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Resumen 

En las últimas décadas desde su aislamiento en la selva de Zika, Uganda, el virus 

Zika (ZIKV) se ha presentado en brotes esporádicos inicialmente en regiones 

tropicales de Asia y África. Sin embargo, los brotes suscitados en América en el 

2016 y las consecuencias de salud principalmente de tipo neurológico en recién 

nacidos y sus afectaciones en el desarrollo llevaron a diversos grupos de 

investigación a estudiar la patología de la enfermedad. ZIKV es un arbovirus 

perteneciente a la familia Flaviviridae, y al género Flavivirus; su genoma es de RNA 

monocatenario de polaridad positiva que codifica a una poliproteína la cual es 

procesada en tres proteínas estructurales y siete no estructurales. Aunque su 

replicación es citoplásmica, se tiene evidencia de la presencia de algunas de sus 

proteínas en el núcleo y estudios realizados en células en cultivo infectadas con el 

ZIKV muestran la degradación de algunas de las proteínas del complejo del poro 

nuclear (NPC), principal estructura involucrada en el control del transporte núcleo-

citoplasma. Esta degradación tiene efectos en la distribución del RNA mensajero 

(mRNA) y proteínas celulares importantes tanto para la activación de la respuesta 

inmune como para el mantenimiento de la homeostasis celular. El transporte entre 

el núcleo y el citoplasma además del NPC requiere de las proteínas de transporte o 

carioferinas. Recientemente, se ha reportado la sobrexpresión de la carioferina α 6 

(KPNA6) en células infectadas con ZIKV, sugiriendo su participación en el ciclo 

replicativo viral. Asimismo, se demostró que durante la infección se afectan los 

niveles de expresión de otras proteínas de transporte como la KPNA2, no obstante, 

se desconoce si otras proteínas de la familia de las carioferinas α y β son afectadas. 

Por lo que, en este trabajo, estudiamos la integridad y localización subcelular de las 

proteínas de transporte nuclear de la familia de las carioferinas durante la infección 

por ZIKV en células Huh-7 y U-87. Nuestros resultados indican que a las 24 hrs 

post-infección con ZIKV se reducen los niveles de expresión o cambia la localización 

de algunas proteínas receptoras de transporte núcleo-citoplasma, principalmente en 

células adherentes de origen cerebral U-87, lo que podría promover la persistencia 

viral en el huésped y/o cambios en la respuesta inmune. 
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Abstract 

In the last decades since its isolation in the Zika jungle, Uganda, Zika virus (ZIKV) 

has occurred in sporadic outbreaks initially in tropical regions of Asia and Africa. 

However, the outbreaks in the Americas in 2016 and the mainly neurological health 

consequences in newborns and their developmental effects led several research 

groups to study the pathogenesis of the disease. ZIKV is an arbovirus belonging to 

the family Flaviviridae, and to the genus Flavivirus; its genome is a single-stranded 

RNA of positive polarity that encodes a polyprotein which is processed into three 

structural and seven non-structural proteins. Although its replication is cytoplasmic, 

there is evidence of the presence of some of its proteins in the nucleus and studies 

performed in cultured cells infected with ZIKV show the degradation of some of the 

proteins of the nuclear pore complex (NPC), the main structure involved in the 

control of nucleus-cytoplasm transport. This degradation has effects on the 

distribution of messenger RNA (mRNA) and cellular proteins important for both the 

activation of the immune response and the maintenance of cellular homeostasis. 

Transport between the nucleus and cytoplasm in addition to NPC requires transport 

proteins or karyopherins. Recently, overexpression of karyopherin α 6 (KPNA6) has 

been reported in ZIKV-infected cells, suggesting its involvement in the viral 

replicative cycle. Likewise, it was demonstrated that during infection the expression 

levels of other transport proteins such as KPNA2 are affected, however, it is 

unknown whether other proteins of the α and β karyopherin family are affected. 

Therefore, in this work, we studied the integrity and subcellular localization of nuclear 

transport proteins of the karyopherin family during ZIKV infection in Huh-7 and U-87 

cells. Our results indicate that at 24 hr post-infection with ZIKV the expression levels 

are reduced or the localization of some nuclear-cytoplasmic transport receptor 

proteins changes, mainly in adherent cells of brain origin U-87, which could promote 

viral persistence in the host and/or changes in the immune response.  
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INTRODUCCIÓN 

Generalidades y epidemiología 

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

mono Rhesus durante un estudio de la transmisión de fiebre amarilla (YFV), aunque 

fue hasta 1968, en Nigeria que se logró aislar el virus en muestras humanas 

(Petersen et al., 2016; Manjarrez-Zavala & Molina-López, 2019). La infección por 

ZIKV se ha presentado con brotes esporádicos en diversas partes del mundo, hasta 

que se reportó su presencia en América en 2015, en donde hubo un gran número 

de casos que continuaron hasta fines de 2016 como se ilustra en la figura 1 (Campos 

et al., 2015; CDC, 2022; ECDC, 2015). Este virus adquirió relevancia clínica mundial 

cuando se propagó masivamente en Brasil en 2016 extendiéndose hacia centro y 

sur de América; y a nivel nacional hasta 2017 se detectó el primer caso de 

microcefalia asociado a la infección por ZIKV en el estado de Oaxaca, México; así 

como 3,260 casos de infecciones reportados ante la Secretaría de Salud (Petersen 

et al., 2016).  

 

Figura 1. Países y regiones con brotes actuales y/o reportados de virus Zika (CDC, 2022) 
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Al ser transmitido por vectores del género Aedes (A. aegypti, y en menor medida A. 

albopictus) existe un riesgo potencial de emergencia sanitaria en las mismas 

regiones de circulación del virus dengue (DENV) y chikungunya (CHIKV). 

Adicionalmente, se ha documentado la transmisión de ZIKV a través de la vía 

transplacentaria, sanguínea y sexual (Thomas et al., 2015) como se muestra en la 

figura 2 (Kumar et al., 2021; Vargas-Córdoba, 2016). Actualmente, se han aislado 

dos linajes de ZIKV; el africano y el asiático; de los cuales se ha reportado que los 

casos asociados con brotes infecciosos en América son del genotipo asiático, 

específicamente proveniente de regiones como Camboya y Tailandia (Lanciotti et 

al., 2016).  

 

Figura 2. Ciclo de transmisión de ZIKV (modificado de Kumar et al., 2021). 
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Sintomatología 

Históricamente la enfermedad por ZIKV cursaba con síntomas febriles autolimitados 

similares a la enfermedad por DENV, pero sin manifestaciones hemorrágicas; sin 

embargo, si se presenta exantema, artralgia, conjuntivitis no purulenta y cefalea 

frontal con una incubación viral de tres días (Thomas et al., 2015). 

Interesantemente, desde los brotes en América, la enfermedad por ZIKV se ha 

asociado a complicaciones multiorgánicas (figura 3). Además, tiene la capacidad de 

dañar preferentemente a las células progenitoras neurales (Tang et al., 2016). Este 

hecho, explicaría la capacidad de ZIKV para afectar el neurodesarrollo fetal con 

signos de alarma como microcefalia, calcificaciones cerebrales, restricción del 

crecimiento intrauterino, y muerte fetal (Brasil et al., 2016; Cauchemez et al., 2016). 

Los síntomas neurológicos en adultos como el síndrome de Guillain-Barré y 

microcefalia en el feto se asocian a un mecanismo que hasta la fecha no ha sido 

completamente elucidado (Hussain et al., 2018), por el cual ZIKV cruza la placenta 

y la barrera hematoencefálica a través de la disrupción de las uniones estrechas 

(Chiu et al., 2020). Los síntomas que se manifiestan incluyen cefalea y artritis así 

como otros signos de aparición post natal como la microcefalia y trastornos de tipo 

sensorial (Fitzgerald et al., 2018).  

 

Figura 3. Afectaciones multiorgánicas en adultos y fetales asociadas a ZIKV (Hussain et al., 2018). 
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Los resultados de Papa et al (Papa et al., 2017) y de Alimonti et al (Alimonti et al., 

2018) sugirieron un tipo de transporte endocítico por el cual las células endoteliales 

de la vasculatura de la barrera hematoencefálica (BHE) transportan a través de 

endosomas, las partículas virales sin interrumpir la BHE propiamente. Además, Chiu 

et al (Chiu et al., 2020) realizaron estudios de infectividad en células de trofoblasto 

de placenta humana (JEG-3) y en células endoteliales derivadas de cerebro humano 

(hCMEC/D3) a distintas multiplicidades de infección (MOI), encontrando que las 

células se infectaban sin afectar la viabilidad celular. Por otro lado, mediante el 

empleo de filtros transwell, se encontró que ZIKV puede atravesar las barreras 

placentaria y hematoencefálica a través de una vía paracelular por disrupción de las 

uniones estrechas, demostrando el pronunciado tropismo de ZIKV hacia el sistema 

nervioso central (SNC) (Calvet et al., 2016; Mlakar et al., 2016). 

Entre las líneas celulares permisivas a la infección por ZIKV se cuentan la línea 

Huh-7 por la susceptibilidad de los hepatocitos a la infección por ZIKV y a otros 

flavivirus. Cabe mencionar que los primeros reportes de infecciones por ZIKV en 

África se asociaron al desarrollo de ictericia e insuficiencia hepática (MacNamara, 

1954). Además, previamente se ha reportado que los hepatocitos son células 

permisivas para la replicación de ZIKV con la presencia de un efecto citopático 

evidente (Sherman et al., 2019). Paralelamente, se han usado otras líneas celulares 

como la U-87 derivada de glioblastoma maligno, proveniente de tejido tumoral de 

cerebro. En este tipo celular se ha descrito su susceptibilidad a la infección por ZIKV 

específicamente observada por la activación del inflamasoma (Tricarico et al., 

2017). 

Diagnóstico 

Aunque no se ha establecido completamente el periodo de viremia por ZIKV, sí se 

ha detectado RNA viral en suero de pacientes hasta 10 días después del inicio de 

los síntomas (Lanciotti et al., 2008) por lo que se recomienda la recolección de 

muestras dentro de esta ventana de tiempo (Lustig et al., 2016). Entre 4 a 7 días de 

iniciados los síntomas pueden detectarse anticuerpos IgM específicos para ZIKV 

que persisten aproximadamente durante 12 semanas. En tanto que los anticuerpos 
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neutralizantes se detectan al mismo tiempo que IgM, pero pueden persistir durante 

años (Landry & St. George, 2016).  

Una dificultad para un diagnóstico certero de ZIKV es la fuerte reactividad cruzada 

con otros flavivirus tales como el virus del dengue (DENV), el virus del Nilo 

Occidental (WNV) y el virus de la fiebre amarilla (YFV). Por lo que pruebas de 

biología molecular tales como la transcripción inversa y la reacción en cadena de la 

polimerasa (RT-PCR) u otras pruebas de amplificación de ácidos nucleicos pueden 

proporcionar información más precisa, debido a  que el ZIKV solo se detecta 

transitoriamente durante la enfermedad aguda (Lanciotti et al., 2008). 

Tratamiento 

Los pacientes infectados por ZIKV deben mantenerse hidratados, guardar total 

reposo y tratar la fiebre con antipiréticos (como el paracetamol) y soluciones líquidas 

con la pertinente observación médica hasta la resolución autolimitada de la 

enfermedad debido a la inexistencia de una vacuna. Los centros para el control y 

prevención de enfermedades (CDC) recomiendan no tomar antiinflamatorios no 

esteroideos (AINES) como la aspirina o naproxeno hasta que se haya descartado 

la infección por DENV a fin de evitar el riesgo de hemorragia (Saxena et al., 2016).  

Descripción del virus  

El ZIKV es un arbovirus de entre 50 y 60 nanómetros (nm) de diámetro con una 

envoltura lipídica. Pertenece a la familia Flaviviridae y su genoma es de RNA 

monocatenario de polaridad positiva de aproximadamente 11 kilobases (kb) que 

codifica a una poliproteína la cual se procesa en tres proteínas estructurales 

(Lindenbach et al., 2011): (cápside, pre-membrana/membrana y envoltura). La 

proteína de la cápside (C) y el RNA viral forman la nucleocápside en tanto que las 

proteínas de membrana (M) y la de envoltura (E) se asocian con la membrana viral 

(figura 4).  

También el RNA codifica para siete proteínas no estructurales (NS) que participan 

tanto en la replicación viral como en la supresión de la respuesta inmune 

(Cornelissen & Hobbs, 2020; Tan et al., 2019).  
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Figura 4. Estructura del virión de Zika (Zika virus ~ ViralZone, 2023). 

