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Summary

The blood brain barrier (BBB) is a natural barrier comprised by specialized cells, localized
in the brain which regulates the exchange of different molecules between the
cerebrospinal fluid and the bloodstream. The BBB can be disrupted during viral infection,
i.e., with Zika virus (ZIKV); favoring the ZIKV spread with the presence of encephalitis,
microcephaly, and an autoimmune disease called Guillain-Barré Syndrome. The ZIKV
replicates inside mosquito cells, and as a natural process, the cells can release
extracellular vesicles like exosomes. We evaluated the effect of exosomes released by
ZIKV-infected mosquito cells in the BBB permeability; if there is any disruption of BBB in
presence of exosomes or the virus itself in an in vivo mice model was the aim of the
investigation. Male BALB/c mice were intra-peritoneally injected with exosomes of
ZIKV infected C6/36 mosquito cells. For the BBB permeability assays we tested the
cerebellum, cortex, and subcortical regions of the mice brain, measuring the tracers
(Evans blue and sodium fluorescein), previously administrated by intracardiac route. We
determined the tissue tracer concentration in the cerebral regions after different time
periods with either ZIKV or exosomes (released from larvae mosquito infected cells)
doses. We founded those exosomes liberated from infected ZIKV cells increased BBB

permeability.
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Introduccion
El Zika
Distribucion mundial

La enfermedad del Zika es una arbovirosis que se presenta en regiones tropicales y
subtropicales del mundo, ocasionada por el virus Zika (ZIKV), el cual fue aislado por
primera vez en los bosques de Zika en Entebe Uganda en 1947 a partir de un mono
Macacus Rhesus (Musso & Gubler, 2016). El primer caso reportado en humanos, en 1954
se present6 en un paciente nigeriano y por poco mas de medio siglo no se presentaron
otros casos de interés clinico asociados al virus. Un nuevo brote fue reportado en 2007
en la isla Yap de los Estados Federados de la Micronesia, en el cual, los pacientes
presentaron signos y sintomas autolimitantes e inespecificos. La cepa responsable de
este brote se clasificé como linaje asiatico, debido a que se relacionaba con una cepa
aislada en Malasia en 1966. En el brote de la Polinesia francesa en el 2013, el 1% de
neonatos con microcefalia provenian de mujeres que habian tenido Zika durante el primer
trimestre del embarazo (Carod-Artal, 2018; Johansson y cols., 2016). Las
manifestaciones neuroldgicas del Zika en neonatos han sido agrupadas en el sindrome
congeénito por Zika (SCZ) mientras que en adultos se han reportado casos de encefalitis,
meningoencefalitis, encefalopatias, complicaciones cerebrovasculares y neuropatias
como el sindrome de Guillain-Barré (SGB) (Song y cols., 2017).
En 2015, el ZIKV fue detectado en el Continente Americano, los primeros casos se
reportaron en Brasil; de acuerdo con la Organizacion Panamericana de la Salud (PAHO)
hubo aproximadamente 1.5 millones de personas infectadas por ZIKV; en donde ademas

de ocasionar un cuadro clinico autolimitante, se presentaron casos graves con dafo
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neurolégico, con un aumento de casos de microcefalia (Song y cols., 2017), entre otras
afectaciones congénitas, lo cual condujo a que se emitiera una alerta epidemioldgica por
parte de la Organizacion Mundial de la Salud (Organizacion Panamericana de la Salud &
Organizacion Mundial de la Salud, 2015).

A finales del 2015, el primer caso en México de enfermedad por ZIKV fue detectado el 18
de noviembre de 2015; Para el 2021 se habian reportado 12958 casos confirmados de
infeccion por ZIKV, de los cuales 7139 son en embarazadas (Sanchez-Gonzalez y cols.,

2016; Subsecretaria de Prevencion y Promocion de la Salud, 2021).

Transmision viral

Actualmente se conoce que, el ZIKV se transmite de forma tanto vectorial como no
vectorial. La transmision no vectorial se caracteriza por el contacto con fluidos corporales
en los que se han encontrado particulas virales, por ejemplo, en sangre, leche materna,
orina y semen; también se ha reportado la transmision vertical, es decir, la transmision
de madre a hijo durante el embarazo (Counotte y cols., 2018; Lin y cols., 2018; Musso &

Gubler, 2016; Sharma & Lal, 2017).

Sin embargo, la principal forma de transmision es, la vectorial, ocasionada por
mosquitos del género Aedes, principalmente por A. aegypti, A. albopictus, A. hensilli, A.
polynesiensis. Este género tiene dos ciclos: el urbano y el selvatico (Lin y cols., 2018).
En el ciclo urbano, el humano es el principal objetivo de los mosquitos, ya que éstos se
alimentan de la sangre para obtener los nutrientes necesarios para el desarrollo de los

huevecillos (Petersen y cols., 2016).
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Manifestaciones clinicas

El ZIKV tiene un periodo de incubacién de entre 2 y 7 dias. La mayoria de las personas
infectadas por ZIKV son asintométicas, aproximadamente en el 18% de los casos se
presenta sintomatologia. El ZIKV generalmente produce un cuadro clinico leve, con
signos y sintomas autolimitantes e inespecificos, como fiebre, urticaria, artralgias,
mialgias, conjuntivitis. Sin embargo, también existe la forma grave de la enfermedad que
afecta aproximadamente al 10% de las personas sintométicas (Krauer y cols., 2017). Una
de las principales caracteristicas de la forma grave, es el dafio a nivel del sistema
nervioso central. En los neonatos se presenta el SCZ, en el cual se pueden presentar
calcificaciones intracraneales, diferentes anormalidades en el cerebro, artrogriposis, pie
deforme, y microcefalia; en los adultos se puede presentar encefalitis y también el
Sindrome de Guillain-Barré (Rasmussen y cols., 2016; Saiz y cols., 2016; Uncini y cols.,
2017). El SGB es una enfermedad autoinmune que se presenta de forma aguda y afecta
principalmente a los nervios periféricos con degeneracién de las vainas de mielina,
provocando pérdida de fuerza muscular, dolor neuropético y paralisis ascendente

(Esposito & Longo, 2017).

La forma grave de la enfermedad, asi como las multiples formas de transmision (vectorial
y no vectorial), instan a la OMS para poner énfasis en la investigacion basica y clinica en
la enfermedad y que ademas se emita la declaracion de una emergencia de interés
internacional (Organizacion Panamericana de la Salud & Organizaciéon Mundial de la

Salud, 2015) para el combate del Zika.
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Virus Zika

El ZIKV es un virus perteneciente a la familia Flaviviridae, del género Flavivirus. Su
material gendémico consiste en ARN monocatenario de sentido positivo con
aproximadamente 11,000 nucleétidos, que codifican para una poliproteina de 3243 amino
acidos que posteriormente es procesada para generar tres proteinas estructurales: la
proteina de envoltura (E), la proteina de membrana (M) y la proteina de la capside (C);
y siete proteinas no estructurales: NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B y NS5 que son
necesarias para la replicacion del virus (Figura 1) (Lin y cols., 2018; Musso & Gubler,

2016; Saiz y cols., 2016).
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Figura 1. Estructura y genoma de ZIKV. Tomado y modificado de Hsiao-Han, L. y cols. (2018)
Biotechnology Advances 36:47-53.
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Los viriones maduros miden entre 40-50nm, su material genémico esta recubierto por la
proteina C, la cual a su vez esta recubierta por una bicapa lipidica de la membrana del
RE de la célula del hospedero, que interacciona con la proteina M y la proteina E. Las
proteinas E y M forman una estructura icosaédrica de 180 copias donde se asocian
mutuamente en forma de heterodimeros; sus dominios transmembranales son los que se
anclan con la membrana lipidica para generar esta estructura altamente organizada. La
proteina E tiene cuatro dominios, uno de transmembrana, y dominios DI, DIl y DIIl. El
dominio DI es el que une a los dominios DIl y DIll, el dominio DIl contiene el “loop” 0 asa
de fusion (FL) que interacciona con la membrana del hospedero durante la entrada del
virus, mientras que el dominio DIII es el que tiene el sitio de unién a los distintos tipos de
receptores que reconoce el virus (Figura 2) (Saiz y cols., 2016; Shi & Gao, 2017; Sun y

cols., 2017).

fusion loop (98-109)

fusion loop (98-109)

Figura 2. Estructura de la proteina E. Tomado y modificado de (Sun y cols., 2017)y cols. (2017).

International Journal of sciences 9.
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Ciclo de replicacion viral

El ZIKV es capaz de internalizarse en diversas células del humano (monocitos, células
endoteliales, neurona) ya a que la proteina E puede interaccionar con diversos
receptores, por ejemplo, proteinas de la familia TIM (del inglés T cell inmunoglobulin
mucin domain) y TAM (Tyro3, Axl y Mer); receptores de heparan sulfato, proteinas de
choque térmico, DC-SIGN, entre otros (Heinz & Stiasny, 2017; Perera-Lecoin y cols.,
2013; Sirohi & Kuhn, 2017). Se conoce que algunas modificaciones puntuales de la
proteina de envoltura viral favorecen la internalizacion celular del ZIKV. Por ejemplo, a la
proteina E se le puede unir ubiquitina en los residuos K281, K63 y K38; siendo los
primeros residuos especificos a la proteina E del ZIKV y el residuo K38 comun a todos

los Flavivirus, esta modificacion favorece la infeccion por ZIKV (Giraldo y cols., 2020).

La interaccion entre la proteina E viral en células blanco, conduce a la internalizacion de
la particula viral mediante la formacién del endosoma temprano. Una vez que el virus se
internaliza, el pH endosomal se acidifica, favoreciendo un cambio conformacional en la
proteina E, lo que favorece que se exponga el dominio de fusion (FL) por un reacomodo
del DIll. EL FL es el responsable de la interaccion de las membranas (viral y endosomal),
el cual va acercando las membranas hasta que en un punto las yuxtapone y se forma una
estructura en forma de bucle (Figura 3). Estos cambios conformacionales también
proveen la energia necesaria para la fusion de las membranas (Lin y cols., 2018; Saiz y
cols., 2016). Una vez que se forma el bucle (favoreciendo la fusion de membranas), el
virus libera su material gendmico al interior de la célula, que posteriormente llega al

reticulo endoplasmico (RE), donde se traduce en una poliproteina debido a que el ARN
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viral funciona como ARNm. Gracias a la maquinaria del hospedero la poliproteina es
escindida para producir las proteinas estructurales y no estructurales, una vez producida
la ARN polimerasa ARN dependiente produce un ARN de sentido negativo, que sirve
como molde para producir multiples copias del material genémico junto con la maquinaria
de la célula huésped. Mdltiples copias de ARN de sentido positivo son sintetizadas
gracias a la ARN polimerasa. Posteriormente se ensamblan los nuevos viriones
inmaduros que se llevan membrana del RE; estos viriones tienen 60 proyecciones
triméricas de heterodimeros prM-E, la proteina M contiene el péptido “pr’ (Rey y cols.,
2017). La maduracion de las particulas virales inmaduras se lleva a cabo en la red Trans-
Golgi, en donde las proyecciones triméricas cambian a 90 proyecciones diméricas de
heterodimeros prM-E para dejar accesible el péptido pr y asi pueda ser escindido
mediante proteasas tipo furina en el amino terminal del péptido pr y el carboxilo terminal
de la proteina M (Rey y cols., 2017; Sirohi & Kuhn, 2017). Por otro lado, en la proteina E
se lleva a cabo una glicosilacién en el residuo N154 (que conforma el DI, y que en caso
de estar alterado afecta de manera importante la entrada del virus a la célula). Una vez
gue se han generado las modificaciones, se considera que la particula viral es madura e
infectante. Finalmente, los viriones son liberados mediante exocitosis, liberando tanto
particulas maduras como inmaduras (Heinz & Stiasny, 2017; Lee & Shin, 2019; Sirohi &

Kuhn, 2017).
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Replicacién viral en el vector

La principal forma de transmisién del ZIKV es la vectorial, sin embargo, esto no es
exclusivo del género Aedes (Lin y cols., 2018), ya que otros mosquitos tienen la
capacidad de transmitir el virus; de ahi que se favorezca la expansiéon del virus en la
regién donde se localizan los mosquitos vectores (&reas tropicales y subtropicales). Las
arbovirosis incluyendo a Zika dependen de la competencia del vector, y su capacidad
vectorial (Sirohi & Kuhn, 2017). La competencia del vector es la que define la habilidad

del mosquito de transmitir determinado virus, asociado con factores genéticos y no
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genéticos (Ruckert & Ebel, 2018). Es diferente entre las especies de mosquitos,
poblaciones locales de la misma especie, incluso entre organismos individuales; también
depende en gran medida de las caracteristicas del virus (Franz y cols., 2015). Cuando el
mosquito se alimenta de sangre de una persona infectada con el virus, debe emprender
un largo trayecto hasta que se replique y genere nuevos virus listos para infectar a otros
hospederos. Para lograrlo, debe entrar y salir de distintas células del mosquito, las cuales
van a funcionar como “barreras” (Figura 4) (Ruckert & Ebel, 2018). Al entrar el virus en el
cuerpo del mosquito, pasa directamente al sistema digestivo, donde debe atravesar el
intestino del mosquito, en donde se encuentra la primera barrera la cual es denominada
como la barrera de infeccién del intestino medio (BIIM). Aqui el virus debe internalizarse
en las células intestinales y poder llevar a cabo una primera replicacién; cuando esto
sucede, la nueva progenie viral debe atravesar la siguiente barrera, la cual es
denominada como la barrera de escape del intestino medio (BEIM), los viriones no logran
traspasarla en ciertos mosquitos; pero en los mosquitos que los virus logran atravesarla,
ahora deben atravesar la lamina basal. Posteriormente, los virus entran a los hemocitos,
los cuales a su vez los transportan a las glandulas salivales, o a otros tejidos periféricos.
Una vez que los viriones interaccionan con las glandulas salivales, estos se encuentra
otra barrera denominada barrera de infeccion de la glandula salival (BIGS), los viriones
competentes, pueden llevar a cabo una segunda replicacion en células de glandulas
salivales, donde deben atravesar las células a través de su paso por la barrera de escape
de la glandula salival (BEGS), para finalmente dirigirse a la probdscide, donde podran

infectar a nuevos hospederos (Franz y cols., 2015; Ruckert & Ebel, 2018).

