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Resumen 

 

Diferentes virus de RNA de cadena positiva modifican el tráfico núcleo-

citoplasma, procesando componentes del complejo de poro nuclear (NPC) a 

través de varios mecanismos. Estas alteraciones se llevan a cabo para (a) 

acceder a proteínas nucleares que participan en la replicación viral en el 

citoplasma, (b) modular la respuesta inmune antiviral al prevenir el tráfico de 

factores de transcripción al núcleo y (c) regular negativamente la exportación 

de ARNm al citoplasma evitando la competencia por la maquinaria de 

traducción y reduciendo la traducción de proteínas relacionadas con la 

respuesta antiviral.   

 

Durante este estudio encontramos que la proteína viral NS3 

(proteasa/helicasa) del virus ZIKA (ZIKV) procesa a las nucleoporinas TPR, 

Nup153 y Nup98, componentes del NPC. Además, analizamos el estado de 

diferentes vías de transporte núcleo-citoplasma, encontrando alteraciones en 

la vía de importina α/β, transportina 1, vía KNS y el exporte nuclear vía CRM-

1. También determinamos que los mRNAs son retenidos en el núcleo durante 

la infección con ZIKV y la transfección de la proteína NS3. Debido a la 

alteración de componentes nucleares por parte de la proteína NS3, analizamos 

si puede localizarse en núcleo durante la infección. Encontramos que la 

proteína NS3 se encuentra en este compartimento a tiempos tempranos de la 

infección y en el citoplasma a tiempos tardios. La proteína NS3 se importa al 

núcleo mediante la vía importina α/β y se exporta al citoplasma vía CRM-1.   

 

Nuestros resultados indican que los cambios en el transporte núcleo-

citoplasma inducidos por la proteína NS3 genera un estado que favorece la 

replicación viral.   
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Abstract 

 

Different positive-stranded RNA viruses modify nuclear-cytoplasmic trafficking, 

processing the nuclear pore complex (NPC) components through various 

mechanisms. These alterations are carried out to (a) access nuclear proteins 

that participate in viral replication in the cytoplasm, (b) modulate the antiviral 

immune response by preventing trafficking of transcription factors to the 

nucleus, and (c) negatively regulate viral export of cells mRNA to the cytoplasm 

avoiding competition for the translation machinery and reducing the translation 

of proteins related to the antiviral response. 

 

During this study, we found that the viral protein NS3 (protease/helicase) of 

ZIKV processes TPR, Nup153, and Nup98, components of the NPC. In 

addition, we analyzed the status of different nucleo-cytoplasmic transport 

pathways, finding alterations in the importin α/β pathway, transportin 1, the 

KNS pathway, and nuclear export via CRM-1. We also found that mRNAs are 

retained in the nucleus during ZIKV infection and NS3 transfection. Due to the 

role of NS3 in altering nuclear components, we analyzed whether NS3 can be 

localized to the nucleus during ZIKV infection. Our results indicate that NS3 is 

imported into the nucleus via the importin α/β pathway and is exported via 

CRM-1 to the cytoplasm. 

 

In summary, NS3 induces changes nucleo-cytoplasmic transport generating a 

state that favors viral replication. 
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Introducción 

Epidemiología 

 

El virus Zika (ZIKV) pertenece al conjunto de los arbovirus, que se describen 

como transmitidos por artrópodos; específicamente ZIKV es transmitido por 

mosquitos del género Aedes spp. (Musso & Gubler, 2016). ZIKV está 

relacionado con otros flavivirus transmitidos por mosquitos que son de 

importancia médica como el virus Spondweni (SPONV) , el virus Dengue 

(DENV) , virus de la fiebre amarilla (YFV) , virus del oeste del Nilo (WNV) y el 

virus de la encefalitis japonesa (JEV) (Lanciotti et al., 2016; Musso & Gubler, 

2016; Saiz et al., 2016; Song et al., 2017). 

El ZIKV fue aislado en abril de 1947 de un mono Rhesus (no. 766), el cual 

presentaba fiebre, esto durante la vigilancia del YFV en el bosque de Zika, 

Uganda. En 1954 se encontró el primer caso de infección del ZIKV en humanos 

(MacNamara, 1954). 

A pesar de que el virus tuvo una pobre transmisión en Asia y África por muchos 

años, en 2013 se reportó un brote de ZIKV en las islas de la Polinesia Francesa 

en donde de octubre del 2013 a abril del 2014, se reportaron 32 000 casos 

sintomáticos que es equivalente al 11.5% de su población. Sin embargo, tras 

la recolecta de suero de sangre de donadores, se  demostró la presencia de 

IgG contra ZIKV en un 49% de la población, lo que demostró que hubo casos 

asintomáticos no reportados (Aubry et al., 2017). En enero de 2014 se 

encontraron los primeros casos de infección con ZIKV en Chile, en específico 

en la Isla de Pascua, en donde 50 casos se confirmaron por RT-PCR 

(Tognarelli et al., 2016). Para 2015 se reportaron los primeros casos de 

infección en Brasil (Zanluca et al., 2015). Pero fue hasta diciembre del 2015, 

donde el Ministerio de Salud estimó entre 440 000 – 1 300 000 casos de 

infección con ZIKV en este país (Hennessey M., 2016). También en 2015 se 

confirmaron por RT-PCR los primeros casos en México, 35 en Yucatán y 10 

en Veracruz. Para mayo del 2015, 11 estados de la República Mexicana 
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reportaron casos de infección (Díaz-Quiñonez et al., 2016). La Secretaria de 

Salud de México reportó que en el periodo de 2015-2022 hubo 12 993 casos 

de ZIKV autóctono, de los cuales 7 152 fueron infecciones en mujeres 

embarazadas (Salud, 2022).  

El 9 de marzo de 2017 la OMS reportó 84 países con transmisión vectorial de 

ZIKV, 31 países con reporte de microcefalia en recién nacidos y 23 países con 

asociación de ZIKV y Síndrome de Guillain-Barré (OMS, 2017). 

 

Sintomatología 

 

Después de la inoculación del virus por la picadura de mosquitos infectados, 

transcurren entre 3-12 días para la aparición de los síntomas. El 20% de los 

casos serán sintomáticos y el 80% de los individuos permanecerán como 

asintomáticos. Se ha descrito que los humanos son susceptibles a la infección 

por ZIKV en todas las edades, aunque se ha visto en las mujeres un 

predominio por desarrollar los síntomas de la enfermedad (Plourde & Bloch, 

2016). Los síntomas por lo regular son inespecíficos e incluyen fiebre, 

conjuntivitis, erupción maculopapular, mialgia y dolor de cabeza. El diagnóstico 

para los individuos se retrasa debido a la similitud de los síntomas con otras 

infecciones como la de DENV (Rabaan et al., 2017). 

En algunos casos, la sintomatología difiere de la anteriormente descrita. En el 

brote de ZIKV en 2015 en Brasil, se reportó un incremento inusual de síndrome 

de Guillain-Barré y microcefalia en recién nacidos; asimismo la infección se 

asoció con desórdenes neurológicos, malformaciones congénitas, 

anormalidades oculares y muerte de fetos de madres infectadas, (Santos 

et al., 2017). Además, se reportó que el 42% de los casos de mujeres 

embarazadas sintomáticas, exhibieron anormalidades en el feto, como son: 

calcificaciones, microcefalia, restricción del crecimiento intrauterino, hipoplasia 

de cerebelo y tronco encefálico, ventriculomegalia y mielinización retardada. 
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Esta observación, se suma a lo reportado en el brote de ZIKV en la Polinesia 

Francesa, en donde hubo 95 casos de microcefalia en los neonatos de mujeres 

contagiadas de ZIKV en el primer trimestre de embarazo (Miner & Diamond, 

2017). 

En el modelo murino se reportó que ZIKV puede infectar testículos, y en 

particular tiene tropismo por células de Sertoli. También causa atrofia en los 

túbulos seminíferos, sugiriendo un daño en el proceso de espermatogénesis, 

asociado con infertilidad (Sheng et al., 2017). Además se ha visto que ZIKV 

tiene tropismo hacia el cerebro, placenta, útero, vagina y ojo; que pueden 

comprometer la funcionalidad del tejido o favorecer su transmisión (Miner & 

Diamond, 2017). 

 

Diagnóstico 

 

Debido a la ausencia de síntomas, o a la semejanza entre los producidos por 

la infección de ZIKV y por otros flavivirus, ha sido difícil diagnosticar la 

infección. Los ensayos más usados para el diagnóstico de ZIKV son: RT-PCR, 

en el que se amplifican fragmentos de ácidos nucleicos del virus y ELISA que 

evalúa la presencia de anticuerpos de clase IgM/IgG dirigidos contra el virus 

en suero o líquido cefalorraquídeo. Desafortunadamente este último, es poco 

específico pues existe reacción cruzada con otros flavivirus (Rather et al., 

2017). 

 

Tratamiento  

 

Actualmente no se cuenta con un tratamiento específico para la infección de 

ZIKV. Para los pacientes se recomienda reposo, antipiréticos (recomendado 

para reducir la fiebre), antihistamínicos (recomendados para los salpullidos 
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cutáneos) y analgésicos (para reducir el dolor) (Musso & Gubler, 2016; Shuaib 

et al., 2016). 

 

Biología del virus 

Genoma de ZIKV 

 

El virus Zika, pertenece a la familia Flaviviridae. Este virus posee un genoma 

de RNA de cadena sencilla de sentido positivo, que comprende unos 10 794 

b, que codifican a una poliproteína con una longitud de 3419 - 3423 aa, 

dependiendo de la cepa (Barzon et al., 2016; Plourde & Bloch, 2016). Esta 

poliproteína es traducida como un solo marco de lectura abierto y es 

procesada por proteasas celulares y virales para generar las proteínas 

maduras del virus (Medin & Rothman, 2017). En el extremo 5’ y 3´ del marco 

de lectura abierto (ORF, del inglés open reading frame), se encuentran dos 

regiones no codificantes (UTR); además, en el extremo 5’ posee un CAP y a 

diferencia de los RNAm celulares en el extremo 3’ carece de una cola de poliA. 

En su lugar, contiene un CUOH. Ambas regiones UTR participan en la 

regulación de la traducción y replicación del genoma viral (Saiz et al., 2016; 

Tilgner & Shi, 2004).  

 

Proteínas virales 

 

La poliproteína una vez procesada proteolíticamente, da origen a 3 proteínas 

estructurales (C, E y prM), necesarias para la formación de viriones infecciosos 

y a 7 proteínas no estructurales (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B y NS5), 

necesarias para la replicación del RNA viral (Figura 1). El procesamiento de 

la poliproteína, está dado por proteínas celulares y la proteína NS3 la cual en 
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su extremo N-terminal tiene un dominio serina proteasa, que requiere de su 

cofactor NS2B para su actividad (Rather et al., 2017; Song et al., 2017). 

 

Figura 1: Representación esquematica del genoma de ZIKV y estructura de la 

poliproteína. Tomado de (Ming et al., 2016). 

La proteína C o de la capside (12 kDa) es un homodímero simétrico, el cual 

tiene un dominio de unión al RNA viral y un dominio hidrofóbico de interacción 

con la membrana. La proteína prM o proteína premembrana (20 kDa),  se 

encuentra presente en viriones inmaduros y tiene tres dominios (pr N-terminal, 

ectodominio central y el dominio transmembranal C-terminal), el dominio pr N-

terminal es procesado por la proteasa celular furina, que da como resultado la 

formación de la proteína M y de viriones maduros. La proteína E o envoltura 

(53 kDa) tiene un dominio transmembrana y tres ectodominios, ésta participa 

en el ensamblaje viral, unión a la celulas blanco, fusión de membrana y 

también es el blanco de anticuerpos neutralizantes. 

La proteína no estructural NS1 (46-55 kDa) es una glicoproteína que participa 

en la replicación viral, patogénesis y en la evasión del sistema inmune de la 

célula. La NS2A (25 kDa) participa en el ensamble del virión y es un 

antagonista en las vías de respuesta de IFN. La proteína NS2B (14 kDa) es un 

cofactor para la función serina proteasa de la proteína NS3; el dominio 

hidrofílico central le proporciona orientación, mientras que los dominios 

terminales hidrofóbicos participan en el anclaje del complejo NS2B-NS3 a la 
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membrana del retículo endoplásmico (RE). La proteína NS3 (69 kDa) tiene un 

dominio N-terminal con función de serina proteasa, que se encarga de 

procesar a la poliproteína viral, mediante la unión de NS2B. El dominio C-

terminal tiene función de helicasa, que participa en el desenrollamiento del 

RNA durante la replicación. La NS4A (16 kDa) regula la actividad ATPasa de 

la helicasa de la proteína NS3. El péptido 2k es una señal para el 

procesamiento de la proteína NS4B. Por su parte, la la proteína NS4B inhibe 

la fosforilación de STAT1 que conduce al bloqueo de la vía del IFN α y β. La 

la proteína NS5 (103 kDa) es la más grande y conservada del virus, en su 

dominio N-terminal tiene función metil-transferasa y en su dominio C-terminal 

tiene función RNA polimerasa dependiente de RNA (Armstrong et al., 2017; 

Barzon et al., 2016; Saiz et al., 2016; Song et al., 2017). 

 

Ciclo replicativo de ZIKV 

 

La replicación del ZIKV se lleva a cabo en el citoplasma de las células 

infectadas; los viriones se unen a receptores ubicados en la superficie celular, 

como son la lectina DC-SIGN (usado por otros flavivirus como DENV), TYRO3 

y AXL. Una vez unidos a su receptor los viriones ingresan a la célula mediante 

endocitosis en vesículas recubiertas por clatrina. La acidificación de la vesícula 

endosómica provoca cambios en el virión, la fusión de las membranas 

endosomales y víricas, y la liberación del genoma viral. El genoma viral al ser 

un RNA de cadena (+) es traducido inmediatamente para dar lugar a una 

poliproteína en el RE. 

La poliproteína es procesada por el complejo NS2B-NS3 y por las proteasas 

celulares para generar las proteínas virales maduras. El genoma viral de 

sentido positivo se copia para dar lugar a un RNA de sentido (-), que servirá 

de molde para la síntesis multiples copias de RNA (+) que formarán los 

genomas de la progenie viral (reacción catalizada por proteínas NS como la 

polimerasa dependiente de RNA NS5). El genoma viral es empaquetado por 
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la proteína C y adquiere la envoltura durante la salida del RE. Los viriones 

inmaduros son transportados por la vía del trans-Golgi, donde ocurre la 

glicosilación y escisión de la proteína prM por la proteasa celular furina, 

generando viriones maduros que son liberados por exocitosis (Barzon et al., 

2016; Medin & Rothman, 2017; Mukhopadhyay et al., 2005a; Saiz et al., 2016). 

 

Antecedentes 

El NPC como objetivo de las proteasas virales: el control del transporte 

núcleo-citoplasmático 

 

La mayoría de los virus con replicación nuclear y citoplasmática requieren 

proteínas nucleares para facilitar su replicación (Cohen et al., 2011). En los 

virus con replicación citoplasmática, algunas proteínas virales se localizan en 

los núcleos durante la infección.  Además,  se ha demostrado  que la inhibición 

del transporte nuclear de proteínas virales utilizando diferentes fármacos 

dirigidos   hacia la maquinaria de transporte inhibe  la  replicación viral, lo que 

sugiere que las proteínas virales tienen un papel esencial en el núcleo de las 

células infectadas (Lopez-Denman & Mackenzie, 2017a). 