 

Ciclo replicativo 

El ciclo replicativo del virus Zika (figura 5) inicia con la interacción de la proteína E 

con factores de superficie de la célula hospedera como integrinas y factores de 

adhesión. Posteriormente el virus se internaliza por endocitosis dependiente de 

clatrina. Una vez que el virus está en el endosoma, el ambiente ácido desencadena 

la trimerización de la proteína E, lo que lleva a la fusión de la membrana endosomal 

y viral (Hasan et al., 2018). 

La degradación de la proteína C lleva a la liberación de RNA viral en el citoplasma 

celular. La traducción del RNA viral de sentido positivo ocurre inmediatamente 

después de su liberación en las membranas del retículo endoplásmico (RE) 

generando una poliproteína (figura 6) que posteriormente será procesada (Barrows 

et al., 2018).  

La poliproteína presente en la membrana del RE comprende prM, E, NS1 y 

fragmentos de NS2A, NS4A y NS4B ubicadas dentro de la luz del RE, mientras que 

C, NS3 y NS5 miran hacia el citoplasma. Esta poliproteína es escindida por las 

proteasas del huésped (que cortan las partes localizadas hacia la luz del RE) y por 
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la proteasa viral NS3 (que procesa las partes localizadas hacia el citosol) para 

obtener proteínas estructurales y no estructurales maduras del virus (Stadler et al., 

1997). Una vez que se han formado las proteínas virales, estas participan en la 

formación de los complejos de replicación que estarán involucrados en la síntesis 

del genoma viral. Las proteínas transmembrana NS1, NS2A, NS2B, NS4A y NS4B 

se asocian con lípidos modificados que proporcionan un andamiaje molecular para 

la replicación viral. Las proteínas virales inducen reordenamientos de la membrana 

del RE que facilitan la generación de bolsas de vesículas (VP) donde se encuentra 

el complejo de replicación (Acosta-Ampudia et al., 2018). 

El RNA monocatenario positivo se transcribe por la actividad de RNA polimerasas 

dependientes de RNA (RdRps) de NS5 para producir RNA de doble cadena 

(dsRNA) que se compone de cadenas positivas y negativas. Este dsRNA es 

desenrollado por la helicasa NS3 para generar RNA de cadena sencilla (ssRNA) 

tanto positivos como negativos. Los ssRNA negativos sirven como moldes para la 

generación de los ssRNA positivos. El RNA genómico, se asocia con C para formar 

las nucleocápsides que gemarán en el RE para adquirir la membrana viral. Se cree 

que las interacciones oligoméricas de prM y E inducen una red de superficie curva 

que guía la gemación del virión(Rodenhuis-Zybert et al., 2010). A continuación, las 

partículas inmaduras transitan desde el RE al complejo de Golgi y la red trans-Golgi 

donde el entorno ácido expone el sitio de escisión de prM. Finalmente, la prM es 

escindida por una furina proteasa del huésped eliminando al péptido pr (Stade et al., 

1997), lo que permite la maduración de las partículas, seguida de la liberación de 

viriones maduros de las células infectadas por exocitosis (Wichit et al., 2021).  
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Figura 5. Ciclo replicativo del virus Zika (Acosta-Ampudia et al., 2018). 

 

 

Figura 6. Esquema del genoma y poliproteína viral de los flavivirus. A) RNA de cadena sencilla en 

sentido positivo que posee un solo marco de lectura abierto (ORF, por sus siglas en inglés) (B). 

Topología de la proteína de los flavivirus (Barrows et al., 2018). 
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Proteínas flavivirales: breve descripción 

Se han estudiado diferentes funciones y características de las diez proteínas 

flavivirales. La glicoproteína E es la proteína más expuesta en la partícula viral y 

juega un papel importante en la biología del virus y en inducir la inmunidad humoral. 

Forma parte de la envoltura y constituye la principal proteína estructural de los 

flavivirus. Esta proteína media la fusión de membrana viral y endosomal, induce la 

formación de anticuerpos neutralizantes, inhibidores de la hemaglutinación y 

anticuerpos inmunoamplificadores, además, ésta interacciona con el receptor en la 

célula huésped. Cada monómero de proteína E se compone de tres ectodominios 

ED1 a ED3, y un segmento transmembranal. ED2 incluye la interfaz de dimerización 

junto con dos sitios de glucosilación, y el péptido de fusión con la membrana celular. 

ED3 es un segmento polipeptídico continuo; su pliegue es compacto y similar a las 

inmunoglobulinas (Perera & Kuhn, 2008). 

La proteína C es un componente básico de la nucleocápside, el primer polipéptido 

viral sintetizado durante la traducción; con un peso molecular de 13.5 kDa. Es rica 

en residuos de lisina y arginina lo que le confiere un carácter altamente básico que 

permite su interacción con el RNA viral, con el que forma la nucleocápside como 

componente estructural (Acosta-Bas & Gómez-Cordero, 2005). La forma madura de 

la proteína C es altamente básica y pesa 12 kDa tras la eliminación de la secuencia 

hidrófoba de señales carboxilo terminales (C-terminales) por la proteasa NS2B-NS3 

(L. Ma et al., 2004). 

La proteína M madura se forma a partir de un precursor (prM) y eliminación de la 

porción N-terminal y C-terminal no-glicosilado. Esta proteína participa en la 

regulación de la fusión viral y plegamiento de la proteína E. Se localiza en los 

viriones inmaduros en forma intracelular. La proteína prM (precursor de la proteína 

M) protege a la proteína E del pH ácido del medio durante la maduración viral que 

evita su cambio conformacional irreversible (Velázquez Flores, 2017). 

La glicoproteína NS1 (46 kDa) presenta tres formas, la residente del RE, anclada 

a la membrana y la forma secretada (que puede estar en el espacio extracelular, 

con lo cual puede estimular el sistema inmune). También, se puede hallar soluble 
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en el citoplasma y en el espacio extracelular; por esta razón, la NS1 puede estimular 

al sistema inmune. Las inmunoglobulinas contra la NS1 pueden provocar lisis 

mediada por complemento y dependiente de anticuerpos en células infectadas y no 

infectadas, lo que explica en parte el daño al endotelio, y sus consecuencias 

fisiopatológicas (Laredo-Tiscareño et al., 2012). Los estudios de Brown et al., 2016; 

Scaturro et al., 2015; Youn et al., 2012 demuestran que NS1 es importante para la 

replicación viral al encontrar residuos conservados como Trp115 en su dominio N-

terminal que interaccionan con el complejo de replicación y con las proteínas E y 

prM en la producción de viriones infecciosos 

La NS2A es una proteína de 22 kDa aproximadamente que, in vitro, promueve el 

ensamblaje y la replicación viral. Al parecer, la NS2A coordina de un modo aún no 

muy bien elucidado, si el RNA genómico producido en cada ciclo de replicación se 

utiliza como molde para generar las formas replicativas y los intermediarios de 

replicación o si se asocia dentro de la nucleocápside durante el ensamblaje viral 

(Knipe & Howley, 2007). Por su parte, la proteína NS2B (14 kDa) posee una región 

hidrofóbica que la ancla a la membrana del RE. El complejo NS2B/NS3 sufre un 

procesamiento proteolítico, en donde un pequeño dominio hidrofílico de NS2B, 

recién liberado interactúa con el dominio proteasa de la proteína NS3 para actuar 

como cofactor de ésta (Bollati et al., 2010; Knipe & Howley, 2007; Velandia & 

Castellanos, 2011). 

La proteína NS3 (70 kDa) es una proteína bipartita que posee en el extremo N-

terminal un dominio serina proteasa semejante a tripsina (NS3pro), y en el extremo 

C-terminal posee un dominio con actividad de helicasa de RNA y trifosfatasa de 

nucléotidos estimulada por RNA (RTPasa/NTPasa). El dominio proteasa consiste 

en seis hebras β acomodadas en dos barriles β formados por residuos 1-180 de la 

proteína. La triada catalítica (His-51, Asp-75 y Ser-135) se encuentra entre estos 

dos barriles β, y la actividad es dependiente de la presencia del cofactor NS2B. Este 

cofactor envuelve el dominio proteasa de la NS3 y se vuelve parte del sitio activo 

(Bollati et al., 2010).  
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El dominio NS3Pro actúa hidrolizando los complejos NS2A/NS2B, NS2B/NS3, 

NS3/NS4A y NS4B/ NS5 de la poliproteína. El grupo de investigación de Heaton y 

colaboradores (Heaton et al., 2010) describió que la proteína NS3 es la encargada 

de generar el ambiente lipídico apropiado alrededor del retículo endoplásmico, al 

reclutar enzimas celulares de la vía de síntesis de lípidos lo cual garantiza el inicio 

del ensamblaje de los complejos de replicación.  

Particularmente, se ha descrito que la proteína NS3 de ZIKV puede transportarse y 

acumularse en el núcleo de las células infectadas afectando funciones de 

homeostasis celular al degradar proteínas del complejo del poro nuclear (NPC) 

como la nucleoporina 98 (Nup98) (De Jesús-González et al., 2020). Otras proteínas 

virales como C y NS5, las cuales contienen una secuencia de localización nuclear 

(NLS) son translocadas a los núcleos de células Vero infectadas con ZIKV (Hertzong 

et al., 2018; Hou et al., 2017; Wang et al., 2017).   

La proteína NS4 está implicada en la alteración de la curvatura de la membrana 

celular y la inducción de la autofagia. Además, NS4 sirve de andamio para la 

formación del complejo de replicación del virus y se somete a oligomerización (Le. 

e et al., 2015). Las proteínas NS4A y NS4B son proteínas de naturaleza hidrofóbica 

y transmembranal con un peso molecular de 16 y 27 kDa, respectivamente y se ha 

sugerido que participan en la inhibición de la vía del interferón (IFN) tipo I 

(principalmente NS4B) ya que bloquean las rutas de señalización que dan lugar a 

la producción de esta citocina (Muñoz-Jordán et al., 2003). 

La proteína NS5 es la proteína viral más conservada entre todos los flavivirus. Esta 

proteína es un péptido de 900 residuos que posee un dominio metiltransferasa y 

guanidiltransferasa en su extremo N-terminal (residuos 1-296) responsables del 

capping y la metilación del extremo 5´ del RNA genómico y una RdRp en su 

extremo C-terminal (residuos 320-900) siendo así, la única polimerasa (Bollati et al., 

2010; Muñoz-Jordán et al., 2003; Nomaguchi et al., 2003). El dominio 

metiltransferasa consiste en un complejo α/β/β flanqueado por subdominios N y C 

terminales (Perera & Kuhn, 2008). 
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Las partículas virales inmaduras formadas en el lumen del RE contienen a la 

proteína E y la prM en la envoltura lipídica y a la proteína de nucleocápside que, 

para ser infectivas e inducir la fusión virus-célula transitan a través de la red trans-

Golgi en un proceso de maduración dependiente de pH y de proteasas hacia la 

superficie celular. En el aparato de Golgi las proteínas M, E y NS1 son glicosiladas 

(Salazar-Sánchez & Loroño-Pino, 2019). Los dímeros de glicoproteína E 

previamente ensamblados se encuentran cubiertos por la proteína prM, cuya 

porción “pr” es escindida por una furina y posteriormente secretada durante la 

exocitosis, dejando a la fracción “M” asociada a la membrana del virión (Hasan et al., 

2018). 
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ANTECEDENTES 

Transporte núcleo-citoplasma  

Considerando la importancia del núcleo en las células eucariotas, su contenido debe 

estar controlado por una barrera entre el núcleo y el citoplasma y es esta 

característica la más relevante que distingue a las células eucariotas de las 

procariotas (Alberts et al., 2015). La barrera que delimita al núcleo y al citoplasma 

es la envoltura nuclear (NE, por sus siglas en inglés) que está formada por dos 

membranas paralelas entre sí que al fusionarse en determinados sitios forman 

aperturas especializadas llamadas poros nucleares (Becker et al., 2007). Los poros 

nucleares permiten el movimiento del RNA y proteínas en ambas direcciones para 

llevar a cabo determinadas funciones como la replicación y transcripción, el exporte 

de mRNA y subunidades ribosómicas al citoplasma y el importe de proteínas con 

secuencias de localización nuclear (NLS)(Iwasa & Marshall, 2018).  

