS DE ZIKA

Proteina M o
de Membrana

Proteina C o de
Capside

RNA
> gendmico

Dimeros de / . Membrana

proteina E o vierr
de Envoltura lipidica

Figura 1. Estructura del virus de Zika (ZIKV). Proteinas estructurales: envoltura (E),
capside (C) y membrana (M).
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Figura 2. Organizacion gendémica del ZIKV. Proteinas estructurales y no estructurales.
Imagen tomada de Christian, 2019 (20).

Se ha identificado un solo serotipo y tres linajes principales del ZIKV, que
corresponden al linaje africano del este, el linaje africano del oeste y el linaje
asiatico. Algunos autores mencionan un cuarto linaje derivado de la cepa asiatica
de origen americano. Las principales diferencias entre estos linajes estan basadas

en su genética, por lo que varia su grado de virulencia y patogenicidad (21-27). La

7



Pamela Ruvalcaba Hernandez

cepa MR-766 (African lineage, Uganda, 1947 GB: AY632535.2) se relaciona con un
mayor indice de infecciobn y mortalidad celular en el Sistema Nervioso Central
(SNC). Ademas, ha sido caracterizada de manera muy amplia a nivel genético, lo

que determina su uso dentro del &rea de investigacion neurolégica (28, 29).

El ciclo de replicacion del ZIKV comienza con la union de la glicoproteina E
de la superficie viral con los receptores celulares (ej. AXL, TYRO3, TIM, TAM y DC-
SIGN) de las células blanco, que son principalmente células dendriticas, células
neurales progenitoras, de la glia radial, microglia, astrocitos y células endoteliales.
Posteriormente el virién es internalizado en la célula mediante un proceso conocido
como endocitosis mediada por receptor, el cual inicia con la unién del ligando a los
receptores acoplados a proteinas citosolicas adaptadoras (AP). Las proteinas
citosdlicas endociticas comienzan a agruparse en la cara interna de la membrana
plasmatica y reclutan proteinas de cubierta concentrandolas en regiones

especificas de la membrana (30).

En este punto los viriones se concentran en las regiones cubiertas de la
membrana y esto provoca que la membrana se curve y se invagine, formando la
vesicula de clatrina. El proceso de corte se realiza en el cuello de la invaginacion
liberando la vesicula de la membrana plasmatica y permitiendo que sea
transportada dentro de la célula. Una vez dentro de la célula, el virion es llevado en
la vesicula a un compartimento pre lisosomal endocitico, que se caracteriza por
tener un pH bajo. El pH acido induce la fusibn de membranas celular y viral, a

continuacion, ocurre un cambio conformacional en la proteina E del virus (de un
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dimero a un trimero) y se libera la nucleocapside viral en el citosol celular (7, 18, 31,

32).

El siguiente paso tras la liberacion del genoma viral en el citosol celular,
corresponde a la unién de las proteinas no estructurales al reticulo endoplasmico
(RE). El virus inducira entonces una reorganizacion de los filamentos intermedios y
redes de microtubulos del citoesqueleto celular para formar compartimentos
membranosos que le permitan llevar a cabo el proceso de replicacion. El complejo
de vesiculas generado a partir de las invaginaciones por el reordenamiento del RE
brindara estructura para contener los viriones producidos hasta su traslado hacia el
aparato de Golgi y su posterior liberacion extracelular. Asimismo, se iniciara
simultdneamente el proceso de traduccion, que consiste en la produccién de la
poliproteina que dara origen a las proteinas estructurales y no estructurales para la

formacion de nuevos viriones (Fig. 3) (7, 33, 34).

El transporte vesicular, un mecanismo celular que puede ser manipulado por
el virus durante la infeccién, permite que los viriones inmaduros del ZIKV sean
trasladados a través de la red de cisternas del RE para el proceso de adicion de
carbohidratos mientras son dirigidos hacia el aparato de Golgi. A estos viriones
también se les asocian heterodimeros de las proteinas prM/E, importantes en el
proceso de maduracioén final, que ocurre cuando una enzima furina del hospedero
procesa proteoliticamente la proteina prM en pr y M. Este proceso permite la
separacién de las proteinas de envoltura (E) y al concluir esto, los viriones estaran
listos para ser liberados. Finalmente, en algunos casos se describe un proceso de

apoptosis celular anterior a la liberacion de los viriones maduros por exocitosis al
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sistema linfatico y al torrente sanguineo donde se diseminarda y continuara el

proceso de infeccion sistémica (Fig. 3) (7, 33, 35).

Virus se une a receptores
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Figura 3. Ciclo de replicacion del Zika (ZIKV). 1. Union de la proteina E del ZIKV con los
receptores celulares (AXL, TYROS3, DG-SIGN). 2. Proceso de endocitosis de los viriones en
vesiculas de clatrina y fusion con endosomas. 3. Fusion de membranas viral y celular,
desacoplamiento de la particula por pH acido. 4. Liberacién del genoma viral en el citosol
celular. 5. Proceso de transcripcion y traduccion del RNA viral en el reticulo endoplasmico
(RE). 6. Formacion de nuevas particulas virales a partir de la escision de la poliproteina
generada. 7. Maduracién y adicidn de glicoproteinas y lipidos a las particulas formadas en
el aparato de Golgi, corte de la proteina precursora de membrana (prM) en pry M por una
enzima furina. 8. Proceso de exocitosis de los viriones, puede ocurrir apoptosis de la célula.

El ZIKV fue aislado por primera vez en 1947 en el bosque de Zika en Uganda
durante el desarrollo de una investigacion sobre la fiebre amarilla (17, 18, 36).
Posteriormente, fue aislado del mosquito del género Aedes en 1948 y la primera

infeccion humana fue reportada en Nigeria en 1954 (37, 38). Es hasta 1966 que se

10
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detecta en Asia, reconociendo a la especie Aedes aegypti, como el vector principal
(10). En el 2007, surge el interés por el estudio del ZIKV debido al brote en la isla
Yap, Micronesia, donde se observé un nimero importante de casos de infeccion por
este virus; no obstante, es en 2013, cuando se asocié por primera vez con el
desarrollo del sindrome de Guillain-Barré (SGB) en la Polinesia Francesay las islas

de Oceania (5, 39, 40).

Entre 2015 y 2016, surgidé un importante brote masivo en Bahia, Brasil. En
este suceso, se observd una correlacion directa entre la infeccion por ZIKV vy el
desarrollo de microcefalia fetal y neonatal, al presentarse un incremento de casos
de nacimientos con este padecimiento paralelo al de reportes de casos de infeccidon

por ZIKV (41-46). A mediados del 2017, el ZIKV ya se habia extendido a 48 paises

mMas y otros territorios de América (Fig. 4) (45).

Figura 4. Mapa epidemioldgico del ZIKV. Se muestran en color rojo los paises en los que
se reportaron casos de infeccion por ZIKV en el afio 2022. Fuente OMS(47).

11
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El ciclo zoondtico de transmision del ZIKV, a diferencia de otros flavivirus,
puede mantenerse activo y continuo mediante la interaccion mosquito-humano-
mosquito (Fig. 5) (15). Se ha descrito que el virus puede ser transmitido también de
persona a persona por via hematdgena (transfusiones de sangre), via sexual a

través de los fluidos vaginales y el semen y por transmision vertical durante la etapa

gestacional (Fig. 6) (48-51).
Ciclo urbano

Ciclo selvatico p
)

/
//W Huéspedes

Reservorios w b

Figura 5. Ciclo zoonético del ZIKV. Ciclo selvético (flechas verdes) y ciclo urbano (flechas
azules). Transmision humano-humano por diversas vias (flechas naranja y azul).
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Infeccion y transmision vertical del ZIKV

7 Transmision vertical del ZIKV
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Figura 6. Infeccibn materna y transmision vertical del ZIKV. La imagen muestra el cruce
viral a través de las barreras placentaria y hematoencefalica fetal.

El cuadro clinico correspondiente a una infeccion por ZIKV es en un 70-80%
asintomatico, el resto puede presentar signos clinicos clasicos de una infeccién por
arbovirus como son: erupciones cutaneas (sarpullidos), dolor de cabeza, mialgia,
dolor en las articulaciones, conjuntivitis, nausea, vomito, fiebre y el SGB en adultos,
que puede ir desde una paralisis local hasta una total con complicaciones mayores
que pueden causar la muerte. Estos son sintomas muy similares a los que se
presentan en infecciones por el virus del dengue y el chikungunya, lo que puede

llevar a un diagndstico equivocado de la enfermedad (52, 53).

13
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Efectos neuroldgicos del Virus del Zika

Se han descrito efectos teratogénicos y neuropatolégicos en 6rganos como los 0jos
y el cerebro a partir de procesos inflamatorios, neurodegenerativos y autoinmunes
causados por la infeccion del ZIKV. Estos 6rganos han sido descritos como los
principales blancos del virus debido a la alta susceptibilidad a la infeccion de las
poblaciones celulares que los conforman y al neurotropismo que caracteriza a este
virus. Esto hace referencia a la capacidad del ZIKV para infectar y replicarse en las
células que expresan los receptores especificos de entrada, que en su mayoria se

localizan en el SNC (54-56).

La microcefalia asociada a una infeccion materna por ZIKV es el efecto del
cruce del virus a través de la barrera placentaria hasta llegar al SNC fetal, lo que se
denomina transmision vertical (51, 57-59). La microcefalia se manifiesta con un
tamafo anormalmente pequefio de la cabeza y el cerebro del feto, el retraso del
crecimiento intrauterino grave, las calcificaciones en la placenta y baja proporcion
de peso placentario-fetal. La infeccidén por ZIKV resulta grave en el primer trimestre
del embarazo con probabilidad de muerte fetal, mientras que en etapas posteriores

pueden producirse dafos irreversibles en el SNC del producto (56, 57, 60, 61).

La cantidad de ZIKV presente en los cerebros fetales post mortem es
sustancialmente mayor comparada con la reportada en suero de pacientes adultos
infectados. Esto evidencia una mayor susceptibilidad al virus en poblaciones
celulares cerebrales inmaduras o parcialmente diferenciadas, que en poblaciones

ya diferenciadas (46, 62, 63). Se sugiere que esto puede deberse principlamente a

14



Pamela Ruvalcaba Hernandez

la cantidad de receptores de superficie expresados a los que puede anclarse el ZIKV

como: AXL, TYRO 3, DC-SIGN, TIM, TAM, entre otros (64).

La expresidn de estos receptores es dependiente del proceso de maduracion
y diferenciacion celular, ya que a mayor madurez hay menor expresion de esos en
receptores en las células. No obstante, aun totalmente diferenciadas las células no
guedan exentas de una infeccion por ZIKV (64-66). Las células troncales neurales
son sugeridas como la primera poblacién blanco para el virus por su alta expresion
del receptor AXL en comparacién con otros linajes celulares, lo que puede reducir

la viabilidad y proliferacién celular normales (64).

Los efectos del ZIKV a nivel celular se caracterizan por una fase citopatica,
que incluye alteraciones estructurales del citoesqueleto, arresto en el ciclo celular,
reduccion en la viabilidad, el crecimiento y la diferenciacibn de poblaciones
celulares, y muerte celular masiva. Esto resulta en un desarrollo deficiente de las

estructuras cerebrales en formacion (67, 68).

Se sugiere que el ZIKV puede tener una replicaciébn continua durante el
neurodesarrollo en las células que conforman el tejido nervioso porque funcionan
también como reservorios virales. Esta replicacion continua puede durar hasta 28
dias a causa de una baja actividad inmunoldgica fetal caracteristica y una estructura
inmadura de la BHE durante el proceso de angiogénesis (69). Como consecuencia,
existen dafios a nivel celular en los componentes de la BHE y también se pueden
apreciar algunos otros dafios irreversibles, que incluyen densidad vascular anormal,
calcificaciones neuronales y corticales, adelgazamiento del endotelio y alta
permeabilidad vascular (60, 61, 63).
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Aungue los casos de mayor gravedad se han observado durante el primer
trimestre del embarazo, las alteraciones congénitas que se desarrollan de manera
posterior, incluso hasta la etapa postnatal, pueden resultar también severas y

causar muerte prematura del neonato (Fig. 7) (41, 54).

Tamafio regular

Tamafio regular
de la cabeza

de la cabeza

A)

Figura 7. Microcefalia neonatal. Comparacion del diametro de la cabeza A) Circunferencia
de la cabeza normal. B) Microcefalia moderada C) Microcefalia grave. Tomada de Centros
para control y prevencion de enfermedades (CDC) (70).

La primera relacién del SGB con el ZIKV se establecié durante el brote viral
en la Polinesia Francesa, en el que fue observado un incremento importante de
casos con SGB paralelo al niumero de infecciones por ZIKV (39). Esto también ha
podido observarse en paises como Brasil, El Salvador y Colombia, lo que sugiere al
ZIKV como factor inductor importante a nivel global de esta enfermedad autoinmune

(4, 42, 71-73).

El SGB se define como una polirradiculoneuropatia periférica aguda mediada
por inmunidad, en muchos casos postinfecciosa ante ciertos patégenos especificos
y con manifestaciones clinicas muy variables. Su forma mas concurrente se

caracteriza por una paralisis flacida muscular limitante debida a un dafio en los
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nervios periféricos, lo que aumenta la sensibilidad y debilidad simétrica de rapida

progresion en las extremidades (74, 75).

En los casos mas leves se tiene pérdida gradual del movimiento, flacidez y
debilidad muscular, que resulta en una paralisis parcial, reversible con rehabilitacion
en la mayoria de los casos. La mayoria de los pacientes pierden la capacidad de
caminar durante la fase aguda de la enfermedad. Alrededor del 25% de los
pacientes requieren ventilacibn mecanica en cuidados intensivos con el riesgo de
pardlisis diafragmatica y de la pérdida de la funcion en 6rganos vitales, causando la

muerte (74-76).

En el SGB, las citocinas proinflamatorias se liberan de manera local y
sistémica y contribuyen al dafio axonal por autoinmunidad, proceso en el que se
destruyen los recubrimientos de los nervios periféricos por accién inmunoldgica

contra los epitopos de la mielina de las células de Schwann (Fig. 8) (74, 75, 77).

Sindrome de Guillain-Barré

M — P
\ —IC ) (,TJ =
Célula de Vaina de Ax6n
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Vaina de mielina Axon al
desintegrada descubierto

Figura 8. Sindorme de Guillain-Barré. Se observa el dafio en las vainas de mielina axonales
y exposicion de fibras nerviosas.
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Esto puede ocurrir por un efecto conocido como mimetismo molecular, que
en el caso particular del ZIKV se ha descrito que corresponde a la produccion de
anticuerpos contra los grupos proteicos ubicados en la regién del asa del glicano en
la proteina E viral, que asemejan a los epitopos de la mielina en el hospedero,

causando su destruccioén (Fig. 9) (4, 78).
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Figura 9. Dafio periférico por desmielinizacién axonal a causa de la liberacion de citocinas
proinflamatorias y anticuerpos que destruyen la mielina.

El riesgo de presentar el SGB aumenta con la edad y los hombres se ven
mas afectados que las mujeres; sin embargo, posterior a una infeccion por ZIKV, el
riesgo es inminente en cualquier rango de edad y en ambos sexos (73, 79). La
sintomatologia que se presenta con el SGB es variable entre los pacientes. En el
caso del ZIKV se presenta con mayor frecuencia paraparesia, paralisis facial e

insuficiencia respiratoria (80).
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Ademas del SGB y la microcefalia, se han descrito otros padecimientos que,
aunque menos frecuentes, también se presentan posteriores a la infeccion por ZIKV.
Estos incluyen la mielitis transversa, encefalitis y la meningoencefalitis, que resultan
en la disfuncion de las neuronas motoras y pérdida de la motilidad en extremidades
superiores e inferiores. Asimismo, también se muestran manifestaciones mas
severas, incluso en adultos sanos, como edemas corticales, acrecentamientos
leptomeningeos, retencidn urinaria, paraparesia subita con progresion a paralisis
flacida con signos piramidales e hiperreflexia. De manera general estos
padecimientos resumen un dafio importante y permanente en el SNC causado por

este flavivirus a corto, mediano y largo plazo (4, 73, 81-83).
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La Barrera Hematoencefalica

El SNC esta protegido por un sistema de barreras fisioldgicas, que representan la
primera linea de defensa contra patégenos (84). Estas barreras corresponden a la
barrera sangre-liquido cerebroespinal, la barrera sangre-aracnoides y la BHE, cuya
funcion es limitar la entrada de agentes extrafios al parénquima cerebral, permitir el

flujo de iones y agua y ayudar a mantener la homeostasis en el SNC (84, 85).