20



basal
lamina

ob / glands
\0/ / o
oot &
>
@
BIIM
BEIM midgut
u
® BIGS epithelium
@ BEGS

Figura 4. Ciclo de replicacion viral en el mosquito. Los puntos de colores representan los viriones a través

de las distintas barreras. Tomado y modificado de (Riickert & Ebel, 2018). Trends in parasitology 34:4.

Ademas, pese a todo el camino que deben atravesar los viriones para poder infectar a
nuevos hospederos, la respuesta inmune del mosquito puede intervenir con la
competencia del vector en si y afectar el paso del virus a través de las barreras (Blair &
Olson, 2014; Ruckert & Ebel, 2018). El mecanismo por ARN de interferencia (ARNi) el
principal mecanismo de defensa ante estimulos ocasionados por virus de ARN, sin
embargo, los virus han adquirido estrategias para evadir esta respuesta aumentando asi

las posibilidades de llegar a las glandulas salivales del moquito (Blair & Olson, 2014).

Por otro lado, ademas de la competencia del vector, influye la capacidad vectorial, un
concepto critico adaptado para comprender como el virus puede infectar a un hospedero.
Entre los factores que dependen de esta caracteristica se encuentran: el inoculo del virus,
el namero de veces que el vector se alimente del hospedero en el transcurso de un dia,
el nimero de dias que sobreviva el vector en los sitios urbanos, el periodo de incubacién

del virus en el hospedero, y por su puesto la competencia del vector antes descrita
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(Kramer & Ciota, 2015; Ruckert & Ebel, 2018). Una vez pasando las barreras y logrando
una progenie viral exitosa, como anteriormente se menciond, los virus infectan y activan
células diana. Durante el proceso de infeccién y activacion celular se producen distintos
efectores celulares, como lo son las vesiculas extracelulares (Kalra y cols., 2016; Vora y

cols., 2018).

Vesiculas extracelulares y virus

Las vesiculas extracelulares (VEs) se definen como estructuras extracelulares
producidas por cualquier tipo celular en estado fisiol6gico o patolégico. Se componen por
una bicapa lipidica, las cuales se clasifican en cuanto a su tamafio y origen biosintético,
en: exosomas (<200nm) derivadas de la via endosomal; microparticulas (200-1000nm)
derivadas de la membrana plasmatica; y los cuerpos apoptoticos (1000-5000nm)
derivados de la fragmentacion celular cuando las células entran en apoptosis. Las
vesiculas extracelulares pueden participar en procesos fisiolégicos importantes, ya que
pueden mediar la comunicacion intercelular debido a que contienen biomoléculas que
pueden activar diferentes sefiales en las células con las cuales interactuan (Kalra y cols.,

2016).

Exosomas: Composicidén, biogénesis y marcadores especificos

Los exosomas son las vesiculas extracelulares de menor tamafio (<200nm), que pueden
contener tanto en su interior como en la superficie membranal a proteinas, acidos
nucleicos, derivados de lipidos, entre otros. El contenido o cargo exosomal, es
dependiente de la célula que les de origen y la condicién en la que se forman. Asimismo,

las funciones fisioldgicas o patoldgicas dependen de las condiciones antes mencionadas
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(Farooqi y cols., 2018). Los exosomas se han encontrado en diferentes fluidos corporales
como plasma, saliva, orina, saliva, leche materna, semen, liquido cefalorraquideo y

liquido pleural (Pant y cols., 2012).

Los exosomas se originan a partir de la internalizacion de moléculas expresadas en la
superficie de la membrana, principalmente las tetraspaninas (TSP), como CD9, CD81 y
CD63, las cuales, ademas son utilizadas como biomarcadores exosomales, en especial
la TSP CD63 (Ahmed y cols., 2021; Kalra y cols., 2016). La invaginacién de la membrana
en sitios ricos en colesterol y tetraspaninas (del inglés TEM?Y), promueve la formacién del
endosoma temprano (Figura 5). Posteriormente, se forman las vesiculas intraluminales
(VIL) del endosoma. Este proceso se puede llevar a cabo de forma dependiente o
independiente de los complejos ESCRT (del inglés, Complejos de Clasificacion
Endosomal requeridos para el Transporte), que incluyen del complejo ESCRT-0 al
ESCRT-IIl. En el caso de la via dependiente de ESCRT, se invaginan fragmentos del
endosoma, iniciando con la seleccién del cargo mediante el complejo ESCRT 0, el cual,
reconoce a proteinas ubiquitinizadas, que se unen a dominios de union a clatrina y asi
las biomoléculas son reconocidas y direccionadas para llevarse dentro de las VILs;
ESCRT | y Il forman la invaginacion de las VILs, que ademas se encargan de
desubiquitnizar a las proteinas del cargo; finalmente ESCRTIII se encarga de la escision
de las VILs para que queden dentro del endosoma y adquiere el nombre del cuerpo
multivesiculado (CMV) (Farooqi y cols., 2018; Latysheva y cols., 2006; Mathieu y cols.,
2019). La via independiente de ESCRT, también requiere de microdominios de
glicoproteinas, esta via depende de la formacion de ceramida a partir de esfingomielina

por esfingomielinasas especificas como SMPD3 y la participacion de fosfolipasa D2 para
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formar &cido fosfatidico, este compuesto genera balsas lipidicas enriquecidas en
colesterol que ayudan a formar las VILs. Esta ruta alterna se demostrd bajo la inhibicion
de los cuatro complejos ESCRT (aunque la morfologia de las VILs era aberrante),
demostrando que ESCRT es fundamental para una formacion correcta de las vesiculas
extracelulalres, asimismo, se observad la participacion de otras moléculas como Flotilina-

2, Alix, CD63 y colesterol (Kalra y cols., 2016; Kowal y cols., 2014; Mathieu y cols., 2019).

La ruta de formacion de exosomas es la secretora, que involucra a GTPasas de la familia
Rab (en especial 11 y 27) que direccionan al cuerpo multivesiculado hacia la membrana
plasmatica para liberar las VILs, también se involucran varias proteinas reguladoras del
citoesqueleto, incluida la miosina y el complejo SNARE (soluble NSF attachment protein
receptor de sus siglas en inglés), el cual promueve la fusion de la membrana plasmatica
con la del CMV, de esta forma las VILs son liberadas al espacio extracelular que
finalmente se denominan exosomas (Figura 5)(Hadizadeh y cols., 2022). Sin embargo,
la formacion de VILs coexiste con la ruta de reciclaje y la ruta de degradacion, donde la
composicion rica en colesterol y en TEM!s determina el reciclaje o secrecién, mientras
gue contenido bajo en lipidos y TEM!s, direcciona las VILs hacia los lisosomas para su
degradacion (Alenquer & Amorim, 2015; De Lellis y cols., 2021; Kowal y cols., 2014). La
composicién de las VILs dependera en gran medida de la célula productora del exosoma,
como proteinas de choque térmico, proteinas del citoesqueleto, lipidos, enzimas, y acidos
nucleicos (principalmente ARNsS) que se encuentran mediante estudios del contenido

exosomal (Farooqi y cols., 2018; Hadizadeh y cols., 2022).
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Figura 5. Biogénesis de exosomas. Tomado de (Hadizadeh y cols., 2022). Frontiers in bioengineering and

biotechnology 10.
Vesiculas extracelulares en infecciones virales

Se ha reportado que los virus pueden interactuar con las VEs de diferentes maneras: a)
las infecciones virales alteran el contenido de las VEs asi como su liberacién, b) los virus
pueden utilizar la la maquinaria biosintética de las VEs para su progenie viral c) las
propias VEs y su contenido juegan un papel importante en la propagacion y transmision
de virus (Kutchy y cols., 2020). Los virus utilizan la maquinaria del hospedero para llevar
a cabo su replicacién y asi generar multiples copias de si mismo, se ha demostrado que
el virus de la hepatitis C (HCV), un miembro de la familia Flaviviridae es capaz de

incorporar y mantener el genoma viral dentro de las VILs y asi ser secretado al medio
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extracelular como exosomas con capacidad infectiva, distinto de los viriones, ya que
carecen de las proteinas estructurales que lo conforman; por otro lado, se ha observado
que los virus utilizan las proteinas de la familia Rab (Anderson y cols., 2016). Se ha
reportado que distintos tipos de virus con ARN monocatenario de cadena negativa
mantienen niveles constantes de Rabll (responsable de la fusién del CMV con la
membrana de la célula) para favorecer la secrecién de exosomas (Alenquer & Amorim,

2015).

Exosomas y Flavivirus

Un estudio llevado a cabo por Vora y cols, (2018), demostré6 que las vesiculas
extracelulares de artropodos (particularmente de células de mosquito), pueden contener
genoma viral del virus dengue (DENV), y que ademas, no habia virus contaminantes en
las fracciones de VEs estudiadas, demostrado mediante crio-microscopia electronica.
Estos exosomas eran capaces de infectar diferentes lineas celulares, los autores
demostraron la importancia de un dominio de tetraspanina, el Tsp29fb, necesario para la
correcta formacion de los exosomas durante la infeccion con DENV. Observaron que el
silenciamiento del gen que codifica para esta TSP también repercutia en una disminucién

de las cargas virales de estos cultivos.

En nuestro grupo de trabajo, también hemos observado que durante la infeccion de
monocitos humanos con DENYV, las células se activan incrementando asi la produccion
de exosomas Y, la induccion de citocinas proinflamatorias por la activacion de células
naive, hecho importante que puede relacionarse con las complicaciones presentes en el

dengue severo (Martinez-Rojas, 2017).

26



Por otro lado, Zhou y cols., (2018) demostraron que exosomas libres de contaminantes
(i.e., particulas virales en suspensién) provenientes de células de garrapata previamente
estimuladas con virus Langat (LGTV), (un virus homdlogo al virus de encefalitis
transmitido por garrapata ([TBEV]), contenian material gendémico, proteina E y NS1
virales, ademas, eran capaces de infectar células naive en cultivos celulares. Asimismo,
reportaron una continuidad de infeccion del virus, es decir, que el virus podia pasar de un
linaje celular a otro a través de exosomas infecciosos. Con base a los datos recolectados,
proponen un mecanismo tedrico de como la garrapata transmite LGTV en un huésped,
(figura 6). En un inicio, los exosomas derivados de garrapata que contienen material
infeccioso de LGTV se internalizan en keratinocitos, o células endoteliales (que es donde
ocurre el primer contacto de los exosomas con el hospedero por la picadura de
garrapata), liberan el contenido viral en la célula sana, y posteriormente el material
gendmico viral utiliza la maquinaria de la célula para replicarse y producir tanto nuevos
exosomas infectados, como nuevos viriones, que se liberan en el torrente sanguineo, se
diseminan a través del torrente circulatorio, hasta llegar directamente a la barrera
hematoencefalica (BHE). Los exosomas infectados tienen mayor probabilidad de hacer
contacto con las células de la BHE, cuando ocurre el contacto, estos se internalizan
llevdndose a cabo la replicacion viral, donde se producen nuevos exosomas infectados
gue posteriormente liberan las células de la BHE. Finalmente, los exosomas infectados

pueden llegar e infectar al sistema nervioso central (SNC).

En otro estudio, Zhou y cols., (2019) demuestran que el ZIKV puede infectar células
neuronales corticales. Las células neuronales corticales producian exosomas capaces

de infectar neuronas corticales naive (Figura 6). Ademas, observaron que la produccion
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de exosomas dependia de la esfingomielinasa o esfingomielina fosfodiesterasa (SMPD3);
observaron que ZIKV provocaba un aumento en la actividad enzimatica de SMPD3, lo
cual a su vez favorecia la aparicién de exosomas, y, por otro lado, cuando el gen smpd3
era silenciado de células neuronales corticales se mostraba una reduccion en la carga
viral de ZIKV, mostrando una estrecha relacion de la SPMD3 con la produccién de
exosomas. Finalmente, observaron que en presencia de un inhibidor (GW4869) de
SMPD3, la carga viral de ZIKV fue mas baja con respecto al grupo con ausencia del
inhibidor. Esto les permitio proponer que la produccion de exosomas puede ser un blanco

terapéutico para las infecciones virales de otros Flavivirus.
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Figura 6. Esquema de la transmision de LGTV mediado por exosomas de garrapata. Tomado de Zhou y
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En un estudio reciente llevado a cabo por Martinez-Rojas y col. (2020), se reporté que
exosomas liberados de células de mosquito (C6/36) infectadas con ZIKV, contienen
componentes virales como la Proteina E y ARN viral. Se observo que los exosomas
contenian ARN de ZIKV, los cuales mostraron capacidad de infectar células de mosquito
C6/36. Asimismo, la capacidad infectiva de los exosomas derivados de células de
mosquito infectadas por ZIKV también se observé en células de mamifero, tanto en
monocitos como en células endoteliales. Los exosomas infectados con ZIKV pueden
infectar otras lineas celulares como células de la BHE e incluso del SNC (Zhou y cols.,

2019).

Flavivirus neurotrépicos

Los Flavivirus como TBEV, WNV (virus del Nilo occidental), JEV (virus de la encefalitis
japonesa), YFV (virus de la fiebre amarilla), ESLV (Virus de la encefalitis de St. Louis),
DENV y ZIKV son importantes patégenos neurotrépicos humanos, que en su mayoria
causan dafo severo en el SNC. Esto se debe a que estos virus inducen neuro inflamacion
desarrollando cuadros de encefalitis, infiltrados de células inmunoldgicas, activacion de
la microglia y degeneracién neuronal (Maximova y col., 2009; Tsunoda y col., 2016).
Como el SNC est4 conectado a la BHE, la relacion de los Flavivirus con la barrera

hematoencefalica es sumamente importante (Zhou y cols., 2018, 2019).

Barrera hematoencefalica

La barrera hematoencefélica (BHE) es una estructura especializada que funciona como
barrera tanto fisica como quimica debido a que es altamente selectiva y poco permeable,
y esta se encarga de regular el intercambio de moléculas entre el torrente sanguineo y el
parénquima cerebral (figura 7). El desarrollo y mantenimiento de la barrera esta regulado
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tanto por elementos celulares como no celulares que interactian con las células
endoteliales de la microvasculatura cerebral. La BHE esta constituida por células
endoteliales, pericitos, astrocitos que con sus pies perivasculares rodean mas del 90%
del capilar sanguineo, y de forma muy cercana, la microglia. Ademas, existen
componentes no celulares como los de la matriz extracelular (MEC) que son todos los
componentes de la matriz intersticial y de la membrana basal; mientras que la membrana
basal est4 practicamente compuesta de colageno de tipo IV, laminina y fibronectina

(Obermeier y cols., 2013).