El tránsito de moléculas a través de la NE se restringe a una estructura octagonal 

formada por los poros nucleares que se extiende hacia el citoplasma y al 

nucleoplasma llamada complejo de poros nucleares (NPC) esquematizada en la 

figura 7 (Schwartz, 2016; Iwasa y Marshall, 2018). Los NPC funcionan como un 

tamiz que permite selectivamente el paso de proteínas y otras moléculas. El NPC 

está formado por varias copias de 30 proteínas altamente conservadas llamadas 

nucleoporinas (Nups) (Schwartz, 2016; Beck & Hurt, 2017), cuyos repetidos de 

fenilalanina-glicina (FG) les proporcionan una organización flexible que funciona 

como un tamiz acuoso bloqueando la difusión libre de macromoléculas y 

proporcionando función estructural (Beck & Hurt, 2017).  
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Figura 7. Estructura y funciones del NPC (Beck & Hurt, 2017). 

Receptores móviles de transporte: carioferinas 

Las proteínas adaptadoras que desplazan macromoléculas como proteínas, RNA y 

ribonucleoproteínas (RNPs) a través de los NPCs. Entre estos receptores se 

encuentran las carioferinas, que transportan moléculas entre el citoplasma y el 

núcleo en un proceso dependiente de energía al interaccionar con las FG-Nups 

(Chook & Blobel, 2001; Radu et al., 1995).  

En la vía clásica de importe de proteínas al núcleo, las proteínas citoplásmicas que 

poseen una NLS son reconocidas por la carioferina α (KPNA) seguido por una 

asociación con la carioferina β (KPNB) formando un complejo heterodimérico. Se 

ha propuesto que esta estructura receptor-carga mostrada en la figura 8 se asocia 
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con filamentos citoplásmicos del NPC en la superficie externa del núcleo que la 

internalizan hacia el núcleo (Iwasa & Marshall, 2018). Posteriormente, las 

carioferinas se unen a GTPasas de tipo Ran que crean un gradiente a través del 

NPC y que se requieren tanto para la importación como para la exportación nuclear 

(Becker et al., 2007). 

 

Figura 8. Mecanismos moleculares del importe y exporte de proteínas (Miyamoto et al., 2018). 

Ran puede existir en dos estados conformacionales, dependiendo de si se une a 

GDP o a GTP. Dos proteínas reguladoras desencadenan la conversión entre los 

dos estados: una proteína activadora de GTPasa citosólica (GAP) desencadena la 

hidrólisis de GTP y, por lo tanto, convierte a Ran-GTP en Ran-GDP, y un factor 

intercambiador de nucleótido de guanina (GEF) promueve el intercambio de GDP 

por GTP y convierte Ran-GDP en Ran-GTP. Debido a que Ran-GAP está ubicado 

en el citosol y Ran-GEF está ubicado en el núcleo donde está anclado a la 

cromatina, el citosol contiene principalmente Ran-GDP y el núcleo contiene 

principalmente Ran-GTP (Alberts et al., 2015; Iwasa & Marshall, 2018). 



 
 

18 

 

Este gradiente de las dos formas conformacionales de Ran se impulsa el transporte 

nuclear en la dirección adecuada (figura 9). El acoplamiento de los receptores de 

importación nuclear a los repetidos de FG en el lado citosólico del NPC ocurre ya 

sea que estos receptores estén o no cargados con la carga adecuada. Los 

receptores de importación, facilitados por la unión de repetición de FG, luego 

ingresan al canal. Si llegan al lado nuclear del NPC, Ran-GTP se une a ellos y, si 

los receptores llegan cargados con moléculas de carga, la unión de Ran-GTP hace 

que los receptores liberen su carga (Becker et al., 2007). 

Debido a que Ran-GDP en el citosol no se une a los receptores de importación (o 

exportación), la descarga ocurre solo en el lado nuclear de la NPC (fig.9.1). De esta 

forma, la localización nuclear de Ran-GTP crea la direccionalidad del proceso de 

importación. Habiendo descargado su carga en el núcleo, el receptor de importación 

vacío con Ran-GTP unido es transportado de regreso a través del complejo de poros 

al citosol (fig. 9. 2 y 3). Allí, Ran-GAP activa a Ran-GTP para hidrolizar su GTP 

unido, convirtiéndolo así en Ran-GDP, que se disocia del receptor (fig.9.4). El 

receptor está entonces listo para otro ciclo de importación nuclear (Alberts et al., 

2015). 

La exportación nuclear ocurre por un mecanismo similar, excepto que Ran-GTP en 

el núcleo promueve la unión de la carga al receptor de exportación, en lugar de 

promover la disociación de la carga. Una vez que el receptor de exportación se 

mueve a través del poro hacia el citosol, se encuentra con Ran-GDP, que induce al 

receptor a hidrolizar su GTP a GDP. Como resultado, el receptor de exportación 

libera tanto su carga como Ran-GDP en el citosol (fig. 9.5). Luego, los receptores 

de exportación libre se devuelven al núcleo para completar el ciclo (Alberts et al., 

2015; Beck & Hurt, 2017; Becker et al., 2007; Iwasa & Marshall, 2018).  
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Figura 9. Mecanismo de importe y exporte de proteínas nucleares (Iwasa & Marshall, 2018). 

Funciones asociadas a las carioferinas 

Existen siete isoformas de KPNA (KPNA1 a KPNA7) que poseen especial 

importancia debido a su actividad en la transducción de señales, especialmente las 

involucradas en la respuesta inmune (Goldfarb et al., 2004; Kelley et al., 2010; 

Pumroy & Cingolani, 2015). La KPNA1 efectúa la translocación nuclear de STAT1 

en la expresión estimulada por IFN; KPNA1 y KPNA6 transportan a STAT3 para 

activar la vía de señalización de interleucina 6 (IL-6) (Goldfarb et al., 2004). KPNA4 

es una de las isoformas que regulan el importe nuclear de las subunidades p50/p65 

de NF-κβ (Fagerlund et al., 2005; Agrawal et al., 2012; Sachan et al., 2013). Como 

evidencia del resultado anterior, las observaciones de Ye et al., 2017 reportaron que 

algunos virus de RNA bloquean la interacción de KPNA3 y KPNA4 con los factores 

de transcripción IRF3 y p65, inhibiendo directamente su translocación nuclear, la 

activación de IFN tipo 1 y la respuesta antiviral.  

Diversos grupos de investigación han reportado que la proteína VP24, altamente 

conservada en los filovirus como Ébola y Marburg, y en el virus Lloviu de la misma 

familia (Feagins & Basler, 2015) es capaz de reconocer un sitio de unión de NLS en 

KPNA5 y bloquear la unión de STAT1 fosforilada a KPNA5 y a KPNA1 inhibiendo la 

respuesta inmune innata (Reid et al., 2006; Xu et al., 2014) 
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Otro miembro de las KPNA es KPNA7 que se une fuertemente a las carioferinas β, 

con una distribución principalmente nuclear que contrasta con KPNA2 y su 

localización citoplasmática (Kelley et al., 2010). Las proteínas que conforman a la 

subfamilia de las importinas α son, en resumen, receptores de proteínas que llevan 

una NLS clásica (formadas por repetidos de arginina y lisina) (Nguyen Ba et al., 

2009). 

Las carioferinas β (KPNB, también conocidas como importinas β) median el anclaje 

a las Nups y, por ende, la translocación de proteínas al núcleo (Poon & Jans, 2005). 

Una función importante desempeñada por KPNB1 es la translocación nuclear de la 

proteína activadora 1 (AP-1) que promueve la secreción de citocinas 

proinflamatorias como TNF-α e IL-1 en respuesta a estímulos como infecciones 

(Shaulian & Karin, 2001). Sin embargo, los resultados de Pollard et al., 1996 y de 

Aitchison et al., 1996 también demuestran la existencia de receptores de 

ribonucleoproteínas heterogéneas nucleares (hnRNP) capaces de unir sus cargos 

sin el empleo de una KPNA adaptadora. Estos receptores se llaman transportinas 

(TNPO) y se caracterizan por unirse a proteínas con NLS principalmente formadas 

por repetidos de prolina y tirosina en el extremo C-terminal (también conocidas 

como secuencias M9), entre estas proteínas cargo se encuentran proteínas de 

unión a RNA y otras moléculas asociadas con la transcripción y procesamiento de 

RNA (Twyffels et al., 2014; Soniat & Chook, 2015).  

Sin olvidar el fundamento de la bidireccionalidad del transporte núcleo-citoplasma, 

dentro de la familia de las KPNB se encuentra el primer receptor de exportación 

identificado, llamado exportina 1 o CRM1 (Fornerod et al., 1997; Stade et al., 1997) 

que reconoce secuencias de exporte nuclear (NES) ricas en leucina o aminoácidos 

hidrofóbicos, presentes tanto en factores de transcripción como en proteínas virales 

(Görlich & Kutay, 1999; Mosammaparast & Pemberton, 2004). Por regla general, se 

asume que una proteína que se transporta entre el núcleo y el citoplasma suele 

contener una NLS a la que se une una importina, o una NES que se une a una 

exportina (Harel & Forbes, 2004).  
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Alteración del transporte núcleo-citoplasma mediado por virus de RNA 

Considerando el indispensable papel que desempeñan la barrera nuclear-

citoplásmica y las carioferinas en la transducción de señales relacionadas con la 

proliferación celular y la respuesta inmune; a menudo son las moléculas blanco de 

distintos virus que para asegurar su permanencia en la célula hospedera efectúan 

estrategias como la replicación del genoma dentro del núcleo eucariota y su 

posterior exporte a través de la membrana nuclear, así como el importe y exporte 

de proteínas virales al núcleo (Fay & Panté, 2015). 

Estos patógenos intracelulares se apropian o degradan a la maquinaria de 

transporte núcleo-citoplasma para garantizar su propia replicación o evasión de la 

respuesta inmune ya sea mediante la interacción directa con las carioferinas o con 

el propio NPC como se esquematiza en la figura 10 (Yarbrough et al., 2014; Alberts 

et al., 2015). En numerosos estudios se reportan mecanismos diversos ejercidos 

por virus que interaccionan con la NE o con los componentes implicados en su 

funcionamiento normal. Por ejemplo, entre los virus que causan afectaciones 

respiratorias (Frieman et al., 2007) la proteína ORF6 del coronavirus del síndrome 

respiratorio agudo grave (SARS-CoV) interacciona con KPNA2, reteniendo este 

complejo en la membrana del RE y del aparato de Golgi e, impidiendo la 

translocación nuclear de STAT1 (Yarbrough et al., 2014). 
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Figura 10. Apropiación viral de la maquinaria de transporte núcleo-citoplasma. B) Uso de receptores. 

C) Degradación de carioferinas. D) Bloqueo de respuesta inmune. E) Bloqueo del NPC (modificado 

de Tessier et al., 2019). 

Los virus pueden utilizar la vía clásica de importe α/β, Imp-β directamente, el NPC, 

a las transportinas a través de una señal de localización nuclear prolina-tirosina (PY-

NLS) para la importación nuclear (figura 10 B), así como CRM1 para la exportación 

nuclear de proteínas virales; tal como lo realiza la proteína BGLF4 del virus Epstein-

Barr (EBV); la integrasa y la proteína Vpr del virus de la inmunodeficiencia humana 

1 (VIH-1) (Chang et al., 2012; Fouchier et al., 1998; Jenkins et al., 1998) y la 

proteína NP y PB2 del virus de influenza (IAV) (Nitahara-Kasahara et al., 2007; 

Hudjetz & Gabriel, 2012; Pumroy et al., 2015).  

Ensayos basados en la inmunodetección de proteínas hnRNP que utilizan las vías 

de las importinas α y β demostraron que estas proteínas cargo se relocalizan hacia 

el citoplasma durante la infección por poliovirus (Mili et al., 2001). Para los rinovirus 

también se ha evidenciado que la proteasa 3Cpro degrada Nup153 y Nup162, lo 

que conduce a una alteración de la vía de las importinas α/β (Twyffels et al., 2014). 

Estos estudios evidencian la actividad de las proteasas 2Apro y 3Cpr de los 

picornavirus sobre la actividad de transporte núcleo-citoplasma, específicamente 

sobre el NPC (figura 10 D y 11) y consecuentemente inhibiendo al complejo 

importina α/β, a TNPO1, TNPO3 y a la proteína de exporte CRM1 (Watters et al., 

2017).  
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Figura 11. Componentes del NPC y su alteración causada por picornavirus (De Jesús-González et 

al., 2021). 

