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RESUMEN 

 

El virus Zika (ZIKV), es un flavivirus que es transmitido principalmente por A. 

aegypti y A. albopictus. No obstante, la transmisión sexual también ha sido 

documentada y descrita. La detección del RNA del ZIKV en el semen de hombres 

vasectomizados constituyen un indicio de que las glándulas accesorias (como la 

próstata), eventualmente, son nichos de replicación viral. En este estudio, se 

caracterizó la infección de ZIKV en células de adenocarcinoma de próstata (PC3), se 

demostró la expresión de AXL y TIM-1 y se evaluó el perfil antiviral. Los resultados 

mostraron que, las células PC3 son susceptibles y permisivas a la infección por ZIKV 

sin alterar la viabilidad celular, ni provocar un efecto citopático (CPE). El perfil 

antiviral sugiere que las células PC3 modulan la respuesta antiviral a través de la 

expresión de la molécula supresora, SOCS-1, hasta las 120 horas post-infección 

(h.p.i.), es decir, en un periodo de infección temprana. Lo anterior, suscitó a estudiar 

la persistencia del ZIKV en células de próstata hasta 8 semanas post-infección (s.p.i) 

y definir los componentes virales/celulares comprometidos en esta. El hallazgo de 

viriones, genoma viral, dsRNA y proteína de envoltura viral prueban la presencia de 

infección a las 8 s.p.i., por lo cual, se demuestra la persistencia de ZIKV en las células 

PC3. El perfil transcripcional analizado sugiere que dicha persistencia se debe a la 

modulación transcripcional de procesos celulares como autofagia, respuesta inmune 

innata e inflamación. La infección prolongada, produjo cambios en la expresión de la 

citoqueratina 18 (CK-18), una proteína importante para la función secretora del 

epitelio prostático y, además, se observó una modulación en la respuesta inflamatoria 

durante el ciclo de infección, así lo constató las fluctuaciones en la secreción de la 

IL-6.  Considerando que, algunos genes de autofagia (principalmente aquellos que 

participan en la formación del autofagosoma) incrementan su expresión en los 

tiempos donde hay mayor rendimiento viral, se puede inferir que este proceso es 

importante para potenciar la replicación viral y posiblemente module la respuesta 

inmune innata y el ambiente inflamatorio; favoreciendo así, la persistencia del ZIKV. 
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ABSTRACT 

Zika virus (ZIKV) is a flavivirus transmitted mainly by A. aegypti and A. albopictus; 

however, sexual transmission has also been documented and described. The detection 

of ZIKV RNA in the semen of vasectomized men is an indication that the accessory 

glands (such as the prostate), eventually, are niches of viral replication. In this study, 

the ZIKV infection in prostate adenocarcinoma (PC3) cells was characterized, AXL 

and TIM-1 expression were demonstrated, and the antiviral profile was evaluated. 

The results showed that PC3 cells are susceptible and permissive to ZIKV infection 

without altering cell viability or causing a cytopathic effect. The antiviral profile 

suggests that PC3 cells modulate the antiviral response through the expression of the 

suppressor molecule, SOCS-1, up to 120 h.p.i., ie, during early infection. Here, we 

studied the viral and cellular components involved in ZIKV persistence in prostatic 

cells up to 8 weeks post-infection (w.p.i). We observed the presence of infectious 

virions, viral genome, dsRNA, and viral envelope protein at 8 w.p.i, suggesting that 

the persistence of ZIKV in PC3 cells can be generated by the modulation of 

transcriptional factors involved in autophagy, innate immune response, and 

inflammation. Additionally, a persistent infection generated changes in the 

expression of cytokeratin 18 (CK-18), an important protein for the prostatic 

epithelium's secretory function. Also, it was demonstrated a modulation in the 

inflammatory response during the infection cycle, by the presence of fluctuations in 

IL-6 secretion. Considering that some autophagy genes (mainly those that are 

involved in autophagosome formation) are upregulated at times when is a higher viral 

yield, it could be inferred that this process is important to enhance viral replication 

and possibly modulates the innate immune response and the inflammatory 

environment; thus, benefit to the persistence of ZIKV infection. 
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1. INTRODUCCIÓN 

El virus Zika (ZIKV) es un flavivirus transmitido por los vectores Aedes aegypti y A. 

albopictus (1). Sin embargo, los hallazgos clínicos indican que también se transmite por vía 

sexual (2). Aunque ZIKV se ha detectado en diferentes fluidos corporales (saliva, sangre y 

orina) (3), el virus persiste por un tiempo prolongado en el semen; así lo ha mostrado la 

presencia del RNA viral y partículas infecciosas hasta los 69 y 304 días post-infección (d.p.i), 

respectivamente (4). Por lo tanto, el sistema reproductor masculino (SRM) es, 

potencialmente, un reservorio viral debido a que los testículos son sitios 

inmunoprivilegiados, y esto le confiere al virus una ventaja para que pueda replicarse durante 

un largo periodo (4). En pacientes vasectomizados se ha verificado la infección por ZIKV 

mediante la detección de RNA (77 -96 dpi) y el aislamiento del virión (69 dpi) (4). 

