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ESTUDIO MORFOLOGICO Y MOLECULAR EN UN MODELO DE INFECCION
POR ZIKA DURANTE LA NEUROGENESIS EMBRIONARIA

RESUMEN

La enfermedad del virus Zika (ZIKV) ha generado graves problemas en la salud publica desde
su aparicion en los brotes de las Américas del 2015-2016. Esta enfermedad puede causar
trastornos en el neurodesarrollo como microcefalia; una condicion que genera, entre otras,
disfunciones motoras, visuales, auditivas y cognitivas. A pesar de un gran numero de
publicaciones sobre la patogénesis del ZIKV aun se desconocen los mecanismos asociados a la
infeccion de las células del sistema nervioso, por ello, el objetivo de este trabajo consistid en
evaluar los cambios morfoldgicos y la participacion de marcadores del neurodesarrollo en la
infeccion por virus del Zika durante la neurogénesis embrionaria en un modelo murino. Para
cumplir este objetivo se inocularon cinco ratones hembra BALB/c en el estadio temprano de
gestacion E6,5 por la via intraperitoneal, con una dosis de interferon y al siguiente dia (E7,5)
con una dosis de 9,4 x 10° PFU del ZIKV. Se llevd a cabo la eutanasia de las hembras en el
estadio embrionario E14,5; momento en donde se da la convergencia para la corticogénesis y
cerebelogénesis en el raton. A continuacion, se realizé la extraccion de los encéfalos de los
embriones para evaluar la expresion de los marcadores del neurodesarrollo (DCX, MCPH1,
NES, TBR2, GFAP, CEP-152 y RELN) y para ensayos histoldgicos e inmunohistoquimicos
Unicamente en el tejido cerebral. En la evaluacion de expresion de los marcadores de
neurodesarrollo evaluados se encontr6 que la infeccion por ZIKV altera significativamente la
expresion de DCX, CEP-152, TBR2 y RELN proteinas cruciales para el desarrollo cortical y
cerebelar. Ademas, en los resultados obtenidos de inmunohistoquimica e hibridacién in situ
observamos que las regiones con méas antigeno y ARN de replicacion del ZIKV fueron el
mesencéfalo, rombencéfalo y médula espinal, regiones donde también encontramos un mayor
nimero de alteraciones asociadas a procesos morfoldgicos relacionados a procesos de
degeneracion celular y marcacion positiva para caspasa. Por otro lado, se realizaron ensayos de
acoplamiento molecular entre las proteinas seleccionadas para el proyecto (DCX, MCPH1,
CEP152, RELN, TBR2, GFAP y NES) con las proteinas de replicacion NS4A y NS5 del ZIKV
y se encontraron energias de interaccion favorables para MCPH1, RELN, DCX y TBR2 con
NS4A del ZIKV. Con este trabajo se concluye que el virus zika genera alteraciones
morfolégicas como la aparicion de nucleos picnoticos altamente asociadas a la presencia y
replicacion viral del mismo. Se reporta por primera vez cambios en la expresion de marcadores
del neurodesarrollo cortical y cerebelar asociados a la infeccion por el ZIKV como MCPH1,
CEP-152, RELN, TBR2, ademas, este estudio es el primer reporte en donde se evidencia
interaccién molecular entre las proteinas del neurodesarrollo MCPH1, DCX, RELN y TBR2
con la proteina de replicacion viral NS4A. Estos resultados postulan a los genes evaluados como
posibles blancos de union al ZIKV y permiten plantear futuros mecanismos de infeccién por el
ZIKV.

Palabras clave: Virus zika, neurodesarrollo, microcefalia, docking, inmunohistoquimica.



MORPHOLOGICAL AND MOLECULAR STUDY IN A MODEL OF ZIKA
INFECTION DURING EMBRYONIC NEUROGENESIS

ABSTRACT

Zika virus disease (ZIKV) has generated serious public health problems since its appearance
between 2015-2016 years of outbreaks in the Americas. This disease can cause neurodevelopmental
disorders such as microcephaly; a condition that generates, among others, motor, visual, auditory and
cognitive dysfunctions. Despite numerous publications on the pathogenesis of ZIKV, the mechanisms
associated with the infection of nervous system cells are still unknown. Therefore, this study evaluated
the morphological changes and the participation of neurodevelopmental markers in ZIKV infection
during embryonic neurogenesis in a murine model. To accomplish this objective, five female BALB/c
mice at early gestational stage E6.5 were inoculated intraperitoneally with a dose of interferon and
the following day (E7.5) with a 9.4 x 105 PFU dose of ZIKV. The females were euthanized at the E14.5
embryonic stage, when the convergence for corticogenesis and cerebellogenesis occurs in the mouse.
Then, the embryos' brains were extracted to evaluate the expression of neurodevelopmental markers
(DCX, MCPH1, NES, TBR2, GFAP, CEP-152 and RELN) and for histological and immunohistochemical
assays only in brain tissue. In the evaluation of expression of the neurodevelopmental markers
evaluated, it was found that ZIKV infection significantly alters the expression of DCX, CEP-152, TBR2
and RELN proteins crucial for cortical and cerebellar development. Additionally, in the results obtained
from immunohistochemistry and in situ hybridization, we observed that the regions with more antigen
and replication RNA of ZIKV were the midbrain, hindbrain and spinal cord, regions where we also found
a greater number of alterations associated with morphological processes related to processes of cell
degeneration and positive labeling for caspase. By the other hand, molecular docking assays were
performed between the proteins selected for the project (DCX, MCPH1, CEP152, RELN, TBR2, GFAP
and NES) with the replication proteins NS4A and NS5 of ZIKV and favorable interaction energies were
found for MCPH1, RELN, DCX, and TBR2 with NS4A of ZIKV. This work concludes that the Zika virus
generates morphological alterations such as the appearance of pyknotic nuclei, highly associated with
the presence and viral replication of the virus. We report for the first time changes in the expression
of cortical and cerebellar neurodevelopmental markers associated with ZIKV infection such as MCPH1,
CEP-152, RELN, TBR2, in addition, this study is the first report where the molecular interaction between
the neurodevelopmental proteins MCPH1, DCX, RELN, and TBR2 with the viral replication protein NS4A
is evidenced. These results postulate the genes evaluated as possible binding targets for ZIKV and allow
us to consider future mechanisms of ZIKV infection.

Keywords: Zika virus, neurodevelopment, microcephaly, docking, immunohistochemistry.
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1 Introduccién

Las infecciones por virus neurotrépicos son un problema de salud publica a causa de la
morbilidad y mortalidad que se presenta en todo el mundo (1). Estas infecciones generan una
importante variedad de afecciones y malformaciones morfoldgicas en el sistema nervioso
central (SNC) debido a su organizacion compleja y capacidad de regeneracion reducida (2, 3).
Algunos virus y la respuesta inmune pueden modificar de manera directa o indirecta las células
neuronales inmaduras que no estan diferenciadas y como consecuencia pueden alterar etapas
cruciales para el neurodesarrollo, tales como la neurogénesis, corticogénesis y la migracion
neuronal (4, 5).

La organizacién mundial de la salud (OMS) en el 2016 declard que las infecciones por el virus
del Zika (ZIKV) son un problema de salud publica de interés internacional por el gran aumento
de reportes de casos de microcefalia junto con otras afecciones neuroldgicas tales como el
sindrome autoinmune de Guillain-Barré en adultos; signos reportados inicialmente durante el
brote de ZIKV en la Polinesia francesa y Brasil (6).

Actualmente se ha demostrado que las infecciones por ZIKV estan asociadas con microcefalia
en recién nacidos de madres infectadas durante el embarazo (7). El ZIKV se ha detectado en el
liquido amniotico y la placenta de mujeres infectadas durante la gestacion (8), al igual que en
la sangre y encéfalos de fetos infectados congénitamente (9, 10). Por otro lado, se ha
evidenciado que el ZIKV infecta preferencialmente a las células progenitoras neurales e inhibe
el crecimiento, proliferacion y migracion de las mismas afectando las etapas del neurodesarrollo
que son cruciales para la correcta formacion de la corteza cerebral y el cerebelo (11). Durante
la infeccion por ZIKV frecuentemente se han reportado alteraciones a nivel morfoldgico de la
corteza cerebral y el cerebelo, entre ellos disminucion en el grosor de las capas corticales e
hipoplasia cerebelar. Ademas, mediante observacién macroscopica, histoquimica y
ultraestructural se han evidenciado calcificaciones y algunos resultados indican muerte celular
por apoptosis y depoésitos de particulas infecciosas en el reticulo endoplasmatico (12-14). Por
otro lado, distintos reportes indican que el ZIKV puede infectar embriones murinos presentando
alteraciones morfoldgicas similares a las que se observan en el ser humano (15).

A nivel molecular los estudios indican que el genoma viral de las regiones codificantes y no
codificantes del ZIKV podrian interactuar con algunos genes y proteinas involucrados en el
neurodesarrollo al ser posibles blancos de entrada del virus (16). Complementario a esto, otros
investigadores han demostrado que la transduccion con lentivirus en celulas progenitoras
neurales con las proteinas involucradas en la replicacion viral como NS4 y NS5 subregulan la
expresion del gen doblecortina (DCX) involucrado en el neurodesarrollo (17, 18), lo que podria
ser una evidencia de la interaccion entre proteinas virales y este tipo de marcadores neuronales.
Es posible que dicha interaccién promueva la subregulacién o la sobrexpresion de genes como
mecanismo de replicacion viral (19).



Desde el aislamiento del ZIKV se establecio que el virus posee un alto tropismo por el encéfalo
del raton, es por esto, que dichos modelos permiten simular el espectro de signos que se
presentan durante la infeccién. Ademas, diferentes estudios del neurodesarrollo de la corteza
cerebral y el cerebelo se han realizado en modelos murinos debido al alto grado de similitud en
los procesos de migracion y diferenciacion neuronal entre el humano, rata y raton y a la
organizacion de las capas corticales y cerebelares (20-23), situacion que ha permitido
establecer tiempos de equivalencias del neurodesarrollo entre estas especies.

Estudios de neurodesarrollo entre el humano y el raton han reportado genes comunes en las dos
especies, implicados en los procesos de migracion de la corteza cerebral y cerebelar. En el ratén
los procesos de migracion neuronal de estas dos estructuras convergen en eventos importantes
hacia el dia 14,5. En este punto baja notablemente la neurogénesis para dar origen a la
astrogenesis y en este tiempo también se forman la gran mayoria de las capas corticales y folias
cerebelares (24). En el humano este proceso inicia en la semana 8 y finaliza hacia las semanas
15y 16 del embarazo para la corteza cerebral (22) y semanas 5y 6 para el cerebelo embrionario
(20, 21), excepto la capa granular externa del cerebelo que migra hasta los 20 meses postnatales
en el humano y 20 dias postnatales en el raton (25, 26).

Debido a la convergencia en la corticogénesis y cerebelogénesis, el estadio 14,5 del raton resulta
ser una fase de interés para el estudio del neurodesarrollo en modelos de microcefalia y modelos
de malformaciones asociadas a la infeccion por ZIKV (5, 27-31). En escasos estudios se ha
evaluado la expresion diferencial de marcadores de neurodesarrollo en modelos infectados con
ZIKV como es el caso de los marcadores doblecortina (DCX) y nestina (NES) (19), en este
trabajo se evaluaron estos y otros marcadores que juegan un papel importante en el desarrollo
cortical y cerebelar dado que la mutacién o el cambio de expresion en sus genes o la interaccion
con proteinas virales puede desencadenar las malformaciones observadas en modelos animales
0 humanos infectados con ZIKV. Ademas, se realiz6 el estudio neurohistoldgico en los tejidos
analizados para evaluar si el modelo de infeccion por ZIKV obtenido durante este trabajo
presenta el fenotipo asociado a las malformaciones en modelos de infeccién prenatal
previamente reportados y si los mismos estan asociados a la presencia viral. Esto era necesario
debido a que en algunos estudios con ZIKV se han evidenciado cambios morfoldgicos o
moleculares en tejidos cerebrales embrionarios que no presentan algun tipo de infeccion viral
(5). El desarrollo de esta propuesta y de los ensayos mencionados se enfoco en resolver las
siguientes preguntas de investigacion:

¢Puede el ZIKV afectar la expresion de genes involucrados en el desarrollo de la corteza
cerebral y cerebelar en modelos de rata o raton infectados durante la etapa prenatal?

¢Las proteinas codificadas por los genes evaluados podrian tener algun tipo de interaccién con
proteinas asociadas a la replicacién viral y dicha interaccion podria influir en el patron de
expresion de estos genes?
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¢Las alteraciones morfoldgicas observadas en un modelo de infeccion por Zika se encuentran
asociadas a la cantidad de antigeno o RNA viral o son el resultado de un efecto indirecto del
virus sobre el encéfalo de los embriones infectados?

El resolver estas preguntas de investigacion permitira entre otros ampliar la comprension de los
mecanismos neuropatogénicos del ZIKV e identificar parte del papel de los marcadores del
neurodesarrollo cortical y cerebelar durante la neuroinfeccion.

2 Marco teorico y estado del arte

2.1 Epidemiologia de la infeccién por virus Zika

Existen un gran nimero de virus transmitidos por artropodos (arbovirus) que presentan ciclos
enzooticos entre insectos o garrapatas vectores y sus hospedadores. Algunos de ellos causan
infecciones al sistema nervioso por células especificas o regiones en general del cerebro y el
cerebelo generando como consecuencia diversos trastornos neuroldgicos. Uno de los mas
importantes es el virus de la encefalitis japonesa cuya infeccién sintomatica puede causar gran
variedad de manifestaciones clinicas desde la enfermedad febril indiferenciada y meningitis
aseptica hasta encefalitis aguda, afectando tanto a nifios como a adultos (32).

Otros virus que no pertenecen a la familia de los Flavivirus también pueden alterar el SNC en
etapas muy tempranas del desarrollo, como es el caso del citomegalovirus (CMV) humano
considerado una de las causas principales de defectos en neonatos. La infeccion por este virus
da origen a una enfermedad neuroldgica grave que ocasiona retraso mental, paralisis cerebral y
pérdida auditiva neurosensorial, ademas se ha demostrado que las células progenitoras neurales
(NPC) del cerebro fetal son totalmente permisivas a la infeccién (1, 33). También se ha
comprobado que el CMV disminuye la expresion de proteinas esenciales para procesos como
la migracion, diferenciacion y mantenimiento de las NPC. Entre las proteinas mas afectadas se
encuentran la doblecortina (DCX), nestina (NES), homeobox determinante del sexo 2 (SOX2)
y la proteina &cida fibrilar de la glia (GFAP), comprometiendo y limitando la capacidad
multipotencial y de diferenciacion de las NPC (33).

A principios del 2016 la OMS declaré que el Zika era una emergencia en salud publica de
interés internacional (PHEIC) por la posible asociacién con microcefalia y el sindrome de
Guillain-Barre en adultos (6). EI ZIKV fue descubierto en el bosque Zika en Uganda y se aisl6
por primera vez en un mono Reshus (en 1947) y en el mosquito Aedes africanus en 1948 (34).
Los primeros brotes significativos de infeccion por ZIKV en el que se involucraron unas pocas
personas fueron en las islas Micronesias de Yap, Libreville, Gabon y otras ciudades al norte en
el 2007 (35, 36). En el 2013 el ZIKV caus6 una gran epidemia en la Polinesia Francesa con mas
de 32.000 pacientes evaluados por sospecha de infeccidon y los primeros casos en Nueva
Caledonia se reportaron en el 2014. Hasta este punto se creia que el virus del Zika causaba solo
una enfermedad febril leve y autolimitada, sin embargo, la transmisién del ZIKV en la Polinesia
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francesa se asocio con el desarrollo de la enfermedad neuroldgica autoinmune conocida como
sindrome de Guillain-Barré (37).