Los virus DENV y ZIKV también ejercen afectaciones sobre el NPC a través de la 

proteasa NS3, escindiendo algunas nucleoporinas como las Nup153, Nup98 y 

Nup62 en caso de DENV; y TPR, Nup153 y Nup98 para ZIKV (De Jesús-González 

et al., 2021).  

Específicamente, para diversos flavivirus, también se han reportado resultados 

contundentes acerca de su alteración del transporte nuclear. La proteína NS5 del 

virus de la encefalitis japonesa (JEV) interactúa con KPNA2, KPNA3 y KPNA4 

bloqueando la interacción de estas proteínas con sus cargos IRF3 y p65; asimismo, 

una sobreexpresión de KPNA3 y KPNA4 además de restaurar la translocación de 

factores de transcripción también incrementa la replicación viral (Ye et al., 2017). La 

proteína C del virus de la encefalitis equina venezolana (VEEV) se asocia con la 

exportina CRM1 y con el dímero de importina α/β formando un complejo tetramérico 

que se acumula en el canal central del NPC y por consiguiente bloquea la 

importación nuclear (figura 10 E) de otras proteínas celulares como KPNA2, KPNA3 
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y KPNA4, suprimiendo la interacción con IRF3 y p65. Todos los datos anteriores 

demuestran que el NPC y las proteínas de transporte son susceptibles de ser 

bloqueadas por diversos virus (Atasheva et al., 2010).  

Estos hallazgos se asemejan a los obtenidos por Bhuvanakantham et al., 2009 

donde identificaron un mecanismo a través del cual la proteína C del WNV se asocia 

con el complejo de importina α/β en células Vero. Otro miembro de la familia 

Flaviviridae es el virus de la hepatitis C (HCV) cuya proteasa NS3/4A escinde 

directamente a la KPNB1 (Gagné et al., 2017), impidiendo la translocación de los 

factores de transcripción IRF3 y NFκB (siendo dicha carioferina su principal 

importador) y así suprimiendo la respuesta inmune mediada por IFN (figura 10 C) 

(Gagné et al., 2017; Morikawa et al., 2011). 

Alteración de transporte núcleo-citoplasma mediado por ZIKV 

Existen numerosos estudios y resultados referentes a la patogénesis con flavivirus 

y la participación de sus proteínas en diferentes procesos de alteración del 

transporte núcleo-citoplasma en células infectadas. Como antecedentes relevantes 

del presente trabajo se encuentran los datos de Yang et al., 2018 que reportan una 

sobreexpresión de KPNA6 (o Imp-α7) en células Vero infectadas con ZIKV a una 

MOI de 10, a 24 horas post infección (hpi), en comparación con las células sin 

infectar. Interesantemente, la disminución de KPNA6 por silenciamiento génico 

(knock down) disminuye la replicación de ZIKV, yel aumento de la vida media 

aproteosomal indicaron que esta proteína es necesaria para el ciclo replicativo del 

virus (Yang et al., 2018). 

En el estudio de He y cols (He et al., 2020) se analizaron los efectos de la infección 

con ZIKV sobre otras isoformas de KPNA, hallando que la infección por ZIKV en 

células Vero a una MOI de 10 reduce hasta en un 80% los niveles de KPNA2 a 24 

hpi, con mínimas afectaciones sobre KPNA1, esto analizado a través de Western 

Blot. Por otro lado, mediante (RT-qPCR) demostraron que ZIKV tiene efectos 

mínimos sobre los niveles de mRNA de KPNA2, dando pie a la hipótesis de que los 

niveles reducidos de la proteína no se deben a un efecto transcripcional sino 

posiblemente a la degradación a nivel de proteína. Paralelamente, un experimento 
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semejante utilizando células SK-N-SH de neuroblastoma humano y células HeLa de 

carcinoma cervical arrojaron resultados similares a 48 hpi (He et al., 2020). 

Además de estudiar los efectos de la infección en la integridad de las KPNA1 y 

KPNA2, más profundamente He y cols (He et al., 2020) demostraron que la vía de 

autofagia mediada por chaperonas es la responsable de la degradación de KPNA2 

por la interacción de ésta con el receptor de membrana lisosomal LAMP2A inducida 

por ZIKV. Además, determinar que la proteína viral NS2A era la responsable de 

promover la degradación de KPNA2, mediante ensayos de transfección (He et al., 

2020). 

Finalmente, ensayos realizados sobre la proteína NS5 de ZIKV (Zhao et al., 2021) 

describieron que esta proteína se localiza principalmente en el núcleo de células 

Vero, HeLa y C6/36 y que los residuos de lisina-arginina-prolina-arginina presentes 

en la proteína son esenciales para su interacción con KPNA2 puesto que la 

introducción de mutaciones en estos aminoácidos lleva a una localización 

principalmente citoplasmática de la proteína viral (Zhao et al., 2021). Estos 

resultados demuestran que las proteínas de ZIKV y los receptores de transporte 

nuclear, como son las carioferinas, interaccionan activamente durante la infección, 

favoreciendo la replicación del virus al evitar que factores de transcripción que 

activan la respuesta antiviral sean importados al núcleo. 
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JUSTIFICACIÓN 

Desde los primeros brotes del virus Zika (ZIKV) en América en el 2016, ha sido un 

desafío para los sistemas de salud de países en vías de desarrollo poder controlar 

los contagios, aumentando la preocupación por las afectaciones ocasionadas por 

este virus principalmente de tipo neurológico en adultos y alarmantemente en recién 

nacidos, teniendo consecuencias en su desarrollo, lo que llevó a diversos grupos de 

investigación a estudiar la patología de la enfermedad. Esto incluye el conocer las 

manifestaciones graves de la enfermedad, las proteínas virales implicadas en 

afectaciones del hospedero, las vías de señalización alteradas o activadas en la 

respuesta inmune y/o la degradación o modificación de proteínas celulares que 

pudieran participar en el ciclo replicativo viral. 

Los estudios realizados con ZIKV evidencian la degradación de algunas de las 

proteínas del NPC durante la infección viral, sugiriendo que esto podría llevar a 

cambios en la distribución de mRNA y proteínas celulares importantes para la 

activación de la respuesta inmune. Durante mucho tiempo se pensó que el ciclo de 

replicación de este virus era exclusivamente citoplasmático; sin embargo, se ha 

reportado que algunas proteínas virales son transportadas al núcleo durante el ciclo 

replicativo utilizando la maquinaria celular de transporte nuclear. Además, se ha 

reportado la sobrexpresión de algunas proteínas de transporte nuclear como la 

KPNA6, sugiriendo su participación en el CR del virus. Así mismo, se demostró que 

durante la infección con ZIKV se afectan los niveles de expresión de otras proteínas 

de transporte como la KPNA2 degradándose por la vía de autofagia. No obstante, 

se desconoce si otras proteínas de la familia de las carioferinas α y β son afectadas 

durante la infección por ZIKV; por lo que, estudiar la integridad de las proteínas de 

transporte nuclear de la familia de las carioferinas durante la infección por ZIKV nos 

permitirá comprender con más detalle la biología de la infección. 
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HIPÓTESIS 

La infección por ZIKV promueve cambios en la integridad y/o en la localización 

subcelular de las carioferinas α y β en células Huh-7 y U-87.  

 

 

OBJETIVOS 

Objetivo general 

Estudiar la integridad y localización subcelular de las proteínas de transporte de las 

familias de las carioferinas durante la infección por el virus Zika.  

 

 

Objetivos específicos 

1. Evaluar la integridad de las carioferinas α y β durante la infección por ZIKV 

en células Huh-7 y U-87. 

2. Determinar si existen cambios en la localización subcelular de las carioferinas 

α y β durante la infección por ZIKV en células U-87. 
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ESTRATEGIA EXPERIMENTAL  
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DISEÑO EXPERIMENTAL 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

Líneas celulares  

En el presente proyecto se evaluó la integridad de las carioferinas α y β en dos 

líneas celulares, una correspondiente a carcinoma celular derivada de hepatocitos 

(Huh-7) y otra derivada de glioblastoma maligno (U-87). Se emplearon ambas líneas 

celulares ya que existe evidencia que el hígado y el SNC constituyen órganos blanco 

de la infección por ZIKV en modelos animales y pacientes humanos con los 

subsecuentes daños a nivel funcional y estructural (White et al., 2016; Wu et al., 

2018). Dichos linajes celulares fueron cultivados desde los pases 5 al 20 

aproximadamente.  

La línea Huh-7 se cultivó a 37°C con 5% de CO2 en placas de 100 mm de diámetro 

con medio Advanced DMEM GIBCO™ 1X suplementado al 7% con suero fetal 

bovino, glutamina 2X 200 milimolar (mM), 1X de solución de penicilina-

estreptomicina y 1X de fungizona GIBCO™ durante aproximadamente 2 a 3 días 

para alcanzar la confluencia deseada. La línea celular U-87 se subcultivó en placas 

de 100 mm de diámetro con medio Advanced DMEM GIBCO™ 1X suplementado al 

12% con suero fetal bovino, glutamina 2X 200 mM y 1X de solución de penicilina-

estreptomicina durante aproximadamente 3 a 4 días para alcanzar la confluencia 

deseada. La cepa del virus ZIKA MEX_CIENI551 (generosamente donada por el Dr. 

Jesús Torres, Escuela Nacional de Ciencias Biológicas del Instituto Politécnico 

Nacional) fue propagada en cerebros de ratones lactantes CD1; y sometida a 

ensayos de plaqueo sobre células BHK en una matriz de carboximetilcelulosa al 

0.8% (concentración final) para la obtención de títulos virales.  

 

Preparación y cuantificación de extractos de proteínas totales 

Se crecieron células Huh-7 y U-87 en formatos de placas de 6 pozos al 70-80% de 

confluencia, sin infectar para ensayos control (mock) y células infectadas a una MOI 

de 5 con ZIKV, para la obtención de extractos totales a las 24 hpi.  
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Los extractos de proteínas totales se obtuvieron a partir de células sembradas al 

80-90% de confluencia en placas de cultivo celular Corning® de 6 pozos, tratadas 

durante dos horas (h) con medio Hanks 1X (Hank’s Balanced Salt Solution) 

suplementado con cloruro de calcio y cloruro de magnesio en conjunto con la 

cantidad de virus previamente titulada para los ensayos infectados o control 

respectivamente; siendo retirado el medio Hank´s y adicionando medio completo 

durante 24 h.  

Transcurrido este tiempo post infección, las monocapas celulares fueron lavadas 

con PBS 1X estéril y posteriormente lisadas adicionando buffer de radio-

inmunoprecipitación RIPA (25mM Tris HCL pH 7.6, 150mM NaCl, 5mM EDTA, 1% 

Tritón x100, 1% deoxicolato de sodio, 0.1% SDS) con inhibidor de proteasas Roche 

(Complete Protease Inhibitor Cocktail Tablets Cat. No. 11 697 498 001) en una 

proporción 7X. Las monocapas se recolectaron con ayuda de scrappers en tubos 

de polipropileno de 600 μL. 

Las células recolectadas fueron sometidas a 4°C durante 5 minutos (min) y 

posteriormente, centrifugadas a 10,000 gravedades (g) durante 10 min a 4°C en una 

microcentrífuga Sorvall™ Legend™ Micro 21R, refrigerada (Thermo Scientific™ cat. 

75002447). Dichos extractos se almacenaron a -20°C en un congelador vertical de 

uso biomédico (SANYO Biomedical Freezer MDF-U537) hasta su uso. 

La cuantificación de proteínas de los extractos totales se realizó por duplicado con 

el método colorimétrico del ácido bicinconínico Pierce BCA Protein Assay Kit 

(ThermoFisher Scientific #23225). Se construyó una curva estándar de albúmina en 

una placa Corning® de 96 pozos de fondo plano, incubada a 37°C durante 30 min y 

analizada en un espectrofotómetro de microplacas Thermo Scientific Multiskan 

SkyHigh a una absorbancia de 550 nm.  

 

Western blot 

40 μg de proteína de extractos mock e infectados de ambos linajes celulares se 

sometieron a electroforesis vertical en geles de poliacrilamida al 12%, (Bio-Rad 
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modelo Mini PROTEAN Tetra Cell) y peines de 1.5 mm de grosor en buffer de 

corrida 1X (Tris base 1.51 g, glicina 7.2 g, dodecil sulfato de sodio 0.5 g). La 

electroforesis se realizó inicialmente durante 20 minutos a 80 voltios y, 

posteriormente, a 110 voltios durante 2 h para separar las proteínas. El progreso en 

el gel se siguió observando el frente de corrida coloreado por el colorante presente 

en el tampón de carga y la posición de los marcadores de peso PageRuler™ Plus 

Prestained Protein Ladder, 10 a 250 kDa añadidos por cada experimento. 