Adicionalmente, se ha encontrado que, el RNA del ZIKV perdura en diferentes tejidos del 

sistema reproductor de ratones C57BL/6J (próstata) (5) y primates (testículos, nódulos 

linfáticos genitales y próstata) (5,6) a los 21 y 42 dpi, respectivamente (6). 

Las enfermedades prostáticas están relacionadas con alteraciones de la fertilidad (7) debido 

a que la próstata es una glándula que suministra al contenido seminal diversos nutrientes 

como: el Zn 2+, citrato y calicreínas, entre otros, que contribuyen a la calidad del semen y, 

por ende, a la viabilidad de los espermatozoides (7). Se ha descrito que, para el 

funcionamiento de la glándula es importante la presencia de un grupo de moléculas 

denominadas citoqueratinas que conservan la estructura de la próstata (8), estas se ubican de 

manera diferencial a través de la anatomía prostática. Por ejemplo, la citoqueratina 18 (CK-

18) se expresa en epitelio donde se ejerce la actividad secretora (8); por tanto, factores 

externos que incidan en la arquitectura de este órgano, afectarán en gran manera su 

funcionalidad. La inflamación crónica- a causa de agentes infecciosos- puede ocasionar una 

distribución anormal del tejido prostático lo que desencadena disfuncionalidad (9), alteración 

en la fertilidad y en algunos casos, neoplasia (10). 

La presencia de receptores de la familia TAM (Tyro3, AXL y Mer) (3) y TIM-1 (3) en la 

glándula prostática (10) -pueden ser- determinantes para infección por ZIKV e indican el 

tropismo del ZIKV hacia este órgano; esto explica el aislamiento de viriones en pacientes 

vasectomizados y la detección de RNA viral en el tejido prostático de ratones y monos. 
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El receptor AXL, además de conceder susceptibilidad a la infección, estimula moléculas 

inmunosupresoras que regulan negativamente el efecto antiviral (13). En células de Sertoli 

infectadas con ZIKV (14), el factor de transcripción STAT1, una molécula importante en la 

vía de señalización AXL-IFNAR; se activa promoviendo la expresión del supresor de la 

señalización de citoquinas 1 (SOCS-1) que restringe la respuesta del interferón (14).  Durante 

la infección de dichas células, la inhibición de AXL causa: (i) la inactivación de STAT1, (ii) 

la reducción de SOCS-1 y, por ende, (iii) se incrementa la expresión de genes antivirales 

inducidos por interferón (ISGs) que disminuyen la replicación viral (14).  

La inmunidad innata está conformada por diferentes componentes que cooperan para limitar 

la infección de diferentes agentes, dentro de estos elementos se encuentra: los interferones 

tipo I (IFN-α, β), interferón tipo II (IFN-γ) e interferones tipo III (IFN λ1–4). Sin embargo, 

se conoce que los flavivirus (FVs) inhiben la respuesta del interferón gracias a ciertas 

proteínas virales (11,12).  

Al igual que otros FVs, el ZIKV tiene estrategias de evasión inmune que podrían ser crucial 

para la persistencia viral en la glándula prostática. Por lo tanto, es importante comprender la 

biología de la infección del ZIKV en células de próstata que abarca varios componentes tales 

como: el análisis del genoma del virus, dinámica de replicación viral, la respuesta inmune 

innata, establecimiento de infección persistente, factores virales/celulares asociados a 

persistencia y consecuencias celulares, en el marco de una infección prolongada.  

Debido al difícil mantenimiento de cultivos celulares primarios para la evaluación de la 

infección del ZIKV en la glándula prostática, se emplearon células epiteliales de 

adenocarcinoma de próstata (PC3), una línea celular con la vía funcional de la respuesta del 

interferón (15).  

Para investigar la susceptibilidad y permisividad de la infección por ZIKV, se llevó a cabo la 

detección de los receptores, AXL y TIM-1, el fitness viral fue evaluado por varias 

metodologías y los mRNAs de genes antivirales fueron cuantificados por RT-qPCR. 

Sucesivamente, se determinó la persistencia viral evidenciando la presencia de elementos 

virales en células PC3 infectadas con ZIKV hasta las 8 s.p.i. Además, se caracterizó algunos 

cambios en el genoma del virus en puntos claves de la dinámica de infección, así como la 

expresión de genes celulares que- probablemente- están vinculados con persistencia. 
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Finalmente, se analizó el impacto de la infección persistente, identificando algunos cambios 

fenotípicos celulares/consecuencias de dicha infección en las células PC3, específicamente 

detectando la expresión de una proteína celular del epitelio prostático (CK-18) (8) y 

marcadores de inflamación (IL-6, IL-8 y e IL- 1β) (16). 

En este trabajo, se demostró que las células PC3 son susceptibles y permisivas a la infección 

por ZIKV a través del control de la respuesta de interferón por SOCS-1, lo que permite un 

equilibrio entre la replicación viral y supervivencia de las células PC3 hasta las 120 h.p.i. 