En el transcurso del periodo 2014-2015 en el noreste de Brasil se detectaron los primeros casos
de ZIKV; se estima que a finales del 2015, entre 440,000 y 1.3 millones de personas se habian
infectado en Brasil (38). Durante este brote se observd el aumento de casos de microcefalia, asi
como de otras malformaciones en el cerebro y muerte fetal, dando a entender que existia una
relacion entre la microcefalia y otros trastornos neuroldgicos asi como con el sindrome de
Guillain-Barre en adultos y la infeccion por el ZIKV, (8). En Colombia en el afio 2016 se
reportaron 106.559 casos de Zika a partir de diagnosticos clinicos, siendo las personas entre 25
a 44 anos la poblacion mas afectada (39), ademas, se reportaron 258 casos de Sindrome de
Guillain Barré asociados a la infeccion por el ZIKV, 432 bebes nacidos con microcefalia y 44
fetos con microcefalia que no sobrevivieron a la gestacion. EI aumento de la informacion de
estudios epidemioldgicos, patolégicos, medicina clinica y estudios experimentales, han
aportado evidencias que apoyan la asociacion de la infeccion por ZIKV con microcefalia
congénita y dafio del tejido cerebral fetal (40).

2.2 Biologia del virus del Zika

El ZIKV es un flavivirus al igual que el virus del dengue, el virus del Nilo Occidental y el virus
de la encefalitis japonesa. Este virus tiene un genoma de ARN monocatenario de sentido
positivo de aproximadamente 11Kb (41, 42), el cual codifica para tres proteinas estructurales,
capside (C), premembrana/membrana (prM) y envoltura (E) y siete proteinas no estructurales
(NSI, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B, Y NS5). Este virus es transmitido principalmente por
mosquitos hembra pertenecientes al género Aedes ahora distribuidos en Africa, Asia, Oceania
y las Américas (36, 43, 44). La transmision del ZIKV a través de mosquitos aumenta la
posibilidad que este pueda dispersarse a otras regiones donde estén presentes los vectores.
Originalmente se conocian dos linajes principales del ZIKV que eran el africano y el asiatico.
La secuenciacion de los genomas completos de las cepas pertenecientes al linaje africano se
obtuvo a partir de vectores enzodticos, mientras que las cepas pertenecientes al linaje asiatico
se obtuvieron a partir de epidemias humanas y por ende estas cepas se han asociado méas con
las principales epidemias (34). Actualmente se conocen nuevas cepas que se han aislado en
América central y América del sur. En estas cepas se ha demostrado una divergencia genética
mas amplia lo cual se atribuye a su introduccion en una poblacion inmunoldgicamente
susceptible (34).

La transmision del ZIKV ocurre principalmente mediante la picadura de un mosquito infectado,
pero se ha evidenciado que el virus puede pasar de la madre al feto (trasmisién vertical) a través
de la placenta en el periodo perinatal (45), transmitirse por actividades sexuales (46) o
adquirirse mediante transfusiones de sangre (47). El virus también se ha detectado en la saliva,
leche materna, semen y orina (48-50). La trasmision vertical puede ocurrir de multiples formas,
entre ellas mediante difusion hematdgena por la entrada directa al saco gestacional, via por la
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pared trofoblastica, mediante el transporte de células inmunitarias por efecto caballo de troya,
colonizacion uterina previa al embarazo e introduccién durante procedimientos invasivos (51).
En cuanto a la trasmision sexual se ha encontrado que el ZIKV persiste en el semen hasta 6
meses después del inicio de signos de la enfermedad, en fluido vaginal hasta tres dias post-
infeccion y en el cuello uterino hasta 11 dias post-infeccion (52, 53). Los sintomas de la
infeccion por ZIKV son variables, aungue algunos de ellos son notorios como, por ejemplo, la
fiebre, dolor articular, erupciones, conjuntivitis, mialgia y dolor de cabeza, pero
aproximadamente el 80% de los casos son asintomaticos (38, 54). Una de las complicaciones
mas graves es la asociacion con la microcefalia y otras complicaciones neurologicas en el feto,
al igual que otros trastornos neuroldgicos y malformaciones neonatales (9, 41).

2.3 Microcefalia y Zika

La microcefalia es una malformacion cerebral caracterizada por la disminucion de la
circunferencia de la cabeza. Los pacientes presentan una variedad de trastornos neurolégicos
comprometiendo las funciones motoras, visuales, auditivas y cognitivas (55). La mayoria de las
causas genéticas de microcefalia estan relacionadas con anomalias centrosdmicas. Las proteinas
centrosémicas entre muchas funciones, estan encargadas de controlar el huso mitético, el cual
es esencial para la proliferacion celular durante la mitosis; por otro lado, el desarrollo del
cerebro puede ser afectado cuando los genes que estan asociados con la microcefalia mutan lo
que implicaria funciones en el centrosoma que son esenciales en la produccion neuronal (55).
Se han postulado principalmente siete loci genéticos relacionados con la microcefalia de los
cuales todos se han conectado a genes unicos: ASPM, MCPCH-1, CEP152, CDK5RAP2,
CENPJ, STIL y WDR62 (56-60). Se debe resaltar que todos estos genes codifican proteinas
asociadas al centrosoma o actividades relacionas con el centrosoma. Ahora se han incluido
algunos loci como el CEP63 que también tiene funciones en el centrosoma (61).

Las malformaciones fetales también se han descrito en otras infecciones virales tales como la
varicela, rubéola, el virus del herpes simple genital (VHS), CMV y recientemente el ZIKV. Se
ha demostrado que existen virus que no atraviesan lamembrana placentariay por tanto no llegan
a producir dafio al embridn o al feto (62); aunque la placenta pueda infectarse tiene la capacidad
de prevenir la expansion del virus y la transmision al feto (63, 64). Durante afios el embarazo
se ha percibido como una condicién de inmunosupresion parcial, en la cual la disminucion de
la respuesta inmunitaria seria un requisito para el éxito de dicho evento. Aqui, es importante
resaltar que las mujeres embarazadas representan una poblacion inmunoldgicamente Unica
porque todo su sistema inmunoldgico esta influenciado por sefiales que se originan en la
placenta (65).

El sistema inmunitario materno tiene la capacidad para controlar las infecciones virales y
garantizar la supervivencia del feto, aunque la respuesta inmune materna activada ya sea por
infecciones virales, factores toxicos o ambientales, pueden llegar a afectar la gestacion y en
algunos casos aumentar el riesgo de desarrollar problemas fetales (62).
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El ZIKV brasilefio se ha detectado en la placenta y el liqguido amnio6tico de mujeres con fetos
microcefalicos (8, 66) y en la sangre de recién nacidos con microcefalia (9, 13). Esto sugiere
que el virus puede atravesar la membrana placentaria. Los casos méas graves de microcefalia
asociada al ZIKV se correlacionan con la infeccion materna durante el primer trimestre de la
gestacion (67-69). En esta etapa las células del trofoblasto son mas vulnerables a las infecciones
virales o bacterianas posiblemente por la respuesta variable del interferon durante este periodo
(51, 70).

2.4 Neurogénesis

La neurogénesis es el proceso clave en el cual las neuronas se diferencian a partir de las células
madre neuronales (NSC) por sus siglas en inglés Neural Stem Cell o las células progenitoras
neurales por sus siglas en ingles Neural Progenitor Cell (NPC). Este proceso es mas activo
durante el desarrollo prenatal y es responsable de aumentar el nimero de neuronas en el cerebro
en crecimiento (71). En rata y raton la ventana de tiempo de la neurogénesis en la corteza
cerebral en desarrollo ocurre desde E10,5 a E18,5 y precede al periodo de gliogénesis
terminando después del nacimiento (24). La neurogénesis se reduce notablemente en el estadio
E14,5 para dar origen a la astrogénesis gracias al bloqueo inducido por las proteinas BMP por
sus siglas del inglés bone morphogenetic protein (24, 72). Los defectos genéticos asociados con
la neurogénesis y la migracion a menudo resultan en trastornos neurolégicos del desarrollo
humano, incluida la microcefalia (73). La via de sefializacion Akt-mTOR (Proteina quinasa B-
PKB - mammalian Target of Rapamycin) no solo es crucial para controlar la autofagia, sino
también cumple un papel importante para el desarrollo cortical. Las mutaciones en esta via que
causen una activacion consecutiva de Akt conducen a trastornos como la megalencefalia,
mientras que mutaciones en esta via que inactiven la via Akt conllevan a la microcefalia (74).

Una de las vias clave para la sefializacion celular es la PI3K-Akt-mTOR; esta via es crucial
tanto para la neurogénesis de las NSC, asi como para la posterior migracion y maduracion (75).
Estudios han demostrado que las mutaciones en proteinas activadoras en la via PI3K-Akt-
mTOR pueden provocar sindromes de sobredesarrollo cerebral (74). Por ejemplo, mTOR es
importante en la regulacion del crecimiento celular y al ser inhibida en el cerebro en desarrollo
causa microcefalia (76). Por otra parte. Akt es la molécula de sefializacion central en la via
PI3K y desempefia papeles criticos en el desarrollo del cerebro y la plasticidad sinaptica (77).

Se ha demostrado que los flavivirus, como el virus del dengue (DENV), el virus de la hepatitis
C (VHC) y el ZIKV, modulan la autofagia celular para beneficiar su replicacion en las células
huésped (78-80). La autofagia es un proceso que implica la formacion de vesiculas de doble
membrana, llamadas autofagosomas, que secuestran orgdnulos citoplasmaticos dafiados,
agregados de proteinas o patdgenos intracelulares invasores para la degradacion (81). La via de
sefializacion mTOR quinasa sirve como control de la induccion de autofagia: la activacion de
MTOR a través de la sefializacion de Akt y MAPK suprime la autofagia, por otro lado, la
inactivacion de mTOR por la sefializacion de AMPK y p53 promueve la autofagia (82). La
autofagia también es un mecanismo activo de proteccién celular contra la infeccion viral. Por
lo tanto, los virus intentan modular la autofagia para beneficiar sus ciclos de vida. Se ha
demostrado que flavivirus como ZIKV y DENV secuestran la via de autofagia para apoyar de
manera similar la replicacion viral (78, 79). La infeccion por ZIKV induce autofagia a traves
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de un mecanismo similar al DENV mediante las proteinas de replicacion viral NS4A y NSb5.
Estas proteinas pueden inhibir la funcion de mTOR vy la expresion de proteinas como DCX'y
NES, que resultan importantes durante el neurodesarrollo afectando con ello la biomasa celular
(82).

2.5 Desarrollo de la corteza cerebral

Las seis capas corticales se generan en los estadios embrionarios del raton E10-E15,5 o E17
aproximadamente pero se ha indicado que la corteza cerebral alcanza su grado de maduracion
al dia embrionario postnatal 8 (p8) (83, 84). Las capas infragranulares se forman en los estadios
E11-E14,5y las supragranulares desde E13,5- hasta E 16,5 con excepciédn de la capa 1 la cual
se da al inicio de la formacién cortical(24, 55, 85)

La corteza cerebral es una estructura que recubre los hemisferios cerebrales y esta formada por
células neuronales, células gliales (astrocitos, oligodendrocitos y microglia), epéndima y vasos
sanguineos (86). La region méas grande de la corteza es el neocortex, el cual esta formado por
seis capas corticales (I, I1, 111, IV, V' y VI) y cada capa tiene conexiones distintas y estructuras
subcorticales con funciones determinadas. Las neuronas piramidales en cada capa cortical
presentan diferencias en la morfologia dendritica, la longitud del axon y sus conexiones, asi
como en sus funciones moleculares. La expresion de los factores de transcripcion Fezf2/ Zfp312
en la capa V regula la formacién de las dendritas (87). Por otro lado, en las capas corticales Il
y Il las neuronas desarrollan uniones dendriticas y espinas dendriticas abundantes, que
permiten integrar a las neuronas de diferentes capas corticales.

Las capas corticales superiores en el raton son identificadas mediante los factores de
transcripcion Cux1 y Cux2, siendo estos los homdlogos vertebrados del factor de transcripcion
de Drosophila (homebox cut) encargado de controlar la morfologia dendritica de las
poblaciones posmitéticas del sistema nervioso periférico (88). Se ha demostrado que Cux2
participa en la proliferacion de precursores neuronales en la zona subventricular y tanto Cux1
como Cux2 estan involucrados en la regulacion de la diferenciacion tardia, la formacion de la
columna vertebral y la funcién sinaptica en las capas Il y 111 de la corteza (89, 90).

El desarrollo de la corteza comienza con una capa plexiforme fundamental en el telencéfalo y
da origen a la formacion de la capa | y la subplaca de la placa cortical, siendo ésta la
organizacion cortical primitiva que es compartida con anfibios y reptiles. Por otro lado, la capa
plexiforme es de gran importancia para la formacion de la placa cortical y las demas capas
corticales (1, 111, IV, V y VI); esta organizacién se observa Unicamente en los mamiferos (22).
En el transcurso del desarrollo de la placa cortical es necesaria la formacion de un citoesqueleto
gue ayude a las neuronas a mantener su forma y organizacion. La progresiva acumulacién de
neuronas migratorias dentro de la capa plexiforme primordial
separa progresivamente la capa | de la subplaca. Mientras que la capa | retiene su estructura
plexiforme y sus células de Cajal-Retzius, la subplaca sufre transformaciones estructurales
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durante la maduracion de la placa cortical, y sus neuronas se transforman en las células
intersticiales profundas. En el raton la formacion de la capa | ocurre durante los dias
embrionarios E10y E11,5 (91).

Existen proteinas que juegan un papel importante en la formacion o estabilizacion de estos
componentes del citoesqueleto, entre ellos se encuentran las proteinas GFAP, internexina y
periferina involucradas en la formacion de los neurofilamentos (92). Por otro lado, varias
proteinas estabilizadoras de microtibulos se expresan en neuronas en desarrollo, como es el
caso de las proteinas asociadas a microtubulos MAP, encargadas en regular la polimerizacion
y estabilizacion de los mismos. Estas proteinas sirven como apoyo para las modificaciones
morfolégicas, transporte de organulos y participan directamente en los cambios morfoldgicos
durante la diferenciacion neuronal (93). Las MAP se dividen en tres familias Mapl, Map2 y
Tau, las cuales se expresan, subdividen y cumplen funciones especificas durante etapas
tempranas del desarrollo e incluso en el adulto (93, 94). Para Map2 se ha demostrado que la
proteina puede estar relacionada con diferentes alteraciones morfoldgicas cerebrales (95).

La formacién de las capas corticales comienza con la migracion de las células progenitoras
neurales usando como apoyo las células de la glia radial. El cierre del tubo neural, la formacion
de la cresta neural y el desarrollo de la placa cortical son claves para dar inicio a la migracion,
maduracion neuronal y funcional (22, 94). La migracién neuronal es el proceso en el que las
capas de la neocorteza se ubican de adentro hacia afuera, es decir que la capa Il se comienza a
situar antes que la capa Il. Las células NPC migran hasta su destino ya sea el sistema nervioso
central o el sistema nervioso periférico. Este proceso es de gran importancia para la formacion,
diferenciacion y funcién éptima de las neuronas de la corteza, ademas, se debe resaltar que una
migracion anormal conlleva a un mal posicionamiento de las neuronas, afectando
eventualmente la formacién de las capas corticales y generando como consecuencia déficit
cognitivo y retraso mental (96).

La migracion neuronal se puede dar de dos formas, la radial y la tangencial que se diferencian
entre si por la direccion a la que migran las neuronas. La migracion radial comienza desde la
zona ventricular hasta la zona marginal, las primeras NPC en migrar lo hacen de manera radial
usando como soporte las células gliales radiales que se forman durante la neurogénesis. La
migracion radial es crucial para la formacion de la corteza cerebral, médula espinal, el cuerpo
estriado y el tdlamo entre otras estructuras cerebrales (97). En la migracion tangencial las
neuronas migran en paralelo a la zona ventricular y se han encontrado dos rutas principales: a
partir de la eminencia ganglionar medial hasta la neocorteza y el hipocampo y de la eminencia
ganglionar lateral hasta el bulbo olfatorio (98). En el feto humano este proceso se lleva a cabo
en su mayoria entre las semanas gestacionales 7 hasta la 16, aunque se ha evidenciado la
presencia de las células de glia radial después de las 16 semanas, demostrando que la migracion
puede continuar y no es un proceso que se detiene abruptamente (99).
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Durante la migracion neuronal ocurre también la proliferacion neuronal. Las NPC se dividen
inicialmente de manera simétrica y dan lugar a dos células hijas iguales al progenitor.
Posteriormente presentan una division asimétrica, en la que en cada division se genera una
célula glial y otra célula se transformara en neurona y continua de esta manera hasta que la
division vuelve a ser simétrica pero esta vez las dos células hijas se diferencian en neuronas y
de esta manera llega el final de las células progenitoras neurales (97, 98). Este proceso de
proliferacion neuronal esté involucrado en la generacion de nuevas neuronas. En el humano,
ocurre durante los dias 37 y 40 del periodo de gestacion y las semanas 15 y 16 del periodo
postnatal (22, 72, 100). En el adulto es posible encontrar células progenitoras neurales en el
hipocampo y la zona subventricular; estas divisiones ocurren también en la zona ventricular
para formar la primera capa cortical (101).