Al finalizar la electroforesis, se realizó la transferencia en casetes donde el sándwich 

de gel y membrana de nitrocelulosa de 0.2 se mantienen unidos entre dos 

almohadillas de esponja y hojas de papel de filtro. El sándwich se colocó en el 

tanque con buffer de transferencia para permitir el flujo de corriente durante 70 min 

a 100 volts en el equipo Bio-Rad modelo Mini Trans-Blot Cell. 

Después de la transferencia las membranas fueron teñidas con rojo de Ponceau 

para verificar visualmente el patrón de bandas de las proteínas en cada carril para 

ser posteriormente lavadas con PBS 1X Tritón X100 al 0.01%. Las membranas se 

bloquearon con leche descremada al 10% durante 1 hora a temperatura ambiente. 

Realizado esto, las membranas se incubaron con los anticuerpos primarios (en las 

diluciones establecidas como se muestra en la tabla 1) en PBS 1X Tritón-X100 

(como vehículo) correspondientes a KPNA 1, 2, 3, 5 y 6, KPNB1, TNPO1, TNPO3, 

CRM1; a NS3 como control de infección, y GAPDH como control de carga para las 

células Huh-7 y actina como control de carga para las células U-87. Para revelar las 

bandas de interés, después de la hibridación con anticuerpos primarios se realizó 

una segunda incubación con los anticuerpos secundarios Anti-Mouse IgG HRP Cell 

Signaling (para los anticuerpos generados en ratón) y Anti-Rabbit IgG HRP Cell 

Signaling (para los anticuerpos generados en conejo como la anti-NS3 viral) ambos 

diluidos 1:5000 en leche descremada al 5% durante 1 hora. A continuación, las 

membranas fueron lavadas con PBS 1X Tritón X100 al 0.01% e incubadas con el 

sustrato de máxima sensibilidad SuperSignal™ West Femto (Cat. No. 34095) en un 

digitalizador de imágenes C-DiGit® Blot Scanner LI-COR Biosciences durante 6 a 

12 minutos utilizando el software Image Studio para realizar las capturas. Después 
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de obtener las imágenes de cada proteína de interés con sus respectivas réplicas 

se sometieron a análisis densitométrico empleando el software ImageJ mediante la 

selección individual de cada banda correspondiente al experimento por analizar, 

cotejando cada valor con la constante del control de carga y comparando 

estadísticamente la información obtenida con una prueba T no pareada en 

GraphPad Prism 8.  

Los experimentos se realizaron por triplicado, lo que permitió comparar 

estadísticamente los resultados de la integridad relativa de las carioferinas en 

células Huh-7 y U-87 infectadas con ZIKV. Los anticuerpos empleados en este 

trabajo, sus respectivas diluciones, así como el número de catálogo y proveedor se 

muestran en la tabla 1 adjunta. 

 

Anticuerpos 

Tabla 1. Anticuerpos usados durante el desarrollo experimental 

ANTICUERPO 
DILUCIÓN NÚMERO DE 

CATÁLOGO WB IFIs 

Carioferinas 

KPNA1 1:1000 1:50 
karyopherin α1 (187.1): 

sc-101292 

KPNA2 1:1000 1:50 
karyopherin α2 (8G5): sc-

136204 

KPNA3 1:1000 1:50 
karyopherin a3 (B-1): sc-

514101 

KPNA5 1:1000 1:50 
karyopherin α5 (1D2): sc-

517105 

KPNA6 1:1000 1:50 
karyopherin a6 (E-11): 

sc-390055 

KPNB1 1:5000 1:500 
Anti-KPNB1 antibody 

[3E9] 
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TNPO1 1:1000 1:100 
karyopherin β2 (F-6): sc-

166127 

TNPO3 1:1000 1:50 
Importin-12 (C-2): sc-

376346 

CRM1 1:1000 1:100 CRM1 (G-9): sc-373865 

Control de infección 

Anti-NS3 1:5000 1:300 
Zika virus NS3 protein 

antibody: GTX133309 

Controles de carga 

GAPDH (Huh-7) 1:2000 / 
GAPDH (0411): sc-

47724 

ACTINA (U-87) 1:2000 / 
β-Actin (ACTBD11B7): 

sc-81178 

Anticuerpos secundarios 

Anti Mouse IgG HRP 

Cell Signaling 
1:5000 / 

Anti-mouse IgG, HRP-

linked Antibody #7076 

Anti Rabbit IgG HRP 

Cell Signaling 
1:5000 / 

Anti-rabbit IgG, HRP-

linked Antibody #7074 

Alexa-Fluor 488 donkey 

anti mouse 
/ 1:750 

Donkey Anti-Mouse IgG 

H&L (Alexa Fluor® 488) 

(ab150105) 

Alexa-Fluor 555 goat 

anti rabbit 
/ 1:300 

Goat Anti-Rabbit IgG 

H&L (Alexa Fluor® 555) 

(ab150078) 

 

Inmunofluorescencia indirecta para localización subcelular  

Para determinar la localización subcelular de las KPNA 1, 2, 3, 5 y 6; y KPNB1, 

TNPO1, TNPO3 y CRM1 ante la infección por ZIKV, las células Huh-7 y U-87 se 

sembraron al 40-50% de confluencia sobre laminillas estériles colocadas en placas 

Corning® de 24 pozos. Las células mock e infectadas con ZIKV a una MOI de 5 
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durante dos horas, se incubaron con medio completo según los requerimientos del 

linaje celular, durante 24 horas. 

Transcurridas las 24 h, las células fueron lavadas con PBS 1X y fijadas con 

paraformaldehído (PFA) al 4% durante 20 min a 4°C. A continuación, las células 

fueron tratadas con solución permeabilizadora (saponina al 0.2%, SFB al 1%, PBS 

1X) durante 30 min a temperatura ambiente y en agitación suave para facilitar que 

los anticuerpos penetren en la célula por gradiente de concentración. 

La hibridación con anticuerpos primarios correspondientes a las carioferinas α y β; 

y con el anticuerpo anti-NS3 como marcador de la infección viral se realizó en una 

cámara húmeda perfectamente sellada y protegida de la luz a 4°C durante toda una 

noche. Más adelante las laminillas fueron lavadas con solución permeabilizadora e 

hibridadas durante 2 horas a 37°C (igualmente en una cámara húmeda) con los 

anticuerpos secundarios Alexa-Fluor 488 donkey anti-mouse (1:750) y Alexa-Fluor 

555 goat anti-rabbit (1:300) para la detección de la marca celular y viral en los 

ensayos. A partir de este punto, la placa de 24 pocillos empleada para los lavados 

se cubrió con aluminio para evitar la degradación de los fluoróforos previamente 

adicionados. Para finalizar el montaje de las preparaciones, las laminillas fueron 

teñidas con Hoechst (1:1000) durante 10 min en agitación suave para favorecer la 

tinción específica de núcleos y lavadas por última vez antes de colocarlas en 

portaobjetos limpios con 3 μL del medio de montaje VectaShield®. Las laminillas se 

observaron en un microscopio confocal Leica TCS SP8 MP y las imágenes con los 

canales alineados y corregidos se exportaron desde el software LAS X (Leica 

Microsystems CMS GmbH) seleccionando regiones de interés (ROI) de cada 

compartimento subcelular en el programa Icy (Bioimage Analysis) de 30 eventos de 

experimentos independientes (30 células mock y 30 células infectadas para cada 

carioferina) y analizando estadísticamente la información obtenida por ANOVA de 

una vía y con pruebas T no pareadas en GraphPad Prism 8.  
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RESULTADOS 

La infección por ZIKV a 24 hpi afecta la integridad de carioferinas alfa 

en células Huh-7 y U-87 

Con el fin de estudiar la integridad y los niveles de expresión de las nueve 

carioferinas evaluadas durante la infección por el ZIKV por 24 hpi se realizaron 

ensayos de Western blot de cada carioferina. Los resultados demostraron que la 

infección de células Huh-7 y U-87 por ZIKV redujo de manera significativa los niveles 

relativos de KPNA1 en aproximadamente un 50% en U-87 y en un 20% 

aproximadamente en Huh-7 en relación con los niveles de expresión de las células 

control (figura 12A). Los niveles de expresión obtenidos por análisis densitométrico 

se muestran en la figura 12B. La infección se demuestra con la expresión de NS3; 

actina y GAPDH se usaron como controles de carga.  

A)  

B)  

Figura 12. Niveles de expresión de la KPNA1 en células Huh-7 y U-87 mock e infectadas con ZIKV. 

A) Los extractos proteicos (40 µg) obtenidos de células Huh-7 y U-87 mock e infectadas con ZIKV 

por 24h se sometieron a análisis por Western-Blot usando anticuerpos anti-carioferina alfa 1 y anti-
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NS3 como control de infección. Los anticuerpos anti-GAPDH y anti-actina se usaron como control 

de carga para células Huh-7 y U-87, respectivamente. B) ANOVA de una vía de la de la densitometría 

óptica de ambos ensayos. La expresión de KPNA1 disminuye significativamente tanto en células 

Huh-7 como en células U-87 a las 24 horas post infección con ZIKV a MOI de 5, sin embargo, la 

disminución es más evidente en células U-87 de glioblastoma.  (ns: no significativo.: significativo a 

una P< 0.05. *: significativo a una P< 0.01. *: significativo a una P<0.001).  

Con respecto a la proteína KPNA2 su inmunodetección también reveló una 

reducción significativa que osciló entre el 20 al 50% de los niveles de expresión 

confirmado por densitometría óptica (fig. 13B), a 24 hpi en extractos proteicos 

totales de ambos linajes celulares hepático y cerebral. La reducción más drástica 

se observó en las células de glioblastoma, demostrando que la infección por ZIKV 

disminuye la expresión de esta carioferina (fig. 13). 

A)  

B)  

Figura 13. Niveles de expresión de la KPNA2 en extractos de células Huh-7 y U-87 no infectadas e 

infectadas con ZIKV. A) Los extractos proteicos (40 µg) obtenidos de células Huh-7 y U-87 mock e 

infectadas con ZIKV por 24h se sometieron a análisis por Western-Blot usando anticuerpos anti-

carioferina alfa 2 y anti-NS3. Los anticuerpos anti-GAPDH y anti-actina se usaron como control de 
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carga para células Huh-7 y U-87, respectivamente. B) ANOVA de una vía de la de la densitometría 

óptica de ambos ensayos. La expresión de KPNA2 disminuye significativamente tanto en células 

Huh-7 como en células U-87 a las 24 hpi con ZIKV, sin embargo, la disminución es más evidente en 

células U-87.  (ns: no significativo. *: significativo a una P< 0.05. **: significativo a una P< 0.01. ***: 

significativo a una P<0.001). 

 

Al evaluar la KPNA3 se encontró que la infección por ZIKV indujo una disminución 

significativa del nivel de expresión relativa de dicha carioferina solamente en células 

U-87 en un 40% de la densitometría evaluada, pero no así en las células Huh-7, 

demostrando que el virus puede estar teniendo un efecto selectivo sobre carioferina 

alfa 3 solo en la microglía y no en las células hepáticas.   

A)  

B)  

Figura 14. Niveles de expresión de la KPNA3 en extractos de células Huh-7 y U-87 no infectadas e 

infectadas con ZIKV. A) Los extractos proteicos (40 µg) obtenidos de células Huh-7 y U-87 mock e 

infectadas con ZIKV por 24h se sometieron a análisis por Western-Blot usando anticuerpos anti-

carioferina alfa 3 y anti-NS3. Los anticuerpos anti-GAPDH y anti-actina se usaron como control de 
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carga para células Huh-7 y U-87, respectivamente. B) ANOVA de una vía de la de la densitometría 

óptica de ambos ensayos. La expresión de KPNA3 en células Huh-7, no se afecta significativamente 

tras la infección con ZIKV; por otra parte, la disminución de KPNA3 si es significativa en células U-

87.   (ns: no significativo. *: significativo a una P< 0.05. **: significativo a una P< 0.01. ***: significativo 

a una P<0.001). 

 

 

Lo observado en la KPNA3 es semejante para KPNA5 donde también se observó 

una disminución estadísticamente significativa de su expresión aproximadamente 

en un 45% solo en las células de glioblastoma, pero no así en las células Huh-7.   