Los anteriores resultados, permitieron estandarizar un modelo de infección persistente in 

vitro hasta las 8 s.p.i, cuando se determinó que el ZIKV realiza persistencia en las células 

PC3 mediante la detección de la proteína de E/dsRNA viral, genomas virales y viriones y, 

además, se concluyó que durante una infección prolongada se modula: autofagia, respuesta 

inmune innata e inflamación; posiblemente la IL-6 tiene un papel fundamental en dicha 

infección. Asimismo, la persistencia viral en las células PC3 puede alterar la expresión de 

proteínas (CK-18) importantes para la función secretora de la próstata. 

1.1 ANTECEDENTES 

Los síntomas genitourinarios de pacientes infectados con ZIKV y la información disponible 

en sistemas experimentales in vivo e in vitro que involucran modelos animales y cultivos de 

células prostáticas, Sertoli, entre otros, motivan a indagar algunos aspectos de la infección 

del ZIKV primordialmente, en células de próstata ya que como se mencionó es importante 

para la fertilidad masculina (4), y las infecciones crónicas en esta glándula han demostrado 

ser la génesis de otras patologías. Por tal razón, se evaluó la permisividad del ZIKV en la 

línea celular PC3 dado a que permitía discernir esas interacciones a nivel de respuesta 

intrínsecas, inmune, etc.; que pueden originarse por la infección de dicho virus. En esta 

primera aproximación experimental, se observó que el virus tenía una infección productiva 

en las células PC3 (Fig.1) y que no ocasionaba alteraciones metabólicas celulares durante la 

primera semana de la infección (dato no mostrado), esto suscitó a plantear cuáles son las 

interacciones que ocurrían en este modelo in vitro y que estaba promoviendo el balance entre 

la supervivencia de la célula y la replicación del virus.  
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Figura 1. Antecedente: infección del virus ZIKV en las células PC3.  La figura muestra que 

el virus produce progenie viral a los 7 d.p.i. con las diferentes multiplicidades de infección 

evaluadas (MOI=0.1 y 1). 

En el marco teórico, se abordarán algunos aspectos generales de la infección que quizás estén 

implicados en la infección del ZIKV en las células PC3 y algunas repercusiones asociadas. 
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2. MARCO TEÓRICO 

2.1 Género Flavivirus: generalidades 

Los flavivirus (FVs) son arbovirus que pertenecen a la familia Flaviviridae, se caracterizan 

por ser virus RNA monocatenario de polaridad positiva y son transmitidos – principalmente- 

por artrópodos, tales como A. aegypti, A. albopictus, entre otros (17). Los flavivirus son 

patógenos humanos que generan impacto en salud pública, dentro de este grupo de agentes 

infecciosos se destacan: el dengue (DENV1-4), fiebre amarilla (YFV), Virus del oeste del 

Nilo (WNV) y Zika (ZIKV) (17).  

Estructuralmente, son virus de ARN envueltos, con un tamaño de 11 kb, ~50 nm de diámetro, 

que codifican tres proteínas estructurales: cápside, proteína de membrana y envoltura (C, 

prM/M y E) y siete proteínas no estructurales (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B y 

NS5), siendo estas últimas esenciales para el proceso de replicación y traducción (17).  

 

El ciclo de replicación de los flavivirus, comienza con la unión de la proteína E a los 

receptores (TIM-1, AXL, DC-SING, receptor de manosa o heparán sulfato) (18), presentes 

en la membrana celular; posteriormente, se inicia el proceso de endocitosis dependiente o 

independiente de clatrina (18). Cuando el virus está dentro de los endosomas, la proteína E 

sufre cambios conformacionales que facilitan la liberación del RNA viral en el citoplasma, 

donde es transcrito y posteriormente traducido (18) (Imagen 1).  

La replicación, traducción del RNA viral y morfogénesis del virión ocurren en 

compartimentos especializados que se originan por cambios conformacionales del sistema 

de endomembranas (19), a través de la participación de las proteínas no estructurales del 

virus. Estas estructuras son denominadas complejos replicativos (19) y, además, tienen la 

función de proteger de los productos de replicación viral de las respuestas inmunitarias de la 

célula huésped (Imagen 1).  

La maduración viral inicia en la red trans-Golgi donde la prM es separada por proteasas 

celulares, por una furina celular (20). Por último, los viriones son liberados al espacio 

extracelular donde el pH neutro produce el desprendimiento del péptido pr y la proteína E 

adquiere su conformación final, para ser reconocida por los receptores de otra célula 

susceptible e iniciar un nuevo ciclo de infección (Imagen 1).  
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Imagen 1. Ciclo de replicación de los flavivirus. (Tomado de: Pierson and Diamond. Nat Microbiol. 