La migracidon neuronal es un proceso complejo que estd mediado por un gran namero de
proteinas que se expresan en diferentes tiempos del desarrollo y cada una de ellas juega un
papel importante en la formacion y en la regulacion de la formacion de las capas corticales. La
nestina (NES) es una proteina de filamento intermedio (IF) identificada por primera vez en las
células madre neuroepiteliales del tubo neural embrionario de rata. EI descubrimiento de esta
proteina permitié identificar el papel crucial que juegan los filamentos intermedios en la
diferenciacion neuronal. Esta proteina se expresa desde el cierre temprano del tubo neural hasta
el desarrollo posnatal del cerebelo (102, 103), por ende, se ha utilizado como marcador para
células neuroepiteliales y progenitoras en proliferacion (104). La nestina también juega un
papel importante en la distribucion de factores celulares durante la division de las células
progenitoras y la distribucion de la proteina vimentina, la cual es esencial para mantener la
integridad fisica de las células en especial células embrionarias.

Existen proteinas que regulan directamente la migracion neuronal como es el caso de la proteina
reelina (Reelin) (91). Se ha demostrado que esta proteina se encarga de controlar la migracion
neuronal, la formacién de las capas en el cerebro de los mamiferos en desarrollo, al igual que
el crecimiento, maduracion y actividad sinéptica en el cerebro adulto (105).

2.6 Desarrollo del cerebelo

La proliferacion de células en el cerebelo del ratdn se inicia entre los dias embrionarios E10 y
E14 (91). Las celulas desde la zona ventricular, especificamente las del cuarto ventriculo,
alcanzan los nucleos profundos y la capa de células de Purkinje (25). Otra poblacién celular
migra desde el labio rémbico para formar la capa granular externa (EGL) del inglés external
granule layer; una capa temporal que permanece mientras migra la totalidad de las neuronas de
Purkinje hasta alcanzar su destino final (91). En el labio rGmbico se expresa el marcador Mathl,
un factor de transcripcion necesario para la generacion de los nacleos del rombencéfalo antes
del dia E12 en el ratdn e importante para la formacion de las células granulares entre los dias
E12 y E17 (25).
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La EGL migra a través de las células de Purkinje para formar la capa granular interna. Esta capa
permanece en el humano durante 20 meses después del nacimiento (106) y en el raton hasta los
20 dias (25, 107). La EGL es un sitio de proliferacion celular en el cerebelo de distintos
animales. Después del nacimiento las interneuronas tales como las células en cesta, células
estrelladas y las células granulo toman su lugar en esta capa. Esta capa es sensible a la radiacion
con rayos X y a las infecciones virales. Las afecciones en esta capa producen distribucion
heterotipica de células granulo en la capa molecular, desarreglo de las células de Purkinje y
escasez celular en la capa granular interna (25). Las células de la EGL expresan marcadores de
las células astrociticas y de células madre tales como GFAP, nestina, Blbp, Sox2 y
Musashil(25). Estas propiedades neurogénicas también se observan en el giro dentado y en la
zona subventricular durante toda la vida, pero en la EGL solo permanecen hasta las dos semanas
postnatales en el ratdn y probablemente hasta los 20 meses postnacimiento del humano; periodo
en el que esta presente la capa granular externa.

Otras proteinas pueden jugar un rol importante en la morfogénesis del cerebelo, tal es el caso
de la proteina Reelin, anteriormente mencionada por su importancia durante el desarrollo del
neocortex (108). Las mutaciones autosdmicas recesivas para la proteina producen en ratones
disminucion del tamarfio cerebelar y pérdida de foliaciones. Los andlisis histoldgicos en el dia
E14 de los ratones afectados para la mutacion indicaron disminucién de las células de la capa
granular externa, ausencia de las células de Purkinje y reduccion en el nimero de células
granulo internas (91).

3 Estado del arte

3.1 Alteraciones neuroldgicas asociadas a la infeccién con ZIKV

Aunque el Zika se identifico como enfermedad infecciosa desde la década de los afios 50, solo
fue hasta el brote en el 2015 en Brasil donde se descubrio6 su capacidad para causar infecciones
congénitas y malformaciones fetales (109). Se cree que la evolucién genética o la aparicion de
una mutacion en el genoma del ZIKV pueden haber contribuido a las manifestaciones clinicas
obtenidas en los brotes recientes (110, 111). Por otro lado, se ha encontrado que la infeccion
con el ZIKV altera los niveles de proliferacion, diferenciacién y migracion de las células
progenitoras neurales afectando la expresidn de un gran niamero de proteinas como DCX, NES,
la ciclina B1 (CCNBL1), la subunidad alfa 4 de laminina (LAMAA4) y el factor de transcripcion
JUND. Ademas, se demostrd que las proteinas no estructurales NS4A y NS5 del ZIKV reducen
la expresion de DCX que se requiere para la migracion neuronal durante el neurodesarrollo
(19).

Las proteinas no estructurales NS4A junto con la proteina NS4B del virus Zika suprimen la
sefializacion de AKT-mTOR e inducen la autofagia, esta via de sefializacion regula la
proliferacion, regulacion, supervivencia celular, metabolismo y apoptosis (19, 72, 82). Por otro
lado, la proteina no estructural NS5 del ZIKV bloquea la induccién y la sefializacion de
interferon tipo | (112). La infeccion con ZIKV afecta directamente el crecimiento de
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neuroesferas de cultivos primarios de células progenitoras neurales y mediante la transduccion
con lentivirus que contenian cada gen del ZIKV se demostré que las proteinas NS4A 'y NS5 del
ZIKV estan involucradas con la baja regulacion del gen DCX en células progenitoras neurales
humanas (hNPC) y la reduccion a la baja de nestina en células madre neuronales fetales
humanas (fNSCs) (19, 82), Por esa razon, en el presente trabajo se realizaron ensayos de
acoplamiento molecular entre DCX y otras proteinas involucradas en el neurodesarrollo
seleccionadas para este proyecto (MCPH1, CEP152, Reelin, TBR2, GFAP, NES) con las
proteinas no estructurales NS4A y NS5 del ZIKV dado que el hallazgo de una posible
interaccion entre estas proteinas no solo permite postular posibles blancos de accién viral sino
que ademas podria dar explicacion a los cambios en el nivel de expresion de los marcadores del
neurodesarrollo evaluados tal y como se ha podido inferir con las diferentes evidencias aqui
presentadas.

En los trabajos realizados con el ZIKV se ha encontrado que existe una interaccion directa entre
el gen Musashi-1y las regiones no codificantes del virus; este gen promueve la replicacion viral
(16). También se ha encontrado en modelos experimentales y en humanos, una disminucion en
el grosor de las capas corticales asociado con microcefalia y se ha demostrado que la infeccion
por el ZIKV influye en la regulacién de genes estrechamente relacionados con la autofagia y la
apoptosis asi como en la regulacion positiva de algunos genes como la caspasa 6 y supresion
de otros como el atg 12 (15).

El ZIKV ha llamado la atencion por su asociacién con malformaciones congénitas graves como
la microcefalia, adelgazamiento de las capas corticales y anomalias oculares observados en
pacientes humanos y en modelos animales como el ratdn (15). Los mecanismos por los cuales
el ZIKV causa malformaciones fetales son aun desconocidos, sin embargo, teniendo en cuenta
el papel de la placenta durante la infeccidn existen dos hip6tesis. La primera apunta a que la
placenta transmite directamente el ZIKV al feto y la otra hace referencia a que la placenta en
si, podria ser la causa de las malformaciones fetales debido a la respuesta generada con la
exposicion al virus (113). Esta respuesta proinflamatoria podria estar favoreciendo o causando
la microcefalia como se ha visto en casos de exposicion a la radiacion, consumo de alcohol o
cocaina o inclusive con infecciones de otros virus como el citomegalovirus (CMV) (114-117).

Algunos estudios podrian indicar que el ZIKV puede alterar moléculas o vias de sefializacion
especificas durante etapas de desarrollo tempranas, afectando la diferenciacion celular y la
formacion de estructuras cerebrales modificando las funciones llevadas a cabo por marcadores
de desarrollo asociados a la microcefalia como lo son DCX, MCPH1, CEP63, CEP152, TBR2,
NES, Map-2 entre otros (19, 113, 118-121). La expresion de estos genes se lleva a cabo en su
mayoria durante la neurogénesis y su subexpresion o sobreexpresion se han asociado con
microcefalia. Es posible considerar que la alteracion en estos marcadores neurales podria
contribuir a los defectos fetales observados durante la infeccion por ZIKV (19, 56, 113, 118-
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121). En la tabla 1 se visualizan los genes evaluados junto con una breve descripcion de su
funcion.

3.2 Modelos in vivo e in vitro

En la actualidad se ha demostrado la transmision vertical del ZIKV en el modelo de raton. En
estos biomodelos se ha logrado el fenotipo de microcefalia 0 malformaciones congénitas luego
de inocular ratones hembra en distintos estadios embrionarios o del desarrollo postnatal
temprano y diferentes vias de infeccion (122, 123). EI modelo murino permite evaluar parte de
los mecanismos involucrados en la neuropatogénesis de la infeccidn prenatal por Zika como es
la expresion diferencial de proteinas tanto en adultos como en etapas tempranas del desarrollo.
Actualmente se han realizado varios estudios utilizando diferentes modelos murinos como es
el caso de los modelos: SJL, C57BL/6, ICR, CD-1, entre otros. Estos ratones se han inoculado
por diferentes vias; entre las mas utilizadas se encuentran la intravenosa, intracerebral,
intraperitoneal e inyeccién retro orbital (5, 15, 124-126).

En el modelo SJL se ha encontrado que la infeccidn con el virus Zika influye en la regulacién
de genes estrechamente relacionados con la autofagia y la apoptosis. En estos ratones se ha
encontrado sobreexpresion de Casp6, Bmf, Irgml y supresion de los genes Atgl2, Gadd45a,
Fasl. Por otro lado, en este estudio y en otros modelos murinos ha sido posible simular ciertos
cambios morfoldgicos que se observan en pacientes humanos como cambios morfoldgicos en
el tamafio general del cuerpo y una disminucion del grosor de las capas corticales, ademas, se
han encontrado alteraciones a nivel celular que evidencian muerte celular como consecuencia
de la infeccion con ZIKV (15, 47, 62).

En los distintos estudios de modelos murinos se ha logrado observar una correlacién entre los
hallazgos morfolégicos y el cambio en la expresion de genes asociados al neurodesarrollo,
procesos de apoptosis y otros tipos de muerte celular, es por esto, que los distintos estudios en
donde se evalle el efecto del ZIKV sobre marcadores del desarrollo cortical y cerebelar
deberian incluir los hallazgos histolégicos o morfologicos con el fin de establecer correlaciones
entre el fenotipo observado y los cambios a nivel molecular (5, 30, 63, 127-129).

Paralelamente se han estudiado los efectos de la infeccion por ZIKV durante la neurogénesis
en cultivos tridimensionales tales como organoides y neuroesferas de células madre
pluripotentes inducidas experimentalmente. En estos modelos se ha comprobado que el ZIKV
induce muerte celular en células madre neurales humanas, afectando la formacion de
neuroesferas y reduciendo la formacion de organoides. De igual manera, se ha demostrado que
las células precursoras corticales son un objetivo del ZIKV a través de la desregulacion del
ciclo y el aumento de la muerte celular (11, 130). Ademas, se ha comprobado que el ZIKV
puede afectar la expresion de la via Notch en células progenitoras neuronales humanas (hNPC)
y del ratdn. Esta via participa en la proliferacion neuronal, la diferenciacion y la apoptosis
durante la neurogénesis (131).
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Los modelos in vitro e in vivo permiten simular el primer trimestre del desarrollo cerebral donde
se ha visto que el ZIKV puede causar graves dafios (132, 133). Estas aproximaciones se pueden
extender hasta los dos primeros afios postnatales y para rata y raton existen equivalencias entre
estas especies (134). Sin embargo, en los cultivos de organoides la falta de un sistema vascular
y la ausencia de células inmunitarias puede llegar a ser una gran limitante (135). A pesar del
numero de investigaciones que se han realizado aun hace falta esclarecer el impacto de la
infeccion por ZIKV en las hNPC y en los genes y proteinas implicadas en el proceso de
migracion y diferenciacion celular.
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Tabla 1. Marcadores del neurodesarrollo prenatal evaluados.

Etapa del Sigla
neurodesarrollo

Nombre

Descripcion

DCX

MCPH1

CEP152

Neurogénesis

TBR2

GFAP

RELN

Doblecortina

Microcefalina 1

Centrosomal protein

152

Eomesodermin

Proteina acida fibrilar
glial

Reelin
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Proteina asociada al citoesqueleto expresada en neuronas migratorias en todo el sistema en
desarrollo y adulto, ademas, la expresion de ARNm y proteina es homogénea en la zona
intermedia, subplaca y placa cortical durante el estadio E14,5 en el ratén (19, 136). La
mutacioén de esta proteina conlleva a la interrupcidn o alteracion de la migracién neural y se
ha asociado a varios trastornos de la migracion neuronal en el humano, como lo es la
lisencefalia de Miller-Dieker vy la lisencefalia ligada al cromosoma X (136).

Este gen es expresado en las mitocondrias y cumple un papel crucial en la proliferacion y
sobrevivencia de las células gliales radiales apicales durante las etapas de desarrollo cortical
(137). Las mutaciones en este gen se han asociado con la microcefalia.

Esta proteina estaria involucrada con la duplicacién de los centrosomas. La expresién de
CEP152 facilita la interaccion de PLK4 Y CENPJ, moléculas involucradas en la formacion
del centriolo (138). Los cambios en la estructura o funcién del centriolo estan asociados con
enfermedades graves en humanos tales como ciliopatias, cancer o problemas en el desarrollo
embrionario (139, 140).

Thr2 se expresa en células progenitoras neuronales corticales en la zona subventricular entre
los dias embrionarios E12 y E16. Desempefia un papel en el desarrollo del cerebro que se
requiere para la especificacion y la proliferacién de las células progenitoras intermedias y
su progenie en la corteza cerebral (119). La inhibicién de Tbr2 conlleva a una disminucion
del grosor de las capas corticales (141).

Proteina esencial para procesos como la migracion, diferenciacion y mantenimiento de las
células progenitoras neuronales, al igual que otros miembros de la familia de filamentos
intermedios como la vimentina, desimina y periferina estan involucrados en la estructura 'y
funcion del citoesqueleto (142).

Proteina encargada de controlar la migracion neuronal, la formacién de las capas en el
cerebro de los mamiferos en desarrollo, al igual que el crecimiento, maduracion y actividad
sinaptica en el cerebro adulto (97, 108, 143).




NES Nestina Proteina de neurofilamento intermedio, requerida para el desarrollo cerebral. Este marcador
juega un papel importante en la distribucién de factores celulares durante la divisidn de las
Corticogénesis células progenitoras (144).
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4 Objetivos

4.1 Objetivo General

Evaluar los cambios morfoldgicos y la participacion de marcadores del neurodesarrollo en la
infeccion por virus del Zika durante la neurogénesis embrionaria.

4.2 Obijetivos especificos

1. Identificar los hallazgos o cambios morfoldgicos en un modelo de infeccidn por
ZIKV durante la neurogénesis embrionaria.

2. Analizar el patron de expresion de genes implicados en la formacion de la corteza
cerebral y el cerebelo en un modelo de infeccion por ZIKV durante la
neurogénesis embrionaria.