Pericyte
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Figura 7. Estructura de la barrera hematoencefalica (BHE). Tomado de Obermeier y cols., 2013 NatMed
doi:10.1038/nm.3407.
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Las células endoteliales de la BHE son Unicas, ya que carecen de fenestraciones, el paso
por transocitosis es extremadamente bajo y, se encuentran unidas entre si por diversas
proteinas, entre las que se encuentran las que conforman las uniones estrechas u
ocluyentes (Tight junctions proteins, TJP) que impiden el paso de moléculas de manera
paracelular. Las TJP presentes son de la familia de las claudinas (principalmente cldn-5)
y la ocludina; que interaccionan con las proteinas de andamiaje del citoesqueleto
llamadas Zo6nula occludens, principalmente la primera (ZO-1). Por otro lado, los pericitos
se encargan del mantenimiento vascular y de la correcta formacion de las uniones
ocluyentes con ayuda de las TJP, mantienen un nivel de transcitosis bajo y reducen la
expresion de moléculas de adhesion para leucocitos. Finalmente, los astrocitos se
encargan de la regulacion del paso de iones, el reciclamiento o aclaramiento de los
neurotransmisores, controlan la respuesta inmune local, y mejoran la permeabilidad de
la barrera favoreciendo la expresiéon de las TIP (Greene & Campbell, 2016; Obermeier y

cols., 2013).

Barrera hematoencefélica y neuro inflamacién

Se reportaba que el cerebro era inmunolégicamente privilegiado en parte por la BHE, sin
embargo, actualmente se conoce que también interactan componentes del sistema
inmunitario a través de la BHE y el SNC. Las citocinas juegan un papel importante en la
inflamacion del SNC 6 neuro inflamacion. Los mediadores inflamatorios mas comunes
son: IL1B, IL6, TNFa ( factor de necrosis tumoral alfa), 6xido nitrico, especies reactivas
de oxigeno y proteasas. El TNFa de manera normal promueve un efecto neuro protector
y neurotrofico de las células del SNC, sin embargo, la presencia de citocinas de forma

prolongada favorece el proceso inflamatorio. Por otro lado, existen citocinas que afectan
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directa o indirectamente al SNC (mediante sus receptores y la sefalizacion que
desencadenan), favoreciendo una neurodegeneracion, que puede mantenerse en un
estado constante por una retroalimentacién positiva de las citocinas (Banks & Erickson,

2010; Kempuraj y cols., 2016).

El mecanismo por el cual se establece la neuro inflamacion es complejo, pero se sabe
gue la concentracién de citocinas proinflamatorias juega un papel importante en este
mecanismo. Se han descrito cinco posibles mecanismos mediante los cuales las
concentraciones de citocinas se pueden incrementar en el SNC, resultando en un cuadro
neuro inflamatorio: 1) estimulacién vagal o por otro nervio aferente, 2) liberadas por
células del sistema inmune, 3) estimulacién por érganos, 4) pase directo y 5) liberacion

auto estimulada por el propio SNC activado (Kempuraj y cols., 2016).

Por otro lado, la BHE es una estructura que esta en contacto con componentes
inmunoldgicos que forman la unidad neurovascular (NVU), entre ellos los astrocitos, que
expresan de manera natural la proteina acida fibrilar glial (GFAP), que mantiene una BHE
funcional, de forma normal, entre otras funciones. Sin embargo, esta proteina afecta su
expresion positivamente cuando los astrocitos son activados, con lo que eleva su
expresion en procesos de neuro inflamacion, debido a este fenbmeno esta proteina se

usa como un marcador de activacion glial (Middeldorp & Hol, 2011; Yang & Wang, 2015).

Barrera hematoencefélica en infecciéon por ZIKV

El ZIKV también se ha encontrado a nivel del SNC, lo cual indica que atraviesa la BHE.
En un estudio reciente, se utilizaron dos cepas virales de linaje diferente (africano y

asiatico) para evaluar su citotoxicidad en células de la microvasculatura cerebral de
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cerebro humano, observando que ambas células producian citocinas proinflamatorias,
principalmente IL6, lo cual ayuda a reclutar y activar otras células. En este estudio, el
ZIKV no alterd la permeabilidad de la BHE en cultivos celulares, lo cual sugiere que el
virus pasa a través de algin mecanismo de transcitosis (Papa y cols., 2017). Por otro
lado, se ha demostrado que el ZIKV puede utilizar los exosomas como mediadores de la
transmision viral entre las neuronas, aumenta la expresion de SMPD-3 (esfingomielinasa
requerida para la biogénesis de exosomas), y que los exosomas pueden transportar el
contenido viral (ARN, proteina E) con capacidad de infectar a otras neuronas sanas
(Mustafa y cols., 2019; Zhou y cols., 2019). Finalmente, en nuestro grupo de trabajo, se
demostré que los monocitos humanos (THP-1) infectados con ZIKV son capaces de

alterar la BHE (Avilez Avilez, 2020).

Con base en estas observaciones, se propuso el siguiente Planteamiento del problema:

Planteamiento del problema

El ZIKV es un Flavivirus emergente que puede ocasionar casos de infeccion asociados
a enfermedades neurolégicas de gravedad, tanto en adultos como en neonatos (Song y
cols., 2017) La interaccion entre el vector y el hospedero humano durante la infeccion por
ZIKV aun no esta totalmente esclarecido, no obstante, recientemente se ha demostrado
gue los exosomas liberados por células del mosquito vector (Aedes spp), tienen un papel
importante en la interaccién huésped-parasito, tal como lo demostraron Vora y cols. en
2018, proponiendo que el DENV puede diseminarse mediante exosomas, lo que también
le permite evadir y/o modular la respuesta inmune del hospedero. Por otro lado, en un
estudio hecho por Zhou y cols. (2018) en un modelo in vitro, demostraron que las VEs

liberadas de células infectadas con LGTV (ISES6, linea celular de garrapata) contenian
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ARN viral, que, a su vez, era capaz de infectar endotelio cerebral humano (células
responsables de formar la BHE). Finalmente, Martinez-Rojas y cols. (2020), reportaron
como el ZIKV puede infectar células de mosquito C6/36, las cuales producen exosomas
cuyo contenido tenia ARN viral, dichos exosomas eran capaces de infectar células sanas,

como monocitos y células del endotelio vascular humano.

El ZIKV es un virus neurotrépico que puede atravesar la barrera hematoencefalica (BHE)
(Papa y cols., 2017), sin embargo, los mecanismos involucrados en la permeabilidad de
la barrera y la etiopatogenia del ZIKV en el SNC no estan completamente dilucidados.
Aunque, en nuestro grupo de trabajo, se ha demostrado que los exosomas liberados por
monocitos humanos (THP-1) infectados con ZIKV alteran la BHE y desencadenan una
respuesta inflamatoria a nivel de SNC in vivo (Avilez-Avilez, 2020). La relacion que existe
entre las VEs y la infeccién viral dltimamente ha despertado el interés de los
investigadores. Con respecto a ZIKV, hay una relacion en la patogenia con la
participacion de exosomas como se menciond anteriormente; sin embargo, hasta el
momento se desconoce la relacion que existe entre los exosomas liberados por células
C6/36 (células del mosquito vector) con respecto a la BHE. Por lo tanto, planteamos la

siguiente hipotesis de trabajo:

Hipotesis
Los exosomas provenientes de células C6/36 (células del mosquito vector) infectadas

con ZIKV pueden provocar un incremento en la permeabilidad de la barrera

hematoencefalica en ratones BALB/c.
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Objetivo General

Estudiar la participacién de exosomas liberados de células C6/36 infectados con ZIKV

(exZIKV) en la permeabilidad de la BHE, en ratones macho BALB/c, identificando si

producen alguna alteracion en la barrera.

Objetivos particulares

1.

Conocer el titulo del stock viral (previamente amplificado) por medio de un ensayo de
placa litica en células Vero.

Los cambios morfologicos inducidos por ZIKV se evallan por microscopia de campo
claro para determinar las condiciones 6ptimas de infeccion en células C6/36.
Detectar la presencia de la proteina E viral de ZIKV por citometria de flujo (CF) para
determinar las condiciones 6ptimas de infeccion en células C6/36. Las condiciones
Optimas permitiran una mayor recuperacion de células C6/36 infectadas con ZIKV.
Evaluar la presencia de una proteina homodloga a la tetraspanina CD63 humana
(marcador exosomal), en la superficie de células C6/36, para determinar la mejor
condicién con un mayor rendimiento en el aislamiento de exosomas.

Obtener exosomas purificados provenientes de células C6/36 naive o infectadas por
ZIKV (exZIKV) mediante ultracentrifugacion diferencial.

Detectar la presencia de exosomas obtenidos por ultracentrifugacion diferencial
mediante la deteccidn de la proteina homoéloga a CD63 humana en células C6/36 por
CF.

Evaluar la morfologia de exosomas liberados de células C6/36 mediante

caracterizacion por microscopia electrénica de transmision (TEM?),
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8. Estandarizar las condiciones de infeccion por ZIKV en un modelo murino de ratones
macho BALB/c mediante ensayos de permeabilidad de la BHE con los trazadores Na-
fluoresceina y azul de Evans, mediante la deteccién de fluorescencia.

9. Conocer el efecto que exosomas liberados de células C6/36 infectadas con ZIKV,
tienen sobre la permeabilidad de la BHE en un modelo murino de ratones macho
BALBY/c, con los trazadores Na-fluoresceina y azul de Evans, mediante la deteccién

de fluorescencia.
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Disefio experimental

Titulacion (ensayo de placa

litica) y amplificacion de Cultivo de células C6/36

ZIKV MR-766

|
Infeccion de C6/36 con ZIKV
(Citometria de flujo/microscopia
Optica)
|
Detecciéon de CD63 en células
C6/36 infectadas con ZIKV
(Citometria de flujo)
[

Aislamiento de exosomas
provenientes de células C6/36
infectadas con ZIKV (exZIKV)
[ultracentrifugacion diferencial]

Caracterizacion morfolégica
(Microscopia  electrénica de
transmision)

Deteccidon del marcador
exosomal CD63
(Citometria de flujo)

Ensayo de permeabilidad de la BHE en un

modelo murino (BALB-c)
[exosomas de células infectadas con ZIKV (exZIKV) y
ZIKV (control +); Na-fluoresceina/Azul de Evans]
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Materiales y métodos

Lineas celulares y virus

Se utilizaron células epiteliales de rifion de mono (Vero ATCC CCL-81) y células de lisado
de larva (C6/36, ATCC CRL-1660) de mosquito Aedes albopictus. Las células Vero se
mantuvieron en medio DMEM (Biowest) suplementado con suero fetal bovino (SFB,
Gibco) al 5%, L-glutamina al 1% (200mM, Biowest), 1% de solucion de antibioticos
(10,000U/mL de penicilina, 10mg/mL de estreptomicina y 25ug/mL de anfotericina B,
Biological Industries) y se incubaron a 37°C con 5% de CO2 (Incubador Series 8000 WJ
CO2, Thermo Fisher Cientific). Las células C6/36 se mantuvieron en medio L-15
(Biowest), suplementado con SFB al 10%, triptosa fosfato al 1% (Difco), L-glutamina al
1%, solucion de antibidticos al 1% y se incubaron a 28 °C acondicionado en condiciones

minimas de CO2. Se utilizé la cepa de ZIKV Macacus rhesus (MR) 766.

Titulacion viral por ensayo de placa litica

En la titulacion viral se usaron monocapas confluentes de células Vero, incubadas en
placas de cultivo de 24 pozos (Corning) con medio DMEM (suplementado con SFB al 5%,
1% de L-glutamina y 1% de antibidticos) a 37°C y 5% de CO.2. Se hicieron diluciones
seriadas de 1:10 de un stock viral concentrado de ZIKV con medio DMEM no
suplementado. Con una confluencia del 90% las células se infectaron con 0.4mL de las
alicuotas de ZIKV, obteniendo un factor de dilucién entre cada pozo de 10 hasta 102
las células fueron incubadas a 37°C con 5% de CO: por dos horas. El in6culo viral se
retir6 de cada pozo y se hizo un lavado con PBS 1x (pH 7.4), posteriormente los pozos
fueron cubiertos con 1mL de medio DMEM suplementado al 2.5% de SFB con 1% de

metilcelulosa, e incubadas a 37 °C con 5% de CO: hasta observar formacion de placas
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en los pozos (14 dias). Posteriormente, las células se fijaron con metanol al 96% por 15
min y se tifieron con cristal violeta al 1%. El titulo viral se expresé en Unidades

Formadoras de Placa por mL (UFP/mL) y se calcul6 con la siguiente formula:

n
UFP/mL = ———
/mL = WDy

En donde, n corresponde al promedio del nimero de placas contadas, V al volumen de

la dilucién colocado en el pozo y FD a la dilucion en que se contaron las placas.

Amplificacion de ZIKV en células C6/36

Cultivos celulares confluentes de células C6/36 se inocularon con 20uL de stock de ZIKV
(8x10° UFP/mL) con medio L15 suplementado en cajas de cultivo F25 (Nest) y se
incubaron a 28 °C con condiciones minimas de CO2 durante 2h. Transcurrido el tiempo
se retirg el indculo y se agregd medio L15 suplementado (SFB al 10%, 1% de triptosa
fosfato, 1% de L-glutamina y 1% de antibi6ticos), y los cultivos celulares se incubaron a
28 °C con condiciones minimas de CO: hasta observar el mayor efecto citopatico
aproximadamente en el 90% del cultivo. Los cambios en la morfologia de las células se
evaluaron mediante microscopia Optica (Olympus IX71), se obtuvo la cosecha viral
mediante el desprendimiento de la monocapa celular, mediante choque térmico por
congelacion-descongelacion a 4°C, llevado a cabo tres veces. Se prepararon alicuotas

virales de 500 uL y se almacenaron a -70°C (REVCO ULT1786) hasta su uso posterior.
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Infeccion de células C6/36 con ZIKV

Para determinar las mejores condiciones en las que el ZIKV infecta a células C6/36, se
llevé a cabo una cinética de infeccion a las 24, 48 y 72 horas, se pusieron 5x10° células
por pozo (en una placa de 12 pozos), con 3 mL de medio L-15 suplementado. Al llegar a
una confluencia del 90%, las células se infectaron con ZIKV a diferentes MOI (1, 3y 5),
se dejaron dos horas de adsorcion acondicionado en niveles minimos de CO:.
Posteriormente, se retird el inéculo viral y se adicionaron 3 mL de medio L-15
suplementado, se incubaron las células acondicionadas a niveles minimos de COzg,
durante 24, 48 y 72h PI. Se realiz6 un lavado con PBS 1X al término de cada periodo P,
después las células se resuspendieron por pipeteo con medio L-15 suplementado, se
homogenizaron y se traspasaron a microtubos de 1.5mL (Labcon), para su uso posterior.
Se traté un cultivo celular como control negativo, el cual fue sometido a las mismas

condiciones que las células infectadas.

