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RESUMEN 

     El virus de Zika (ZIKV) es un patógeno neurotrópico con alto potencial teratogénico, 

causante del síndrome congénito asociado a Zika (SCZ), el cual se caracteriza por generar 

abortos y malformaciones congénitas a nivel neurológico. En las microvellosidades 

placentarias, las células sincitiotrofoblásticas (STB) son refractarias a la infección por ZIKV. 

Mientras que los citotrofoblastos (CTB) y las células de Hofbauer (HBCs), sí son susceptibles. 

Otros flavivirus relacionados filogenéticamente como el virus del dengue (DENV) y el virus de 

la fiebre amarilla (YFV), no se han asociado con transmisión vertical. Actualmente, los 

mecanismos utilizados por ZIKV para cruzar la barrera hematoplacentaria son desconocidos y 

representan un enigma que es urgente descifrar, en virtud del impacto social y el problema de 

salud pública que encarna el SCZ. En este estudio comparativo se evaluó la infección con ZIKV 

(linaje africano y asiático), DENV serotipo-2 y YFV-17D (cepa vacunal), en términos de 

eficiencia de infección, activación de mTOR y perfil de citocinas secretadas por células HTR8, 

utilizadas como modelo de CTB y células U937-DC-SING, diferenciadas a MØ-M2 como 

modelo de HBCs. Los resultados indican que ambos linajes de ZIKV se replican más 

eficientemente que DENV-2 y YFV-17D en células HTR8. En MØ-M2 se observó el mismo 

patrón de infección, aunque con diferencias menos marcadas. Con relación a la activación de la 

maquinaria mTOR, se evidenció mayor expresión de las fracciones fosforiladas de mTORC1 

(S6r) y mTORC2 (AKT/Ser473) en células HTR8 infectadas con las cepas de ZIKV. Asimismo, 

el tratamiento de estas células con rapamicina y AZD8055 resultó en la disminución de la 

expresión de NS3 y de la progenie viral en todos los casos de infección. La replicación viral fue 

más afectada en las infecciones por ZIKV con disminución de los títulos virales de 19 veces, 

frente a 5 y 3.5 para DENV-2 y YFV-17D, respectivamente. Finalmente, el perfil de citocinas 

secretado indicó que en células HTR8 la infección por ZIKV induce una respuesta inflamatoria 

y quimiotáctica limitada con bajos niveles de IFNs α/y, en contraste con lo observado en las 

infecciones por DENV-2 y YFV-17D. En MØ-M2 ambos linajes de ZIKV también se 

caracterizan por inducir una baja respuesta de IFNs. Estos resultados sugieren que los CTB 

juegan un rol importante en el establecimiento de ZIKV en el lumen de las microvellosidades 

placentarias, siendo capaces de limitar la replicación de DENV y YFV, pero no de ZIKV. 

Asimismo, la maquinaria mTOR funciona como un máster “switch” que favorece la replicación 

de ZIKV en los CTB. 
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ABSTRACT 

    Zika (ZIKV) is a neurotropic virus with high teratogenic potential, causing Congenital Zika 

Syndrome (CZS), which is characterized by miscarriages and congenital malformations at the 

neurological level. In the placental microvilli, syncytiotrophoblastic cells (STB) are refractory 

to ZIKV infection, while cytotrophoblasts (CTB) and Hofbauer cells (HBC) are susceptible. 

Other phylogenetically related flaviviruses, such as dengue virus (DENV) and yellow fever 

virus (YFV), have not been associated with vertical transmission. Currently, the mechanisms 

used by ZIKV to cross the blood-placental barrier are unknown and represent an enigma that 

requires urgent deciphering, due to the social impact and public health problem that CZS 

embodies. In this comparative study, infection with ZIKV (African and Asian lineages), DENV 

serotype-2, and YFV-17D (vaccine strain) was evaluated in terms of infection efficiency, mTOR 

activation, and profile of secreted cytokines in HTR8 cells, used as a model of CTBs and U937-

DC-SING cells differentiated to MØ-M2, used as a model of HBCs. The results indicate that 

both ZIKV lineages replicate more efficiently than DENV-2 and YFV-17D in HTR8 cells. In 

MØ-M2 the same pattern of infection was observed, although with less marked differences. 

Regarding the activation of the mTOR machinery, higher expression of the phosphorylated 

fractions of mTORC1 (S6K1) and mTORC2 (AKT/Ser473) was observed in HTR8 cells 

infected with both ZIKV lineage. Likewise, the treatment of these cells with Rapamycin and 

AZD8055 resulted in a decrease in the expression of NS3 and viral progeny in all cases of 

infection. Viral replication was more affected in ZIKV infections with a 19-fold decrease in 

viral titers, compared to 5-fold and 3.5-fold for DENV-2 and YFV-17D, respectively. Finally, 

the profile of secreted cytokines indicated that ZIKV infection induces a limited inflammatory 

and chemotactic response with low levels of IFNs α/y in HTR8 cells, in contrast to that observed 

in DENV-2 and YFV-17D infections. In MØ-M2, both ZIKV lineages are also characterized by 

inducing a low IFNs response. These results suggest that CTB play an important role in the 

establishment of ZIKV in the core of the placental microvilli, being able to limit the replication 

of DENV and YFV, but not ZIKV. Likewise, the mTOR machinery works as a master switch 

that favors ZIKV replication in CTB.
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I.  INTRODUCCIÓN 

 

 1.1 Generalidades del género Flavivirus 

Los flavivirus son virus de ARN monocatenario de polaridad positiva, pertenecientes a 

la familia Flaviviridae y al género Flavivirus (García-Blanco et al., 2016; Holbrook, 2017; 

Musso y Gubler, 2016). Este género incluye a los arbovirus de mayor importancia clínica, 

tales como el virus del Zika (ZIKV), el virus del dengue (DENV), el virus de la fiebre 

amarilla (YFV), el virus del Nilo Occidental (WNV) y el virus de la encefalitis japonesa 

(JEV), entre otros (Bharucha y Breuer, 2016; García-Blanco et al., 2016; Holbrook, 2017; 

Pierson y Diamond, 2020).  ZIKV, DENV y YFV convergen en varias características 

biológicas y estructurales que incluyen similitud filogenética, vector transmisor y nichos 

epidemiológicos (Apte-Sengupta et al., 2014; Holbrook, 2017; Lindenbach y Rice, 2003; 

Musso y Gubler, 2016).  

Estructuralmente, la partícula viral de los flavivirus presenta simetría icosaédrica, mide 

aproximadamente 50 nm de diámetro y está envuelta por una membrana lipídica, donde se 

ubican las proteínas estructurales de envoltura (E) y membrana (M). La membrana lipídica 

recubre a la nucleocápside, la cual está formada por múltiples copias de la proteína de la 

cápside (C) y en su interior contiene al material genético (Apte-Sengupta et al., 2014; 

García-Blanco et al., 2016; Lindenbach y Rice, 2003). El genoma viral como se mencionó 

anteriormente consiste en una cadena sencilla de ARN de polaridad positiva, posee una 

estructura caperuza en su extremo 5´ y carece de cola de poli-A en su extremo 3´. La 

secuencia nucleotídica mide de 10 a 11 Kb y codifica una poliproteína de 3,400 aa 

aproximadamente, conformada por tres péptidos estructurales (C, prM/M y E) en su extremo 

N-terminal, seguido de siete péptidos no estructurales (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, 

NS4B y NS5) relacionados con funciones de replicación y ensamblaje de la partícula viral, 

además de modulación de la inmunidad innata celular (Figura 1) (Apte-Sengupta et al., 

2014; García-Blanco et al., 2016; Pierson y Diamond, 2020; Rodenhuis-Zybert et al., 2010).  
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Figura 1: Estructura y genoma del género Flavivirus. 

Tomado de: Pierson y Diamond, (2020). 

1.1.1 Ciclo de replicación del género Flavivirus. 

El ciclo de replicación de los flavivirus inicia con la adhesión de la partícula viral a la 

superficie de la célula, a través del reconocimiento antigénico entre la proteína E y 

receptores de la membrana celular, tales como: proteínas tirosina cinasa de la familia TAM 

(AXL y TYRO3), inmunoglobulinas de células T receptoras de fosfatidilserina (TIM-1 y 

TIM-4), lectinas tipo C (DC-SIGN, L-SIGN y manosa), proteínas de choque térmico 

(HSP70, HSP90 y GRP78), integrinas y heparán sulfato, entre otros correceptores de entrada 

viral (Figura 2) (Fishburn et al., 2022; Oliveira y Perón, 2019). Posterior a la adhesión, 

ocurre la entrada, del virión vía endocitosis mediada por proteínas clatrinas. En el citosol, la 

vesícula endosomal sufre disminución de pH, produciendo cambios conformacionales en la 

proteína E, lo que permite la fusión de la membrana endosomal con la membrana del virión, 

liberando el genoma viral al citoplasma (Apte-Sengupta et al., 2014; Pierson y Diamond, 

2020; Rodenhuis-Zybert et al., 2010).  

El genoma viral al ser un ARN monocatenario no segmentado y de polaridad (+) es 

directamente traducido en los ribosomas. La proteína naciente en su porción N-terminal 

posee una señal de localización en el retículo endoplasmático (RE), que promueve la 

asociación de los ribosomas que traducen el ARN viral con las membranas del RE, dando 

como resultado la inserción de la poliproteína recién sintetizada en su membrana. La 
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poliproteína es procesada en péptidos individuales por la acción de las proteasas virales 

(NS2B y NS3) en el lado citoplasmático y proteasas celulares presentes en el lumen del RE 

(Apte-Sengupta et al., 2014; García-Blanco et al.,2016; Pierson y Diamond, 2020). Por 

acción de las proteínas (NS4A y NS4B), se forman los paquetes vesiculares en la membrana 

del RE originando los complejos de replicación (Chatel-Chaix y Bartenschlager, 2014). Allí 

en los complejos de replicación, se llevan a cabo los procesos de replicación y transcripción 

del ARN genómico de polaridad (+), en un ARN genómico de polaridad (-), que sirve de 

plantilla para producir múltiples copias de ARN (+). La progenie de ARN (+), puede 

reclutarse para ciclos adicionales de traducción, replicación o incorporarse en los viriones, 

los cuales inician su ensamblaje en la membrana del RE. Los viriones recién ensamblados 

ingresan a la red del aparato de Golgi y viajan a través de vesículas de transporte, 

experimentando maduración en el camino. A nivel del trans-Golgi, la proteína PrM es 

cortada por una proteasa residente de Golgi llamada furina, lo cual genera la forma madura 

de la proteína M, requerida para la infectividad del virión. Finalmente, las partículas virales 

maduras e infectivas son liberadas al medio extracelular, al igual que la proteína NS1 (Figura 

3) (Apte-Sengupta et al., 2014; Fishburn et al., 2022; García-Blanco et al.,2016; Sager et 

al., 2018; Pierson y Diamond, 2020; Viettri et al., 2022). La Figura 3 muestra un esquema 

del ciclo de replicación de los flavivirus.  

 
Figura 2: Receptores celulares de interacción con la proteína E del género Flavivirus. 

Tomada de: Fishburn et al., (2022). 
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 Figura 3: Ciclo de replicación del género Flavivirus. 

Tomado de: Viettri et al., (2022). 

1.1.2 Epidemiología de flavivirus de importancia clínica 

El género Flavivirus comprende más de 60 especies e incluye a muchos de los arbovirus 

de mayor importancia clínica en el mundo. El potencial epidémico de estos virus depende 

de las características biológicas de sus vectores, la invasión de nichos ecológicos y la 

globalización que favorecen su propagación geográfica (Higuera y Ramírez, 2019; Pierson 

y Diamond, 2020). ZIKV, DENV y YFV son transmitidos por la picadura de hembras 

hematófagas pertenecientes al género Aedes, siendo la especie Ae. aegypti la de mayor 

pertinencia epidemiológica (Figura 4) (Boyer et al., 2018; Goenaga et al., 2012; Gubler, 

1998; Huang et al., 2014; Pierson y Diamond, 2020).  

El DENV es endémico en más de 129 países de zonas tropicales y subtropicales, por lo 

que es considerado el arbovirus con mayor dispersión a nivel mundial con una incidencia 

anual superior a los 400 millones de casos (WHO, 2022). Se han identificado cuatro 

serotipos (DENV-1, DENV-2, DENV-3 y DENV-4) de este virus y la infección por 

cualquiera de ellos cursa de forma asintomática o como un síndrome febril agudo, 



 
5 

 

caracterizado por fiebre elevada, dolor de cabeza, dolor retroorbital, mialgias, artralgias, 

náuseas y petequias. Sin embargo, la infección puede evolucionar a dengue grave o 

hemorrágico y ser mortal (Gubler, 1998; Holbrook, 2017; Muller et al., 2017; Xiong et al., 

2017).  

Con relación a YFV, éste es endémico en zonas tropicales de África, América Central y 

Sur América, con reportes alrededor de los 200 mil casos y 30 mil muertes anuales (WHO, 

2019). La infección puede ser subclínica o inespecífica con síntomas agudos como fiebre, 

náuseas, vómitos, cefaleas, mialgias y dolor epigástrico. Los casos graves de la infección 

cursan con hepatitis, ictericia, insuficiencia renal, hemorragia y shock hipovolémico, 

llegando a ser fatal entre el 20 y 60% de los casos (Carrington & Auguste, 2013; Higuera y 

Ramírez, 2019; Holbrook, 2017; Huang et al., 2014). Afortunadamente, en la actualidad se 

cuenta con una vacuna efectiva que confiere inmunidad de por vida contra YFV (Keller-

Stanislawski et al., 2014; Suzano et al., 2006).  

La transmisión vectorial de ZIKV se ha reportado en 86 países de África, Centroamérica 

y Suramérica. Entre el 2015 – 2016 se notificó la epidemia de las Américas y el Caribe con 

registros entre 440 mil y 1.3 millones de casos (Hennessey et al., 2016; Musso y Gubler, 

2016; PAHO, 2022). La infección por ZIKV al igual que DENV y YFV puede cursar de 

forma asintomática o como una infección autolimitada con síntomas de fiebre, sarpullido, 

artralgias y conjuntivitis. La gravedad de la infección por ZIKV se debe a sus 

complicaciones como los síndromes de Guillain-Barré y el Zika congénito (SCZ) (Musso y 

Gubler, 2016; Musso et al., 2019; Pinto et al., 2015; Plourde y Bloch, 2015; Possas, 2016). 

Se han descrito dos linajes de ZIKV, uno de origen africano, asociado con mayor virulencia 

en células de cultivo y en animales de experimentación (Shao et al., 2017; Sheridan et al., 

2018; Smith et al., 2018; Aubry et al., 2021; Tesla et al., 2022), y otro de origen asiático, el 

cual hasta el presente es el responsable de las infecciones y brotes en humanos (Hill et al., 

2019; Musso et al., 2019; Liu et al., 2019; Jiolle et al., 2021). 
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Figura 4: Distribución global de la transmisión por mosquitos del género Aedes de ZIKV, DENV y YFV.  

Tomada de: Pierson y Diamond, (2020). 

1.2 Virus del Zika (historia y propagación) 

El ZIKV fue aislado por primera vez en 1947 de los bosques de Zika (Uganda) a partir 

de un ejemplar febril de la especie Macaca mulatta., también conocido como macaco Rhesus 

y de mosquitos de la especie Ae. africanus. Desde su aislamiento, solo se registraron casos 

esporádicos de infección en humanos en África, Asia y Oceanía (Bharucha y Breuer, 2016; 

Dick et al.,1952; Higuera y Ramírez, 2019; Musso y Gubler, 2016; Plourde y Bloch, 2016). 

En 2007 se reporta la primera epidemia causada por el virus, la cual tiene lugar en la isla 

de Yap (Estados Federados de Micronesia). Posteriormente, la infección por ZIKV se 

propagó rápidamente, registrándose brotes en varias islas del océano Pacífico (Polinesia 

Francesa, Islas Cook, Isla de Pascua y Nueva Caledonia). En mayo del 2015, luego de la 

aparición del primer caso autóctono reportado en Brasil, la OPS (Organización 

Panamericana de la Salud) y la OMS (Organización Mundial de la Salud) emiten una alerta 

epidemiológica sobre el riesgo de propagación del virus y confirman casos autóctonos en 

varios países de Latinoamérica (El Salvador, Guatemala, México, Paraguay, Surinam y 

Venezuela) (Bharucha y Breuer, 2016; Musso y Gubler, 2016; Plourde y Bloch, 2016; 

Possas, 2016). En México entre 2015 y 2021, se han registrado un total de 12,991 casos 

autóctonos, siendo las entidades federativas de Veracruz y Yucatán las que reportaron mayor 

índice de prevalencia (SINAVE/DGE/SS, 2021).  
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La transmisión del ZIKV en humanos ocurre principalmente por la vía vectorial (Aubry 

et al., 2021; Dick et al.,1952; Jiolle et al., 2021). Sin embargo, se han descrito otras vías de 

transmisión como son la vía perinatal, la transfusional y la sexual (Bharucha y Breuer, 2016; 

Counotte et al., 2018; De Carvalho et al., 2016; Musso et al., 2014, 2017).  