Diferentes virus de ARN de cadena positiva modifican el tráfico núcleo-

citoplasma, alterando el Complejo de Poros Nucleares (NPC) a través de 

diferentes mecanismos (Tabla 1).  Estas alteraciones se llevan a cabo con el 

fin de a) acceder a proteínas nucleares que participan en la replicación viral en 

el citoplasma, b) modular la respuesta inmune antiviral impidiendo el tráfico de 

factores de transcripción al núcleo, y c) impedir la exportación del RNAm 

celular al citoplasma evitando la competencia por la maquinaria de traducción 

y reduciendo la traducción de proteínas relacionadas con la respuesta antiviral  

(Castelló et al., 2009a; Gustin & Sarnow, 2001a, 2002a; Lopez-Denman & 

Mackenzie, 2017b; Park et al., 2008a; Watters & Palmenberg, 2011a). 
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Dado que se ha descrito que el importe-exporte de proteínas virales y celulares 

a través del NPC juegan un papel esencial en la  replicación de algunos virus, 

el  transporte nuclear-citoplasmático puede ser alterado a través de la 

degradación de nucleoporinas (Nups), componentes del NPC por proteasas 

virales (De Jesús-González et al., 2021). 

Tabla 2. Mecanismos que los virus de RNA de cadena positiva utilizan para 

afectar el tráfico núcleo-citoplasma. 

Grupo 

Baltimore 

ARN-virus 

(Familia) 

Viral  

proteína 
Mecanismo de alteración de NPC 

IV
 (

s
s
R

N
A

 +
) 

SARS-CoV 

(Coronaviridae) 
NSP1 

Deslocalización de Nup93 a nucleoplasma (Gomez et al., 

2019). 

SARS-CoV-2  

(Coronaviridae) 
ORF6 

Deslocalización de RAE-1 y Nup98 al citoplasma y 

acumulación nuclear de hnRNP A1 (Kato et al., 2021) 

SARS-CoV-2 

 (Coronaviridae) 
ORF6 

Secuestro del complejo RAE-1-Nup98 para evitar la 

translocación nuclear de STAT-1 y 2 y así prevenir la 

respuesta ifn [11].. 

DENV (Flaviviridae) NS3pro 
Escisión de Nup153, Nup98 y Nup62 por proteasa viral 

(De Jesús-González et al., 2020). 

ZIKV (Flaviviridae) NS3pro 
Escisión de TPR, Nup153 y Nup98 por proteasa viral (De 

Jesús-González et al., 2020). 

Virus del síndrome 

reproductivo y 

respiratorio porcino  

(Arteriviridae) 

Nsp1β 

Alteración de la respuesta inmune, a través de la 

interacción con Nup62 que interrumpe la importación de 

factores de transcripción relacionados con IFN (Ke et al., 

2019). 

Virus de la 

encefalomiocarditis 

(Picornaviridae) 

Líder 

Inhibición del tráfico núcleo-citoplasmático por 

hiperfosforilación de Nup62, Nup153 y Nup214 (Porter & 

Palmenberg, 2009). 

Virus de la 

encefalomielitis 

murina de Theiler 

(Picornaviridae) 

Líder 
Bloquea la exportación de ARNm celular y promueve la 

fosforilación de Nup98 (Ricour et al., 2009). 

Rinovirus 

 (Picornaviridae) 

2A 

profesional 

La escisión de Nup62, Nup98, Nup153, Nup98 por 

proteasa viral altera el transporte núcleo-citoplasma 

(Castelló et al., 2009b; Gustin & Sarnow, 2002b; Park 

et al., 2010; Watters et al., 2017; Watters & Palmenberg, 

2011b). 

Rinovirus  

(Picornaviridae) 

3C 

pro/3CD 

La escisión de Nup358 (TPR), Nup214, Nup153 y Nup62 

por proteasa viral altera el transporte de núcleo-

citoplasma (Ghildyal et al., 2009; Walker et al., 2013). 

Poliovirus  

(Picornaviridae) 

2A 

profesional 

La escisión de Nup153, Nup98, Nup62 por proteasa viral 

altera el transporte núcleo-citoplasma (Gustin & Sarnow, 

2001b; Park et al., 2008b). 
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V
 (

s
s
R

N
A

 -
) 

Virus de la fiebre 

del Valle del Rift 

(Phenuiviridae) 

Proteína 

no 

estructural 

Alteración de la respuesta antiviral por la degradación de 

Nup62. Además, Nup98 participa en la importación de 

NSs al núcleo y replicación viral (Lau & Weber, 2020). 

Virus de la 

influenza A 

 (Orthomyxoviridae) 

NS2 
Interacción con Nup214 para exportación de vRNA 

(ŞENBAŞ AKYAZI et al., 2020). 

Virus de la 

influenza A  

(Orthomyxoviridae) 

NS2 
La interacción con Nup98 promueve la propagación viral 

(Chen et al., 2010). 

Virus de la 

influenza A  

(Orthomyxoviridae) 

- 

Regulación de la respuesta inmune antiviral mediante la 

disminución de Nup98 y Rae1. También está relacionado 

con un deterioro selectivo de la exportación de ARNm 

(Satterly et al., 2007). 

V
I 

(s
s
R

N
A

-R
T

) VIH-1 

(Retroviridae) 
- 

La regulación negativa de Nup62 promueve la reubicación 

de hnRNP A1 y vRNA al citoplasma (Monette et al., 2009). 

VIH-1 

(Retroviridae) 

Matrix, Vpr 

e 

Integrase 

RanBP2 / Nup358, Nup153 y Nup98 participan en el 

anclaje de la cápside al núcleo (Buffone et al., 2018; Di 

Nunzio et al., 2012a, 2012b, 2013; Gallay et al., 1997; 

Haffar et al., 2000; Hamid et al., 2015; Jenkins et al., 1998; 

König et al., 2008; Ocwieja et al., 2011). 

  

Estructura y función de los NPC en la célula: una forma de acceder al 

núcleo 

 

La maquinaria del Complejo de Poro Nuclear (NPC) 

 

El importe y exporte de proteínas virales requiere de la interacción con los 

componentes de la envoltura nuclear (Ne) que está formada por una doble 

membrana que alberga canales proteicos llamados complejos de poros 

nucleares (NPCs) formados por múltiples copias de nucleoporinas (Nups), que 

participan en el transporte bidireccional núcleo-citoplasma de 

macromoléculas, subunidades ribosómicas, proteínas virales y ARN (ARNm,  

rRNAs, tRNAs, miRNAs) tanto de origen celular como viral (Beck & Hurt, 2017; 

Hezwani & Fahrenkrog, 2017; Maimon et al., 2012). 

El NPC se compone de aproximadamente 30 múltiples copias de Nups, 

dispuestas desde el citoplasma hasta el nucleoplasma, que forman los 

filamentos citoplasmáticos, el anillo citoplasmático, el anillo de poro interno, el 
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anillo nuclear y la canasta nuclear (Jahed et al., 2016; Schwartz, 2016). Dentro 

del NPC hay Nups con secuencias repetidas ricas en fenilalanina (Phe) y 

glicina (Gly), llamadas FG-Nups, como Nup358, Nup62, Nup58, Nup54, 

Nup98, Nup45, Nup214, hCG1, Nup153, TPR y Nup50, que facilitan el 

transporte nuclear en ambas direcciones ya que se unen a los receptores de 

transporte nuclear (NTR.) (Figura 2) (C. Li et al., 2016; Rothballer & Kutay, 

2012; Wente & Rout, 2010).  

 

Figura 2. La maquinaria del Complejo de Poros Nucleares.  El NPC participa en la 

importación y exportación nuclear de proteínas y RNA. La figura muestra los FG-Nups, que 

participan en el transporte de núcleo-citoplasma (De Jesús-González et al., 2021). 

 

Transporte bidireccional Núcleo-Citoplasma 

Las moléculas pequeñas con peso molecular menos a 40-50 kDa pueden 

atravesar libremente de forma pasiva por la envoltura nuclear. Sin embargo, 

las moléculas de mayor peso molecular, y los RNAm de origen celular y viral, 
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se transportan activamente a través del NPC. El transporte (importe y exporte) 

está regulado por NTR (receptores de transporte nuclear), como importinas, 

exportinas, transportinas, carioferinas y pequeñas GTPasas de la familia Ran 

que regulan la actividad de las importinas y la exportinas que transportan 

moléculas cargo (Figura 3) (Jovanovic-Talisman & Zilman, 2017; Kabachinski 

& Schwartz, 2015; Wente & Rout, 2010). 

 

 

Figura 3.  Transporte Bidireccional Núcleo-Citoplasma. En la vía clásica de importe 

(importina α/β), se forma el complejo importina α/β y proteína cargo, que contiene una 

secuencia de localización nuclear (NLS). En el caso del exporte a través de CRM-1, la proteína 

cargo incluye una secuencia de exportación nuclear (NES). Para ambos casos, se requiere un 

gradiente de GTP. Las moléculas <40 kDa pasan a través de difusión pasiva hacia el núcleo 

por el NPC 
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Los NTR reconocen secuencias específicas en proteínas cargo que atraviesan 

la membrana nuclear desde el citoplasma, como las secuencias de 

localización nuclear (NLS) que contienen aminoácidos repetidos de arginina 

(Arg o R) y lisina (Lys o K). La NLS clásica consiste en cinco aminoácidos 

KKKRK. Además, algunas proteínas poseen NLS bipartitas que consisten en 

dos grupos de aminoácidos básicos, separados por aproximadamente diez 

aminoácidos (Christie et al., 2016; Kosugi, Hasebe, Matsumura, et al., 2009).  

Por otro lado, las secuencias de exportación nuclear (NES) participan en el 

tráfico de moléculas desde el núcleo hasta el citoplasma y están compuestas 

por secuencias ricas en leucina o aminoácidos hidrófobos como valina (Val), 

isoleucina (Ile), fenilalanina (Phe) o metionina (Met), que se encuentran en 

motivos conservados en proteínas cargo, como algunos factores de 

transcripción o traducción y proteínas de transporte de RNAm (Hutten & 

Kehlenbach, 2007a; la Cour et al., 2003; Xu et al., 2010a).   

La localización nuclear de una proteína se da mediante el reconocimiento 

deNLS por los NTR; por ejemplo, la importina α a través de su NTR se une al 

NLS-cargo, luego importina β se une a importina α para formar un complejo 

trimérico y su proteína cargo. Si la NLS es atípica, entonces importina β se une 

directamente a la proteína cargo sin la participación de importina α. La 

direccionalidad del cargo está dada por el gradiente RanGTP, que está 

regulado por el ciclo Ran-GTP/GDP (De Jesús-González et al., 2021).  

Una vez que el complejo trimérico ha entrado al núcleo, el RanGTP activado 

por RCC1 (GEF) se une a importina β, liberándose de su proteína cargo. La 

importina β se transporta al citoplasma y el RanGTP se desactiva a RanGDP 

por GAP (GTPase Activating Protein), para liberarse de la importina β para su 

próximo ciclo de importe (De Jesús-González et al., 2021). 

Por otro lado, la exportación nuclear está dada por el reconocimiento de las 

NES.  La exportación nuclear inicia con la unión de Ran-GTP a exportina (por 

ejemplo, CRM-1), que causa un aumento de la afinidad por la proteína cargo. 

Luego, el complejo se mueve hacia el NPC y se hidroliza Ran-GTP (activado 
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por RCC1) y en el citoplasma, GAP desactiva a RanGTP (hidroliza el GTP en 

GDP), lo que hace que exportina se libere de su proteína cargo (Jovanovic-

Talisman & Zilman, 2017; Kabachinski & Schwartz, 2015; Ogawa et al., 2012).  

 

Participación del NPC en la infección con Flavivirus 

 

Los Flavivirus son un género perteneciente a la familia Flaviviridae, que 

contienen virus como virus Spondweni (SPONV), virus de la fiebre amarilla 

(YFV), virus del Nilo Occidental (WNV), virus de la encefalitis japonesa (JEV), 

DENV y ZIKV, ampliamente distribuidos en áreas tropicales y subtropicales.  

(Collao et al., 2015; Lanciotti et al., 2016; Musso & Gubler, 2016; Saiz et al., 

2016; Simmonds et al., 2017; Song et al., 2017). Estos virus son transmitidos 

por mosquitos del género Aedes spp., y causan enfermedades con alta 

morbilidad y mortalidad; por lo tanto, de importancia médica (Musso & Gubler, 

2016).  

Los Flavivirus tiene un ciclo replicativo citoplasmático, traduciendo y replicando 

su genoma en el RE (Brand et al., 2017a; Mackenzie, 2005; Mukhopadhyay 

et al., 2005b). Sin embargo, se ha observado que algunas proteínas virales 

como C, NS1, NS5 se localizan en el núcleo de las células Vero al contener 

NLS en su secuencia (Hertzog et al., 2018; Hou et al., 2017; Wang et al., 

2017). Otras proteínas que se han localizado en el núcleo de las células 

infectadas son NS3 y NS4B (Cortese et al., 2017; Palacios-Rápalo et al., 2021; 

Reyes-Ruiz et al., 2018). 

Por otro lado, la proteína NS3 es la única proteasa codificada por estos virus 

y es necesaria para el procesamiento de la poliproteína viral y la replicación 

del RNA, ya que tiene la función de proteasa y helicasa. Esta molécula también 

está implicada en el establecimiento de la infección Por estas razones, se ha 

explorado como diana farmacológica frente a los diferentes flavivirus (Gruba 

et al., 2016; Y. Li, Phoo, et al., 2017; Y. Li, Zhang, et al., 2017). 
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La proteína no estructural 3 (NS3): una “Shuttling Protein” 

 

La proteína NS3 de los flavivirus  tiene un motivo de serina proteasa de tipo 

tripsin-like, además requiere un segmento hidrófilo de 40 residuos de la 

proteína transmembranal NS2B como cofactor y está implicada en el 

procesamiento de la poliproteína que genera las proteínas virales maduras 

(Luo et al., 2008; Mishra et al., 2018).  La proteína NS3 tiene una tríada 

catalítica conservada en los diferentes miembros del género (His51, Asp75 y 

Ser135), y una longitud total de aproximadamente 620 aminoácidos.  La 

proteasa NS3 corta entre los aminoácidos básicos Arg-Lys.  Además de la 

función proteasa, en el extremo carboxilo tiene un motivo con actividad 

trifosfatasa, nucleósido trifosfatasa de ARN y de helicasa. La conservación de 

la secuencia de aminoácidos de la proteína NS3 entre los diferentes flavivirus 

(DENV, WNV, JEV, ZIKV e YFV) es de aproximadamente 50% a 75%  

(Behnam & Klein, 2020; Y. Li, Phoo, et al., 2017; Y. Li, Zhang, et al., 2017; Z. 

Li, Zhang, et al., 2017). 