2020) 

Los FVs muestran un amplio espectro de manifestaciones clínicas que van desde fiebre 

asintomática o leve hasta enfermedad hemorrágica y complicaciones neurológicas (21). En 

términos generales, los FVs establecen infecciones agudas que se caracterizan por una rápida 

producción de viriones seguido por el aclaramiento de la infección y en general, muestran un 

efecto citopático (CPE); un ejemplo de esto, son las infecciones por DENV en células 

humanas, de insecto y animales (22, 23). Sin embargo, reportes indican que, otros virus 

pertenecientes a este género, pueden causar una infección persistente que se definen como: 

la producción continua o intermitente de viriones, proteínas o genomas virales y 

particularmente, los virus que constituyen este tipo de infección, no generan CPE en algunos 

tipos celulares; tal como el ZIKV (6). 
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En el 2016 las infecciones por ZIKV fueron declaradas emergencia mundial debido a que la 

infección por ZIKV se ha relacionado con enfermedades neurológicas graves como el 

síndrome de Guillan-Barré (GBS) (24) y síndrome congénito de Zika. Por lo tanto, en la 

revisión posterior se abordará algunos aspectos importantes de la infección y patogénesis del 

ZIKV que permitirán conocer las interacciones virus- célula que potencialmente estén 

implicadas en la infección persistente. 

 

2.2 Patogénesis del ZIKV 

2.2.1 Transmisión  

Además de la transmisión vectorial mencionada en el numeral 2.1, ZIKV puede ser trasmitido 

por vía materno-fetal, transfusión sanguínea y transmisión sexual (6); este último mecanismo 

de propagación, resulta ser diferencial con respecto a otros flavivirus. En el 2011, se reportó 

el primer caso de trasmisión sexual de un americano que contrajo la infección en Senegal y 

luego contagió a su esposa (25). Las viremias indetectables en suero y el aislamiento del virus 

en semen, orina y fluido cervical -por un tiempo prologando- después de un periodo de 

infección aguda (26), sugiere que el virus se replica en ciertos sitios anatómicos que 

potencialmente son reservorios virales. 

 

2.2.2 Tropismo  

Los virus restringen su infección a ciertos tipos de células o tejidos y esta característica, está 

determinada por la distribución de receptores celulares para la entrada viral (susceptibilidad) 

(27) o la disponibilidad de genes intracelulares útiles para que el virus establezca su ciclo 

infeccioso (permisividad) (27). 

Particularmente, se ha identificado que, el ZIKV puede infectar células fibroblásticas, 

queratinocitos, células dendríticas inmaduras, células del sistema nervioso central, 

espermatozoides, células de Sertoli, las células de Leydig, epitelio vaginal, tejido ocular, etc., 

a través de los receptores celulares: DC-SIGN, TAM (Tyro3, AXL y Mer) y TIM-1 (3). El 

amplio tropismo del virus explica la detección del ZIKV en múltiples fluidos corporales, 

incluido el líquido conjuntival o las lágrimas (ratones y humanos), saliva (primates y 

humanos), semen (ratones, primates, y humanos), moco cervical (humanos), lavados 

vaginales (ratones y humanos) y orina (primates y humanos) (3). 
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2.2.3 Infecciones por ZIKV en el sistema reproductor masculino 

El SRM está conformado por los testículos, el epidídimo, túbulos deferentes, próstata, 

vesícula seminal, glándulas bulbouretrales y uretra. Cada una de estas estructuras participan 

en la producción, maduración y protección de los espermatozoides (26) (Imagen 2). 

Desde que se reportó el primer caso de transmisión sexual por ZIKV en el año 2011, este 

agente infeccioso ha sido detectado al menos en 14 países no endémicos, cuyos contagios 

son asociados por el contacto persona a persona (25). Esta vía de diseminación viral es 

utilizada por ambos linajes del ZIKV (asiático y africano) (25); por lo tanto, esta 

particularidad del virus aparece antes de su divergencia evolutiva. 

El RNA del ZIKV ha sido detectado en el semen de pacientes sintomáticos y asintomáticos 

hasta 6 meses o 69 días después del periodo de infección aguda (26). Del mismo modo, la 

adhesión e infección del virus a los espermatozoides (26, 28), ha sido identificada; 

proponiendo que, además, del semen esta puede ser una vía de transmisión (Imagen 2). 

La perdurabilidad del virus en semen en comparación con los fluidos vaginales (29) sugiere 

que, el virus puede tener sitios de replicación localizados en los órganos o células del sistema 

reproductor masculino. 

La persistencia del virus en el SRM, se argumenta por la existencia de un órgano 

inmunológicamente privilegiado (los testículos) (30) en el cual se protegen las células 

germinales de efectos perjudiciales que se puede causar por las respuestas inmunitarias. El 

privilegio inmune es favorecido por diferentes factores; tales como la baja presentación de 

antigénica de las células dendríticas, disminución de la producción de citoquinas 

inflamatorias de los macrófagos, secuestro de antígenos y la presencia de la barrera hemato-

testicular (30). La disrupción de la respuesta inmune controlada en este sitio anatómico, 

puede afectar de manera relevante la fertilidad (31). 
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Imagen 2. Blancos de replicación del ZIKV en SRM. (Tomado de: Kurscheidt, Mesquita y col. 

Nat Review Urology. 2019). 