Determinacion de la proteina E de células infectadas por ZIKV mediante
Citometria de Flujo

Las células C6/36 transferidas en los microtubos de 1.5mL se centrifugaron (Eppendorf
Centrifuge 5415 R) para retirar el medio de cultivo a 6400 rpm por 10 min a una
temperatura aproximada de 28°C y el pellet celular se lavé con PBS 1X; se fij6 con
paraformaldehido al 2% (Sigma) por 5 min a 4°C y se lavo con PBS 1X. Posteriormente,
las células se incubaron a temperatura ambiente con albumina sérica bovina (BSA,
Biowest) al 2% para el bloqueo de sitios inespecificos, por un periodo de 30 minutos, se
lavaron con BSA al 0.5% y se incubaron con un anticuerpo primario proveniente de raton
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anti-ZIKV (Catalogo #CABT-B8528, CD Creative Diagnostics, New York, NY, USA) a una
dilucion 1:300 en BSA al 0.5% en frio y agitacion constante de 1000 rpm por toda la
noche. Al terminar el periodo establecido, las células se lavaron con BSA al 0.5% y se
incubaron con un anticuerpo policlonal secundario anti-raton acoplado al fluoréforo Alexa
555 (Catalogo #A-31570, Thermo Fisher Scientific) en una dilucién 1:500 en BSA al 0.5%,
a temperatura ambiente con agitacion constante de 1000 rpm y protegidos de la luz. Los
pellets resultantes se lavaron con BSA al 0.5% y se pasaron a tubos para citdmetro donde
se analizaron con el equipo FACSCalibur y los datos generados se analizaron con ayuda

del programa FlowJo V10. Este experimento fue llevado acabo por triplicado.

Determinacion de la tetraspanina CD63 en células C6/36 infectadas con ZIKV

Como se menciond anteriormente, existe una TSP en el mosquito que es esencial para
la formacion de exosomas, la cual es una proteina homologa a CD63 humana (Ahmed y
cols., 2021). Por lo que, para evaluar la presencia de CD63 (en células infectadas con
ZIKV) en la superficie de las membranas celulares, se llevo a cabo una cinética de
infeccidon considerando la dosis 6ptima de infeccion (MOI 1) a tiempos de 24, 48y 72h Pl
con dos controles negativos, uno con células tratadas en las mismas condiciones que las
células infectadas, el cual sera mencionado como mock y otro con células sin anticuerpo
el cual serd mencionado como control negativo. Las células se resuspendieron con
medio L15 suplementado, se homogenizaron por pipeteo y se traspasaron a microtubos
de 1.5mL, para retirar el medio de cultivo se centrifugaron a 6400 rpm por 10 min a una
temperatura de 28°C, y se lavaron con PBS 1X. Posteriormente, las muestras se fijaron
y bloquearon los sitios inespecificos, tal como se hizo para la determinacion de la proteina

E viral. Las muestras se incubaron con un anticuerpo monoclonal de ratéon anti-CD63
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humano (Catalogo #557305, BD Pharmingen) en una dilucién 1:20 al 0.2% de BSA, por
una hora a temperatura ambiente con una agitacion constante de 1000 rpm y protegidos
de la luz. Los pellets resultantes se lavaron con BSA al 0.2% y se pasaron a tubos para
citbmetro para su analisis en el equipo FACSCalibur. Los datos generados se analizaron

con ayuda del programa FlowJo V10. Este experimento fue realizado por triplicado.

Preparacion de Suero Fetal Bovino reducido en exosomas

El suero fetal bovino (SFB de Gibco) se puso en tubos conicos (Corning) y se llevé a cabo
una centrifugacion diferencial, utilizando la ultracentrifuga Beckman XL-90, rotor SW-28,
a una velocidad constante de 25,000rpm por un periodo de 18h, segun lo establecen los
protocolos de la ISEV (International Society of Extracellular Vesicles) (Théry y cols.,
2018). Posteriormente se recolectdé el sobrenadante, y se hicieron alicuotas que se

almacenaron a 2°C para su uso posterior.

Aislamiento de VEs provenientes de células infectadas con ZIKV, mediante
ultracentrifugacion diferencial

Células C6/36 confluentes en cajas F75 se infectaron con ZIKV a una MOI de 1, se
dejaron a un tiempo de adsorcion de 2h a 28°C acondicionadas a niveles minimos de
COg2, al pasar ese periodo se retird el indculo viral y se adicioné medio L15 suplementado
al 10% con SFB reducido en exosomas, se volvieron a incubar a 28°C. Al pasar 72h P,
se recolectaron las células en tubos conicos de 50mL (Nest). Posteriormente, las
muestras se centrifugaron a una velocidad inicial a 1900 rpm por 10 min, posteriormente
se centrifugaron a 3,500 rpm por otros 10 min, se recolectd el sobrenadante y se coloco
en los tubos para ultracentrifuga. Las muestras se colocaron en el rotor SW28 en la

ultracentrifuga, la cual se programdé a una velocidad de 7000 rpm por 35 min.
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Posteriormente, el sobrenadante se recolecté en tubos para ultracentrifuga y las
muestras se centrifugaron a 24,800 rpm por 70 min. Se desechd el sobrenadante, y el
pellet se resuspendié con mucho cuidado utilizando PBS 1Xy se filtr6 con papel Whatman
con poro de 0.22um al vacio, se recolecto el liquido resultante del fondo del matraz. Se
paso el contenido del matraz a tubos para ultracentrifuga y se centrifug6 a una velocidad
de 24,800 rpm durante 70 min. Al finalizar esta centrifugacion, se procedio a colectar el
pellet utilizando PBS 1X. Se hicieron alicuotas y se conservaron a -70°C hasta su uso
posterior. Por otro lado, se utilizd un cultivo mock como control (un cultivo celular no

infectado se traté del mismo modo que las células infectadas).

Deteccidén de exosomas CD63* provenientes de células C6/36 infectadas con ZIKV
mediante acoplamiento a perlas paramagnéticas

Se evaluo la presencia de exosomas provenientes de células C6/36 infectadas con ZIKV
(exZIKV) mediante el acoplamiento de exZIKV a perlas paramagnéticas que reconocen
a CD63 (Tetraspanina presente en exosomas), mediante citometria de flujo. Se
resuspendieron las perlas paramagnéticas durante 30s en vortex, se adiciondé una
cantidad equivalente a 60ul en microtubos de fondo redondo que contenian 200ul de
albumina sérica bovina (BSA) al 0.5%. Se colocaron las perlas en un magneto durante 1
min, y se retird el sobrenadante por pipeteo; posteriormente se adicionaron 100ul de la
muestra, ya sea alicuota de exZIKV o muestra Mock. Posteriormente, se mezclé cada
alicuota con las perlas, y las muestras se dejaron incubando a 4°C y 1000 rpm por 18h.
Las muestras se lavaron dos veces, la primera con 300ul de BSA al 0.5%. y la segunda
con 400ul de BSA al 0.5%. Una vez lavadas, a las muestras se les afiadié 100ul de

anticuerpo anti CD63-PE humano (en una dilucion 1:20 en BSA al 0.5%), y se dejaron
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incubando a temperatura ambiente durante 1h protegidas de la luz. Las muestras se
transfirieron a tubos para citbmetro y se analizaron en el FACSCalibur con el lector
Picoeritrina (PE). Los datos generados fueron analizados utilizando el software FlowJo

V.10.

Caracterizaciéon de los exosomas de células C6/36 infectadas con ZIKV (exZIKV)
mediante microscopia electrénica de transmisién

Cultivos de células C6/36 en cajas de cultivo F75 sin estimulo (mock) e infectadas con
ZIKV (MOl 1 72h) se prepararon para el aislamiento de exosomas y posterior
caracterizacion por microscopia electrénica de transmision (TEM?), una vez que las
células se recolectaron, se centrifugaron y el pellet se fij6 en una relacién 1:1 con
glutaraldehido al 2.5% (EMS) y paraformaldehido al 4% (Sigma) por 2 h a temperatura
ambiente. Se hicieron lavados con PBS 1X. Posteriormente las células se incubaron con
tetradxido de osmio al 2% durante 90 minutos a temperatura ambiente. El pellet se lavo
con PBS 1X y se deshidraté con soluciones concentradas de etanol de manera
ascendente (30, 50, 70, 80, 90 y 96%). Se efectuaron tres pases en etanol absoluto (de
5 min cada uno) y posteriormente tres pases en Oxido de propileno a temperatura
ambiente. El pellet se coloc6 en una mezcla relacion 1:1 de 6xido de propileno/resina
epoOxica durante 18 h, al terminar el tiempo de incubacion, las células se fijaron en resina
epoxica pura a 60°C durante 48 h, después se hicieron microcortes de 40-50nm utilizando
un ultramicrotomo (Leica EM UCY7, Leica Microsystems, Buffalo Grove, IL, USA). Las
muestras se montaron en rejillas de cobre y se cubrieron con formvar. Para contrastar las
muestras se utilizd primero acetato de uranilo por 30 min, y posteriormente citrato de
plomo por 10 min a temperatura ambiente. Las muestras se observaron mediante un

microscépico electrénico de transmisién (JEM1010 model; JEOL, Peabody, MA, USA)
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gue opera a 80kV, se tomaron fotos correspondientes con una camara especializada
adaptada al microscopio (CCD300-RC) y las imagenes resultantes se analizaron

utilizando el software ImageJ.

Determinacion de proteina de exZIKV mediante BCA

La concentracion de proteinas que contenian las muestras de exZIKV, se evalud
utilizando el kit Micro BCA Protein Assay kit (método del acido bicinconinico). Las
soluciones se prepararon segun las instrucciones del provedor (Thermo-Fischer-
Scientific) y se pusieron por separado en tubos cénicos de 15mL (Nest) protegidos de la
luz. Por otro lado, se prepard una solucion de albumina de 5mg/mL, para hacer una curva
de calibracion de proteina, la cual se hizo diluyendo con PBS 1X (1:10) la solucién de
albumina y posteriormente se hicieron diluciones seriadas 1:2 en PBS 1X en pozos de
placa con fondo plano (Nest). Se tomaron alicuotas de 30uL del aislamiento de exosomas
(tanto mock como exZIKV), y se diluyeron en una relacién 1:10 en PBS 1X, se agregaron
las soluciones del kit previamente preparadas hasta alcanzar un volumen final de 300pL.
Se agregaron 100uL de muestra en cada pozo y se incubaron las muestras a 60°C
durante una 1h, posteriormente se midio la absorbancia de las muestras con ayuda de
un espectrofotdmetro (Multiskan Ascent spectrophotometer Thermo Labsystems) a una
longitud de onda de 562nm, utilizando el software Ascent versién 2.6. La concentracion
de proteina de cada muestra se estimé a partir la curva de calibracion previamente

descrita. La medicion de la absorbancia se llevé a cabo por triplicado.
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Evaluacion de la permeabilidad de la barrera hematoencefélica durante la
infeccion por ZIKV en un modelo murino

Los ensayos de permeabilidad se realizaron en ratones macho BALB/c de 20-25g de
peso, de 2-3 semanas (Unidad de Manejo de Modelos Bioldgicos, 11B, UNAM). Las dosis
de ZIKV (1.0 x 10% y 1.0 x 10° UFP) se administraron via IP, esta ruta de administracion
es la mas sencilla de aplicar, ademas de que distribuye el ZIKV de manera homogénea
en el raton, a diferencia de la via intracerebral donde la infeccién simplemente se asienta
en el SNC (Musso & Gubler, 2016). La seleccion de las dosis virales estuvo sujeta a los
criterios de Aubry y cols., (2021), donde al realizar cinéticas de infeccidon para una cepa
de linaje africano (MR766), observan que hay cargas virales desde dosis de 1.0 x 103
UFP hasta tener un pico maximo pasadas 72h PI, en ratones AG129. Por lo tanto, para
evaluar la cinética de infeccion por ZIKV en ratones BALB/c y porque en un modelo in
Vivo no puede establecerse una MOI determinada, se siguio con las dosis y tiempos antes
descritos. Por lo tanto, los ratones se inocularon por via IP con 102 o 10° UFP de ZIKV,
en un volumen final de 200uL (PBS 1x), a las 24 y 48 horas PI. Los experimentos se
hicieron por triplicado (con una n=3 para cada condicién), como control negativo se

utilizaron ratones no expuestos al virus.