La localización subcelular de la proteína NS3 de ZIKV en la célula infectada es 

principalmente perinuclear y se ha encontrado asociada a lámina nuclear, un 

componente de la envoltura nuclear, formando sitios de extrusión. Por esta 

razón se sugiere que puede afectar la función del centrosoma (Hou et al., 

2017). Además, la proteína NS3 se acumula en la cara cóncava de los núcleos 

alterados en forma de riñón y puede ser responsable de  modificar otros 

componentes de la envoltura nuclear (Cortese et al., 2017). Nuestro grupo de 

investigación ha encontrado recientemente que la proteína NS3 de DENV se 

localiza en el núcleo de las células C6/36 (de origen mosquito) y Huh7 (de 

origen humano) infectadas con DENV en tiempos tempranos (8 a 12 horas 

después de la infección), y en tiempos tardíos (16 a 24 horas después de la 

infección) se encuentra en el citoplasma (Palacios-Rápalo et al., 2021; Reyes-

Ruiz et al., 2018). Sin embargo, la localización nuclear de la proteína NS3 de 
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ZIKV no ha sido reportada, ni las secuencias (NLS y NES) y sistemas de 

transporte responsables de su localización nuclear. 

 

Alteraciones del NPC por ZIKV: la escisión del complejo 

En mi tesis de maestría describimos la alteración del NPC durante la infección 

de ZIKV. Encontramos que ZIKV reduce la cantidad de NUPs como TPR 

(ubicada en la canasta nuclear), Nup153 y Nup98 (Figura 4). Además, 

encontramos que la ubicación subcelular de algunas Nups también se vio 

afectada.  

 

 

Figura 4.  Alteración de nucleoporinas, componentes del NPC durante la infección con 

ZIKV.  

El papel de la deslocalización, escisión/degradación  del NPC durante la 

infección por ZIKV aún se desconoce (De Jesús-González et al., 2020).  Sin 

embargo, en otros virus de RNA como son Poliovirus y Rinovirus, la 

degradación de la  nucleoporinas por proteasas virales se ha asociado a la 

inhibición de la importe/exporte de factores de transcripción, RNAm y 
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modulación de la respuesta inmune para garantizar la replicación viral 

(Wubben et al., 2020).  

La proteasa viral NS3 del ZIKV tiene la capacidad de procesar proteínas 

celulares, ya que se ha informado que puede procesar 31 proteínas celulares 

diferentes, como JIP4, ATG16L1, eIF4G1, TAK1. Entre ellas, el 42 % están 

involucradas en el procesamiento de la información genética, el 28 % en el 

transporte y el citoesqueleto, el 12 % en el metabolismo, el 10 % en la 

transducción de señales y el 8 % en la inmunidad (Hill et al., 2018). Por otro 

lado, NS3pro de ZIKV y DENV también escinden FAM134B (relacionado con 

la reticulofagia) (Dong et al., 2016); también NS3pro de ZIKV escinde Septin-

2 (factor del citoesqueleto, relacionado con la citocinesis celular) (H. Li et al., 

2019), PDIA3, ALDOA (glucólisis) (Tangsongcharoen et al., 2019), DDX21 

(respuesta inmunitaria) (DENV) (Dong et al., 2016) y GrpEL1, (proteína de 

matriz mitocondrial) entre otras (Gandikota et al., 2020, p. 70).  

Recientemente se ha reportado que la proteína NS3 de DENV puede procesar 

a las Nup153, Nup98 y Nup62 (De Jesús-González et al., 2020). Por lo que 

sería interesante analizar si la proteína NS3 de ZIKV también puede procesar 

componentes del NPC. Además, resulta de gran interés estudiar las 

consecuencias de la alteración del complejo del poro nuclear durante la 

infección con ZIKV y conocer la participación de estas alteraciones en la 

replicación viral. Este nuevo rol de NS3 en el ciclo replicativo viral hace a esta 

proteína un blanco muy interesante para el desarrollo de posibles fármacos. 
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Justificación 

ZIKV es un virus reemergente, el cual se encuentra presente en 84 países del 

mundo, 31 países han reportado microcefalia en neonatos a causa de este 

virus y 23 países han reportado un aumento del número de casos de Guillain-

Barré asociados con esta infección. Actualmente, no se cuenta con un 

tratamiento específico para la infección por ZIKV y es por ello que estudiar la 

biología del virus permitirá entender su ciclo de replicación y encontrar nuevos 

blancos farmacológicos. 

Una proteína indispensable para la replicación de ZIKV es la NS3 que tiene 

función de proteasa y helicasa. En nuestro laboratorio se ha descrito que 

durante la infección con ZIKV y DENV se altera el complejo del poro nuclear. 

En la literatura se describe que la alteración del NPC puede deberse a la 

acción de proteasas virales como en el caso de la infección con Poliovirus y 

Rinovirus y que estas afectan el tráfico núcleo-citoplasma de proteínas y 

mRNAS. Recientemente se ha reportado que la proteína NS3 de DENV puede 

procesar a las Nup153, Nup98 y Nup62 (De Jesús-González et al., 2020). Por 

lo que sería interesante analizar si la proteína NS3 de ZIKV también puede 

procesar nucleoporinas, y si esta alteración afecta el tráfico núcleo-citoplasma 

y como dicho efecto favorece la replicación viral. 
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Hipótesis 

La alteración del complejo del poro nuclear por la proteasa NS3 de ZIKV afecta 

el tráfico núcleo-citoplasma de proteínas y mRNAS 

 

Objetivo general 

Evaluar el tráfico núcleo-citoplasma de proteínas y los mRNAs durante la 

alteración del complejo del poro nuclear por la proteasa NS3 de ZIKV 

 

Objetivos particulares 

✓ Evaluar la cinética de degradación de nucleoporinas durante la 

infección con ZIKV 

✓ Evaluar los sistemas de importe y exporte de proteínas, así como el 

exporte de mRNAs durante la alteración del NPC por la infección con 

ZIKV 

✓ Identificar las secuencias responsables de la localización/exporte 

nuclear de NS3 de ZIKV 
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Estrategia experimental  
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Materiales y Métodos  

 

Cultivo e infección de células Huh7 con ZIKV 

El ZIKV se propagó en cerebro de ratones CD1 neonatos, el título viral se 

calculó mediante ensayos de plaqueo en células Huh7. Las células Huh7 se 

crecieron a 37 °C con 5% de CO2 en medio Advanced DMEM con glutamina 2 

mM, penicilina (5 x 104 U/ml), estreptomicina (50 µg/ml), 1 ml/L de fungizona y 

suero fetal bovino (SFB) al 5%. 

La infección de células Huh7 con ZIKV, se realizó a una MOI de 3 (óptima para 

la infección) durante 2 h a 37 °C con 5% de CO2 en medio Advanced DMEM 

1% SFB. A continuación, se retiró el medio y se añadió medio DMEM con 5% 

SFB. La infección se permitió por 24 h. 

 

Plásmido pcDNAplus NS2B3ZIKV 

El plásmido pcDNAplus que contiene el inserto de NS2B3 (proteasa activa) y 

NS2B3-S135 (proteasa inactiva) de ZIKV (Figura 5), fue construido en el 

laboratorio del Dr. Jonathan Ball en la University of Nottingham, Reino Unido 

por el Dr. José Humberto Oláis y el Dr. Fernando Ruiz Jiménez.  
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Figura 5. Plásmido pcDNAplus con inserto de NS2B3 o NS2B3-S135 de ZIKV. El inserto 

de NS2B3 o NS2B-S135, se encuentra en la posición 935-3188, validado por secuenciación. 

El plásmido contiene un promotor para procarionte con resistencia a ampicilina y un promotor 

de Citomegalovirus para eucarionte. Además, contiene una bandera de V5, útil para la 

localización de NS2B3 y NS2B-S135. 

 

Propagación del plásmido con el inserto de NS2B3 y NS2B3-S135A de 

ZIKV. 

La propagación de los plásmidos se hizo en bacterias E. coli DH5α 

competentes. Para ello, las bacterias se cultivaron en medio LB a 37 °C hasta 

alcanzar una OD600 de 0.5, a continuación, se colectaron por centrifugación (5 

min a 4000 g a 4 °C), se resuspendieron en amortiguadorTFB1 (RbCl 100 mM, 

2H2O MnCl2 50 mM, CH₃CO₂K 30 mM, CaCl2 10 mM, Glicerol 15%) en una 

proporción 1:3. Las bacterias se incubaron por 90 min en hielo, se colectaron 

las células por centrifugación (5 min a 4000 xg a 4 °C), y se resuspendieron 

en 4 ml de TFB2 (MOPS 10 mM, RbCl 10 mM, CaCl2 75m M, Glicerol 15%). 

Se hicieron alícuotas de 100 µl y se guardaron a -70 °C hasta su uso. 
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Para la propagación del plásmido, se prepararon 70 ng/µl de plásmido y 900 

µl de E. coli DH5α competentes, las bacterias se mantuvieron en hielo por 30 

min, y a continuación se sometieron a un choque térmico a 42 °C por 30 seg y 

se mantuvieron en hielo por 5 min. Se les añadió 250 µl de medio LB sin 

antibiótico y se incubaron por 1 h a 37 °C en agitación. Finalmente, las 

bacterias se cultivaron en cajas Petri con Agar-LB y 100 µg/ml de ampicilina 

(Amp), las cuales se incubaron por 24 h a 37 °C. 

Una colonia de DH5α con el plásmido de NS2B3 ó NS2B3-S135A que tiene el 

gen de resistencia a Amp se inoculó en medio LB con 100 µg/ml de Amp, las 

bacterias se incubaron por 24 h, para su posterior lisis y extracción del 

plásmido con el kit Zyppy Plasmid Miniprep (ZYMO Research #D4020) 

siguiendo las instrucciones proporcionadas por el proveedor. 

 

Mutación de la NLS-putativa de la proteína NS3 

El plásmido que contiene la secuencia NS2B3, gentilmente donado por el Dr. 

Jonathan Ball de la Universidad de Nottingham, Reino Unido, se propagó en 

E. coli DH5α competente y se purificó utilizando el kit Zyppy Plasmid Miniprep 

(ZYMO Research), siguiendo las instrucciones proporcionadas por el 

proveedor. 

La mutación de la NLS-putativa de la proteína NS3 se realizó en el plásmido 

de NS2B3 con el kit Q5 Hot Start High-Fidelity DNA Polymerase PCR (New 

England Biolabs), utilizando el par de cebadores: forward 

agcaCTCCGTACTGTGATCTTAG y reverse 

gctgcTATGGCTTCACGGACTATTTC, y las recomendaciones del fabricante 

(98 °C por 30 s, 25 ciclos de 98 °C por 10 s, 60 °C por 20 s, 72 °C por 1 min). 
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Transfección de células Huh7 con el plásmido que codifica a NS2B-NS3 

o a la NLS del SV40-tetraGFP. 

Las células Huh7 a una confluencia del 70-80 % se transfectaron con cada uno 

de los plásmidos mediante electroporación siguiendo el protocolo de Hashemi 

et al., 2012 con algunas modificaciones (Hashemi et al., 2012). Brevemente, 

se lavaron 1x107 células con PBS y se resuspendieron en 200 µl de medio 

OptiMem con 5 µg de DNA. Las células se transfirieron a una cubeta Gene 

Pulser con un espacio entre electrodos de 4 mm. 

La electroporación se realizó en un Gene Pulser Xcell (BioRad, Alemania), 

intensidad de campo eléctrico y longitud de pulso de 170 V y 40 ms en 

decaimiento exponencial. Las células se cultivaron en medio DMEM Advanced 

con FBS al 15 % y la transfección se evaluó a las 48 h. 

 

Preparación de extractos de proteínas totales 

La extracción de proteínas totales se realizó con buffer RIPA (10 mM Tris-HCl 

pH 8, 1 mM EDTA, 0.5 mM EGTA, 1% Tritón x-100, 0.1% Desoxicolato, 0.1% 

SDS y 140 mM NaCl). Células Huh7 infectadas con ZIKV o transfectadas con 

NS2B3 o NS2B3-S135A de ZIKV, se lavaron con PBS 1X. A continuación, se 

añadió 60 µl de RIPA (para una placa de 12 pozos) con inhibidores de proteasa 

por 5 min a temperatura ambiente (TA). Posteriormente, las células se lisaron 

con una punta de pipeta y el extracto se recolectó en tubos eppendorf. Se 

incubó en hielo por 20 min; después se descartó el DNA, mediante 

precipitación dando un spin por 5 seg, quedando en el sobrenadante las 

proteínas. El extracto se almacenó a 4 °C hasta su uso y las proteínas se 

cuantificaron con Pierce BCA Protein Assay Kit (ThermoFisher Scientific 

#23225), siguiendo las instrucciones del fabricante. 
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Electroforesis de proteínas en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE)  

El extracto total (30 µg) de proteínas de células control, transfectadas con 

NS2B3, NS2B-S135 y/o infectadas con ZIKV, fueron separadas por peso 

molecular mediante la técnica de electroforesis en geles de poliacrilamida con 

una concentración de 7.5% de acrilamida, con el equipo de electroforesis (Bio-

Rad modelo Mini PROTEAN Tetra Cell) y peines de 1.5 mm de grosor con 10 

pozos. La electroforesis se realizó a 120 volts.  

 

Transferencia a membrana de nitrocelulosa 

Al término de la electroforesis, se realizó la transferencia a membrana de 

nitrocelulosa con poro de 0.2 µm por 1 h 10 min a 100 volts en el equipo Bio-

Rad modelo Mini Trans-Blot Cell. 

 

Western Blot 

La técnica de Western Blot se realizó bloqueando la membrana de 

nitrocelulosa con leche descremada al 10% en PBS 1X-Tritón X-100 0.5% 

durante 1 h a TA. Posteriormente, se agregó el anticuerpo primario díluido en 

leche descremada al 5%, durante toda la noche a 4 °C en las siguientes 

concentraciones:  

Ab Hospedero Dilución Fabricante # catalogo 

Anti-Nup98 ratón 1:1000 Santa Cruz SC-74578 

Anti-Nup62 conejo 1:5000 Santa Cruz SC-25523 

Anti-

Nup153 

ratón 1:6000 Abcam AB96462 

Anti-TPR ratón 1:1000 Santa Cruz SC-271317 

Anti-NS3 

DENV 

conejo 1:1000 GeneTex GTX124252 
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Después, se lavó la membrana 5 veces con PBS 1X-Tritón X-100 0.5% por 10 

min y se incubó con el anticuerpo secundario (anti-IgG de conejo y anti-IgG de 

ratón) acoplado a HRP durante 2 h a TA en una dilución de 1:5000 en PBS 

1X-Tritón X-100 0.5%. Finalmente, se lavó la membrana 5 veces más. El 

revelado se llevó a cabo con SuperSignal West Femto Maximum Sensitivity 

Substrate kit (ThermoFisher Scientific #34095). 

Inmunofluorescencia 

Las células Huh7 se cultivaron en placas de 24 pozos sobre cubreobjetos 

circulares hasta alcanzar una confluencia de 70-80% para ser transfectadas o 

infectadas con ZIKV. Las células se fijaron con PFA al 4% durante 20 min a 

4 °C, a continuación, se permeabilizaron y se bloquearon con 0.2% saponina 

y 1% SFB, díluido en PBS 1X durante 20 min en agitación y se lavó con 0.2% 

saponina, 1% SFB-PBS 1X. El anticuerpo primario díluido en 0.2% saponina, 

1% SFB-PBS 1X, durante toda la noche a 4 °C en las siguientes 

concentraciones:  

Ab Hospedero Dilución Fabricante # catalogo 

α-CRM-1 ratón 1:100 Santa Cruz SC-74454 

α-hnRNP-A1 ratón 1:100 Santa Cruz SC-32301 

α-hnRNP-K ratón 1:100 Santa Cruz SC-28380 

α-SR proteins ratón 1:100 Santa Cruz SC-13509 

α-NS3 DENV conejo 1:300 GeneTex GTX124252 

 

Las células se lavaron 3 veces con 0.2% saponina, 1% SFB-PBS 1X. 