3. Establecer asociaciones entre el grado de interaccion de proteinas virales y

marcadores del neurodesarrollo con el patron de expresion encontrado durante la
infeccion viral.
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5 Materiales y métodos

5.1 Consideraciones éticas para el uso de animales de laboratorio

Para el adecuado uso de animales y el manejo de muestras de tejido animal se siguieron las
normas técnicas y éticas vigentes de Colombia y las guias internacionales en cuidado y uso
de animales de laboratorio que se acogen en el pais (145) y de la directiva Europea (146), asi
como en Bioseguridad el BMBL del CDC-NIH, (147) y el Manual OMS 32 edicion (148).

Se tuvieron en cuenta las disposiciones y recomendaciones consignadas en la Resolucion
8430 de 1993 del Ministerio de Salud por la cual se establecen las normas cientificas, técnicas
y administrativas para la investigacion en salud y en su Titulo V la investigacién biomédica
en animales; normatividad juridica que regula la experimentacion animal en Colombia
incluida en la ley 84 de 1989 por la cual se adopta el “Estatuto Nacional de Proteccion de los
Animales y las disposiciones sobre métodos de manejo y cuidado de animales de laboratorio
usados en Latinoamérica que a la vez consideran los lineamientos internacionales (149).
Adicional a lo anterior este trabajo acogi6 a todas las recomendaciones dictadas por el
Instituto Nacional de Salud (INS) (lugar en donde se desarroll6 el trabajo de investigacion).
Este trabajo forma parte de los compromisos adquiridos en el marco del proyecto “Estudio
del efecto de la infeccidn por virus ZIKA sobre la citomorfologia, la neurobioquimica, y el
neurodesarrollo en modelos in vivo e in vitro” Financiado por Colciencias (Minciencias) y el
INS para lo cual los procedimientos aqui descritos fueron avalados por el Comité de Etica en
Investigacion (CEIN) del INS (Acta No. 13 de 2016). Adicionalmente, este proyecto de tesis
fue avalado por el Comité de Etica de la Facultad de Ciencias de la Universidad Nacional.

5.2 Establecimiento del modelo de infeccién prenatal

Se inocularon cinco ratones hembra BALB/c en el estadio temprano de gestacion E6,5 por la
via intraperitoneal, con una dosis de interferén de 125 mg ref: 1-401 (Leinco techologies, Inc)
y al siguiente dia (E7,5) con una dosis de 9,4 x 10° PFU de ZIKV de una cepa circulante en
las Ameéricas capaz de infectar el tejido cerebral y generar signos neurolégicos; cepa aislada
y caracterizada por nuestro grupo de trabajo en el INS (123). También se inocul6 el mismo
namero de hembras con solucion vehiculo desprovista del virus, para tener un grupo control.
Todas las inoculaciones se realizaron previo al proceso de neurulacion (E8-E9,5) y los
sacrificios de las hembras se realizaron en el estadio embrionario E14,5 debido a los
importantes eventos de convergencia del neurodesarrollo cortical y cerebelar que se
presentan en dicha etapa (24). Para determinar los estadios de inoculacion, se realizo el
apareamiento de las ratonas BALB/c en el ciclo estral de diestro (establecido citologia
vaginal), a partir de este momento se contaron dias y horas de prefiez. Ademas, se realizaron
mediciones diarias del peso de las hembras y las ratonas que presentaban un aumento del
peso eran seleccionadas para los ensayos de inoculacion. En total se inocularon 10 hembras
gestantes, cinco con virus y cinco controles, este nimero de ensayos se llevé a cabo teniendo
en cuenta la cantidad minima de ensayos requeridos para obtener una prefiez efectiva de
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acuerdo con la experiencia previa del grupo de trabajo en este tipo de ensayos, basados en el
principio de las tres R de Russel: reduccion, refinamiento y reemplazo (150). Con estas
inoculaciones se logro obtener un grupo minimo de tres hembras prefiadas infectadas con sus
respectivos controles.

5.3 Eutanasiay manejo de muestras

La eutanasia de las hembras gestantes se llevé a cabo en camara de CO>, se y para los
embriones se realizé mediante la exposicion a un caudal mayor de CO,, La mayor exposicion
a los gases se realizo debido a que en etapas tempranas del desarrollo embrionario o posnatal
temprano la rata y el raton resisten altamente las condiciones de hipoxia (151). Cada embrion
fue extraido dentro de su saco embrionario en donde contenian la placenta de cada embrion.
Los procedimientos que involucraron intervenciones madre-cria fueron coordinados por un
médico/a veterinario (en el Bioterio del INS) entrenado en este tipo de procedimientos que
asegur6 el manejo adecuado de los animales.

A continuacion, se realizé la extraccion de los encéfalos de los embriones para evaluar la
expresion de los marcadores y los dafios histopatolégicos unicamente en el tejido cerebral.
Los embriones control e infectados fueron separados en dos grupos como se explica mas
adelante, la mitad de los embriones obtenidos de cada madre inoculada se ubicé en un vial
de 1,5 ml con 500 uL de RNAlater® (Qiagen Inc, USA) y las muestras se almacenaron a -
80°C, hasta su posterior procesamiento. La otra mitad de los embriones se fijo en una
solucion de paraformaldehido al 4%, para ensayos histolégicos e inmunohistoquimicos.

5.4 Metodologia por objetivo

5.4.1. Coloraciones de Hematoxilina-Eosina (H&E) (Objetivo 1)

Se realizaron coloraciones de H&E en los tejidos cerebrales para evaluar cambios
neurohistoldgicos o citopaticos convencionales previamente mencionados en ensayos de
infeccion por ZIKV tales como calcificaciones, necrosis, cuerpos picnéticos y otras formas
de muerte celular. Las interpretaciones de los ensayos histoldgicos se realizaron mediante la
asesoria del grupo de patologia del Instituto Nacional de Salud, aqui, se construy6 una matriz
de las diferentes areas cerebrales evaluadas para establecer asociaciones entre el tipo de dafio
celular y la cantidad de antigeno viral expresado en unidades de densidad dptica (tabla 5).

5.4.2. Ensayos de relacion entre porcentaje de células infectadas y alteraciones
morfoldgicas
En los estudios histoldgicos se llevaron a cabo ensayos de hibridacion in situ en cortes
seriados con el fin de evaluar las diferencias entre el porcentaje de células infectadas por cada
técnica y establecer relaciones con el grado de dafio o alteraciones morfoldgicas observadas
en los encefalos de embriones analizados.
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5.4.3. Ensayos histoldgicos e inmunohistoquimicos (IHQ) (Objetivo 1)

Para el analisis de los cambios histolégicos de ratones BalB/c infectados con Zika, los
encéfalos de los embriones fijados en paraformaldehido 4% -DEPC (diethilpirocarbonato),
se incluyeron en parafina y se realizaron cortes de 4 micras en sentido sagital. Estos cortes
fueron recogidos sobre laminas cargadas y se llevaron a cabo tinciones H&E asi como
ensayos inmunohistoquimicos para detectar antigeno viral de Zika mediante el kit MACH4
AP polymer marca Biocare Medical y un anticuerpo policlonal contra Zika donado por el
CDC. El protocolo de inmunohistoquimica en lamina se realizé de acuerdo con ensayos
previamente estandarizados en el grupo de Morfologia Celular del INS (152-154) o por el
protocolo del kit MACH4 (Rochem Biocare).

5.4.4. Ensayos de hibridacion in situ (ISH) (Objetivo 1)
Las muestras fueron fijadas en paraformaldehido (PFA) 4% -DEPC para evitar la presencia
de RNasas que pueden alterar la integridad de las sondas, por esta razén, todos los procesos
de deshidratacion se realizaron con etanol grado molecular y diluidos con H20-DEPC. Cada
ensayo contd con tejidos control tanto positivos como negativos.

Para los ensayos de ISH se utilizaron sondas previamente disefiadas por nuestro equipo de
trabajo (155) y sintetizadas con los primers forward y reverse respectivamente; las sondas
fueron detectadas con el conjugado de digoxigenina (DIG). Los tejidos pasaron por un
proceso de desparafinacion y rehidratacion usando un coplin de vidrio de 60ml estéril. Los
cortes de los tejidos se ubicaron sobre ldminas cargadas de manera electrostatica, se
incubaron con aproximadamente 400 pl de H20-DEPC y se procedid a realizar la digestion
enzimatica con 1pL de proteinasa K por 15 minutos a 37°C en cdmara himeda.

Los tejidos pasaron por una post-fijacién con PFA 4%-DEPC por 20 minutos a temperatura
ambiente en cdmara humeda. Después de unos lavados con PBS 1X-DEPC se realizo la pre-
hibridacion en la cual los tejidos se incubaron a 70°C por 5 minutos en la solucién de
hibridacion compuesta de (10ml total): Formamida 100% (5ml), SSC 20X (2.5 ml), Tween
100% (0.01ml), Heparina 100mg/ml (0.01ml), SDS 100% (1ml), Denhart’s solution 50X
(0.2ml), tRNA 10mg/ml (2.5ml) y H20-DEPC (1.03ml). Las muestras y las sondas pasaron
por un proceso de desnaturalizacion con la solucion de hibridacion a 70°C por 5 minutos y
se incubaron con 400 uL de sonda a 65°C por toda la noche en camara himeda. Se utilizaron
sondas conjugadas con digoxigenina (DIG). Las sondas sintetizadas con el primer forward
acoplado al promotor SP6 para hibridacién con el ARN de replicacion del ZIKV (hebra
antisentido) y las sondas sintetizadas con el primer reverse acoplado con el promotor T7 para
hibridacion con el ARN gendmico del virus Zika (hebra sentido). Pasado el tiempo de
incubacion, se procedio a realizar lavados con la solucion de hibridacién sin sondas a 75, 50
y 25 %, a una temperatura de 65°C por 10 minutos cada una. El revelado se llevé a cabo con
NBT/BCIP (SIGMA) en camara himeda cubierta de la luz; el tiempo de exposicion fue
definido dependiendo de la coloracion deseada con revisiones periodicas cada 30 minutos.
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5.5 Evaluacién de la expresion diferencial de marcadores de neurodesarrollo
(Objetivo 2)
5.5.1.1 Extraccion de ARN viral total a partir de lisados de tejidos animales
Para la cuantificacion de la expresion de los marcadores en tejidos se realizd la extraccion
del ARN total mediante la utilizacion del estuche comercial RNeasy mini kit® (Qiagen Inc,
USA), siguiendo las recomendaciones del fabricante. Se adicionaron 600 uL de buffer RLT
y se realizd la homogenizacion del tejido mediante la utilizacion de una jeringa estéril.
Posteriormente se centrifugé el lisado a 13.000 rpm y el sobrenadante fue transferido a un
nuevo vial, al cual se le adicion6 un volumen de etanol al 70%. La mezcla fue transferida a
una columna RNeasy spin y se centrifugd a 13.000 rpm durante 15 segundos. A continuacion,
se realizo un lavado con 700 uL de buffer RW1 y dos lavados con buffer RPE. Finalmente,
para la elusion, la columna se ubico en un nuevo vial de 1.5 mL y sobre la membrana se
adicionaron 50 uL de agua libre de Rnasas; luego se procedié a centrifugar a 13.000 rpm.
Los extractos de ARN fueron almacenados a -80°C hasta su posterior manejo.

5.5.1.2 Disefio de primers para la evaluacion de la expresion diferencial de marcadores

Los primers utilizados en este estudio fueron previamente disefiados con el grupo de trabajo
(Anexo 1B). El disefio de los primers se llevd a cabo utilizando los parametros descritos en
el anexo 1, a través del modulo PrimerSelect de la suite LaserGene® version 8.1 (DNASTAR
Inc., Madison, WI, EE. UU.) y el software de bioinforméatica Unipro UGENE v. 34. Se
seleccionaron los primers de tal manera que el producto amplificado fuera entre 80 a 150pb.
Las secuencias de referencia utilizadas para el disefio de los primers se obtuvieron de la base
de datos de NCBI. A continuacion, se realizé un alineamiento entre las secuencias de los
marcadores de neurodesarrollo a evaluar expresados en raton y los primers seleccionados,
con el fin de identificar si estos primers reconocian los genes a evaluar mencionados en la
tablal.

Una vez disefiados los primers se analizaron con el software Beacon Designer de PREMIER
Biosoft para seleccionar aquellos que presentaron mejor estabilidad energética y menor
probabilidad de generar “harpings” y regiones homologas, es decir que se seleccionaron los
primers que tuvieron energias de estabilidad bajas con el fin de minimizar efectos secundarios
sobre la eficiencia de la PCR (anexo 2).

5.5.1.3 RT-gPCR en tiempo real para la cuantificacion de marcadores de
neurodesarrollo

A partir de las extracciones de ARN en fase prenatal se evaluaron los siguientes genes DCX,

MCPH1, CEP152, Reelin, TBR2, GFAP y NES, estos genes fueron seleccionados por su

importancia en el neurodesarrollo y posibles implicaciones en la patogénesis de la

microcefalia y porque ademas se encuentran presentes en humano y ratén. Como gen de

referencia para la cuantificacion relativa de la expresién de los transcriptos antes
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mencionados se utilizo GAPDH. Los datos se recolectaron del analisis de 7 embriones de
madres control o0 Mock y 6 embriones de madres infectadas con tres réplicas técnicas para
cada grupo, todos los embriones seleccionados como infectados presentaron prueba de RT-
PCR positiva para ZIKV.

5.6 Estudio de interaccidn proteina — proteina (Acoplamiento molecular).
(Objetivo 3)
1.
5.6.1.1 Preparacion de moléculas para el estudio de interaccidn proteina-proteina

Las estructuras en 3D de los marcadores de neurodesarrollo se obtuvieron principalmente de
la base de datos Protein Data Banck (PDB) (156) y aquellas que no se encontraron en la base
de datos se procedid a realizar la estructura en 3D a partir del software Swiss-moled
(https://swissmodel.expasy.org/interactive). Todas las estructuras se visualizaron en PyMOL
stereo 3D Zalman. Se realiz6 una limpieza de moléculas de agua y de estructuras no deseadas
como ligandos u otros componentes. Una vez realizada la limpieza se procedio6 a guardar la
estructura en formato PDB. La interaccion proteina-proteina se realizé con el software
Haddock 2.2 en el cual se indicaron los sitios activos y pasivos de cada molécula obtenidos
a partir del programa de prediccidn de estructura de proteina CPORT (tabla 2).

Tabla 2. Moléculas seleccionadas a partir de las bases de datos de Uniprot y PDB para el
analisis de interacciones proteina-proteina.

Proteina Cddigo de Caden
identificacié a
n
CEP-152 A2AUM9 H
DCX 1mjd" A
GFAP P03995 A/B
MCPH1 Q7TT79 A
TBR2 054839 C/D
NES Q6P5H2 A/B
RELN 2ddu” A
NS4A ZIKV Q32ZE1 F
NS5 ZIKV Q32ZE1 A

*Moléculas obtenidas de PDB.

Con todos los genes evaluados para expresion diferencial se llevaron a cabo estudios de
interaccidn in silico con las proteinas no estructurales NS4A y NS5 del ZIKV. Estas proteinas
son cruciales para la replicacion viral y consideradas como fichas clave para la inhibicion de
la respuesta del interferon contra el flavivirus.
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5.6.1.2 Analisis con el servidor Protein Interaction Calculator (PIC)

El andlisis con el servidor PIC (http://pic.mbu.iisc.ernet.in/job.html) se realizd Unicamente
con las proteinas que presentaron interaccion favorable proteina-proteina con el ZIKV. Por
medio de este servidor, fue posible observar en detalle los sitios de interaccion y tipos de
enlaces que pueden existir entre nuestros marcadores moleculares y las proteinas de
replicacion del ZIKV NS4A y NS5.

5.6.1.3 Relacidon entre acoplamiento molecular y grado de expresion de marcadores de
neurodesarrollo (objetivo 3)

A partir de los estudios de acoplamiento molecular y expresion diferencial se realizaron
analisis de asociacion entre aquellos marcadores del neurodesarrollo que presentaron
energias de interaccion mas altas con las proteinas virales y que ademas hayan presentado
cambios significativos en el nivel de expresion evaluados por qRT-PCR hacia la alta o hacia
la baja.

A continuacién, se llevo a cabo un analisis de correlacion de Kendall con las proteinas que
presentaron interaccién molecular con las proteinas NS4A y NS5 del ZIKV para determinar
si existia algun tipo de asociacion entre la interaccion molecular de las proteinas evaluadas y
la tendencia en la expresion de los marcadores analizados. El anélisis de interaccion se llevo
a cabo con el software estadistico Statgraphics.