La evaluacion de la permeabilidad de la BHE se hizo siguiendo la metodologia
propuesta por Gmez-Gonzalez y cols., (2013), donde al concluir los periodos de tiempo
antes mencionados se realiz6 la siguiente metodologia: los ratones fueron anestesiados
con una dosis letal de pentobarbital sédico y se les administré 100uL de una solucion de
Azul de Evans (Img/mL, SIGMA E2129-10G) con Na-Fluoresceina (10mg/mL SIGMA

F6377-100G) via intracardiaca por tres minutos. Gomez-Gonzaléz y cols. (2013) detallan
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gue el azul de Evans (AE) es un trazador que, al alcanzar la circulacion sanguinea, se
conjuga con la albumina sérica y forma compuestos estables de alto peso molecular, y al
atravesar la BHE, puede indicar un aumento en el transporte de proteinas del torrente
sanguineo hacia el SNC, aunque no siempre es el caso, ya que Saunders y cols., (2015)
mencionan que el azul de Evans es un trazador que puede unirse a componentes
celulares e incluso ser capturado por ciertos linajes celulares como astrocitos, por lo que,
decidimos utilizar otro trazador, para evaluar en conjunto el dafo a la integridad de la
BHE, el Na-F. El Na-F es un trazador fluorescente mas pequefio que sirve para detectar
el paso de moléculas mas pequefias, ya que se ha demostrado que es estable, y no forma
conjugados con proteinas séricas, pero menos permeables, a través de la BHE
(Saunders y cols., 2015). En este estudio, los trazadores fueron administrados
intracardiacamente segun lo aborda Nag, (2003) porque a través de esta via se asegura
una distribucion rapida y homogénea de las sustancias en el cerebro del raton y para

detectar la minima alteracion de la permeabilidad a la BHE

Posterior a la administracion de los trazadores, se perfunde a los animales con
solucion salina isoténica (0.9% NaCl) durante tres minutos, ya que como abordan
Saunders y cols., (2015) el azul de Evans puede quedar remanente en los capilares que
tienen contacto con la BHE, por lo tanto, la perfusién ayuda a retirar el excedente de

colorante.

Una vez obtenidos los cerebros, se extrajeron las regiones cerebrales: cerebelo, corteza
cerebral y areas subcorticales (ganglios basales e hipocampo), y las muestras cerebrales
se depositaron en microtubos de 1.5mL. Para este estudio, la seleccién de las areas del

cerebro para la evaluacién de la permeabilidad de la BHE luego del estimulo con ZIKV y
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exosomas de células C6/36 infectadas, se baso6 en el reconocimiento de la BHE como
una estructura dinamica a través del cerebro y de que existen regiones cerebrales
desprovistas de ésta, como los érganos circunventriculares (Escobar & Gonzélez, 2008),
las cuales fueron descartadas. Por otro lado, se ha descrito que el ZIKV atrofia las
regiones corticales y subcorticales e induce la malformacién de estructuras cerebrales
como el vermis cerebeloso en fetos y recién nacidos diagnosticados con SCZ (Torres,
2017). Por este motivo se decidid evaluar cerebelo, corteza cerebral y regiones

subcorticales.

Las muestras se homogenizaron con PBS 1X (400uL) y posteriormente se centrifugaron
a 13500rpm/10min a 4°C; se descarto el pellet, y al sobrenadante se le adicioné metanol
(400uL), y se centrifugd en las mismas condiciones previamente descritas. Finalmente,
se agregaron 100uL (por triplicado) de sobrenadante de cada muestra cerebral en
microplacas de 96 pocillos de fondo plano, y se evalué mediante determinacién de
fluorescencia; donde Na-Fluoresceina (Na-F) emite a 535nm, y el azul de Evans emite a
595 nm. Para determinar la cantidad de trazador en las muestras, se elabor6 una curva
de calibracién de cada trazador (Na-F o EB) de la siguiente manera: se depositaron 100uL
de la solucion de trazadores (10mg/mL Na-F, 1mg/mL EB) en el pocillo (en la microplaca
de 96 pocillos de fondo plano); a partir del primer pocillo se hicieron diluciones seriadas
1:2 de la solucién concentrada de trazadores, se mezclo por pipeteo y se realizo la lectura
de fluorescencia como se mencioné anteriormente. La curva de calibracion se elaboro

para cada solucion preparada de trazadores. El experimento fue realizado por triplicado.
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Evaluacion de la permeabilidad de la barrera hematoencefélica en un modelo
murino por exZIKV

Para determinar posible participacion de exZIKV en la alteracién en la permeabilidad de
la BHE en un modelo in vivo, se utilizaron ratones macho Balb/c de 20-25g de peso,
inoculados via IP con 25, 50 y 100 ug de proteina de exZIKV a 24, 48 y 72h post
inoculacion; como control negativo se utilizaron ratones no expuestos al virus, con una
poblacién de n=3 para cada condicion. Para preparar el indculo, se hicieron alicuotas de
exZIKV con las concentraciones antes descritas a un volumen final de 200 uL con PBS
1X; posteriormente las muestras fueron irradiadas en tres ciclos consecutivos con luz UV
a 1200ud (x100) con Stratalinker 1800 (Stratagene) para inactivar posibles particulas
virales existentes en la muestra de los exosomas. El procedimiento para evaluar la
permeabilidad de la BHE se llevd a cabo de la manera mencionada anteriormente para
la infeccién con ZIKV, iniciando con la administracion de una dosis letal de pentobarbital
sédico, siguiendo los pasos de la metodologia antes descrita hasta culminar con la lectura

de los pocillos por fluorescencia. El experimento fue realizado por triplicado.

Analisis estadistico

Los datos obtenidos en los diferentes experimentos se obtuvieron a partir de ensayos
hechos por triplicado. Los datos obtenidos en los ensayos de citometria de flujo fueron
analizados utilizando el software FlowJo version 10.6.1. Los gréaficos y el analisis
estadistico de las diferencias significativas se obtuvieron gracias al software GraphPad
Prism 6.0.7. Los valores fueron expresados como el promedio * la desviacion estandar y

evaluados con pruebas de t- de student no emparejadas.
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Resultados
Titulacion de ZIKV por ensayo de placa litica

La titulacién del ZIK se llevo a cabo utilizando un stock viral haciendo diluciones seriadas
base 10 en medio DMEM no suplementado con 1% de metilcelulosa, hasta alcanzar una
dilucién final de 1X10%2. La formacion de placas liticas se observo a partir del dia 7 post
infeccion PI. A los 14 dias PI se fijaron y tifieron las células para contar las placas liticas.
La dilucion de 1010 se utilizd para determinar el titulo viral, tomando como criterio el Gltimo
pozo donde haya formacion de placas liticas (flechas blancas) contables, (figura 8). Al
aplicar la formula correspondiente, UFP/mL= n / (V x FD), donde n es el promedio de
placas liticas contadas en 1X101° (n1=22 y n>=14); V es el volumen del in6culo viral

(0.4mL) y D, la tltima dilucién en la que se observaron las placas liticas (1019).

Sustituyendo los valores en la férmula obtenemos el titulo viral correspondiente:

Figura 8. Titulacion de ZIKV por ensayo de placa litica

18UFP
0.45x107"°mL

Titulo viral=

Titulo viral = 4.0x1 011 UFP/mL

50



Cinética de infeccién de células C6/36 con ZIKV mediante la detecciéon de la
proteina E viral por citometria de flujo

La cinética de infeccién con ZIKV en células C6/36 se llevo a cabo para determinar las
condiciones de tiempo y cantidad viral en la cual se presenta el mayor efecto citopatico.
Se evaluaron distintas multiplicidades de infeccion del ZIKV (MOI 1, 3 y 5), utilizando
como control negativo, células no infectadas en los diferentes tiempos post infeccion (P1)

24, 48y 72h.

En los cultivos de células C6/36 control, no se observan datos de alteracion morfolégica,
o dafio celular ya que la monocapa esté integra (figura 8), a diferencia de las células
infectadas desde las 24 horas PI, en donde se observa (flechas negras) la formacion de
vacuolas y células gigantes tanto a una MOI=1 como MOI=5, con incremento del efecto
citopatico a las 48 horas con respecto a las células sin infectar. Al final de la cinética de
infeccion a las 72 horas, se puede observar que hay desprendimiento de la monocapa
celular en la MOI 5, a diferencia de la MOI 1, observandose principalmente agregados
celulares (células gigantes) y formacion de vacuolas. El efecto citopatico antes descrito,

se present6 Unicamente en las células C6/36 en presencia del ZIKV.
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MOI 5

MOl 1

Mock

Figura 9. Células C6/36 infectadas con ZIKV por microscopia de campo claro. Se observa la

lular de las diferentes dosis del ZIKV con respecto al tiempo. Las flechas negras indican la

morfologia ce

presencia de cambios en la estructura celular tipica (efecto citopatico).
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En la figura 10 se observa un incremento en el porcentaje de células infectadas con
ZIKV con respecto al control, éste incremento es debido a la presencia de la proteina E.
Se puede observar un incremento en la presencia de la proteina E viral, en células
infectadas desde una MOI 1 a las 24h PI. Se puede observar que el control negativo tuvo
una auto fluorescencia con una respuesta inespecifica de 4.75 + 0.22%, al sustraer este
valor a las muestras, el mayor porcentaje de células positivas a la proteina E viral se
presento en las células infectadas con una MOl de 1 a las 48 h Pl con 18.45 + 1.12% de
células positivas; el porcentaje minimo de células C6/36 positivas a la proteina E viral fue

de 6.2 £ 0.19 a una MOI de 5 a las 72h PI (figura 10).
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Figura 10. Deteccién de proteina E viral en células C6/36 infectadas con ZIKV. Se puede observar un
incremento del porcentaje celular positivo a la presencia de la proteina E de ZIKV sobre la superficie celular,
en diferentes condiciones (MOI 1, 3 y 5) y a distintos tiempos PI (24, 48 y 72h). Se coloca un grafico
representativo para cada condicién de un experimento hecho por triplicado, donde se calcula el promedio
y la desviacion estandar del porcentaje de células positivas a la proteina E viral de ZIKV, se coloca la

respuesta inespecifica del control negativo.
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En la figura 11 se observa que en todas las condiciones evaluadas hay una diferencia
significativa en el porcentaje de células positivas a la proteina E viral con respecto al
control negativo, que tiene una respuesta inespecifica; esta diferencia significativa se
indica con asteriscos. Se puede observar que a una MOI 1 existe una diferencia
significativa con respecto a las diferentes dosis evaluadas a las 24 y 48h Pl con respecto

a las 72h PI con una p<0.0001.

>

) 24h 48h 72h

251 - 307 201

Células C636 + ZIKV (%)

Células C636 + ZIKV (%)

Células C636 + ZIKV (%)

MOl 1

301

201

Células C636 + ZIKV (%)

Figura 11. Deteccion de proteina E viral en células C6/36 infectadas con ZIKV. A) Graficos
correspondientes al porcentaje de células positivas a la proteina E viral de ZIKV a ls 24, 48 y 72h Pl; y a
diferentes dosis. B) Grafico donde se compara el porcentaje de células positivas a la proteina E viral con
una dosis de MOl de 1 alas 24,48y 72h PI.
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En la figura 12 se puede observar como el porcentaje de IMF para las células control es
de 12.4 + 0.46, como parte de una respuesta inespecifica; al sustraer este valor a las
células C6/36 infectadas con ZIKV, tenemos un valor minimo de IMF de 42.5 + 0.51, y un
valor maximo de 56.0 + 0.78, debido a la presencia de la proteina E viral. El aumento en
el porcentaje de IMF de las células infectadas con ZIKV es de por lo menos 4.4 veces por
arriba del control. En el andlisis estadistico, se encuentra que hay diferencia significativa
de la poblacién celular infectada con ZIKV con respecto al control (p<0.0001), sin
embargo, no existe diferencia significativa del porcentaje de IMF entre las distintas dosis

empleadas (p<0.0001).
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Figura 12. Deteccidn de proteina E viral en células C6/36 infectadas con ZIKV. A) Gréficos
correspondientes al porcentaje de IMF de células infectadas con ZIKV a las 24, 48 y 72h PI, y a diferentes
dosis. B) Grafico donde se compara la IMF de células infectadas con ZIKV con una dosis de MOl de 1 a
las 24, 48 y 72h PI.
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De acuerdo a los datos obtenidos, en los siguientes experimentos se utilizara una MOI
de 1 y 48h PI, esto es, debido a que en esta condicién puede observarse la mayor
cantidad de células positivas a la proteina E viral con un porcentaje de 18.45 + 1.12% y

un porcentaje de IMF de 4.7 veces mas elevado con respecto al control negativo.

Deteccion de la tetraspanina CD63 en células C6/36 infectadas con ZIKV

Se evalud la presencia de la tetraspanina CD63 en las células infectadas con ZIKV para
poder establecer la mejor condicion en la cual las células podrian producir exosomas y
utilizar este dato en los ensayos de purificacion de exosomas, ya que durante la formacion
de endosomas tempranos la CD63 se internaliza en la célula, siguiendo la ruta
endosomal. En el tiempo 6ptimo de internalizacion de CD63 se llevara a cabo la
purificacion de las VEs (exosomas). Para ello, cultivos de células C6/36, se infectaron
con ZIKV a una MOI = 1 (la dosis de infeccion con el mayor porcentaje de células positivas

a la proteina E viral), a las 24, 48 'y 72h.

En la figura 13 se denota la presencia de la tetraspanina CD63 en la superficie de las
células C6/36. El porcentaje de células positivas a la tetraspanina CD63 se ve aumentado
en células infectadas con ZIKV hasta en un 53.7% £ 1.49, con respecto a células sin
infectar (mock) con 20.84% + 0.17, por otro lado, las células control negativo tuvieron una
respuesta inespecifica de un 0.95% + 0.07. Se puede notar que existe al menos un
aumento de 1.6 veces en la deteccion de la tetraspanina en células infectadas con ZIKV
(33.73% £ 1.66) con respecto a las células no infectadas (20.84% + 0.17). Se muestra
una diferencia significativa, entre las células infectadas a una MOI 1 48h PI con respecto

al mock (p<0.0001).
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Figura 13. Deteccién de la tetraspanina CD63 en células C6/36 infectadas con ZIKV. Se puede

observar una expresion basal de CD63 en células control (mock) en comparacion a un control sin marcar.

A distintos tiempos y dosis hay un mayor porcentaje de positividad a CD63 con respecto a los controles.