Posteriormente, se incubaron con el anticuerpo secundario (Alexa 488 anti-

ratón 1:1000 y Alexa 594 anti-conejo 1:200) por 2 h en 0.2% saponina, 1% 

SFB-PBS 1X a TA y se lavaron 3 veces más. Después, se incubaron con DAPI 

en una concentración de 1:1000 en PBS 1X por 10 min. 

Las células se lavaron 3 veces con 50 mM de NH4Cl en PBS 1X y una más 

con agua destilada para eliminar el exceso de sales. Las preparaciones se 
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montaron con VECTASHIELD Mounting Medium y se almacenaron a 4 °C, 

hasta su observación en el microscopio confocal Leica TCS SP8. Las 

imágenes obtenidas bajo el microscopio se procesaron con el software Leica 

Application Suite X Core Offline version 3.3.0 for Windows 10. 

 

Ensayo de hibridación fluorescente in situ (FISH) para detección de 

mRNAs  

Para detectar la localización subcelular de los mRNAs poliadenilados, se 

realizó un ensayo de hibridación in situ con fluorescencia (FISH). Células Huh-

7 transfectadas con los plásmidos NS2B-NS3 o NS2B-NS3 S135A por 48 hpt, 

infectadas con ZIKV por 48 hpi o no infectadas se fijaron con formaldehído al 

4% durante 20 minutos. Se aspiró el formaldehído y se añadió metanol frío a 

cada muestra durante 10 min. Posteriormente, se aspiró el metanol y se añadió 

etanol al 70% durante 10 mín. Finalmente, se aspiró el etanol y se añadió Tris 

1M pH 8,0 durante 5 min.  

Después se bloqueó de las células con BSA al 0,5% durante 20 min, la sonda 

Cy5-Oligo-dT diluida en tampón de hibridación a una concentración final de 1 

ng/mL (1 mg/mL de ARNt de levadura, EDTA 0,5 mM, BSA al 0,5 %, sulfato 

de dextrano al 10 % y formamida al 25 % desionizada), se añadió y se incubó 

durante 12 horas a 37°C. Las células se lavaron 5 veces con 4X SSC buffer y 

5 veces con 2X SSC buffer. El anticuerpo anti-NS3 de conejo (1 µg/ml) se 

diluyó en 2X SSC con 0,1% Triton X-100 y se incubó durante la noche a 4ºC. 

Las células se lavaron 5 veces con 2X SSC y se incubaron con 1 µg/ml de 

AlexaFluor IgG anti-conejo de cabra conjugada con 555. Los núcleos se 

tiñeron con Hoechst (Santa Cruz Biotecnología, Santa Cruz, CA).  

 

Ensayos de microscopía inmunoelectrónica de transmisión (TIM) 

Las células Huh7 cultivadas en matraces T-75 (Corning) se infectaron de forma 

simulada (mock) o con ZIKV a una MOI de 3. Después de 8 y 24 h, las células 
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se fijaron con paraformaldehído al 4 %/glutaraldehído al 0,5 % durante 1 hora 

a temperatura ambiente (RT), deshidratado con concentraciones crecientes de 

etanol, se incluyó en la resina acrílica (LR White) y se polimerizó bajo radiación 

UV a 4°C durante la noche. Secciones de células incrustadas en resina de 70 

nm de grosor se montaron en rejillas de níquel cubiertas con Formvar y se 

incubaron en PBS con FBS al 10 % durante 1 h para bloquear las uniones no 

específicas, las muestras fueron incubadas con anticuerpo anti-NS3 díluido 

1:20 en PBS con FBS al 5 %. Las muestras se lavaron tres veces con PBS 

10 % FBS y se incubaron con anticuerpo secundario IgG anti-conejo 

conjugado con partículas de oro coloidal de 20 nm (Ted Pella Inc., Redding, 

CA, EE. UU.) a temperatura ambiente durante 1 hora. Finalmente, las 

secciones se contrastaron con acetato de uranilo y citrato de plomo antes de 

ser examinadas bajo un microscopio electrónico de transmisión Jeol JEM-1011 

(Jeol Ltd., Tokio, Japón). 

 

Predicción in silico de NLS o NES de la proteína NS3 de ZIKV y otros 

Flavivirus 

La secuencia de aminoácidos de la proteína NS3 de la cepa ZIKV Mr-766 

(número de acceso: Q32ZE1) se obtuvo de UniProt KnowledgeBase 

(UniProtKB). La NLS de la proteína NS3 de ZIKV se identificó usando el 

software cNLS Mapper (servidor enfocado en la predicción de señales de 

localización nuclear dependientes de importina α) (Kosugi, Hasebe, Tomita, 

et al., 2009) con un puntaje de corte predeterminado (5.0), mientras que para 

la predicción de NES se usó el LocNES un herramienta computacional para 

localizar NES clásicas en proteínas que usan la vía de exportina CRM-1 (Xu 

et al., 2015). Además, los motivos TRG_NLS_MonoExtN_4 y 

TRG_NES_CRM1_1 se determinaron con WREGEX (expresión regular 

ponderada) v2.1, un servidor para la búsqueda de motivos de aminoácidos 

(Prieto et al., 2014). Para comparar si las secuencias de localización nuclear 

putativas de la proteína NS3 eran conservadas entre los flavivirus. Además, 
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se realizó una alineación de secuencias múltiples utilizando ClustalW. Las 

secuencias de la proteína NS3 de varios flavivirus utilizados con UniProtKB ID 

fueron: DENV (P14340), LANTV (P29837), YFV (Q6J3P1), DENV4 (Q58HT7), 

DENV1 (P27909), DENV3 (Q6YMS4), WNV (Q9Q6P4), JEV (P27395). 

 

Modelado 3D de la proteína NS3 de ZIKV y acoplamiento molecular de 

NS3-Importin α 

La secuencia de aminoácidos de la proteína NS3 de la cepa ZIKV Mr-766 

(número de acceso: Q32ZE) se recopiló de UniProt Knowledge base 

(UniProtKB) y se usó para la predicción de estructura 3D realizada con 

RaptorX [62] y se analizó con VMD v1.9.3 software. La validación se realizó 

utilizando el gráfico de Ramachandran y el servidor SAVES v6.0. El 91 % de 

los aminoácidos se encontraban en el área permitida de los ángulos psi y phi 

(0,2) (valores no mostrados). 

El acoplamiento molecular de NS3-Importina α se analizó con el servidor 

HDOCK usando el NS3 de ZIKV previamente modelado y la estructura de 

Impotina α (PDB ID: 4WV6). Como controles positivos se utilizaron la NLS de 

la proteína NS5 de ZIKV (PDB ID: 5W41), y la NLS del SV40 (1EJL), ya que 

ambos utilizan la vía clásica de importación nuclear. La proteína citoplasmática 

ATP sintasa α (PDB ID: 1QO1) y la proteína de membrana celular Fas-L 

miembro 6 (PDB ID: 5L19) que carecen de NLS se usaron como controles 

negativos. 

 

Viabilidad celular a IVM y LMB 

La viabilidad celular en presencia de IVM y LMB se evaluó con el método MTT 

(bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazol). Brevemente, las 

células Huh-7 se cultivaron en placas de 96 pocillos (70-80% de confluencia). 

Posteriormente, se trataron durante 48h a 37°C con los vehículos (DMSO y 

etanol), y los fármacos a diferentes concentraciones. IVM (12, 25, 50, 75 y 100 
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μM) o LMB (1, 3 y 5 ng). Se agregaron 10 μL de MTT en 100 μL de medio de 

cultivo por pocillo y se incubó durante 3h a 37°C, de acuerdo con las 

instrucciones del proveedor. Se eliminó el MTT y se agregaron 100 µL de 

DMSO por pocillo. Para eliminar el fondo, la placa se leyó a una longitud de 

onda de 630 nm y las absorbancias obtenidas se restaron de las absorbancias 

obtenidas con una longitud de onda de 562 nm. La lectura se realizó en el 

espectrofotómetro a una longitud de onda de 562 nm. 

 

Inhibición de la importación nuclear clásica (Importin alfa/beta) con IVM 

e inhibición de la exportación nuclear (CRM-1) con LMB 

Las células Huh7 cultivadas con DMEM/FBS al 7,5 % (v/v) se pretrataron 

durante 4 h con IVM 15, 20 o 25 μM (SIGMA 18898-250MG) díluido en DMSO, 

que inhibe la importación de proteínas al núcleo a través de la importina α/β1. 

Posteriormente, las células se infectaron de forma simulada o se infectaron 

con ZIKV a una MOI de 3 durante dos horas a 37° C con 5 % de CO2 en medio 

DMEM avanzado sin suero, luego se retiró el medio y se colocó un medio 

fresco completo (Wagstaff et al., 2012), y se permitió la infección por 12 h. 

Por otro lado, para el tratamiento con LMB, que inhibe la exportación nuclear 

de CRM-1, las células se trataron con 5, 10 o 15 nM de LMB díluido en etanol 

(Santa Cruz CAS 87081-35-4). Las células en el medio de cultivo se trataron 

inmediatamente  después de la infección con LMB (Rawlinson et al., 2009). Se 

permitió la infección durante 24 horas. 

La localización de la proteína NS3 en las células infectadas con ZIKV y 

tratadas con IVM o LMB se analizó mediante inmunofluorescencia indirecta. 

 

Análisis de imágenes y análisis estadístico 

Las imágenes obtenidas por microscopía confocal se analizaron utilizando el 

software de análisis de imágenes Icy. Se importaron tres imágenes diferentes 

para cada condición (8, 12, 16, 24 y 48 horas o NS2B3 WT/Mut-NLS según 
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corresponda) y se obtuvo la intensidad de fluorescencia media (MFI) para los 

valores de píxeles para cada región de interés seleccionada (ROI) para 

cuantificar la fluorescencia nuclear (Fn) en relación con la fluorescencia del 

citoplasma (Fc). La relación Fn/Fc se determinó de acuerdo con Fn/Fc = (Fn-

Fb)/Fc-Fb), donde Fb era la fluorescencia de fondo negro (Lopez-Denman 

et al., 2018). 

Además, como parte del análisis de imágenes, se determinó el coeficiente de 

correlación de Pearson entre la proteína NS3 (Alexa-Fluor 555) y los núcleos 

(Hoechst) para regiones de interés seleccionadas. Las unidades arbitrarias de 

MFI y los coeficientes de correlación se expresaron como medias y se 

determinó el error estándar de la media (SEM). Se utilizó el análisis de ANOVA 

ordinario de una vía con la prueba post-hoc de comparaciones múltiples de 

Dunnett para determinar las diferencias significativas entre las medias de cada 

condición (12, 16, 24 y 48 horas o NS2B3 Mut-NLS como se indica) contra el 

control (8 h) o NS2B3 WT, utilizando el software Rstudio versión 1.4 y R 

versión 4.1. Los resultados se consideraron estadísticamente significativos 

cuando los valores de p bilaterales fueron < 0,05. 
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Resultados 

 

La infección por ZIKV induce cambios en la envoltura nuclear 

Aunque la replicación de los miembros del género Flavivirus ocurre en el 

citoplasma, algunas proteínas virales son transportadas al núcleo donde 

juegan un papel esencial durante la replicación viral (Hertzog et al., 2018; Hou 

et al., 2017; Wang et al., 2017). En este sentido, las proteínas virales requieren 

atravesar la envoltura nuclear (Ne) para ingresar al núcleo de las células 

huésped. Por esta razón, la integridad de Ne durante la infección por ZIKV se 

analizó mediante microscopía electrónica de transmisión (TEM). Se observó 

un conjunto de invaginaciones de la membrana del retículo endoplásmico 

(ER), características de las células infectadas, que incluyen vesículas 

inducidas por virus (Ve) y paquetes de vesículas (Vp) conocidos como 

complejos de replicación viral (Cortese et al., 2017) en células Huh-7 

infectadas con ZIKV (Figura 6).  

 



34 
 

Figura 6. La infección por el virus del Zika (ZIKV) disrumpe la integridad envoltura 

nuclear de las células Huh-7. Microscopía electrónica de transmisión de (A) células sin 

infección (Mock) o (B) células infectadas con ZIKV durante 24 h. (C) Los gráficos representan 

los resultados del contraste de difracción expresados como unidades arbitrarias y las barras 

de error muestran la SD de tres experimentos independientes. * p ≤ 0,05; *** p ≤ 0,001, n = 10 

por grupo. Ne, envoltura nuclear; Nu, núcleo; RE, retículo endoplásmico; VE, vesículas de 

doble membrana; LD, gotas de lípidos. 

 

Además, se detectaron partículas similares a virus (Vi), pequeñas esferas 

electrodensas con la morfología y el tamaño de las partículas virales dentro de 

las cisternas del ER distendidas, lo que confirma la infección por ZIKV y la 

producción de progenie viral (Figura 6). El análisis ultraestructural evidenció 

cambios en la morfología nuclear de las células infectadas por ZIKV donde la 

Ne estaba distendida y tenía una marcada ausencia de densidad electrónica 

en contraste con la Ne de las células infectadas de forma simulada (Figura 6). 

Este resultado sugiere que la infección por ZIKV conduce a la pérdida de la 

integridad del Ne como ocurre en enfermedades hereditarias y adquiridas 

(Robijns et al., 2018). 

 

La infección por ZIKV altera la composición del NPC 

Durante mi trabajo de tesis de maestría encontramos que en la infección por 

ZIKV se produce una reubicación citoplasmática y una aparente pérdida de 

integridad de Nup98, Nup153 y TPR, pero no de Nup62. 

Durante mi trabajo de doctorado, para investigar el tiempo específico en el que 

ZIKV altera la integridad de las nucleoporinas, se analizó la integridad de Nups 

en diferentes momentos de la infección (12, 24 y 48 hpi) mediante Western 

blot. Después de 12 hpi, las cantidades de TPR y Nup98 disminuyen de 

manera dependiente del tiempo en las células infectadas por ZIKV en 

comparación con las células sin infección (Mock) (Figura 7A y B), lo que 

correlaciona con la cantidad de proteína viral detectada que aumenta con el 

tiempo (12, 24 y 48 hpi). En contraste con la cantidad de Nup62, que no se 
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observó que cambiara en diferentes momentos de la infección por ZIKV, como 

ocurre en las células Huh-7 no infectadas (Figura 7C). La cantidad de Nup153 

disminuyó a las 12 y 24 hpi en comparación con las células no infectadas, sin 

embargo, se observó un aumento a las 48 hpi (Figura 7A). Estos resultados 

fueron consistentes con las observaciones realizadas por análisis de 

microscopía confocal en células Huh-7 infectadas con ZIKV durante 24 h. 