1.2.1 Síndrome congénito asociado a Zika (SCZ) 

La infección por ZIKV adquiere relevancia en salud pública por su capacidad de 

atravesar la barrera hematoplacentaria y su alto potencial teratogénico, que incluye a este 

virus dentro de la lista de patógenos TORCH (Coyne y Lazear, 2016; Arora et al., 2017, 

Freitas et al., 2020). El término TORCH es un acrónimo de los agentes infecciosos 

(Toxoplasmosis, Otros, Rubeola, CMV y HIV) que abarca a todos aquellos 

microorganismos con capacidad teratogénica trasmitidos verticalmente de la madre al 

producto durante el embarazo, el parto o la lactancia materna (Koi et al., 2001; Robbins et 

al., 2010). No obstante, otros flavivirus como DENV y YFV a pesar de su estrecha relación 

filogenética y epidemiológica con ZIKV, no se han asociado con daño teratogénico (Keller-

Stanislawski et al., 2014; Suzano et al., 2006; Xiong et al., 2017).  

La infección por ZIKV en mujeres gestantes durante el primer trimestre de gestación, 

puede afectar al feto durante su desarrollo, generando abortos, malformaciones del SNC 

(microcefalia, anencefalia e hidrocefalia), anomalías oculares, contracturas congénitas, 

neonatos con bajo peso y trastornos del desarrollo psicomotor a largo plazo (Figura 5) 

(Coelho y Crovella, 2017; Musso et al., 2019; Possas, 2016; Quicke et al., 2016; Rasmussen 

et al., 2016). La asociación de estas manifestaciones clínicas con la infección por ZIKV 

durante la gestación, ha sido demostrada por la detección de ARN viral en líquido amniótico 

y en tejido cerebral de mortinatos (Driggers et al., 2016; Quicke et al., 2016). En las 

microvellosidades placentarias de neonatos con microcefalia, también se ha detectado la 

presencia de ARN viral en citotrofoblastos (CTB) y en macrófagos placentarios (HBCs, 

células de Hofbauer) (Noronha et al., 2016; Quicke et al., 2016). Asimismo, se ha reportado 

positividad para anticuerpos IgM específicos contra ZIKV en el fluido cerebroespinal de 

neonatos con microcefalia (Cordeiro et al., 2016).  Estas evidencias, en conjunto con los 

datos epidemiológicos de los brotes registrados tanto en la Polinesia Francesa como en 

Latinoamérica, permitieron asociar la infección por ZIKV con las complicaciones fetales, 
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identificando una nueva patología causada por flavivirus, llamada Síndrome Congénito 

asociado a Zika (SCZ) (Arora et al., 2017; Coyne y Lazear, 2016; Dos Santos et al., 2019; 

Freitas et al., 2020; Posas, 2016). En Latinoamérica, las cifras más alarmantes de SCZ 

fueron reportadas en Brasil con 550 casos confirmados solo en el año 2016 (Dos Santos et 

al., 2019; Freitas et al., 2020; Posas, 2016). En México entre 2016-2021 se registraron un 

total de 56 casos (DGE, 2021). Es importante destacar que solo el 30% de las mujeres que 

contraen infección por ZIKV durante el embarazo desarrollan esta complicación, guardando 

relación con la etapa gestacional, carencias nutricionales y deficiencias del sistema inmune 

(Dos Santos et al., 2019; Martinez-Viedma y Pickett, 2018; Musso y Baud, 2019). 

 

Figura 5: Manifestaciones clínicas del Síndrome Congénito asociado a Zika (SCZ). 

Modificada de: Musso y Baud, (2019). 

1.2.3 Arquitectura de la placenta  

La placenta humana es un tejido hemocorial que permite el contacto directo del epitelio 

coriónico de las microvellosidades con el lecho sanguíneo materno (Ander et al., 2019; Arora 

et al., 2017). Esto favorece el transporte de nutrientes, metabolitos, oxígeno y electrolitos, así 

como también, el intercambio de efectores inmunológicos innatos y adaptativos 

(inmunoglobulinas maternas) entre la madre y el feto (Ander et al., 2019; Cross, 1998). Las 
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microvellosidades placentarias están compuestas por células fetales principalmente trofoblastos 

derivados del feto en estrecha asociación con tejidos maternos (Cross, 1998; Leach y Firth, 

1997). En humanos y otros organismos euterios, la interfaz materno-fetal consiste en dos capas 

de células progenitoras trofoblásticas derivadas del feto: i) la capa de sincitiotrofoblastos (STB) 

en contacto con el espacio intervelloso formada por trofoblastos sincitializados multinucleados; 

y ii) la capa interna de citotrofoblastos (CTB) con capacidad proliferativa (Ander et al., 2019; 

Staun-Ram y Shalev, 2005). Estas capas recubren el estroma de las microvellosidades donde se 

ubican los fibroblastos, los macrófagos placentarios o HBCs y los capilares fetales (Figura 6) 

(Noronha et al., 2016; Rosenberg et al., 2017; Tabata et al., 2016). Es importante acotar que, de 

las microvellosidades, solo las células del STB son refractarias a la infección por diversos 

patógenos incluidos ZIKV, debido a la secreción de IFN III (Arora et al., 2017; Bayer et al., 

2016; McConkey et al., 2016). En la Tabla 1, se muestran las diferentes células que forman 

parte de las microvellosidades y los estudios que demuestran su susceptibilidad a infección por 

ZIKV. 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6: Estructura y composición celular de la placenta humana. 

Modificada de: Arora et al.,  (2017). 
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Tabla 1: Células de las microvellosidades placentarias susceptibles a infección por ZIKV. 

Tipo de célula Susceptibilidad Referencias 

Sincitiotrofoblasto No susceptible 
Bayer et al., (2016) 

Arora et al., (2017) 

Citotrofoblasto Susceptible 

Noronha et al., (2016) 

Tabata et al., (2016) 

Quicke et al., (2016) 

Luo et al., (2018) 

Tabata et al., (2019) 

Fibroblasto Susceptible 
Tabata et al., (2016) 

Zhang et al., (2019) 

 

Célula de Hofbauer 

 

Susceptible 

Tabata et al., (2016) 

Quicke et al., (2016) 

Rosenberg et al., (2017) 

Martinez & Pickett, (2018) 

Endotelio capilar Susceptible 

Tabata et al., (2016) 

Anfasa et al., (2019) 

Zhang et al., (2019) 

Gandolfo et al., (2022) 

Elaboración propia (2022)  

1.2.4 Rutas usadas por ZIKV para cruzar la barrera hematoplacentaria 

El ZIKV es transmitido verticalmente de madre a hijo durante el primer trimestre de 

gestación, aunque los mecanismos utilizados por el virus para cruzar la barrera 

hematoplacentaria aun son desconocidos. No obstante, con base en estudios de infección in 

vitro de células de origen placentario y de animales de experimentación se han propuesto 

algunos modelos de ingreso del virus al estroma de la placenta.  

Tabata et al., (2016; 2019), proponen que ZIKV puede cruzar la barrera 

hematoplacentaria durante el primer trimestre de gestación, cuando está ocurriendo el 

proceso de periimplantación y la remodelación de la vasculatura uterina. En ese momento, 

los trofoblastos invasivos son capaces de entrar en contacto directo con las células 

deciduales maternas infectadas con el virus, describiendo dos rutas de transmisión (Figura 

7). Una ruta placental dada por la interacción de los trofoblastos con células de la decidua 

basal infectadas, siendo estos trofoblastos los responsables de llevar el virus hasta el estroma 
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de la microvellosidad, infectando a otras células (fibroblastos y HBCs) y burlando la 

respuesta de IFN tipo III mediada por las céluas del STB. La otra ruta descrita es la 

paraplacental donde la interacción de los trofoblastos ocurre con las células infectadas de la 

decidua parietal, los trofoblastos ya infectados atraviesan las membranas amniocoriónicas y 

liberan el virus dirtectamente en el líquido anmniótico donde el feto en formación se infecta 

a través de células epiteliales susceptibles. 

 

Figura 7: Transmisión vertical de ZIKV a través de deciduas maternas infectadas. 

Tomada de: Tabata et al., (2019). 

Zimmerman et al., (2018), proponen un modelo de transmisión vertical por transcitosis, 

mediada por anticuerpos anti-DENV presentes en mujeres gestantes que han padecido 

infección previa con DENV (Figura 8). Estos anticuerpos reconocerían a ZIKV y formarían 

inmunocomplejos en el espacio intervelloso, que posteriormente serían reconocidos por 

receptores FcRn, presentes en la membrana del STB de la microvellosidad. Esto permite que 

el virus burle la respuesta antiviral de IFN λ y pueda llegar a la capa del CTB, infectando a 

estas células y estableciéndose la infeción en el estroma placentario. 
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Figura 8: Transmisión vertical de ZIKV media por transcitosis con anticuerpos anti-DENV.  

Tomada de: Zimmerman et al., (2018).  

El último modelo propuesto es la invasión a través de la ruta paracelular, basado en la 

observación de que la infección por ZIKV induce disminución en la expresión de las 

proteínas de las uniones estrechas (tight junctions) claudina-4 (Miranda et al., 2019), ZO-1 

y ocludina (Chiu et al., 2020) en la capa del STB, modificando su permeabilidad y 

favoreciendo el ingreso del virus al estroma placentario (Figura 9).  

 



 
13 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9: Modelo de transmisión vertical de ZIKV a través de la ruta paracelular. 

Tomada de: Chiu et al., (2020). 

1.3 Blanco mecanístico de rapamicina en mamíferos (mTOR) y su modulación en la 

infección por flavivirus 

La proteína mTOR (mammalian Target of Rapamycin) es una Ser/Thr cinasa de 289 

kDa, miembro de la familia de las fosfatidilinositol 3-cinasa (PI3K). Esta proteina cumple 

funciones pleiotrópicas, participando en la regulación del inicio de la transcripción del 

ARNm y en la síntesis de proteinas en respuesta a las concentraciones intracelulares de 

aminoácidos y otros nutrientes esenciales (Dennis et al., 2001; Huang y Houghton, 2003; 

Laplante y Sabatini, 2009). mTOR es el componente principal de los complejos mTORC1 

y mTORC2, los cuales a su vez estan conformados por otras proteinas señalizadoras que 

participan en la modulación de sus funciones (Tabla 2).  

La interacción del complejo mTORC1 con Raptor (regulatory-associated protein of 

mTOR) es esencial para la fosforilación de S6r y 4E-BP1, las cuales son moléculas efectoras 

río abajo que regulan la biogénesis de ribosomas, traducción de proteínas, lipogénesis, 

crecimiento, proliferación y supervivencia celular (Foster y Fingar, 2010; Laplante y 

Sabatini, 2009; Sarbassov et al., 2005). El complejo mTORC2 interactúa con Rictor 

(rapamycin-insensitive companion of mTOR) y fosforila a la Ser/Thr cinasa AKT mediante 

PI3K, promoviendo la proliferación y supervivencia celular mediante modulación negativa 

de autafagia, así como también, la migración celular por regulación de la organización del 

citoesqueleto (Foster y Fingar, 2010; Huang et al., 2011; Laplante y Sabatini, 2009; Preuss 

et al., 2013).  Finalmente, ambos complejos contienen a Deptor (DEP-domain-containing 

mTOR-interacting protein) que actúa como un componente regulador que inactiva tanto a 
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mTORC1 como a mTORC2 (Figura 10) (Foster y Fingar, 2010; Laplante y Sabatini, 2009; 

Li et al., 2014; Sarbassov et al., 2005). 

Tabla 2: Proteínas señalizadoras que regulan la activación de la maquinaria mTOR. 

Proteína Complejo Función 

mLST8/GβL 

Subunidad LST8 del 

complejo mTOR 

mTORC1  

mTORC2 

Participa en el ensamblaje de ambos 

complejos por unión con el domino mTOR. 

Esta interacción es crucial para la 

activación de mTORC2. 

Deptor 

Proteína con dominio 

DEP que interactua con 

mTOR 

mTORC1  

mTORC2 
Regulación negativa de ambos complejos. 

FKBP12 

Peptidil – Prolil – Cis – 

Trans isomerasa FKBP12 

mTORC1 

Proteína con domino de unión a 

rapamicina, el complejo inhibe 

alostéricamente el ensamblaje de 

mTORC1. 

PRAS40 

Sustrato de AKT rico en 

prolina (40kDa) 

 

mTORC1 
Inhibición sustrato competitiva de 

mTORC1. 

Raptor 

Proteína asociada a la 

regulación de mTOR 

 

mTORC1 

Proteína de andamiaje que une la cinasa 

mTOR con  los sustratos 4EBP1 y S6r para 

promover la señalización de mTORC1. 

PRR5/ protor 

Proteína rica en prolina 

ligada a Rictor 

mTORC2 Función desconocida. 

mSIN1 

Proteína de unión a cinasa 

activada por estrés en 

mamiferos 

mTORC2 

Promueve ensamblaje de mTORC2 y 

señalización mediada por fosforilación de 

AKT. 

Rictor 

Compañero de mTOR 

insensible a rapamicina 

mTORC2 

Promueve ensamblaje de mTORC2 y 

señalización mediada por fosforilación de 

AKT. 

Fuente: elaboración propia. Foster y Fingar, (2010); Lapalante y Sabatini, (2009). 
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Figura 10: Esquema de señalización de mTORC1 y mTORC2 con las proteínas asociadas, sustratos y funciones 

de cada complejo.  

Tomada de: Foster y Fingar, (2010). 

Los virus de ARN incluidos algunos flavivirus como ZIKV, DENV y YFV tienen la 

capacidad de modular a mTOR para favorecer su replicación viral (Albentosa-González et al., 

2021; Chan et al., 2018; Chiramel y Best, 2018; Gratton et al., 2019; Kongt et al., 2020; Sahoo 

et al., 2020; Vidotto et al., 2017). La autofagia es un reconocido mecanismo de respuesta 

antiviral en la interfaz materno-fetal (Ngono y Shresta, 2018). No obstante, se ha descrito que 

en la infección por ZIKV, la autofagia controlada puede ser pro o antiviral según la etapa de 

ciclo de replicación y el tipo celular involucrado (Chiramel y Best, 2018). Estudios in vitro 

realizados en células de origen hepático (Albentoza-Gonzáles et al., 2021; Chan et al., 2018) y 

neuronales (Chant et al., 2018; Sahoo et al., 2020) demuestran que la inactivación de la vía 

mTOR a través del uso de fármacos inhibidores o por silenciamiento de las moléculas 

reguladoras Raptor y Rictor afecta significativamente la replicación de ZIKV. Esto sugiere que 

las funciones pleiotrópicas de mTOR, tales como modulación de autofagia, activación de 

transcripción, síntesis de proteínas, supervivencia celular, entre otras son necesarias para 

favorecer la replicación de ZIKV. Asimismo, el estudio realizado por Albentosa-González et 
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al., (2020), demuestra que la vía AKT/PI3K esta involucrada en la activación de la polimerasa 

viral NS5 de ZIKV, necesaria para que se cumpla la replicación el genoma viral.   

1.4 Inmunidad innata en la infección por ZIKV 

El principal efector de la inmunidad innata en contra de las infecciones de origen viral 

es el sistema de interferón (IFN), el cual comprende tres tipos: tipo I (IFN-α, IFN-β), tipo II 

(IFN-y) y tipo III (IFN-λ,1-4) (Schneider et al., 2014; Ngono y Shresta, 2018). La respuesta 

de IFN se activa a las pocas horas de la infección viral y viene dada por la interacción entre 

PAMP (Pathogen-associated molecular patterns) presentes en el genoma viral y los 

receptores PRR (Pattern-recognition receptors), tales como TLR y RIG-I. Este 

reconocimiento desencadena la activación de múltiples factores de transcripción, incluidos 

los factores reguladores de interferón (IRF) y NF-κB, que cooperan en la inducción de 

interferones, citocinas y quimiocinas inflamatorias encargadas de orquestar la respuesta 

inmune innata (Schneider et al., 2014; Ngono y Shresta, 2018).  

Trabajos publicados en células de origen embrionario (Luo et al., 2018) y neuronal 

(Stefanik et al., 2018), han demostrado la capacidad de ZIKV de inactivar la respuesta de 

IFN y de inducir una pobre o limitada respuesta inflamatoria y quimiotáctica. Se han descrito 

posibles mecanismos por los cuales ZIKV puede evadir la respuesta de IFNs:  

- Degradación proteosomal del activador STAT2 mediada por la unión con NS5, reduciendo 

la señalización para la producción de IFNs tipo I y III (Grant et al., 2016; Kumar et al., 

2016).  