La BHE es considerada el principal sistema de proteccion del SNC. Esta se
encuentra ubicada en los microvasos vasculares cerebrales y permite la regulacion
del paso de moléculas entre la sangre y el cerebro por su permeabilidad altamente
selectiva (86). Limita también el paso de sustancias como farmacos o xenobidticos
y aqguellas nocivas como toxinas o patdgenos; ademas provee un microambiente
circundante estable, los nutrientes y la composicion idnica necesarios para la 6ptima

funcién neuronal y sinaptica (86, 87).

La estructura de la BHE esta conformada por células endoteliales altamente
especializadas que tienen proteinas transmembranales y accesorias ancladas en
su membrana. Estas proteinas se definen como uniones estrechas o tight junctions
(TJs) por sus siglas en inglés, que forman puntos de oclusion entre los espacios
intercelulares y limitan el acceso de solutos por la via paracelular. Ademas, generan
y mantienen una alta resistencia transendotelial (TEER) al limitar el paso de iones
hacia el parénquima cerebral y permeabilidad selectiva a moléculas provenientes

de la sangre (Fig. 10) (86-88).
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Figura 10. Barrera hematoencefalica (BHE). Principal sistema de proteccion del SNC.

El SNC es considerado un sitio de regulacién ante antigenos extrafios
controlando la respuesta inflamatoria que estos originan antes de generar un dafo.
Se encuentra separado de la circulacion sanguinea y cuenta con células de defensa
(astroglia y microglia), por lo que responde eficientemente a los desafios
infecciosos. A través de las respuestas inmunolégicas innatas y humorales, se
activan mecanismos de reclutamiento de células de defensa locales y de regulacién

inflamatoria durante la lesion o infeccién (89).

La BHE se apoya en otros linajes celulares como los astrocitos, los pericitos,
la microglia y las neuronas para su correcto funcionamiento. El conjunto de todos
estos grupos de células conforma la unidad neurovascular (UNV), que brinda un
sostén estructural y metabdlico y enriquece las propiedades de barrera (Fig. 11)

(86, 90).
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Los pericitos son las células de la UNV que recubren la microvasculatura
cerebral, lo que los propone como un grupo importante que otorga soporte y
proteccion vitales a las células endoteliales (91). Los astrocitos en conjunto con las
células endoteliales mantienen una TEER alta y estable y una baja permeabilidad,
ademas de producir factores proinflamatorios y quimioatrayentes en caso de lesion
o infeccion (92). En conjunto con las células progenitoras neurales y la glia radial,
todos estos grupos celulares poseen una influencia directa en el desarrollo e

induccion de las propiedades caracteristicas de la BHE (91, 92)
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Figura 11. Unidad Neurovascular (UNV) y sus linajes celulares.

22



Pamela Ruvalcaba Hernandez

La formacién de la BHE comienza tempranamente durante el desarrollo fetal
con la vascularizacion, la angiogénesis (formacion de los vasos sanguineos) y la
formacién del plexo coroideo y continla aun durante el periodo postnatal (93-95).
Las células endoteliales establecidas, regulan la neurogénesis y mantienen la
proliferacion y viabilidad de las células troncales y progenitoras cerebrales mediante

la produccién de factores de crecimiento (93-95).

Mientras continda el desarrollo embrionario, las células que conforman la
UNV maduran (principalmente astrocitos y pericitos), como resultado de esto,
aumenta la expresion de transportadores de eflujo (como la glicoproteina-P) y
disminuye considerablemente el cruce por la via paracelular debido al cierre gradual
de los espacios intercelulares. Esto permite la generacién y mantenimiento de las
propiedades de barrera que reducen significativamente el paso libre de moléculas
como proteinas, nutrientes y iones y la regulacion de estas conforme a las

necesidades de cada etapa del desarrollo neuroldgico (88, 91-93, 96).

La oclusion de la via paracelular por el cierre de los espacios intercelulares
se debe a la presencia de las TJs, una red compleja de proteinas transmembranales
y accesorias ancladas al citoesqueleto celular endotelial (Fig. 12) (97). Estas
proteinas son altamente sensibles al microambiente celular circundante, por lo que,
ante un cambio en su entorno, pueden inducir modificaciones en la estructura de la

BHE (97, 98).

Se ha descrito que las TJs se expresan en los vasos sanguineos fetales
primarios desde la semana 12 de gestacion. Esto limita el ingreso de diversas
moléculas como la albumina enddégena desde etapas tempranas del desarrollo y
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evidencia funcionalidad parcial de la BHE. Aunque en esta etapa la BHE aun no es
considerada madura y completamente formada, se ha observado que la expresion
de las TJs es parecida a las de BHE adulta a partir de la semana 18 de gestacion,
lo que brinda una mayor proteccion ante factores dafiinos. No obstante, la BHE
continda siendo vulnerable debido a que contindan los procesos de diferenciacion y

maduracion celulares en el SNC (88, 94, 99, 100).

La estructura de la BHE es considerada totalmente madura hasta el
desarrollo post natal. Esta madurez esta directamente relacionada con la expresion
de las TJs, que genera una TEER alta y hace posible la diferenciacion entre los
dominios apical y basolateral de las células que les confieren caracteristicas Unicas
importantes de barrera en los procesos de regulacién, intercambio y selectividad

molecular (Fig. 10) (86, 97).

Se ha descrito que entre las proteinas que se expresan en la BHE se
encuentran las claudinas, la ocludina y zonula occludens (ZO), que mantienen un
microambiente 6ptimo para el desarrollo y las funciones neuronales. Entre estos
complejos proteicos presentes en el endotelio microvascular cerebral destacan las
claudinas, cuya familia se conforma de alrededor de 27 isoformas, pero se ha
propuesto que solo las claudinas -1, -3, -5y -11 son elementos de la BHE (86, 101,

102).

Las claudinas forman estructuras diméricas que se unen a aquellas de
células adyacentes para dar origen a los puntos de cierre/union entre estas. A nivel

intracelular se anclan a los dominios PDZ de las proteinas ZO-1, -2 y -3 para
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interactuar con los filamentos de actina del citoesqueleto que permiten modificar su

estructura ante los estimulos del exterior (86, 97).

En diversos estudios se ha propuesto a la claudina -5 como la proteina mas
abundante en el endotelio microvascular cerebral (101, 102). Se reconoce Su
funcibn como un elemento de oclusion en la BHE, por lo que se considera
importante en el mantenimiento de la permeabilidad altamente selectiva y de la

TEER (102).

Asimismo, también se ha descrito que su expresion se reduce en presencia
de patologias dentro del SNC como epilepsia, accidentes cerebrovasculares,
Alzheimer, entre otros debido a la pérdida de viabilidad celular causada por el dafio,
ademas se ha sugerido que, durante una infeccion su expresion puede ser
modulada por el virus, tal como se ha descrito que ocurre con la claudina-1. Por esta

razon se considera un importante marcador de la integridad de la BHE (101-104).

Cabe mencionar que, aunque la claudina -5 ha sido la méas estudiada y
descrita en los trabajos, se sugiere que no es la Unica que participa activamente en
la homeostasis cerebral. En trabajos recientes, la claudina -3 ha sido propuesta
como un elemento presente en la BHE y cuya funcion esta relacionada con el
mantenimiento de la permeabilidad selectiva, la TEER y la oclusion de la via

paracelular ante agentes extrafios en el SNC (101, 105, 106).

La claudina -3 no ha sido estudiada de manera profunda en la BHE. Sin
embargo, hasta este momento, se ha sugerido que puede ser un importante

indicador de la disrupcion del endotelio vascular cerebral por la pérdida de su
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expresion en presencia de procesos inflamatorios en los microvasos, derivados de
diversas patologias en el SNC como accidentes cerebrovasculares, glioblastoma

multiforme, entre otros (100, 101, 105, 106).

Otros posibles factores que podrian estar relacionados con la pérdida de su
expresion son la edad y la alteracion en vias de sefializacion relacionadas como la
via Wnt/B-catenina, que participa de manera activa en el desarrollo y mantenimiento
de la BHE al reducir la permeabilidad paracelular y estimular una mayor expresion

de P-gp (101, 105-108).

No obstante, su expresion en la BHE continda siendo un tema de debate
entre los autores debido a que los escasos trabajos realizados limitan su expresion

a los plexos coroideos y a los microvasos cerebrales (105, 106, 109).
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Figura 12. Proteinas de union estrecha presentes en el endotelio microvascular cerebral.
VE-Cadherina (Vascular endotelial cadherin 2), PECAM-1 (Platelet/endothelial cell
adhesion molecule-1), JAM (Junctional Adhesion Molecule), ZO-1 (zonula occludens 1),
Z0-2 (zonula occludens 2), ZO-3 (zonula occludens 3)
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El ZIKV y su ingreso al Sistema Nervioso Central

Los flavivirus han desarrollado adaptaciones mas especializadas para acceder e
invadir el SNC y el Sistema Nervioso Periférico (SNP). Las principales vias de
entrada por el SNP son el transporte axonal retrégrado o por el bulbo olfatorio,
mientras que en el SNC pueden llegar a las barreras de proteccion y cruzarlas por
via hematogena (110, 111). Se destacan dos vias por las cuales estos virus pueden
cruzar el endotelio cerebral: la transcelular, directamente a través de la célula y la
paracelular, que involucra a las TJs entre las células adyacentes (Fig. 13y 14) (110,

112, 113).

‘ Via paracelular
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Figura 13. Mecanismos de cruce celular en la BHE. En la imagen se observa el cruce de
linfocitos por la via paracelular, que corresponde al paso entre los espacios intercelulares
hacia el parénquima cerebral y por la via transcelular que ocurre de manera directa a través
de la célula.
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Ambas vias poseen una actividad regulada en la BHE en un estado fisiolégico
donde existe una alta TEER y una reducida actividad pinocitica. Sin embargo, se ha
descrito que ambas vias pueden modificar su actividad en respuesta a los procesos
inflamatorios derivados de una infeccion e incrementar el acceso viral (110, 112,

113).

El ZIKV es considerado un virus neurotropico, neuroinvasivo y neurovirulento
ya que puede infectar el tejido nervioso al cruzar las barreras de proteccion del SNC
(114, 115). En algunos trabajos se ha propuesto que el ZIKV utiliza la via
transcelular para acceder al SNC durante la infeccion, razén por la cual se ha
considerado que no causa una disrupcion en las uniones estrechas que modulan la

via paracelular (116-118).

Particularmente, el ingreso del ZIKV comienza tras la inoculacion del virus en
los fibroblastos dérmicos a través de la picadura del mosquito (119). Posteriormente,
el virus se disemina en el torrente sanguineo infectando a las células inmunoldgicas,
como macrofagos y células dendriticas. Estas células infectadas pueden cruzar de
manera directa hacia los nédulos linfaticos o las terminaciones nerviosas que llevan
hacia el SNC, llevando la infeccion viral de forma sistémica hacia las barreras de

proteccion del cerebro (120).

Cuando el ZIKV cruza la BHE, entra en accion un sistema de defensa
inmunologica local que involucra a la microglia, la cual participa en la produccion de
factores proinflamatorios como citocinas y quimiocinas. Estas citocinas generan una
respuesta de activacion en los astrocitos, las células endoteliales y los fibroblastos
(Fig. 14) (121, 122). La produccion de estos factores proinflamatorios en conjunto
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incrementa la respuesta defensiva y moduladora de la infamacion y atrae mas
células de defensa al sitio afectado. No obstante, al ser producidas de manera

exacerbada, promueven un dafio mas grave en el SNC (122-126).
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Figura 14. Diseminacion del ZIKV hacia el parénquima cerebral. Cruce por el mecanismo
conocido como “caballo de Troya” mediante células inmunoldgicas infectadas (monaocitos,
macrofagos, linfocitos y dendriticas).

El estimulo inflamatorio derivado de la infeccién viral también genera mayor
expresion de moléculas de adhesion en el endotelio para facilitar el cruce de células
de defensa sistémicas via diapédesis. Sin embargo, este mecanismo conocido
como "caballo de Troya” permitiria también el cruce de las células inmunoldgicas

infectadas a través de la BHE (Fig. 15) (120, 127).
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Figura.15. Diapédesis celular. Migracion de células blancas a través del parénquima
cerebral por incremento de proteinas adherentes como V-CAM, I-CAM y L-selectina.

Las citocinas proinflamatorias producidas durante la infeccién por ZIKV
pueden contribuir al dafio en el SNC. Se ha descrito su participacion en el deterioro
vascular fetal, que se caracteriza por un nimero reducido y formas irregulares de
los capilares en formacion, insuficiencia placentaria, restriccion en el crecimiento
intrauterino y alteracion en la diferenciacion de células neurales progenitoras que
originan los linajes neuronales y gliales (astrocitos y oligodendrocitos). De la misma
manera, promueven la diseminacion del virus al estimular la migracion de
macréfagos placentarios infectados que mantendrian activa la infeccion (122-124,

128, 129).
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Efecto interplay viral

Durante el desarrollo de una infeccion, existen diversas interacciones entre los virus
y sus hospederos. Los virus han desarrollado mecanismos para acceder a las
células o propagarse a través de los tejidos en un hospedero. Esto ocurre con el fin
de asegurar la subsistencia y continuidad de la progenie viral, a través de la

produccion de proteinas esenciales para su replicacion y ensamblaje (130).

La infeccidn y la diseminacion viral dentro de un hospedero estan limitadas
por las células epiteliales, que recubren las superficies de los 6rganos y tejidos para
formar una barrera fisica reforzada por uniones estrechas. Por lo tanto, la
interrupcion de las uniones estrechas en las barreras epiteliales y endoteliales
facilita la diseminacién dentro del hospedero infectado. Varios virus modulan la
expresion de proteinas de las TJs, como las claudinas para mejorar su diseminacion
(131). Por otro lado, los hospederos también han desarrollado mecanismos de
defensa ante estas invasiones virales, principalmente a través de la produccion de

elementos que interfieren con los procesos de replicacion viral (130).

La interaccion entre estos mecanismos se conoce como efecto interplay. Este
efecto ha sido descrito con diversos virus como el de la Hepatitis C, Epstein-Barr,
Citomegalovirus, entre otros (132-134). En este proceso, se involucran las
respuestas inmunoldgicas, innata y adaptativa, del hospedero contra el agente
infeccioso y las virales, que pueden inducir alteraciones en la expresion de
moléculas como proteinas y lipidos que facilitan su ingreso a la célula, la evasién
de la respuesta inmune y la continuidad del ciclo de replicacién. Cabe mencionar

gue, estos efectos son dependientes del ciclo replicativo de cada virus y de los
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procesos patolégicos inflamatorios que desencadenan a nivel sistémico o local (130,

135, 136).

En la BHE, las claudinas modifican su expresion durante una infeccién viral
y son los componentes mas afectados de las TJs (131, 137, 138). Se ha descrito
que, la expresion de las claudinas -1y -5 en diversos epitelios y endotelios se reduce
por la infeccién por flavivirus como el virus del Nilo Occidental, hepatitis C, dengue
y retrovirus como el HIV, facilitando la entrada a las células y controlando su

eficiencia replicativa (139).

En general, la expresion de la claudina -3 ha sido poco estudiada. Por
ejemplo, se ha descrito que en el epitelio tubular de los rifiones ante la infeccién por

el virus Nilo Occidental, la expresion de esta proteina esta reducida (131).

Es importante destacar que, hasta este momento, no ha sido descrita la
expresion de la claudina -3 ante una infeccion por ZIKV en las células endoteliales
del cerebro. Por este motivo, se decidio evaluar la expresion de esta proteina en un

sistema de infeccion in vitro en células HBEC-5i infectadas con ZIKV.
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OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar la expresion de la claudina -3 en cultivos de células endoteliales de la
microvasculatura de cerebro de humano (HBEC-5i) expuestos a diferentes

multiplicidades de infeccion (MOI) de ZIKV MR-766 a diferentes tiempos.

Objetivos particulares

1. Establecer el titulo viral de la cepa MR-766 de ZIKV.

2. Evaluar la expresion de la claudina -3 en los cultivos de células
endoteliales cerebrales humanas (HBEC-5i) expuestos a la cepa MR-766
de ZIKV a diferentes MOI (0.1, 1,y 10) y tiempos (30 min, 1, 3,6, 12y 24
h) por inmunofluorescencia indirecta (IFl).

3. Evaluar la expresion de la claudina -3 en los cultivos de células
endoteliales cerebrales humanas (HBEC-5i) inoculados con la cepa MR-
766 de ZIKV a diferentes MOI (0.1, 1, y 10) y tiempos (30 min, 1, 3, 6, 12

y 24 h) por citometria de flujo.

34



Pamela Ruvalcaba Hernandez

ANTECEDENTES

En condiciones fisioldgicas el acceso de agentes extrafios hacia el parénquima
cerebral es restringido por la oclusion intercelular de las proteinas de las TJs
(claudinas, ocludina y zonula occludens). En este complejo proteico se destaca a
las claudinas, cuya funcion se relaciona con el mantenimiento de la homeostasis
celular y la permeabilidad altamente selectiva. No obstante, el ZIKV es capaz de
cruzar e infectar los linajes celulares neurales, causando dafios importantes en el
SNC relacionados con una disrupcion en la integridad de la BHE (112, 123, 140,

141).