 

Figura 7. Las nucleoporinas TPR, Nup153 y Nup98 se procesan durante la infección por 

ZIKV. Los niveles de proteína de (A) TPR, Nup153, (B) Nup98 y (C) Nup62 se analizaron 
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mediante transferencia Western en lisados de células completas de células simuladas o 

infectadas con ZIKV durante 12, 24 y 48 horas. El anticuerpo anti-NS3 se usó como control de 

infección y anti-actina como control de carga. Se presentan ensayos de Western blot 

representativos de tres experimentos independientes. El gráfico representa los niveles de 

proteína en comparación con la β-actina. Los valores de la cantidad de proteína del control 

(simuladamente infectados) se ajustaron a un valor de 1. Los valores para la expresión en 

células infectadas (blancas) se expresaron luego como un número relativo al control. Los datos 

son medias ± SEM de n = 3 experimentos independientes realizados por duplicado. 

 

La proteasa NS2B-NS3 de ZIKV altera la integridad de la NPC al alterar 

las nucleoporinas Nup98, Nup153 y TPR 

Dado que se ha reportado ampliamente que las proteasas virales pueden 

degradar a nucleoporinas como Nup62, Nup98, Nup153 y TPR y con ello 

modificar al NPC  (Faria et al., 2005; Gustin & Sarnow, 2002a; Huang et al., 

2015; Malik et al., 2012; Park et al., 2008a; Watters & Palmenberg, 2011a), 

decidimos analizar si la proteasa ZIKV NS2B-NS3 participa en el 

procesamiento de estas Nups. Al analizar por Western blot las cantidades de 

Nups en células Huh-7 transfectadas con plásmidos que contenían la 

secuencia activa (NS2-NS3B3) o inactiva (NS2B3-S135A) de la proteasa ZIKV 

o de células infectadas por ZIKV observamos una reducción significativa en la 

cantidad de Nup98, Nup153 y TPR (Figura 8A y B) de células transfectadas 

con la proteasa ZIKV activa y células infectadas con ZIKV (p = < 0,05) en 

contraste con células sin infección. Apoyando la idea de que la proteasa ZIKV 

es responsable de la degradación de Nup98, Nup153 y TPR. Sin embargo, la 

cantidad de Nup62 fue la misma en las células Huh-7 transfectadas con 

proteasa de ZIKV activa o inactiva, células Huh-7 infectadas por ZIKV y 

simuladamente infectadas (Figura 8A). Este hallazgo fue concordante con la 

señal de etiquetado específica para Nup62, ya que la cantidad de Nup62 fue 

la misma a las 12, 24 y 48 hpi en células Huh-7 infectadas con ZIKV y con 

infección simulada (Figura 7C), lo que sugiere que la proteasa de ZIKV a 

diferencia de las otras NUPs estudiadas, no alteró a la Nup62.  
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Figura 8. La proteasa NS2B3 activa de ZIKV altera la integridad de Nup98, Nup153 y TPR, 

pero no la de Nup-62. (A) Células Huh-7 sin infección (Mock) o infectadas con ZIKV o 

transfectadas con la forma activa (WT) o inactiva (mutante) de la proteasa NS2B3 durante 48 

horas se incubaron con (A) anti-Nup62, anti-Nup98, (B) anti-Nup153 y anti-TPR y analizado 

por Western blot. El anticuerpo anti-NS3 se usó como control de infección y anti-actina como 

control de carga. Se presentan ensayos de Western blot representativos de tres experimentos 

independientes. El gráfico representa los niveles de Nup62 y Nup98 en comparación con la β-

actina. Los valores de cantidad de proteína del control (simuladamente infectados) se 

ajustaron a un valor de 1. Los valores para la expresión en células infectadas (blancas) se 

expresaron luego como un número relativo al control. Los datos son medias ± error estándar 

(S.E) de n = 3 experimentos independientes realizados por duplicado. *** p ≤ 0,001, ns: sin 

diferencia significativa. 
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La infección con ZIKV altera la localización subcelular de proteínas 

reporteras que contienen secuencias de transporte núcleo-citoplasma.  

Además de la internalización de proteínas virales en el núcleo durante las 

infecciones por flavivirus, algunos componentes nucleares son secuestrados 

para evitar la respuesta inmune antiviral. La presencia de la polimerasa NS5 

de WNV, DENV y JEV en el núcleo interviene en la vía de respuesta de IFN 

en diferentes niveles de la vía de señalización JAK/STAT y, por lo tanto, evita 

la entrada de factores de transcripción en el núcleo para evitar la respuesta 

inmunitaria innata (Ashour et al., 2009; Laurent-Rolle et al., 2010; Lin et al., 

2006; Mazzon et al., 2009).  

Por otro lado, proteínas nucleares como La (DENV), PTB (DENV), RNA 

Helicasa A, TIA1/TIAR (WNV) y Tudor-DN/p100 (DENV) migran al citoplasma 

para participar en el ensamblaje de los maquinaria de replicación viral (Agis-

Juárez et al., 2009, p.; De Nova-Ocampo et al., 2002; Emara et al., 2008; 

Garcı́a-Montalvo et al., 2004). Además, en esta tesis describimos la alteración 

del NPC por escisión de Nups por la NS3 de ZIKV. Por ello, el núcleo y 

componentes de este son cruciales para la replicación viral  

Se han descrito alteraciones del NPC durante otras infecciones virales debido 

a la escisión específica de Nups por proteasas de virus citoplasmáticos como 

las de Poliovirus y Rinovirus. Esta degradación o procesamiento de Nups da 

como resultado la alteración del transporte núcleo-citoplasmático de proteínas 

y ARNm, con el fin de secuestrar la maquinaria de traducción para la 

replicación viral y el control de la respuesta inmune antiviral (Castelló et al., 

2009b; Gustin & Sarnow, 2001b; Park et al., 2010). 

Para analizar la funcionalidad de las vías de importe/exporte nuclear durante 

la infección con ZIKV, analizamos la localización subcelular de proteínas 

reporteras que participan activamente en el transporte nuclear o que contienen 

secuencias de importe/exporte nuclear. 

La funcionalidad de la vía clásica de importe nuclear se analizó mediante la 

localización de Importina α durante la infección con ZIKV a las 48 hpi, ya que 
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anteriormente observamos que en esta etapa de la infección las Nups se 

encontraban mayormente afectadas por NS3.  

Podemos observar que la infección con ZIKV altera la localización y cantidad 

de Importina α (Figura 9); por un lado, observamos que la Importina α durante 

la infección con ZIKV se localiza mayormente en el citoplasma, contrario a las 

células sin infectar en las cuales la Importina α se localiza en citoplasma y 

núcleo. Además, encontramos una disminución en la cantidad de la Importina 

α durante la infección con ZIKV (Figura 9A y B). La diferencia en la Importina 

α en la fracción nuclear y citoplasmática, demostró que, en las células sin 

infección la Importina α se localiza principalmente en el núcleo, contrario a las 

células infectadas con ZIKV (Figura 9C). 

 

Figura 9. La infección con ZIKV altera la localización subcelular de importina α. (A) La 

ubicación de la importina α y la proteína viral NS3 en células Huh7 sin infección o células Huh7 
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infectadas con ZIKV a las 48 h después de la infección (hpi) se analizó mediante microscopía 

confocal usando anti-NS3 (rojo) y anticuerpos anti-imp α (verde) y tinción de Hoechst de 

núcleos (azul). Para determinar la localización nuclear o citoplasmática de importina α, se 

analizaron imágenes de cortes tridimensionales, como se menciona en la metodología. (B) Se 

determinó el MFI para regiones seleccionadas de interés en el núcleo y el citoplasma, y la 

proteína celular total (30 células por condición) y (C) Se determinó la relación Fn/Fc para estas 

regiones seleccionadas de interés en cada imagen de microscopía confocal de 

inmunofluorescencia. *, p = 0,05; **, p = 0,001; ***, p = 0,0001; ****, p < 0,0001. 

 

Para analizar la funcionalidad de la vía clásica de exporte nuclear se analizó 

la localización de la exportina CRM-1 durante la infección con ZIKV a las 48 

hpi. Podemos observar que la infección con ZIKV también altera la localización 

y cantidad de la exportina CRM-1 (Figura 10), ya que CRM-1 durante la 

infección con ZIKV se localiza mayormente en el núcleo, contrario a las células 

sin infectar, donde CRM-1 se localiza en núcleo y citoplasma. Además, 

encontramos una disminución en la cantidad de CRM-1 durante la infección 

con ZIKV (Figura 10A y B). La diferencia núcleo/citoplasma de CRM-1, 

demostró que durante la infección con ZIKV se localiza principalmente en el 

núcleo, contrario a las células sin infección (Figura 10C). 
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Figura 10. La infección con ZIKV altera la localización subcelular de la exportina CRM-

1. (A) La ubicación de CRM-1 y la proteína viral NS3 en células Huh7 sin infección o células 

Huh7 infectadas con ZIKV a las 48 h después de la infección (hpi) se analizó mediante 

microscopía confocal usando anti-NS3 (rojo) y anticuerpos anti-CRM-1 (verde) y tinción de 

Hoechst de núcleos (azul). Para determinar la localización nuclear o citoplasmática de CRM-

1, se analizaron imágenes de cortes tridimensionales, como se menciona en la metodología. 

(B) Se determinó el MFI para regiones seleccionadas de interés en el núcleo y el citoplasma, 

y la proteína celular total (30 células por condición) y (C) Se determinó la relación Fn/Fc para 

estas regiones seleccionadas de interés en cada imagen de microscopía confocal de 

inmunofluorescencia. *, p = 0,05; **, p = 0,001; ***, p = 0,0001; ****, p < 0,0001. 

 

Por otro lado, se analizaron las vías de transporte no clásicas, como la 

mediada por la transportina 1 durante la infección. La transportina 1 participa 

en el transporte bidireccional de proteínas que contienen la secuencia M9-NLS 
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(también llamada PY-NLS), presente en proteínas como la ribonucleoproteína 

nuclear heterogénea A1 (hnRNP A1), y algunas otras involucradas en la unión, 

transcripción o procesamiento del RNA (Twyffels et al., 2014).   

El análisis de hnRNP A1 durante la infección con ZIKV demostró la alteración 

de su localización y cantidad (Figura 11), ya que durante la infección con ZIKV 

se localiza principalmente en el citoplasma, contrario a las células sin infección 

donde se localiza principalmente en núcleo. Además, encontramos una 

disminución en la cantidad de hnRNP A1 durante la infección con ZIKV (Figura 

11A y B). La diferencia núcleo/citoplasma de esta proteína celular, demostró 

que en las células sin infectar se localiza principalmente en el núcleo, contrario 

a las células infectadas con ZIKV (Figura 11C). 
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Figura 11. La infección con ZIKV altera la localización subcelular de la hnRNP A1 

contiene secuencias de transporte núcleo-citoplasma (A) La ubicación de la hnRNP A1 y 

la proteína viral NS3 en células Huh7 sin infección o células Huh7 infectadas con ZIKV a las 

48 h después de la infección (hpi) se analizó mediante microscopía confocal usando anti-NS3 

(rojo) y anticuerpos anti-hnRNP A1 (verde) y tinción de Hoechst de núcleos (azul). Para 

determinar la localización nuclear o citoplasmática de hnRNP A1, se analizaron imágenes de 

cortes tridimensionales, como se menciona en la metodología. (B) Se determinó el MFI para 

regiones seleccionadas de interés en el núcleo y el citoplasma, y la proteína celular total (30 

células por condición) y (C) Se determinó la relación Fn/Fc para estas regiones seleccionadas 

de interés en cada imagen de microscopía confocal de inmunofluorescencia. *, p = 0,05; **, p 

= 0,001; ***, p = 0,0001; ****, p < 0,0001. 

 

Además, se utilizó la localización subcelular de proteínas que utilizan 

diferentes rutas de transporte como la hnRNP K que utiliza el transporte 

nuclear K (mediado por la señal KNS) (Görlich & Kutay, 1999). Al igual que la 

hnRNP A1, se demostró la alteración de la localización de la hnRNP K ya que 

durante la infección con ZIKV hnRNP K se localiza en las fracciones nuclear y 

citoplasmática, contrario a las células sin infección donde se localiza 

principalmente en el núcleo (Figura 12). Además, encontramos una 

disminución en la cantidad de hnRNP K durante la infección con ZIKV (Figura 

12A y B). La diferencia núcleo/citoplasma de hnRNP K, demostró que en las 

células sin infección se localiza principalmente en el núcleo, contrario a las 

células infectadas con ZIKV (Figura 12C). 
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Figura 12. La infección con ZIKV altera la localización subcelular de hnRNP K contiene 

secuencias de transporte núcleo-citoplasma (A) La ubicación de la hnRNP K y la proteína 

viral NS3 en células Huh7 sin infección o células Huh7 infectadas con ZIKV a las 48 h después 

de la infección (hpi) se analizó mediante microscopía confocal usando anti-NS3 (rojo) y 

anticuerpos anti-hnRNP K (verde) y tinción de Hoechst de núcleos (azul). Para determinar la 

localización nuclear o citoplasmática de hnRNP K, se analizaron imágenes de cortes 

tridimensionales, como se menciona en la metodología. (B) Se determinó el MFI para regiones 

seleccionadas de interés en el núcleo y el citoplasma, y la proteína celular total (30 células por 

condición) y (C) Se determinó la relación Fn/Fc para estas regiones seleccionadas de interés 

en cada imagen de microscopía confocal de inmunofluorescencia. *, p = 0,05; **, p = 0,001; 

***, p = 0,0001; ****, p < 0,0001. 
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Aunque que durante la infección con Poliovirus, la vía bidireccional de 

transportina SR no se vio alterada (Gustin & Sarnow, 2001b), nosotros 

analizamos esta vía utilizando un anticuerpo dirigido contra las proteínas con 

repetidos Ser y Arg (proteínas SR) que funciona como una NLS para esta vía. 

Un ejemplo de ello es el factor de empalme SC35 (Cazalla et al., 2002). 

Podemos observar que la infección con ZIKV altera la localización y cantidad 

de las proteínas SR (Figura 13), ya que CRM-1 durante la infección con ZIKV 

altera principalmente la cantidad de las proteínas SR. Sin embargo, también 

afecta la localización de estas al encontrarse en ambas fracciones (nuclear y 

citoplasmática), contrario a las células sin infectar donde las proteínas SR se 

localizan en el núcleo. Además, encontramos una disminución en la cantidad 

de las proteínas SR durante la infección con ZIKV (Figura 13A y B). La 

diferencia núcleo/citoplasma de las proteínas SR, demostró que durante la 

infección con ZIKV estas proteínas se localizan en menor grado en el núcleo, 

respecto a las células sin infección (Figura 13C). 
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Figura 13. La infección con ZIKV altera la localización subcelular de las proteínas SR 

que contienen secuencias de transporte núcleo-citoplasma (A) La ubicación de las 

proteínas SR y la proteína viral NS3 en células Huh7 sin infección o células Huh7 infectadas 

con ZIKV a las 48 h después de la infección (hpi) se analizó mediante microscopía confocal 

usando anti-NS3 (rojo) y anticuerpos anti-proteínas SR (verde) y tinción de Hoechst de núcleos 

(azul). Para determinar la localización nuclear o citoplasmática de las proteínas SR, se 

analizaron imágenes de cortes tridimensionales, como se menciona en la metodología. (B) Se 

determinó el MFI para regiones seleccionadas de interés en el núcleo y el citoplasma, y la 

proteína celular total (30 células por condición) y (C) Se determinó la relación Fn/Fc para estas 

regiones seleccionadas de interés en cada imagen de microscopía confocal de 

inmunofluorescencia. *, p = 0,05; **, p = 0,001; ***, p = 0,0001; ****, p < 0,0001. 
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Estos resultados demuestran que las vías de Importina α, exportina CRM-1, 

Transportina 1, Transportina KNS y Transportina SR se ven afectadas durante 

la infección con ZIKV. 