6 Resultadosy discusién por objetivo

6.1 Hallazgos morfolégicos encontrados y localizacion del virus en un modelo de
infeccidn por ZIKV durante la neurogénesis embrionaria (Objetivo 1).

Todas las inoculaciones se realizaron previo al proceso de neurulacién (E8-E9,5), fase en la
que se da inicio al cierre del tubo neural con la posterior formacion del sistema nervioso
central. Las inoculaciones con ZIKV en ratones en estadios cercanos a la neurulacion han
mostrado mayores alteraciones morfoldgicas y alto éxito en la transmisién vertical (63, 128).

De acuerdo con nuestros resultados, tanto en el grupo control como en los infectados se
obtuvieron embriones poco desarrollados y algunos con apariencia de haber sido
reabsorbidos (tabla 3). Esto sugiere que la infeccion con el ZIKV no alteré el nimero de
embriones que se desarrollaron en una camada en el modelo de infeccion obtenido. La
evaluacion histopatoldgica en los cerebros de los embriones Balb/c E14,5 infectados con
ZIKV se realizo principalmente en aquellos que presentaron una marcacion positiva para el
antigeno viral, debido a que no todos los embriones se infectaron con el virus. Estos
resultados se deben, entre otros, a la sensibilidad de la técnica siendo més alta la obtenida a
treves de ensayos por PCR, también a que las proteinas se pueden degradar facilmente en
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tejidos fijados en parafina y a la propia naturaleza de la infeccion en donde una de cada 1000
mujeres embarazadas puede tener un nifio con alteraciones neurolégicas (157).

Tabla 3. Hallazgos histopatol6gicos en embriones control e infectados con ZIKV.

Grupo NUmero de Malformados Reabsorciones
muestral embriones
MOCK 10 1 3
MOCK 12 0 0
MOCK 9 0 1
ZIKV 10 0 4
ZIKV 10 1 1
ZIKV 8 0 0

En promedio se obtuvo una inmunorreactividad positiva en dos o tres embriones de una
camada de 10y solo tres embriones resultaron con inmunorreactividad positiva intensa (tabla
4). Estos resultados concuerdan con los obtenidos en el trabajo de Khaiboullina y
colaboradores, donde se detectd la presencia del ZIKV en la mayoria de las placentas de los
embriones infectados pero no en todos los cerebros de los embriones (158). Se ha demostrado
que lainfeccion por el ZIKV en estadios embrionarios en el ratén induce dafio en la estructura
y funcionalidad de la placenta (159), pero aun asi la placenta continua siendo una barrera
eficaz para prevenir la infeccion por distintos patégenos de los embriones en desarrollo.

Tabla 4. Casos positivos para antigeno viral en embriones E14,5 infectados con ZIKV.

Grupo Numero de NUmero total Casos positivos % de casos con
muestral embriones de embriones | para antigeno viral antigeno viral

ZIKV 10

ZIKV 10 28 3 10,7%

ZIKV 8

Segun los resultados obtenidos con los ensayos de H&E e inmunohistoquimica, se observa
una correlacion entre la presencia de dafio celular (células posiblemente apoptéticas) y la
ubicacion de la inmunomarcacion positiva del ZIKV en las regiones de los encéfalos de los
embriones infectados (figura 1 y 2). El antigeno viral se encontré en prosencéfalo,
mesencéfalo y en mayor medida en el rombencéfalo y la médula espinal (figura 2). En estas
areas se observaron cuerpos picnéticos indicando posibles procesos de apoptosis (figura 1).
En la mayoria de los casos analizados se notd que la marcacion con el antigeno de ZIKV fue
escasa, sin embargo, el rombencéfalo y médula espinal siempre presentaron marcacion
positiva para el antigeno viral.
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Tabla 5. Hallazgos histopatol6gicos asociados a la presencia del ZIKV en encéfalos de ratones Balb/c E14,5.

Marcacion positiva del antigeno viral del Zika

Embrién 1

Estructura

IHQ y densidad
Optica

ISH y densidad
Optica

Hallazgo histopatoldgico

Prosencéfalo

Diencéfalo

Mesencéfalo

Rombencéfalo

Palio
Hipotalamo
peduncular
Caudal
Hipotalamo
peduncular
basal
Talamo
Prosomero 1
Tegmento
talamico
Complejo
reticular
Formacion gris
tectal
Coliculo
superior
M1 tegmentum
del mesencéfalo
Mesoémero 2
/mesencéfalo
caudal
Rombencéfalo
prepontino
Rombencéfalo
pontino
Rombencéfalo
pontomedular
Rombencéfalo
medular /
médula

Marcacion fuerte
focalizada
184,32 pixeles

Marcacion leve
focalizada
180,72 pixeles

Marcacion fuerte
general
196,886 pixeles

Sin marcacion

Marcacion fuerte /
talamo

Sin marcacion

Marcacion fuerte /
Rombencéfalo
prepontino /
Rombencéfalo medular

Inmunorreactividad positiva
en tallo, médula espinal y en
menor proporcién en encéfalo,
acompafiado con cuerpos
picnoticos.
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Embrién 2

Embrién 3

Médula espinal

Estructura

Prosencéfalo
Diencéfalo
Mesencéfalo

Rombencéfalo

Médula espinal

Tectum del
mesencéfalo
colicular

M1 tegmentum
del mesencéfalo
Rombencéfalo
prepontino
Rombencéfalo
pontomedular
Rombencéfalo
medular /
médula

Estructura

Prosencéfalo

Diencéfalo

Mesencéfalo

Vesicula
telencefalica
Hipotalamo
terminal
Tegmento
pretaldamico
Talamo
Prosomero 1
Tectum del
mesencéfalo
colicular

M1 tegmentum
del mesencéfalo

Marcacion fuerte
general
178,646 pixeles

IHQ

Sin marcacion
154,123 pixeles

Marcacion leve
focalizada
145,422 pixeles

Marcacion leve
focalizada
183,996 pixeles

Sin marcacion
165,254 pixeles

IHQ
Marcacion fuerte
general
152,754 pixeles

Marcacion fuerte
focalizada
151,738 pixeles

No aplica

ISH

Marcacion no especifica

ISH

Marcacion fuerte / Sub-
palio / hipotdlamo
terminal

Marcacion fuerte /
Prosémero 1y 2

Marcacion fuerte

Hallazgo histopatoldgico
Inmunoreactividad positiva
principalmente en tallo,
acomparfiado con cuerpos
picnoticos.

Hallazgo histopatoldgico
Inmunoreactividad positiva en
tallo, médula espinal y en
menor proporcién en encéfalo,
acompafiado con cuerpos
picnoticos.
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Rombencéfalo

Rombencéfalo
prepontino
Rombencéfalo
pontomedular
Rombencéfalo

Marcacion fuerte
general
159,126 pixeles

Marcacion intensa
general

medular /
médula
Médula espinal Marcacion fuerte Marcacion fuerte general
general
173,576 pixeles
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Figura 1. Regiones principalmente afectadas durante la infeccion con ZIKV en embriones
de ratén E14,5. El recuadro en mayor detalle corresponde a una imagen del rombencéfalo
en donde se observan cuerpos picnéticos 40X.

Cabe resaltar que durante los analisis histopatol6gicos no se observaron células inflamatorias
ni calcificaciones; hallazgos frecuentemente reportados en casos de humanos con
microcefalia causada por la infeccién de ZIKV. La ausencia de las calcificaciones en los
ensayos de coloracion con H&E en los embriones infectados es similar a lo reportado por
Cui y colaboradores, quienes no encontraron estos hallazgos morfoldgicos en estadios
prenatales pero si en postnatales (P40); alteraciones que ademas estuvieron acompafiadas de
otras afectaciones como déficit visual y motor (160).
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Figura 2. Inmunoreactividad positiva del ZIKV en embriones Balb/c E14,5 infectados. En
rojo se observa la marcacion positiva para el antigeno viral. El recuadro en mayor detalle
corresponde a la marcacion positiva del antigeno viral obtenida en cada uno de los
embriones, principalmente en rombencéfalo ( Ay C) y Mesencéfalo (B) 40X.
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La cepa viral utilizada en nuestro estudio corresponde a linajes circulantes en las Américas
provenientes del linaje asiatico del ZIKV y la distribucion de antigeno viral encontrada en el
presente estudio es similar a la reportada en estudios de tropismo viral obtenidos en el murino
y otros modelos de infeccion por el flavivirus, en donde se ha encontrado que el ZIKV infecta
de manera eficiente las células progenitoras del prosencéfalo, el rombencéfalo y médula
espinal (161, 162). Por otro lado, en embriones de pollo se ha comprobado que la infeccion
con el ZIKV aumenta la muerte celular y por lo tanto, reduce la proliferacion de los
progenitores neurales en las &reas mencionadas. (163). En los embriones Balb/c E14,5
infectados de este estudio, encontramos un aumento de cuerpos picnéticos, indicando un
posible dafio celular por la infeccion con el ZIKV, por lo tanto, realizamos un ensayo con
caspasa 3 clivada para determinar si el dafio celular es debido a muerte celular por apoptosis,
inducida por la infeccion con el virus (figura 3).
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Figura 3. Inmunorreactividad positiva de caspasa 3 clivada en embriones Balb/c E14,5
infectados. Marcacion positiva de caspasa 3 clivada en rombencéfalo (A y B) y médula (C)
de embriones infectados. El recuadro en mayor detalle corresponde a una ampliacion del
rombencéfalo en donde se observa inmunorreactividad con caspasa 3 clivada 40X. En café
se observa la marcacion positiva.

De acuerdo con nuestros resultados, encontramos un aumento de la inmunorreaccion por
caspasa 3 clivada en el rombencéfalo y médula espinal en los embriones infectados en
comparacion con los controles (figura 4); estos resultados concuerdan con los obtenidos de
la inmunorreactividad positiva del antigeno viral. Por otro lado, aunque se observa un
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aumento de la inmunorreaccién en los encéfalos de los embriones infectados, este aumento
no es estadisticamente significativo (Anexo 3).

1,00

0,80 I
0,60 {
T
0,40 T
0,20
0,00

Procencefalo Mesencefalo Rombencefalo  Medula espinal

Porcentaje de celulas positivas para caspasa
3 clivada

Controles ®infectados

Figura 4. Porcentaje de inmunorreactividad positiva para caspasa 3 clivada entre embriones
Balb/c E14,5 infectados y controles. Valores de inmunorreaccion para el prosencéfalo,
mesencéfalo, rombencéfalo y médula espinal. Los valores se calcularon teniendo en cuenta
analisis de densidad optica mediante el programa Photoshop version 4.0.

Con el fin de saber si existia alguna relacion entre la infeccion con el ZIKV, la replicacion
viral y las malformaciones morfol6gicas, se realizaron ensayos de ISH en los embriones que
obtuvieron una inmunorreactividad positiva mas intensa. A través de la sonda SP6 se detecto
ARN viral de la hebra antisentido en el prosencéfalo, mesencéfalo y rombencéfalo (Figura
5Ay B) reafirmando que el ZIKV no solo tiene la capacidad de infectar células neurales sino
también de replicarse en el tejido cerebral fetal del modelo evaluado.

Los hallazgos histopatologicos e inmunohistoquimicos en los encéfalos de los embriones
infectados permitieron evidenciar la presencia de células apoptoticas pero no de células
inflamatorias, a diferencia de lo reportado en otros modelos de infeccién por ZIKV prenatal,
en donde se ha observado aumento en la expresion de factores inflamatorios, especialmente
de las quimiocinas CCL2, CXCL1 y CXCL10. La presencia de estas quimiocinas podrian
facilitar la eliminacion de la infeccion viral pero a la vez contribuir al incremento de la
neuroinflamacion (158). Se han encontrado niveles elevados de CCL2 en mujeres
embarazadas infectadas con ZIKV que tuvieron como resultado bebés con malformaciones
congénitas y mujeres embarazadas infectadas con ZIKV con bebés sin ningin tipo de
malformacién (164). Ademas, se ha demostrado que el aumento de la concentracion de
quimiocinas CCL2 esté asociada con la gravedad de infecciones por otros flavivirus como el
DENV, enfermedades neuroldgicas y deterioro de la supervivencia neuronal (165, 166). Aun
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asi, existen reportes de madres que presentaron niveles elevados de CCL2 con bebés sanos
por lo que la presencia de células inflamatorias no seria el Gnico determinante para que se
presenten malformaciones asociadas a la infeccion por ZIKV (164).
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Figura 5. Imagen de hibridacion in situ ilustrando ARN de replicacion y genémico del ZIKV
en embriones Balb/c E14,5 infectados. Marcacion positiva de ARN de replicacion del ZIKV
principalmente en la corteza (A), en el rombencéfalo y médula espinal (B). Noétese la
presencia del ARN gendémico en el prosencéfalo, mesencéfalo, rombencéfalo y meédula
espinal. Tejidos contracoloreados con Eosina (A y B) y con verde metilo al 5% (C). La
identificacion del genoma viral se realizdé con la sonda T7 y la presencia de ARN de
replicacion con la sonda SP6.

Al comparar los resultados de ISH con IHQ, mediante cortes seriados, se observo aparente
colocalizacion de ARN gendmico y de replicacion del ZIKV en el rombencéfalo y médula
espinal con el antigeno viral (figura 6). Sin embargo, en algunos embriones se encontro
marcacion positiva para la hebra negativa (ARN de replicacidn) con ausencia de marcacion
para el antigeno viral (figura 6A y B). Estos resultados nos muestran la importancia del uso
de técnicas simultaneas como la IHQ e ISH para estudiar el tropismo viral (167) en donde se
logran obtener resultados complementarios. Ademas nos permite visualizar las bondades del
uso de la ISH como una técnica altamente sensible para la deteccion en el tejido de blancos
de interés tales como genomas de patdgenos o de marcadores del neurodesarrollo lo que nos
permite, ademas, hacer asociaciones entre el grado de dafio en el tejido y la presencia viral.

En nuestro modelo de infeccidn es posible inferir que el virus utilice la via hematdgena como
mecanismo de diseminacion a través de la via placentaria para la transmision vertical madre
cria, sin embargo, una vez el virus alcanza el encéfalo podria usar la via axonal dado que en
un modelo de infeccion por ZIKV en murinos se ha demostrado que la inoculacion en uno
de los hemisferios produce la infeccion en el lado contralateral (4). En nuestro estudio se
comprobd la trasmision vertical por la via hematdégena después de la inoculacion
intraperitoneal con ZIKV en ratones Balb/c hembras infectadas en estado de prefiez. Sin
embargo, el transporte axonal no pudo ser comprobado mediante este método de inoculacion.
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Figura 6. Comparacién entre los resultados obtenidos con IHQ e ISH para el ZIKV.
Imagenes de inmunohistoquimica (A, C y E). Marcacion para la hebra sentido de ARN
gendémico (F). Marcacion para la hebra antisentido de ARN de replicacion (B y D). Notese
que en la figura A se observa una marcacion del antigeno viral principalmente en el
mesencefalo, rombencéfalo y médula espinal, mientras que en la figura B la marcacion del
ARN de replicacion se present6 especialmente en el prosencéfalo. En la figura C se observa
una marcacion leve del antigeno viral en el rombencéfalo, mientras que hay una marcacion
alta del ARN de replicacion en el prosencéfalo, mesencéfalo, rombencéfalo y meédula espinal
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en lafigura D. En la figura 5E y F se aprecia la marcacion del antigeno viral y ARN gendémico
en las mismas areas que en la figura D pero ahora en ambos tipos de técnicas, indicando
posible colocalizacion. Estas imagenes fueron obtenidas a partir de cortes seriados. 10X.

A pesar de las ventajas de la ISH es posible evidenciar la escasa marcacion para la hebra
antisentido o ARN de replicacion viral, esto puede deberse a que una de las caracteristicas
de la replicacion de virus ARN positivo como el ZIKV es la alta proporcion de cadenas
positivas y baja proporcion de hebras negativas. Esta proporcion puede ser de 1 a 5% del
total de hebras sintetizadas (168, 169). Nuestros resultados difieren a los obtenidos por
Valentine y colaboradores (169) quienes solo encontraron presencia de hebras positivas en
cerebros de ratones Swiss-Webster postnatales infectados durante estadios embrionarios.
Estos resultados podrian atribuirse a tiempos de evaluacion mas largos entre la fase de
inoculacion y la fase de analisis de los encéfalos de las crias obtenidas, esperandose una caida
en la carga viral como resultado de la reduccion en la tasa de replicacion.