Se coloca un gréfico representativo para cada condicion de un experimento hecho por triplicado. Se puede

observar la respuesta inespecifica del control negativo.
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En la figura 14 se observa que en todas las condiciones evaluadas hay una diferencia
significativa en el porcentaje de células positivas a la tetraspanina CD63 con respecto al
mock. Por otro lado, el mock también muestra una diferencia significativa con respecto al
control negativo que tiene una respuesta inespecifica; (esta diferencia significativa se
indica con asteriscos. * para el mock con respecto al control negativo y ** para las distintas
dosis de ZIKV con respecto al mock). No hay una diferencia significativa entre los distintos

tiempos PI con MOI de 1 (p<0.0001).
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Figura 14. Deteccion de la tetraspanina CD63 en células C6/36 infectadas con ZIKV. A) Graficos
correspondientes al porcentaje de células C6/36 positivas a la presencia de la tetraspanina CD63 después
de haber sido infectadas con una MOI 1 de ZIKV a 24, 48 y 72h PI. B) Grafico donde se compara el
porcentaje de células positivas a la tetraspanina CD63 con una dosis de MOl de 1 a las 24,48 y 72h Pl con
respecto al mock y el control negativo. El mock es la expresién basal de la tetraspanina CD63 en células

sin infectar y el control negativo es la respuesta inespecifica sin marcaje.
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En la figura 15 se muestra el porcentaje de la IMF en la presencia de la tetraspanina
CD63 de células C6/36 infectadas con ZIKV. Se observa que a la condicion de MOI 1 a
las 48h PI se obtiene el punto maximo de fluorescencia con 82.8 + 1.82, a diferencia del
mock con un valor de 46.83 + 0.4, existe una diferencia significativa entre la deteccion de
la tetraspanina homologa a CD63 humana (p<0.0001) y se observa un incremento de
hasta 1.8 veces de IMF con respecto a las células sin estimulo viral (mock). Del mismo
modo, se puede observar que hay una diferencia significativa en el porcentaje de IMF
entre las células infectadas y el mock con respecto al control sin marcaje (p<0.0001),
aunque, unicamente a una MOI 1 48h PI se observa una diferencia significativa con
respecto al mock (p<0.0001). Por otro lado, se sabe que la mayor cantidad de exosomas
liberados por células se da posterior a la internalizacion de los dominios ricos en
tetraspaninas (Dogrammatzis y cols., 2019) fendmeno que se observa en una MOI 1 a
las 72h Pl con una disminucién en la presencia de la tetraspanina homdloga a CD63
(33.73% * 1.66), esta informacion es importante, ya que la decisién de utilizar MOI 1 a
las 72h PI para el aislamiento de los exosomas esta basado en los hallazgos encontrados

en la bibliografia.
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Figura 15. Deteccion de la tetraspanina CD63 en células C6/36 infectadas con ZIKV. A) Gréficos

correspondientes al porcentaje de IMF en células infectadas con ZIKV con una MOI 1 de ZIKV a 24, 48y
72h PI. B) Grafico donde se compara el porcentaje de IMF en células infectadas con una dosis de ZIKV
MOI de 1 a las 24,48 y 72h PI con respecto al mock y el control negativo. El mock es la expresion basal de

la tetraspanina CD63 en células sin infectar y el control negativo es la respuesta inespecifica sin marcaje.

Deteccion de exosomas CD63* provenientes de células C6/36 infectadas con
ZIKV, utilizando perlas paramagnéticas

Se evalud la presencia de exosomas CD63* provenientes de células C6/36 infectadas
con ZIKV (exZIKV) mediante el acoplamiento a perlas paramagnéticas; se utilizaron
alicuotas de exosomas provenientes de células control, libres de infeccion (mock) y otra
de exZIKV, las cuales se analizaron por citometria de flujo y se compararon con el grupo

control sin marcaje.
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En la figura 16a se observan perlas acopladas a exosomas CD63* tanto en células
infectadas con ZIKV como en las que carecen del estimulo viral (mock). Existe una
respuesta inespecifica del valor del control sin marcaje con 0.59% + 0.06, por lo que este
porcentaje es sustraido de los otros resultados. Se observa que en células infectadas con
ZIKV hay un mayor porcentaje de positividad a exosomas CD63* siendo de 2.04 £+ 0.02
con respecto a las células mock que es de 1.06% + 0.04. Podemos observar que el
porcentaje de exosomas CD63* de células infectadas por ZIKV (exZIKV) a comparacion
de los exosomas CD63* del mock es por lo menos 1.6 veces mayor (con una diferencia
significativa de p<0.01, figura 16b). Lo anterior sugiere que el estimulo viral puede

provocar un aumento en la sintesis de exosomas.
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Figura 16. Deteccion de exosomas CD63" con perlas paramagnéticas. a) Dot plots que muestran la
poblacion de exosomas CD63* del grupo control sin estimulo viral (mock) y de los exosomas CD63*
liberados de células C6/36 infectadas con ZIKV (exZIKV). Se coloca un grafico de un experimento realizado
por triplicado, se calcula el promedio y su desviacion estandar. b) Gréafico donde se muestra la diferencia

en porcentaje de la presencia de exosomas CD63* de exZIKV con respecto al mock.

Caracterizacién de exosomas de células C6/36 infectadas con ZIKV (exZIKV)
mediante microscopia electronica de transmisién

Para caracterizar la morfologia de los exosomas provenientes de células C6/36
infectadas con ZIKV (exZIKV), como de células sin infectar (mock) se realiz6 una

microscopia electronica de transmision (TEM?).

En la figura 17 se puede observar la presencia de vesiculas extracelulares (VES)
identificadas como productos celulares que contienen una bicapa lipidica. El tamafio de
los exosomas es <200nm (sefialados en la imagen por flechas blancas). Tanto en células
sin infectar (mock) como en células infectadas con ZIKV (exZIKV) puede observarse la

presencia de exosomas.
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Figura 17. Caracterizacién morfolégica de las VEs derivadas de células C6/36 por TEM? a una escala de
500nm. En la parte superior (a, b y ¢) se muestran fotografias a diferentes escalas de VESs sin estimulo y
en la parte inferior (d, e y f) VEs provenientes de células C636 estimuladas con ZIKV a una MOl de 1 a las
72h post infeccion.

Las imagenes de microscopia electronica de transmision (TEM?) denotan la presencia de
vesiculas extracelulares, nos demuestran que las células C6/36 infectadas por ZIKV

producen una poblacion heterogénea de VEs, entre ellas exosomas.

Evaluacion de la permeabilidad de la barrera hematoencefalica durante la
infeccion por ZIKV en un modelo murino

Se evaluo la alteracion de la barrera hematoencefalica (BHE) en ratones macho BALB/c
infectados con distintas dosis del ZIKV a 103, 10°UFP a las 24 y 48 horas PI. Para esto,
se utilizaron 2 moléculas trazadoras de diferente peso molecular. El primer trazador
analizado, con un peso de 960.79g/mol que se une a proteinas plasméaticas de hasta
70kDa fue Azul de Evans (AE), para el cual encontramos que en presencia de ZIKV a las
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24 y 48 Pl existe una permeabilidad de la BHE, tal como se muestra en la tabla 1. La
mayor concentracion de AE se encontré en cerebelo con un valor maximo de 0.067 pg
de AE/mg de tejido, para una dosis de 1.0x10%UFP a las 24h PI; mientras que, a una
dosis de 1.0x103UFP tanto a las 24h Pl como a las 48h Pl se obtuvo la mayor

concentracion de AE con respecto al control, que tuvo una respuesta inespecifica de

0.011.
Regidn cerebral | Cerebelo | Corteza cerebral | Regiones subcorticales | Promedio
(regiones
Dosis/Tiempo PI cerebrales)
1.0x103UFP 24h 0.067 0.057 0.050 0.058
1.0x10°UFP 24h 0.057 0.061 0.051 0.056
1.0x10%UFP 48h 0.059 0.059 0.053 0.057
1.0x10°UFP 48h 0.041 0.043 0.037 0.040

Tabla 1. Evaluacion de la permeabilidad de la BHE en cerebelo, corteza y regiones subcorticales en
un modelo murino infectado con ZIKV. Permeabilidad del trazador Azul de Evans dado en ug de
trazador/mg de tejido utilizando diferentes dosis de ZIKV (1.0x10%UFP y 1.0x10°UFP) a diferentes tiempos
Pl (24 y 48h).

El segundo trazador analizado, con un peso molecular de 376.27g/mol, el Na-
Fluoresceina (Na-F), mostr6 una permeabilidad de la BHE con los valores reportados en
la tabla 2. La mayor concentracion de Na-F se encuentra en cerebelo con un valor
maximo de 0.59ug de Na-F/mg de tejido, a una dosis de 1.0x103UFP a las 24h PI;
mientras que, a una dosis de 1.0x103UFP a las 24h PI y 48h PI se obtuvo la mayor

concentracion de Na-F, con respecto al control, que tuvo una respuesta inespecifica de

0.102.
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Regiodn cerebral | Cerebelo | Corteza cerebral | Regiones subcorticales | Promedio
(regiones
Dosis/Tiempo PI cerebrales)
1.0x103UFP 24h 0.59 0.47 0.38 0.48
1.0x10°UFP 24h 0.55 0.54 0.30 0.46
1.0x103UFP 48h 0.56 0.52 0.32 0.47
1.0x10°UFP 48h 0.39 0.41 0.28 0.36

Tabla 2. Evaluacion de la permeabilidad de la BHE en cerebelo, corteza y regiones subcorticales en
un modelo murino infectado con ZIKV. Permeabilidad del trazador Na-Fluoresceina en ug de
trazador/mg de tejido en un experimento utilizando diferentes dosis de ZIKV (1.0x10%UFP y 1.0x10°UFP) a
diferentes tiempos PI (24 y 48h).

En la figura 18 podemos observar que existe un incremento en la permeabilidad de la
BHE en los ratones infectados con ZIKV, con respecto a los ratones control para los
trazadores evaluados (AE y Na-F). Se presentd una diferencia significativa (p<0.05) para
la permeabilidad de la BHE con 1.0x103UFP en los ratones infectados con ZIKV tanto a
las 24 como a las 48h PI, con respecto a los ratones control. Sin embargo, no existe una
diferencia significativa (p<0.05) en el incremento de la BHE entre las dosis utilizadas de
ZIKV, es decir, a dosis de 1.0x103UFP y 1.0x10°UFP ZIKV; sin embargo, para la
permeabilidad al AE en la corteza cerebral, observamos una diferencia significativa

(p<0.05) a una dosis de 1.0x103UFP a las 48h PI con respecto al control.

Debido al analisis antes descrito, la dosis 6ptima de infeccion del modelo murino con

ZIKV es de 1.0x10%UFP a las 48h PI.

66



0.10

0.08

=}

[=}

(=)
1

0.04

Azulde Evans gg/mg

o o
(=} =}
o N
I 1

0.10

0.08 -

0.06 -

0.04

Azulde Evans gg/mg

Cerebelo

Il control
B 408

10°

24h 48h

Condicion

Corteza
Il control

B 4,0

10°

[=} [=}
o o
o N
L 1

R

0.10 -

[=}
o
©

1

0.06 -

0.04 +

Azulde Evans gg/mg

Condicién

egiones subcorticales

Il control
EEE 18

10°

[=} =}
o =}
o N
| 1

24h 48h

Condicion

Na-Fluorosceina gg/mg Na-Fluorosceina mg/mg

Na-Fluorosceina po/mg

Cerebelo

1.0
Il control
0.8 m 103
0.6 10°
0.4 -
0.2
0.0
Condicién
Corteza
1.0
Hl control
B 50
10°
Condicién
Regiones subcorticales
1.0 7
Hl control
0.8 - m 103
0.6 - Y 40°

Condicién

Figura 18. Evaluacién de la permeabilidad de la BHE en un modelo murino con ZIKV. Permeabilidad
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infectados con distintas dosis de ZIKV a distintos tiempos PI por triplicado, ***p<0.05.
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Evaluacion del indculo de exZIKV en un modelo murino para la permeabilidad de
la barrera hematoencefalica

Se evaluo la permeabilidad a la BHE con distintas dosis de exZIKV (25, 50 y 100ug de
proteina) a 24, 48 y 72h post inoculacion. Como se puede observar en la tabla 3 existe
permeabilidad de la barrera hematoencefélica para el AE, donde podemos observar un
maximo de 0.055ug de AE/mg de tejido, para una concentracién de 50 ug de exZIKV a

las 72h post-inoculacién con respecto al control, con una respuesta inespecifica de 0.005.

Region cerebral .

Cerebelo | Corteza cerebral Regiones z;og%entg

Dossfﬂempo_ ) subcorticales cerebrales)

post-inoculacion

25 ug de proteina 24h | 0.028 0.028 0.021 0.026

50 ug de proteina 24h | 0.028 0.035 0.024 0.029

100 pg de proteina 24h | 0.049 0.055 0.030 0.045

25 ug de proteina 48h | 0.034 0.036 0.028 0.033

50 ug de proteina 48h | 0.038 0.038 0.032 0.036

100 nug de proteina 48h | 0.041 0.037 0.029 0.036

25 ug de proteina 72h | 0.027 0.033 0.027 0.029

50 ng de proteina 72h | 0.063 0.058 0.044 0.055

100 nug de proteina 72h | 0.057 0.047 0.026 0.043

Tabla 3. Evaluacién de la permeabilidad de la BHE con exZIKV en cerebelo, corteza y regiones
subcorticales. Permeabilidad del trazador Azul de Evans en ug de trazador/mg de tejido utilizando
diferentes dosis de exZIKV (25, 50 y 100ug de proteina) a diferentes tiempos post-inoculacion (24, 48 y

72h).
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Como se puede observar en la tabla 4 existe permeabilidad de la barrera
hematoencefalica para el Na-F, donde podemos observar un maximo de 0.516ug de Na-
F/mg de tejido, para una concentracion de 100 ug de exZIKV a las 24h post-inoculacion

con respecto al control, con una respuesta inespecifica de 0.102.

Region cerebral Promedio
Cerebelo | Corteza cerebral . . .
- Regiones subcorticales | (regiones

Dosis/Tiempo

) - cerebrales)
post-inoculacién
25 ug de proteina 24h | 0.317 0.308 0.186 0.270
50 ug de proteina 24h | 0.345 0.418 0.243 0.335
100 pg de proteina 24h | 0.580 0.615 0.354 0.516
25 ng de proteina 48h | 0.279 0.271 0.206 0.252
50 ug de proteina 48h | 0.424 0.381 0.288 0.364
100 pg de proteina 48h | 0.594 0.495 0.311 0.467
25 pug de proteina 72h | 0.252 0.351 0.208 0.270
50 ug de proteina 72h | 0.437 0.438 0.316 0.397
100 pg de proteina 72h | 0.564 0.720 0.270 0.518

Tabla 4. Evaluaciéon de la permeabilidad de la BHE con exZIKV en cerebelo, corteza y regiones
subcorticales. Permeabilidad del trazador Na-Fluoresceina en ug de trazador/mg de tejido utilizando
diferentes dosis de exZIKV (25, 50 y 100ug de proteina) a diferentes tiempos post-inoculacion (24, 48 y
72h).