 

La proteasa NS2B-NS3 de ZIKV altera el exporte de mRNAs 

Hasta ahora, nuestros resultados indican que durante la infección con ZIKV, 

se procesan Nups y que este procesamiento altera el tráfico núcleo-

citoplasma, como ha sido reportado para otros virus(Castelló et al., 2009b; 

Gustin & Sarnow, 2001b, 2002b), Se ha descrito que Nup98, Nup153 y TPR 

que son escindidos por la proteasa NS2B-NS3 de ZIKV, están involucrados en 

el exporte de mRNAs maduros (Aksenova et al., 2020; Y. Li et al., 2021; Ren 

et al., 2010, p. 1). 

Para determinar si el exporte nuclear de mRNAs esta alterado durante la 

infección con ZIKV, la ubicación de mRNAs en las células Huh-7 infectadas 

con ZIKV o transfectadas con NS2B-NS3 de ZIKV se analizó usando oligodT 

acoplado a la sonda Cy5 en un ensayo de hibridación in situ (FISH) (Figura 

14).  
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Figura 14. La proteasa NS2B-NS3 de ZIKV altera el exporte de mRNAs. Células Huh-7 se 

infectaron con ZIKV o se transfectaron durante 48 horas con la proteasa NS2B-NS3 WT y la 

proteasa inactiva NS2B-NS3 S135A. La localización de los mRNAs con poli-A o NS3 de ZIKV 

se determinó usando oligo-dT acoplado a Cy5 y anti-NS3 respectivamente, usando 

microscopia confocal. Imágenes representativas de tres experimentos independientes 

Como era de esperarse, en las células sin infectar, los mRNAs con cola de 

poli-A se localizan principalmente en citoplasma. Sin embargo, en las células 

infectadas con ZIKV se observa una reducción de estos mRNAs en citoplasma, 

y un aumento en su localización nuclear. Asimismo, al transfectar la proteasa 

NS2B-NS3 WT, pero no cuando transfectamos a la proteasa inactiva NS2B-

NS3-S135A, la localización subcelular de los mRNAs se observa de manera 

similar a las células infectadas con ZIKV, lo que sugiere que, en ambos casos, 

los mRNAs no se exportan al citoplasma con la misma eficiencia que en células 

no infectadas (Figura 14).  
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Curiosamente, cuando se transfectó la proteasa inactiva NS2B-NS3 S135A, la 

cantidad de mRNAs en el citoplasma fue similar a la observada en las células 

sin infección. Estos resultados apoyan la idea de que la degradación de Nups 

por la infección o transfección de la proteasa NS2B-NS3 WT de ZIKV altera el 

tráfico núcleo-citoplasma de proteínas y mRNAs. 

 

NS3 de ZIKV se localiza en el núcleo celular al inicio de la infección, y en 

el citoplasma en tiempos posteriores de la infección de las células Huh-

7. 

Los miembros del género Flavivirus tienen un ciclo replicativo citoplasmático, 

traduciendo y replicando su genoma en el ER (Brand et al., 2017b). Sin 

embargo, algunas de sus proteínas virales, como C, NS1 y NS5, contienen 

señales de localización nuclear (NLS) y se encuentran en el núcleo de las 

células infectadas (Hertzog et al., 2018; Hou et al., 2017; Wang et al., 2017). 

Nuestro grupo ha descrito que DENV NS3 se localiza en el núcleo de las 

células de mosquito C636 y, recientemente, describimos que DENV NS3 se 

localiza temprano en la infección en el núcleo de las células de 

hepatocarcinoma Huh-7 (Palacios-Rápalo et al., 2021; Reyes-Ruiz et al., 

2018). Sin embargo, no se ha informado sobre la localización subcelular de la 

proteína NS3 de ZIKV. 

Para estudiar la localización subcelular de NS3 de ZIKV, las células Huh-7 se 

infectaron con ZIKV a un MOI de 3 y se analizaron mediante 

inmunofluorescencia indirecta (IIF) y microscopía confocal a las 8, 12, 16 y 24 

horas post-infección (hpi). Al igual que en la infección por DENV, la proteína 

NS3 de ZIKV se observó predominantemente en el núcleo y en menor medida 

en el citoplasma de las células Huh-7 a las 8 y 12 horas posteriores a la 

infección (HPI) (Figura 15A). No se observaron diferencias significativas en la 

cantidad de NS3 nuclear en estos dos tiempos posteriores a la infección 

(Figura 15B). 
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Figura 15. La proteína NS3 de ZIKV se localiza en el núcleo al inicio de la infección y en 

el citoplasma a momentos posteriores de la infección en las células Huh-7. (A) La 

ubicación de las proteínas NS3 y E en células Huh7 sin infección o células Huh7 infectadas 

con ZIKV a las 8, 12, 16 y 24 h después de la infección (hpi) se analizó mediante microscopía 

confocal usando anti-NS3 (rojo) y anticuerpos anti-E (verde) y tinción de Hoechst de núcleos 

(azul). Para determinar la localización nuclear de NS3 de ZIKV, se analizaron imágenes 

tridimensionales recortadas (imágenes YZ clip 3D), como se menciona en la metodología. (B) 

Se determinó el MFI para regiones seleccionadas de interés en el núcleo y el citoplasma (30 

células por condición) y (C) Se determinó la relación Fn/Fc para estas regiones seleccionadas 
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de interés en cada imagen de microscopía confocal de inmunofluorescencia. *, p = 0,05; **, p 

= 0,001; ***, p = 0,0001; ****, p < 0,0001. 

A las 16 y 24 horas posteriores a la infección, la localización de la proteína 

NS3 se encontró predominantemente en el citoplasma y en mucha menor 

medida en el núcleo (Figura 15A y 1B), lo que indica que en tiempos tardíos 

de la infección la proteína NS3 de ZIKV es predominantemente citoplasmática. 

Estos resultados fueron confirmados por la disminución en la relación de 

fluorescencia entre los niveles nucleares y citoplasmáticos de NS3 (Figura 

15C). 

Para demostrar la localización subcelular de la proteína NS3 a las 12 y 24 hpi, 

se realizaron ensayos de microscopía electrónica de transmisión (TEM) 

utilizando anticuerpos anti-NS3 específicos. De acuerdo con los resultados 

mostrados en la Figura 15, la proteína NS3 se observó predominantemente 

nuclear (N) y en menor medida en el citoplasma (C) a las 12 hpi (Figura 16B). 

Sin embargo, a las 24hpi se observó principalmente en el citoplasma y en 

menor medida en los núcleos (N) (Figura 16C). En las células infectadas con 

ZIKV (Figura 16 B y C), encontramos algunas alteraciones en el RE, en 

comparación con las células no infectadas. (Figura 16A). 
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Figura 16. La proteína NS3 de ZIKV se encuentra en el núcleo de las células Huh7 

durante la infección por ZIKV. (A) Células Huh7 sin infectar o (B) infectadas con ZIKV se 

fijaron y procesaron para TIM usando un anticuerpo anti-NS3 a las 12 hpi y (C) a las 24 hpi. 

La señal de etiquetado específica de NS3 se ve como puntos oscuros, indicados por una punta 

de flecha. Ne, envoltura nuclear; Nu, núcleo; RE, retículo endoplásmico; M, mitocondrias. 
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Ivermectina y leptomicina B inhiben el importe y exporte nuclear de la 

proteína NS3 de ZIKV en células Huh-7 

Las proteínas C y NS5 del ZIKV utilizan las vías clásicas de importe nuclear 

(importina α/β) y exporte (CRM-1) para ser importadas y exportadas del 

núcleo. La ivermectina (IVM) es un fármaco específico que se utiliza para 

inhibir la vía clásica de importe (importina α/β) y se ha utilizado ampliamente 

para determinar qué proteínas utilizan esta vía para internalizarse en el núcleo. 

Por otro lado, la leptomicina (LMB) es un inhibidor específico de la vía clásica 

de exporte nuclear (CRM-1), que se utiliza para determinar la salida del núcleo 

de C, NS5 y otras proteínas virales y celulares (Fraser et al., 2014; Rawlinson 

et al., 2009; Wagstaff et al., 2012). 

Para analizar la participación de las rutas clásicas de importe y exporte en el 

transporte núcleo-citoplásmico de la proteína NS3 en células infectadas, se 

utilizaron IVM y LMB. El primer paso fue determinar la viabilidad celular de las 

células Huh-7 en presencia de ambos fármacos a las concentraciones 

utilizadas anteriormente para analizar el importe y exporte  de la proteína NS5 

de ZIKV (Fraser et al., 2014). Se probaron IVM a concentraciones de 12, 25, 

50, 75 y 100 µM y LMB a concentraciones de 5, 10, 15 ng/ml. En ambos casos, 

no se observaron diferencias significativas en la viabilidad celular con las 

diferentes concentraciones de los fármacos probados con respecto a las 

células tratadas con los vehículos (DMSO y etanol) (Figura 17). 
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Figura 17. Ensayo de viabilidad celular por MTT con diferentes concentraciones de 

Ivermectina o Leptomicina B. Los gráficos representan los porcentajes de la viabilidad 

celular de células tratadas con (A) Ivermectina o (B) Leptomicina y con el vehículo DMSO o 

Etanol. Los porcentajes se obtuvieron tomando como 100% la viabilidad celular del control 

de células sin fármaco.  

 

Una vez analizada la viabilidad celular, se analizó la localización subcelular de 

NS3 de ZIKV en presencia de ambos fármacos. Dado que nuestros 

experimentos anteriores indicaron que a las 12 hpi, la proteína NS3 está 

principalmente en el núcleo de las células infectadas, si esta proteína usa la 

vía de importina α/β para internalizarse en el núcleo, la inhibición parcial de 
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esta vía con IVM evitaría su presencia en el núcleo y debería observarse en el 

citoplasma a las 12 hpi (Figura 18A).  

Células Huh-7 se infectaron con ZIKV a una MOI de 3 durante 2 h, después se 

eliminó el virus y se agregó medio de cultivo con IVM a la concentración de 

12.5 µM. Como control del bloqueo en el importe por IVM se transfectaron 

células Huh-7 con el plásmido que expresa al antígeno T SV40 acoplado a la 

tetra-GFP en presencia de 12.5 µM de IVM 1. La localización celular de la 

proteína NS3 del ZIKV se analizó a las 12 hpi mediante microscopía confocal 

utilizando un anticuerpo anti-NS3. Como control del efecto de IVM en la vía de 

importe, se utilizó un anticuerpo anti-Imp α. 

 

 

Figura 18. Esquematización de la hipótesis de localización de la proteína NS3 de ZIKV 

durante la inhibición de las vías de la importina α y la exportina CRM-1, utilizando IVM 
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y LMB, respectivamente. (A) Se muestra la localización de NS3 a las 12 hpi y su localización 

durante la inhibición de la importina α con IVM. (B) Se muestra la localización de NS3 a las 24 

hpi y su localización durante la inhibición de la exportación de CRM-1 con LMB. 

 

Las células sin infección (Mock) tratadas con IVM mostraron que la localización 

subcelular del NLS-SV40 es citoplasmática y nuclear, en comparación con las 

células sin tratamiento que mostraron localización subcelular del NLS-SV40 en 

el núcleo, lo que indica la inhibición de esta vía por acción de la IVM. La 

localización subcelular de la proteína NS3 también se observó afectada por la 

presencia de IVM, ya que se localizó principalmente en el citoplasma, a 

diferencia de las células infectadas no tratadas, donde se observa en los 

núcleos (Figura 19 A-B). Estos resultados demuestran que el tratamiento con 

IVM previene el importe de la proteína NS3 al núcleo al inhibir la vía de Imp α/ 

β. Estos resultados también fueron confirmados por la disminución en la 

relación Fn/C de NS3 en células tratadas con IVM y no tratadas (Figura 19C). 
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Figura 19. La ivermectina inhibe el importe nuclear de la proteína NS3 de ZIKV en células 

Huh-7. (A) La ubicación de las proteínas NS3 e NLS-SV40-GFP en células Huh7 no tratadas 

o tratadas con IVM, se analizaron mediante microscopía confocal usando anti-NS3 (rojo) y 

tinción de Hoechst de núcleos (azul). Para determinar la localización nuclear de NS3 de ZIKV, 

se analizaron imágenes de cortes tridimensionales (imágenes YZ clip 3D), como se menciona 

en la metodología. (B) Se determinó el MFI para regiones seleccionadas de interés en el 

núcleo y el citoplasma (30 células por condición) y (C) Se determinó la relación Fn/Fc para 

estas regiones seleccionadas de interés en cada imagen de microscopía confocal de 
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inmunofluorescencia en las diferentes condiciones. *, p = 0,05; **, p = 0,001; ***, p = 0,0001; 

****, p < 0,0001. 

 

Dado que nuestros experimentos anteriores indican que a las 24 hpi la proteína 

NS3 se localiza principalmente en el citoplasma de las células infectadas, 

quisimos analizar si esta proteína es exportada por la vía CRM1, (Figura 18B). 

Las células Huh-7 se infectaron con ZIKV a una MOI de 3 durante 2 h, el virus 

se eliminó y se agregó medio fresco con LMB a la  concentración de 15 ng/ml 

(Rawlinson et al., 2009). La localización subcelular de ZIKV NS3 se analizó a 

las 24 hpi mediante IIF utilizando un anticuerpo anti-NS3. Como control de la 

actividad de LMB en la vía de exporte, se utilizó un anticuerpo anti-CCNB1, la 

cual usa la vía CRM-1 para su exporte. 

En las células sin infección ni tratamiento, CCNB1 se encuentra en el 

citoplasma y el área perinuclear, mientras que, en las células sin infección, 

pero tratadas con LMB, CCNB1se observa principalmente en el núcleo (Figura 

20A), lo que sugiere una inhibición parcial de la vía. Por otro lado, mientras 

que en células infectadas por ZIKV durante 24 h la localización subcelular de 

la proteína NS3 es en el citoplasma, en concentraciones crecientes de LMB la 

proteína NS3 fue retenida en el núcleo, lo que indica que utiliza la vía de 

exporte nuclear dependiente de CRM-1 (Figura 20 A y B). 
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Figura 20. La leptomicina B inhibe el exporte nuclear de NS3 de ZIKV en células Huh-7. 