En estudios recientes, Chiu et al. (2020) sugieren que no se presentan
alteraciones significativas en la expresion de las TJs, ni en la permeabilidad del
endotelio en células endoteliales capilares de cerebro humano (hCMEC/D3)
infectadas por el ZIKV, por lo que no consideran que la infeccién viral sea un factor
de disrupcion de la BHE (112).

De manera similar, Papa et al. (2017) evaluaron la integridad de la BHE con
dos modelos, uno in vitro con células endoteliales microvasculares cerebrales
humanas (HBMECSs) y otro in vivo con ratones. Ambos fueron infectados con dos
cepas de ZIKV: MR-766 y PE243. Los autores concluyeron que aunque ambas
cepas cruzaron e infectaron el endotelio de la BHE, ninguna causé modificaciones
significativas en la permeabilidad, por lo que llegaron a la misma conclusién que el

trabajo previamente descrito (117).

Alimonti et al. (2018) establecen que el ZIKV no es un factor que cause

disrupcion en la BHE, coincidiendo también con los dos trabajos anteriores, donde
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se obtuvo una infeccion exitosa de las células endoteliales cerebrales sin

comprometer la integridad y permeabilidad de la BHE (118).

De manera contraria, otros autores han establecido que la infeccion por el
ZIKV si modifica la integridad de la BHE. En el estudio de Leda, et al. (2019) se
destaco un decremento en la expresion de claudina -5 y una sobre expresion de
ocludina y ZO-1 en las células endoteliales microvasculares cerebrales (BMECSs)
infectadas con 3 cepas de ZIKV: Honduras (ZIKV-H), Puerto Rico (ZIKV-PR) y
Uganda (ZIKV-U). Concluyendo que la infeccidn si afecta la expresion de las TJs en
la BHE (116).

Estos resultados coinciden con los de Clé et al. (2020), donde se observo una
reduccion en la expresion de las TJs en células endoteliales cerebrales humanas
como consecuencia de la infeccion por ZIKV (142).

En esos trabajos se destaca que, la claudina -5 es la proteina mas estudiada
en la BHE en presencia del ZIKV. No obstante, la presencia de la claudina -3 en el
endotelio de la BHE ha sido motivo de debate entre varios autores, quienes sugieren
qgue esta claudina puede tener un papel igual de importante que la -5 en las
funciones de mantenimiento de la permeabilidad selectiva y la homeostasis celular
(105, 106).

Berndt et al. (2018) determinaron que la expresion de las proteinas de las
TJs en células endoteliales de humano y ratén se reducen en presencia de diversas
patologias en el SNC. Asimismo, enfatizan en su trabajo que la claudina -3 puede
ser un importante indicador de la integridad de la BHE, ya que relacionan la pérdida

de su expresion con un estado patoldgico inflamatorio en el SNC (101).
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Esto coincide con lo reportado por Schrade et al. (2012), donde se evaluo la
presencia de las claudinas -3 y -12 en células endoteliales microvasculares
humanas (hCMEC/D3). Los autores concluyeron que la claudina -3 si esta presente
en los espacios intercelulares del endotelio y destacan que su expresion puede
reducirse de manera significativa por la presencia de inflamacion en los microvasos
cerebrales. Por esta razon, ellos proponen a la claudina -3 como un marcador
potencial de la integridad de la BHE y un indicador del estado patol6gico en el SNC

(105).

Wolfburg et al. (2003) demostraron que la claudina -3 se expresa en
condiciones fisiolégicas en los microvasos cerebrales de ratébn y humano. No
obstante, observaron decrementos significativos en su expresion en presencia de
inflamacion circundante derivado de un estado patologico en el SNC, no asi con
otras TJs, cuya expresidn no presentdé cambios significativos bajo estas mismas
condiciones, por lo que los autores proponen que la claudina -3 es un elemento de
gran importancia en la BHE y que al verse modificada se puede ver comprometida

la integridad de la BHE (106).

Por esta razon, en el presente trabajo se evalud la expresion de la claudina -3
en células endoteliales de la microvasculatura cerebral humana (HBEC-5i)
inoculadas con MOl de 0.1, 1.0 y 10 de ZIKV MR-766 a diferentes tiempos (30 min,

1,3, 6,12y 24 h).
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METODOLOGIA

Obtencion del titulo viral de ZIKV por TCID 50

Para establecer el titulo viral en este trabajo, se utilizo la linea celular A549 (ATCC-
Manassas, VA, USA # Cat. CCL-185) por su origen humano y alta susceptibilidad a

la infeccion por ZIKV.

Los cultivos de A549 se realizaron en placas de 96 pozos y se mantuvieron
en condiciones estandar (5% CO:z y 37°C) con medio MEM (Gibco by Thermo
Fisher®, Gran Island NY, USA # Cat. 11095080) adicionado con SFB 5% (Gibco by
Thermo Fisher®, Gran Island NY, USA # Cat.15575309). Cuando las células
alcanzaron una confluencia alrededor del 80% se inocularon con diluciones de ZIKV
MR-766 (ATCC Co.,-Manassas, VA, USA # Cat. VR-84) preservado en nitrégeno

liquido, con un titulo viral inicial de 1.6x107 TCIDso por mililitro.

Las diluciones de ZIKV MR-766 se realizaron desde 10! hasta 1014
Posteriormente, se realizdé un registro fotografico de la exposicién diariamente
durante 5 dias (120 h) para observar el efecto citopatico (CPE), que corresponde al
cambio morfolégico que sufren las células por efecto del virus y que se manifiesta
por la presencia de sincicios (estructuras formadas por la unién de varias células) y

vacuolizaciones citoplasmicas.

Al completarse el tiempo, se realiz6 una inmunocitoquimica con un
anticuerpo primario monoclonal contra la proteina de envoltura E del ZIKV
(Invitrogen, Zika virus E envelope protein domain Il recombinant rabbit monoclonal

antibody # Cat. MA5-36038) contrastado de manera secundaria con
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aminoetilcarbazol para evidenciar los focos de infeccion. Se cuantificaron los focos
de infeccion y se calcul6 la TCID 50 por el método de Spearman-Karber (143) con

la siguiente formula:

Log IDso= Log (Dilucion mas alta con 100% CPE) + 0.5- # total de unidades

experimentales mostrando CPE/ # de unidades experimentales por dilucién

Donde:

Dilucién mas alta con el 100% de CPE equivale a la maxima dilucion del

virus con la que se presenta el 100% de CPE.

= 0.5 es una constante.

» # total de unidades experimentales mostrando CPE equivale al nimero
de pozos totales que presentan CPE visible.

» # de unidades experimentales por dilucion equivale al nUumero de pozos

por cada dilucion utilizada.

Cultivo de fibroblastos (HFF) e inoculacion con ZIKV MR-766

Para el establecimiento de las diluciones Optimas de anticuerpos primario y
secundario para detectar claudina -3 en la técnica de inmunofluorescencia indirecta
(IFI), se utilizaron cultivos primarios de fibroblastos (HFF) a partir de tejido de
prepucio humano. Los cultivos se mantuvieron en condiciones estandar (5% CO:zy
37°C) con medio de cultivo MEM (Gibco), suplementado con 10% de SFB (Gibco)

hasta alcanzar una confluencia entre el 70-80%. Posteriormente se inocularon con
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MOI de ZIKV MR-766 de 0.1, 1.0 y 10 a diferentes tiempos (30 min, 1, 3, 6, 12y 24

h, respectivamente).

Inmunofluorescencia Indirecta (IFl)

Para la determinacion de las diluciones mas adecuadas de los anticuerpos para la
técnica de inmunofluorescencia, las células se fijaron en las placas de cultivo con
metanol absoluto liquido frio durante 5 minutos; posteriormente, se realizaron 3
lavados de 5 min cada uno con PBS 1X para eliminar el exceso de fijador. Cabe
mencionar que entre cada paso se realizaron estos mismos lavados para retirar el

exceso de los reactivos utilizados.

Las células se incubaron con BSA 5% (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA)
por 5 min para el bloqueo de sitios inespecificos. A continuacion, se colocaron en
los cultivos celulares las diluciones 1:100, 1:150, 1:200 y 1:250 del anticuerpo
primario para claudina -3 policlonal de conejo (Invitrogen, San Diego, CA, USA #Cat
PA5-16867) y se dejaron incubar por 24 horas a 4°C. Al concluir el tiempo de
incubacion, se coloco el anticuerpo secundario Alexa Flaor 488 cabra anti-conejo
(Invitrogen #Cat ab150077) con las mismas diluciones del primario y se dej6 durante
aproximadamente 3 horas a 4°C.

Finalmente, se adicionaron 5ul de yoduro de propidio (Sigma Aldrich, Co.
#Cat. P4170-250MG) a una concentracion de 1ug/ul antes de realizar el montaje,
Gnicamente con el fin de contrastar los ndcleos celulares. Posteriormente se
observaron al microscopio confocal modelo Axiovert 100M LSM 510 (Carl Zeiss,

Alemania) y las imagenes fueron procesadas con el software ZEN 2010.
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Cultivos de células endoteliales de cerebro humano (HBEC-5i) e

inoculacién con el ZIKV

Para establecer el monocultivo con la linea celular endotelial cerebral microvascular
humana (HBEC-5i, ATCC # Cat. CRL-3245-ATCC) las células se mantuvieron en
condiciones estandar con medio DMEM-F12 (Gibco # Cat. 11320033)
suplementado con SFB al 10% (Gibco) y factor de crecimiento endotelial (ECGF)
(Sigma Aldrich, # Cat. E2759-15MG) a una concentracién de 50 pg/ml. Cuando se
alcanzé una confluencia entre el 70-80% los cultivos se tripsinizaron y se
distribuyeron en placas de 24 pozos cubiertas con cubreobjetos recubiertos con poli
L-lisina (Sigma Aldrich # Cat. P4707). Posteriormente, las placas fueron incubadas
hasta tener una confluencia entre el 70-80%, se infectaron con ZIKV a 0.1, 1.0y 10

MOI y se dejaron durante los tiempos establecidos (30 min, 1, 3, 6, 12 y 24 h).

Expresién de claudina -3 por Inmunofluorescencia Indirecta (IFI)

Para determinar la expresion de la claudina -3 por fluorescencia, se realizé la fijacion
de las células HBEC-5i en las placas de cultivo, con metanol liquido absoluto frio
por 5 minutos y se continué con la técnica de inmunofluorescencia previamente
descrita. Una vez concluido el tiempo de exposicion, se utiliz6 un anticuerpo
policlonal para claudina -3 (Invitrogen) y un anticuerpo secundario Alexa Flior 488
para evidenciar la expresion de esta proteina. Para el marcaje de los nucleos se
utilizé también yoduro de propidio (Sigma Aldrich) a una concentracion de 1ug/ul

previo al montaje. Las laminillas se observaron en un microscopio confocal modelo
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Axiovert 100M LSM 510 (Carl Zeiss, Alemania) y las imagenes fueron procesadas

con el software ZEN 2010.

Expresion de claudina -3 por citometria de flujo

Para determinar la expresion de claudina -3 por citometria de flujo, los cultivos
fueron distribuidos también en placas de 24 pozos hasta formar una monocapa. Una
vez establecida, las células fueron despegadas con un cell scraper, se disgregaron
mecanicamente con una jeringa de 3ml con medio de cultivo hasta su distribucion
individual y se centrifugaron a 1000 rpm durante 5 minutos. Posteriormente, se
elimin6 el medio, se realizaron lavados con PBS 1X durante 5 minutos cada uno y
se afadio paraformaldehido al 1% como fijador, se resuspendié el paquete celular
durante 5 minutos aproximadamente y se centrifugd nuevamente bajo las mismas
condiciones. Se retiré el paraformaldehido y se realizaron 3 lavados de 5 minutos
con PBS 1X para remover el exceso, se afiadi6 el anticuerpo primario para claudina
-3 y se resuspendioé el paquete celular, dejando en incubacién durante 24h a 4°C.
Al concluir este tiempo, se realizaron nuevamente lavados con PBS 1X, se afiadio
el anticuerpo secundario Alexa Flior 488 y se dej6 incubar durante
aproximadamente 3 horas junto con el yoduro de propidio a una concentracion de
1ug/ul y se centrifugaron bajo las condiciones previamente mencionadas. Se les
retir6 el anticuerpo, se afadi®6 PBS 1X y se resuspendieron disgregando
nuevamente los agregados celulares. Finalmente, la muestra se coloc6 en tubos

para citbmetro a 4°C en completa oscuridad y se realiz6 la lectura correspondiente
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de los 5,000 eventos considerados. Se utilizé un citdbmetro de la marca Becton

Dickinson (BD Biosciences, CA, USA,) y se analiz6 con el software FACSCanto |I.

En el analisis se consideraron el tamafio y la granularidad para caracterizar a la
linea celular HBEC-5i, la cual se observé como una poblacién uniforme de tamafio
pequefio (observado por el desplazamiento hacia la izquierda en la grafica dotplot)

y poca granularidad (Ver anexo V)

Expresion de claudina -3 en unidades de fluorescencia (pixeles)

Las imagenes de la IFI se utilizaron para cuantificar la expresion de claudina -3 por
fluorescencia en unidades de fluorescencia (pixeles) con el programa de Image J y

se realizaron graficas representativas con el programa Microsoft Office 365 Excel.

Expresion de claudina -3 en % de Gates por citometria de flujo

La expresion de claudina -3 en las células HBEC-5i se determin6 considerando la
lectura de 5000 eventos por cada muestra en un citdmetro de flujo (BD Biosciences)
y se realiz6 el andlisis de los datos obtenidos en los dotplots e histogramas. A partir
de los resultados, se realizd6 una compensacion en los dotplots obtenidos
considerando una divisiéon por Gates, esto nos permitié excluir aquellas células fuera

de los rangos establecidos y considerar una medicion mas homogénea.
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Expresion de claudina -3 en Intensidad Media de Fluorescencia (MIF) por

citometria de flujo

También se cuantificO la expresion de claudina -3 en las células HBEC-5i
considerando la media de la fluorescencia de todas aquellas células que

presentaron esta emision en cada muestra.

Analisis estadistico

De manera inicial, para conocer la normalidad de los datos se realizdé una prueba
de Kolmogorov-Smirnoff con el programa Stats. Para evaluar nuestros datos, se
realizd un analisis de varianza de una via (ANOVA) y una prueba post hoc de
Dunnett, considerando una n=3 para cada experimento. Los datos estuvieron
representados como la media + EE y una *p<0.01 y **p<0.001. Para determinar las
posibles diferencias entre las dos subpoblaciones celulares encontradas de HBEC-
5i (SP1 y SP2) segun su expresion de claudina -3, se realizé una prueba t de
Student. Los analisis de datos se analizaron con el programa inerSTAT-a v2.1 beta
desarrollado por el Dr. Mario H. Vargas y la elaboracién de graficas con Microsoft

365 Excel y Power Point.
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RESULTADOS

Obtencion del titulo viral por TCID 50 en células A549

Cuando los cultivos de células A549 (ATCC-Manassas, VA, USA # Cat. CCL-185)
alcanzaron una confluencia ~80% y se inocularon con la cepa de ZIKV MR-766
(ATCC-Manassas, VA, USA # Cat. VR-84) con diluciones desde 10! hasta 1014, se
observo durante los 5 dias (120 h) post exposicion una ruptura en la monocapa en
presencia del ZIKV, un CPE marcado ademas de la formacion de mdaltiples sincicios,
gue son estructuras formadas a partir de la fusion de varias células que se da de

manera frecuente en infecciones virales (Fig.16).

La formacién de focos de infeccion como consecuencia de la inoculacion con
el ZIKV se evidenci6é con la tincion del anticuerpo contra la proteina de envoltura
(anti-E) del virus (Invitrogen, Zika virus E envelope protein rabbit monoclonal
antibody) con aminoetilcarbazol (Fig. 17). Estos focos infecciosos fueron
contabilizados y se calcul6 la TCIDso por el método de Spearman-Karber, que se
establecié en 10 633, Con este dato se corroboré que el titulo viral proporcionado
por el proveedor de 107 TCIDso/ml corresponde al titulo viral requerido en los

experimentos.
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Cultivos primarios de fibroblastos (HFF) e Inmunofluorescencia indirecta (IFI)
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Figura 17. Focos de infeccion formados en células A549 infectadas con el ZIKV MR-766 a
las 24 h con una dilucion de 10™°. Se evidencia la presencia de la proteina de envoltura (E)
del ZIKV con la técnica de inmunocitoquimica utilizando aminoetilcarbazol, (focos
sefalados con flechas). Aumento 40X.
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Cultivos de células endoteliales microvasculares cerebrales humanas

(HBEC-5i) e inoculacion con ZIKV

Una vez establecidos los cultivos de células HBEC-5i en placas de 24 pozos, se
dejaron crecer hasta la formacion de una monocapa. Una vez confluentes, se
inocularon con las distintas multiplicidades de infeccion (MOI) de ZIKV (0.1, 1.0 y
10) a partir del titulo viral obtenido a los diferentes tiempos (30 min, 1, 3, 6, 12y 24

h) (Fig. 18 y 19).