Como se observa en la figura 19, desde las 24 horas post-inoculacién se observa la
permeabilidad de la BHE, existe una diferencia de por lo menos 0.023 ng de AE/mg de
tejido y de 0.215ug de Na-F/mg de tejido con respecto al control negativo desde dosis de

25ug de proteina hasta 100 ug de exZIKV.

Para la permeabilidad de la BHE al trazador AE, se observé que en el cerebelo a una

dosis de 25ug de proteina de exZIKV a las 24h post-inoculaciéon y a una dosis de 100 nug
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de proteina de exZIKV a las 48h post-inoculacion no existe diferencia significativa
(**p<0.05) con respecto a los ratones control. En la corteza no existe diferencia
significativa (**p<0.05) a dosis de 25ug de proteina de exZIKV a las 24h post-inoculacion,
asi como tampoco a dosis de 50ug de proteina de exZIKV a las 48h post-inoculacion con
respecto a los ratones control. En las regiones subcorticales se observé una diferencia

significativa (**p<0.05) para todas las dosis y tiempos post-inoculacién evaluados.

Para la permeabilidad de la BHE al trazador Na-F, existe una diferencia significativa
(**p<0.05) con respecto al grupo control, con excepcion a las 24 y 48h post-inoculacién
con 25ug de proteina de exZIKV y a las 24h post inoculacion con 50ug de proteina de

exZIKV.

Por otro lado, hay una diferencia significativa entre las dosis inoculadas de exZIKV. En el
cerebelo hay una diferencia significativa (¥ p<0.05) a dosis de 50 y 100ug de proteina de
exZIKV a las 72h post-inoculacién con respecto a dosis de 25ug de proteina de exZIKV,
de por lo menos 0.185ug de Na-F/mg de tejido; mientras que a una dosis de 50ug de
proteina de exZIKV existe una diferencia significativa (¥ p<0.05) de 0.036 ug de AE/mg
de tejido. En la corteza cerebral hay una diferencia significativa (¥ p<0.05) entre dosis de
100ug de proteina de exZIKV a las 48h post-inoculacion con respecto a dosis de 25ug
de proteina de exZIKV de 0.285 ug de Na-F/mg de tejido; ademas, existe diferencia
significativa (****p<0.05) para dosis de 100ug de proteina de exZIKV con respecto a dosis
de 25y 50ug de proteina de exZIKV a las 24h post-inoculacién, de por lo menos 0.197ug
de Na-F/mg de tejido; mientras que a una dosis de 50 ug de proteina de exZIKV existe

una diferencia significativa (¥ p<0.05) de 0.025 pug de AE/mg de tejido. En las regiones
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subcorticales no se observa diferencia significativa entre las distintas dosis inoculadas de

exZIKV.

Los resultados antes descritos sugieren que en las regiones cerebrales analizadas existe
un incremento en la permeabilidad de la BHE cuando los animales son expuestos a
cualquier dosis de exZIKV, lo cual demuestra que los exZIKV son capaces de alterar la
permeabilidad de la barrera hematoencefalica. Por otro lado, se puede proponer que la
mejor dosis a la cual los ratones presentan una mayor alteracion de la BHE es a la dosis
de 50ug de proteina a las 72h post-inoculacion para el trazador AE; y a dosis de 100ug

de proteina a las 24h post-inoculacion para el trazador Na-F.
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Figura 19. Evaluacidn de la permeabilidad de la BHE en un modelo murino en presencia de exZIKV.

Graficos de permeabilidad de la BHE con los trazadores evaluados (AE y Na-F) dado en ug/mg en ratones

macho BALB/c estimulados con distintas dosis de exZIKV a distintos tiempos post inoculacién por triplicado.
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Discusién

El Zika es una virosis sistémica ocasionada por el virus Zika (ZIKV) que en un 80% de
los casos produce un cuadro clinico leve, con signos y sintomas autolimitantes. Sin
embargo, aproximadamente un 20% de las personas afectadas pueden progresar a
formas severas de la enfermedad caracterizadas por complicaciones neuroldgicas
((Uncini y cols., 2017). Durante la infeccion por ZIKV, las células del sistema fagocitico-
mononuclear son las principales dianas para el virus, las cuales posterior a la infeccién,
liberan productos de activacion celular como las vesiculas extracelulares
(microparticulas, exosomas), cuya funcién principal es la comunicacion intercelular,
ademas de que pueden llevar en su membrana o en el interior diferentes moléculas tanto
de las células de origen como elementos estructurales de microorganismos patdégenos
como los virus. En el presente trabajo, se evaluo si los exosomas provenientes de células
C6/36 (larva de mosquito) infectadas por ZIKV, son capaces de producir una alteracion

en la permeabilidad de la barrera hematoencefalica (BHE) en ratones.

Inicialmente se utilizaron células C6/36 infectadas con ZIKV, en una cinética de infeccion
en microscopia de campo claro para observar el efecto citopatico y la integridad de las
células de mosquito. Tal como se aprecia en la figura 9, las vacuolizaciones en células
C6/36 infectadas con ZIKV son un claro indicio de una condicién de estrés celular,
igualmente reportada (Lee & Shin, 2019). A las 72h PI se puede observar como a la MOI
1 se mantiene una mayor integridad celular a diferencia de la MOI 5, donde se observa
un desprendimiento de la monocapa celular, atribuido a la infeccion de las células con
ZIKV, donde en otras investigaciones se ha visto que es capaz de provocar lisis celular

(Alpuche-Lazcano y cols., 2018).
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Posteriormente, para determinar las mejores condiciones de infeccion en las cuales
las células expresan la proteina E viral en sus membranas (detectada por citometria de
flujo, CF) se evaluaron curvas de infeccién a diferentes MOI (1, 3 y 5) durante 24, 48 y
72h PI. La mayor expresion de la proteina E viral se encontr6 en las células infectadas
con una MOl de 1 alas 48 h Pl (18.45 = 1.12%, IMF = 45.4 = 2.15) (Figuras 9-11), el
efecto esperado de la infeccion de ZIKV en células C6/36 era que a mayores MOI de
virus y a mayores tiempos de exposicion (tiempo PI) hubiera una mayor presencia de la
proteina E viral, sin embargo, como muestran los resultados, se observa un pico maximo
de la proteina E viral a una MOI 1 a las 48h PI, a diferencia de una MOI 5 72h PI. Cabe
destacar que al observar las células C6/36 en microscopia de campo claro (figura 8),
podemos observar cémo los efectos citopaticos son mayores a dosis mas elevadas y
tiempos PI del virus mas elevados; por otro lado, en los resultados obtenidos por CF,
puede observarse que hay una disminucion en la presencia de la proteina E viral para
dosis y tiempos Pl méas elevados (figuras 9-11), lo cual sugiere que hay muerte celular
ocasionada por el ZIKV, reflejada en los bajos niveles de proteina E viral a mayores dosis
y tiempos PI, andlisis adicionales se necesitan para corroborar esta teoria. El pico maximo
gue fue obtenido a las 48h PI con una MOI 1 es similar a los resultados reportados por
Martinez-Rojas y cols. (2020) para células C6/36 infectadas por ZIKV basados en la
deteccion de la proteina E por CF, y contrastan con los modelos reportados por Moser y
cols., (2018) y Schultz y cols., (2021) en donde hubo infeccion a bajas concentraciones

de virus, con MOI 0.01 y 0.3, respectivamente.

En la bibliografia se encontr6 que las células de mosquito (C6/36), expresan una

tetraspanina que es una proteina homologa a CD63 (Ahmed y cols., 2021; Martinez-
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Rojas y cols., 2020), y sabemos que CD63 funciona como un marcador exosomal (Kalra
y cols., 2016), se decididé utilizar un anticuerpo antiCD63 humano para evaluar la
expresion de la proteina homéloga a CD63 expresada en células C6/36, en MOI 1 a
través de diferentes tiempos Pl (24, 48 y 72h). Al observar y analizar los resultados
presentados en las figuras 13-15 se hallé que a una MOI 1 48h PI se encuentra el pico
méaximo de la expresion de la proteina homoéloga a CD63 humana en un 53.7% + 1.49 de
la poblacién celular con una IMF de 82.8 + 1.82. Se puede observar que hay un
incremento en la expresion de la tetraspanina CD63 a las 24h Pl (41.66% + 0.76) con
respecto a las 48h PI (53.7% * 1.49), lo cual significa que el ZIKV est4 provocando este
aumento, algo que se refleja al comparar con el mock (20.84% £ 0.17); por lo tanto, desde
las 24h Pl el ZIKV favorece la expresion de la proteina CD63 en la superficie de las células
C6/36. Por otro lado, existe un declive en la expresion de la TSP homologa a CD63 a las
72h Pl (33.73% * 1.66), este hecho puede ser atribuido a la internalizacién de los
dominios ricos en tetraspaninas (Dogrammatzis y cols., 2019), aunque, cabe destacar
gue, a MOI 1 48h PI se encontré la mayor expresion de la proteina E viral encontrada por
CF, y alas 72h Pl se hall6 una disminucion de esta expresion debido al desprendimiento
de la monocapa celular a este tiempo PI, por lo que la expresién de la TSP homéloga a
CD63 pudo igualmente haberse visto afectada por el fendmeno mostrado en la cinética
de infeccion (figuras 9-12). Sin embargo, segun las observaciones de la TSP homéloga
a CD63 para ZIKV y DENV (Martinez-Rojas y cols., 2020; Vora y cols., 2018), se observa
la internalizacion de la TSP homodloga a CD63 en un experimento similar, y se recupera
la mayor cantidad de exosomas posterior a las 24h de observar dicho fendmeno. De
acuerdo a los resultados obtenidos y a la bibliografia revisada (Vora y cols., 2018), se

decidio utilizar una MOI 1 a las 72h PI para obtener la mayor recuperacion de exosomas
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derivados de células C6/36 infectados por ZIKV (exZIKV) por ultracentrifugacion

diferencial.

Los exosomas aislados por ultracentrifugacion diferencial se identificaron por la
presencia de la tetraspanina CD63, empleando el acoplamiento a perlas paramagnéticas
recubiertas con anticuerpos anti-CD63 especificos para ser detectadas por CF. Como se
puede observar en la figura 16, se encontré que como producto de la infeccion por ZIKV
hubo un incremento de 1.6 veces mas de exosomas CD63* acoplados a las perlas (2.63
+ 0.02%) con respecto a los exosomas que se liberan basalmente de células C6/36 no
infectadas (1.65 + 0.04). Se puede observar que al infectar células C6/36 con ZIKV hay
un incremento en la produccién de exosomas, eso quiere decir que el virus esta
interviniendo en el mecanismo de biogénesis de VEs. Puede suceder que, al momento
gue el virus libera su contenido viral dentro de la célula se genera una respuesta celular
gue favorece la biogénesis de exosomas, ya que, en la bibliografia, se reporta que el
estrés celular, la presencia de proteinas, citocinas, y la adversidad del medio, son algunos
de los factores que incrementan la produccién de exosomas a nivel celular (Alenquer &
Amorim, 2015; Anderson y cols., 2016; Gurunathan y cols., 2021). Ademas, este
incremento en los niveles de exosomas 0 en la expresién de tetraspaninas como
consecuencia de las infecciones virales no es exclusivo a ZIKV, ya que se ha reportado
gue exosomas CD63+ CD81+ CD9+ provenientes de células dendriticas humanas
infectadas con DENV y VEs (especialmente exosomas de tamafios de 50-60nm)
provenientes de Aedes aegypti muestran un aumento en su expresion, o un aumento en
la expresion de la TSP homodloga a CD63 del mosquito (Gold y cols., 2020; Martins y

cols., 2018). Por otro lado, en la bibliografia se reporta que en células infectadas por
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ZIKV, ya sea astrocitos fetales o células neuronales corticales murinas, existe una mayor
produccion de exosomas demostrado por técnicas microscoépicas (Huang y cols., 2018;
Zhou y cols., 2019). Con los resultados obtenidos en la investigacién y la bibliografia
correspondiente, se puede decir que el ZIKV produce un aumento en la biogénesis de
exosomas CD63* en células C6/36, principalmente observado por un incremento en la
ruta de la esfingomielina en ZIKV (Zhou y cols., 2019). No obstante, experimentos
adicionales obteniendo exosomas a MOI 1 48h Pl y evaluando la presencia de la proteina
homdloga a CD63 humana mediante el acoplamiento de perlas paramagnéticas son
necesarios para evaluar si hay una mayor recuperaciéon de exosomas a las 72h PI
derivado de la internalizacion de CD63 (Dogrammatzis y cols., 2019), o si se obtiene una
mejor recuperacion a las 48h PI cuya poblacién celular positiva a la proteina E viral es

mucho mayor que a las 72h PI.

Las imagenes de la TEM? mostraron que morfolégicamente los exosomas de células
C6/36 infectadas son heterogéneos, definidos por una bicapa lipidica y menores a 200
nm (figura 17), del mismo modo se halla la presencia de exosomas para células sin
infectar con las mismas caracteristicas que los exosomas de células C6/36 infectadas
(exZIKV); por otro lado, se observa que hay una poblacion heterogénea de VEs, lo cual
refuerza la informacién encontrada en la literatura, donde las VEs son de diversos
tamafios dado su origen biosintético y a su contenido interno (Alenquer & Amorim, 2015;
Kalra y cols., 2016; Kowal y cols., 2014), ademés, este hecho nos indica que las células
infectadas también son capaces de liberar vesiculas con tamafios superiores a la de los
exosomas (>200nm), un hecho que también ha sido reportado por otros estudios con

modelos de infeccién de ZIKV y DENV con células de mosquito (C6/36), en dichos

77



estudios, han reportado tamafios de exosomas de 125.5 + 1.6 nm por la técnica de
analisis de rastreo de nanoparticulas (Martinez-Rojas y cols., 2020) o de 97.19 + 10.50
nm por la técnica de dispersion dinamica de luz (Reyes-Ruiz y cols., 2019), ambos
obtenidos por ultracentrifugacion diferencial; para conocer el tamafio promedio de la
poblacién celular en exosomas de células mock o exZIKV, técnicas como las
anteriormente descritas pueden realizarse para obtener una conclusion mas robusta. Sin
embargo, el estudio de acoplamiento a perlas paramagnéticas en conjunto con la TEM?,
consolidan la presencia de exosomas CD63* de células C6/36 infectadas por ZIKV, por
lo cual procedimos a determinar su funcionalidad sobre la BHE en un modelo in vivo

murino.