A)  

B)  

Figura 15. Niveles de expresión de la KPNA5 en extractos de células Huh-7 y U-87 no infectadas e 

infectadas con ZIKV. Los extractos proteicos (40 µg) obtenidos de células Huh-7 y U-87 mock e 

infectadas con ZIKV por 24h se sometieron a análisis por Western-Blot usando anticuerpos anti-

KPNA5 y anti-NS3. Los anticuerpos anti-GAPDH y anti-actina se usaron como control de carga para 

células Huh-7 y U-87, respectivamente. B) ANOVA de una vía de la de la densitometría óptica de 
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ambos ensayos. La infección por ZIKV no afecta significativamente la expresión de KPNA5 en células 

Huh-7, sin embargo, en células U-87, la disminución de KPNA5 si es significativa. (ns: no 

significativo. *: significativo a una P< 0.05. **: significativo a una P< 0.01. ***: significativo a una 

P<0.001). 

 

Todos estos resultados en su conjunto nos indican que la infección por ZIKV los 

niveles de las KPNA 1 y 2, se redujeron en ambas líneas celulares neuronales y 

hepáticas, mientras que otras como las isoformas de KPNA 3 y 5 solo se alteraron 

en las células hepáticas. 
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La infección por ZIKV no altera la integridad de la KPNA6 ni de la 

exportina CRM1 en células Huh-7 y U-87 

Los resultados de densitometría de KPNA6 demuestran que los niveles de 

expresión de esta proteína se mantienen sin cambio durante la infección de ambos 

linajes celulares con ZIKV, sugiriendo que la infección por ZIKV no modifica los 

niveles de expresión de esta carioferina. (figura 16).  

A)   

B)   

Figura 16. Niveles de expresión de la KPNA6 en extractos de células Huh-7 y U-87 no infectadas e 

infectadas con ZIKV. Los extractos proteicos (40 µg) obtenidos de células Huh-7 y U-87 mock e 

infectadas con ZIKV por 24h se sometieron a análisis por Western-Blot usando anticuerpos anti-

carioferina alfa 6 y anti-NS3. Los anticuerpos anti-GAPDH y anti-actina se usaron como control de 

carga para células Huh-7 y U-87, respectivamente. B) ANOVA de una vía de la de la densitometría 

óptica de ambos ensayos. La expresión de KPN6 no se afecta significativamente en células Huh-7 y 

U-87 infectadas con ZIKV. (ns: no significativo. *: significativo a una P< 0.05. **: significativo a una 

P< 0.01. ***: significativo a una P<0.001). 
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Tampoco encontramos diferencias estadísticamente significativas en los niveles de 

la exportina CRM1 en ninguna de las líneas celulares infectadas analizadas, en 

comparación a las no infectadas (figura 17).  

A)   

B)   

Figura 17. Niveles de expresión de CRM1 en extractos de células Huh-7 y U-87 no infectadas e 

infectadas con ZIKV. Los extractos proteicos (40 µg) obtenidos de células Huh-7 y U-87 mock e 

infectadas con ZIKV por 24h se sometieron a análisis por Western-Blot usando anticuerpos anti-

exportina 1 y anti-NS3. Los anticuerpos anti-GAPDH y anti-actina se usaron como control de carga 

para células Huh-7 y U-87, respectivamente. B) ANOVA de una vía de la de la densitometría óptica 

de ambos ensayos. La expresión de la exportina CRM1 en células Huh-7 y células U-87 no se afecta 

significativamente tras la infección con ZIKV. (ns: no significativo. *: significativo a una P< 0.05. **: 

significativo a una P< 0.01. ***: significativo a una P<0.001). 

Estos resultados indican que el cambio en los niveles de las carioferinas implicadas 

en el importe y el exporte nuclear, durante la infección por ZIKV son alteradas de 

manera selectiva y al menos bajo estas condiciones de trabajo KPNA6 ni CRM1 no 

se alteran a nivel expresión. 
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Efectos evidentes de la infección por ZIKV sobre carioferinas beta en 

células Huh-7.  

Al analizar los niveles de la carioferina beta 1 y transportinas 1 y 3 durante la 

infección por ZIKV, encontramos una reducción estadísticamente significativa de 

KPNB1, TNPO1 y TNPO3 respectivamente, en la línea celular hepática, mientras 

que estos niveles no se modificaron en las células U-87 (figuras 18-20). 

 

A)  

B)  

Figura 18. Niveles de expresión de la KPNB1 en extractos de células Huh-7 y U-87 no infectadas e 

infectadas con ZIKV. Los extractos proteicos (40 µg) obtenidos de células Huh-7 y U-87 mock e 

infectadas con ZIKV por 24h se sometieron a análisis por Western-Blot usando anticuerpos anti- 

carioferina beta 1 y anti-NS3. Los anticuerpos anti-GAPDH y anti-actina se usaron como control de 

carga para células Huh-7 y U-87, respectivamente. B) ANOVA de una vía de la de la densitometría 

óptica de ambos ensayos. En células Huh-7 infectadas con ZIKV a MOI de 5 durante 24 horas KPNB1 

disminuye significativamente; mientras que en células U-87, KPNB1 no se ve afectada de manera 

significativa. (ns: no significativo. *: significativo a una P< 0.05. **: significativo a una P< 0.01. ***: 

significativo a una P<0.001). 
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Un efecto similar a lo observado con la carioferina beta 1 se observó con la TNPO1 

(carioferina de tipo beta capaz de efectuar el transporte nucl incluso sin necesidad 

de un adaptador), ya que la infección por ZIKV indujo una reducción significativa de 

los niveles de expresión de la TNPO1 solo en células Huh-7. 

A)  

B)   

Figura 19. Niveles de expresión de la TPNO1 en extractos de células Huh-7 y U-87 no infectadas e 

infectadas con ZIKV. Los extractos proteicos (40 µg) obtenidos de células Huh-7 y U-87 mock e 

infectadas con ZIKV por 24h se sometieron a análisis por Western-Blot usando anticuerpos anti-

transportina 1 y anti-NS3. Los anticuerpos anti-GAPDH y anti-actina se usó como control de carga 

para células Huh-7 y U-87, respectivamente. B) ANOVA de una vía de la de la densitometría óptica 

de ambos ensayos. Tras la infección con ZIKV durante 24 hpi, la TNPO1 disminuye su expresión de 

manera significativa en células Huh-7, pero no así en células U-87. (ns: no significativo. *: 

significativo a una P< 0.05. **: significativo a una P< 0.01. ***: significativo a una P<0.001). 
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Finalmente, la segunda transportina evaluada, la TNPO3, siguió el mismo patrón 

que KPNB1 y TNPO1, pues se observó que la infección por ZIKV indujo una 

reducción con significancia estadística P<0.001 (99% de confianza) de los niveles 

de expresión en la línea celular Huh-7 y no así en células U-87. 

A)   

B)   

Figura 20. Niveles de expresión de TNPO3 en extractos de células Huh-7 y U-87 no infectadas e 

infectadas con ZIKV. Los extractos proteicos (40 µg) obtenidos de células Huh-7 y U-87 mock e 

infectadas con ZIKV por 24h se sometieron a análisis por Western-Blot usando anticuerpos anti-

transportina 3 y anti-NS3. Los anticuerpos anti-GAPDH y anti-actina se usaron como control de carga 

para células Huh-7 y U-87, respectivamente. B) ANOVA de una vía de la de la densitometría óptica 

de ambos ensayos. La expresión de TNPO3 disminuye drásticamente en células Huh-7 a las 24 hpi 

con ZIKV; no obstante, la disminución de la transportina no es significativa en células U-87 de 

glioblastoma. (ns: no significativo. *: significativo a una P< 0.05. **: significativo a una P< 0.01. ***: 

significativo a una P<0.001). 
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Como se observa en las figuras 12-20 y en sus gráficas respectivas de cada análisis, 

existe una disminución significativa de los niveles relativos de ciertas carioferinas 

en una y otra línea celular evaluada, teniendo así que las proteínas KPNA3 y KPNA5 

que no se afectan en células Huh-7 si se muestran alteradas en células U-87; en 

tanto que las proteínas KPNB1, TNPO1 y TNPO3 inalteradas en células U-87, de 

manera interesante, se afectan en células Huh-7. Estos resultados evidencian que 

diversas isoformas de ambas familias de las carioferinas α y β son afectadas 

diferencialmente al menos en las células representativas de cerebro e hígado, 

desde las proteínas que interaccionan con secuencias NLS, hasta las proteínas que 

se unen directamente al andamiaje del NPC.
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La infección por ZIKV conduce a cambios en la localización subcelular 

de algunas carioferinas en las células U-87  

Los niveles de expresión de las distintas carioferinas son importantes para su 

función, así mismo es relevante que éstas tengan una localización subcelular 

correcta. Por esta razón, se analizó el efecto de la infección por ZIKV en la 

localización de las distintas carioferinas en las células U-87. El análisis por imagen 

se realizó sólo en esta línea considerando los antecedentes del tropismo cerebral 

de ZIKV y por la poca información disponible acerca de las alteraciones 

compartimentales de proteínas transportadoras durante este contexto de infección. 

Al evaluar los niveles de expresión por western blot de la KPNA1 encontramos que 

la infección por ZIKV de células U-87 inducía una reducción de los niveles de 

expresión. Esta reducción también fue observada en los ensayos de microscopía 

confocal analizando la localización subcelular de la KPNA 1 durante la infección con 

el ZIKV; encontramos que mientras que esta proteína tiene una localización 

principalmente citoplásmica en células no infectadas, en la infección con ZIKV se 

observa una reducción en su localización citoplásmica y aumento en su localización 

nuclear (figura 21A y 21B), al calcular el cociente de MFI (fig. 21 B). Asimismo, la 

intensidad de fluorescencia correspondiente a la marca verde es menor en las 

células infectadas, lo cual concuerda con los resultados presentados en la sección 

anterior. Esto fue confirmado a través de la relación de fluorescencia 

nuclear/citoplásmica (Fn/C) calculada a través del cociente de la intensidad media 

de fluorescencia de compartimentos nuclear y citoplásmico de cada evento misma 

que aumenta durante la infección por ZIKV (fig. 21 C). 
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Figura 21. Imágenes de microscopía confocal de la localización subcelular de KPNA1, KPNA2 y 

KPNA3 en células U-87 no infectadas e infectadas con ZIKV y gráficas de MFI. A) Las células U-87 

no infectadas e infectadas con ZIKV por 24 hrs fueron analizadas por microscopía confocal usando 

anticuerpos dirigidos contra la carioferina alfa 1, carioferina alfa 2 y carioferina alfa 3 (verde). Como 

control de infección se usaron anticuerpos anti la proteína viral NS3 (rojo). Los núcleos se 

contratiñeron con Hoechst (azul).  B) MFI de cada compartimento subcelular analizado por prueba 

de comparaciones múltiples de Tukey. C) Fn/C de condiciones mock e infectadas con ZIKV. (ns: no 

significativo. *: significativo a una P< 0.05. **: significativo a una P< 0.01. ***: significativo a una 

P<0.001). 

A la luz de los resultados de western blots de extractos totales de células U-87 

(figura 13) en donde se observó que la infección por ZIKV de células U-87 indujo 
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una reducción significativa de los niveles de expresión de KPNA2 se decidió evaluar 

su localización subcelular por inmunofluorescencia. Lo que se observó fue una 

notable disminución de la marca de fluorescencia verde correspondiente a la 

carioferina en las células infectadas con respecto a las no infectadas en ambos 

compartimentos citoplásmico y nuclear (fig. 21 D, E y F). 

Interesantemente, a pesar de que observamos que la infección por ZIKV inducía 

una reducción de los niveles de expresión de la KPNA3 en células de glioblastoma 

U-87 (figura 14), por los ensayos de microscopía confocal (fig. 21 G) no se 

encontraron alteraciones en la localización o cantidad relativa de dicha carioferina 

entre núcleo y citoplasma (fig. 23 H e I). 
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Alteraciones a nivel localización subcelular e integridad son causados 

por la infección con ZIKV sobre otras carioferinas alfa y carioferina beta 

1 

Es importante hacer notar que, aunque los niveles de expresión de la carioferina 

alfa 5 no se modificaron en las células U-87 por efecto de la infección con ZIKV (fig. 

22 B), la localización de la proteína si se ve alterada. Específicamente, una mayor 

cantidad de la proteína KPNA5 se observó presente en el núcleo de células 

infectadas con respecto a las no infectadas (figura 22 A y 22C). Este resultado 

concuerda con lo observado en el western blot (figura 15) que mostró una 

disminución de expresión relativa. 