6.2 Expresion diferencial de genes implicados en la formacidn de la corteza
cerebral y el cerebelo en un modelo de infeccidn por ZIKV (objetivo 2)

Previo a la evaluacion de la expresion de los genes implicados en el neurodesarrollo fue
necesario realizar ensayos de presencia/ausencia del ZIKV en las extracciones de ARN
obtenidos a partir de las cabezas de los embriones infectados, de esta manera se analizé la
expresion de genes Unicamente en los embriones con prueba de RT-PCR positiva (tabla 6).

Grupo muestral | Ntimero de embriones | Positivos por PCR | Reabsorciones
MOCK
MOCK 9 0 0
MOCK
ZIKV
ZIKV 24 7 29,16%
ZIKV

Tabla 6. Ensayos presencia/ ausencia en embriones de ratones Balb/c E14,5 provenientes
de madres infectadas con ZIKV.

Estos ensayos al igual que los obtenidos por IHQ permitieron evidenciar que no todos los
embriones resultaron positivos para ZIKV a pesar de que las placentas si estaban infectadas,
probando una vez mas que la sola infeccion de la placenta no determina el tropismo viral
hacia el encéfalo y la aparicion de alteraciones y malformaciones en el neurodesarrollo (tabla
7) (158).
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Tabla 7. Ensayos presencia/ ausencia en embriones y placentas de ratones Balb/c E14,5
provenientes de madres infectadas con ZIKV.

Presencia /ausencia
Ct Embriones| Ct Placentas
Embrién 1 32,6 19,1
Embrion 2 26,2 19,8
Embrion 3 = |------------------- 25,2
Embrién 4  [--------mmmmmmmeee- 19,4
Embrion 5 31,3 19,9
Embrién 6 30,0 21,5
Embrién 7 31,3 19,8
Embrién 8 31,4 22,8

Los valores de Ct indican el umbral de amplificacion para la prueba. Se aceptan como
positivos aquellos valores que sean menores a 38 (170).

Los ensayos de expresion diferencial permitieron evidenciar cambios en la expresion en los
marcadores de neurodesarrollo evaluados con sobrerregulacién de los transcritos DCX,
TBR2, RELN y CEP-152 (figura 6) con valores de P significativos (Anexo 4). Esta misma
tendencia se observo con los marcadores NES y MCPHL1 pero sin cambios significativos,
contrario a lo observado con GFAP donde se obtuvo una aparente subregulacion (figura 7).
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Figura 7. Niveles de transcritos de marcadores de neurodesarrollo evaluados en encéfalos de
ratones Balb/c E14,5 infectados por ZIKV. Los niveles de expresion de DCX, CEP-152,
TBR2, RELN, GFAP, MCPH1 y NES se analizaron mediante gRT-PCR. Los datos
corresponden a los resultados de tres réplicas técnicas normalizados con GAPDH. Se tomé
el valor de (1) como el valor base de todos los Mock y contra este se compararon los valores
de expresion en los infectados. Los valores de expresion fueron determinados mediante el
método de Livak 224¢¢ Jos valores de Ct correspondieron al umbral de deteccion, este umbral
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siempre se deja con un valor base de 1 para las muestras control 0 MOCK y los valores que
varian estaran por encima o por debajo de este parametro (171). Las barras de error
corresponden a la desviacion estdndar media con valores méximos y minimos. Analisis
mediante la prueba no paramétrica de Wilcoxon- Mann Whitney U; *p<0,005; **p<0,01;
***p<0,005.

De acuerdo con nuestros resultados y los observados en otros trabajos, es posible afirmar que
la infeccion por ZIKV altera la expresion de un gran numero de genes cruciales para el
desarrollo cortical y cerebelar. En distintos modelos de infeccion por ZIKV comidnmente se
reporta expresion a la baja de genes asociados al neurodesarrollo, sin embargo, en nuestro
modelo de infeccidn se encontrd sobrerregulacion de los transcritos evaluados.

La proteina DCX es una de las proteinas determinantes para regular la migracion neuronal
durante la neurogénesis; su expresién en el raton es transitoria durante las primeras etapas
del desarrollo, llegando a sus niveles mas altos durante el dia embrionario 14 (E14) (172)
pero su expresion comienza a disminuir progresivamente desde el E15 hasta el dia postnatal
(P1) y se encuentra casi ausente en el cerebro adulto (P60) (173). Gleeson y colaboradores
demostraron marcacion fuerte de DCX en la corteza cerebral en desarrollo, la eminencia
ganglionar lateral, el talamo, el mesencéfalo, el rombencéfalo, el cerebelo, la médula espinal
y la retina en el raton en desarrollo en el estadio E14,5 (136); resultados que llaman la
atencion por que coinciden con las mismas zonas en donde encontramos marcacion positiva
para ARN de replicacion y antigeno viral de ZIKV.

En este estudio encontramos aumento en la expresién de DCX (figura 7A) pero nuestros
resultados difieren de los obtenidos en otros modelos de estudio como cultivos de celulas
madre y en embriones de raton (E16,5-E18,5) en donde se reporta disminucion en la
expresion de los transcritos y de la proteina; diferencias que podrian ser atribuidas al estadio
embrionario evaluado. Sin embargo, cabe resaltar que la proteina DCX participa en la
organizacion y estabilizacién de los microtubulos, por lo cual, su sobreexpresion podria
conllevar a una mayor estabilidad de los mismos, siendo esta una estrategia de mayor eficacia
para la diseminacion del ZIKV (174).

En el presente estudio también se encontr6 aumento en la expresiéon del marcador CEP-152
(figura 7B). Este es uno de los genes asociados a la microcefalia congénita (MCPH) y uno
de los marcadores que codifican para las proteinas centrosomales. Es importante recordar
que los centrosomas son cruciales en la organizacion de los microtabulos, esenciales en la
estabilidad celular y se conforman por centriolos que ayudan a formar el huso mitotico. Se
ha demostrado que la sobreexpresion de CEP-152 esta involucrada en la creacion de nuevos
centriolos y en la duplicacion centrosomal en embriones y cultivos de Drosophila, al igual
que en células humanas (175), pero el aumento en el namero de centriolos podria llevar a
malformaciones o cambios en la ubicacidn espacial del huso mitético.
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En estudios en ratdn se ha reportado que el mal posicionamiento del huso mitético da como
resultado el agotamiento de las células progenitoras neurales (176, 177), una condicién que
contribuye a la aparicion de microcefalia, dado que el aumento experimental de la cantidad
de centriolos en el cerebro de raton da origen al ensamblaje de husos multipolares y con ello
a la formacion de células hijas aneuploides que sufren apoptosis (178).

Otro marcador que presentd un aumento significativo en la expresion en los embriones
infectados es el TBR2 (figura 7C). La sobreexpresion de este gen disminuye la expresion de
SOX2 (179), el cual, regula la diferenciacién neuronal durante el desarrollo embrionario. La
inhibicidn del marcador SOX2 conlleva a la terminacion del ciclo celular causando la pérdida
de progenitores gliales o neurales, una condicion que contribuye al agotamiento y la
diferenciacion neural temprana (180). Se ha encontrado que la inactivacion de TBR2
provoca bloqueos en el desarrollo (181, 182) y se ha comprobado a nivel experimental que
la infeccidn con ZIKV reduce significativamente la expresion de este gen en las NPC (127),
sin embargo, el aumento de TBR2 podria jugar un papel relevante en las malformaciones
asociadas al ZIKV porque la diferenciacion prematura de las NPC es otro factor que puede
contribuir a la microcefalia congénita (183, 184).

TBR2 es expresado especificamente por los progenitores intermedios (IP) que dan origen a
las neuronas piramidales excitatorias de la corteza cerebral durante la neurogénesis (185). Se
ha demostrado que el proceso de neurogénesis laminar de los IP esta regulado por TBR2
mediante la diferenciacion de las neuronas de la capa inferior y superior segun la fase del
neurodesarrollo evaluada, por ejemplo, en el estadio E12,5 la inactivacion de TBR2 induce
a la neurogénesis mientras que su activacion en el E14,5y 16,5 reduce la misma, causando
una diferenciacion neuronal temprana que a su vez genera el agotamiento de los progenitores
intermedios. Este evento podria resultar en disminucién en el grosor de las capas corticales
(185).

Otro marcador que presentd un aumento significativo en la expresion durante la infeccion
por ZIKV en el modelo prenatal de ratén es Reelina (figura 7D). Como se ha mencionado
anteriormente, este gen resulta crucial para la migracion neuronal durante el neurodesarrollo,
coordinando la migracion tangencial en el mesencéfalo y la médula espinal y radial en el
rombencéfalo (186). Al igual que DCX la expresion de Reelina se ha reportado en regiones
donde evidenciamos una amplia marcacion de antigeno viral. Es posible que el ZIKV ademas
de infectar las células migratorias también las use como medio de transporte y que de esta
manera pueda afectar distintas regiones cerebrales.

El marcador GFAP no presentd cambios significativos en la expresion entre controles e
infectados pero si una tendencia a la baja en los embriones de raton de madres inoculadas
con ZIKV (figura 7E). Es probable que no se haya encontrado cambios en la expresion de
GFAP para el estadio evaluado porque en esta etapa se da inicio a la gliogénesis por lo que
el nimero de células gliales infectadas pueda ser muy bajo (24). Estos resultados contrastan
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con los obtenidos por Alpuche-Lazcano y colaboradores quienes evidenciaron aumento de
ARNmM de GFAP en cultivos primarios de embriones de raton infectados con ZIKV, cultivos
de astrocitos y ratones, en el estadio postnatal PO (187-189). Cabe resaltar que el SNC
responde a las lesiones o dafios alterando la morfologia de los astrocitos con un aumento en
el numero de células que expresan GFAP. Estos resultados también han sido reportados en
biopsias de cerebros humanos postmortem infectados con el ZIKV/(188).

Nestina es un marcador de neurodesarrollo expresado en células progenitoras neurales y ha
sido implementado en diversos modelos de infeccion con el ZIKV para demostrar el
neurotropismo que presenta este virus hacia las neuronas inmaduras (127, 190). En nuestros
resultados de expresion observamos una leve tendencia a la alta en los embriones infectados
sin presentar un cambio significativo en comparacién con los controles (figura 7F). Sin
embargo, Lossia y colaboradores, evidenciaron un aumento significativo en la expresion de
este marcador en cultivos primarios de células neurales obtenidas de embriones de raton en
el estadio E14,5 e infectadas con el ZIKV (191).

El marcador MCPHL1 present6 una tendencia de expresion a la alta en los encéfalos de los
embriones infectados pero sin cambios significativos (figura 7G). Al igual que CEP-152
MCPHL1 es uno de los genes asociados a la microcefalia congénita. La expresion de MCPH1
estd regulada por Musashi-1 (MSI1), una proteina que interactGa con las regiones no
codificantes del ZIKV para aumentar la replicacion viral (16). Los cambios en la expresion
de MCPH1 resultan de gran interés porque sus modificaciones generan desbalances en la
condensacion cromosdmica e inducen que este evento ocurra de manera prematura, otra
caracteristica que podria contribuir a la generacion de microcefalia en humanos (192, 193).
MCPHL1 se expresa en las mitocondrias o cerca de la membrana externa y afecta directamente
las funciones mitocondriales al interferir con las vias bioenergéticas, alterando asi la
proliferacion y supervivencia de los progenitores neuronales (137).

La expresién de MCPH1 aumenta durante las primeras etapas del neurodesarrollo antes de
la semana 16 en humano, posterior a la concepcion y su expresion esta involucrada en la
division de células radiales gliales (RGC) (137). Se ha demostrado que el gen MCPH1
promueve la division simétrica de células progenitoras neuronales, mediante la via de
sefializacion Chk1/CDC25B, la cual es necesaria para regular la division de los progenitores
y de esta manera regular el tamafio normal del cerebro (194). En estudios realizados en
cultivos primarios de ratones E12,5, la inactivacién de MCPH1 gener6 aumento de muerte
de células progenitoras neurales y disminucion significativa en la expresion de Cdkl y
Chek1.(137, 194).

De acuerdo con estos resultados de expresion diferencial, la infeccién por el ZIKV en
estadios embrionarios tempranos conlleva a la alteracion en la expresion de varios
marcadores cruciales para el desarrollo. Estas alteraciones pueden estar asociadas
directamente al cambio en la estabilidad celular o de estructuras celulares como los
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microtabulos y centriolos cuya estabilidad esta regulada por genes como DCX y CEP-152.
Por otro lado, la sobreexpresion encontrada en los marcadores analizados podria estar
involucrada en la alteracion de otras proteinas que regulan el correcto funcionamiento de los
procesos celulares aumentando con ello la posibilidad de generar malformaciones.

Los cambios en los marcadores evaluados podrian indicar modificaciones en los tipos
celulares en los que se expresan o que los marcadores puedan ser utilizados como receptores
de entrada viral tal y como se pretendié comprobar en los ensayos de acoplamiento molecular
presentados més adelante. Aqui el virus podria promover la sobreexpresion o subregulacion
en pro de incrementar su tasa de replicacion. Por ejemplo, la expresion del receptor tirosina
kinasa AXL inhibe la expresion del interferon tipo 1, condicion que podria favorecer la
entrada de distintos flavivirus que usan AXL como blanco de infeccion viral, como es el caso
del virus del dengue y del ZIKV. (195).
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6.3 Interaccidn de proteinas virales y marcadores de neurodesarrollo (objetivo 3)

Previo a los estudios de acoplamiento molecular se realizaron alineamientos lineales y
tridimensionales para determinar el grado de homologia entre las cadenas de las proteinas
GFAP, NES y TBR2 (tabla 8). En todos los alineamientos lineales se encontr6 un porcentaje
de similitud del 100% y en los alineamientos tridimensionales se hallaron valores de RMSD
(distancia media cuadratica) (2.23 para GFAP, 2.13 para NES y 0.24 para TBR2). De acuerdo
con los resultados obtenidos en los estudios de interaccién molecular (tabla 9y figura 8), s6lo
la proteina no estructural NS4A del ZIKV presentd interacciones con cuatro de las proteinas
(MCPH1, RELN, DCX y TBR2) ademas de la proteina AXL. Esta Gltima proteina se usé
como control positivo de interaccién con proteinas del ZIKV (tabla 9) porque se ha
demostrado que el virus utiliza la molécula de AXL como blanco de union viral (196).
Ademas, se ha demostrado que esta proteina se expresa durante la neurogénesis con mayor
expresion en los bordes del ventriculo lateral y en la zona subventricular externa, lo cual a la
vez concuerda con las zonas de mayor tropismo del ZIKV (197).