Se observa la ruptura de la monocapa de células en presencia del ZIKV MR-
766 y un CPE visible con formacién de mdultiples sincicios en las primeras 24 h

posteriores a la inoculacién con ZIKV (Fig. 20).

Figura 18. Cultivo de células endoteliales cerebrales humanas (HBEC-5i) en monocapa
confluente sin exposicién al ZIKV. 100X.
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Figura 19. Cultivo en placa de 24 pozos de células HBEC-5i (pozo). Se observa la
formacion de la monocapa sin exposicion al ZIKV 40X.

Figura 20. Efecto citopatico por la exposicion al ZIKV MR-766 con 0.1 MOI en células
HBEC-5i a las 24 h p.i. Formacion de sincicios visibles (sefialados con flechas). 100X.

49



Pamela Ruvalcaba Hernandez

Expresién de claudina -3 por citometria de flujo en Células Endoteliales

de Cerebro Humano (HBEC-5i).

Se evalud la expresion de fluorescencia de la claudina -3 en la linea celular HBEC-
5i en las primeras 24 h post exposicion al ZIKV por citometria de flujo, a diferentes

multiplicidades de infeccién (0.1, 1.0 y 10) y tiempos (30 min, 1, 3, 6, 12y 24 h).

Se aprecian diferencias en la emision de fluorescencia en la poblacion celular
HBEC-5i en las graficas dotplot (columna izquierda) y en los histogramas (columna
derecha) a los diferentes tiempos (30 min, 1, 3, 6, 12 y 24 h) y MOl virales (0.1, 1.0
y 10). Por esta razon, la poblacion total se dividio en dos subpoblaciones con
diferente expresion de claudina -3. Destaca que la diferencia en la emision de

fluorescencia se presenta desde el grupo control.

En las Fig. 21 A y B se observa la expresion de claudina -3 en el grupo
control, se aprecia una mayor fluorescencia en la SP1 (flecha roja) que en la SP2
(flecha azul). De manera opuesta, la expresién de fluorescencia en la SP1
disminuye con una MOI de 0.1. No asi en la SP2, donde se tiene un incremento en

su emision (Fig. 21 Cy D).

Este mismo patron de expresion de fluorescencia se presenta con 1.0 MOI
en las Fig. 21 E y F, donde se aprecia que la SP1 tiene una menor expresion de
fluorescencia que la SP2. Una expresién similar en la fluorescencia se aprecia en
las Fig. 21 G y H, donde con una MOI de 10 se observa un decremento en SP1,

mientras que en SP2 se incrementa.

50



Pamela Ruvalcaba Hernandez

CONTROL_CONTROL 3HORAS, fos CONTROL_CONTROL 3HORAS fod
A L] g B
<
o
b
4
H-2
ﬁﬁij
ALEXA - ALEXA fidad
3 CONTROL_DIL 10~-1 3 HORAS.fcs CONTROL_DIL 10~-1 3 HORAS .fc:
& it g
<
o
H
H-3
T 4
W‘Jm
l o al N Aoy
=i ALEXA =2
3 CONTROL_DIL 1003 HORAS fos CONTROL_DIL10-0 3 HORAS fe:
' 3 g
E Ll [ F
< |
¢ &
3
1
M
4
l H-6 ‘
H-5 1l
DA ] W, |
B S e ¥ 4 iy i
e Y JU\ o Ww*w"f
ALEXA =4 ALEXA =2
3 CONTROL_DIL 10”1 3 HORAS fcs CONTROL_DIL 10~1 3 HORAS fes
G * B H
< . }
@
i H-8
{ |
3 \‘ I.lu
VIR
H-7 ¢ ']
| A
ALEXA > ALEXA fbid

Figura 21. Expresion de la fluorescencia de claudina -3 en 5,000 eventos de la poblacion
de células HBEC-5i por citometria de flujo. Se muestran los dotplots (izquierda) e
histogramas (derecha) con las dos subpoblaciones (marcadas con flechas rojas y azules)
por su emisién de fluorescencia a las 3 h p.i. Eje X= claudina -3, eje Y= Tamafio celular. A.
Dotplot grupo control. B. Histograma grupo control. C. Dotplot 0.1 MOI. D. Histograma 0.1
MOI. E. Dotplot 1.0 MOI. F. Histograma 1.0 MOI. G. Dotplot 10 MOI. H. Histograma 10 MOI.
n=3.
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Expresion de claudina -3 en unidades de fluorescencia (pixeles) en

células HBEC-5i

Se muestra la expresion de claudina -3 en la poblacion total de células HBEC-5i
representada en unidades de fluorescencia (pixeles) correspondiente a la técnica

de inmunofluorescencia indirecta (IFI) (Fig. 22, 23y 24).

La expresion de la fluorescencia de la claudina -3 en las células HBEC-5i
presenté diferencias significativas (*p<0.01) a los diferentes tiempos post infeccién
y MOl virales de ZIKV MR-766. En la Fig. 22 se representan los tiempos de 30 min
(872.5 pixeles) y 1 h (1321.5 pixeles), que son los que presentaron los cambios mas
destacados en los niveles de claudina -3 con una MOI de 0.1 comparados con el
grupo control (3261 pixeles). Observamos el nucleo en rojo (N) tefiido con yoduro
de propidio y la claudina -3 en verde tefiida con Alexa Fluor 488 (sefialados con
flechas). Se aprecia una reduccién en la fluorescencia al comparar el grupo control
con los tiempos de 30 min y 1 h respectivamente, teniendo la menor expresién al

tiempo de 30 min (Fig. 25 A).

De la misma manera, en la Fig. 23 se consideraron los tiempos de 3 (1685.5
pixeles) y 6 h (2058 pixeles) post exposicion al ZIKV, que son los que presentaron
mayores cambios en la expresion de claudina -3 con una MOI de 1.0. Se observan
diferencias significativas (*p<0.01) al compararlos con el grupo control (3261
pixeles). Se muestra una disminucion en la expresion de la claudina -3 y el valor

mas reducido se aprecia a las 3 h (Fig. 25 B).
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Continuando con el mismo patron, en la Fig. 24, se consideraron también los
tiempos con los cambios mas destacados en la expresion de claudina -3 con una
MOI de 10. Existen diferencias significativas (*p<0.01) entre el grupo control (3261
pixeles) y los tiempos de 12 (2610.5 pixeles) y 24 h (2188 pixeles). Se aprecia un

mayor decremento en la expresion de claudina -3 a las 24 h (Fig. 25 C).

En la Fig. 25 se representa el analisis grafico de nuestros datos, se realizo
un analisis de varianza de una via (ANOVA) y una prueba post hoc de Dunnett,
considerando una n=3 para cada experimento. Los datos estuvieron representados

como la media £ EE y una *p<0.01.

A continuacion, se presenta el cuadro con los valores de la expresion de
fluorescencia de la claudina -3 (pixeles) a las diferentes MOI virales (0.1, 1.0 y 10)

y tiempos (30 min, 1, 3, 6, 12y 24 h).

Cuadro 1. Valores de claudina -3 en unidades de fluorescencia (pixeles) en
poblacion total de células HBEC-5i

Control MOI 0.1 30 min MOI0.11h MOI 1.0 3h MOI1.06h | MOI1012h | MOI 10 24 h

3261 872.5 13215 1685.5 2058 2610.5 2188
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Figura 22. Expresion de fluorescencia de la claudina -3 en la poblacion total de células
HBEC-5i obtenida por microscopia confocal a los 30 min y 1 h post exposicion al ZIKV a
una MOI de 0.1. n=3.
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Figura 23. Expresion de fluorescencia de la claudina -3 en la poblacion total de células
HBEC-5i obtenida por microscopia confocal a las 3 y 6 h post exposicion al ZIKV a una MOI
de 1.0. n=3.
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Figura 24. Expresion de fluorescencia de la claudina -3 en la poblacién total de células
HBEC-5i obtenida por microscopia confocal a las 12 y 24 h post exposicién al ZIKV a una
MOI de 10. n=3.
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Figura 25. Expresion de la claudina -3 en unidades de fluorescencia (pixeles) a las
diferentes MOl virales (0.1, 1.0y 10) y a los tiempos més destacados de cada una (30 min,
1, 3, 6, 12 y 24 h) post exposicion al ZIKV. A. Expresion con 0.1 MOl alos 30 miny 1 h. B.
Expresion con 1.0 MOl alas 3 hy 6 h. C. Expresion con 10 MOl a las 12 h'y 24 h. *p<0.01.
n=3.Prueba estadistica ANOVA de una via y prueba post hoc de Dunnett.
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Expresion de claudina -3 (% de Gates) en células HBEC-5i

Se evaluo la expresion de claudina -3 en las células HBEC-5i por fluorescencia,
expresada en % de Gates o % de células positivas a claudina -3, a diferentes
multiplicidades de infeccion (0.1, 1.0 y 10 MOI) de ZIKV y tiempos post infeccién (30

min, 1, 3, 6, 12 y 24 h) (Fig. 26) (Cuadro 2).

En la Fig. 26 A, se representa la expresion de la claudina -3 post inoculacion
con ZIKV a los 30 min. La exposicion a 0.1, 1.0 y 10 MOI de ZIKV induce una
fluorescencia (% de Gates) de 79.3+0.06%, 90.43+0.90% y 92.62+0.24%
respectivamente, presentando diferencias significativas con respecto al valor de
sham (99.51+0.06%), con una *p<0.01 en una prueba de ANOVA de una viay una
prueba post hoc de Dunnett. Observamos que la infeccién por ZIKV a diferentes

MOI reduce la fluorescencia relacionada a la expresion de claudina -3.

Del mismo modo, en la Fig. 26 B a 1h, se aprecia un decremento en la
expresion de la proteina, con 0.1 MOI (40.54+0.37%) y 1.0 MOI (92.4+0.24%), lo
gue representa diferencias significativas al compararlo con el sham (94.84+0.17%).

No asi con 10 MOI (95.34+0.21%) (Cuadro 2).

La Fig. 26 C representa una reduccion en los valores de fluorescencia a 3 h
post inoculacion. Existen diferencias significativas con las exposiciones de 0.1, 1.0
y 10 MOI (62.92+0.18%, 90.58+0.16% y 93.94+0.04%) comparados con el sham

(97.46£0.10%). Asi, la inoculacion a 0.1 MOI produce la menor expresion.

En la Fig. 26 D, la exposicion viral durante 6 h muestra una reduccion la

expresion de fluorescencia. Con 0.1, 1.0 y 10 MOI (87.34+0.06%, 93.5+0.03% vy
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91.82+0.03%) se aprecian diferencias significativas en los valores con respecto al

sham (91.44+0.04%).

De la misma manera, en la Fig. 26 E se observa un decremento en la
expresion de la claudina -3 a las 12 h post exposicion. Se muestran diferencias
significativas entre las exposiciones a 0.1, 1.0y 10 MOI (57.78+0.03%, 89.78+0.03%
y 97.04+0.03%) comparadas con el sham (95.86+0.05%). En la inoculacién con 0.1
MOI durante 12 h se presenta el mayor decremento en la fluorescencia en

comparacion con el grupo sham.

En la Fig. 26 F se aprecia una reduccion en % de Gates a las 24 h post
infeccion. Existen diferencias significativas con 0.1, 1.0 y 10 MOI (51.82+0.10%,
71.38+0.03% y 95.06+0.02%) respecto al sham (93.16+0.04%). Con 0.1 MOI
(51.82+0.099%) se tiene un mayor decremento en la expresion de claudina -3 por

fluorescencia.

Destaca en la Fig. 26 que la exposicion a 0.1 MOI presenta una menor

fluorescencia a diferentes tiempos de inoculacién.

A continuacion, se presenta el cuadro con los porcentajes de expresion total
de fluorescencia de la claudina -3 en la linea celular HBEC-5i a diferentes tiempos

y MOl virales.
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Cuadro 2. Valores de fluorescencia totales (% de Gates) de la expresion de la

claudina -3 post exposicion al ZIKV a diferentes tiempos (30 min, 1 h, 3h, 6 h, 12y

24h).
MOI
_ GRUPO SHAM _
Tiempo _ (% de fluorescencia)
(% fluorescencia)
0.1 1.0 10
30 min 99.5+0.06 79.310.06 | 90.4+0.09 92.6+0.24
1lh 94.84+0.17 40.5+0.37 | 92.4+0.24 95.3+0.21
3h 97.54+0.10 62.910.18 | 90.6+0.16 93.9+0.04
6 91.4+0.04 87.3£0.06 | 93.5+0.03 91.84+0.03
12 95.94+0.05 57.840.03 | 89.8+0.03 97.0+0.03
24 93.2+0.04 51.840.10 | 71.4+0.03 95.0+0.02
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Figura 26. Expresion de la fluorescencia (% Gates) de claudina -3 a diferentes MOI de ZIKV
(0.1, 1.0 y 10) a diferentes tiempos en las células endoteliales HBEC-5i. A. Expresion a 30
min. B. Expresion a 1 hora. C. Expresion a 3 horas. D. Expresion a 6 horas. E. Expresion a
12 horas. F. Expresion a 24 horas. Los valores estan representados por la media + EE. El
valor *p<0.01. n=3. Los datos se analizaron con una prueba ANOVA de una via y una
prueba post hoc de Dunnett.
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Expresion de claudina -3 (% de Gates) en subpoblacion 1 de células

HBEC- 5i

En la Figura 27 (Fig. 27 A-27 F), se observa en la SP1 la expresion de la
fluorescencia de la claudina -3 (% de Gates) a las diferentes MOl virales (0.1, 1.0y
10) y tiempos (30 min, 1, 3, 6, 12 y 24 h). Los valores de la fluorescencia se

presentan en el Cuadro 3.

De manera especifica, en la Fig. 27 A, los valores de fluorescencia post
inoculacion a los 30 min, 0.1, 1.0 y 10 MOI (69.22+0.006%, 58.48+0.08% y
43.72+0.02%, respectivamente), muestran diferencias significativas (*p<0.01) con

respecto al sham (67.82+0.02%), destacando un mayor decremento a 10 MOI.

Del mismo modo, se observa que la fluorescencia (% de Gates) disminuye a
1 h después de la infeccién por ZIKV con las diferentes MOI (57.16+0.02%,
39.72+0.02% y 23.04+0.01%) comparadas con el sham (62.77+0.02%). Con 10 MOI

se aprecia un decremento mayor (Fig. 27 B).

Este mismo patron se observa a las 3 h posteriores a la exposicion al ZIKV.
Al determinar los valores de la fluorescencia, a diferentes diluciones virales 0.1, 1.0
y 10 MOI (58.66+0.02%, 45.86+0.04% y 29.92+0.04%, respectivamente), existen
diferencias significativas con respecto al grupo sham (67.92+0.02%) (Fig. 27 C). Con

10 MOI se percibe una reduccién mayor de la fluorescencia.

A las 6 h de inoculacion con ZIKV, se observa que soélo existen diferencias
significativas entrel.0 (36.22+0.02%) y 10 (44.24+0.02%) MOI con respecto al grupo

sham (65.04+0.03%). Sobresale una mayor reduccion a 0.1 MOI (Fig. 27 D).
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Enla Fig. 27 E. a las 12 h posteriores a la exposicion, con 0.1, 1.0 y 10 MOI
(54.64+0.02%, 38.44+0.04% vy 33.88+0.02%, respectivamente) se observan
diferencias significativas con respecto al grupo sham (67.76+£0.04%). A una MOI de

10 se tiene la menor expresion de la claudina -3.

Los valores de expresion de fluorescencia con 0.1, 1.0 y 10 MOI
(53.06+£0.006%, 41.7+0.01% vy 31.80+0.006% respectivamente) muestran
decremento a las 24 h de inoculacién con ZIKV en comparacion con el grupo sham
(58.78+0.01%). Se observa con 10 MOI una mayor disminucion de fluorescencia.

(Fig. 27 F).