(A) La ubicación de las proteínas NS3 y CCNB1 en células Huh7 tratadas con LMB sin 

infección o células Huh7 infectadas con ZIKV (24hpi) con diferentes concentraciones de LMB 

se analizaron mediante microscopía confocal usando anti-NS3 (rojo) y anticuerpos anti-

CCNB1 (verde) y tinción de Hoechst de núcleos (azul). Para determinar la localización nuclear 

de NS3 de ZIKV, se analizaron imágenes de cortes tridimensionales (imágenes YZ clip 3D), 

como se menciona en la metodología. (B) Se determinó el MFI para regiones seleccionadas 

de interés en el núcleo y el citoplasma (30 células por condición) y (C) Se determinó la relación 

Fn/Fc para estas regiones seleccionadas de interés en cada imagen de microscopía confocal 
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de inmunofluorescencia en las diferentes condiciones. *, p = 0,05; **, p = 0,001; ***, p = 0,0001; 

****, p < 0,0001. 

Este resultado se confirmó en el análisis MFI de la proteína NS3, en donde se 

cuantificó el aumento de la localización nuclear y se obtuvieron diferencias 

significativas entre las células tratadas con LMB frente a las células sin 

tratamiento (Figura 20B), demostrando que el tratamiento con LMB provoca 

la retención de la proteína la proteína NS3 del ZIKV en el núcleo. Esto también 

fue confirmado por el aumento en la relación Fn/C de NS3 en células tratadas 

con LMB y sin tratar (Figura 20C). 

 

Predicción in silico de señales de localización nuclear (NLS) y señales de 

exporte nuclear (NES) en la proteína NS3 de ZIKV. 

El transporte dirigido por la Importina α/β requiere secuencias específicas que 

se reconocen en las proteínas de cargo que cruzan la membrana nuclear 

desde el citoplasma. Estas NLS contienen aminoácidos repetidos de arginina 

(Arg o R) y lisina (Lys o K). La NLS clásica (descrita en el antígeno T grande 

del virus SV40) consta de cinco aminoácidos KKKRK. Además, algunas 

proteínas poseen NLS bipartita compuesto por dos grupos de aminoácidos 

básicos, separados por aproximadamente diez aminoácidos (Christie et al., 

2016; Kosugi, Hasebe, Matsumura, et al., 2009).   

El análisis in silico con predictores de NLS como cNLS Mapper, Wregex y 

Prosite (Kosugi, Hasebe, Tomita, et al., 2009; Prieto et al., 2014; Sigrist et al., 

2013) nos permitió identificar una NLS putativa tipo monopartita (210 

REAIKKRLRTV) y tres tipo bipartitas putativas de NLS (169 

RREEETPVECFEPSMLKKQL, 202 RRVLPEIVREAIKKRLR y 583 

RHGEKRVLKPRWMDARVCSDHAALKSFKE), en la proteína NS3 de ZIKV. 

Curiosamente, la NLS 210 monopartita está contenida en el NLS 202 bipartito. 

Por lo tanto, esta secuencia podría funcionar como una NLS monopartita o 

bipartita (Figura 21 A-D). 
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Figura 21. Predicción in silico de señales de localización nuclear (NLS) en la proteína 

NS3 de ZIKV. (A) Estructura tridimensional de NS3 que muestra la ubicación de los supuestos 

NLSs, identificado con el software cNLS Mapper y WREGEX. (B) Estructura y secuencia del 

NLS-210 putativo. (C) NLS-169 putativo. (D) NLS-583 putativo. (E) Alineación de NLS 

putativos de diferentes miembros de Flavivirus, utilizando ClustalW. 

La localización nuclear de la proteína NS3 se ha descrito en otros miembros 

de la familia Flaviviridae, como  el HCV, (Wölk et al., 2000; Zhou et al., 2017), 

JEVWNV (Uchil et al., 2006) y DENV (Palacios-Rápalo et al., 2021; Reyes-

Ruiz et al., 2018). Así se analizó el grado de conservación de estas secuencias 

en diferentes miembros del género Flavivirus. El alineamiento de secuencias 
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realizado con ClustalW2 (Madeira et al., 2019), reveló una alta conservación 

entre los miembros del género Flavivirus: la NLS monopartita/bipartita 

(202/210) con una identidad de 41,18-76,47 % y la NLS bipartita 583 con una 

identidad de 27,59-89,66 % (Figura 21 E). 

Por otro lado, las NES están compuestas por secuencias ricas en leucina o 

aminoácidos hidrófobos como la valina (Val o V), isoleucina (Ile o I), 

fenilalanina (Phe o F) o metionina (Met o M) (Hutten & Kehlenbach, 2007b; la 

Cour et al., 2003; Xu et al., 2010b).   

Para identificar in silico estas secuencias en la proteína NS3 de ZIKV se 

utilizaron los predictores NES LocNES y NetNES (la Cour et al., 2004; Xu et al., 

2015). Se identificaron dos NES probables (85 LDAAWDGLSEVQLLAVPPGE 

y 248 TRVVAAEMEEALRGL) (Figura 22 A-C). El grado de conservación de 

estas secuencias en los diferentes miembros del género Flavivirus encontró a 

NES 248 con la mayor identidad de secuencia (66,67-93,33%) entre los demás 

flavivirus analizados (Figura 22 D). 
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Figura 22. Predicción in silico de señales de exporte nuclear (NES) en la proteína NS3 

de ZIKV. (A) Estructura tridimensional de la proteína NS3 que muestra la ubicación de la NESs 

putativas, identificadas con el software LocNES y WREGEX. (B) Estructura y secuencia de la 

NES-85 putativo. (C) NES-248 putativa. (D) Alineación de NESs putativas de diferentes 

miembros del género Flavivirus, utilizando ClustalW. 
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Una mutación en la NLS-210 putativa de la proteína NS3 de ZIKV impide 

su localización nuclear. 

Una vez que se identificaron in silico una NLS tipo monopartita (210 

REAIKKRLRTV) y tres bipartitas putativas (169 

RREEETPVECFEPSMLKKQL, 202 RRVLPEIVREAIKKRLR y 583 

RHGEKRVLKPRWMDARVCSDHAALKSFKE), determinamos cuál de estas 

secuencias pudieran ser las responsables del importe nuclear de la proteína 

NS3 de ZIKV a través de la vía de Imp α/β. Para ello, se realizó un ensayo de 

acoplamiento molecular utilizando a las proteínas Importina α y NS3 de ZIKV. 

Como primer paso, se llevó a cabo el modelado estructural de la proteína NS3 

de ZIKV ya que la región de proteasa/helicasa no se ha reportado en las bases 

de datos como el Protein Data Bank. Los servidores de modelado de 

homología estructural I-TASSER, RaptorX y Swiss-Model se utilizaron para 

modelar la proteína NS3 del ZIKV, tomando a la proteína NS3 de DENV-4 

(PDB ID: 2WHX) como plantilla (Luo et al., 2010). Las diferentes estructuras 

modeladas de la proteína NS3 se evaluaron mediante el gráfico de 

Ramachandran utilizando el servidor SAVES v6.0 (Agnihotry et al., 2022). 

Según el porcentaje de residuos en las áreas permitidas del gráfico, elegimos 

el mejor modelo para la prueba de Molecular Docking. El modelo con mayor 

porcentaje (92%) de residuos en las áreas permitidas de la parcela 

Ramachandran se obtuvo con Swiss-Model. Este modelo se utilizó en la 

prueba de acoplamiento molecular. 

Para la prueba de acoplamiento molecular, utilizamos el servidor HDOCK (Yan 

et al., 2020). La capacidad del servidor para predecir la unión entre diferentes 

NLS e Importina α reportados en la literatura, como la NLS de NS5 de ZIKV 

(RKRPRV), de SV40 large T-antigen (PKKKRKV) y de HAT-KAT8 

(RNQKRKHDEI) fue evaluada. Encontramos que el Docking Score (DS) osciló 

entre -199,21 y -215,02 kcal/mol-1, entre las diferentes NLS e Imp α. 

Para determinar la NLS putativa responsable del importe nuclear de la proteína 

NS3 de ZIKV por la vía Imp α/β, se realizó el ensayo de acoplamiento 
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molecular utilizando Imp α (PDB ID: 5W41) y NS3 de ZIKV, previamente 

modelados. La importina α está compuesta por dos dominios, un dominio N-

terminal auto-inhibitorio, llamado dominio de unión a importina-β (IBB), y un 

dominio Arm C-terminal (armadillo), que reconoce y se une a NLS de proteínas 

de carga (Pumroy & Cingolani, 2015). Encontramos que la proteína NS3 de 

ZIKV se une a la región armadillo de Importina α con un DS de -213.21 

kcal/mol-1, energía de unión similar a los controles anteriores (Figura 23A-B). 

 

Figura 23. Acoplamiento molecular de NS3 de ZIKV-Importin α. (A) Acoplamiento 

molecular de NS3 de ZIKV-Importina α. (B) Unión de los dominios armadillo de Importina α y 

el NLS-210 putativo de la proteína NS3 de ZIKV. El análisis de acoplamiento molecular se 



66 
 

realizó utilizando el software HDOCK, la estructura de proteína 3D de la Importina α utilizada 

fue PDB ID: 4WV6. (C) Análisis MM/GBSA de la unión de los dominios armadillo de Importina 

α y el NLS-210 putativo de la proteína NS3 de ZIKV, prediciendo la energía libre de unión del 

complejo proteína-proteína para cada residuo. Fue hecho con el software HawkDock. 

 

A continuación, realizamos un análisis MM/GBSA con el servidor HawkDock 

(Weng et al., 2019), que predice la energía libre de unión de un complejo 

proteína-proteína para cada residuo. Encontramos una energía de unión más 

alta en los residuos 210-218 (REAIKKRLR) de la proteína NS3 de ZIKV 

(Figura 23C), una región predicha previamente como un supuesto NLS (NLS-

210). Curiosamente, los residuos 214K, 215K y 216R proporcionaron la 

energía más alta entre las proteínas NS3 e Importina α. 

Para determinar el papel de los nucleótidos KKR en el importe de la proteína 

NS3 del ZIKV, se realizó una mutagénesis dirigida hacia estos residuos en el 

plásmido NS2B3-210NLS (amablemente donado por el Dr. Jonathan Ball, 

Universidad de Nottingham, Reino Unido) que contiene la secuencia de NS2B3 

de ZIKV utilizando el Q5 Kit de mutagénesis sitio dirigida (NEB). Los residuos 

214K, 215K y 216R, que son los que proporcionaron mayor energía de unión 

entre NS3 e Importina α, se cambiaron a 214A, 215A y 216A y se obtuvo el 

plásmido NS2B3-210NLS-Mut. Los oligonucleótidos que contenían la 

mutación REAIAAALR se diseñaron siguiendo las instrucciones del fabricante 

(Ver en Métodos). 

Las células Huh-7 se transfectaron de forma independiente con los plásmidos 

NS2B3-WT y NS2B3-210NLS-Mut, y la ubicación subcelular de la proteína 

NS3 de ZIKV se analizó 48 h después de la transfección mediante microscopía 

confocal. NS2B3-WT se encontró localizada principalmente en el citoplasma y 

en menor extensión en el núcleo de las células transfectadas, mientras que 

NS2B3-210NLS-Mut se observó solo en el citoplasma y en mayor extensión 

en comparación con NS2B3-WT (Figura 24 A-B). La relación Fn/C indicó una 

cantidad mayor de NS3 nuclear en las células transfectadas con NS2B3-WT 
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que en las células transfectadas con NS2B3-210NLS-Mut (Figura 24C), lo que 

sugiere que la región 210NLS es responsable de la localización nuclear de 

NS3. 

 

Figura 24. La mutación en la NLS-210 putativa de la proteína NS3 de ZIKV impide su 

localización nuclear. (A) La ubicación de las proteínas NS2B3 WT o NLS-210 e Importina α 

mutadas en células Huh7 se analizaron 48 h después de la transfección mediante microscopía 

confocal usando anticuerpos anti-NS3 (rojo) y anti-importina α (verde) y tinción para Hoechst 

de núcleos (azul). Para determinar la localización nuclear de la proteína NS3 de ZIKV, se 

analizaron imágenes de cortes tridimensionales (imágenes YZ clip 3D), como se menciona en 
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la metodología. (B) Se determinó el MFI para regiones seleccionadas de interés en el núcleo 

y el citoplasma (30 células por condición), y (C) Determinamos la relación Fn/Fc para estas 

regiones de interés en cada imagen de microscopía confocal de inmunofluorescencia. *, p = 

0,05; **, p = 0,001; ***, p = 0,0001; ****, p < 0,0001. 

 

Discusión  

Durante el ciclo de replicación citoplásmico de los flavivirus, algunas proteínas 

virales se trasladan al núcleo. Específicamente, la proteína C que participa en 

el ensamblaje y la encapsidación viral y la NS5 que es una RNA polimerasa 

dependiente de RNA con actividad de metiltransferasa (Johansson et al., 

2001; Reyes-Ruiz et al., 2018, p.). Además, también se ha observado que 

varias proteínas nucleares se trasladan del núcleo al citoplasma durante las 

infecciones con flavivirus. Mientras que algunas de las proteínas nucleares 

que se trasladan al citoplasma se degradan (como DDX21 y DDX56), La, PTB 

y algunas otras son necesarias para una replicación viral eficiente o para inhibir 

la respuesta inmune innata (Agis-Juárez et al., 2009; Dong et al., 2016; 

Yocupicio-Monroy et al., 2007).  

Teniendo en cuenta que los virus pueden secuestrar componentes importantes 

de la célula huésped, analizamos posibles alteraciones en la estructura de, la 

envoltura nuclear y el NPC, el principal regulador del transporte nuclear-

citoplasmático.  

Reportes previos han descrito afectaciones en la morfología del núcleo y 

envoltura nuclear durante la infección por ZIKV y DENV. Estos estudios 

describieron la formación de sitios de extrusión en el núcleo que pueden 

afectar la función del centrosoma y la lámina nuclear durante la infección por 

ZIKV (Hou et al., 2017). Por otro lado, se ha observado la formación de 

estructuras similares a hebras en los núcleos de las células de los mosquitos 

durante la infección por DENV (Reyes-Ruiz et al., 2018). Por lo tanto, es 

posible que otros componentes de la envoltura nuclear (NE) también se alteren 

durante la infección. Así, analizamos la envoltura nuclear durante la infección 
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por ZIKV mediante microscopía electrónica de transmisión. El examen 

ultraestructural de las células infectadas por ZIKV mostró cambios en la 

morfología nuclear donde la Ne está distendida y tiene una marcada ausencia 

de electrodensidad en contraste con la de las células sin infección (Figura 6). 

Las anomalías en la envoltura nuclear durante enfermedades degenerativas, 

cáncer, laminopatías e infecciones virales generan estrés celular como la 

erosión, en la que los componentes de NPC están desregulados. Además de 

la ruptura de Ne, estas anormalidades afectan el transporte bidireccional entre 

el núcleo y el citoplasma a través del NPC (Alonso-Rangel et al., 2017; 

D’Angelo et al., 2009; Robijns et al., 2018; Vargas et al., 2012).  

El NPC está constituido por múltiples copias de proteínas denominadas 

nucleoporinas, que conforman los filamentos citoplasmáticos, el anillo 

citoplasmático, el anillo interno del poro, el anillo nuclear y la canastilla nuclear 

(Beck & Hurt, 2017; Hezwani & Fahrenkrog, 2017). Dentro del canal central 

existen Nups con repetidos de Phe y Gly denominadas FG-Nups, que facilitan 

el transporte nuclear en ambos sentidos, ya que se unen a NTRs, algunas de 

estas son la Nup62, Nup58, Nup54, Nup98, Nup45, Nup214, hCG1, Nup153 y 

Nup50 (C. Li et al., 2016; Rothballer & Kutay, 2012).  