Un modelo de infeccidén in vivo tiene como ventaja que la respuesta inmunolégica y
fisiologica del huésped que es muy cercana a la del humano, los costos y rapidez en su
produccion, la facilidad del manejo de los animales, asi como la opcion de modificar
genéticamente a este modelo animal para crear ciertas mutaciones que ayuden a
demostrar funciones especificas de biomoléculas, a pesar de que, por otro lado, hay
limitaciones para el estudio de la neuropatogenia por ZIKV, el principal de ellos es que la
reproducibilidad de los signos y sintomas caracteristicos del Zika en el humano no son

apreciables en el ratén (Estes y cols., 2018).

Por lo que, previo a la evaluacién de la funcion de los exZIKV sobre la permeabilidad

de la BHE in vivo, determinamos cémo el virus en su forma libre puede alterarla.
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Al realizar el ensayo de permeabilidad de la BHE con ZIKV se puede observar que hay
un incremento en la permeabilidad de la BHE desde dosis bajas de ZIKV (1.0x103UFP),
y se mantiene a dosis mas altas (1.0x10°UFP) para ambos trazadores, sin embargo, la
permeabilidad fue mayor en Na-F por una orden de magnitud, esto puede atribuirse a que
la molécula es de un menor peso molecular y no se une a proteinas séricas (Saunders y

cols., 2015).

Para ambos trazadores se demostr6 una diferencia significativa (p<0.05) a la
permeabilidad de la BHE, desde dosis de virus bajas (1.0x103UFP) a tiempos cortos (24h
PI) con respecto al control intacto, para el cerebelo y las regiones subcorticales (figura
18). Se puede observar que exclusivamente a dosis de 1.0x103UFP a las 48h Pl hay
diferencia significativa (p<0.05) a la permeabilidad de la BHE con respecto al control
intacto en la corteza cerebral para ambos trazadores; este comportamiento puede
deberse a que la composicion de la BHE cambia a lo largo de cada region cerebral
(Escobar & Gonzalez, 2008), por lo tanto, la permeabilidad de los trazadores se ve
afectada. Por otro lado, se puede observar que en la corteza cerebral la permeabilidad a
AE solamente resulta significativa (p<0.05) para dosis de 1.0x103UFP a las 48h PI, a
diferencia de la permeabilidad de Na-F donde resulta significativa (p<0.05) para dosis de
1.0x103UFP a las 24 y 48h PI, como mencionan Saunders y cols., (2015) debido a que el
AE muestra un comportamiento de unirse a las proteinas séricas, que lo hace convertirse

en un compuesto de mayor tamafio (70KDa) lo cual restringe en cierta medida su difusion.

Por otro lado, a dosis de virus altas (1.0x10°UFP), a las 24 y 48h PI, para ambos
trazadores, existe una menor permeabilidad hacia la BHE con respecto a dosis mas bajas

de 1.0x103UFP (salvo corteza cerebral a las 24h Pl)(figura 18) este comportamiento
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puede ser atribuido al hecho que los ratones tienen un eficiente sistema de respuesta al
virus mediado por interferén de tipo | y Il (IFN) (Olagnier y cols., 2016), en el cual a dosis
mas altas de virus hay una mejor respuesta inmunoldgica por parte del raton, lo que
provoca una respuesta rapida para contrarrestar el dafio ocasionado a la BHE,
ocasionando que se reconstituya la BHE y haya una menor permeabilidad a los
trazadores analizados; aunque estudios adicionales son necesarios para confirmar esta

teoria.

Ademas, también puede observarse que a dosis altas de 1.0x10°UFP a las 48 h PI, y
en algunas regiones cerebrales a dosis de 1.0x103UFP a las 48h PI existe una menor
alteracion en la permeabilidad de la BHE con respecto a tiempos mas cortos de 24h Pl
(Tabla 1 y 2). Esto puede suceder cuando existe un dafio a la BHE, ya que existe una
mayor infiltracion de leucocitos en el SNC, los cuales desembocan cuadros inflamatorios
no deseados para el organismo, el cual es percibido por los astrocitos, y posteriormente
secretan al medio factores protectores vasculares los cuales reparan la BHE, devolviendo
la integridad y permeabilidad que la caracteriza (Michinaga & Koyama, 2019). Por otra
parte, puede ocurrir una disminucion de la carga viral, esto debido a la respuesta
inmunoldgica del raton mediada por IFN (Olagnier y cols., 2016). Estos mecanismos
pueden explicar por qué a dosis mas altas de ZIKV y tiempos mas prolongados Pl existe
una menor permeabilidad a la BHE, sin embargo, para evaluar si el comportamiento se
mantiene a dosis més altas de virus y tiempos mas prolongados PI, se requiere realizar

un estudio mas robusto.

Al comparar las regiones cerebrales podemos ver como existe una mayor

permeabilidad a la BHE en el cerebelo y corteza cerebral con respecto a las regiones
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subcorticales. Este comportamiento es similar al encontrado por el grupo de trabajo
(Avilez-Avilez, 2020), donde infectan ratones con ZIKV, y observan permeabilidad de la
BHE desde las 24h PI, siendo el cerebelo y la corteza cerebral las areas que mostraron
una mayor permeabilidad a los trazadores utilizados (Azul de Evans y Na-F). Esto puede
ser atribuido al hecho de que en cada regién cerebral hay distintos componentes que
regulan la integridad de la BHE, hallazgo que fue reportado al observar ratones con genes
silenciados (como por ejemplo el gen que codifica para la ocludina, una TJP, Ocln, este
silenciamiento puede ser de fenotipo homocigoto o heterocigoto) involucrados en la
misma, cuya deficiencia o silenciamiento muestra una alteracion de la BHE para ciertas
regiones cerebrales, siendo afectaciones region especifico, y no encontradas a lo largo

de todo el SNC (Sweeney y cols., 2019).

Sin embargo, el hecho de que la BHE sea permeable para ambas sustancias, indica
un dafio ocasionado a la BHE del raton por el ZIKV, es decir, que el virus tiene la
capacidad de alterar la permeabilidad de la BHE per se, esto también ocurre con otros
Flavivirus como JEV, que aumenta la permeabilidad de la BHE a través de la
relocalizacién y disminucion en la expresion de TJPs (ZO-1 y claudina-5), o DENV que
aumenta la permeabilidad vascular y se encontr6é tanto en células neuronales como en
células endoteliales y microglia, principalmente en ratones que manifestaban
sintomatologia neuroldgica, aunque en un caso particular, el WNV produce una alteracion
en la BHE como consecuencia de la infeccion y no como método de entrada al SNC
(Mustafa y cols., 2019). Aunque, por otro lado, Papa y cols., (2017) reportan la entrada
del ZIKV de manera basolateral sin alteracién en la permeabilidad de la BHE en un

modelo in vivo; hecho que difiere con el encontrado en nuestro grupo de trabajo, donde
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se encontré que el ZIKV altera la permeabilidad de la BHE para todas las regiones
cerebrales analizadas, y tal incremento en la permeabilidad es demostrado en la figura
18. El virus se distribuye a través del torrente sanguineo del raton, y la respuesta inmune
del raton para erradicarlo puede provocar una neuroinflamacién que provoque el
incremento en la permeabilidad de la barrera (Banks & Erickson, 2010; Kempuraj y cols.,

2016).

La evaluacion del efecto que tienen los exZIKV (exosomas de células C6/36 infectadas
con ZIKV) sobre la permeabilidad de la BHE en un modelo in vivo se realizé y modificé
de la metodologia propuesta por Avilez Avilez, (2020); y Gbmez-Gonzalez y cols., (2013).
El andlisis de los exosomas que provienen de células infectadas con virus ha sido
recientemente investigado, en un modelo donde ratones se inoculan con exosomas de
células neuronales infectadas con VIH-1 en un rango de 0.1-100 g de proteina, muestran
gue hay una mayor respuesta a la luciferasa (gen reportero) lo que denota una mayor
cantidad de virus que puede entrar a las células (Crenshaw y cols., 2018; Sims y cols.,
2014). Se sabe que los exosomas de células neuronales corticales (Zhou y cols., 2019)
y de células de mosquito C6/36 (Martinez-Rojas y cols., 2020) tienen ARN de ZIKV en su
contenido, y dado que en experimentos con exosomas provenientes de células infectadas
por ZIKV (Zhou y cols., 2019) utilizan dosis de 30 pg de lisado exosomal para detectar
proteina E viral por técnicas moleculares, obteniendo resultados satisfactorios, se decidio
tomar dosis de 25, 50 y 100ug de proteina de las alicuotas de exZIKV para evaluar la
permeabilidad de la BHE contra los exZIKV. La concentracion de proteina de las alicuotas
de exZIKV fue determinada mediante la técnica de BCA, una técnica que es robusta y

muy sensible para detectar ligeros cambios del orden de microgramos de proteina
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(Reichelty cols., 2016). Los exZIKV se inocularon a ratones macho BALB/c de 20-25g de
peso para ver el efecto sobre la permeabilidad a las 24, 48 y 72h post inoculacién. Los
exZIKV se inactivaron a la luz ultravioleta, con el fin de eliminar la posibilidad de tener
particulas virales libres, mostrando resultados positivos (Martinez-Rojas y cols., 2020),
ya que en el proceso de aislar exosomas, la ultracentrifugacién diferencial, al final en el
pellet existen tanto exosomas como particulas virales libres de ZIKV y no existe un paso

posterior para discriminar entre ambos (Vora y cols., 2018).

Se puede observar que hay permeabilidad a la BHE tanto para azul de Evans como
para Na-Fluoresceina, sin embargo, nuevamente hay una diferencia en una orden de
magnitud en la permeabilidad hacia Na-Fluoresceina, esto atribuido a lo mencionado
anteriormente por Saunders y cols., (2015). La estimulacién de los ratones con exZIKV
muestra que por si mismos alteran la permeabilidad de la BHE, tal como lo hallamos para
la infeccidén con ZIKV, esto sucede desde las concentraciones mas bajas del inéculo de
exZIKV (25 ug de proteina) a los tiempos mas bajos (24h post inoculacion), hasta las
concentraciones mas altas (100 pug de proteina) a los tiempos mas altos (72h post
inoculacion). Hay un patrén que puede observarse en la figura 19, donde la permeabilidad
a Na-Fluoresceina parece ser dosis y tiempo dependiente (con excepcion de las regiones
subcorticales a 100 ug de proteina), se puede observar que a mayor concentracion de
proteina y a tiempos mas largos existe una mayor alteracion en la permeabilidad de la
BHE, a diferencia del comportamiento encontrado para el virus libre, donde a tiempos
mayores (48h PI) y dosis mas altas (1.0x10°UFP) tiende a haber una disminucién en la

permeabilidad de la BHE, por lo tanto, aqui los exZIKV pueden estar afectando la forma
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en la que el virus altera la permeabilidad de la BHE (Martinez-Rojas y cols., 2020), con

respecto a su forma libre (ZIKV).

Por otro lado, podemos observar que, de nuevo en la corteza cerebral y el cerebelo
existe una mayor permeabilidad de la BHE con respecto a las regiones subcorticales para
ambos trazadores, hecho similar al obtenido para el virus libre, atribuido a lo antes
descrito (Sweeney y cols., 2019). Al observar la figura 19, también notamos que hay un
patron caracteristico para la dosis de 100 ug de proteina, y se observa que para periodos
largos de tiempo en las regiones subcorticales la permeabilidad va disminuyendo, aunque
sea ligeramente, este fendmeno es similar al encontrado para dosis altas de virus libre
(1.0x10°UFP), el cual puede explicarse dada la respuesta inmune del ratén al virus y la
reparacion de la BHE, fendmenos antes discutidos (Michinaga & Koyama, 2019; Olagnier
y cols., 2016), ademas de que el comportamiento de ésta dosis para corteza y cerebelo
es irregular, lo cual puede indicar varios mecanismos que suceden en el modelo in vivo

en contramedida de la infeccion.

La mejor dosis de exZIKV encontrada para la permeabilidad de la BHE fue la
concentracion de 50 ug de proteina a las 72h post inoculacion para las tres regiones
cerebrales analizadas para azul de Evans y de 100 ug de proteina a las 24h post-
inoculacién para Na-Fluoresceina, sin embargo, cabe destacar que a tiempos mas
prolongados a dosis de 100ug de proteina la permeabilidad de Na-F disminuye y no tiene
un comportamiento uniforme a diferencia de dosis de 50ug de proteina que tiene un
comportamiento dosis dependiente, se requiere utilizar una poblacion (n) mas grande
para observar a que dosis de exZIKV es mas permeable la BHE para el trazador Na-F.

Por lo tanto, en conjunto, para ambos trazadores la mejor dosis para evaluar el efecto de
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los exZIKV resulta en 50 ug de proteina a las 72h post inoculacion, hecho que es similar
al encontrado por el grupo de trabajo para exosomas de monocitos humanos THP-1
infectados con ZIKV, donde a dosis de 50 ug de proteina se obtiene una mayor
permeabilidad de la BHE, obteniendo un punto maximo a las 72h post inoculacion (Avilez-
Avilez, 2020).

Tanto el virus libre (ZIKV) como los exZIKV son capaces de alterar la permeabilidad
de la BHE, aunque mas estudios se necesitan para saber si la permeabilidad de la BHE
esta sujeta por los exosomas de células C6/36 per se, o si el estimulo viral con ZIKV,

genera exZIKV, y estos son los responsables de alterar la permeabilidad de la BHE.

Conclusiones parciales

Se demostré que el ZIKV por si mismo favorece el incremento en la permeabilidad de

la BHE en un modelo murino con ratones macho BALB/c.

Por otra parte, los resultados obtenidos en el presente estudio nos muestran la
produccion de exosomas y otras VEs provenientes de células C6/36 naive y de células
infectadas por ZIKV, ademas de que los exosomas provenientes de células infectadas
(exZIKV) alteran la permeabilidad de la BHE en un modelo murino de ratones macho
BALB/c. Los hallazgos antes descritos pueden constituir un fenédmeno importante en el
esclarecimiento de los mecanismos patogénicos en casos severos por ZIKV, donde el

virus ingresa al SNC alterando la integridad de la BHE.
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