 

2.2.3.1 La glándula prostática: importancia para el sistema reproductor masculino y 

blanco de agentes infecciosos 

La próstata es una glándula accesoria importante para el SRM y está constituida por dos 

compartimentos principales, el estroma y el epitelial. El estroma, está conformado por células 

básales que proporciona señales que contribuyen a la regeneración y homeostasis de la 

próstata (7). Por su parte, el epitelial, está ubicada en la parte luminal y tiene la función de 

secretar el fluido prostático que contienen factores y proteínas que participan en la activación 

de los espermatozoides; entre ellos se encuentran las calicreínas (KLK), zinc (Zn+2) y citrato 

(7).  

La estructura y funcionamiento de la próstata dependen de la expresión de unas proteínas 

fibrosas que forman los filamentos intermedios que se conocen como citoqueratinas (CKs). 

En el tejido prostático normal, las CKs tienen funciones de mantenimiento de la integridad 

de la estructura celular, transducción de señales y diferenciación en las células epiteliales 

basales y luminales. Adicionalmente, forman una barrera rígida la cual evita la entrada de 

microorganismos. En la próstata se identifican diferentes CKs en los compartimentos 

mencionados. Por ejemplo: las CK 8 - 18 se co-expresan en el compartimiento 

epitelial/luminal y las CK5- 14 se detectan en el estroma o células basales (7, 8). 
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Las principales causas de patogénesis en la glándula prostática se constituyen en: hiperplasia 

prostática benigna, la prostatitis y el cáncer de próstata (9). En cada una de ellas, la respuesta 

inflamatoria se ha visto implicada. Existen tres condiciones que puede ocasionar un estado 

inflamatorio, tales como una infección, respuesta autoinmune, un estímulo neurogénico u 

otro desencadenante (9). Considerando que, esta glándula ejerce funciones esenciales para la 

fertilidad masculina, una condición de inflamación local puede alterar dicha fertilidad, ya sea 

por la afectación en la calidad del esperma o, indirectamente, provocando una disfunción 

prostática (7). 

Las prostatitis producidas por agentes infecciosos se clasifican en agudas (ABP) y crónicas 

y son -principalmente- de origen bacteriano. Microorganismos como E. coli, Klebsiella spp., 

Enterobacter spp., Serratia spp., Pseudomonas aeruginosa, Proteus spp., Neisseria 

gonorrhoeae y C. trachomatis, son agentes etiológicos de ABP. Del mismo modo, existen 

otros que establecen infecciones persistentes en la próstata como: E. coli, Proteus spp., C. 

trachomatis, Staphylococcus aureus, Trichomonas vaginalis, Ureaplasma urealyticum, 

Mycoplasma hominis, N. gonorrhoeae, Serratia marcescens, Enterobacter spp., P. 

aeruginosa, etcétera (32).  

De la misma manera, virus y hongos también han sido reconocidos como causantes de 

prostatitis, entre ellos se identifican: Citomegalovirus, el virus del papiloma humano (VPH), 

Cryptococcus spp. y Candida spp (32). 

En el marco de la epidemia del ZIKV, este fue identificado como un agente viral que tiene 

tropismo hacia la glándula prostática y una de las evidencias que lo argumenta, es el hallazgo 

del RNA viral en el semen de pacientes vasectomizados en diferentes días después de un 

periodo de infección aguda (96, 77, 69 d.p.i) (4). Otro descubrimiento que señala a la próstata 

como un blanco de infección por ZIKV es la presencia del RNA viral en el tejido prostático 

de primates y ratones a los 42 y 21 d.p.i (5), de manera respectiva. En el reporte de ratones 

infectados, se demostró un daño en el tejido a través de la infiltración de células inflamatorias 

(como los mononucleares) y la disminución de la expresión de una proteína de unión 

intercelular, la E-cadherina y de la CK 8-18 (5).  

Cabe resaltar que, a diferencia de los testículos, la próstata no es un órgano con privilegio 

inmune (32). Por lo tanto, es determinante conocer la interacción virus-célula que se establece 

durante la infección persistente del ZIKV e identificar las consecuencias que se genera en 
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este tipo de infección; toda vez que, se ha observado una relación entre el génesis del cáncer 

de próstata y las infecciones microbianas crónicas debido a la sostenibilidad de un ambiente 

inflamatorio en el trascurso de la infección. 

 

2.2.4. Determinantes de virulencia 

La virulencia es definida como la capacidad que tiene un virus para causar enfermedad, es 

decir, un virus más virulento puede infectar más hospederos y causar manifestaciones clínicas 

severas que uno menos virulento (27). Esta propiedad, puede ser medida de diferentes 

maneras: muerte, inducción de tumores o causa de falla orgánica (27).  A continuación, se 

mencionarán algunos determinantes de virulencia del ZIKV delimitados en sistemas in vitro 

e in vivo. 