Se observa un decremento en los valores de fluorescencia con las diferentes
MOI virales (0.1, 1.0 y 10), destacando que con 10 MOI se tiene la menor expresion

de claudina -3.
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Cuadro 3. Valores de fluorescencia en la SP1 (% de Gates) de la expresion de la
claudina -3 por exposicién al ZIKV a diferentes tiempos (30 min, 1 h, 3h, 6 h, 12y

24h).
MOl
_ GRUPO SHAM _
Tiempo _ (% de fluorescencia)
(% de fluorescencia)
0.1 1.0 10
30 min 67.8+0.02 69.2+0.006 58.5+0.08 43.7+0.02
1h 62.8+0.02 57.2+0.02 39.7+0.02 23.0+£0.01
3h 67.9+£0.02 58.7+0.02 45.9+0.04 29.9+0.04
6 65.0+£0.03 65.1+0.02 36.2+0.02 44.2+0.02
12 67.8+0.04 54.6+0.02 38.4+0.04 33.940.02
24 58.84+0.01 53.0+£0.006 41.7+0.01 31.8+0.006
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Figura 27. Expresion de la fluorescencia de claudina -3 (% Gates) a diferentes MOI de ZIKV
(0.1, 1.0 y 10) y a diferentes tiempos en la subpoblacién 1 (SP1) en células endoteliales
HBEC-5i. A. Expresion a 30 min; B. Expresion a 1 hora; C. Expresién a 3 horas. D.
Expresion a 6 horas. E. Expresion a 12 horas. F. Expresion a 24 horas. Los valores estan
representados por la media £ EE. El valor *p<0.01. n=3.
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Expresion de claudina -3 (% de Gates) en la subpoblacion 2 de células

HBEC-5i

Se observa la expresion de fluorescencia (% de Gates) de la claudina -3 en la
subpoblaciéon 2 (SP2) con diferentes exposiciones de ZIKV (0.1, 1.0 y 10 MOI) y

tiempos (30 min, 1, 3, 6, 12y 24 h) (Fig. 28 A-F, Cuadro 4).

A los 30 min post inoculaciéon con ZIKV, se observan diferencias significativas
(con un valor de significancia de *p<0.01) en el incremento de la fluorescencia
dependiendo de la concentracion viral 0.1, 1.0 y 10 (23.4+£0.006%, 31.96+0.01% y
35.6+£0.15% respectivamente) comparado con el grupo sham (19.75£0.01%). A

mayor concentracion viral, mayor incremento de fluorescencia (Fig. 28 A).

Se observa a 1 h, posterior a la infeccidén viral, un incremento en la
fluorescencia con las MOI virales 0.1 (38.18+0.006%) y 1.0 (52.68+0.006%)
comparado con el grupo sham (32.07+0.0057%). No obstante, con 10 MOI
(17.5%£0.01%) se aprecia un decremento de la fluorescencia comparada con el grupo

sham (Fig. 28 B).

Este mismo patron de expresion, se observa a las 3 h después de la
exposicion al virus (Fig. 28 C). En las MOI 0.1 (35.28+0.01%) y 1.0 (44.72+0.01%)
existe un incremento en la expresion de la fluorescencia y un decremento a 10 MOI
(32.98£0.02%) mostrando diferencias significativas con el grupo sham

(29.54+0.0152%).

La Fig. 28 D muestra que a las 6 h post inoculacion existe un aumento

considerable del valor de la fluorescencia con 1.0 MOI (57.28+0.02%) mostrando
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diferencias significativas con respecto al sham (26.4+0.0115%). Del mismo modo,
existe un incremento de las MOI 0.1 (26.70+0.01%) y 10 (43.10+0.01%) comparado

con el grupo sham.

Un comportamiento semejante ocurre a las 12 h después de la infeccion por
ZIKV (Fig. 28 E). Con las MOI virales 0.1 (42.4£0.02%) y 1.0 (57.35+0.02%) MOI,
se aprecian un incremento en los valores de fluorescencia, mientras que con 10 MOI
(23.90+0.006%) una reduccion. Mostrando diferencias significativas (*p<0.01) con
todos los grupos experimentales diferencias significativas con respecto al grupo

sham (28.11+0.0176%).

A las 24 h posteriores a la exposicion al virus, se observan diferencias
significativas entre las MOI 0.1, 1.0 y 10 (42.00+0.40%, 29.68+0.02% vy
20.02+0.02% respectivamente) y el grupo sham (34.38+0.0115%). Con 0.1 MOI se
aprecia un incremento de la fluorescencia, no asi a 1.0 y 10 MOI donde se muestra

una reduccion (Fig. 28 F).

En el siguiente cuadro se presentan los valores de fluorescencia en la SP2
(% de Gates) de la expresion de la claudina -3 por inoculacion con ZIKV a diferentes

tiempos (30 min, 1 h, 3h, 6 h, 12y 24h).
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Cuadro 4. Valores de fluorescencia en la SP2 (% de Gates) de la expresion de la
claudina -3 por exposicién al ZIKV a diferentes tiempos (30 min, 1 h, 3h, 6 h, 12 y

24h).
MOI
_ GRUPO SHAM _
Tiempo . (% de fluorescencia)
(% de fluorescencia)
0.1 1.0 10
30 min 19.8+0.01 23.4+0.006 32.0+0.01 35.6+0.15
1h 32.0+£0.006 38.2+0.006 52.7+0.006 17.5+£0.01
3h 29.5+0.02 35.340.01 44.7+0.01 33.0£0.02
6 26.4+0.01 26.7+0.01 57.310.02 43.1+0.01
12 28.1+0.02 42.4+0.02 57.4+0.02 23.94£0.006
24 34.4+0.01 42.0+0.40 29.7+0.02 20.0£0.02

68



Pamela Ruvalcaba Hernandez

120 - A - B

100 =

60

40 — =k1 = |
e
P

20

120

100

80

60

Fluorescencia (% Gates)

1204

100 - y

80 | *

*

60

40
o -
0.1

Sham

1.0 10

MOl

Figura 28. Expresion de claudina -3 por fluorescencia (% Gates) a diferentes MOI de ZIKV
(0.1, 1.0 y 10) y a diferentes tiempos en la subpoblacién 2 (SP2) en células endoteliales
HBEC-5i. A. Expresion a 30 min; B. Expresion a 1 hora; C. Expresion a 3 horas. D.
Expresion a 6 horas. E. Expresion a 12 horas. F. Expresion a 24 horas. Los valores estan
representados por la media £ EE. El valor *p<0.01. n=3.
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Expresion de claudina -3 (% de Gates) en células HBEC-5i en el tiempo

Se realiz6 la comparacion de los valores de la expresion de la claudina -3 con cada
MOl viral (0.1, 1.0y 10) y su respuesta en el tiempo (30 min, 1, 3, 6, 12 y 24 h) (Fig.
29). El efecto de la inoculacion con 0.1 MOI en el tiempo muestra un decremento de
la expresién de la claudina -3 con respecto al sham. Destaca que a 1 h se presenta
un reducido valor en la expresion posterior a la exposicion con ZIKV (Fig. 29 A).
Aunque, este valor aumenta el tiempo posterior, y un mayor incremento a las 6 h,
dandose una fluctuacion de expresién con respecto al tiempo. Se observa que
existen diferencias significativas (*p<0.01) al comparar la misma MOI de ZIKV en el

tiempo comparado con el grupo sham (ver Cuadro 2).

Con respecto a la MOI de 1.0 en el tiempo, se muestra a las 24 h después de
la inoculacion viral, el valor mas bajo de fluorescencia. Presentando también
diferencias significativas entre los diferentes tiempos (30 min, 1, 3, 6, 12y 24 h) con

el grupo sham (Fig. 29 B).

Enla Fig. 29 C, con 10 MOI hay diferencias significativas entre el grupo sham

y los tiempos 30 min, 1, 3, 6, 12,y 24 h.

Con estos datos, se destaca la fluctuacion de los valores de la expresion de

la claudina -3 al 0.1 MOI con respecto al tiempo.
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Figura 29. Expresion de claudina -3 por fluorescencia (% Gates) a diferentes tiempos (30
min, 1, 3, 6, 12 y 24 h) por cada inoculacién de ZIKV (0.1, 1.0 y 10 MOI) en células
endoteliales HBEC-5i. A. Expresion con 0.1 MOI; B. Expresion con 1.0 MOI; C. Expresion
con 10 MOI. Los valores estan representados por la media + EE. El valor *p<0.01. n=3.
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Expresion de claudina -3 (% de Gates) en la subpoblacion 1 de células

HBEC-5i en el tiempo

Se presenta la expresion de fluorescencia (% de Gates) en la SP1 a diferentes

tiempos (30 min, 1, 3, 6, 12y 24 h) y exposiciones de ZIKV (0.1, 1 y 10 MOI).

Con una MOI viral de 0.1 se observa una fluctuacién de la la expresién de la
fluorescencia. A las 24 h, se observa el mayor decremento de expresion posterior a
la inoculacién con ZIKV. Se tienen diferencias significativas (*p<0.01) entre el grupo

sham vy los diferentes tiempos (30 min, 1, 3, 6, 12 y 24 h) (Fig. 30 A).

Con la evaluaciéon a 1.0 MOI, se presenta también una fluctuacion en la la
expresion de la claudina -3 (Fig. 30 B). A las 3 h post exposicion al virus, existe la
maxima reduccion en la expresion comparada con el grupo sham. Encontrandose

diferencias significativas entre los tiempos con respecto al sham.

En la Fig. 30 C a una MOI de 10, se muestra de igual manera una fluctuacion
en la expresion de la Claudina -3. Al tiempo de 1 h, el valor de la fluorescencia
presenta la mayor disminucion. Se aprecian diferencias significativas en los tiempos

comparadas con el grupo sham.
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Figura 30. Expresion de claudina -3 por fluorescencia (% Gates) a diferentes tiempos (30
min, 1, 3, 6, 12 y 24 h) por cada MOI de ZIKV (0.1, 1.0 y 10) en la subpoblacién 1 (SP1) en
las células endoteliales HBEC-5i. A. Expresion con 0.1 MOI; B. Expresién con 1.0 MOI; C.
Expresion con 10 MOI. Los valores estan representados por la media + EE. El valor *p<0.01.
n=3.
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Expresion de claudina -3 (% de Gates) en la subpoblacion 2 de células

HBEC-5i en el tiempo.

Se aprecia en la Figura 31 la expresion de la fluorescencia (% de Gates) en la SP2

a diferentes tiempos y con las multiplicidades de infeccion (0.1, 1.0 y 10) de ZIKV.

Con una inoculacion con 0.1 MOI se presenta una fluctuacion en la expresion
de la fluorescencia de claudina -3. A los 30 min post exposicion se tiene el valor mas
reducido; sin embargo, a las 12 h, se presenta un incremento y la mayor expresion.
Se observan diferencias significativas (*p<0.01) ente el grupo sham y los tiempos

(30 min, 1, 3, 6,12y 24 h) (Fig. 31 A).

De la misma manera, en la Fig. 31 B con una MOI de 1.0, se presenta una
fluctuacién en la fluorescencia de la claudina -3. A los 30 min se muestra la mayor
reduccion, en cambio, a las 12 h hay un aumento y se muestra el valor mas alto de
expresion. Se aprecian diferencias significativas entre el grupo sham y los demas

tiempos.

A una MOI de 10 (Fig. 31 C) se muestra también una fluctuacion en la
expresion de la proteina a los diferentes tiempos post infeccion. Al tiempo de 1h se
aprecia el valor mas reducido, mientras que a las 6 h se observa la mayor expresion
de claudina -3. Al comparar los diferentes tiempos con el grupo sham se aprecian

diferencias significativas.
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Figura 31. Expresion de claudina -3 por fluorescencia (% Gates) a diferentes tiempos (30
min, 1, 3, 6, 12 y 24 h) por cada MOI de ZIKV (0.1, 1.0 y 10) en la subpoblacién 2 (SP2) en
las células endoteliales HBEC-5i. A. Expresion con 0.1 MOI; B. Expresién con 1.0 MOI; C.
Infeccion con 10 MOI. Los valores estan representados por la media + EE. El valor *p<0.01.
n=3.
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Expresion de claudina -3 (MIF) en células HBEC-5i

Se muestra en la Figura 32 la intensidad media de la fluorescencia (MIF) de
claudina -3 en la poblacion total de las células HBEC-5i a diferentes exposiciones
de ZIKV y tiempos. A los 30 min post inoculacion con ZIKV se puede observar en la
Fig. 32 A que los niveles de fluorescencia tienen un incremento. Con una MOI de
0.1 se tiene el valor mas bajo de fluorescencia, mientras que con 10 MOI se presenta
el méaximo. Existen diferencias significativas (*p<0.01) entre el grupo sham
(77.16+0.01) y las MOI virales 0.1 (51.79+0.006), 1.0 (75.04£0.01) y 10 MOI

(80.18+0.01).

En la Fig. 32 B, a 1 h post exposicion viral se muestra un incremento en la
fluorescencia a 0.1y 1.0 MOI, en esta ultima MOI, se muestra su valor mas alto. Se
destaca que a una MOI de 10 se presenta la mayor reduccion. De la misma manera,
se aprecian diferencias significativas en las diferentes MOI y el grupo sham (ver

Cuadro 5).

Este mismo patron se muestra en la Fig. 32 C a las 3 h post exposicion,
donde existe también un incremento de fluorescencia a 0.1 y 1.0 MOI, con una
maxima expresion a 1.0 MOI. El valor mas bajo se muestra con 10 MOI. Asimismo,
se observan diferencias significativas al comparar el sham y las diferentes

exposiciones de ZIKV (Cuadro 5).

A las 6 h posteriores a la inoculacion con ZIKV, se muestra un incremento en
la expresion de fluorescencia. No obstante, se aprecia a 0.1 MOI la mayor

reduccion, mientras que con 1.0 MOI se observa la maxima expresion. De la misma
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manera, hay diferencias significativas al comparar las diferentes exposiciones con

el grupo sham (Fig. 32 D) (ver cuadro 5).

Se aprecia con 0.1y 1.0 MOI a las 12 h post exposicién un incremento en la
expresion de fluorescencia (Fig. 32 E). Se destaca que con 1.0 MOI viral se tiene la
mayor fluorescencia, mientras que con 10 MOI se tiene el valor mas bajo. Existen
diferencias significativas entre las diferentes MOI en comparacién con el grupo

sham (Cuadro 5).

En la Fig. 32 F a las 24 h post infeccidn por ZIKV se muestra un decremento
en la expresiéon de claudina -3, mostrando con 0.1 MOI su valor maximo. No asi,
con 1.0 y 10 MOI donde se aprecia un decremento, mostrandose a una MOI de 10
el valor mas reducido de expresion. También se aprecian diferencias significativas

entre el grupo sham y las diferentes MOI (consultar cuadro 5).
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Cuadro 5. Valores de fluorescencia totales (MIF) de la expresion de la claudina -3
por exposicién al ZIKV a diferentes diluciones (0.1, 1.0 y 10 MOI) y tiempos (30 min,
1h, 3h,6h, 12y 24h).

MOI
_ GRUPO SHAM _
Tiempo _ (% de fluorescencia)
(% de fluorescencia)
0.1 1 10
30 min 77.2+0.01 51.8+0.006 75.04+0.01 80.2+0.01
1lh 74.6+0.01 91.6+0.006 130.0+0.01 27.7+0.006
3h 80.0+£0.02 84.6+0.006 110.1+0.01 68.2+0.009
6 71.5+0.01 63.1+0.006 134.6+0.01 99.1+0.006
12 74.6+0.01 101.6+0.01 121.7+0.01 44.3+0.01
24 77.7£0.01 102.6+0.02 66.7+0.01 36.5+0.01
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Expresion de claudina -3 (MIF) en la subpoblacion 1 de células HBEC-5i.

En la siguiente figura (Fig. 33) se muestra la expresion de la fluorescencia
(intensidad media de fluorescencia MIF) de la claudina -3 en la SP1 de las células
HBEC-5i a diferentes tiempos (30 min, 1, 3, 6, 12 y 24 h) y exposiciones de ZIKV
(0.1, 1.0y 10 MQI). Se muestra un decremento a los 30 min post inoculacion al virus
en la expresion de fluorescencia (Fig.33 A). El valor mas reducido se presenta con
una MOI de 1.0, mientras que el maximo se muestra en el sham. Aunado a esto, se
aprecian también diferencias significativas (*p<0.01) al comparar las MOI (0.1, 1.0

y 10) contra el grupo sham (Cuadro 6).

Enla Fig. 33 B a 1 h posterior a la exposicion, se observa un decremento en
la expresion de fluorescencia. Se destaca que la expresion mas baja se muestra
con una MOI de 10. Por el contrario, con 0.1 MOI existe un aumento y se expresa
su valor maximo. Se aprecian diferencias significativas entre el grupo sham vy las

MOI virales (Cuadro 6).

A las 3 h post exposicion, se muestra una reduccion en la expresion de
claudina -3. Con 1.0 y 10 MOI existe una reduccién en los valores, mostrando a 10
MOI la menor expresion de fluorescencia; sin embargo, a 0.1 MOI se tiene un
aumento y el valor mas alto. De la misma manera se aprecian diferencias

significativas al comparar el grupo sham y las MOI virales (Cuadro 6) (Fig. 33 C).