Se han descrito que en otras infecciones virales son capaces de alterar la 

integridad del NPC y específicamente de algunas nucleoporinas como TPR, 

Nup153, Nup98 y Nup62. Esta alteración se realiza mediante proteasas virales 

como en las infecciones por Poliovirus y Rinovirus, o mediante otros 

mecanismos (Faria et al., 2005; Gustin y Sarnow, 2002; Huang et al., 2015; 

Malik et al., 2012; Park et al., 2008; Watters y Palmenberg, 2011). 

En primer lugar, en este trabajo se analizaron TPR, Nup153, Nup98 y Nup62 

durante la infección por ZIKV. El análisis de Western Blot de TPR, Nup153 y 

Nup98 durante la infección por ZIKV (12, 24 y 48 hpi) mostró una reducción en 

la cantidad de estas nucleoporinas a medida que avanzaba la infección, 

Mientras que no se observaron cambios en Nup62. Estos resultados muestran 
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que durante la infección por ZIKV se produce una pérdida de Nup98, Nup153 

y TPR, pero no de Nup62 (Figura 7). 

En segundo lugar, la transfección de la proteasa NS2B3 WT de ZIKV fue 

suficiente para inducir la reducción de los niveles de expresión de TPR, 

Nup153 y Nup98 por parte de sus respectivos anticuerpos en las células 

transfectadas mediante Western Blot. En tercer lugar, la proteasa WT pero no 

la mutante, pudo procesar Nups en las células transfectadas (Figura 8). De 

interés, se observó la ubicación de la proteasa viral tanto en los núcleos como 

en la región perinuclear, en donde se encuentran los complejos 

replicativos. Se ha descrito la degradación de las nucleoporinas por la 

actividad de las proteasas virales ubicadas tanto en el núcleo como en la 

región perinuclear, como las proteasas 3CD y 2A de Polio virus (Walker et al., 

2013), lo que sugiere que la proteína NS3 podría ubicarse en la región 

perinuclear o dentro del núcleo para alcanzar y procesar sus Nups objetivo. El 

hecho de que la proteasa WT recombinante de ZIKV, pero no la mutante 

tuviera la capacidad de degradar varios de estas Nups indica fuertemente que 

la proteasa viral NS3 actúa de manera directa o indirecta sobre las Nups. 

Este es el primer informe que muestra evidencia del efecto de la infección por 

flavivirus en esta importante estructura nuclear. Algunos otros virus 

citoplasmáticos utilizan el NPC como un atractivo objetivo anti-huésped. Los 

picornavirus son particularmente expertos en perturbar al NPC; por ejemplo, 

la proteína líder amino-terminal (L) del virus de la encefalomiocarditis (EMCV) 

induce la hiperfosforilación de Nup62, Nup153 y TPR, a través de una cascada 

de proteína quinasa activada por mitógenos y dependiente de Ran (Porter & 

Palmenberg, 2009), interrumpiendo su actividad, mientras que la proteasa viral 

2Apro de PV y HRV escinde Nup62, Nup98 y Nup153 (De Jesús-González 

et al., 2021), interrumpiendo la actividad de NPC. Las Nups degradadas 

durante la infección por ZIKV juegan un papel importante en el exporte de 

mRNAs, así como en el transporte de proteínas.  
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Al igual que durante la infección con PV y HRV el procesamiento de Nups 

altera el transporte núcleo-citoplasmático de proteínas y mRNAs. Las rutas 

clásicas de importe/exporte nuclear se encuentran alteradas durante la 

infección con PV y HRV. Nosotros también encontramos alteraciones similares 

durante la infección con ZIKV, como es la deslocalización y disminución en la 

cantidad de importina α y exportina CRM-1 (Figura 9 y 10). 

 Por otro lado, las vías de transporte no clásicas, como la mediada por la 

transportina 1 que participa en el transporte bidireccional de proteínas que 

contienen la secuencia M9-NLS (también llamada PY-NLS), presente en 

proteínas como la ribonucleoproteína nuclear heterogénea A1 (hnRNP A1), y 

algunas otras involucradas en la unión, transcripción o procesamiento del ARN 

(Twyffels et al., 2014).  Cuando se analizó esta vía durante la infección por PV, 

Gustin y Sarnow determinaron que EGFP-NLS-M9 también se redistribuía del 

núcleo al citoplasma en las células infectadas. 

Además, estos mismos autores utilizaron una batería de anticuerpos dirigidos 

contra proteínas que utilizan diferentes rutas de transporte para analizar su 

localización subcelular. La hnRNP A1 (vía de la transportina 1 (Twyffels et al., 

2014)) la hnRNP K (transporte nuclear K (señal KNS) (Görlich & Kutay, 1999)) 

se reubicaron en el citoplasma durante infección por PV (Gustin & Sarnow, 

2001b). Sin embargo, algunas vías no se vieron afectadas por la infección, 

como la vía Exportina CRM1 y la vía Transportina SR (demostrada por la 

ubicación celular de SC35). Demostrando que algunas vías de transporte se 

ven afectadas y otras permanecen funcionales durante la infección por PV.  

Nosotros encontramos resultados similares al analizar las vías de transporte 

no clásicas, como es el caso de la deslocalización subcelular y reducción en 

la cantidad de proteínas reporteras que contienen NLS (hnRNP A1, hnRNP K, 

proteínas SR). En contraste con la infección con PV, durante la infección de 

ZIKV la vía de importina α, exportina CRM-1, Transportina 1 (Figura 11), 

Transportina KNS (Figura 12) y Transportina SR (Figura 13), se encuentran 

alteradas. 
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Además de estas vías alteradas, también se encontró que la vía de exporte 

nuclear de mRNAs se encuentra alterada, ya que estos se retienen en el 

núcleo celular. La inhibición de este exporte se ha descrito en células 

infectadas con DENV como consecuencia de la inhibición del splicing de pre-

mRNA por la NS5 polimerasa (Maio et al., 2016). Sin embargo, aquí 

encontramos que durante la infección con ZIKV la proteasa activa NS2-NS3 

es responsable de retener a los mRNAs en núcleo, como posible consecuencia 

del procesamiento de Nups (Figura 14). 

Esta inhibición proporciona a los flavivirus una ventaja en la traducción de su 

propio genoma porque los ribosomas tendrían una mayor posibilidad de 

traducir el RNA viral. 

Por otro lado, muchas vías de señalización terminan con la translocación de 

factores de transcripción al núcleo para inducir la expresión de genes 

antivirales; bajo condiciones de infección (Hurtado‐Monzón et al., 2020). Sin 

embargo, como diferentes mecanismos de transporte núcleo-citoplasma están 

alterados durante la infección con ZIKV ya que estos factores de transcripción 

podrían no ser transportados al núcleo, evitando la activación de genes de 

respuesta inmune antiviral y los mRNAs de genes activados son retenidos en 

núcleo por la interrupción de su exporte. En conjunto estas alteraciones 

generan un estado proviral, que favorece la replicación viral. 

Como se mencionó anteriormente, aunque la replicación de los flavivirus tiene 

lugar en el retículo endoplásmico, la migración de proteínas al núcleo es 

común e importante en el ciclo replicativo viral (Lopez-Denman & Mackenzie, 

2017b; Neufeldt et al., 2018). Proteínas virales como la proteína de la cápside 

que participa en el ensamblaje y la encapsidación viral y NS5 que tienen 

actividades de metiltransferasa y RNA polimerasa dependientes de RNA, 

migran al núcleo durante la infección por flavivirus (Johansson et al., 2001; 

Reyes-Ruiz et al., 2018). 

La función de la proteína de la cápside en el núcleo aún no se comprende por 

completo. Sin embargo, las mutaciones en su NLS reducen la producción viral. 
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Curiosamente, el importe de la proteína de la cápside al núcleo se realiza a 

través de la vía clásica, a través de la importina α/β. Además, esta proteína 

interactúa con la helicasa DAXX evitando la vía de apoptosis del ligando Fas 

(Bhuvanakantham et al., 2009; Mori et al., 2005; Netsawang et al., 2010). En 

el caso de la polimerasa NS5, esta tiene una NLS conservada entre los 

miembros de su familia que al mutarla se reduce la formación de viriones. 

Debido a su tamaño, NS5 requiere del importe activo vía importina α/β. 

Curiosamente, la inhibición de esta vía con ivermectina reduce la formación de 

viriones (Johansson et al., 2001; Pryor et al., 2007; Rawlinson et al., 2009), 

destacando la importancia del núcleo en la replicación de los flavivirus. 

Además, se ha demostrado que la inhibición de la exportación de CRM1 con 

leptomicina B provoca la acumulación de NS5 en el núcleo y un aumento en 

la replicación viral. 

Teniendo en cuenta la participación de la proteína NS3 de ZIKV en la 

degradación de componentes del núcleo celular como son las Nups, decidimos 

analizar podía importarse al núcleo. Nuestros resultados indican que la 

proteína NS3, al inicio de la infección (8 y 12 hpi) se localiza en el núcleo de 

las células infectadas. Sin embargo, a las 16 y 24 hpi se localiza en el 

citoplasma (Figura 15 y 16). Anteriormente en el laboratorio describimos la 

presencia de la proteína NS3 de DENV en el núcleo de células de mosquito 

C6/36 (48 hpi) (Reyes-Ruiz et al., 2018), y en células humanas Huh-7 a las 8 

y 12 hpi (Palacios-Rápalo et al., 2021), lo cual es consistente con los 

resultados descritos aquí. 

Teniendo en cuenta la presencia de la proteína NS3 al inicio de la infección en 

el núcleo, analizamos si se importa al núcleo mediante la vía de importina α/β 

y si la vía de CRM-1 desempeña un papel en su exporte. La participación de 

ambas vías se analizó utilizando compuestos como IVM y LMB, inhibidores 

específicos de las vías importina α/β y CRM-1 respectivamente (Figura 18). 

Curiosamente, la inhibición de la vía de la importina α/β con IVM inhibió el 

importe nuclear de la proteína NS3 a las 12 hpi (Figura 19), y la inhibición de 
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la vía de la exportina CRM-1 con LMB inhibió su exporte del núcleo a las 24 

hpi (Figura 20), lo que indica que la proteína NS3 del ZIKV utiliza estas vías 

clásicas para ser transportada entre el núcleo y el citoplasma. Además, ambas 

vías son utilizadas por otras proteínas virales del ZIKV, como la polimerasa 

NS5 y la de la cápside (Bhuvanakantham et al., 2009; Johansson et al., 2001; 

Mori et al., 2005; Netsawang et al., 2010; Reyes-Ruiz et al., 2018), lo que 

demuestra la importancia del tráfico nuclear-citoplasmático durante el 

establecimiento de la infección. 

Es bien sabido que el importe a través de la ruta de la importina α/β requiere 

la presencia de una NLS en la proteína; por esta razón, se analizó la presencia 

de NLS putativos en la secuencia de aminoácidos de NS3 de ZIKV (Hou et al., 

2017). Nuestros resultados indican la presencia de tres NLS (Figura 21) y dos 

NES putativas (Figura 22). Además, la alineación de secuencias de la proteína 

NS3 de diferentes flavivirus nos permitió determinar que estas secuencias se 

conservan (Figura 21E y 22D). Este hallazgo es compatible con la localización 

nuclear de la proteína NS3 de otros flavivirus como DENV, JEV, HCV y Langat  

Para respaldar aún más la relevancia de estas secuencias en la interacción 

con la importina α/β, se realizó un ensayo de acoplamiento molecular. 

Predijimos la unión de la proteína NS3 de ZIKV y los dominios armadillo de la 

importina α (KPNA2), que son responsables de reconocer la proteína cargo y 

su posterior importe al núcleo (Kosugi, Hasebe, Matsumura, et al., 2009). 

Curiosamente, una de las porciones de la proteína NS3 que se une a la 

importina α es la NLS 210 REAIKKRLRTV putativa (Figura 23), descrita 

previamente por otros autores (Hou et al., 2017). 

Para analizar si la NLS-210 es responsable del importe nuclear de la proteína 

NS3, esta secuencia fue modificada por mutagénesis sitio dirigida. 

Específicamente, la secuencia de aminoácidos de KKR de NLS-210 se muto 

por un triplete de alaninas (AAA). Esta mutación inhibió el importe nuclear de 

la proteína NS3, lo que indica que la NLS-210 es responsable de su importe 

nuclear (Figura 24). 
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Aunque nuestros resultados indican claramente que la proteína NS3 de ZIKV 

contiene NLS y NES involucrados en su importe y exporte nuclear durante la 

infección, no sabemos qué elementos podrían estar involucrados en la 

modificación de la ubicación durante el ciclo replicativo viral. Es posible que 

los cambios conformacionales de la proteína NS3, los niveles de fosforilación 

o su asociación con otras proteínas virales o celulares puedan determinar la 

ubicación de la proteína en momentos específicos de la infección viral. Por lo 

tanto, la localización nuclear o citoplasmática de la proteína NS3 requiere un 

análisis más profundo. 

Además, nuestros resultados describen por primera vez que la infección con 

ZIKV induce la alteración y degradación de algunas FG-Nups. Esta alteración 

está relacionada directamente con la actividad de la proteasa NS2B3. Es 

probable que esta sea la causa de la inhibición de los sistemas de importe y 

exporte nuclear, así como la inhibición en el exporte de mRNAs, que puede 

favorecer la replicación viral y la modulación de la respuesta inmune.  Sin 

embargo, se necesitan más estudios para confirmar esta implicación. 
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Conclusiones 

✓ La infección con ZIKV afecta la envoltura nuclear de las células Huh-7, 

mediante el procesamiento de Nups. 

✓ La proteasa recombinante NS2B-NS3 de ZIKV degrada a Nup98, 

Nup153 y TPR. 

✓ La infección con ZIKV altera el tráfico núcleo-citoplasma, 

específicamente las vías de importina α, exportina CRM-1, Transportina 

1, Transportina KNS y Transportina SR 

✓ La proteasa NS2B-NS3 de ZIKV es la responsable de la retención de 

los mRNAs en núcleo 

✓ La proteína NS3 de ZIKV se localiza en núcleo a tiempos tempranos de 

la infección (8 y 12h) y en el citoplasma a tiempos tardíos de la infección 

(16 y 24h) 

✓ La proteína NS3 de ZIKV se importa al núcleo por la vía de importina α 

y se exporta del núcleo por la vía de exportina CRM-1 

✓ La NLS monopartita (210 REAIKKRLR) de NS3 de ZIKV es responsable 

del importe deNS3 en núcleo. 
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Perspectivas 

➢ Describir la NES responsable del exporte de NS3 de ZIKV 

➢ Analizar si la proteína NS3 de ZIKV interactúa con proteínas nucleares.  

➢ Analizar la integridad de otros sistemas de importe y exporte durante la 

infección con ZIKV. 

➢ Analizar si la proteína NS3 puede procesar otros componentes del 

núcleo. 

➢ Analizar como las proteínas nucleares (C, NS3 y NS5) de ZIKV ayudan 

al establecimiento de la infección.  

➢ Analizar si la mutación de la NLS y NES de la proteína NS3 de ZIKV 

impacta en la infección. 

➢ Analizar si fármacos bloqueadores del transporte núcleo-citoplasma 

pueden ser usados como tratamiento de la infección con ZIKV. 
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