 

2.2.4.1 Clasificación filogenética del ZIKV: Linajes determinantes de virulencia 

El análisis filogenético muestra que, el ZIKV se puede clasificar en dos linajes: el linaje 

africano y el linaje asiático (2), el último de los cuales es responsable de la epidemia durante 

el 2016. A nivel in vivo e in vitro, se ha establecido que estos linajes tienen un 

comportamiento diferente tanto en la eficiencia de la trasmisión vectorial como en el fitness 

viral (2). En concreto, la tasa de transmisión de ZIKV por A. aegypti es más alta en el linaje 

africano que en el asiático (2). Por otro lado, se ha determinado que -a diferencia de las cepas 

asiáticas- los aislamientos de ZIKV/africano tienen más eficiencia de infección, generando 

una alta cantidad de viriones e induciendo una elevada respuesta inflamatoria y muerte 

celular (2). Numerosos estudios demostraron que los aislados asiáticos de América del Sur 

tienen bajas tasas replicativas en los tejidos después de un periodo de infección aguda (2). 

Por lo tanto, la moderada virulencia de los aislados asiáticos, quizás está relacionada con la 

infección persistente de ZIKV. 

2.2.4.2 Genes virales implicados en la virulencia 

Las metodologías computacionales y de experimentación biológica, han permitido identificar 

una serie de sustituciones nucleotídicas y de aminoácidos que surgieron durante la 

diseminación del ZIKV de Asia a las Américas (33). Brevemente, (i) la sustitución de la 

serina por asparagina en la posición 139 (S139N) en la proteína prM, está involucrada en la 

neurovirulencia; además, (ii) el cambio de A188V está vinculado a la disminución de la 
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inducción de interferón β mediante la reducción de la fosforilación de TBK1, facilitando la 

replicación viral (33). Por su parte, (iii) el remplazo de la M2634V en la proteína NS5 

(polimerasa viral) no tiene un papel decisivo en el fitness viral (33). Finalmente, la mutación 

de la proteína de envoltura S154N ha estado presente en ambos linajes del ZIKV, aunque no 

todas las cepas africanas tienen esta modificación, esta variación genética es importante para 

la infectividad el virus y la neurovirulencia (33). 

 

2.2.5 Interacción virus-célula: durante la infección persistente de los virus RNA 

El virus de la HCV y VIH son los agentes infecciosos más reconocidos que ocasionan 

infecciones persistentes que representan un impacto de salud pública. Sin embargo, existen 

evidencias que algunos virus reemergentes como el CHIKV, EBOV y el ZIKV pueden 

producir este tipo de infección (34).  

Muchos factores coadyuvan a la persistencia de los virus RNA, es decir, la presencia de 

viriones o productos virales después de una infección aguda. Estos incluyen una alta 

variabilidad genética debido a la tasa de error de la RNA polimerasa dependiente de RNA 

(RdRp) y la transcriptasa inversa (RT) utilizadas por estos virus (35). Estas distribuciones de 

genomas virales no idénticos conceden una habilidad de adaptación que les permite escapar 

de las presiones del hospedero, como la respuesta inmune, los tratamientos antivirales y 

profilácticos (36). Además, ciertos sitios anatómicos del hospedero tales como los testículos, 

tejido ocular y sistema nervioso central se consideran inmunológicamente privilegiados; por 

lo tanto, la respuesta inmune es controlada. No obstante, otros tejidos corporales, como los 

pulmones, el miocardio y las articulaciones, que generalmente no tiene privilegio inmune 

también están asociados con la persistencia de varios virus (Imagen 3.) (34). En ese sentido, 

es importante comprender las estrategias virales que se construyen para este fenómeno. 
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Imagen 3. Tejidos asociados con persistencia viral. Diversas familias de virus de RNA 

persisten en sitios y tejidos inmunoprivilegiados (cuadros verdes/azules) (Tomado de: McCarthy 

and Morrison. Curr Opin Virol. 2017). 

 

2.2.5.1 Inmunidad innata contra virus RNA: flavivirus 

El sistema inmune innato es una barrera que limita la diseminación de los flavivirus y otros 

virus. En un proceso de infección por flavivirus, el RNA viral puede ser detectado a través 

de sensores moleculares citosólicos conocidos como Receptores de reconocimiento de 

patrones (PRRs) entre ellos se identifican: los Toll-like receptors (TLR), RIG-Like Receptors 

(RLR), Nod-like receptors (NLRs), entre otros (37). Cuando el virus es identificado por 

dichos sensores se activan vías de señalización que inducen a la producción IFN-I (IFN-α, el 

IFN-β, etc.) que posteriormente es liberado para unirse a sus receptores (IFNAR1/IFNAR2) 

y así, activar la cascada de señalización JAK/STAT para iniciar el estado antiviral y 

producción de las citoquinas inflamatorias que causan la migración de células inmunes al 

sitio de infección para el aclaramiento viral (Imagen 4.). Sin embargo, el exceso de 

citoquinas puede generar un daño tisular (37).  
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Imagen 4. Activación de la respuesta antiviral (IFN-I/III) a través de los PRRs. (Tomado de: 

Vitiello GAF, Ferreira WAS, Cordeiro de Lima VC y Medina TS. Front. Immunol. 2021) 

 

A continuación, se desglosan algunos métodos que disponen los flavivirus- como el ZIKV- 

para eludir la respuesta del sistema inmune y activar otras vías de señalización celular para 

prolongar su ciclo replicativo. 