Se observa en la Fig. 33 D un decremento a las 6 h después de la infeccion
por el virus en los valores de fluorescencia. Con 1.0 MOI se aprecia la mayor

reduccion de expresion, mientras que con 0.1 MOI se tiene el valor maximo. De
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igual manera hay diferencias significativas al comparar las exposiciones de ZIKV

con el sham (ver cuadro 6).

Existe un decremento en la expresion de fluorescencia a las 12 h post
inoculaciéon. Se muestra con 1.0 MOI la mayor reduccion de claudina -3, mientras
que con una MOI de 10 destaca un incremento y su valor maximo. Se tienen
diferencias significativas comparando las diferentes MOI contra el grupo sham

(Cuadro 6) (Fig. 33 E).

En la Fig. 33 F se observa a las 24 h después de la exposicion viral que con
0.1y 10 MOI hay un incremento en la fluorescencia, teniendo a 10 MOI su méxima
expresion. Se destaca que con 1.0 MOI hay una reduccién y se muestra su valor
mas bajo. De forma semejante se presentan diferencias significativas al comparar

el grupo sham con las exposiciones de ZIKV (ver cuadro 6).
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Cuadro 6. Valores de fluorescencia (MIF) de la expresion de la claudina -3 en la SP1

por exposicién al ZIKV a diferentes diluciones (0.1, 1.0 y 10 MOI) y tiempos (30 min,
1h, 3h, 6 h, 12y 24h).

MOl
_ SHAM _
Tiempo , (% de fluorescencia)
(% de fluorescencia)
0.1 1.0 10
30 min 210.6+0.01 185.9+0.02 165.9+0.02 170.3+0.01
1h 190.8+0.02 215.1+0.02 184.5+0.02 149.7+0.02
3h 190.3+0.03 269.4+0.01 150.5+0.03 141.0+0.01
6 232.9+0.02 231.1+0.01 140.2+0.02 141.6+0.02
12 205.6+0.02 205.2+0.02 190.6+0.01 244.1+0.02
24 192.1+0.02 242.3+£0.006 152.9+0.01 243.1+0.01
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Figura 33. Expresion de claudina -3 por fluorescencia (MIF) en cada tiempo (30 min, 1, 3,
6, 12 y 24 h) y a diferentes MOI de ZIKV (0.1, 1.0 y 10) en la subpoblacion 1 (SP1) en las
células endoteliales HBEC-5i. A. Expresion a 30 min; B. Expresion a 1h; C. Expresion a 3
h; D. Expresion a 6 h; E. Expresion a 12 h; F. Expresion a 24 h. Los valores estan
representados por la media + EE. El valor *p<0.01. n=3.
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Expresion de claudina -3 (MIF) en la subpoblacion 2 de células HBEC-5i.

En la Figura 34 se muestra la expresion de la fluorescencia (intensidad media de
fluorescencia MIF) de la claudina -3 en la SP2 de las células HBEC-5i a diferentes

tiempos (30 min, 1, 3, 6, 12 y 24 h) y exposiciones de ZIKV (0.1, 1.0 y 10 MOI).

Se tiene una reduccion a los 30 min post infeccion en los valores de expresion
de fluorescencia a 0.1 MOI (15.78+0.01) y 1.0 (17.2+0.01), teniendo en esta ultima
inoculacion viral su valor mas bajo. No asi con 10 MOI (22.73£0.01), donde se
aprecia un incremento y la maxima expresion de claudina -3. Existen diferencias
significativas (*p<0.01) al comparar las diferentes MOI con el grupo sham

(22.1+0.01) (Fig. 34 A).

A 1 h post exposicidn existe un incremento en la expresion de claudina -3 a
0.1y 1.0 MOI (ver cuadro 7). No obstante, con una MOI de 10 hay una reduccién
y se muestra el valor mas bajo. Se tienen diferencias significativas entre las

diferentes MOI virales y el grupo sham (Fig. 34 B).

En la Fig. 34 C a las 3 h posteriores a la inoculacién viral se muestra un
incremento en la expresion de la claudina -3, teniendo a 10 MOI su valor mas alto.
Se presentan diferencias significativas al comparar las MOI con el grupo sham

(Cuadro 7).

Se destaca un aumento en la expresion de fluorescencia a las 6 h posteriores
a la infeccion por ZIKV. A una MOI de 1.0 se tiene el valor mas alto de claudina -3.
Asimismo, se aprecian diferencias significativas entre las diferentes MOI y el grupo

sham (ver cuadro 7) (Fig. 34 D).
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A las 12 h post exposicidbn se tiene un aumento en los valores de
fluorescencia. El valor mas alto se muestra con una MOI de 1.0 (Fig. 34 E). Destaca
que al comparar el grupo sham con las diferentes MOI existen diferencias

significativas (Cuadro 7).

Se presenta una reducciéon a las 24 h post inoculacién en la expresion de
claudina -3 con 0.1 y 1.0 MOI (Cuadro 7). No obstante, con una MOI de 10 se
muestra el valor mas alto de fluorescencia. De manera semejante, se aprecian

diferencias significativas entre el grupo sham y las MOI virales (Fig. 34 F).

A continuacién, se presenta el cuadro con los valores de fluorescencia
(Intensidad media de fluorescencia MIF) de la SP2 de células HBEC-5i a los

diferentes tiempos y MOI.
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Cuadro 7. Valores de fluorescencia SP2 (MIF) de la expresion de la claudina -3 por
exposicion al ZIKV a diferentes diluciones (0.1, 1.0 y 10 MOI) y tiempos (30 min, 1 h,

3h, 6 h, 12y 24h).

MOl
_ SHAM _
Tiempo _ (% de fluorescencia)
(% de fluorescencia)
0.1 1 10
30 min 22.1+0.01 15.8+0.01 17.2+0.01 22.7+0.01
1lh 19.6+0.01 24.940.01 26.4+0.02 11.9+0.02
3h 18.9+0.21 19.9+0.01 23.9+0.02 26.8+0.006
6 17.0+0.02 19.1+0.01 29.8+0.01 27.7+0.006
12 16.8+0.01 21.7+0.006 27.8+0.01 21.7+0.006
24 21.340.01 20.4+0.02 19.2+0.02 26.9+0.01
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Figura 34. Expresion de claudina -3 por fluorescencia (MIF) en cada tiempo (30 min, 1, 3,
6, 12 y 24 h) y a diferentes MOI de ZIKV (0.1, 1.0 y 10) en la subpoblacion 2 (SP2) en las
células endoteliales HBEC-5i. A. Expresion a 30 min; B. Expresion a 1h; C. Expresion a 3
h; D. Expresion a 6 h; E. Expresion a 12 h; F. Expresion a 24 h. Los valores estan
representados por la media + EE. El valor *p<0.01. n=3.
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Expresion de claudina -3 (MIF) en células HBEC-5i en el tiempo.

En la Figura 35 se presenta la expresion de la claudina -3 por fluorescencia
(Intensidad media de fluorescencia MIF) a diferentes tiempos (30 min, 1, 3, 6, 12y

24 h) y MOI de ZIKV (0.1, 1.0y 10) en las células HBEC-5i.

Con una exposicion viral de 0.1 MOI (Fig. 35 A) se muestran fluctuaciones
en los valores de fluorescencia a los diferentes tiempos. A los 30 min post infeccion
se aprecia el valor mas reducido de expresion, mientras que a las 24 h se tiene el
mayor aumento. Existen diferencias significativas (*p<0.01) entre los diferentes

tiempos y el grupo sham.

De una manera similar, se aprecian fluctuaciones en la expresion de claudina
-3 con una MOl de 1.0 (Fig. 35 B). A las 6 h post inoculacién se aprecia el valor mas
alto; sin embargo, a las 24 h se tiene una reduccion y el valor mas bajo de expresion.

Se muestran diferencias significativas entre el sham y los tiempos.

Se muestra igualmente, que existen fluctuaciones con 10 MOI en la expresion
de la proteina. A 1 h post exposicién se aprecia el valor mas bajo, mientras que, a
las 6 horas hay un aumento y se presenta la maxima expresion (Fig. 35 C). Se
destaca que también hay diferencias significativas al comparar el grupo sham y los

diferentes tiempos.
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Figura 35. Expresion de claudina -3 por fluorescencia (MIF) a diferentes tiempos (30 min,
1, 3,6, 12y 24 h) por cada MOI de ZIKV (0.1, 1.0 y 10) en las células endoteliales HBEC-
5i. A. Expresion con 0.1 MOI; B. Expresion con 1 MOI; C. Expresién con 10 MOI. Los valores

estan representados por la media + EE. El valor *p<0.01. n=3.
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Expresion de claudina -3 (MIF) en la subpoblacion 1 de células HBEC-5i

en el tiempo.

Se aprecia en la Figura 36 la expresion de la fluorescencia de la claudina -3 en la
SP1 a los diferentes tiempos (30 min, 1, 3, 6, 12 y 24 h) y MOI de ZIKV (0.1, 10y

10) en células HBEC-5i.

Con una inoculacion viral de 0.1 MOI se aprecian fluctuaciones en la
expresion de fluorescencia a los diferentes tiempos. A los 30 min post infeccion se
muestra el mayor decremento, mientras que a las 3 h se muestra la expresion
méaxima (Fig. 36 A). Existen diferencias significativas (*p<0.01) al comparar el grupo

sham vy los diferentes tiempos.

EnlaFig. 36 B a una concentracion viral de 1.0 MOI, se presenta de la misma
manera, una fluctuacién en los valores de claudina -3. A las 6 horas post exposicion
con ZIKV se observa el valor mas reducido, mientras que a las 12 h el mas alto. Se
observan también diferencias significativas al comparar el sham y con los diversos

tiempos.

Existe de manera semejante, con una MOI de 10, una fluctuacién en la
fluorescencia. Se destaca que, a las 3 h posteriores a la inoculacién viral se muestra
la mayor disminucion de expresién. En contraste, a las 12 h se tiene el valor maximo
(Fig. 36 C). Aunado a esto, hay diferencias significativas al comparar los diferentes

tiempos con el grupo sham.
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Figura 36. Expresion de claudina -3 por fluorescencia (MIF) a diferentes tiempos (30 min,
1, 3,6, 12y 24 h) por cada MOI de ZIKV (0.1, 1.0 y 10) en la subpoblacion 1 (SP1) en las
células endoteliales HBEC-5i. A. Expresion con 0.1 MOI; B. Expresion con 1 MOI; C.

Expresion con 10 MOI. Los valores estan representados por la media + EE. El valor *p<0.01.
n=3.
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Expresion de claudina -3 (MIF) en la subpoblacidon 2 de células HBEC-5i

en el tiempo.

Se presenta a continuacién en la siguiente figura (Fig. 37) la expresion de la
fluorescencia en la SP2 a diferentes tiempos (30 min, 1, 3, 6, 12 y 24 h) y MOI de

ZIKV (0.1, 1.0y 10) en células HBEC-5i.

En la Fig. 37 A con una concentracion viral de 0.1 MOI, se presentan
fluctuaciones en los valores de fluorescencia, destacando que a 1 h se presenta el
mayor aumento. Se muestran diferencias significativas (*p<0.01) entre el grupo

sham vy los diferentes tiempos de inoculacién con ZIKV.

De manera similar, con una MOI de 1.0, se muestran fluctuaciones en la
expresion de claudina -3 (Fig. 37 B). A los 30 min post infeccion se presenta el valor
mas reducido, mientras que a las 6 h se tiene el mas alto. Existen también

diferencias significativas al comparar el grupo sham y los tiempos establecidos.

Con una exposicién de 10 MOI se observan fluctuaciones en la fluorescencia.
A 1 h post inoculacién con el virus se tiene la maxima reduccién; sin embargo, a las
6 h se tiene la mayor fluorescencia (Fig. 37 C) Se presentan diferencias

significativas entre los diferentes tiempos de infeccion viral con respecto al sham.
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Figura 37. Expresion de claudina -3 por fluorescencia (MIF) a diferentes tiempos (30 min,
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Expresion con 10 MOI. Los valores estan representados por la media + EE. El valor *p<0.01.
n=3.
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Expresion de la claudina -3 (% de Gates) en las subpoblaciones (SP1) y

(SP2).

En la Figura 38 se muestra la expresion de la claudina -3 en términos de
fluorescencia (% de Gates) comparando las dos subpoblaciones (SP1y SP2) en las
células HBEC-5i a las diferentes exposiciones de ZIKV (0.1, 1.0 y 10 MOI) y tiempos

(30 min, 1, 3, 6, 12y 24 h).

Se observa en la Fig. 38 A a los 30 min post inoculacién, la comparacion
entre las dos subpoblaciones celulares. En la SP1 se aprecia una reduccion en la
fluorescencia, en contraste con la SP2, donde se muestra un aumento de esta. Se
destaca que con 10 MOI se presenta el valor mas reducido de expresiéon en la SP1,
no asi, en la SP2 donde se presenta su valor mas alto. Aunado a esto, existen

diferencias significativas al comparar estas dos subpoblaciones entre si (*p<0.001).

De manera similar, existen diferencias entre las dos subpoblaciones celulares
en la expresion de claudina -3 (Fig. 38 B). Al tiempo de 1h post exposicion, se
muestra en la SP1 un decremento en la fluorescencia, de manera opuesta, en la
SP2 se aprecia un incremento. El valor mas reducido de expresion en SP1 se
presenta con 10 MOI, de la misma manera ocurre en SP2. No obstante, se observa
la mayor fluorescencia a 1.0 MOI en SP2. Hay diferencias significativas al realizar

la comparacion entre ambas.

A las 3 horas posteriores a la infeccion, también se observan diferencias en
la expresion de fluorescencia en ambas subpoblaciones. En la SP1, se presenta

una reduccion, no asi en SP2, donde se presenta un aumento. Cabe mencionar que
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en la SP1 se tiene el valor méas reducido de expresion con 10 MOI. En la SP2 el
valor maximo se presenta con una MOI de 1.0 (Fig. 38 C). Existen, ademas

diferencias significativas al comparar las dos subpoblaciones.

En la Fig. 38 D, a las 6 h post inoculacién, se observan diferencias en la
expresion de claudina -3 entre las dos subpoblaciones. Destaca que, en la SP1 hay
un aumento con una MOI de 0.1; sin embargo, con 1.0 MOI se tiene la mayor
reduccion de fluorescencia. De forma contraria, en la SP2 a esta exposicion viral,
se aprecia su maxima expresion. Se muestran diferencias significativas en los

valores de fluorescencia al comparar entre si a las dos subpoblaciones.

A las 12 horas post infeccion, hay diferencias en la fluorescencia de la
claudina -3 en las subpoblaciones celulares. En SP1 ocurre un decremento en la
expresion, mientras que en SP2 ocurre lo contrario. El valor mas bajo en SP1 se
muestra con 10 MOI, de la misma manera, en SP2. Se presenta con 1.0 MOI el
valor maximo de fluorescencia en SP2 (Fig. 38 E). Entre las dos subpoblaciones se

observan diferencias significativas.

Existen diferencias a las 24 h post exposicion al virus en las subpoblaciones
de HBEC-5i. Se muestra en ambas, que la fluorescencia disminuye a una MOI
mayor. La mayor reduccién se presenta en SP1y SP2 con una MOI de 10, mientras
que la expresion mayor se aprecia con 1.0 MOI en SP2 (Fig. 38 F). Se muestran

diferencias significativas en ambos grupos en la expresion de claudina -3.
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Figura 38. Expresion de claudina -3 por fluorescencia (% de Gates) a diferentes MOI de
ZIKV (0.1, 1.0 y 10) y diferentes tiempos (30 min, 1, 3, 6, 12 y 24 h) comparando ambas
subpoblaciones 1 (SP1) y 2 (SP2) en las células endoteliales HBEC-5i. A. Expresion a 30
min; B. Expresion a 1 hora; C. Expresion a 3 horas. D. Expresion a 6 horas. E. Expresion a
12 horas. F. Expresion a 24 horas. Prueba t de Student Los valores estan representados
por la media + EE. El valor **p<0.001. n=3.
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Expresion de la claudina -3 (MIF) en las subpoblaciones (SP1) y (SP2).

En la siguiente figura (Fig. 39) se muestra la expresion de la claudina -3 por
fluorescencia (MIF), comparando las dos subpoblaciones (SP1y SP2) en las células
HBEC-5i a las diferentes exposiciones de ZIKV (0.1, 1.0 y 10 MOI) y diferentes

tiempos (30 min, 1, 3,6, 12y 24 h).

Se observan a los 30 min post inoculacion, diferencias en la fluorescencia
entre la SP1y SP2 (Fig. 39 A). En ambas subpoblaciones se aprecia una reduccién
en la expresion de la claudina -3. Se destaca que en SP1 con 1.0 MOI, se presenta
el valor mas reducido, mientras que en SP2, con 10 MOI se tiene la mayor
expresion. Existen diferencias significativas (**p<0.001) al comparar los valores de

fluorescencia de ambas subpoblaciones entre si.