- Disminución de la biogénesis de peroxisomas, los cuales funcionan como plataformas de 

señalización para la respuesta de IFNs (Dixit et al., 2010; Odendall et al., 2014; Wong et 

al., 2019). 
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II.  JUSTIFICACIÓN 

 

 El ZIKV es un flavivirus neurotrópico cuya complicación más grave es el SCZ, este 

síndrome se caracteriza por causar graves daños neurológicos, principalmente microcefalia en 

el feto en formación (Arora et al., 2017; Coyne y Lazear, 2016; Dos Santos et al., 2019; Freitas 

et al., 2020; Posas, 2016). Esta complicación se observa en el 30% de los neonatos de las madres 

que contraen la infección durante el primer trimestre de gestación y está asociada con los estratos 

socioeconómicos más desfavorecidos (Dos Santos et al., 2019; Martinez-Viedma y Pickett, 

2018; Musso et al., 2019). Los mecanismos utilizados por ZKV para cruzar la barrera 

hematoplacentaria continúan siendo un enigma que requiere ser descifrado, en virtud del 

impacto social y su repercusión en la salud pública. 

 Hasta el presente, otros flavivirus como DENV y YFV que convergen en filogenia y 

epidemiología con ZIKV, no han sido catalogados con potencial teratogénico (Keller-

Stanislawski et al., 2014; Suzano et al., 2006; Xiong et al., 2017). Por tal motivo se hace 

interesante evaluar las diferencias biológicas entre estos flavivirus que permiten el 

establecimiento de ZIKV, pero no de DENV y YFV, en el estroma de las microvellosidades 

placentarias. Es debido a lo anterior, que se plantea realizar un estudio comparativo de infección 

por ZIKV (linajes africano y asiático), DENV-2 y YFV-17D (cepa vacunal), en términos de 

eficiencia de infección, activación de la vía mTOR y perfil de citocinas secretado, en dos 

modelos celulares representativos de las microvellosidades placentarias (células HTR8 y 

monocitos U937 diferenciados a MØ-M2). Los datos obtenidos de esta investigación aportarán 

nuevos conocimientos que ayudarán a comprender mejor los mecanismos utilizados por ZIKV 

para el cruce de la barrera hematoplacentaria.  
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III. HIPÓTESIS 

 

 

     “La infección de células HTR8 como modelo de CTB y de monocitos U937 diferenciados a 

MØ-M2, como modelo de HBCs con ZIKV (linajes africano y asiático), DENV-2 y YFV-17D 

(cepa vacunal), difiere en eficiencia de infección, modulación de la vía mTOR y perfil de 

citocinas inducido”. 
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IV.  OBJETIVOS 

 

4.1 General 

Comparar la infección por tres flavivirus de importancia clínica (ZIKV, DENV y YFV-17D) en 

dos líneas celulares (HTR8 y MØ-M2), en términos de eficiencia, modulación de la maquinaria 

mTOR y perfil de citocinas inducido.  

 

4.2 Específicos 

1) Caracterizar la eficiencia y cinética de infección por ZIKV (linajes africano y asiático), 

DENV-2 y YFV-17D (cepa vacunal) en células HTR8 y MØ-M2. 

 

2) Evaluar la activación diferencial de la maquinaria mTOR en células HTR8 infectadas 

con los diferentes flavivirus. 

 

3) Caracterizar el perfil de citocinas generado por células HTR8 y MØ-M2 infectados con 

los distintos flavivirus. 
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V.  ESTRATEGIA EXPERIMENTAL 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11: Diagrama resumen de la estrategia experimental. 
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VI.  MATERIALES Y MÉTODOS 

6.1. Líneas celulares 

Los ensayos de infección planteados en la estrategia experimental de esta investigación 

se realizaron en la línea celular HTR8-Svneo (ATCC®: CRL-3721), procedente de trofoblastos 

de placenta humana del primer trimestre de gestación y en células U937-DC-SIGN (ATCC®: 

CRL-3253) de linfoma prohistiocítico humano. Ambas líneas celulares se cultivaron a 37°C con 

atmósfera de CO2 al 5 % en medio RPMI-1640 (Gibco®: 11875-093), suplementado con suero 

fetal bovino (SFB) al 10 % y 100 U/mL de penicilina-estreptomicina. La progenie viral de los 

diferentes ensayos fue titulada en células epiteliales de riñón de mono verde Vero-E6 (ATCC®: 

CRL-1586), las cuales se cultivaron a 37°C con 5 % de CO2, en medio esencial mínimo de Eagle 

(EMEM) (ATCC®: 30-2003), suplementado con 10 % de SFB y 100 U/mL de penicilina-

estreptomicina. Finalmente, las células C6/36 (ATCC®: CRL-1660) de estadio larval de Ae. 

albopictus, usadas para la expansión de las cepas virales fueron cultivadas a 28°C con 5% de 

CO2 en EMEM suplementado con 5 % de SFB y 100 U/mL de penicilina-estreptomicina. 

6.2. Cepas virales 

El ZIKV linaje africano, cepa Uganda (ZIKV-MR77) fue donado por la Dra. Susana 

López (Instituto de Biotecnología de la UNAM. Cuernavaca, México). El ZIKV linaje asiático, 

aislado mexicano (ZIKV-MEX) y el DENV serotipo 2 (DENV2) cepa Nueva Guinea, fueron 

proporcionados por el Dr. Mauricio Vázquez, (Laboratorio de Arbovirus y Virus Hemorrágicos, 

INDRE. Ciudad de México, México). El stock de la cepa vacunal YFV-17D fue obsequiado por 

el Dr. Juan Salas Benito (Escuela Nacional de Medicina y Homeopatía, IPN. Ciudad de México, 

México). Todas las cepas virales fueron propagadas en células de mosquito C6/36 y los títulos 

virales fueron determinados por ensayo de formación de focos en células Vero-E6. 

6.3. Cultivo primario de células de Hofbauer 

El aislamiento de HBCs se realizó a partir de placentas humanas procedentes del Instituto 

Nacional de Perinatología Isidro Espinosa de los Reyes (INPer). Como criterio de inclusión se 

tomaron placentas a término (37 semanas) de mujeres saludables, mayores de 18 años y con 

neonatos sanos. Las placentas fueron procesadas sin identificación, previo consentimiento 

informado de las madres donantes (Anexo N°3) con el respaldo de un comité de bioética 

(Convenio CINVESTAV-INPer registro N° 2017-3-134) (Anexo N°2). Los tejidos placentarios 
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fueron colectados inmediatamente después de las cesáreas programadas, tomando una porción 

de la cara fetal de aproximadamente 25 cm2. 

  El procesamiento de los tejidos se realizó en el Lab 3 (DIPM) CINVESTAV, siguiendo 

el protocolo de aislamiento de HBCs publicado por Tang et al., (2011), adaptado en nuestro 

laboratorio por García (2018). El proceso se realizó en condiciones de esterilidad en campana 

de flujo laminar. Primero, se realizó el fraccionamiento mecánico del tejido hasta obtener trozos 

pequeños < 1 mm. Luego se procedió con la digestión enzimática utilizando tripsina-verseno al 

2% (Invitros: 161004), 10 mg/mL de colagenasa II (SIGMA-Aldrich: C-6885), 10 mg/mL de 

colagenasa/dispasa (SIGMA-Aldrich: 11097113001) y 1 mg/mL de desoxirribunocleasa I de 

páncreas bovino (SIGMA-Aldrich: 9003-98-9). El tejido con la mezcla enzimática se incubó 

por 2 h a 37°C en agitación constante. Posteriormente, se llevó a cabo la separación subcelular 

por gradiente de centrifugación con Percoll (Ficoll Histopaque®-1077), centrifugando a 1800 

rpm por 30 min a 4°C en un rotor basculante. Seguidamente, se extrajo la capa de células blancas 

y se realizó inmunoselección positiva de las HBCs con perlas magnéticas usando anti-CD14 

(CD14 MicroBeads MACS humano, Miltenyi Biotec). Finalmente, las HBCs fueron incubadas 

en medio RPMI-1640 + 10% de SFB + 1% de antibiótico/antimicótico (GIBCO: 15240) a 37 

°C y 5% CO2, hasta su utilización (Figura 12).  

 
Figura 12: Esquema del protocolo de obtención de cultivo primario de HBCs. 
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6.4. Diferenciación de células U937-DC-SIGN a macrófagos M2 (MØ-M2) 

Las células U937-DC-SIGN fueron diferenciadas a macrófagos y polarizadas a un 

fenotipo M2, utilizando los protocolos descritos por Puerta-Guardo et al., (2010) y Ríos et al., 

(2017), con ligeras modificaciones. Las células se trataron por 12 días con 160 nM de Phorbol-

12-miristato-13-acetato (PMA) (Sigma-Aldrich: P1585) y 30 ng/mL de factor estimulante de 

colonias de macrófagos (M-CSF) (Sigma- Aldrich: M6518), reemplazando el medio RPMI-

1640 suplementado con estimuladores de diferenciación cada tercer día. 

6.5. Microscopía de epifluorescencia 

La confirmación del fenotipo de los MØ-M2 diferenciados se realizó primero por 

microscopía de epifluorescencia. Las células U937-DC-SIGN se cultivaron en placas de 24 

pozos sobre cubreobjetos de vidrio y se trataron con PMA y M-CSF a las concentraciones 

descritas anteriormente durante 3, 6 y 9 días, incluyendo un control de células sin tratar. A los 

tiempos indicados, las células se fijaron con 300 µL de paraformaldehído (PFM) al 4% por 10 

min a temperatura ambiente (TA) y se lavaron dos veces con 1 mL de tampón fosfato salino 1X 

(PBS, Phosphate buffered saline). Luego, se permeabilizaron con 300 µL de Triton X-100 al 

0.1% por 10 min a TA y se repitieron los lavados antes descritos. Seguidamente, las células 

fueron incubadas 1 h a 37 °C con 500 µL de solución de bloqueo (10% SFB + 25 mg/mL glicina 

+ 2% gelatina de pescado). Posteriormente, se tiñeron con 300 uL de un anticuerpo monoclonal 

(Mab) CD-163 (Abcam®: ab182422) hecho en conejo, diluido 1:300 en PBS-Tween al 0.1% + 

10% de SFB y se incubaron toda la noche a 4 °C. Al día siguiente, las células se lavaron 3 veces 

con 1000 µL de PBS-Tween al 0.1% y se incubaron 2 h a 37°C con 300 µL de un anti-conejo 

Alexa-594 (Abcam®: ab150064) diluido 1:800 en PBS-Tween al 0.1% + 10% de SFB. Los 

núcleos fueron teñidos con 300 µL de DAPI (Sigma-Aldrich®: D9542) diluido 1:1000 en PBS-

Tween al 0.1%, se incubaron 5 min a TA y se repitieron los lavados con PBS-Tween al 0.1%. 

Finalmente, los cubreobjetos con las células tratadas o no se montaron en Fluoroshield-DAPI 

(Sigma-Aldrich®: F6057) y se almacenaron a 4°C hasta su visualización en el microscopio de 

epifluorescencia Nikon (Eclipse Ti-U).  
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6.6. Citometría de flujo 

La confirmación del fenotipo de los MØ-M2 diferenciados también se realizó por 

citometría. Las células U937-DC-SIGN fueron sometidas a tratamiento con PMA y M-CSF por 

0, 3, 6, 9 y 12 días siguiendo la metodología antes descrita. Las células diferenciadas y adheridas 

a las placas de cultivo fueron despegadas con tripsina-verseno 0.25/0.1 % (Invitros: 161004) y 

colectadas a los tiempos indicados. Luego, se lavaron con PBS 1X y se centrifugaron a 1000 

rpm por 5 min. El precipitado de células se fijó en suspensión con PFM al 4% durante 5 min a 

TA y se lavó dos veces con PBS 1X. Posteriormente, las células se bloquearon con SFB al 5 % 

en PBS 1X durante 10 min en hielo. Luego del respectivo lavado, las células bloqueadas se 

tiñeron para tres marcadores característicos de MØ-M2, usando los anticuerpos monoclonales 

APC anti-CD14 (Abcam®: 60901), FITC anti-CD163 (BD Bioscience®: 563697) y PE anti-

DC-SIGN (Abcam®: 136333), la mezcla de anticuerpos se diluyó 1:100 en un volumen final de 

50 µL. Todas las condiciones de tratamiento se incubaron en hielo durante 1 h en oscuridad y 

se lavaron dos veces con PBS 1X. Adicionalmente, se incluyeron los respectivos controles sin 

tinción para cada anticuerpo. Finalmente, las diferentes condiciones de tratamiento se analizaron 

en el citómetro de flujo BD-LSR II Fortessa, cuantificando 10,000 eventos en cada condición. 

El análisis de los resultados y los gráficos se realizaron en el software FlowJo v10.6.1. El ensayo 

de citometría de flujo también se utilizó para detectar la presencia del receptor DC-SIGN en la 

superficie de células HTR8, siguiendo la metodología anterior y usando como control positivo 

MØ-M2 con 12 días de diferenciación. Los análisis de citometría se realizaron con el apoyo de 

la Dra. Patricia Talamás y la M en C. María Elena Sánchez (DIPM, CINVESTAV).  

6.7. Curvas de replicación en un paso  

Células HTR8 y MØ-M2 de 12 días de diferenciación fueron sembrados en placas de 96 

pozos. Las monocapas confluentes de cada tipo celular se infectaron por triplicado con las cepas 

de ZIKV-MR77, ZIKV-MEX, DENV-2 y YFV-17D usando una multiplicidad de infección 

(MOI) de 3. Para sincronizar las infecciones, la adhesión viral se llevó a cabo durante 40 min a 

4°C. Posteriormente, se procedió a retirar el inóculo viral, las células fueron lavadas 3 veces con 

PBS 1X y se les agregó 200 µL de medio RPMI-1640 + SFB al 10%. Las células se incubaron 

a 37 °C con 5% de CO2 y se dejó proseguir la infección durante 0, 6, 18, 24, 48, 72 y 96 h. Los 

sobrenadantes fueron colectados a las horas post-infección (hpi) indicadas y almacenados a            

-80°C, para su posterior titulación por ensayo de focos en células Vero-E6 (VE6). 
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6.8. Titulación viral por ensayo de foco 

 La titulación de los sobrenadantes condicionados de las curvas de replicación se realizó 

por ensayo de formación de focos, con ligeras modificaciones al protocolo descrito por Payne 

et al., (2006). Monocapas de células VE6 sembradas en placas de 96 pozos se infectaron con 50 

µL de diluciones seriadas 1:10 de los sobrenadantes y se incubaron por 2 h a 37°C. 

Seguidamente, cada pozo fue completado con 150 µL de medio EMEM + SFB 10% y se incubó 

la infección por 48 h. Transcurrido el tiempo post-infección, las células se fijaron con 100 µL 

de PFM al 4% durante 10 min a TA y se lavaron 2 veces con 200 µL de PBS 1X. Luego, las 

células fueron permeabilizadas con 100 µL de metanol frío por 10 min a TA y se hicieron los 

respectivos lavados. A continuación, las células se tiñeron con 50 µL de anti-E Mab (4G2) hecho 

en ratón (obsequio del Dr. Ferdinando Liprandi, IVIC. Caracas, Venezuela), diluido 1:2,500 con 

PBS-Tween 0.1% + SFB 10% y se incubaron toda la noche a 4°C. Al día siguiente, las células 

fueron lavadas 3 veces con 200 µL de PBS-Tween 0.1% y marcadas con 50 µL de un anticuerpo 

secundario IgG anti-ratón conjugado a peroxidasa (Jackson Immuno-Research®: 15-035-003) 

diluido 1:5,000.  Se incubaron 2 h a 37°C y se hicieron los respectivos lavados con PBS-Tw 

0.1%. La actividad peroxidasa del anticuerpo secundario se reveló utilizando como sustrato el 

kit DAB (Vector-Laboratories®: SK-4100), siguiendo las indicaciones del fabricante. Los focos 

de infección se cuantificaron por visualización en un microscopio invertido y los títulos virales 

se expresaron como UFF/mL. 

6.9. Cuantificación de porcentaje de células infectadas 

Las monocapas de células HTR8 y M2-MØ de las curvas de replicación de un paso se 

utilizaron para determinar el porcentaje de células infectadas a las 24, 48, 72 y 96 hpi, a través 

de inmunofluorescencia (IF). Siguiendo la metodología de IF antes descrita, ambas líneas 

celulares fueron marcadas con un Mab anti-NS3 (1ED8) hecho en ratón (obsequio de la Dra. 

Eva Harris, UC Berkeley) de reactividad cruzada con varios flavivirus. Como anticuerpo 

secundario se utilizó un anti-ratón Alexa-488 (Abcam®: ab150064) y los núcleos celulares se 

contratiñeron con DAPI. Las células se analizaron y cuantificaron en un microscopio invertido 

de epifluorescencia Nikon (Eclipse Ti-U). Los resultados se expresaron en porcentajes de 

células infectadas tomando como 100% el número total de núcleos marcados con DAPI por 

campo. Finalmente, se calculó el rendimiento de virus por célula a partir de la relación entre la 
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progenie viral y el porcentaje de células infectadas en cada condición, asumiendo una 

confluencia de 10 x 105 células por pozo. 