 

2.2.5.2 Estrategia de evasión del sistema inmune por los flavivirus: ZIKV  

El IFN tipo I es producido por la mayoría de las células en respuesta a una infección viral 

gracias a la regulación positiva de ISGs que reducen la replicación viral en diferentes estadios 

de la infección; como muestra de ello se encuentran: la viperina que se restringe la salida del 

virión y la oligoadelinato sintetasa -1 (OAS-1) que degrada el RNA viral mediante la 

activación de una enzima RNAsa L (38). Sin embargo, durante las infecciones virales 

también existen moléculas que promueven un equilibrio que permite que el ciclo de infección 

continúe, es el caso de la Suppressor of cytokine signaling 1 (SOCS-1) que impide la 

señalización de JAK/STAT (Imagen 5.). 



27 

 

Se presume que el control sobre la acción de la respuesta inmune ante la infección por ZIKV 

ocurre desde el momento de la entrada viral. Como se ha mencionado previamente, el 

receptor AXL (que al igual que los otros receptores TAM, pertenecen a la familia de 

receptor tyrosine kinases) es utilizando para el ingreso del virus. La literatura señala que los 

receptores de la familia TAM se une al receptor de interferón (IFNR), estos se activan y 

fosforilan a la Janus quinasa 1 (JAK1); este último fosforila al factor de transcripción STAT1 

que se transloca al núcleo y promueve la transcripción de SOCS-1 (13).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Imagen 5. Vía de señalización de los receptores TAM-IFNR. (Tomado de: Cold Spring Harb 

Perspect Biol 2013;5: a009076) 

Una investigación demostró que, cuando se inhibió AXL con R428 se disminuyó la 

fosforilación de STAT-1 y, por ende, la expresión de SOCS -1 (inhibidor de la señalización 

del interferón). El decremento de esta molécula, activó la producción de IFN-β y 

transcripción de algunos genes antivirales (IFIT1 y MXA) y por lo tanto, la replicación del 

virus disminuyó (14). Estos datos denotan que, AXL propicia el ingreso de ZIKV y regula 

negativamente el estado antiviral de las células de Sertoli para aumentar su infección en los 
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testículos (14). Lo anterior, proporciona nuevos conocimientos sobre la inmunidad antiviral 

de los testículos y posible persistencia del ZIKV.  

 

Los FVs antagonizan la respuesta antiviral en diferentes etapas de la vía del IFN-I por varios 

mecanismos donde participan principalmente las proteínas virales no estructurales. 

Particularmente, la proteína NS5 -además de ser la polimerasa viral- induce la degradación 

proteasomal del factor de transcripción STAT2 (11, 39). En células dendríticas y endoteliales 

infectadas con ZIKV, se demostró dicha inhibición de STAT2 y, en consecuencia, se obtuvo 

una menor expresión de citoquinas proinflamatorias, como la interleuquina 6 (IL-6, amplifica 

las señales antivirales), el IFN α/β y el ligando 5 de la quimioquina (CCL5, participa en 

quimiotaxis) (11, 39).  

 

Además, las proteínas NS1, NS4A y NS4B de ZIKV tienen la habilidad de limitar la 

producción de IFN α/β al bloquear la formación del complejo TBK1 (quinasa 1 de unión a 

TANK), que permite la oligomerización de factores reguladores de interferón (IRF) que son 

determinantes para la inducción del IFN-I (11, 39). Por su parte, el complejo de proteínas 

virales NS2B-NS3 suprime a la vía JAK/STAT por medio de la degradación de JAK 1. 

Adicionalmente, las proteínas NS1 y NS4A interactúan con RIG-I y MAVS, 

respectivamente; causando un bloqueo de la vía inductora del interferón. 

Por otra parte, el ZIKV, al igual que otros flavivirus, produce un RNA subgenómico, no 

codificante (sfRNA) en el extremo   3'UTR, el sfRNA, más que ser un producto de una 

degradación incompleta del RNA viral, también evade la respuesta antiviral, pues se ha 

señalado que es una antagonista de RIG-I (39). Conjuntamente, estos hallazgos indican que 

las proteínas no estructurales del ZIKV, tienen un papel fundamental en la patogénesis viral.  