De manera similar, hay diferencias a 1 h post infeccion en la expresion de la
proteina en las dos subpoblaciones celulares (Fig. 39 B). Se aprecia en SP1 un
incremento en la fluorescencia con 0.1 MOI, no obstante, con 10 MOI se tiene la
mayor reduccion. No asi, en SP2, donde se observa un incremento en la expresion
de claudina -3, presentando con 1.0 MOI su valor maximo y con 10 MOI la mayor
disminucion.

En la Fig. 39 C, a las 3 horas, se observan también, diferencias entre SP1y
SP2 en la expresion de claudina -3. Se presenta en SP1 un decremento de la
fluorescencia, mostrando su mayor reduccion a 10 MOI; sin embargo, se destaca
gque existe un aumento y su maxima expresion a 0.1 MOI. De manera opuesta, en

SP2 se presenta un incremento en la expresion de la proteina, siendo a 10 MOI
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donde se tiene su valor mas alto. Se muestran diferencias significativas entre SP1

y SP2.

A las 6 h posteriores a la exposicion al ZIKV, se muestran de manera
semejante, diferencias entre la fluorescencia de las dos subpoblaciones celulares.
Se aprecia en SP1 una disminucién en la expresion de claudina -3, presentando a
1.0 MOI su mayor disminucién. Contrariamente, en la SP2 se observa un
incremento, teniendo su valor mas alto a 1.0 MOI. Existen ademas diferencias

significativas en la fluorescencia entre ambas subpoblaciones (Fig. 39 D).

De la misma manera, existen a las 12 horas post inoculacién diferencias en
la fluorescencia en SP1 Y SP2. Se observa en SP1, una reduccién en su expresion
y el valor mas bajo a 1.0 MOI. No obstante, con una MOI de 10, se aprecia un
incremento y la maxima expresion de claudina -3. Para SP2, se describe un
aumento en los valores de fluorescencia, siendo a una MOI de 1.0 donde se
presenta su valor mas alto. En ambas subpoblaciones se presentan diferencias

significativas al compararlas (Fig. 39 E).

Se presentan también a las 24 h, diferencias entre SP1y SP2 en los valores
de claudina -3. Se observa en SP1, un aumento en su expresion, mostrando a 10
MOI su mayor expresion. Destaca que el valor mas reducido se aprecia con una
MOI de 1.0, lo que coincide con el comportamiento de la fluorescencia en SP2 (Fig.

39 F). Se observan diferencias significativas al comparar a SP1y SP2.
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Figura 39. Expresion de claudina -3 por fluorescencia (MIF) a diferentes MOI de ZIKV (0.1,
1.0 y 10) y diferentes tiempos (30 min, 1, 3, 6, 12 y 24 h) comparando ambas
subpoblaciones 1 (SP1) y 2 (SP2) en las células endoteliales HBEC-5i. A. Expresion a 30
min; B. Expresion a 1 hora; C. Expresion a 3 horas. D. Expresién a 6 horas. E. Expresion a
12 horas. F. Expresion a 24 horas. Prueba t de Student. Los valores estan representados
por la media + EE. El valor **p<0.001. n=3.
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Expresion de la claudina -3 (% de Gates) en las subpoblaciones (SP1) y

(SP2) respecto al tiempo.

En la Figura 40 se observa la expresion de claudina -3 por fluorescencia (% Gates)
a los diferentes tiempos (30 min, 1, 3, 6, 12 y 24 h) y exposiciones de ZIKV (0.1, 1.0
y 10 MOI), al comparar las dos subpoblaciones celulares (SP1 y SP2) de la linea

celular HBEC-5i.

Se muestra con 0.1 MOI una fluctuacién en la expresién de fluorescencia a
los diferentes tiempos en las dos subpoblaciones celulares (SP1y SP2) (Fig. 40 A).
En SP1 el valor mas alto de fluorescencia se aprecia a 30 min post exposicion,
mientras que el mas reducido a las 24 h. En la SP2, por el contrario, se presenta el
mayor aumento a las 24 h y el valor méas bajo a los 30 min post inoculacién. Existen
diferencias significativas al comparar a SP1 y SP2 a los diferentes tiempos

(*p<0.001)

De la misma manera, con 1.0 MOI se presentan fluctuaciones en la expresién
de claudina -3 en SP1y SP2 a todos los tiempos. En SP1, se aprecia el valor mas
alto en el grupo sham, mientras que el mas reducido se observa a las 6 h post
infeccion con ZIKV. Para la SP2, el mayor incremento se tiene a las 12 h y su valor
mas bajo a los 30 min. Se muestran ademas diferencias significativas entre las dos

subpoblaciones con respecto a la expresion de claudina -3 (Fig. 40 B)

Existe también, con una exposicion a 10 MOI una fluctuacién en la
fluorescencia a los distintos tiempos establecidos (Fig. 40 C). La mayor expresion

en SP1, se observa en el grupo sham, mientras que su valor mas reducido se
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presenta a 1 h posterior a la inoculacion viral. En SP2, la méaxima expresion se
muestra las 6 h y su mayor reduccion a 1 h. De manera similar, existen diferencias

significativas en la expresion de claudina -3 al comparar ambas subpoblaciones.

En la Fig. 40 C a 10 MOI se muestra una disminucion en la expresion de
fluorescencia de la claudina -3 en ambas subpoblaciones celulares. Se presentan
diferencias significativas entre SP1 y SP2. El valor mas bajo en SP1 y SP2 se

presenta a 1 h post infeccion por ZIKV.
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Figura 40. Expresion de claudina -3 por fluorescencia (% Gates) a los diferentes tiempos
(30min, 1, 3, 6,12y 24 h) y MOl de ZIKV (0.1, 1.0 y 10) comparando ambas subpoblaciones
1 (SP1) y 2 (SP2) en las células endoteliales HBEC-5i. A. Expresién con 0.1 MOI; B.
Expresion con 1.0 MOI; C. Expresién con 10 MOI. Prueba t de Student. Los valores estan

representados por la media + EE. El valor **p<0.001. n=3.
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Expresion de la claudina -3 (MIF) en las subpoblaciones (SP1) y (SP2)

respecto al tiempo

Se aprecia en la Figura 41 la expresion de la claudina -3 por fluorescencia (MIF) a
los diferentes tiempos (30 min, 1, 3, 6, 12y 24 h) y MOI de ZIKV (0.1, 1.0 y 10) en

las 2 subpoblaciones (SP1y SP2) de células HBEC-5i.

En la Fig. 41 A, a 0.1 MOI, se muestran fluctuaciones en la expresion de
claudina -3 a los diferentes tiempos, en las subpoblaciones SP1y SP2. Se presenta
en SP1 la méxima expresion a las 3 h post infecciébn con ZIKV, mientras que su
valor mas bajo se observa a los 30 min. En la SP2, se tiene el valor mas altoa 1 h
y su mayor reduccion también se da a los 30 min. Se pueden apreciar diferencias

significativas en la fluorescencia al comparar ambas subpoblaciones.

De manera semejante, se presentan fluctuaciones con 1.0 MOI en los valores
de fluorescencia (Fig. 41 B). En la SP1, se presenta el valor maximo en el grupo
sham, mientras que su mayor reduccién se aprecia a las 6 h post exposicién, no
obstante, en este tiempo se tiene el valor mas alto en SP2. Ademas, el valor mas
reducido de expresion se presenta a los 30 min. Existen diferencias significativas

entre SP1 y SP2 en la expresion de claudina -3 (*p<0.001).

A una MOI de 10, se presentan también fluctuaciones en la fluorescencia de
la claudina -3, a los diferentes tiempos. Para la SP1, la mayor expresion de la

proteina se muestra a las 12 h, mientras que el valor mas bajo a las 3 h.
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La fluorescencia mas alta en SP2, se observa a las 6 h y su mayor reduccion
se aprecia a 1 h (Fig. 41 C). Se observan diferencias significativas en la expresion

de claudina -3 al comparar entre si a SP1y SP2.
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Figura 41. Expresion de claudina -3 por fluorescencia (MIF) a los diferentes tiempos (30
min, 1, 3, 6, 12 y 24 h) y exposiciones de ZIKV (0.1, 1.0 y 10 MOI) comparando ambas
subpoblaciones 1 (SP1) y 2 (SP2) en las células endoteliales HBEC-5i. A. Expresion con
0.1 MOI. B. Expresion con 1.0 MOI. C. Expresion con 10 MOI. Prueba t de Student. Los
valores estan representados por la media + EE. El valor **p<0.001. n=3.
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DISCUSION

En el presente trabajo, se evalud la expresion de la claudina -3 en las células
endoteliales de cerebro humano (HBEC-5i) infectadas con diferentes MOI de ZIKV

MR-766 (0.1, 1.0 y 10) a diversos tiempos (30 min, 1, 3, 6, 12y 24 h).

Se utilizé la cepa MR-766, que es la mas importante del linaje africano,
debido a su alta virulencia, afinidad a las células componentes de cerebro y presenta

mayor eficiencia de infeccion comparada con el linaje asiatico (21, 29).

Nuestros resultados, mostraron que la cepa MR-766 infecta de manera
eficiente a las células HBEC-5i por la observacion de su efecto citopatico. Esto
coincide con los trabajos de Shao et al. (2017), Leda et al. (2019) y Clé et al. (2020),
donde describen que la cepa MR-766 tiene una mayor neuroinvasividad, por lo

tanto, causa mayor dafio en el SNC (29, 116, 142).

Diversos estudios comprueban que una infeccién viral modifica la expresion
de las claudinas, como principales componentes de las TJs (139, 144, 145). Aunque
es hasta el afio 2007 cuando se reconocio la participacion de las claudinas en el

ingreso del virus a las células (131).

En las TJs de las células endoteliales cerebrales, las principales claudinas
presentes son la -1, -3 y -5, si bien también se ha reportado la presencia de la

claudina -12 y -25, aunque se desconoce claramente su funcion (131).

La claudina -5 es la claudina que ha sido mas estudiada y descrita en la
literatura, debido a que su expresion es casi 10 veces mayor que la de otras

claudinas en el endotelio de los microvasos cerebrales (146). El decremento de la
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claudina -5 se relaciona con desdrdenes neurodegenerativos como Alzheimer,
esclerosis mdultiple y otros padecimientos neuroinflamatorios (147-149). Del mismo
modo, la infeccion por virus HIV produce un decremento de la expresion de la

claudina -5 en células endoteliales de cerebro (150).

La presencia de la claudina -1 esta intimamente relacionada con procesos
patolégicos como accidentes cerebrovasculares y en procesos inflamatorios (151-
153), mientras que en condiciones normales la presencia y la funcion de la claudina
-1 no esta completamente determinada. Che et al. (2013) mostraron que la claudina-
1 es el principal componente estructural involucrado en la entrada del virus de
dengue en células linfociticas humanas (144). La infeccion por el virus Nilo
Occidental incrementa la expresion de la claudina -1 en las células endoteliales

microvasculares del cerebro humano (111).

La presencia de la claudina -3 ha sido muy debatida en repetidas ocasiones.
Algunos autores han sugerido que no es un componente esencial en la BHE (102).
Steinemann et al. (2016) y Dias et al. (2019) sugieren la ausencia de la expresion
de la claudina -3 en los microvasos cerebrales humanos, por lo que no contribuye
en la estructura de la BHE (102, 148). Mientras que otros autores, han determinado
Su presencia en microvasos cerebrales y en algunas lineas celulares endoteliales
donde incluso la presentan como un marcador potencial de la integridad de la BHE

en diversas patologias en el SNC (98, 99).

Wolburg et al. (2002) y Berndt et al. (2018) sugieren que la claudina -3 esta
presente en los microvasos cerebrales y que su expresion disminuye como
consecuencia de diversas patologias del SNC (96, 99).
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Del mismo modo, otros autores sugieren que la claudina -3 puede estar
involucrada como un elemento importante en la induccion y el mantenimiento de la
BHE, en el mantenimiento de la homeostasis y las propiedades de barrera de
células endoteliales cerebrales de humano (98, 101, 105, 106, 108). Estas
diferencias pueden deberse posiblemente a que la claudina -3 ha sido identificada
como claudina -1 de manera equivocada, debido a la reactividad cruzada de los
anticuerpos utilizados (88, 99). Otra causa posible, es que la expresion de la
claudina -3 esta disminuida en procesos patolégicos e inflamatorios del SNC (98,
99). También hacen mencion de su pérdida in vitro como consecuencia de un gran

ndmero de pases realizados en los cultivos celulares (101, 106).

Algunos autores, proponen que la presencia de la claudina -3 esta limitada al

epitelio de los plexos coroideos en humano y roedores (102, 146).

La expresion de la claudina -3 en procesos infecciosos virales ha sido muy
poco estudiada. En la infeccion por rotavirus en células endoteliales de rifion se

reporta la modificacidén del patron de distribucion de la claudina -3 (154).

Uno de los hallazgos mas destacados en nuestro trabajo fue confirmar la
expresion de la claudina -3 en las células HBEC-5i. Por esta razén, proponemos
que la claudina -3 si es un elemento que conforma a las TJs de las células
endoteliales de cerebro humano. También pudimos observar que en los grupos
controles y al tiempo de 30 min post infeccion, la claudina -3 se localiz6 hacia los
bordes de las células; sin embargo, en los tiempos posteriores se aprecia en el
citosol, lo que podria sugerir la sintesis de esta claudina en mayor cantidad ante la
presencia del ZIKV. Esto podria explicarse como un posible mecanismo celular de
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compensacion donde se buscé mantener la homeostasis y la funcién de barrera
ante la pérdida de la expresion de otras claudinas. Esto coincide con los resultados
obtenidos por algunos autores, donde se reporta su presencia en la BHE de humano
y de ratdn, e incluso se considera como un componente importante de la BHE que
podria ayudar a compensar la pérdida o ausencia de la claudina -5 durante procesos

patologicos en el SNC (101, 105, 106).

Este es el primer trabajo de investigacion, donde los resultados muestran la

presencia y el decremento de la claudina -3 en HBEC-5i infectadas por el ZIKV.

La expresion de la claudina -3 esta reducida y es dependiente de las MOI
virales de ZIKV MR-766 (0.1, 1.0 y 10) y del tiempo de exposicion en las células
HBEC-5i. Nuestra propuesta, esta enfocada en que la ausencia de la claudina -3
pudiese provocar una apertura en los espacios paracelulares entre las células
endoteliales cerebrales, que sugeriria una disrupcion de la integridad de la capa

celular de HBEC-5i.

En otros trabajos se muestra que cepas diferentes del ZIKV no modifican la
permeabilidad y la TEER de las células endoteliales cerebrales de humanos y de
ratén, concluyendo que no existe disrupciéon en la BHE (105, 132, 133). Sugiriendo
que una disrupcidon no necesariamente se presenta ante una infeccion viral por
ZIKV. Esto podria ser debido a que el mecanismo de ingreso del ZIKV a la célula
fuese por la via conocida como Caballo de Troya, donde las células inmunes
sistémicas son infectadas y esta activacion induce el paso por diapédesis al
parénquima cerebral (155) y no por la disrupcion de la BHE y/o la pérdida en la
expresion de las claudinas que constituyen las uniones estrechas.
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En este trabajo, no evaluamos los posibles mecanismos que pudieran estar
participando en este proceso infeccioso. Sin embargo, se ha determinado que el
ZIKV induce la produccion exacerbada de citocinas proinflamatorias que conducen

a mayor muerte celular en procesos infecciosos (142, 156).

De igual forma, estas diferencias en los trabajos de investigacion, pueden ser
resultado de los tipos de las lineas celulares utilizadas en los modelos de BHE, de
la variacion en los tiempos de infeccion, los tipos de cepas de ZIKV (MEX144,

PRVABC59, PE243, etc.,) y la carga viral (MOI), entre otros.

Dentro de nuestros resultados por citometria de flujo, se destaca que la linea
celular HBEC-5i presento dos tipos de respuesta con respecto a la expresion de la
claudina -3 ante la infeccion por el ZIKV MR-766 (ver anexo VI). En las gréficas
dotplot, la poblacion celular se dividié en dos grupos con una emision diferente de
fluorescencia a los diferentes tiempos lo que nos permite sugerir que se trataba de
dos tipos de subpoblaciones (SP1 y SP2). En la subpoblacion SP1, se observo un
decremento en la expresiéon de la claudina -3 en presencia del ZIKV a diferentes
tiempos de exposicion. Es posible que este decremento de la expresion pueda estar
relacionado con la inhibicién de la sintesis de las proteinas celulares durante la
produccion de las proteinas virales y que esto pueda generar una mayor
permeabilidad del endotelio. También observamos que se produjo un
comportamiento fluctuante en la expresion de claudina -3 a los diferentes tiempos
post inoculacién que consideramos puede ser dependiente de la fase del ciclo de
replicacion viral, esto significaria que en la fase menos activa se tiene una mayor

actividad celular relacionada con el restablecimiento de la homeostasis ante la
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infeccion por ZIKV y en la fase mas activa del ciclo se veria afectada la sintesis y
expresion de la claudina -3 por el dafio a la célula. Otro factor que podria estar
relacionado con las variaciones en la expresion de esta claudina tiene que ver con
la modulacion por parte del virus, ya que se ha descrito que algunos virus como el
CMV, Hepatitis C y dengue tienen la capacidad de modular la expresion de algunas
claudinas que son funcionales para su entrada y procesos de replicacién (131, 139,

157).