Entre las isoformas alfa evaluadas para la única carioferina alfa en la que no se 

encontró una modificación de los niveles de expresión durante la infección con ZIKV 

que fue KPNA6 (figura 16), si se observó un aumento de su presencia en ambos 

compartimentos en las células U-87 (fig 22 D). Este aumento se confirmó a través 

del análisis estadístico (fig. 22 E y F), lo que nos indica que entre las carioferinas 

alfa evaluadas en esta línea celular su alteración se puede reportar como un 

aumento y recambio en localización o como su disminución. 

Ahora bien, como primer elemento evaluado de las carioferinas beta y a manera de 

profundizar en el resultado de Western blot donde no se encontraron disminuciones 

en la expresión de KPNB1 en extractos totales proteicos de células U-87 (figura 18), 

los resultados basados en imagen de esta carioferina confirman que no hay una 

afectación significativa a nivel citoplasma entre células (eventos) mock e infectados; 

pero sí es estadísticamente significativa la disminución de proteína nuclear (figura 

22 G y 22H) que se traduce en una disminución de la relación Fn/C, indicando que 

la infección por ZIKV induce la acumulación citoplásmica de KPNB1 (figura 22I). 
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Figura 22. Imágenes de microscopía confocal de la localización subcelular de KPNA5, KPNA6 y 

KPNB1 en células U-87 no infectadas e infectadas con ZIKV y gráficas de MFI. A) Las células U-87 

no infectadas e infectadas con ZIKV por 24 hrs fueron analizadas por microscopía confocal, usando 

anticuerpos dirigidos contra la carioferina alfa 6, carioferina alfa 5 y carioferina beta 1 (verde). Como 

control de infección se usaron anticuerpos anti la proteína viral NS3 (rojo). Los núcleos se 

contratiñeron con Hoechst (azul).  B) MFI de cada compartimento subcelular analizado por prueba 

de comparaciones múltiples de Tukey. C) Fn/C de condiciones mock e infectadas con ZIKV. (ns: no 

significativo. *: significativo a una P< 0.05. **: significativo a una P< 0.01. ***: significativo a una 

P<0.001). 
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La infección por ZIKV a las 24 h induce aumentos significativos del nivel 

relativo de transportinas 1 y 3 en el núcleo de células U-87, mientras que 

la exportina CRM1 no se ve afectada. 

Sustentando el resultado obtenido por Western blot de los extractos totales 

proteicos de células U-87 en donde no se observaron cambios significativos en los 

niveles de expresión de TNPO1 durante la infección con ZIKV (figura 19), por 

microscopía confocal tampoco se observaron disminuciones o aumentos en la 

presencia de dicha proteína (fig. 23A). Solo pudo observarse un aumento 

significativo de la proteína en el compartimento nuclear, pero sin modificaciones en 

la cantidad relativa o la retención/translocación evidente.  

Para otra proteína de transporte no clásica, la TNPO3, se encontró que la 

disminución de la proteína en el compartimento citoplásmico durante la infección 

correlaciona con una tendencia a su aumento en el núcleo. Esto correlaciona con 

los resultados de Western blot (figura 20) en donde no se observaron alteraciones 

significativas en su expresión en extractos totales. 

En el caso de la exportina CRM1, nuestros resultados demostraron que los niveles 

de expresión de esta proteína no se modificaban durante la infección con ZIKV 

(figura 17). Esto correlaciona directamente con lo observado por microscopía 

confocal en las células U-87 bajo infección con ZIKV donde no se detectaron 

cambios significativos ni en su presencia ni en su localización.  
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Figura 23. Imágenes de microscopía confocal de la localización subcelular de TNPO1, TNPO3 y 

CRM1 en células U-87 no infectadas e infectadas con ZIKV y gráficas de MFI. A) Las células U-87 

no infectadas e infectadas con ZIKV por 24 h fueron analizadas por microscopía confocal usando 

anticuerpos dirigidos contra la transportina 1, transportina 3 y exportina 1 (verde). Como control de 

infección se usaron anticuerpos anti la proteína viral NS3 (rojo). Los núcleos se contratiñeron con 

Hoechst (azul).  B) MFI de cada compartimento subcelular analizado por prueba de comparaciones 

múltiples de Tukey. C) Fn/C de condiciones mock e infectadas con ZIKV. (ns: no significativo. *: 

significativo a una P< 0.05. **: significativo a una P< 0.01. ***: significativo a una P<0.001). 
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Los resultados de los niveles de expresión de las distintas carioferinas en ambas 

líneas celulares se resume en la tabla 2. En letras rojas se muestran los 

comportamientos de las carioferinas que son comunes y en negro aquellos 

comportamientos que son diferenciales en ambas líneas celulares. Estos resultados 

indican que la infección por ZIKV, tiene efectos diferenciales las proteínas de 

transporte nuclear en órganos tan diferentes como son el hígado y el cerebro. Hay 

proteínas como KPNA6 y la exportina CRM1 que no mostraron cambios durante 

infección. En el caso de KPNA6 se ha sugerido que puede tener un papel en el ciclo 

de replicación de ZIKV (Yang et al., 2018) lo que ofrecería una explicación preliminar 

a su inalteración. Nótese que existen carioferinas que presentan una alteración o 

no, en un linaje celular u otro; este patrón puede estar dado por la diferenciación 

entre células empleadas, el inicio o no de una respuesta inmune ante la infección o 

la permisividad de determinado tejido a la replicación por ZIKV.  

Tabla 2. Comparación de los efectos de la infección por ZIKV sobre los niveles 

relativos de expresión de las carioferinas evaluadas por WB 

CARIOFERINA 
Huh-7 U-87 

ALFAS 

KPNA1 DISMINUCIÓN DISMINUCIÓN 

KPNA2 DISMINUCIÓN DISMINUCIÓN 

KPNA3 SIN AFECTACIÓN DISMINUCIÓN 

KPNA5 SIN AFECTACIÓN DISMINUCIÓN 

KPNA6 SIN AFECTACIÓN SIN AFECTACIÓN 

 BETAS 

KPNB1 DISMINUCIÓN SIN AFECTACIÓN 

TNPO1 DISMINUCIÓN SIN AFECTACIÓN 

TNPO3 DISMINUCIÓN SIN AFECTACIÓN 

CRM1 SIN AFECTACIÓN SIN AFECTACIÓN 
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Con respecto a los resultados obtenidos de las observaciones microscopía confocal, 

éstos se resumen en la tabla 3. 

Tabla 3. Comparación de los efectos de la infección por ZIKV sobre las principales 
carioferinas evaluadas por WB en células U-87 

CARIOFERINA 

U-87 

Localización subcelular 

normal 

Localización 

subcelular durante la 

infección por ZIKV 

ALFAS 

KPNA1 Citoplasma Aumentada en núcleo 

KPNA2 Citoplasma y núcleo 
Reducida en 

citoplasma y núcleo 

KPNA3 Citoplasma y núcleo 
Sin alteración en 

citoplasma y núcleo 

KPNA5 Citoplasma Aumentada en núcleo 

KPNA6 Citoplasma Aumentada en núcleo 

BETAS 

KPNB1 Núcleo 

Reducida en núcleo y 

aumentada en 

citoplasma 

TNPO1 Citoplasma y núcleo Aumentada en núcleo 

TNPO3 
Citoplasma y envoltura 

nuclear 

Reducida en 

citoplasma y 

aumentada en núcleo 

CRM1 Citoplasma y núcleo 
Sin alteración en 

citoplasma y núcleo 
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DISCUSIÓN DE RESULTADOS 

Gracias a los esfuerzos de distintos grupos de investigación, se ha conseguido 

comprender con mayor detalle los mecanismos de patogenia que tienen diversos 

flavivirus que están en constante circulación y presencia en el mundo. Dentro de 

estos mecanismos se encuentran las distintas interacciones entre proteínas virales 

y celulares durante la infección por el ZIKV que llevan, a la supresión de la respuesta 

inmune,  la activación de mecanismos celulares que permiten la replicación viral en 

órganos inmumoprivilegiados tales como el encéfalo o la placenta, la generación de 

complejos de replicación en organelos membranosos que impiden al sistema 

inmune detectar RNA de doble cadena y la degradación o secuestro de moléculas 

celulares involucradas en transporte núcleo-citoplasma. 

Las infecciones virales normalmente inducen cambios en la célula que favorecen la 

replicación viral e inhiben la respuesta inmune antiviral. Durante la infección con los 

flavivirus como DENV y ZIKV, a pesar de ser virus de replicación citoplásmica, 

algunas de sus proteínas son transportadas al núcleo y se modifica el transporte 

núcleo-citoplasma. En este sentido, se sabe que la infección con ambos virus induce 

la degradación de algunas de las nucleoporinas del NPC implicadas en el transporte 

de biomoléculas. Este hecho, correlaciona con una reducción del exporte de mRNA 

celulares y con un importe deficiente de algunas proteínas de respuesta antiviral 

tales como factores STAT1 al núcleo celular. Este hecho inhibe principalmente la 

respuesta inmune antiviral dependiente de IFN tipo 1.   

Con la finalidad de entender en mayor detalle el transporte núcleo-citoplasma, se 

ha analizado la integridad y localización de algunas carioferinas, las cuales son 

moléculas indispensables en el importe y exporte nuclear y que, para desempeñar 

su función, deben encontrarse en su compartimento específico.  

Para una familia de proteínas tan conservadas como son las carioferinas alfa, se 

podría esperar que todas realizan el mismo proceso de importe y por tanto 

estuvieran afectadas de la misma forma. Sin embargo, nuestros resultados 

demostraron que algunas importinas tenían un reducido nivel de expresión, 
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mientras otras no se afectaron y esto podría ocurrir en una línea celular o en las dos 

líneas celulares. 

A este respecto, He y col. 2020 ya habían reportado que el ZIKV disminuye los 

niveles de expresión relativa de KPNA2 en otros tipos celulares como Vero en un 

80%, HeLa también en un 80% y en la línea de neuroblastoma SK-N-SH hasta en 

un 70%, no así para KPNA1 evaluada en las mismas líneas. No obstante, nuestros 

resultados muestran una clara reducción de los niveles de KPNA2 (hasta en un 

80%) y de KPNA1 (60% obtenido en un replicado) en la línea celular U-87, derivada 

de glioblastoma, Este hecho sugiere que el efecto sobre algunas de las carioferinas 

podría ser tejido u órgano específico (Tang et al., 2016). Se demostró igualmente 

una afectación significativa de estas dos carioferinas en células hepáticas Huh-7 (en 

menor proporción respecto a las células U-87) que concuerda con los resultados de 

Sherman et al., 2019 de la permisividad de células Huh 7.5 y  para la infección e 

inducción de apoptosis por ZIKV. 

Además, de acuerdo con diversos autores (J. Ma & Cao, 2006; McBride et al., 2002) 

la proteína KPNA1 transloca hacia el núcleo a STAT1, transductor de señales y 

activador de transcripción que interviene en la respuesta celular mediada por 

interferón, citocinas y factores de crecimiento. Los niveles de esta carioferina se 

encontraron claramente disminuidos en ambos tipos celulares estudiados lo que de 

alguna manera podría sugerir que esto podría reducir la señalización de STAT1. 

Este hecho, sería proviral, pues la respuesta de IFN claramente reduciría la 

infección.  

Al evaluar KPNA2 algunos autores (He et al., 2020) encontraron disminución de los 

niveles de proteína en células Vero, HeLa y SK-N-SH lo que concuerda con los 

resultados de nuestro trabajo, sugiriendo que la afectación en las carioferinas puede 

ser dependiente del tiempo de infección y constante entre algunos tipos celulares 

derivados de SNC. De acuerdo con los resultados de (Liang et al., 2013), la KPNA2 

es el importador primario de la subunidad p65 que conforma al factor NF-κβ, el cual 

activa a la vía inflamatoria en respuesta infecciones virales. Por tanto, la reducción 

de su expresión y el cambio en los compartimentos celulares en donde se encuentra 
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podría estar prolongando la infección de manera más acentuada en SNC al interferir 

con la vía que produce citocinas inflamatorias. 