6.10. Caracterización de la polaridad de células HTR8 

Para determinar la presencia o ausencia de polaridad en las células HTR8, estás se 

cultivaron sobre laminillas cubre objeto en placas de 24 pozos hasta observar la máxima 

confluencia de la monocapa celular. Posteriormente, se realizó la tinción vital con 1 gota (50 

µL) de BODI-PY FL-C12-esfingomielina (Invitrogen: D7711) y las laminillas portaobjetos se 

prepararon con líquido de montaje Fluoroshield-DAPI para su visualización y análisis en el 

microscopio confocal Zeiss LSM700. Adicionalmente, se realizó IF para determinar la 

expresión de las proteínas de unión estrecha ZO-1 y ocludina. Laminillas de monocapas 

confluentes de células HTR8, se tiñeron con anti-ZO-1 de conejo (Invitrogen: 402200) diluido 

1:100 y anti-Occ de ratón (Invitrogen: 331500) diluidos 1:50. Como anticuerpos secundarios se 

utilizaron anti-conejo IgG 488 (Invitrogen: A11006) y anti-ratón IgG 647 (Invitrogen: A21235) 

ambos diluidos 1:100 y los núcleos celulares se contratiñeron con DAPI. Las tinciones y la 

observación por microscopía confocal se realizaron con el apoyo de la Dra. Abigail Betanzos y 

la M en C. Angélica Silva-Olivares (DIPM-CINVESTAV).   

6.11. Cinética de infección en sistema de cultivos Transwells® 

 En un sistema de platos Transwells® (Corning: 3460) con placa de 12 pozos y filtro con 

poro de 0.4 μm, se sembraron MØ-M2 de 12 días de diferenciación en el fondo de la placa y en 

el filtro monocapas confluentes de células HTR8 (Figura 13). Estas células fueron previamente 

infectadas con ZIKV-MR77, ZIKV-MEX, DENV-2 y YFV-17D a MOI:1. La infección se 

sincronizó por 1 h a 4°C, luego se incubó por 2 ha 37°C mientras ocurría el proceso de entrada 

viral. Seguidamente, se retiró el inoculo viral, se lavaron las células, se colocaron los filtros 

sobre el plato con los MØ-M2 sembrados en el fondo y se dejó transcurrir la infección a varios 

tiempos (3, 6, 9, 12, 24 y 48 hpi). Posteriormente, se midió la velocidad de infección de los MØ-

M2 en co-cultivo con células HTR8 infectadas, por IF utilizando la proteína NS3 como 

marcador de infección. La visualización y cuantificación de los MØ-M2 infectados se realizó 

en un microscopio invertido de epifluorescencia Nikon (Eclipse Ti-U), siguiendo la metodología 

empleada en la cuantificación del porcentaje de células infectadas. 
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Figura 13: Esquema de infección en sistema de cultivos Transwells®. 

6.12. Ensayo de Western blot para medir la activación de mTOR en células HTR8 

  Monocapas de células HTR8 sembradas en placas de 24 pozos, fueron infectadas con los 

flavivirus evaluados a una MOI: 3, las infecciones fueron seguidas a diversos tiempos (0, 2, 4, 

6, 12 y 24 hpi) y se incluyeron condiciones MOCK como control negativo de infección. La 

activación de las vías mTORC1 y mTORC2 se evaluó por ensayo de Western blot; para ello, las 

células fueron lisadas a los tiempos indicados con 200 µL de tampón de lisis RIPA (NaCl 5 M, 

EDTA 0.5 M pH 8, desoxicolato de sodio al 10 %, SDS al 10 %, Tritón X-100 al 10 %) 

complementado con inhibidores de proteasas (Sigma- Aldrich®: P8340). La concentración de 

los extractos proteicos se cuantificó con el reactivo de Bradford (BioRad®: 500-0006) y las 

absorbancias se leyeron por espectrofotometría a una longitud de onda de 620 nm. Se mezclaron 

15 µg de proteína con tampón de carga Laemmli 4X en un volumen final de 20 µL y se 

sometieron a ebullición por 5 min. Los extractos proteicos fueron migrados electroforéticamente 

en condiciones desnaturalizantes en geles de poliacrilamida SDS-PAGE al 10% por 2 h a un 

voltaje entre 80 y 120 V.  

   Las proteínas fueron transferidas en húmedo de los geles a las membranas de nitrocelulosa 

(BioRad®: 0,45 µm) siguiendo los protocolos estándar. Seguidamente, las membranas fueron 

bloqueadas con leche descremada al 5% en PBS-Tw 0.1% por 40 min a TA. Se retiró la solución 

de bloqueo y las membranas se dejaron incubando toda la noche a 4 °C con los siguientes 

anticuerpos primarios, hechos en conejo (donados por el Dr. Porfirio Nava, DBFN-

CINVESTAV); Mab anti-S6-ribosomal (Cell Signaling®: 2217) y Mab anti-Phospho-S6-

ribosomal (Cell Signaling®: 4858), para la vía mTORC1; y Mab anti-AKT1 (Cell Signaling®: 
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2938) y anti-Phospho-AKT (Ser473) (Cell Signaling®: 4060), para la vía mTORC2.  

Finalmente, se procedió a incubar las membranas con un anti-HRP de conejo (GeneTex®: GTX-

26821) como anticuerpo secundario. Todos los anticuerpos se diluyeron en leche descremada al 

5 % con PBS-Tw al 0.1 %. La señal de HRP se detectó con el kit SuperSignal™ West Femto 

(Thermo Fisher Scientific: 34096). Las fracciones de proteínas fosforiladas se normalizaron con 

las fracciones no fosforiladas correspondiente a cada muestra. Las imágenes digitales fueron 

capturadas con el sistema ImageQuant LAS 4000 (GE Healthcare) y analizadas con el software 

ImageJ29 (Rasband, 1997). 

6.13. Tratamiento con inhibidores de mTOR y viabilidad celular 

Para la inhibición farmacológica de la maquinaria mTOR, se utilizaron dos inhibidores 

alostéricos de la actividad cinasa mediada por esta vía. Rapamicina (Tocris-Bioscience®: 

53123-88-9) inhibidor del complejo mTORC1 y AZD8055 (AstraZeneca®: 2525) inhibidor de 

ambos complejos (donados por el Dr. Porfirio Nava, DBFN – CINVESTAV). Los fármacos 

fueron disueltos en dimetilsulfóxido (DMSO) (Sigma-Aldrich®: D-2650) antes de ser 

utilizados. Posteriormente, monocapas confluentes de células HTR8 en placas de 96 pozos 

fueron tratadas con diferentes concentraciones de cada fármaco, partiendo de las 

concentraciones (IC: 50) sugeridas por los fabricantes. Para Rapamicina, las concentraciones 

probadas fueron (100, 10, 1 y 0.1 nM) y para AZD8055 fueron (10000, 1000, 100 y 10 nM). Se 

probaron triplicados biológicos de cada condición de tratamiento, incluidos los controles sin 

tratamiento y DMSO. Transcurridas las 48 h postratamiento, se evaluó la viabilidad celular 

mediante el ensayo de proliferación celular no radiactiva Cell Titer 96 Aqueous (ensayo MTS) 

(Promega®: G3580). El cual consistió en incubar las células tratadas con 50 μl de EMEM + 10 

μl del reactivo de MTS por 30 min a 37 °C, la variación de color se midió 

espectrofotométricamente a una longitud de onda de 490 nm. Los valores de viabilidad fueron 

expresados como porcentaje, tomando como 100 % la condición control, sin tratamiento.  

6.14. Efecto de la inhibición de mTOR en la progenie viral en células HTR8  

 Luego de determinar las concentraciones máximas no letales tanto de Rapamicina como 

de AZD8055, se trataron monocapas de células HTR8 sembradas en placas de 24 pozos durante 

24 h. Posteriormente, fueron infectadas con las diferentes cepas virales a MOI:3 y a las 24 hpi 

se colectaron los sobrenadantes de cada condición y se determinó la progenie viral por ensayo 

de formación de focos en células VE6. Adicionalmente, se obtuvieron lisados proteicos para 
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medir por WB la expresión de la proteína viral NS3, utilizando el Mab 1ED8 anti-NS3 y anti-

β-tubulina (GeneTex®: GTX-101279) como control de carga. Como anticuerpos secundarios 

se utilizaron: anti-HRP de ratón (Jackson Immuno-Research®: 15-035-003) y anti-HRP de 

conejo. Cultivos de células HTR8 infectadas y no tratadas fueron incluidas como control en este 

ensayo.   

6.15. Perfil de citocinas inducido en células HTR8 y MØ-M2 infectados  

Monocapas de células HTR8 y MØ-M2 de 12 días de diferenciación, sembrados en 

placas de 6 pozos se infectaron con las cepas virales evaluadas a MOI: 3, incluyendo condiciones 

MOCK como control negativo de infección. Cada experimento de infección se realizó por 

triplicado y los sobrenadantes condicionados se colectaron a las 6, 24, 48 y 72 hpi. 

Posteriormente, cada sobrenadante se analizó por triplicado para determinar la presencia de las 

siguientes citocinas: IL-1β, IL-6, IL-8/CXCL8, IL-10, IL-15, TNFα, MCP-1/CCL-2, MIP-1α/ 

CCL-3, MCP3/CCL-7, IP-10/CXCL10, VEGF, IFN-2α e IFN-y. La medición se realizó con el 

kit comercial Bio-Plex® Multiplex Immunoassay System (HCYTOMAG 13K MERCK), 

basado en la metodología de perlas fluorescentes específicas para cada citocina. El 

procesamiento de los sobrenadantes de cultivo se llevó a cabo siguiendo las especificaciones del 

fabricante y la cuantificación de las citocinas expresadas en pg/mL se determinó en el equipo 

Luminex X-200. Los resultados se plasmaron de manera independiente para cada citocina como 

gráficos de líneas utilizando el software GraphPad Prism, versión 6.01. El procesamiento de los 

sobrenadantes condicionados se realizó en el INPer con el apoyo de la Dra. Aurora Espejel-

Núñez y la Dra. Guadalupe Estrada-Gutiérrez.  

6.16. Análisis estadístico 

 Los valores obtenidos de todos los experimentos se expresaron como medias ± errores 

estándar (One-way ANOVA) de al menos tres experimentos independientes. Los análisis 

estadísticos y gráficos se realizaron con el software GraphPad Prism, versión 6.01. 
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VII.  RESULTADOS 

7.1. Cultivo primario de células de Hofbauer 

 Los macrófagos placentarios (HBCs) son células residentes del estroma de las 

microvellosidades, susceptibles a infección con ZIKV (Martinez y Pickett, 2018; Tabata et al., 

2016; Quicke et al., 2016; Rosenberg et al., 2017). Inicialmente en este trabajo de investigación 

se planteó establecer un cultivo primario de HBCs a partir de placentas humanas a término, para 

realizar los ensayos de infección con los diferentes flavivirus. Se procesaron en total 10 

placentas, se aislaron y analizaron los cultivos sugestivos de HBCs por microscopía de contraste 

de fases a las 24 h posteriores a su siembra. El cultivo mostró la presencia de células adherentes 

con características morfológicas compatibles con HBCs (Figura 14). Sin embargo, el 

rendimiento obtenido en cada placenta procesada fue muy bajo (< 2 x 106 células/placenta). 

Debido a ello no fue posible establecer un cultivo primario de HBCs eficiente y reproducible 

que permitiera realizar los ensayos planteados. Se decidió reemplazar el cultivo primario de 

HBCs por dos líneas celulares, prohistiocitos U937-DC-SING diferenciados y polarizadas a 

MØ-M2 como un modelo de HBCs y células trofoblásticas HTR8 representativas de CTB. 

 
Figura 14: Células de Hofbauer (HBCs) aisladas de placentas humanas a término. 

Células en cultivo a las 24 horas posterior a su aislamiento visualizadas por microscopía de contraste de fase con 

objetivo de 20X tomadas con microscopio invertido. 

7.2. Caracterización de macrófagos M2 y células HTR8 

Las células de Hofbauer son macrófagos placentarios residentes en el núcleo de las 

microvellosidades. Estas células exhiben un fenotipo principalmente M2, caracterizado por la 

expresión de marcadores de superficie como DC-SIGN, CD163 y CD14, entre otros (Yao et al., 

2019; Thomas et al., 2021). En este estudio se trataron células U937-DC-SIGN con PMA (160 

nM) y M-CSF (30 ng/mL) durante 12 días para diferenciarlas a MØ-M2. El fenotipo de las 

células tratadas se determinó por microscopía de epifluorescencia, utilizando la expresión de 

CD163 a los 3, 6 y 9 días de tratamiento. Las imágenes de epifluorescencia muestran células de 
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aproximadamente 20 µm, adherentes y pleomórficas con citoplasma granular y vacuolado, 

positivas para expresión de CD163 a partir del tercer día de tratamiento (Figura 15). 

 

Figura 15: Diferenciación de células U937-DC-SIGN a MØ-M2.  

Células U937 fueron sembradas en placas de 24 pozos y sometidas a tratamiento con PMA (160 nmol/L) y M-CSF 

(30 ng/mL). Se comprobó adherencia, cambio de morfología y expresión de CD163 (rojo) por IF a los 0, 3, 6 y 9 

días postratamiento, en microscopio invertido de epifluorescencia con objetivo de 30X (escala 20 µm). Los núcleos 

celulares se contratiñeron con DAPI (azul).   
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Por citometría de flujo se evaluó el tamaño, la granularidad citoplasmática y la expresión 

de los receptores (DC-SIGN, CD14, CD163) a los 0, 3, 6, 9 y 12 días de tratamiento. El análisis 

de Side Scatter (SSC-A) versus Foward Scatter (FSC-A) indicó que las células de 6 y 9 días de 

tratamiento experimentaron un aumento de la granularidad citoplasmática y del tamaño celular 

en función de los días postratamiento, estas características morfológicas son compatibles con 

células macrofágicas (Figura 16). 

Figura 16: Dot plot de SSC-A /FSC-A de células U937 tratadas con PMA y M-CSF.   

Células U937 a los 0, 6 y 9 días de tratamiento fueron fijadas y preparadas para citometría de flujo, se analizó el 

cambio de SSC-A (complejidad citoplasmática) / FSC-A (tamaño) con una adquisición > 10,000 eventos. 

  La expresión de los receptores CD14 y CD163 se analizó a partir de las células DC-

SIGN positivas, observando un incremento en la expresión directamente proporcional al tiempo 

de tratamiento con PMA y M-CSF. El 95% de las células con 12 días de diferenciación son 

positivas a CD14 y CD163 (Figura 17 A, B). Estos resultados confirman que el tratamiento de 

las células U937 durante 12 días induce la diferenciación a MØ-M2 compatible con un fenotipo 

HBCs-like. También, se evaluó por citometría de flujo la presencia de los receptores antes 

mencionados en la superficie de células HTR8, los resultados demostraron la ausencia de estos 

receptores en la superficie celular (Figura 17C). 
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Figura 17: Expresión de los receptores DC-SIGN, CD14 y CD163 en células U937 diferenciadas a MØ-M2 y 

células HTR8.  

A. Expresión de CD14 en células U937-DC-SIGN positivas a los 0, 3, 6, 9 y 12 días de diferenciación. B. Expresión 

de CD163 en células U937-DC-SIGN positivas a los 0, 3, 6, 9 y 12 días de diferenciación. C. Expresión de DC-

SIGN, CD14 y CD163 en células HTR8. Todos los análisis se realizaron con una adquisición > 10,000 eventos. 
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7.3. Cinéticas de infección viral en células HTR8 y macrófagos M2 

Con el objeto de identificar los factores exclusivos de las cepas de ZIKV que determinan 

su capacidad de atravesar la barrera hematoplacentaria, se evaluó la eficiencia de infección y 

replicación de dos cepas de ZIKV (linajes africano y asiático) en comparación con las cepas 

DENV-2 y YFV-17D (cepa vacunal), empleando 2 líneas celulares. Las curvas de replicación 

en un paso mostraron que las células HTR8 son susceptibles a la infección por las cuatro cepas 

virales evaluadas. Se evidenció una velocidad de formación de progenie viral similar en los 

cuatro flavivirus, con producción de partículas virales infectivas después de las 6 hpi, y 

alcanzando el pico máximo a las 48 hpi. Ambos linajes de ZIKV mostraron mayor eficiencia de 

replicación con títulos de 107 y 106 para ZIKV-MR77 y ZIKV-MEX, respectivamente, en 

comparación con las cepas DENV-2 y YFV-17D, que alcanzaron títulos de 105 (Figura 18A). 