Por otro lado, con una MOI mayor se observa menor expresion de la proteina,
lo que podria indicar mayor actividad del virus en las células durante la produccién
de sus proteinas estructurales y no estructurales, la consecuente replicacion viral y
el ensamblaje de los viriones, lo que impediria que la célula produzca sus propias
proteinas (158). Ademas del dafio producido a la célula durante esta interaccion y

mayor mortalidad celular.

De manera contraria, la subpoblacibn SP2 mostré un incremento en la
expresion de la claudina -3. Consideramos que, esta diferencia puede relacionarse
con una mejor respuesta ante la presencia del ZIKV o a la activacion de los
mecanismos de compensacion celular de una manera mas eficiente. Otra posible
justificacion podria estar relacionada con la cantidad de receptores que se expresan
en la superficie celular, por lo que, con una expresion reducida de estos receptores,
se tendria mayor resistencia celular a la infeccion viral. Esto ha sido reportado
recientemente para el virus SARS-CoV-2, donde sugieren que la unién de la
proteina S del virus al receptor ACE2 de la célula y la infeccidon producida son

proporcionales a la cantidad de receptores expresados en la superficie celular, por
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lo que una mayor infeccion se relaciona con un mayor nimero de receptores

disponibles (159).

Destaca que con una MOI de 10 se presenta la mayor reduccién de claudina
-3, ademas de fluctuaciones en su expresion a los diferentes tiempos. Esto sugiere
gue ante un gran numero de particulas de ZIKV los receptores celulares, podrian
saturarse e impedir su ingreso, por lo que la dinamica de replicacion y produccion
de proteinas virales y viriones se veria atenuada, permitiendo que la respuesta
celular sea mas eficiente y pueda compensar el dafio generado por el virus (13,

139).

Proponemos que las fluctuaciones en la expresion de la claudina -3 pueden
deberse a que su expresion es dependiente de la MOI y del tiempo de exposicion.
Este comportamiento dual y opuesto entre las dos subpoblaciones celulares de
HBEC-5i sugiere posibles diferencias en la expresion de receptores de entrada en
la superficie de la célula que las haria susceptibles en mayor o menor grado o en la
permisividad a la infeccién por ZIKV y su respuesta antiviral (160). Las células
HBEC-5i mostraron permisividad al ZIKV, se observo que no se requirié de una MOI
tan alta para observar un CPE. Estos cambios en la morfologia de las células y la
variabilidad en la expresion de la claudina -3 podrian sugerir que incluso con MOI
bajas existe una infeccién exitosa, lo que las convierte en una poblacion susceptible

y permisiva al ZIKV.

Otra propuesta es que las fluctuaciones en la expresion del claudina- 3
pueden estar relacionadas con la alteracion e inhibicion de algunas vias de
sefalizacion celular que son de gran importancia en los procesos de formacion,
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maduracién y mantenimiento de las TJs en la BHE. Tales vias de sefializacién como
la via Wnt/B-catenina, podrian resultar afectadas por la interaccion entre el ZIKV y
la B-catenina e impedir que las proteinas que constituyen estas uniones puedan ser

producidas correctamente (107, 108).

Hemos considerado que el efecto de interaccién o interplay podria estar
participando entre el ZIKV y las células HBEC-5i. Spindler y Hsu (2012) proponen
que el interplay entre los virus y las células de la BHE son complejas, debido a que
los virus provocan la disrupcién del citoesqueleto de la actina que es esencial en el
funcionamiento y estructura de la BHE (138). Otros autores, describen que la
interaccion viral y la disrupcion de la BHE, estan estrechamente relacionadas debido

a los factores virales y la respuesta inmune del hospedero (161).

Liu et al. (2009) propone que el virus de la Hepatitis C interactia con la
claudina -1 en hepatocitos y provoca su decremento durante la infeccion, facilitando
la entrada del virus. Ilgualmente, Tugizo (2021) plantea que los virus pueden cruzar
las barreras de los epitelios causando disrupcion en las uniones estrechas, que

facilitan su diseminacion por la via paracelular (162).

En nuestras muestras de citometria de flujo, no se adicioné EGTA, el cual
actua como disgregante celular, razén por la que hubo presencia de agregados
celulares que se observaron en los dotplots. No obstante, con el fin de descartar un
error en la interpretacion, los resultados se analizaron separando a las células por
gates, lo que nos permitié descartar estos grupos celulares diferentes en tamafio y
granularidad al resto de las células individuales y no confundirlas con debris o

interpretar dichos dobletes, tripletes, etc., con otra poblacion celular diferente a la
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HBEC-5i. No se considero utilizar el EGTA debido a que se trataba de una sola linea
celular, no obstante, se recomienda su uso para reducir la heterogeneidad en las

muestras.

A partir de estos resultados, determinamos que la presencia de las dos
subpoblaciones SP1 y SP2 no esta relacionada con la presencia de debris o de

agregados celulares (Anexos IVy V).

De la misma manera, se descartd a la fluorescencia basal; es decir, la auto
fluorescencia, como un factor de confusion para diferenciacion de las dos
poblaciones. Por lo tanto, se expresa la fluorescencia de la claudina -3. Lo que nos
permitié confirmar que la presencia de las dos subpoblaciones no se relaciona con

la fluorescencia basal de las células a los diferentes tiempos (Anexo V).

La trascendencia y alcance de este trabajo es muy importante, debido a que
es la primera vez que se evalla la expresion de la claudina -3 en las células HBEC-
5i infectadas con el ZIKV. Todavia quedan muchas preguntas por resolver, como
las interacciones del ZIKV con las células endoteliales cerebrales, desde la
evaluacion de otras claudinas, ocludina y las diferentes zonula occludens que
forman las TJs y constituyen la estrechez de la BHE. Del mismo modo, la expresion
de las proteinas vinculadas con los procesos inflamatorios que pudieran estar

presentandose durante el proceso de infeccion por el ZIKV.

Las limitantes del presente trabajo incluyen la no realizacién de tinciones
dobles con antigeno viral, tinciones con marcadores de viabilidad que podrian

confirmar si el efecto observado es debido a que el virus mata a la célula y si el
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efecto de la disminucion de claudina -3 estan relacionadas con la infeccion por ZIKV.
Asimismo, las uniones estrechas no se compararon a diferentes niveles de
confluencia, lo que resultaria importante para corroborar su ubicacién en la

membrana y funcionalidad.
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CONCLUSIONES

* La proteina claudina -3 esta presente en la linea celular endotelial cerebral

humana HBEC-5i.

* Laexpresion de claudina -3 disminuyo en las HBEC-5i en presencia del ZIKV.

* La poblacion de células HBEC-5i se dividi6 en dos subpoblaciones (SP1 y

SP2 por la diferencia en la expresion de claudina -3.

* La SP1 present6 una disminucion en la expresion de claudina -3 en presencia

del ZIKV.

* Adiferencia de la subpoblacién SP1, la SP2, mostré aumento en la expresion

de claudina -3 en presencia del ZIKV.

* Se sugiere un efecto de interaccion/interplay entre la expresion de la claudina

-3 y la exposicion al ZIKV que depende de las multiplicidades de infeccion

(0.1, 1.0 y 10 MOI) y los tiempos de inoculacion (30 min, 1, 3, 6, 12y 24 h).
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PERSPECTIVAS

En nuestros resultados observamos una dispersion muy pequefia en los datos, lo
que estadisticamente representa diferencias significativas en la expresion de
claudina -3; sin embargo, es importante mencionar que estas diferencias podrian o
no representar una diferencia desde el punto de vista fisiolégico, lo que nos permite
sugerir en futuros estudios el aumento del tamafio de la muestra para observar si el
patrén de expresion de claudina -3 tiene un comportamiento similar al de nuestro
trabajo y si su expresion puede correlacionarse con otros factores como la viabilidad

celular, la infeccién viral, la permeabilidad y la TEER.
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ANEXOS

ANEXO | Estandarizacion de anticuerpos con fibroblastos de prepucio
(HFF).

Se obtuvieron cultivos primarios de fibroblastos de prepucio para la estandarizacién
de los anticuerpos a utilizar en la técnica de inmunofluorescencia (Fig.42). Una vez
confluentes alrededor del 80-90% y posterior a la exposicion con ZIKV se obtuvieron
las siguientes imagenes (Fig. 43) con base en las diluciones establecidas (1:150,
1:200 y 1:250) respectivamente; determinando que, el mejor marcaje de
fluorescencia se obtuvo con la concentracion 1:250 para el anticuerpo primario
claudina -3 y 1:200 para anticuerpo secundario Alexa 488, debido a que se aprecia
un buen marcaje celular, buena sefal e intensidad de fluorescencia y menor

cantidad de ruido en la imagen.

Figura 42. Cultivo celular de fibroblastos (HFF) aislados de prepucio. Confluencia alrededor
del 90%.
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Figura 43. Diluciones del anticuerpo claudina -3 en fibroblastos de prepucio (HFF). A.
Concentracion 1:100. B. Concentracién 1:150. C. Concentracion 1:200. D. Concentracion
1:250
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ANEXO Il Inmunofluorescenciaindirecta en células HBEC-5i con 0.1 MOI

Figura 44. Expresion de la fluorescencia de la claudina -3 en células HBEC-5i infectadas
con 0.1 MOI de ZIKV. A. Expresion a 30 min. B. Expresion a 1 h. C. Expresién a 3 h. D.
Expresion a 6 h. E. Expresion a 12 h. F. Expresion a 24 h. Nucleos en azul tefiidos con
yoduro de propidio (flecha blanca) y claudina -3 en verde tefiida con Alexa Fluor 488 (flecha
roja).
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ANEXO lll Casos Confirmados Autdctonos de Enfermedad por ZIKV en
México 2015-2023

Casos Casos
Entidad Federativa | Confirmados Confirmados Total
2015-2022 2023
Aguascalientes 1 0 1
Baja California 3 0 3
Baja California Sur 115 0 115
Campeche 94 0 94
Coahuila 336 0 336
Colima 297 0 297
Chiapas 823 0 823
Durango 5 0 5
Guanajuato 5 0 5
Guerrero 888 0 888
Hidalgo 285 0 285
Jalisco 682 0 682
México 49 0 49
Michoacan 70 0 70
Morelos 587 0 587
Nayarit 709 0 709
Nuevo Le6n 950 0 950
Qaxaca 540 0 540
Puebla 225 0 225
Querétaro 17 0 17
Quintana Roo 391 0 391
San Luis Potosi 534 0 534
Sinaloa 340 0 340
Sonora 448 0 448
Tabasco 376 0 376
Tamaulipas 802 0 802
Veracruz 2,105 0 2,105
Yucatan 1,325 0 1,325
Zacatecas 1 0 1
Total 13,003 0 13,003

FUENTE: SINAVE/DGE/SS: Sistema de Vigilancia Epidemioldgica de Enfermedad por virus del Zika.
* Hasta el 23 de enero de 2023
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ANEXO IV. Dotplots representativos del tamafio y la granularidad de la
poblacion de células HBEC-5i.
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Figura 45. Dotplots que representan el tamafio y la granularidad de la poblacion de células
endoteliales HBEC-5i por citometria de flujo en los grupos control a los diferentes tiempos
A. Dotplot 30 min. B. Dotplot 1 h. C. Dotplot 3 h. D. Dotplot 6 h. E. Dotplot 12 h. F. Dotplot
24 h. Se destaca con flechas rojas la poblacién tomada para las mediciones. n=3.
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ANEXO V Dotplots de la fluorescencia basal de las células HBEC-5i
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Figura 46. Expresion de la fluorescencia basal de las células HBEC-5i por citometria de
flujo en los grupos control sin el marcador Alexa 488. A. Tiempo 30 min. B. Tiempo 1 h. C.
Tiempo 3 h. D. Tiempo 6 h. E. Tiempo 12 h. F. Tiempo 24 h. n=3.
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ANEXO VI. Dotplots e histogramas de las subpoblaciones de células
HBEC-5i por fluorescencia
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Figura 47. Expresion de la fluorescencia de la claudina -3 a los 30 min p.i. en la poblacion
de células HBEC-5i por citometria de flujo. Se muestran los dotplots (izquierda) e
histogramas (derecha) con las dos subpoblaciones (marcadas con flechas rojas) por su
emision de fluorescencia A. Dotplot grupo control. B. Histograma grupo control. C. Dotplot
0.1 MOI. D. Histograma 0.1 MOI. E. Dotplot 1.0 MOI. F. Histograma 1.0 MOI. G. Dotplot 10
MOI. H. Histograma 10 MOI. n=3.
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Dotplots e histogramas de las subpoblaciones de células HBEC-5i por
fluorescencia
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Figura 48. Expresion de la fluorescencia de la claudina -3 a 1 h p.i. en la poblacion de
células HBEC-5i por citometria de flujo. Se muestran los dotplots (izquierda) e
histogramas (derecha) con las dos subpoblaciones diferenciadas por su emision de
fluorescencia A. Dotplot grupo control. B. Histograma grupo control. C. Dotplot 0.1 MOI.
D. Histograma 0.1 MOI. E. Dotplot 1.0 MOI. F. Histograma 1.0 MOI. G. Dotplot 10 MOI. H.
Histograma 10 MOI. n=3.
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Dotplots e histogramas de las subpoblaciones de células HBEC-5i por
fluorescencia
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Figura 49. Expresion de la fluorescencia de la claudina -3 a 6 h p.i. en la poblacion de
células HBEC-5i por citometria de flujo. Se muestran los dotplots (izquierda) e histogramas
(derecha) con las dos subpoblaciones diferenciadas por su emisién de fluorescencia A.
Dotplot grupo control. B. Histograma grupo control. C. Dotplot 0.1 MOI. D. Histograma 0.1

MOI. E. Dotplot 1.0 MOI. F. Histograma 1.0 MOI. G. Dotplot 10 MOI. H. Histograma 10 MOI.
n=3.
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Dotplots e histogramas de las subpoblaciones de células HBEC-5i por
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Figura 50. Expresion de la fluorescencia de la claudina -3 a 12 h p.i. en la poblacion de
células HBEC-5i por citometria de flujo. Se muestran los dotplots (izquierda) e histogramas
(derecha) con las dos subpoblaciones diferenciadas por su emisioén de fluorescencia A.
Dotplot grupo control. B. Histograma grupo control. C. Dotplot 0.1 MOI. D. Histograma 0.1
MOI. E. Dotplot 1.0 MOI. F. Histograma 1.0 MOI. G. Dotplot 10 MOI. H. Histograma 10 MOI.

n=3.
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Dotplots e histogramas de las subpoblaciones de células HBEC-5i por
fluorescencia

H CONTROL_CONTROL 24 HORAS.fos. CONTROL_CONTROL 24 NORAS fod
A I - ] 2
i
* i
W2
i T W
ALEXA = ALEXA =
3 CONTROL_DIL 101 24 HORAS fcs CONTROL_DIL 10°-1 Z4HORAS e
Cc ¢ 2 D
$
9
< H-?
A r ! Ha
n .
s Wiy
v \"d'\w‘,ﬁ W s,
ALEXA -_— ALEXA il
é ® CONTROL_DIL 100 24 HORAS, f;x‘ N CONTROL_DIL 10024 HORAS fof
E ! F
O |
M
5
“!-'rl s
[TA] W
U X
v | -‘_’f.‘[ LYY
f W J e
Wit o
e ALEXA .
3 CONTROL_DIL10~-1 2anoRAS ey i CONTROL_DIL10~1 24 HORAS_fe]
G ; H
1
s
et
II', A
b3
b M
., i I
Hh = A -

Figura 51. Expresion de la fluorescencia de la claudina -3 a 24 h p.i. en la poblacién de
células HBEC-5i por citometria de flujo. Se muestran los dotplots (izquierda) e histogramas
(derecha) con las dos subpoblaciones diferenciadas por su emision de fluorescencia A.
Dotplot grupo control. B. Histograma grupo control. C. Dotplot 0.1 MOI. D. Histograma 0.1
MOI. E. Dotplot 1.0 MOI. F. Histograma 1.0 MOI. G. Dotplot 10 MOI. H. Histograma 10 MOI.
n=3.
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