Estudios sobre la proteína NS5 de ZIKV realizados por Ng et al., 2019 demostraron 

que esta proteína viral forma estructuras similares a esferas al secuestrar a KPNA3 

en el núcleo de células Huh-7 infectadas. Este proceso induce la fosforilación, 

activación y relocalización de STAT1 y una activación de la respuesta inmunitaria 

en células de glioma maligno LN-229. La información obtenida en nuestros ensayos 

fue significativa al evaluar los niveles disminuidos de expresión relativa de KPNA3 

en células U-87 apoyando indirectamente la idea de estos autores (Ng et al., 2019) 

donde observan una inducción de respuesta inmune en las neuronas, pero no en 

hepatocitos (células Huh-7 igualmente empleadas en nuestros experimentos). Será 

necesario ahondar en las imágenes confocales donde no se observó una alteración 

de significancia estadística en la localización de la proteína. 

Para el caso de KPNA6 no se encontró diferencia en su expresión o localización en 

las células infectadas con ZIKV, sugiriendo que pudiera ser relevante durante 

infección. A este respecto, se ha demostrado la interacción de KPNA6 con otras 

proteínas virales como la ribonucleoproteína del virus de la influenza A (vRNP) y la 

proteína del huésped ANP32, permitiendo la eficiente replicación de influenza. 

Se sabe que KPNA6 transporta a STAT3 que es otro transductor de señales que 

activa a interleucina-6. Se ha demostrado para esta citosina, su actividad de inducir 

a la proteína colesterol 25-hidroxilasa que posee un espectro de propiedades 

antivirales. El hecho de que esta transportadora no se altere, indica que el efecto de 

la infección podría estar promoviendo su propia autolimitación.  

Los autores (Yang et al., 2018) describieron que la carioferina alfa 6 (KPNA6) podría 

desempeñar algún papel en el ciclo replicativo del ZIKV por la disminución del RNA 

viral en células Vero knock out para esta carioferina. Su posible función se refuerza 

con el incremento de hasta dos veces en la expresión de esta carioferina (de 

acuerdo con sus análisis realizados). Ya que KPNA6 es el transportador de factores 

como STAT3 (J. Ma & Cao, 2006) podría no ser un blanco celular de este virus o 

emplearla de alguna manera a lo largo de su ciclo replicativo intracelular.  



 
 

60 

 

Estos resultados coindicen con los del presente trabajo con respecto a la cantidad 

de proteína evaluada en células Huh-7 y U-87 donde tampoco se observa 

disminución en la expresión de esta proteína (pero tampoco una tendencia al 

aumento con respecto al control de carga endógeno) e interesantemente, también 

con nuestros resultados de la evaluación de localización. Si bien no se demuestra 

una disminución de la proteína evaluada, si existe una relocalización de dicha 

carioferina al núcleo de las células infectadas (figura 22) lo que también apoya la 

teoría de Yang et al., 2018 sugiriendo la participación de esta proteína durante el 

ciclo replicativo de ZIKV interactuando con algún componente viral. En nuestras 

imágenes no se observó una proximidad de la proteína indicadora de infección NS3 

con la carioferina, sin embargo, se requieren estudios de colocalización entre esta 

proteína celular y proteínas virales para determinar si existe una interacción directa 

entre proteínas virales que son movilizadas al núcleo por efecto de las importinas. 

Como se demuestra en nuestro trabajo y correlacionado con diversos antecedentes 

de otros autores, las carioferinas intervienen en distintos procesos de importe 

nuclear, siendo las distintas carioferinas alfa las que reconocen a proteínas toda vez 

que posean una NLS. Sin embargo, las especificidades de carga distintas son las 

que determinan qué importinas estarán ejerciendo el transporte activo. Además, 

encontramos que, al menos durante la infección por ZIKV, KPNA3 y KPNA6 de esta 

familia evaluada se muestran afectadas en menor medida o sin alteraciones 

significativas; probablemente debido a un mecanismo viral que autolimita la 

infección o que retiene productos proteicos en un compartimento u otro; o que son 

necesarias para interactuar con alguna proteína viral. 

La KPNB1 sirve como el importador primario y predominante de la familia de las 

carioferinas beta para la subunidad p65 en conjunto con KPNA2 como parte de esta 

vía canónica de importe/exporte, sin embargo, sus niveles de expresión no parecen 

modificarse durante la infección por ZIKV (Ng et al., 2019). Lo que si pudimos 

observar, al menos en células de glioblastoma cerebral, fue su retención o secuestro 

en el citoplasma y la periferia nuclear. Los trabajos de Dean et al., 2001 demuestran 

que KPNB1 se une a proteínas ribosomales involucradas en el empalme de mRNA 
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(proteínas SR, por sus siglas en inglés), por lo que la disminución de su expresión 

en células hepáticas podría indicar indirectamente un efecto en la traducción del 

mRNA celular. 

Existen transportadores no clásicos que también fueron evaluados en este trabajo 

durante la infección por ZIKV; llamados no clásicos por reconocer secuencias no 

semejantes a NLS, denominadas M9 (Pollard et al., 1996) y que funcionan como 

secuencias de importe y exporte (Matthew Michael et al., 1995). Las proteínas 

TNPO1 y TNPO3 fueron las que mostraron afectaciones más evidentes a nivel de 

expresión en células hepáticas Huh-7 (no así en células cerebrales); y efectos en 

grado variable en cuanto a la localización subcelular. Estos datos sugieren que el 

virus afecta a proteínas involucradas en el transporte de otros cargos que deben 

permanecer en el núcleo, tales como las ribonucleoproteínas y proteínas ricas en 

motivos de serina y arginina, las cuales contribuyen en el metabolismo de ácidos 

nucleicos y estabilizan el mRNA. 

En la tesis de doctorado de De Jesús González (De Jesús González, 2022) se 

evaluaron los efectos sobre la ribonucleoproteína heterogénea nuclear A1 (hnRNP 

A1) a las 48 h post infección con ZIKV, mostrando principalmente localización 

citoplasmática, a diferencia de su estado normal predominantemente nuclear. De 

esta manera se analizaron indirectamente las vías de transporte no clásicas como 

TNPO1 a través del marcaje de proteínas que son cargo de carioferinas como 

hnRNPA1. 

Del mismo modo De Jesús González evaluó la localización subcelular de las 

proteínas SR (proteínas con dominios de serina y arginina que participan en el 

splicing constitutivo y alternativo del pre-mRNA) en un ensayo sin infectar, 

encontrando que las proteínas se presentan principalmente en el núcleo. En cambio, 

durante la infección por ZIKV esta localización cambia a un patrón citoplasmático y 

en menor medida nuclear, sugiriendo indirectamente que la vía dependiente de 

TNPO3 implicada en el transporte de estas proteínas también se pueden afectar por 

la infección. 
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Nuestros resultados sobre extractos totales de células Huh-7 y U-87 no arrojaron 

alguna alteración evidente ni mucho menos significativa para la única exportina 

evaluada, la proteína CRM1. Del mismo modo para los resultados de imagen por 

inmunofluorescencia, no se encontraron alteraciones significativas. Esto apoya los 

antecedentes descritos (De Jesús-González et al., 2022) donde se demuestra que 

la proteína viral NS5 que poseen secuencias NES, interaccionan con la vía de 

importación alfa/beta pero también con la exportina CRM1 al tener documentada la 

acumulación de NS5 en el núcleo de las células infectadas con DENV y tratadas 

con leptomicina B que inhibe la vía de exporte. Esta información no se conoce por 

completo para ZIKV, pero ofrece interrogantes acerca de la apropiación (en caso de 

no observar disminuciones o aumentos en la expresión de proteínas) de la 

maquinaria celular para el exporte de mRNA eucariota. 

Dentro de las familias de las carioferinas se han descrito funciones no canónicas 

como chaperonas al actuar en la deposición de histonas en los nucleosomas 

(Bernardes & Chook, 2020) y al poseer péptidos similares a NLS que interaccionan 

con carioferinas alfa y beta (Greiner et al., 2004; Mosammaparast & Pemberton, 

2004); lo que igualmente podría verse interrumpido durante la infección por 

flavivirus.  

Los resultados presentados en este trabajo, ofrece una idea preliminar de las 

alteraciones de estos receptores móviles en linajes celulares derivados de órganos 

como hígado y cerebro en donde se han reportado la infección por ZIKV y se ha 

evidenciado la generación de efecto citopático e incremento de marcadores de 

apoptosis (Sherman et al., 2019) (Tricarico et al., 2017). 

Los distintos órganos blancos de la infección por ZIKV son principalmente placenta, 

testículos, útero y vagina, ojos, hígado y cerebro, ( Miner & Diamond, 2017 y de 

Sherman et al., 2019). Este extenso tropismo del virus aunado a las afectaciones 

diferenciales que realiza en cada tejido, abarcando desde malformaciones fetales, 

enfermedades inflamatorias de la vista, síndromes neurológicos en adultos y 

probables afectaciones hepática sugiere la existencia de cierta adaptación del virus 

a una célula u órgano específico. Esta versatilidad podría traducirse en puntuales 
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funciones de las proteínas virales o del genoma viral durante el ciclo replicativo en 

el hospedero, funciones que podrían estar implicadas en la compartimentalización 

de factores de patogenicidad y/o la supresión de las respuestas inmunes del 

hospedero que favorezcan la permanencia de la infección o un mayor daño a nivel 

de SNC. 

Es sabido que una misma carioferina puede desempeñar la función de 

transportadora de distintas proteínas cargo y a su vez, varias proteínas cargo sean 

factores de iniciación de respuesta inmune, de crecimiento o reguladores de la 

expresión génica con afinidad por más de un transportador. Es esta diversidad de 

interacciones la que podría propiciar que un flavivirus como ZIKV pueda usar la 

maquinaria móvil de transporte nuclear-citoplásmica para relocalizar ciertas 

proteínas virales como la proteína C, NS1, NS3 y NS5 del citoplasma hacia el núcleo 

(con información de Hertzog et al., 2018; Hou et al., 2017; Wang et al., 2017).  

Las alteraciones de KPNA1 y KPNA2 compartidas en ambas líneas celulares 

estudiadas ofrecen una idea de que estos transportadores que localizan a factores 

como STAT1 y p65 respectivamente a través de la interacción con una secuencia 

NLS (Sekimoto et al., 1997) son el blanco del ZIKV para promover la replicación en 

hígado y cerebro por igual. Tal como se ha reportado, la permisividad de estos 

tejidos para la infección y, por ende, la supresión de la respuesta inmune 

inflamatoria puede deberse en parte a la modificación de los transportadores núcleo-

citoplasma. Sin lugar a duda, la realización de estudios directos sobre las proteínas 

cargo que poseen afinidad directa sobre las carioferinas evaluadas complementarán 

la comprensión del transporte núcleo-citoplasma y sus implicaciones durante la 

infección con ZIKV. 
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CONCLUSIONES 

• La infección por ZIKV en células Huh-7 conduce a una disminución en la 

expresión y niveles relativos de las carioferinas KPNA1, KPNA2, KPNB1, 

TNPO1 y TNPO3.  

• La infección por ZIKV en células U-87 conduce a una disminución en la 

expresión y niveles relativos de las carioferinas KPNA1, KPNA2, KPNA3 y 

KPNA5. 

• La expresión de la carioferina KPNA6 y la exportina CRM1 no se disminuyen 

de manera significativa ni se modifica su localización subcelular durante la 

infección por ZIKV en células Huh-7 ni U-87. 

• Sobre células U-87, la infección por ZIKV llevó a alteraciones en la integridad 

y localización a nivel subcelular de las proteínas KPNA1, KPNA2, KPNA5, 

KPNA6, KPNB1, TNPO1 y TNPO3. 

• Carioferinas ampliamente reportadas como transportadoras de factores de 

transcripción y de mantenimiento del ciclo celular, como son KPNA1 y 

KPNA2, son afectadas de manera significativa en células de origen hepático 

y cerebral. 
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PERSPECTIVAS 

• Analizar la localización subcelular de las carioferinas α y β en células Huh-

7 en la infección por ZIKV. 

• Examinar estadísticamente significativa los resultados derivados de los 

fraccionamientos subcelulares en células Huh-7 y U-87. 

• Medir los niveles de expresión de mRNA por RT-qPCR de las carioferinas 

α y β durante la infección por ZIKV. 

• Evaluar si las vías de degradación proteosomal o autofágica participan en 

la degradación de las carioferinas α y β afectadas durante la infección por 

ZIKV. 

• Determinar a la(s) proteína(s) viral(es) responsable(s) de las alteraciones 

de las carioferinas afectadas. 

• Estudiar algunas moléculas cargo de las KPNA y KPNB, con el fin de 

confirmar si la afectación observada en nuestro trabajo se traduce en 

alteraciones de la respuesta inmune durante la infección por ZIKV. 
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