En cada andlisis de acoplamiento se encontraron diferentes grupos o clusters de las mejores
interacciones, las cuales fueron reportadas por el programa como mejores posiciones. Para
cada cluster siempre se selecciond la posicion uno la cual correspondia al valor mas negativo
de energia libre de Gibbs (HADDOCK score y Z-score) (tabla 9, figura 8 y anexo 5)

El acoplamiento que realiza HADDOCK consta de tres etapas: 1. Aleatorizacion de
orientaciones y minimizacion de la energia del cuerpo rigido (EM) sin aguas, 2. Simulacién
semirrigida en el espacio del angulo de torsion (TAD-SA) con aguas y 3. Refinamiento final
en el espacio cartesiano con solvente explicito. Una vez terminada la simulacién de
acoplamiento el software present6 distintas estructuras de interaccion proteina-proteina en
diferentes clusters de entre aproximadamente 200 interacciones méas probables, ubicando la
estructura con la suma ponderada mas negativa en el primer lugar. Las estructuras con la
energia intramolecular mas baja (HADDOCK y Z-score mas negativo) son aquellas que
presentan una interaccion mas espontanea con mas afinidad y por lo tanto, las interacciones
gue poseen mayor probabilidad de ocurrir en un ensayo experimental.
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Tabla 8. Resultado prueba de similitud entre cadenas de las moléculas GFAP, NES y TBR2

Alineamiento lineal

Molécula GFAP

Porcentaje de similitud

TBR2-C
TBR2-D

TBR2-C
TBR2-D

YQPRLHIVEVTEDGVEDLNEPSKTQTFTFSETQFIAVTAYQONTDITQLKIDHNPFAKGEFR 180
YQPRLHIVEVTEDGVEDLNEPSKTQTFTFSETQFIAVTAYQONTDITQLKIDHNPFAKGFR 180

Ak hkhkhkhkhkkhhhhkhkkhkhhrhkhkhhhhkhkhhhkhkhhhkhhkhkhhkrrhkhkhkhkrhkhkhkhk ok khkkhkhkhkhkhkhhxxkx*x*

D 181
D 181

*

GFAP B CDLESLRGTNESLERQMREQEERHARESASYQEALARLEEEGQSLKEEMARHLQEYQDLL 60
GFAP A CDLESLRGTNESLERQMREQEERHARESASYQEALARLEEEGQSLKEEMARHLQEYQDLL 60
- R R R R B R R R R R R B I I I b I e I I I i I b b i I e I I I I b g
o

GFAP _B NVKLALDIEIATYRKLLEG 79 100%
GFAP _A NVKLALDIEIATYRKLLEG 79

*kkhkhkhkhkkhhkhrhkk,hkkxkkkx*k
Molécula NES
NES_A ——WRARADDELAALRVLVDQRWREKHEAEVQRDNLAEELESVAGRCQQVRLARERTIEEA 58
NES B ASWRARADDELAALRVLVDQRWREKHEAEVQRDNLAEELESVAGRCQQVRLARERTIEEA 60

- AR A A A AR A AR A AR AR A AR A A KA R I A KA AR AR A AR A AR AR A AR A AR AR AKX KAk khhkkx*k
o

NES A ACSRRALEAEKNARGWLSTQAAELERELEALRASHEEERAHLNAQA 104 100%
NES B ACSRRALEAEKNARGWLSTQAAELERELEALRASHEEERAHLNAQA 106

Ak khkhkhkhkhk kA hkhkhkhkhkhrhkhkhkhkrhkhkrhkhkhkhkhrhkhkrkhkhkhkhkhkhkkrkhkkhkxk*x
Molécula TBR2
TBR2-C LWLKFHRHQTEMIITKQGRRMFPFLSFNINGLNPTAHYNVEVEVVLADPNHWRFQGGKWYV 60
TBR2-D LWLKFHRHQTEMIITKQGRRMFPFLSENINGLNPTAHYNVEVEVVLADPNHWRFQGGKWV 60

KA A Ak A A kA A A A kA A kA kA Ak Ak kA kA Ak Ak kA kA Ak Ak hk kA kA hk kA hkhkhkhkhhkhhhhkxhxkx
TBR2-C TCGKADNNMQGNKMYVHPESPNTGSHWMRQEISFGKLKLTNNKGANNNNTOMIVLQSLHK 120
TBR2-D TCGKADNNMQGNKMYVHPESPNTGSHWMRQEISFGKLKLTNNKGANNNNTOMIVLOSLHK 120

Ak kA hkkhkhk kA hkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhk bk hkhkhkhkhkhkhkhkhrhkhkhkhkhkhkkhkhkhkhkhkkhkhkhkkhhhkxxk* 100%

Alineamiento en 3D

Molécu

Cadena
A/B

SIS E)
Edr ]

la GFAP

RMSD
2.13
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Molécula NES

Cadena | RMSD
A/B 2.72

/R_06PSH2-NES//R/ 52

A
'0bj01//B/ 50

o

PR

Molécula TBR2

Cadena | RMSD
C/D 0.24

/C_TBR2//C/ 278
/D_TBR2//D/ 278

Nota. El valor RMSD es utilizado para estudiar el grado de divergencia de las estructuras alineadas. A mayor
valor RMSD mayores son las diferencias.

Tabla 9. Resultados obtenidos en la simulacion de interaccion entre la proteina no estructural

NS4A del ZIKV y las moléculas de las proteinas del neurodesarrollo.

Interaccién proteina- Posiciones Clusters HADDOCK Z-score RMSD
proteina estructurales score
AXL 390 13 -74.8 +/- 1.3* -2.0 0,4 +/-4.7
CEP-152 380 19 75.7 +/-12.8 -1.9 1.2 +/-0.8
DCX 368 15 -54.1+/-95* -2.5 0.5 +/-0.3
NS4A GFAP 394 11 27.0 +/- 85 21 0.7 +/- 0.4
MCPH1 378 18 -70 +/- 4.6* -2.2 0.6 +/-0.4
NES 390 12 186 +/- 1.8 -2.0 1.1+/-0.8
Reln 385 21 -54.5 +/- 7.4* -1.9 0.5+/-0.3
Thr2 388 16 -37.1 +/- 1.0* -1.6 5.3+4/-0.1
AXL 385 18 7.8 +/-6.7 -1.9 2.8+4/-0.1
CEP-152 395 7 219.1 +/- 2.6 -1.3 1.1+/-0.8
DCX 282 26 58.6 +/- 10.0 -1.7 7.1+4/-0.0
NS5 GFAP 343 19 131.0 +/- 25.7 2.1 0.6 +/-0.5
MCPH1 270 23 46.8 +/- 9.0 -2.0 0.4 +/-0.2
NES 389 12 229.0 +/- 8.1 -1.6 3.0+/-0.1
Reln 304 16 95.2 +/- 28.4 -2.1 1.2 +/-0.8
Thr2 390 6 31.0+/-5.4 -1.5 10.2 +/- 0.1

*Moléculas con posible interaccidn proteina-proteina.
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Figura 8. Visualizacion de las interacciones de las proteinas del neurodesarrollo evaluadas
con la proteina no estructural NS4A del ZIKV.

Como se encontraron energias de interaccion favorables para MCPH1, RELN, DCX 'y TBR2
con NS4A del ZIKV se procedié a la evaluacién en detalle de las interacciones
intermoleculares existentes tales como enlaces idnicos, interacciones hidrofobicas y enlaces
de hidrogeno. El resumen de las interacciones se encuentra en la tabla 10 y en mayor detalle

en los anexos 6, 7y 8.

Tabla 10. Resumen de las interacciones presentes entre las proteinas del neurodesarrollo y
la proteina no estructural NS4A del ZIKV.

Molécula | Hidrofbbicas | 16nicas | Puente de hidrogeno
MCPH1 23 4 1
DCX 19 3 5
RELN 28 4 3
TBR2 15 - 2
AXL 9 13 3
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Entre las interacciones analizadas se encontrd una interaccion mas favorable con el receptor
AXL, previamente postulado en la literatura como blanco de unién viral y con valores muy
cercanos a las energias de interaccion se encontraron las otras interacciones simuladas con
MCPH1, DCXy RELN (tabla 9). Una posible explicacion se debe a que estos acoplamientos
presentaron un mayor numero de puentes de hidrégeno e interacciones ionicas como se
observo con el receptor AXL otorgandole a las moléculas analizadas un mayor grado en la
fuerza de unién porque se ha demostrado que los enlaces de hidrogeno estan involucrados
con el plegamiento de las proteinas y a un mayor nimero de este tipo de enlaces las moléculas
presentan mayor estabilidad (198). Sin embargo, los enlaces de hidrogeno son débiles en
comparacion con los enlaces ionicos, estos enlaces, se conforman por la union de
aminoacidos con cargas eléctricas opuestas y son necesarios para mantener la estabilidad y
estructura de la proteina (199).

Al observar con mayor detalle los resultados de interaccion molecular, es posible notar que
las cuatro proteinas que presentaron interaccion con la proteina de replicacion NS4A del
ZIKV no comparten el mismo namero o tipo de enlaces. Al comparar los resultados de
acoplamiento molecular de AXL con los acoplamientos obtenidos para las proteinas del
neurodesarrollo, observamos que este receptor presento un mayor niumero de enlaces idnicos
principalmente con (ARG y LYS) en comparacion a los obtenidos de las interacciones con
las proteinas del neurodesarrollo evaluadas, sin embargo, el nimero de enlaces de hidrogeno
resultd similar con un promedio de 3. Esta afirmacion se soporta con los resultados obtenidos
con TBR2 en donde se encontr6 un mayor nimero de enlace de hidrdgeno respecto a MCPH1
pero con un valor de energia libre menor. Probablemente esto se present6 debido al mayor
namero de interacciones idnicas que resultaron de la interaccion entre este marcador y NS4A.
Por lo anterior, aungue la presencia de ambos tipos de enlaces parece ser importante para las
interacciones moleculares con la proteina de replicacion NS4A del ZIKV, el aumento de
enlaces idnicos parece ser crucial en mejorar la interaccion intermolecular.

A nivel experimental se han realizado escasos ensayos de asociacién entre la presencia de
proteinas de replicacion NS4A y NS5 del ZIKV y los cambios en la expresién en las proteinas
del neurodesarrollo. Aqui se ha llegado a la conclusion de que las proteinas NS4A y NS5 del
ZIKV reducen la expresion de DCX en las NPC a nivel proteico y del ARNm, llegando a
disminuir la expresion de DCX aproximadamente en un 25% en el cerebro fetal. Esta
disminucion afecta directamente la migracion neuronal durante el neurodesarrollo,
impactando asi el desarrollo normal de la estructura de la corteza, al reducir el grosor de las
capas corticales de los cerebros infectados (19), ademas, se ha encontrado que cultivos de
NPC transducidos con NS4A y NS5 del ZIKV disminuyen la expresion de DCX (200), hasta
en un 70% en el 4 dia post infeccion (dpi) (19).

A pesar que no comprobamos algun tipo de interaccion entre la proteina NS5 del ZIKV y los
marcadores de neurodesarrollo evaluados, cabe resaltar que la proteina NS5 juega un papel
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importante en la replicacion del virus y esta a su vez reduce la sefializacién del interferon
tipo I mediante la unién con STAT2 humano (18), bloqueando con ello la sefial de interferon
tipo 1.

A partir de los resultados obtenidos, se llevo a cabo un andlisis de correlacion entre las
proteinas que presentaron interaccion molecular y sus respectivos resultados de expresion
(tabla 11), esto con el fin de determinar si la interaccion con las proteinas de replicacion del
virus puede estar relacionada con los niveles de expresion de los marcadores del
neurodesarrollo, al tener un nimero de datos pequefio se optd por una prueba estadistica no
paramétrica que permitiera correlacionar los datos sin tener en cuenta el orden de los mismos
como sucede con otros coeficientes de correlacion tales como el coeficiente de Spearman.

Tabla 11. Analisis de correlacion entre los marcadores que presentaron interaccion
molecular con las proteinas de replicacion y los valores de expresion.

Analisis de correlacion de Kendall

Valor de interaccion  [Valor de expresion
Valor de interaccion 0,6667

4)

0,1742

Valor de expresion 0,6667
Tamario de la muestra ((4)
Valor -P 0,1742

De acuerdo con nuestros resultados, podemos decir que existe una tendencia de correlacion
entre los valores de interaccion con los valores de expresion de los marcadores, pero estos
resultados no son significativos, por lo tanto, no es posible afirmar que la expresion de los
marcadores de neurodesarrollo evaluados pueda ser alterado por la interaccion con las
proteinas de replicacién del ZIKV.
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figura 9.

El resumen de los hallazgos histologicos y moleculares de este estudio se describen en la
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7 Conclusiones

Finalmente, con la elaboracion de este trabajo se logré dar respuesta a las siguientes
preguntas que surgieron durante la elaboracion de la escritura del mismo:

> ¢Puede el ZIKV afectar la expresion de genes involucrados en el desarrollo de la corteza
cerebral y cerebelar en modelos de rata o raton infectados durante la etapa prenatal?

Los resultados de expresion diferencial obtenidos en encéfalos de embriones Balb/c E14,5 a
partir de madres inoculadas con ZIKV por la via intraperitoneal, indicaron que este flavivirus
altero la expresion de los marcadores de neurodesarrollo DCX, CEP-152, RELN y TBR2
evaluados en este estudio. Estos genes estan involucrados en procesos de corticogénesis y
cerebelogénesis, por lo tanto, los cambios en su expresion podrian estar asociados a
malformaciones encefélicas tales como la microcefalia reportada durante la infeccion por
ZIKV.

> ¢Las proteinas codificadas por los genes evaluados podrian tener alguin tipo de
interaccion con proteinas asociadas a la replicacién viral y dicha interaccion podria
influir en el patron de expresion de estos genes?

Al comparar nuestros resultados de expresion diferencial con los obtenidos a partir de la
interaccion molecular, observamos que las proteinas DCX, RELN y TBR2 presentaron
aumento significativo en la expresién e interacciones favorables con la proteina de
replicacion NS4A del ZIKV. ElI marcador CEP-152 presentd un aumento en su expresion
pero ningun tipo de interaccién con la proteina de replicacion NS4A, mientras que, MCPH1
mostr6 una interaccion favorable pero el grado de expresion no cambié de manera
significativa entre controles e infectados.

En la mayoria de moléculas evaluadas se observé que aquellas que presentaron cambios en
la expresion coincidieron en su mayoria con aquellas que mostraron interacciones con la
proteina NS4A excepto para MCPHZ1en donde se observd una tendencia en la expresion a la
alta en el grupo de infectados pero sin cambios significativos, por ello, es posible considerar
que el virus aumenta la expresion de algunos marcadores del neurodesarrollo para favorecer
su interaccion con las proteinas de replicacion viral como sucede con la proteina NS4A del
ZIKV.

> ¢Las alteraciones morfologicas observadas en un modelo de infeccion por Zika se
encuentran asociadas a la cantidad de antigeno o ARN viral o son el resultado de un efecto
indirecto del virus sobre el encéfalo de los embriones infectados?

En los resultados obtenidos de IHQ e ISH observamos que las regiones con mas antigeno y
ARN de replicacion del ZIKV fueron el rombencefalo y médula espinal, regiones donde
también encontramos un mayor nimero de alteraciones asociadas a procesos morfoldgicos
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relacionados a procesos de degeneracion celular y en las que ademds se han reportado
alteraciones morfoldgicas en modelos de infeccion por ZIKV (161-163).

Con las respuestas a las preguntas de investigacion, se dio cumplimiento a cada uno de los
objetivos planteados concluyéndose que el virus zika genera alteraciones morfoldgicas como
la aparicion de nucleos picnoticos altamente asociadas a la presencia y replicacion viral del
mismo. Por otro lado, en este trabajo se reportd por primera vez cambios en la expresion de
marcadores del neurodesarrollo cortical y cerebelar asociados a la infeccion por el ZIKV
como MCPH1, CEP-152, RELN, TBR2; marcadores previamente asociados a otras formas
de microcefalia. Ademas, es posible considerar que el virus zika puede aumentar la expresion
de los marcadores evaluados, como parte de la estrategia utilizada para fomentar su
diseminacion.

Por otro lado, este estudio es el primer reporte en donde se evidencia interaccion molecular
entre las proteinas del neurodesarrollo MCPH1, DCX, RELN y TBR2 con la proteina de
replicacion viral NS4A. Estos resultados postulan a los genes evaluados como posibles
blancos de unién al ZIKV y permiten plantear futuros mecanismos de infeccion por el ZIKV.

8 Perspectivas futuras

Evaluar la dindmica de interaccion entre los marcadores de neurodesarrollo DCX, MCPH1,
RELN y TBR2y la proteina de replicacion NSA4 del ZIKV.

Evaluar experimentalmente las interacciones que presentaron resultados favorables en los
ensayos de docking molecular mediante ensayos de co-preciptacion o proximidad del
ligamiento.
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Material complementario

Anexo 1. Caracteristicas de estabilidad para el disefio de primers.