Las células macrofágicas mostraron ser altamente susceptibles a las cuatro cepas virales, con 

producción de partículas virales infectivas a partir de las 6 hpi. Tal como se observó en células 

HTR8 el linaje africano de ZIKV muestra una mayor eficiencia de replicación con títulos de 109, 

el resto de las cepas virales presentan diferencias de rendimiento menos marcadas (< 1 log) 

(Figura 18B). 

 

Figura 18: Cinética de replicación viral en células HTR8 y MØ-M2 infectados.  

A. Curvas de replicación de un paso en células HTR8 y B en células U937 diferenciadas a MØ-M2. Las células 

fueron infectadas con (MOI=3) y se sincronizó la infección por incubación de las monocapas en hielo. Los 

sobrenadantes se titularon en células Vero-E6 por ensayos de unidades formadoras de focos. El análisis estadístico 

de los títulos se realizó a partir de las medias ± desviación estándar de al menos 3 experimentos independientes 

(**** p ≤ 0.0001; ns, no significativo). 
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7.4. Porcentajes de infección en células HTR8 y macrófagos M2 

Para evaluar la eficiencia de infección y confirmar los resultados obtenidos en las 

cinéticas de replicación viral, se determinó el porcentaje de células infectadas a diferentes 

tiempos (24, 48, 72 y 96 hpi) en ambos tipos celulares. En la Figura 19A, se observa que el 

porcentaje de células HTR8 infectadas por los cuatro flavivirus es relativamente bajo. A pesar 

de esto, se logra evidenciar que ambos linajes de ZIKV presentan una mayor eficiencia de 

infección con un 25% de células infectadas a las 72 hpi. Este porcentaje es estadísticamente 

significativo en comparación a los porcentajes de infección observados con DENV-2 (15%) y 

YFV-17D (17%).  En relación con los porcentajes de MØ-M2 infectados, los resultados indican 

que estas células son altamente permisivas a la infección por los flavivirus evaluados, 

observándose a las 24 hpi un porcentaje de infección >92% en todos los casos (Figura 19B). 

Figura 19: Porcentajes de infección en células HTR8 y MØ-M2.  

A. Porcentaje de células HTR8 infectadas. B. Porcentaje de macrófagos M2 infectados. Las células infectadas con 

los diferentes flavivirus (MOI= 3) se tiñeron usando un Mab anti-NS3 de reactividad cruzada y los resultados se 

expresaron como porcentaje de células positivas en relación con el número total de células teñidas con DAPI. El 

análisis estadístico se realizó a partir de las medias ± desviación estándar de 3 experimentos independientes (**** 

p ≤ 0.0001; ** p ≤ 0.0090; ns, no significativo). 

7.5. Progenie viral en células HTR8 y macrófagos M2 

Con los datos obtenidos de las cinéticas de replicación viral y los porcentajes de 

infección, se calculó el rendimiento de virus por célula infectada (virus yield/ cell). En las células 

HTR8 se observó que la producción de partículas virales infecciosas es mayor para ambas cepas 

de ZIKV que para DENV-2 o YFV-17D. ZIKV-MRR77 a las 48 hpi produce 275 partículas 

virales por célula, siendo este valor 4 veces mayor que el número de viriones producidos por 

células infectadas con ZIKV-MEX y aproximadamente 20 veces más que los viriones 

producidos por células infectadas con DENV-2 e YFV-17D (Tabla 3). En cuanto al rendimiento 
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de virus por célula macrofágica infectada, se observa que desde las 24 hpi el linaje de ZIKV-

MR77 genera mayor cantidad de viriones infectivos alcanzando un aproximado de 653 viriones 

por célula, rendimiento 5 veces superior al observado con los otros 3 virus (Tabla 3).  

Tabla 3: Rendimiento de virus por célula infectada (HTR8 y M2-MØ). 

 

 

PVI/Cel: Partículas virales infectivas/ células. 

 

  

Células HTR8 

Virus 
Tiempo 

(hpi) 
PVI/Cel 

Cambio versus (fold) 

ZIKV-MR77 ZIKV-MEX DENV-2 YFV-17D 

ZIKV-MR77 

24 

48 

72 

96 

18 

275 

194 

196 

1 

1 

1 

1 

3.6 

4.4 

3.4 

3.7 

2 

22 

17.6 

28 

6 

19.6 

10.8 

11.5 

ZIKV-MEX 

24 

48 

72 

96 

5 

63 

57 

53 

 1 

1 

1 

1 

0.5 

5.3 

5.2 

7.6 

1.7 

4.5 

3.2 

3.1 

DENV-2 

24 

48 

72 

96 

9 

12 

11 

7 

  1 

1 

1 

1 

3 

0.9 

0.6 

0.4 

YFV-17D 

24 

48 

72 

96 

3 

14 

18 

17 

   1 

1 

1 

1 

MØ-M2 

Virus 
Tiempo 

(hpi) 
PVI/Cel 

Cambio versus (fold) 

ZIKV-MR77 ZIKV-MEX DENV-2 YFV-17D 

ZIKV-MR77 

24 

28 

72 

96 

653 

3382 

4527 

4933 

1 

1 

1 

1 

4.6 

2.7 

3.0 

3.2 

4.6 

3.2 

3.9 

4.1 

4.9 

4.4 

5.4 

5.7 

ZIKV-MEX 

24 

48 

72 

96 

141 

1253 

1510 

1543 

 1 

1 

1 

1 

1 

1.2 

1.3 

1.3 

1.1 

1.6 

1.8 

1.8 

DENV-2 

24 

48 

72 

96 

143 

1055 

1162 

1215 

  1 

1 

1 

1 

1.1 

1.4 

1.4 

1.4 

YFV-17D 

24 

48 

72 

96 

134 

766 

846 

866 

   1 

1 

1 

1 
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7.6. Cinética de infección viral en un sistema de co-cultivo de células HTR8 y MØ-M2 

Con el objetivo de simular la arquitectura de la placenta, en este trabajo se planteó 

realizar los ensayos de infección con los diferentes flavivirus en un sistema de platos 

Transwells®. Para ello, se determinó la polaridad de monocapas confluentes de células HTR8 

con el colorante vital BODI-PY FL-C12-esfingomielina, utilizando como control positivo 

células Caco-2, las cuales por su naturaleza epitelial poseen polaridad apical. Los resultados 

indican que las células HTR8 en concordancia con su naturaleza fibroblástica y no epitelial, 

carecen de polaridad, ya que como se observa en la Figura 20, el colorante difunde libremente 

a través de la unión paracelular.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 20: Tinción de células Caco-2 y HTR8 con BODI-PY.  

Monocapas de células fueron teñidas con el colorante vital BODI-PY (verde) y los núcleos se contratiñeron con 

DAPI (azul). Las imágenes fueron tomadas por microscopía confocal con objetivo 63X. 

 Adicionalmente, también se evaluó la presencia de las proteínas ocludina y ZO-1 las 

cuales se encuentran presentes en las uniones estrechas de los epitelios y median la unión 

paracelular célula-célula. Utilizando también como control positivo a las células Caco-2, se 

pudo evidenciar que en las células HTR8 a pesar de expresar estas proteínas, la unión estrecha 

mediada por ellas no llega a madurar (Figura 21), y no se observa el patrón de “malla de 

gallinero” de las células Caco-2, lo cual confirma el resultado obtenido con el BODI-PY.  
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Figura 21: Expresión de las proteínas Ocludina y ZO-1 en células Caco-2 y HTR8.  

Monocapas de células fueron fijadas y teñidas para Ocludina (rojo) y ZO-1 (verde), los núcleos se contratiñeron 

con DAPI (azul). Las imágenes fueron tomadas por microscopía confocal con objetivo 30X (escala 10 µm). 

 Luego de caracterizar la polaridad de las monocapas formadas por células HTR8, se 

procedió a realizar los ensayos de infección en co-cultivo de células HTR8 con MØ-M2. Se 

determinó la velocidad de infección de los macrófagos sembrados en el fondo del plato 

Transwell® a partir de células HTR8 sembradas e infectadas con los diferentes flavivirus en el 

filtro. Los macrófagos infectados se detectaron por IF marcando a la proteína viral NS3, los 

resultados se expresaron como porcentaje de células infectadas a diversos tiempos (3, 6, 9, 12, 

24 y 48 hpi). En la Figura 22, se observa que a las 3 h luego de haber colocado los filtros con 

células HTR8 en el plato con los MØ-M2 sembrados en el fondo, éstos ya comienzan a estar 

infectados. A las 3 y 6 hpi no se observan diferencias significativas en el porcentaje de infección 

de los MØ-M2 expuestos a las células HTR8 infectadas con los distintos virus. Sin embargo, a 

partir de las 9 hpi si se observa un mayor porcentaje de MØ-M2 infectados por las cepas de 

ZIKV, alcanzando un porcentaje de infección > 96% versus 75% para DENV-2 y 86% para 

YFV-17D a las 48 hpi.  
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Figura 22: Velocidad de infección de MØ-M2 en co-cultivo con células HTR8 infectadas.  

Los MØ-M2 infectados se tiñeron usando un Mab anti-NS3 de reactividad cruzada y los resultados se expresaron 

como porcentaje de células positivas en relación con el número total de células teñidas con DAPI. El análisis 

estadístico se realizó a partir de las medias ± desviación estándar de 3 experimentos independientes (****p ≤ 

0.0001; ***p ≤ 0.0003; **p ≤ 0.0082; *p ≤ 0.0295; ns, no significativo). 

7.7. Activación diferencial de la maquinaria mTOR en células HTR8 infectadas 

 La maquinaria mTOR es una vía utilizada por varios virus de ARN para promover la 

replicación y evadir la respuesta antiviral (Vidotto et al., 2017; Chan et al., 2018; Chiramel & 

Best, 2018; Gratton et al., 2019; Kong et al., 2020; Sahoo et al., 2020; Albentosa-González et 

al., 2021). Para profundizar en las capacidades replicativas de ZIKV en células HTR8 se evaluó 

la activación de los complejos mTORC1 y mTORC2 en comparación con las cepas de DENV-

2 y YFV-17D. La activación se midió por WB, detectando la expresión de las fracciones 

fosforiladas de S6K1 para mTORC1 (Figura 23A) y AKT-Ser473 para mTORC2 (Figura 

24A). El análisis densitométrico de las bandas de WB mostró que en las células HTR8 infectadas 

con cepas de ZIKV hay una sobreactivación más rápida y fuerte de los complejos mTORC1 

(Figura 23B) y mTORC2 (Figura 24B), que en las células infectadas con DENV-2 y YFV-

17D. En las células infectadas por ZIKV-MR77, la activación de las vías mTORC1 y mTORC2 

alcanzó su punto máximo a las 6 y 12 hpi, respectivamente; siendo esta activación 2 veces mayor 

a la inducida en células infectadas con las cepas DENV-2 y YFV-17D. Cabe destacar que para 

las células infectadas con ZIKV-MEX se observó una capacidad intermedia de activación de 

ambas vías, resultando significativas las diferencias en comparación con ZIKV-MR77, así como 

3 6 9 12 24 48

0

25

50

75

100

125

Velocidad de infección de M-M2

%
 In

fe
cc

ió
n

 e
n

 M


-M
2

hpi

ZIKV (MR77)
ZIKV (MEX)
DENV-2
YFV-17D

***

**

***

****
*

n s

n s

n s

n s****



 
40 

 

con DENV-2 y YFV-17D (Figuras 23B y 24B). Finalmente, no se observaron diferencias 

significativas entre las infecciones por DENV-2 y YFV-17D, que solo activaron las vías mTOR 

aproximadamente 0.5 veces por encima de los niveles basales (células MOCK). Este resultado 

sugiere que ZIKV es un fuerte inductor de la vía mTOR en las células HTR8, con diferencias 

significativas entre los linajes africano y asiático de ZIKV. 

 

 

Figura 23: Activación de mTORC1 en células HTR8 infectadas.  

Monocapas confluentes de células HTR8 infectadas con los diferentes flavivirus (MOI=3) o condición MOCK, 

fueron lisadas a diferentes tiempos (0, 2, 4, 6, 12, 24 hpi). A. Los lisados  se analizaron por WB y las intensidades 

de las bandas se evaluaron por densitometría. B. La activación de la vía mTORC1 fue normalizada por la relación 

S6K1 (fosforilada)/S6K1, los ensayos se realizaron por triplicado y el gráfico de líneas representa las medias ± 

errores estándar (****p≤0.0001; ns, no significativo). 
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Figura 24: Activación de mTORC2 en células HTR8 infectadas.  

Monocapas confluentes de células HTR8 infectadas con los diferentes flavivirus (MOI=3) o condición MOCK, 

fueron lisadas a diferentes tiempos (0, 2, 4, 6, 12, 24 hpi). A. Los lisados se analizaron por WB y las intensidades 

de las bandas se evaluaron por densitometría. B. La activación de la vía mTORC2 fue normalizada por la relación 

AKT-Ser473 (fosforilada)/AKT, los ensayos se realizaron por triplicado y el gráfico de líneas representa las medias 

± errores estándar (****p≤0.0001; ns, no significativo). 

7.8. Inhibición de la maquinaria mTOR en células HTR8 infectadas 

 La rapamicina y el AZD8055 son inhibidores alostéricos de la actividad cinasa de la 

proteína mTOR (Huang et al., 2011; Li et al., 2014; Zhou et al., 2010). La rapamicina interactúa 

con el receptor intracelular FKBP12, formando un complejo que se une a la región C-terminal 

del dominio de unión de rapamicina FKB12, inhibiendo las funciones de señalización de mTOR 

en sus blancos río abajo (Li et al., 2014; Zhou et al.,2010; Schreiber et al., 2019). Esté fármaco 

inhibe principalmente a mTORC1, impidiendo el enlace de mTOR con Raptor reduciendo su 

actividad cinasa. También se ha descrito que altas dosis de rapamicina por tiempos prolongados 

pueden impedir el ensamblaje del complejo mTORC2 (Li et al., 2014; Schreiber et al., 2019 

Zhou et al.,2010). AZD8055 actúa como inhibidor competitivo del ATP, bloqueando la 

fosforilación de los sustratos mTORC1 (S6K1 y 4E-BP19) y mTORC2 (AKT-Ser473 y 
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proteínas río abajo), impidiendo principalmente la activación de AKT (Huang et al., 2011; 

Preuss et al, 2013; Zhou et al., 2010). 

 Ambos fármacos fueron utilizados para evaluar el impacto de la maquinaria mTOR sobre 

la replicación viral y determinar si la infección por ZIKV es más dependiente de esta vía que 

DENV2 y YFV-17D. Los resultados de la viabilidad celular indican que las células permanecen 

metabólicamente viables después de las 48 horas posteriores al tratamiento. En la Figura 24A, 

se muestra que entre el 95 y 98% de las células tratadas con Rapamicina (100; 10; 1 y 0.1 nM) 

permanecen viables. Asimismo, entre el 96 y 100% de las células tratadas con AZD8055 

(10,000; 1,000; 100 y 10 nM) permanecieron metabólicamente activas (Figura 24B), ambos 

grupos de células fueron comparadas con las condiciones de cultivo sin tratamiento y con 

DMSO.  

 

Figura 25: Viabilidad de células HTR8 tratadas con inhibidores de mTOR.  

A. Células HTR8 tratadas por 48 h con diferentes concentraciones de Rapamicina. B. Células HTR8 tratadas por 

48 h con diferentes concentraciones de AZD8055. Se utilizó el kit CellTiter 96® Aqueous One Solution Cell 

Proliferation Assay para medir la actividad mitocondrial, la cual se cuantifico espectrofotométricamente a 490 nm. 

Los resultados se expresaron en porcentaje y las gráficas de barra representa el promedio de tres experimentos 

independientes.  

Las células HTR8 se trataron con Rapamicina (100 nM) y AZD8055 (10,000 nM) 

durante 24 h, posteriormente se infectaron con los diferentes flavivirus usando MOI = 3 y se 

evaluó la expresión de NS3 y la progenie viral a las 24 hpi. Los resultados indicaron que la 

concentración utilizada de Rapamicina inhibió la activación de mTORC1, pero no de mTORC2, 

mientras que la concentración usada de AZD8055 inhibió ambas vías (Figura 25; Figura 26A 

y B), esto concuerda con lo reportado en la literatura (Huang et al., 2011; Li et al., 2014; Preuss 
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et al., 2013). Ambos tratamientos dieron como resultado una reducción significativa de los 

niveles de expresión de NS3 (Figura 25; Figura 26C); no obstante, diferencias significativas 

entre los tratamientos con Rapamicina y AZD8055 no fueron observadas. Esto podría sugerir 

que el complejo mTORC1 es de mayor importancia para la replicación viral que mTORC2. La 

progenie viral de las 4 cepas analizadas se redujo significativamente en las células tratadas, 

observándose una mayor reducción para ZIKV-MR77 (> 1 log).  Nuevamente, no se observaron 

diferencias significativas en los títulos virales de las células tratadas con Rapamicina o 

AZD5088, lo que refuerza la idea de que mTORC1 es el complejo de mayor relevancia para la 

replicación viral (Figura 27).  

 

 
Figura 26: Ensayos de WB que evidencian el efecto de la inhibición de la vía mTOR sobre la expresión de 

NS3.  

Las células HTR8 se pretrataron con rapamicina o AZD8055 durante 24 h antes de la infección viral. Veinticuatro 

horas después de la infección, se lisaron las células y los extractos proteicos fueron analizados por WB (0: MOCK; 

1: ZIKV-MR77; 2: ZIKV-MEX; 3: DENV2; 4: YFV-17D) para evaluar la expresión de las fracciones fosforiladas 

de mTORC1 S6K1) y mTORC2 (AKT-Ser473), la expresión de la proteína viral NS3 se normalizó con la proteína 

endógena β-Tubulina. Los resultados de las bandas de WB son una muestra de tres experimentos independientes.  
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Figura 27: Efecto del tratamiento con Rapamicina y AZD8055 sobre la inhibición de la vía mTOR y la 

expresión de NS3.   

Las bandas de WB de tres experimentos independientes fueron analizadas por densitometría para evaluar el efecto 

de los fármacos inhibidores sobre cada uno de los complejos mTOR y la expresión de NS3. A. Expresión de la 

fracción fosforilada de S6K1 normalizada con la fracción no fosforilada. B. Expresión de la fracción fosforilada de 

AKT-Ser473 normalizada con la fracción no fosforilada. C. Expresión de la proteína viral NS3 normalizada con β-

Tubulina como control endógeno. Los gráficos de barra muestran las medias ± desviaciones estándar de 3 

experimentos independientes (****p ≤0.0001; **p ≤0.0065; *p ≤0.0229; ns, no significativo). 
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Figura 28: Efecto de la inhibición de la vía mTOR sobre la progenie viral.  

Los sobrenadantes colectados a las 24 hpi de células tratadas y sin tratamiento, fueron utilizados para determinar 

la progenie viral por ensayo de formación de focos. Las barras expresan las medias ± desviaciones estándar de al 

menos 3 experimentos independientes (****p≤0.0001; *p≤0.0229; ns, no significativo). 

7.9. Perfil de secreción de citocinas en células HTR8 y macrófagos M2 

 La respuesta inmune innata es un importante sistema de defensa en la interfase materno-

placentaria. El delicado equilibrio entre las respuestas proinflamatorias y antinflamatorias es 

crucial para el mantenimiento, crecimiento y desarrollo del feto semialogénico (Koi et al., 2001; 

Robbins et al., 2010; Pereira et al., 2018). Debido a ello en este trabajo se evaluó el perfil de 

citocinas generado por células HTR8 y MØ-M2 infectados con los virus ZIKV-MR77, ZIKV-

MEX DENV-2 y YFV-17D (cepa vacunal).  

Los sobrenadantes de las células infectadas y la condición MOCK, fueron recolectados 

a las 6, 24, 48, 72 hpi, la cuantificación de las diferentes citocinas se realizó por citometría con 

perlas fluorescentes específicas para cada citocina. La infección de las células HTR8 con las 

cepas de ZIKV se caracterizó por niveles altos de IL-1β, IL-6, TNFα, así como niveles bajos de 

CCL-3, IP-10, VEGF, IFN-2α e IFN- γ, en comparación con los perfiles secretados por las 

células infectadas con DENV-2 y YFV-17D (Figura 28; Tabla 5). Las diferencias entre las cepas 
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de ZIKV y DENV-2 y YFV-17D fueron particularmente evidentes para CCL-3, IP-10 y los 

IFNs. Estos resultados sugieren que en las células HTR8 la infección con ZIKV modula 

negativamente la producción de quimiocinas quimioatrayentes y la respuesta antiviral mediada 

por IFNs. Esta capacidad de eludir la respuesta innata antiviral podría jugar un papel importante 

en el cruce de la barrera hematoplacentaria. 

En células macrofágicas, el perfil de citocinas inducido fue más robusto. Sin embargo, a 

excepción de CCL-7 las diferencias entre las cepas ZIKV y las cepas DENV-2 y YFV-17D 

fueron menos evidentes. Aun así, la infección con ZIKV-MR77 generó una mayor respuesta 

inflamatoria y quimiotáctica con valores superiores de IL-1β, IL-6, TNFα, CCL2, CCL3, CCL7, 

CXCL8, IP-10 y VEGF, que el resto de las cepas. Asimismo, se volvió a observar una baja 

respuesta mediada por IFNs (Figura 29; Tabla 6). Estos resultados sugieren que, si bien la 

capacidad de ZIKV de inducir un perfil proinflamatorio en conjunto con una baja respuesta 

antiviral no es determinante para su establecimiento en el núcleo de las microvellosidades, si 

puede estar favoreciendo el ingreso de ZIKV a la circulación fetal a través de la infección de las 

células del endotelio vascular que recubren los capilares fetales. 
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Tabla 4: Perfil de citocinas, interferones y quimiocinas secretado por células HTR8 infectadas con los diferentes flavivirus.  

Los sobrenadantes de cada condición fueron colectados a diferentes tiempos (6, 24, 48 y 72 hpi). Cada valor representa las 

concentraciones (pg/mL) medias + desviación estándar de tres experimentos independientes (****p, < 0.0001; *p, < 0.046; ns, no 

significativo).  

  

 

Condición hpi 
Citocinas (pg/mL) Interferones (pg/mL) 

IL-1β IL-6 IL-10 IL-15 TNFα INF-2α INF-y 

MOCK 

6 

24 

48 

72 

13 + 0.5 

13 + 0.1 

     13 + 0.1 

15 + 0.1 

14 + 0.2 

54 + 2 

76 + 3 

192 + 1 

0.4 + 0.1 

0.5 + 0.1 

2 + 0.1 

2 + 0.1 

0.6 + 0.1 

2 + 0.1 

4 + 0.1 

15 + 4 

3 + 0.3 

6 + 0.3 

7 + 0.1 

9 + 0.1 

2 + 0.3 

4 + 2 

8 + 2 

11 + 1 

5 + 1 

6 + 0.2 

7 + 1 

15 + 1 

ZIKV-MR77 

6 

24 

48 

72 

19 + 0.5 

19 + 0.5 

21 + 2 

25 + 1 

15 + 1 

82 + 1 

275 + 22 

4025 + 330 

2 + 0.7 

3 + 0.2 

3 + 0.1 

3 + 0.1 

1 + 0.1 

3 + 0.5 

6 + 0.6 

25 + 4 

19 + 0.2 

22 + 0.3 

61 + 0.1 

80 + 0.4 

4.4 + 2 

6 + 3 

9 + 3 

11 + 1 

7. + 1 

10 + 3 

32 + 6 

65 + 8 

ZIKV-MEX 

6 

24 

48 

72 

14 + 1 

16 + 1 

16 + 1 

19 + 3 

11 + 1 

45 + 1 

117 + 1 

1177 + 80 

1 + 0.2 

3 + 0.1 

3 + 0.1 

5 + 0.1 

0.6 + 0.1 

2 + 0.2 

8 + 1 

16 + 3 

11 + 0.5 

14 + 0.1 

22 + 0.2 

50 + 0.2 

4 + 2 

6 + 1 

9 + 3 

11 + 3 

6 + 1 

8 + 2 

20 + 7 

60 + 9 

DENV-2 

6 

24 

48 

72 

13 + 0.2 

13 + 0.2 

15 + 0.2 

17 + 0.2 

105 + 7 

165 + 12 

793 + 38 

3631 + 431 

2 + 0.7 

3 + 0.1 

10 + 0.2 

22 + 3 

10 + 1 

13 + 1 

20 + 1 

34 + 3 

9 + 0.1 

12 + 0.1 

22 + 0.3 

41 + 0.6 

135 + 8 

161 + 22 

155 + 28 

123 + 13 

10 + 1 

14 + 2 

20 + 3 

109 + 3 

YFV-17D 

6 

24 

48 

72 

13 + 0.2 

14 + 0.2 

15 + 0.2 

16 + 0.2 

30 + 1 

94 + 4 

540 + 32 

2268 + 534 

1 + 0.5 

2 + 0.1 

4 + 0.5 

8 + 0.7 

0.7 + 0.2 

2 + 1 

7 + 1 

21 + 1 

11 + 0.4 

14 + 0.1 

24 + 0.3 

49 + 0.1 

41 + 25 

56 + 13 

137 + 13 

179 + 22 

8 + 2 

11 + 4 

31 + 5 

115 + 6 
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Continuación tabla 4. 

 

  

  

  

Condición hpi 
Quimiocinas (pg/mL) 

MCP1 / CCL2 MIP1α / CCL3 MCP3 /CCL7  IL-8 / CXCL8 IP-10 / CXCL10 VEGF 

MOCK 

6 

24 

48 

72 

39 + 3 

242 + 17 

1014 + 102 

6677 + 104 

0.7 + 0.2 

1.1 + 0.1 

1.2 + 0.2 

1.3 + 0.2 

1.7 + 0.5 

12 + 2 

30 + 1 

101 + 9 

15 + 2 

84 + 6 

193 + 21 

466 + 52 

2 + 0.2 

6 + 0.7 

14 + 3 

21 + 3 

6 + 0.2 

19 + 3 

29 + 0.1 

81.4 + 0.1 

ZIKV-MR77 

6 

24 

48 

72 

87 + 10 

299 + 7 

8185 + 329 

8825 + 112 

1 + 0.3 

1.2 + 0.4 

1.3 + 0.4 

1.4 + 0.5 

7 + 1 

18 + 1 

95 + 3 

352 + 32 

19 + 2 

102 + 1 

256 + 36 

3533 + 306 

20 + 2 

38 + 5 

73 + 8 

158 + 12 

6 + 0.2 

12 + 2 

55 + 3 

234 + 2 

ZIKV-MEX 

6 

24 

48 

72 

34 + 3 

255 + 21 

7561 + 269 

8244 + 324 

0.8 + 0.1 

1.1 + 0.4 

1.3 + 0.2 

1.3 + 0.3 

5 + 0.2 

10 + 1 

39 + 1 

405 + 15 

24 + 4 

115 + 16 

199 + 19 

3036 + 483 

2 + 0.3 

6 + 0.2 

12 + 0.5 

56 + 0.5 

6 + 0.2 

13 + 2 

24 + 4 

60 + 4 

DENV-2 

6 

24 

48 

72 

242 + 40 

534 + 30 

7684 + 126 

8613 + 341 

0.9 + 0.2 

1.1 + 0.3 

2.8 + 0.2 

19 + 0.2 

19 + 0.2 

28 + 0.5 

218 + 26 

330 + 70 

58 + 13 

198 + 42 

2815 + 463 

4119 + 631 

6 + 1 

12 + 1 

25 + 2 

36 + 4 

266 + 10 

272 + 3 

527 + 104 

1002 + 22 

YFV-17D 

6 

24 

48 

72 

70 + 6 

118 + 19 

7300 + 600 

8395 + 270 

0.9 + 0.1 

1.3 + 0.1 

2.4 + 0.4 

20 + 1.9 

2 + 0.1 

15 + 0.3 

152 + 7 

523 + 13 

15 + 4 

81 + 3 

504 + 103 

4145 + 235 

7 + 0.4 

13 + 1 

1498 + 32 

3650 + 450 

7 + 0.2 

11 + 2 

19 + 3 

451 + 89 
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Figura 29: Perfil de citocinas, quimiocinas e interferones secretado por células HTR8 infectadas con los diferentes flavivirus.  

Monocapas confluentes de células HTR8 sembradas en placas de 24 pozos fueron infectadas (MOI: 3), los sobrenadantes de cada condición fueron colectados a 

diferentes tiempos. Las gráficas representan concentraciones (pg/mL) medias + desviación estándar de tres experimentos independientes (****p, < 0.0001; *p, < 

0.046; ns, no significativo). 
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Tabla 5: Perfil de citocinas, interferones y quimiocinas secretado por MØ-M2 infectados con los diferentes flavivirus.  

Los sobrenadantes de cada condición fueron colectados a diferentes tiempos (6, 24, 48 y 72 hpi). Cada valor representa las 

concentraciones (pg/mL) medias + desviación estándar de tres experimentos independientes (****p < 0.0001; ***p < 0.0008; **p < 

0.0056; *p, < 0.0461; ns, no significante). 

 

  

Condición hpi 
Citocinas (pg/mL) Interferones (pg/mL) 

IL-1β IL-6 IL-10 IL-15 TNFα INF-2α INF-y 

MOCK 

6 

24 

48 

72 

49 + 7 

103 + 5 

204 + 11 

300 + 2 

3 + 0.2 

9 + 1 

20 + 1 

34 + 2 

21 + 1 

52 + 4 

89 + 7 

123 + 23 

0.75 + 0.06 

1.10 + 0.11 

2.50 + 0.10 

3.38 + 0.13 

115 + 17 

389 + 18 

766 + 30 

910 + 7 

0.4 + 0.1 

1.4 + 0.1 

3 + 0.1 

4 + 0.6 

0.9 + 0.4 

0.9 + 0.4 

1.1 + 0.2 

1.2 + 0.2 

ZIKV-MR77 

6 

24 

48 

72 

68 + 3 

154 + 9 

433 + 74 

1125 + 137 

12 + 2 

19 + 2 

35 + 5 

71 + 2 

155 + 27 

332 + 74 

438 + 48 

1029 + 16 

4 + 0.3 

6 + 0.4 

13 + 0.2 

23 + 0.4 

387 + 19 

581 + 36 

3998 + 82 

5338 + 282 

21 + 0.5 

21 + 0.3 

22 + 0.3 

22 + 0.9 

1.4 + 0.4 

3.2 + 0.2 

3.4 + 0.2 

3.8 + 0.3 

ZIKV-MEX 

6 

24 

48 

72 

24 + 3 

79 + 18 

222 + 10 

417 + 8 

6 + 1 

18 + 2 

26 + 3 

48 + 2 

28 + 1 

183 + 62 

415 + 40 

762 + 94 

3.4 + 1 

6.4 + 1 

11 + 0.3 

20 + 1 

311 + 85 

676 + 139 

4025 + 984 

5350 + 450 

21 + 0.2 

31 + 0.7 

31 + 1 

32 + 2 

1.3 + 0.1 

1.8 + 0.1 

2.2 + 0.1 

2.2 + 0.1 

DENV-2 

6 

24 

48 

72 

22 + 1 

89 + 8 

235 + 9 

624 + 32 

10 + 0.2 

27 + 1 

48 + 2 

72 + 4 

30 + 5 

131 + 5 

340 + 10 

415 + 35 

7 + 1 

12 + 2 

17 + 1 

22 + 0.5 

90 + 7 

125 + 7 

537 + 106 

5690 + 451 

57 + 1 

61 + 1 

76 + 0.5 

129 + 3 

4.1 + 0.1 

11 + 0.7 

19 + 0.3 

25 + 1.7 

YFV-17D 

6 

24 

48 

72 

186 + 1 

248 + 23 

404 + 12 

583 + 41 

36 + 4 

47 + 2 

64 + 0.2 

71 + 1 

197 + 7 

310 + 34 

357 + 16 

833 + 85 

4 + 0.3 

11 + 1 

17 + 0.3 

21 + 0.4 

331 + 28 

657 + 95 

1148 + 188 

6445 + 1045 

48 + 8 

65 + 6 

68 + 4 

93 + 14 

3.7 + 0.4 

15 + 1.5 

27 + 1.5 

34 + 2 
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Continuación tabla 5. 