Caracteristicas Minimo Maximo
Longitud de primers 17 bp 24 bp
Temperatura de fusion 35.8°C 62.5°C
Estabilidad del pentdmero 3" | 8.5 -Kc/M
Secuencia unicaen el 3’ 7bp
Estabilidad de homodimeros A G=-3 0 -2 Kcal/mol
o dimeros de primer

Anexo 2. Primers especificos de marcadores moleculares de neurodesarrollo expresados en

ratén.
Nombre Orientacién Lgpi%t:rdpcg)el Secuencia GC% ™ TS':;‘;%%S) el
Forward 21 CCCTTTGCAGAACGCCACCAC 61,9 65,3°C
CEP 152 Reverse 23 CCGCAACACTTCCGCTTTTACCA 5217 | 64,7°C 197
Forward 19 CCCTGAAGTCGAGGAGCTG 63,16 61,7°C
Nestin Reverse 19 CTGCTGCACCTCTAAGCGA 57,89 59,5°C 166
Forward 21 GTACCGGGACAGGAATACCAT 52,4 61,3°C
Reelin Reverse 22 CAGTTGCTGGTAGGAGTCAAAG 50 62,1°C 73
Forward 23 CATTTTGACGAACGAGACAAAGC 43,38 61,1°C
DCX Reverse 21 TGGAAGTCCATTCATCCGTGA 47,62 59,4°C 63
Forward 24 AGCTCCGATCTGCCGACTTGAACG 58,33 64,8°C
MCPH1 Reverse 23 GGCTGCTGGCTGGCGCTATGAAC 65,22 66,3°C 101
Forward 21 GGCCCCTATGGCTCAAATTCC 57,2 63,3°C
TBR2 Reverse 23 GAACCACTTCCACGAAAACATTG 43,5 61,1°C 141
Forward 19 CGGAGACGCATCACCTCTG 63,2 61,7°C
GFAP Reverse 21 TGGAGGAGTCATTCGAGACAA 47,6 51,4°C 120
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Anexo 3. Andlisis estadistico de la inmunoreaccion de caspasa 3 evaluado en un modelo prenatal infectado con ZIKV.

Distribucién de normalidad Pruebas de normalidad Pr_ue/ba Qe
. hipotesis
- Prueba de aleatoriedad de
Estructura | Grupo biolégico .
residuos
Sesgo Curtosis Shapiro - Wilk | Chi cuadrado | Kolmogorov | Chi cuadrado Prueba t
Controles 1,5559 0,351288 | 0,780874 | 0,734091 | 0,235752 0,149766 0,617389 0,88213 0,818731
Prosencéfalo 0,589226
Valor P=0,559107
Infectados 1,36788 -0,563262 | 0,316922 | 0,809457 | 0,734504 0,0703061 0,241624 0,64174 0,0489629
Controles 2,33079 2,06715 110,333536 | 0,975216 0,010059 0,100559 0,269727 0,00408677
Mesencéfalo 0,238619
Valor P=0,813829
Infectados 0,347016 -1,23542 | 0,762065 | 0,901433 | 0,813198 0,079793 0,124726 0,472345 0,22313
Controles 0,813572 -0,214852 | 0,702546 110,537784 0,430339 0,238103 0,709947 0,317309
. 1,16969
Rombencéfalo Valor P=0,256589
Infectados 2,78784 2,82263 | 0,762065 | 0,901433 | 0,580993 0,00164411 0,000439049 0,103763 | 8,13568E-05
Controles 1,5278 1,2401 0,0840436 0,308441 0,904152
Médula 1,55371
Valor P=0,151303
Infectados 0,594608 -0,775104 0,237701 0,0712872 0,889286
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Anexo 4. Analisis estadistico de la expresion diferencial de los marcadores de neurodesarrollo evaluados en un modelo prenatal infectado

con ZIKV.
Distribucién de . Prueba de
normalidad Pruebas de normalidad homocedasticidad
Nombre %) Veces | P valor Grupo Prueba de aleatoriedad de Prueba de
del gen de Testde T | bioldgico residuos hipétesis
cambio
Sesdo Curtosi Shapiro - Chi Kolmogorov Chi F
d S Wilk cuadrado J cuadrado
Controles 2,16584 | 0,76265| 0,466079 | 0,921731 | 0,47347 0,006135 | 0,0353524 0,266793 | 0,006966 U= 140,0
DCX 1,989 1,989 001 Infectados 0,810769 | -0,3867 | 0,780874 | 0,734091 | 0,21353 0,429401 0,188573 0,66592 | 0,135335 04239 \(;atl)gz)-;42554
R U=67,0
MCPH1 | 1,288 | 1,288 0,206 Controles | -0,043992 1,41388 0,224449 0,49162 | 0,18512 | 0,0349199 | 0,0598823 0544839  0,085902 0744473
Infectados 0,920399 | -0,9498 | 0,403984 | 0,157053 | 0,09730 | 0,0150934 0,124652 0,405452 | 0,317309 valor-P = 0,196511
Controles | -0,083972 | -0,1588| 0,795805 10| 0,81573 0,817198 0,173015 0,0258914 | 0,845663 U=100,0
TBR2 2,559 | 2,559 0,029 - 1,09549 valor-P ==
Infectados 0,975049 041854 1,0| 0,193608 | 0,96826 0,147618 0,256997 0,909248 |  ---------- 0,000581848
Controles 0,97583 | -0,8798 | 0,808035 0,49162 | 0,25924 0,084801 0,325706 0,456474 | 0,167146 U=225,0
2,315 P =
REELIN | 2,315 0,003 Infectados | -0,603864 | -0,6657 0,1262 | 0,004598 | 0,75875 0,508807 0,617389 0,724537 | 0,868175 260729 \6&(;8650339552
Controles 0,019623 | -1,1796 | 0,070075 1,0 0,31754 0,061481 0,000774 0,545389 | 0,011920 U=46,0
CFAP | 08891 112 | 0516 1%ectados | 045000 | -0.9559 | 0,164264 10 029389 | 0,231016] 0,238103| _ 0,569828 _0,317309 65669 valor-P = 0422935
Controles 2,50554 | 1,03837 | 0,437556 | 0,760903 | 0,09376 | 0,0005575 | 0,00732665 0,101039 | 0,000256 U=159,0
- 1,717 -P=
CEP-152 1 1717 0,018 Infectados 0,776969 | 0,75473| 0,780874 | 0,734091 | 0,34719 0,866488 0,700566 0,778801 | 0,997114 269207 \(;a(;ggggomg
Controles | -0,849106 | -0,8591| 0,795805| 0,361309 | 0,05233 | 0,0408732 0,122066 0,509128 | 0,286505 U=79,0
NESTIN | 1251 | 1951 | 0572 |17 roctados | 0715752 | -0,7895| 0164264 | 0,734091] 0,70789| 023107 |  050829| 0649017 | 0213215 3,98959 valor-P = 0,034548
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Anexo 5. Distancia media cuadratica obtenida de las mejores posiciones estructurales de las
proteinas del neurodesarrollo evaluadas.
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Anexo 6. Interacciones hidrofdbicas entre marcadores de neurodesarrollo y la proteina no
estructural NS4A del ZIKV.

INTERACCIONES HIDROFOBICAS DENTRO 5 Angstroms — MCPH1

Posicion | Residuo| Cadena | Posicién | Residuo | Cadena
30 TYR A 60 LEU B
30 TYR A 90 ALA B
34 PHE A 60 LEU B
34 PHE A 93 TRP B
79 VAL A 93 TRP B
80 LEU A 105 ILE B
80 LEU A 106 ALA B
80 LEU A 85 MET B
80 LEU A 88 LEU B
80 LEU A 92 ALA B
82 VAL A 93 TRP B
87 MET A 102 PRO B
87 MET A 96 TRP B
97 PHE A 106 ALA B
97 PHE A 85 MET B
98 PRO A 110 ILE B
98 PRO A 111 VAL B
98 PRO A 85 MET B
99 ALA A 85 MET B
100 VAL A 110 ILE B
100 VAL A 114 LEU B
100 VAL A 85 MET B
106 LEU A 78 ILE B

INTERACCIONES HIDROFOBICAS DENTRO DE 5 Angstroms - DCX

Posicion | Residuo | Cadena | Posicion Residuo | Cadena
46 LEU A 49 PRO B
52 ALA A 93 TRP B
64 TYR A 117 VAL B
64 TYR A 78 ILE B
64 TYR A 81 MET B
65 PHE A 110 ILE B
65 PHE A 111 VAL B
65 PHE A 114 LEU B
65 PHE A 81 MET B
65 PHE A 85 MET B
68 ILE A 106 ALA B
69 VAL A 86 VAL B
71 ALA A 93 TRP B
91 LEU A 111 VAL B
95 ILE A 115 LEU B
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95 ILE A 119 LEU B
142 VAL A 83 PHE B
146 TRP A 86 VAL B
150 VAL A 55 ILE B
INTERACCIONES HIDROFOBICAS DENTRO DE 5 Angstroms — RELN
Posicion | Residuo | Cadena | Posicion | Residuo | Cadena
1294 LEU A 110 ILE B
1294 LEU A 111 VAL B
1294 LEU A 114 LEU B
1294 LEU A 85 MET B
1300 TYR A 114 LEU B
1330 MET A 102 PRO B
1330 MET A 93 TRP B
1330 MET A 96 TRP B
1332 TRP A 92 ALA B
1332 TRP A 93 TRP B
1369 TRP A 66 LEU B
1387 PHE A 85 MET B
1387 PHE A 86 VAL B
1389 TRP A 86 VAL B
1390 ILE A 56 MET B
1390 ILE A 60 LEU B
1399 VAL A 55 ILE B
1404 LEU A 83 PHE B
1404 LEU A 86 VAL B
1407 VAL A 83 PHE B
1407 VAL A 86 VAL B
1408 TYR A 78 ILE B
1409 ILE A 114 LEU B
1409 ILE A 85 MET B
1424 ILE A 78 ILE B
1427 VAL A 121 PRO B
1427 VAL A 123 PRO B
1429 PHE A 123 PRO B

INTERACCIONES HIDROFOBICAS DENTRO DE 5 Angstroms — TBR2

Posicion | Residuo | Cadena | Posicion | Residuo | Cadena
290 ILE A 73 MET B
299 PHE A 66 LEU B
352 TYR A 58 LEU B
355 PRO A 57 LEU B
355 PRO A 58 LEU B
371 PHE A 58 LEU B
436 ALA A 73 MET B
437 TYR A 70 PHE B
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447 ILE A 70 PHE B
452 PHE A 66 LEU B
452 PHE A 86 VAL B
453 ALA A 70 PHE B
453 ALA A 83 PHE B
456 PHE A 83 PHE B
INTERACCIONES HIDROFOBICAS DENTRO DE 5 Angstroms — AXL
Posicion | Residuo | Cadena | Posicion | Residuo | Cadena
265 LEU A 119 LEU B
265 LEU A 121 PRO B
285 MET A 72 LEU B
298 PHE A 105 ILE B
302 PRO A 100 ILE B
461 ALA A 69 PHE B
482 PHE A 108 VAL B
482 PHE A 112 VAL B
635 PHE A 112 VAL B
635 PHE A 116 LEU B
656 TYR A 105 ILE B
656 TYR A 108 VAL B
656 TYR A 109 LEU B

Anexo 7. Interacciones ionicas entre marcadores de neurodesarrollo y la proteina no

estructural NS4A del ZIKV.

INTERACCIONES IONICAS DENTRO DE 6 Angstroms— MCPH1

Posicion | Residuo | Cadena| Posicion | Residuo | Cadena
36 LYS A 53 GLU B
84 LYS A 101 GLU B
103 ASP A 74 ARG B
103 ASP A 76 LYS B
INTERACCIONES IONICAS DENTRO DE 6 Angstroms - DCX
Posicion | Residuo | Cadena | Posicion | Residuo | Cadena
76 ARG A 101 GLU B
86 ASP A 104 ARG B
137 GLU A 76 LYS B

INTERACCIONES IONICAS DENTRO DE 6 Angstroms — RELN

Posicion | Residuo | Cadena | Posicion | Residuo | Cadena
1392 GLU A 53 GLU B
1405 ASP A 74 ARG B
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1422 ASP A 76 LYS B

1431 ASP A 76 LYS B
INTERACCIONES IONICAS DENTRO DE 6 Angstroms — AXL

Posicion | Residuo | Cadena | Posicion | Residuo | Cadena

275 GLU A 122 LYS B
276 ASP A 122 ARG B
305 ARG A 53 ARG B
305 ARG A 99 LYS B
307 ARG A 50 ARG B
307 ARG A 53 LYS B
309 LYS A 50 LYS B
411 ARG A 50 ARG B
415 HIS A 50 ARG B
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Anexo 8. Interacciones de puente de hidrogeno entre marcadores de neurodesarrollo y la proteina no estructural NS4A del

ZIKV.

PUENTES DE HIDROGENO -MCPH1 -NS4A

DONADOR

ACEPTOR

PARAMETROS

POSICION | CADENA | RESIDUO | ATOM [ POSICION

CADENA | RESIDUO [ATOM

Dd-a | Dh-a | A(d-H-N) | A(a-O=C)

79 B GLY N

102

A

THR

0

3.25 3.98

37.68 150.93

Dd-a = Distancia entre donante y aceptante

Dh-a = Distancia entre el hidrogeno y el aceptor
A(d-H-N) = Angulo entre donante H-N
A(a-0=C) = Angulo entre el aceptor O=C

MO = Ocupacién multiple

Los Angulo no definidos se escriben como 999.99

Posiciéon| Cadena | Residuo | ATOM |Posicién| Cadena | Residuo |ATOM|MO| Dd-a |

Dh-a | A(d-H-N) | A(a-O=C)

PUENTES DE HIDROGENO -DCX -NS4A
45 A ALA N 97
47 A SER N 49
65 A PHE N 81
92 A SER N 107
112 B VAL N 92

B

B
B
B
A

LEU
PRO
MET
CYS
SER

@)

@)
@)
@)
O)

3,25
3,16
3,12
3,17
3,24

9,99
2,54
3,56
2,44
3,34

999,99 999,99
120,96 89,68

56,19 147,36
130,32 166,60
75,76 158,53

Dd-a = Distancia entre donante y aceptante

Dh-a = Distancia entre el hidrogeno y el aceptor
A(d-H-N) = Angulo entre donante H-N
A(a-0=C) = Angulo entre el aceptor O=C

MO = Ocupacién multiple

Los Angulo no definidos se escriben como 999.99
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PUENTES DE HIDROGENO -RELN -NS4A

DONADOR ACEPTOR PARAMETROS

Posicio |Cadena [Residuo [ATOM |[Posicion| Cadena |Residuo|ATOM |MO ([Dd-a |Dh-a |A(d-H-N) |A(a-O=C)
n

1294 A LEU N 106 B ALA o) - 3,49 9,99 999,99 999,99
1407 A VAL N 79 B GLY o) - 2,78 1,84 159,36 129,69
82 B GLY N 1407 A VAL O] - 2,98 2,30 125,65 145,15
Dd-a = Distancia entre donante y aceptante
Dh-a = Distancia entre el hidrogeno y el aceptor
A(d-H-N) = Angulo entre donante H-N
A(a-0=C) = Angulo entre el aceptor O=C

MO = Ocupacion multiple

Los Angulo no definidos se escriben como 999.99

PUENTES DE HIDROGENO -TBR2 -NS4A

DONADOR ACEPTOR PARAMETROS

Posicion| Cadena |Residuo | ATOM [Posicion| Cadena |Residuo| ATOM| MO | Dd-a | Dh-a | A(d-H-N) | A(a-O=C)
372 A GLY N 58 B LEU o) - 3.35 2.90 108.83 115.11

455 A GLY N 82 B GLY O] - 3,33 3,21 88,20 81,74

Dd-a = Distancia entre donante y aceptante

Dh-a = Distancia entre el hidrogeno y el aceptor

A(d-H-N) = Angulo entre donante H-N
A(a-0=C) = Angulo entre el aceptor O=C
MO = Ocupacién multiple

Los Angulo no definidos se escriben como 999.99
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PUENTES DE HIDROGENO -AXL -NS4A

DONADOR ACEPTOR PARAMETROS
Posicién| Cadena | Residuo [ ATOM |Posicién| Cadena | Residuo [ATOM| MO | Dd-a | Dh-a | A(d-H-N) [ A(a-O=C)
263 A GLN N 115 B LEU O - 3,10 3,63 50,69 149,86
265 A LEU N 119 B LEU O - 3,26 3,67 58,00 153,75
276 A ASP N 122 B GLU O - 2,85 1,88 1,88 133,18

Dd-a = Distancia entre donante y aceptante

Dh-a = Distancia entre el hidrogeno y el aceptor
A(d-H-N) = Angulo entre donante H-N
A(a-0=C) = Angulo entre el aceptor O=C

MO = Ocupacién multiple

Los Angulo no definidos se escriben como 999.99
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