 

 

 

Condición hpi 
Quimiocinas (pg/mL) 

MCP1 / CCL2 MIP1α / CCL3 MCP3 /CCL7 IL-8 / CXCL8 IP-10 / CXCL10 VEGF 

MOCK 

6 

24 

48 

72 

3712 + 109 

5017.5 + 265 

5876.5 + 137 

7155 + 1409 

399 + 8 

1119 + 8 

1619 + 4 

2061 + 9 

726 + 53 

1554.5 + 179.5 

2877.5 + 105.5 

4566 + 81 

3236 + 97 

4068 + 38 

4718 + 113 

5437 + 197 

42 + 5 

52 + 4 

113 + 3 

138 + 10 

705 + 153 

812 + 72 

686 + 8 

1621 + 51 

ZIKV-MR77 

6 

24 

48 

72 

5071 + 577 

6819 + 241 

13076 + 9711 

47760 + 7464 

830 + 40 

2110 + 220 

2305 + 75 

3183 + 88 

1400 + 100 

6822 + 764 

8455 + 12 

10555 + 685 

3847 + 202 

4900 + 76 

6491 + 89 

10113 + 303 

193 + 14 

292 + 80 

432 + 17 

552 + 62 

1846 + 135 

2579 + 191 

3923 + 174 

5979 + 593 

ZIKV-MEX 

6 

24 

48 

72 

5581 + 601 

7397 + 210 

9674 + 149 

11550 + 650 

843 + 53 

2129 + 384 

2754 + 74 

3273 + 81 

5402 + 1246 

6965 + 135 

10403 + 628 

12695 + 965 

4691 + 93 

4958 + 55 

6001 + 551 

6848 + 101 

49 + 3 

128 + 7 

235 + 11 

324 + 12 

169 + 31 

1474 + 3 

1926 + 66 

4078 + 619 

DENV-2 

6 

24 

48 

72 

5753 + 368 

6342 + 133 

9012 + 99 

9899 + 48 

427 + 5 

944 + 34 

1727 + 10 

2403 + 65 

1558 + 250 

1914 + 31 

1963 + 27 

3581 + 344 

4781 + 139 

5667 + 501 

6207 + 419 

7502 + 372 

72 + 6 

105 + 1 

128 + 21 

159 + 1 

135 + 1 

171 + 26 

573 + 18 

1856 + 58 

YFV-17D 

6 

24 

48 

72 

4882 + 526 

6464 + 695 

7911 + 49 

9784 + 569 

1073 + 27 

1665 + 11 

1995 + 1 

2483 + 78 

1132 + 206 

1560 + 121 

2694 + 1077 

5827 + 1736 

3255 + 95 

3737 + 47 

4003 + 1 

5787 + 257 

186 + 50 

298 + 14 

353 + 34 

413 + 4 

1651 + 108 

1890 + 10 

2186 + 155 

3751 + 711 
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Figura 30: Perfil de citocinas, quimiocinas e interferones secretado por MØ-M2 infectados con los diferentes flavivirus.  

Monocapas confluentes de MØ-M2 sembrados en placas de 24 pozos fueron infectadas (MOI: 3), los sobrenadantes de cada condición fueron colectados a diferentes 

tiempos (6, 24, 48 y 72 hpi). Las gráficas representan los valores de las concentraciones (pg/mL) medias + desviación estándar de tres experimentos independientes 

(****p < 0.0001; ***p < 0.0008; **p < 0.0056; *p, < 0.0461; ns, no significativo). 
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VIII.  DISCUSIÓN 

 

El ZKV es un virus neurotrópico caracterizado como un patógeno TORCH por su alto 

potencial teratogénico (Arora et al., 2017; Coyne y Lazear, 2016). Su transmisión vertical genera 

abortos y malformaciones neurológicas conocidas como Síndrome Congénito asociado a Zika 

(SCZ) (Driggers et al., 2016; Freitas et al., 2020; Rasmussen et al., 2016). Sin embargo, otros 

flavivirus filogenéticamente relacionados como el virus del dengue y el virus de la fiebre 

amarilla (Holbrook, 2017; Lindenbach et al., 2013; Musso y Gubler, 2016), no se han reportado 

como patógenos TORCH (Suzano et al., 2006; Xiong et al., 2017).  

En las microvellosidades placentarias las células que conforman el STB son refractarias 

a infección por ZIKV, debido a la secreción de IFNλ (Bayer et al., 2016). En contraste, las 

células del CTB y las HBCs sí son susceptibles a ZIKV, siendo células blanco para la infección 

y replicación viral en el estroma placentario, permitiendo la propagación del virus hasta los 

capilares fetales (Martinez y Pickett, 2018; Noronha et al., 2016; Quicke et al., 2016; Rosenberg 

et al., 2017; Tabata et al., 2018). Actualmente, se han propuesto algunos modelos para explicar 

el establecimiento de la infección de ZIKV en el núcleo de las microvellosidades placentarias: 

i) la infección a través de las deciduas maternas (basal y parietal) (Tabata et al., 2016), ii) 

transcitosis mediada por inmunocomplejos con anticuerpos anti-DENV (Zimmerman et al., 

2018) y iii) a través de la ruta paracelular por disrupción de las uniones estrechas del STB por 

disminución de la expresión de las proteínas claudina-4, ocludina y ZO-1 (Chiu et al., 2020; 

Miranda et al., 2019). No obstante, los mecanismos utilizados por el virus de Zika para cruzar 

la barrera hematoplacentaria no se conocen por completo y representan un enigma a descifrar.  

Considerando el grave problema a nivel social que generó y aún sigue generando el SCZ, 

así como también, su impacto en la salud pública, en la presente investigación se realizó un 

estudio comparativo de infección por los flavivirus de ZIKV (linajes africano y asiático), 

DENV- 2 y YFV-17D (cepa vacunal) en dos modelos celulares (HTR8 y MØ-M2) 

representativos de las microvellosidades placentarias. Ello con la idea de descifrar aspectos 

únicos de la infección por ZIKV en la placenta.  
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Los ensayos de infección en células HTR8 con los flavivirus previamente mencionados, 

indican una susceptibilidad de infección y replicación por las cuatro cepas virales (Figura 18A, 

19B). Estos resultados concuerdan con lo reportado por Luo et al., (2018), en la misma línea 

celular. No obstante, nuestros resultados indican que ambas cepas de ZIKV poseen mayor 

eficiencia de infección y replicación en estas células en comparación con DENV-2 y YFV-17D 

(cepa vacunal); siendo ésta eficiencia superior con ZIKV del linaje africano. Este hallazgo 

contrasta con lo reportado por Luo et al., (2018), quienes, al observar mínimas diferencias en 

los títulos virales en células infectadas con ZIKV (linaje asiático cepa FSS13025), DENV-4 

(cepa 703-4) y YFV-17D (cepa vacunal), concluyen que es poco probable que el SCZ se deba a 

un tropismo diferencial de estos virus por células citotrofoblásticas. Los datos contrastantes 

pueden derivar de las distintas cepas virales, el uso de diferentes multiplicidades de infección y 

tiempos de recolección demasiado tardíos (días en lugar de horas), empleados en el trabajo 

citado. 

Las HBCs, conocidas como macrófagos placentarios, son células implicadas en la 

transmisión vertical de ZIKV y en la diseminación de la infección a la circulación fetal (Lian et 

al., 2019; Ngono et al., 2018; Quicke et al., 2016). Como modelo de HBCs partimos de células 

monocíticas U937-DC-SIGN, que fueron diferenciadas y polarizadas a MØ-M2, previo a los 

ensayos de infección. El proceso de diferenciación se confirmó por expresión de los receptores 

CD14, CD163 y CD209 (Figura 15, 17A y 17B) presentes en macrófagos placentarios (Thomas 

et al., 2021; Yao et al., 2019). Los MØ-M2 fueron susceptibles a infección por las cuatro cepas 

virales evaluadas, evidenciando altos títulos y porcentajes de infección superiores a los 

observados en células HTR8 (Figura 18B, 19B). Este resultado es congruente con lo reportado 

para varias células del sistema fagocítico mononuclear en sangre periférica, las cuales 

representan un blanco primario de infección para varios flavivirus (Kou et al., 2008; Oliveira & 

Peron, 2019). Tal como se observó en la infección de células HTR8, ambas cepas de ZIKV 

resultaron ser más eficientes en términos de infección y replicación, aunque estas diferencias 

con respecto a DENV-2 y YFV-17D (cepa vacunal) fueron menos marcadas. Vale la pena 

resaltar que el porcentaje de infección en MØ-M2 desde las 24 hpi fue > 90% en contraste con 

< 27% en células HTR8 alcanzado a las 96 hpi (Figura 19). Esto indica que los MØ-M2 son 

altamente permisivos a la infección por las cepas virales evaluadas sugiriendo que las HBCs, en 

términos de susceptibilidad de infección, podrían ser un terreno fértil para el establecimiento de 
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ZIKV, DENV y YFV una vez que estos virus alcanzan el estroma placentario. Los resultados 

obtenidos en las células HTR8 y MØ-M2, tomados en conjunto, sugieren que sobre las células 

citotrofoblásticas recae la responsabilidad del ingreso de ZIKV y depende de la amplificación 

en los macrófagos, su posterior establecimiento en las microvellosidades placentarias (Tabata 

et al., 2016; 2018).  

El receptor DC-SIGN o CD209 es una lectina tipo C que representa el receptor de entrada 

viral mejor caracterizado para DENV y otros flavivirus (Fishburn et al., 2022; Shah et al., 2013). 

Las células monocíticas de las cuales partimos para la diferenciación a MØ-M2 son DC-SIGN 

positivas y por lo tanto ampliamente utilizadas en ensayos de infección con flavivirus. A través 

de citometría de flujo se evaluó la expresión de este receptor en las células HTR8 usando MØ-

M2 como células control, los resultados mostraron que las células HTR8 carecen del receptor 

DC-SIGN en su superficie (Figura 17C), indicando que el proceso de adhesión viral de los 

flavivirus evaluados es mediado por uno o varios receptores de entrada viral diferentes a DC-

SIGN. Probablemente la ausencia de este receptor en las células HTR8 está relacionada con la 

baja susceptibilidad de infección en comparación con los MØ-M2. Sin embargo, es necesario 

caracterizar en la superficie de células HTR8 la presencia o ausencia de los diferentes receptores 

que interactúan con la proteína E, para poder confirmar esta hipótesis. A pesar del bajo 

porcentaje de infección observado en las células HTR8, los valores de virus yield/célula (Tabla. 

3) indican que estas células son más permisivas para la replicación de las cepas de ZIKV que 

para las cepas de DENV-2 y YFV-17D.  

Los resultados de los ensayos de infección muestran que en células HTR8 y en MØ-M2, 

ambos linajes de ZIKV son más eficientes en términos de infección y replicación. Siendo el 

linaje africano de Zika el que genera los títulos virales, porcentajes de infección y virus 

yield/célula más elevados. Estos resultados concuerdan con los reportados por Sheridan et al., 

(2018), en trofoblastos diferenciados a partir de células madre embrionarias humanas y en 

células de coriocarcinoma humano, infectadas con diferentes cepas de ZIKV linaje africano 

(Uganda MR-766, Nigeria ib-H30656 y Senegal 41525-DAK) y asiático (México MexI-44, 

Camboya FSS13025 y Panamá PANcdc259249). Sus resultados demuestran que las cepas 

Uganda y Senegal son más virulentas y a la vez inducen títulos virales más elevados que las 

cepas asiáticas. En otro estudio realizado en mosquitos de la especie Ae. aegypti y en ratones 

adultos gestantes, se evidencia nuevamente la alta capacidad de transmisión, replicación y 
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virulencia de las cepas africanas de ZIKV en contraste con las cepas asiáticas (Aubry et al., 

2021).  

Nuestros resultados en conjunto con otros estudios demuestran la alta tasa de replicación 

y virulencia de las cepas africanas y en especial de la cepa Uganda (MR-766) en comparación 

con las cepas asiáticas (Aubry et al., 2021; Shao et al., 2017; Sheridan et al., 2018; Smith et al., 

2018; Tesla et al., 2022). Por ello resulta paradójico que hasta la fecha los brotes humanos y 

malformaciones congénitas han sido adjudicadas solo al linaje asiático (Hill et al., 2019; Jiolle 

et al., 2021; Liu et al., 2019; Musso et al., 2019). Una posible explicación de este desconcertante 

fenómeno es que las cepas asiáticas se propagan más eficientemente en Ae. aegypti vector 

antropofílico por excelencia (Weger-Lucarelli et al., 2016; Willard et al., 2017), mientras que 

otra hipótesis menciona que las cepas africanas al ser más letales para el feto generan abortos 

tempranos, impidiendo el desarrollo fetal avanzado, siendo considerados como abortos 

espontáneos lo cual conlleva a un subregistro de la incidencia de infecciones por ZIKV africano 

(Sheridan et al., 2018). Los factores maternos como deficiencias nutricionales, 

inmunodeficiencias y enfermedades hemodinámicas también se han asociado con mayor 

virulencia de ZIKV y la manifestación de SCZ (Dos Santos et al., 2019; Liang et al., 2019). 

Los resultados aquí presentados indican que las células HTR8 son más permisivas a la 

replicación de las cepas de ZIKV en comparación con DENV-2 y YFV-17D (cepa vacunal), las 

razones pueden ser variadas y multifactoriales. No obstante, se podría especular sobre una 

habilidad intrínseca de ZIKV para manipular más eficientemente algunas vías de señalización 

orientadas a favorecer la replicación viral en estas células. La maquinaria mTOR es una vía de 

señalización celular conformada por dos complejos (mTORC1 y mTORC2) relacionados con la 

regulación de diversos procesos como crecimiento, proliferación, supervivencia, transcripción 

y traducción para la síntesis de proteínas, biogénesis de ribosomas y lípidos, autofagia y 

migración celular (Foster y Fingar, 2010; Laplante y Sabatini, 2009; Li et al., 2014; Preuss et 

al., 2013; Sarbassov et al., 2005). Se ha reportado que esta vía es manipulada por varios virus 

de ARN incluidos ZIKV, DENV y YFV para promover su replicación y evadir respuesta inmune 

antiviral (Albentosa-González et al., 2021; Chan et al., 2018; Chiramel y Best, 2018; De O da 

Silva et al., 2021; Gratton et al., 2019; Kongt et al., 2020; Sahoo et al., 2020; Vidotto et al., 

2017).   
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Con base a nuestros resultados en los ensayos de infección, se podría especular que 

ZIKV modula la vía mTOR de forma más eficiente que DENV-2 y YFV-17D en las células 

HTR8 y por ello son más permisivas a su replicación. Para probar esta hipótesis, se evaluó la 

activación de los complejos mTORC1 y mTORC2 en células HTR8 infectadas con ZIKV 

(linajes africano y asiático), DENV-2 y YFV-17D (cepa vacunal) durante varios tiempos post 

infección (0, 2, 4, 6, 12, 24). El análisis de los Westerns blots indicó que las cuatro cepas virales 

inducen activación de ambas vías mTOR (Figura 23 y 24). Las cepas de ZIKV, en especial la 

cepa africana muestra una mayor y más rápida activación de ambas vías. Asimismo, el 

tratamiento de las células HTR8 con los fármacos inhibidores Rapamicina y AZD8055, previo 

a la infección con las diferentes cepas virales, resultó en una disminución de la expresión de la 

proteína viral NS3 y de los títulos virales en todas las condiciones de infección, pero nuevamente 

la mayor inhibición se observó en las infecciones con ZIKV (Figura 26, 27C y 28).  

Los resultados obtenidos con DENV-2 en células HTR8 concuerdan con los reportados 

por Carter et al., (2022) en células Huh7 y HepG2 donde demuestran que la infección por DENV 

induce activación de mTORC2 con la correspondiente inhibición de apoptosis y activación de 

NS5, lo cual favorece la replicación viral. No obstante, trabajos realizados en otras líneas 

celulares como HepG2 (Jordan y Randall, 2017; Sinha et al., 2021), BHK-21 y neuroblastos de 

ratón (Kao et al., 2018), HUVECs (Kong et al., 2020) y en megacariocitos (Lahon et al., 2021); 

refieren que la inhibición de la vía mTOR con fármacos y siRNAs favorece la replicación viral 

de dengue con el correspondiente incremento en los títulos virales, concluyendo que la infección 

modula negativamente la vía mTOR para inducir autofagia y lipofagia. En cuanto a la infección 

con YFV y la modulación de la maquinaria mTOR es escasa la información publicada; sin 

embargo, existe un trabajo realizado en células BHK-21, que concuerda con los resultados aquí 

presentados, y  en el cual inhiben la maquinaria mTOR por medio del tratamiento con Sirolimus, 

induciendo una disminución de la replicación viral de YFV-17D en comparación con las células 

no tratadas (Vidotto et al., 2017); se concluye además que la inhibición de la maquinaria mTOR 

induce una modulación negativa en la síntesis de cyclofilina A (CypA), una proteína que ha sido 

reportada como necesaria para la replicación de flavivirus por su interacción con la proteína 

viral NS4B (Ma et al., 2021; Vidotto et al., 2017; Xin et al., 2021).  
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 Nuestras observaciones en células HTR8 tratadas con rapamicina y AZD8055 e 

infectadas con las cepas de ZIKV, coinciden con lo reportado por Chan et al., (2018), en células 

Huh-7 y células de neuroblastoma (U251 y SF268) tratadas con AR-12 (Celecoxib) un inhibidor 

de la actividad PI3K/AKT, que posteriormente fueron infectadas con cepas asiáticas y africanas 

de ZIKV; concluyendo que el inhibidor AR-12 podría ser una alternativa terapéutica contra este 

virus ya que afecta significativamente la progenie viral en ambos linajes de ZIKV. En otro 

trabajo publicado por Sahoo et al., (2020), en células progenitoras neuronales (LUHMES), 

refieren que la infección de estas células con la cepa MR77 de ZIKV linaje africano induce 

activación de ambos complejos de la vía mTOR. Asimismo, la inhibición de ambas vías por 

tratamiento con drogas (Torin-1 y rapamicina) o silenciamiento (mTOR, Rictor y Raptor) 

resultó en una disminución significativa de la expresión de la proteína viral E y de la progenie 

viral, sin observar diferencias del efecto producido por la inhibición de mTORC1 o mTORC2. 

Los autores concluyen que la replicación de ZIKV requiere de la activación tanto de mTORC1 

como mTORC2, induciendo una regulación negativa de la autofagia para facilitar la replicación 

viral.  Finalmente, los resultados del trabajo publicado por Albentosa-González et al., (2021), 

también concuerdan con los reportados para ZIKV en la presente investigación. Ellos trabajaron 

con células Huh-7 y Hek293T tratadas con inhibidores de AKT (MK-2206, Honokiol y 

Ipatasertib) y posteriormente infectadas con los flavivirus de Zika, Usutu y Oeste del Nilo. Sus 

resultados demuestran que la inhibición de AKT afecta significativamente la replicación viral 

de ZIKV y USUTV; además reportan que AKT interactúa con la polimerasa viral NS5 y que la 

afectación en la replicación viral se debe a la disminución de la fosforilación de NS5 mediada 

por la vía PI3K1/AKT.  

Los datos presentados en esta investigación en concordancia con los publicados por otros 

investigadores (Albentosa-González et al., 2021; Chan et al., 2018; Sahoo et al., 2020) 

demuestran que la infección por ZIKV en líneas celulares de origen embrionario, nervioso y de 

hígado induce una modulación positiva de la maquinaria mTOR, necesaria para favorecer su 

replicación viral.  Sin embargo, un estudio realizado por Liang et al., (2016), refiere que la 

infección por ZIKV induce una modulación negativa de la maquinaria mTOR a través de la 

interacción con las proteínas virales NS4A y NS4B, lo cual favorece una desregulación celular 

que conlleva a neurogénesis defectuosa y autofagia aberrante en células neuronales. No 
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obstante, en este trabajo no se refleja el efecto de la inhibición de la vía mTOR sobre la 

replicación de ZIKV en células neuronales.  

Durante el ciclo de replicación de los flavivirus, la autofagia es un proceso clave que 

puede cumplir funciones pro y antivirales (Chiramel y Best, 2018). En la fase temprana de 

replicación es necesario el remodelamiento de la membrana del retículo endoplasmático para la 

formación de los paquetes vesiculares donde ocurre la replicación viral, este proceso es mediado 

por las proteínas NS4A y NS4B (Chatel-Chaix y Bartenschlager, 2018; Diosa-Toro et al., 2020), 

y se ha relacionado con la modulación negativa de mTORC (Liang et al., 2016). La formación 

de los paquetes vesiculares también conocidos como fabricas virales genera estrés en el RE el 

cual es directamente asociado con autofagia, siendo éste un proceso necesario para la replicación 

viral (Chiramel y Best., 2018; Gratton et al., 2019; Viettri et al., 2022). Sin embargo, luego de 

esta fase temprana de replicación es necesario que el proceso de autofagia se revierta para que 

la célula no entre en apoptosis, un conocido mecanismo de respuesta antiviral (Lewy et al., 

2017; Valadao et al., 2016). En tal sentido, se hace coherente que la infección con flavivirus 

active la maquinaria mTOR para favorecer su replicación por medio de la inhibición de 

autofagia e inducción de procesos como supervivencia celular, biogénesis de ribosomas, síntesis 

de proteínas (Foster y Fingar, 2010; Laplante y Sabatini, 2009; Li et al., 2014; Preuss et al., 

2013; Sarbassov et al., 2005) y activación de NS5 mediada por PI3K/AKT (Albentosa-González 

et al., 2021). Es claro que el proceso de autofagia modulado por la vía mTOR es necesario para 

la replicación de los flavivirus. No obstante, los mecanismos moleculares que determinan la 

regulación positiva o negativa de autofagia en las diferentes etapas del ciclo de replicación de 

flavivirus no se conocen por completo y parece depender, al menos en parte, del tipo de cultivo 

celular utilizado. 

Diversos trabajos refieren la participación de la respuesta inmune innata en la 

transmisión vertical de ZIKV y el desarrollo de SCZ (Foo et al., 2017; Lee et al., 2021; Liang 

et al., 2019; Ngono et al., 2018). En este estudio comparativo de infección también se evaluó el 

perfil de secreción de citocinas tanto en células HTR8 como en MØ-M2 infectados con los 

flavivirus antes mencionados a diferentes tiempos post infección (6, 24, 48 y 72 hpi). Los 

resultados obtenidos en células HTR8 indican que la infección con ZIKV induce una respuesta 

innata caracterizada por mayores concentraciones de IL-1β, IL-6 y TNFα con baja respuesta de 

IL-10, CCL3, IP-10, VEGF e IFNs α/y (Figura 29, Tabla 4). Los perfiles de secreción sugieren 
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que en células citotrofoblásticas la infección con ZIKV modula negativamente la respuesta 

quimiotáctica y de interferones.  Estos resultados coinciden con los reportados por Luo et al., 

(2018) en la misma línea celular, donde la infección con ZIKV se diferenció del perfil observado 

en DENV-4 y YFV-17D por altos niveles de IL-6 y TNFα con valores bajos de CCL3 e IFNs 

α/β. En otro estudio de infección realizado en astrocitos de cerebro humano relacionaron la alta 

tasa de replicación viral de cepas tanto africanas como asiáticas de ZIKV directamente con una 

limitada respuesta de citocinas proinflamatorias y quimiotácticas (IL-6, IL-8, IL-12, CCL2, 

CCL-5, IP-10) (Stefanik et al., 2018).  

En células macrofágicas la respuesta innata fue más robusta que en células HTR8, con 

diferencias menos marcadas entre las cepas de ZIKV y las cepas de DENV-2 y YFV-17D 

(Figura 30, Tabla 5). La infección con ambos linajes de ZIKV se caracterizó por generar un 

perfil más proinflamatorio y quimiotáctico mediado por altos valores de IL-1β, IL-6, TNFα, 

CCL-2, CCL-3, CCL-7, CXCL8, IP-10 y VEGF. En relación con la respuesta mediada por IFNs 

α/y tal como se observó en células HTR8 las cepas de ZIKV inducen una baja respuesta antiviral 

en comparación con las cepas de DENV-2 y YFV-17D. Esta capacidad de ZIKV para modular 

negativamente la respuesta de interferón ya ha sido reportada por varios autores (Colavita et al., 

2018; Grant et al., 2016; Kumar et al., 2016; Wong et al., 2019). Los resultados del perfil de 

citocinas obtenidos en esta investigación sugieren que el establecimiento de la infección por 

ZIKV en el estroma placentario esta favorecido por la limitada respuesta inflamatoria, 

quimiotáctica y los bajos niveles de IFNs α/y inducidos en células citotrofoblásticas modulando 

positivamente su permisibilidad a la replicación de ZIKV. Asimismo, la baja respuesta a IFN 

tipo I y II en células macrofágicas, puede ser determinante en la propagación de ZIKV hasta la 

circulación fetal.  

Finalmente, los resultados de esta investigación en conjunto sugieren que las células del 

CTB parecen tener una función de barrera que contiene la infección por DENV y YFV, la cual 

es franqueada por ZIKV permitiendo su activa replicación en el estroma placentario, infectando 

a las HBCs con la subsecuente propagación del virus a la circulación fetal. Esta habilidad de 

ZIKV, ausente en DENV y YFV, es favorecida por la sumatoria de un conjunto de factores 

como: i) mayor eficiencia de infección y replicación, ii) mejor capacidad de activación de la 

maquinaria mTOR y iii) limitada respuesta inflamatoria y quimiotáctica con baja actividad de 

IFNs. 
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IX. CONCLUSIONES 

 

- Las células HTR8 son más permisivas a la infección y replicación de las cepas de ZIKV 

(linajes africano y asiático) que a la infección por DENV-2 y YFV-17 (cepa vacunal). Lo 

que sugiere que en modelos in vivo las células citotrofoblásticas cumplen una función de 

barrera que, si bien logra contener a DENV y YFV, es franqueada por ZIKV.   

 

- El establecimiento de la infección por ZIKV en el estroma de las microvellosidades 

placentarias es favorecido por la sumatoria de varios factores: i) mayor eficiencia de 

infección y replicación, ii) mejor capacidad de activación de la maquinaria mTOR y iii) 

limitada respuesta inflamatoria y quimiotáctica con baja actividad de IFNs.  

 

- En el estroma de las microvellosidades, la infección de las HBCs con ZIKV induce un 

perfil proinflamatorio con baja respuesta de IFNs α/β lo cual favorece el daño del endotelio 

de los capilares fetales y su infección, favoreciendo el ingreso del virus a la circulación 

fetal.  
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X. PERSPECTIVAS 

 

- Dado el corto tiempo de infección (3 hpi) observado en los macrófagos, se plantea 

confirmar los resultados de las cinéticas de infección de los co-cultivos en platos 

Transwells®, tratando el filtro previamente con elementos de matriz extracelular antes de 

sembrar las células HTR8. 

 

- Escalar los resultados obtenidos en células citotrofoblásticas en explantes de tejido 

placentario evaluando diferencias entre las cepas de ZIKV (linaje africano y asiático), 

DENV-2 y YFV-17D (cepa vacunal) en términos de eficiencia de infección. 

 

- Debido a la ausencia del receptor DC-SIGN en la superficie de células HTR8, se plantea 

identificar en estas células los receptores reportados en la literatura que interactúan con la 

proteína E y evaluar su afinidad con las cepas de ZIKV (linaje africano y asiático), DENV-

2 y YFV-17D (cepa vacunal). 

 

- Dado que SCZ se ha asociado con neonatos de mujeres con carencias nutricionales, se 

evaluará en células HTR8 sometidas a estrés y a deficiencia de nutrientes la replicación 

viral, la activación de mTOR y el perfil de citocinas en un contexto de infección con ambos 

linajes de ZIKV. 
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XII. ANEXOS 

 

12.1. Lista de abreviaturas. 

 

Ae: Aedes. 

AKT: RAC-Alpha Serina/Treonina proteína 

cinasa.  

C: cápside.  

CD14: antígeno de diferenciación de 

monocitos (clúster de diferenciación 14). 

CD163: receptor scavenger rico en cisteína / 

receptor scavenger de hemoglobina. 

CTBs: citotrofoblastos. 

DC-SIGN: molécula de adhesión 

intercelular específica de células dendríticas. 

DENV: virus de dengue. 

DENV-2: virus del dengue, serotipo 2. 

Deptor: Proteína con dominio DEP que 

interactúa con mTOR. 

E: proteína de envoltura. 

EMEM: medio esencial mínimo de Eagle. 

FSC-A: foward scatter. 

HBCs: células de Hofbauer o macrófagos 

placentarios. 

hpi: horas post infección. 

HTR8: trofoblastos de placenta humana del 

primer trimestre de gestación. 

IF: inmunofluorescencia. 

IFNs: interferones. 

IFN λ: interferón Lambda tipo III. 

IFNy: interferón Gamma tipo II. 

IFNs: interferones. 

IFN λ: interferón Lambda tipo III. 

IFNy: interferón Gamma tipo II. 

IFNα: interferón Alpha tipo I. 

IL-10: interleucina 10. 

IL-15: interleucina 15. 

IL-1β: interleucina 1 Beta. 

IL-6: interleucina 6. 

IL-8 /CXCL8: interleucina 8 / motivo 

ligando quimiocina 8. 

IP-10 /CXCL10: proteína 10 inductora de 

IFNy / motivo ligando quimiocina 10. 

M: membrana. 

Mab: monoclonal antibody (anticuerpo 

monoclonal). 

MCP1 /CCL2: proteína 1 quimioatrayente 

de monocitos / motivo ligando quimiocina 2. 

MCP3 /CCL7: proteína 3 quimioatrayente 

de monocitos / motivo ligando quimiocina 7. 

M-CSF: factor estimulante de colonia de 

macrófagos. 

MIP-1α /CCL3: proteína inflamatoria de 

macrófagos 1 Alpha / motivo ligando 

quimiocina 3. 

µm: micras. 

µg: microgramo. 

µL: microlitro. 
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mL: mililitro. 

MOI: multiplicidad de infección. 

MØ-M2: macrófagos fenotipo M2. 

mTOR: mammalian Target of Rapamycin 

(blanco mecanistico de Rapamicina en 

mamíferos). 

mTORC1: blanco mecanistico de 

Rapamicina en mamíferos complejo 1. 

mTORC2: blanco mecanistico de 

Rapamicina en mamíferos complejo 2. 

nm: nanómetro. 

NS: proteína no estructural. 

NS3: proteína no estructural 3. 

NS4A: proteína no estructural 4 dominio A. 

NS4B: proteína no estructural 4 domino B. 

NS5: proteína no estructural 5 

PBS: tampón fosfato salino. 

PFM: paraformaldehído.  

pg: picogramos. 

PI3K: proteína fosfatidilinoisitol 3 cinasa.  

PMA: Phorbol-12-miristato-13-acetato. 

prM: precursor de membrana. 

Raptor: proteí.na asociada a la regulación 

de mTOR. 

RE: retículo endoplasmático. 

Rictor: compañero de mTOR insensible a 

rapamicina. 

S6K1: proteína ribosomal S6 cinasa 1.  

SCZ: síndrome congénito asociado a virus 

Zika. 

SFB: suero fetal bovino. 

siRNA: small interfering RNA (RNA 

pequeño de interferencia). 

SSC-A: side scatter. 

STAT2: proteína 2 transductor de señal y de 

activación de la transcripción. 

STBs: sincitiotrofoblastos. 

TA: temperatura ambiente. 

TNFα: factor de necrosis tumoral Alpha. 

TORCH: Toxoplasmosis, Otros, Rubeola, 

CMV y HIV. 

UFF/mL: unidades formadoras de focos por 

mililitro. 

VE6: células Vero-E6. 

VEGF: factor de crecimiento de endotelio 

vascular. 

WB: Western blot. 

YFV: virus de la fiebre amarilla. 

YFV-17D: virus de la fiebre amarilla, cepa 

vacunal. 

ZIKV: virus de Zika. 

ZIKV-MEX: virus de Zika, asilado 

mexicano linaje asiático.  

ZIKV-MR77: virus de Zika, cepa Uganda 

linaje africano. 
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12.2 Aprobación del proyecto de colaboración con el INPer 
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12.3 Consentimiento informado para la donación de placentas humanas 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
76 

 

 

12.4 Productos científicos 

 

- Viettri, M., Caraballo, G.I., Sanchez, M.E., Espejel-Nuñez, A., Betanzos, A., Ortiz-

Navarrete, V., Estrada-Gutiérrez, G., Nava, P. & Ludert, J.E. (2022). Cytotrophoblast cells 

play a role in favoring Zika virus invasion to the placental stroma while deterring dengue 

and yellow fever vaccine viruses. Enviado: 07 noviembre, 2022, Journal Infectious 

Diseases.  

 

- Viettri, M., León, F. R., Zambrano, J. L., & Ludert, J. E. (2022). La replicación del virus 

del dengue induce respuestas de estrés en el retículo endoplasmático rugoso y en el aparato 

de Golgi, tanto en células de vertebrados como de invertebrados (mosquitos. Universitas 

Medica, 63(3), Art. 3. https://doi.org/10.11144/Javeriana.umed63-3.deng.  

 

- Caraballo, G. I., Rosales, R., Viettri, M., Castillo, J. M., Cruz, R., Ding, S., Greenberg, H. 

B., & Ludert, J. E. (2022). The Dengue Virus Nonstructural Protein 1 (NS1) Interacts with 

the Putative Epigenetic Regulator DIDO1 to Promote Flavivirus Replication in Mosquito 

Cells. Journal of Virology, 96(12), e0070422. https://doi.org/10.1128/jvi.00704-22.  

 

- Rubio-Miranda, J. Á., Cázares-Raga, F. E., Coy-Arechavaleta, A. S., Viettri, M., Cortes-

Martínez, L., Lagunes-Guillén, A., Chávez-Munguía, B., Ludert, J. E., & Hernández-

Hernández, F. de la C. (2022). Septin 2 interacts with dengue virus replication complex 

proteins and participates in virus replication in mosquito cells. Virology, 570, 67–80. 

https://doi.org/10.1016/j.virol.2022.03.007.  

 

- Viettri, M., Zambrano, J. L., Rosales, R., Caraballo, G. I., Gutiérrez-Escolano, A. L., & 

Ludert, J. E. (2021). Flavivirus infections induce a Golgi stress response in vertebrate and 

mosquito cells. Scientific Reports, 11(1), 23489. https://doi.org/10.1038/s41598-021-

02929-1.  

 

 

https://doi.org/10.11144/Javeriana.umed63-3.deng
https://doi.org/10.1128/jvi.00704-22
https://doi.org/10.1016/j.virol.2022.03.007
https://doi.org/10.1038/s41598-021-02929-1
https://doi.org/10.1038/s41598-021-02929-1