A continuación, se resumen algunos mecanismos de evasión antiviral de dichas proteínas 

(Tabla. 1). 
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Imagen 6. Estrategia de evasión inmune de virus Zika. En los cuadrados rojos se señalan 

aquellas proteínas no estructurales del virus que participan en la inhibición de la respuesta a 

interferón. (Tomado de: Juan Felipe Valdes y col journal of interferon & cytokine research. 2019) 
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Tabla 1. Mecanismos de evasión de la respuesta inmune por el ZIKV (13, 11, 39) 

 

 

2.2.5.3 Activación de vías de supervivencia celular durante la infección por flavivirus. 

Los FVs además de antagonizar la inmunidad innata, también tiene la destreza de 

redireccionar otros procesos celulares que favorecen su replicación (11,39).  La apoptosis, 

por ejemplo, podría eliminar nichos de replicación viral y evitar la propagación. Por lo tanto, 

muchos virus han desarrollado herramientas para evitar o retrasar las respuestas de muerte 

celular (40). Se ha definido que, las proteínas virales pueden contrarrestar dichas respuestas, 

específicamente, en los tiempos tempranos de infección (41, 42). Esta característica es 

relevante, ya que un determinante viral que limite la muerte celular, en el marco de una 

infección aguda, puede contribuir al establecimiento de una infección persistente.  

La expresión individual de proteínas virales de DENV en células epiteliales permitió 

identificar que, la proteína NS4A es suficiente para inducir la autofagia dependiente de la vía 

de fosfatidilinositol- 3-kinasa (PI3K), evitando así la muerte celular (42). 

De la misma manera, la infección por el virus de la encefalitis japonesa (JEV) impide la 

apoptosis por medio de la activación de la vía PI3K, preservando la supervivencia celular en 

la infección temprana (43). Este mecanismo, también ha sido reportado en la infección por 

Elemento viral/celular Mecanismo de evasión antiviral 

sfRNA Antagonista de RIG-I. 

NS1 Bloquear la formación del complejo TBK1 

Complejo NS2B-NS3 Degradación de JAK 1 

NS4A Bloquear la formación del complejo TBK1 

NS4B Bloquear la formación del complejo TBK1 

NS5 
Induce la degradación proteasomal del 

factor de transcripción STAT2 

Receptor AXL 
Promueve la transcripción de SOCS-1 y 

regula negativamente la respuesta antiviral 
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el WNV, pero en este caso, dicha activación ocurre gracias a la proteína de la cápside que 

suprime la actividad de las caspasas 3 y 8 (44). 

En esa misma línea, el ZIKV tiene la habilidad de posponer eventos de muerte celular. Turpin 

y col 2019, describieron que una de las cepas epidémicas asiáticas (BeH819015 MC) y 

africanas ancestrales (MR766 MC) de ZIKV podían controlar la apoptosis en células 

epiteliales humanas infectadas (A549) y en células de glioblastoma-astrocitoma cerebral 

humano (U251 MG) (45). Según la propuesta de los autores, el RNA viral es suficiente para 

inhibir la inducción de muerte y la acción anti- apoptótica del virus podría estar asociada a la 

vía intrínseca y extrínseca (45). Mediante el uso de ABT-737, un inhibidor de proteínas anti 

-apoptóticas como la Bcl-2 y Bcl-xL, en células infectadas; los investigadores observaron un 

aumento de la actividad de las caspasas 3/7 comprobando así que, la inhibición de las Bcl-2 

y Bcl-xL disminuye el efecto citoprotector que confiere la infección de ZIKV en etapas 

tempranas (45).  De hecho, la participación de la proteína Bcl-2 en la infección por JEV 

también ha sido revelada por medio de la sobreexpresión de dicha proteína en células BHK 

y CHO infectadas y a causa de esto, JEV estableció infección persistente (46). 

 

2.2.5.4 Diseminación célula a célula de los flavivirus 

Los virus envueltos -como los FVs- pueden propagarse a través de dos rutas, la primera a 

través de un medio acuoso y la segunda, por el contacto célula a célula (47).  

La diseminación célula-célula es un mecanismo empleado por virus que producen 

infecciones crónicas es el caso del virus de la hepatitis C (HCV) (48), Virus Herpes simplex 

(HSV) (49) y el virus de la Inmunodeficiencia Humana (HIV) (50). Este tipo de dispersión 

viral es importante, porque el virus supera algunas barreras, tales como los anticuerpos 

neutralizantes.  

Se ha señalado que, en células de mosquitos (C636) el DENV puede dispersarse por el 

contacto célula a célula donde participa la tetraspanina C189 (51). De la misma manera, Clark 

y col 2020., comprobaron que en células progenitoras neuronales, el ZIKV se propaga vía 

célula a célula en presencia de anticuerpos neutralizantes (52). Estos anticuerpos impidieron 

la infección inicial del virus libre, pero no inhibieron la propagación intercelular, aunque 

hubo cierta reducción del tamaño de los focos infecciosos (52). Esto indica que existe un 

mecanismo de diseminación que no implica la exposición del antígeno de superficie viral al 
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espacio extracelular, sino que también puede existir dispersión a través de exosomas u otras 

estructuras hacia las células vecinas (52).  

 

2.2.5.5 Otras interacciones virus-célula: autofagia, estrés de retículo y oxidativo 

La autofagia contribuye en el mantenimiento de la homeostasis celular en respuesta a 

diferentes estímulos, tales como: especies reactivas de oxígeno (ROS), estrés de retículo o 

ausencia de nutrientes; este proceso involucra la degradación y reciclaje de componentes 

intracelulares (53). Este mecanismo ha sido propuesto como un componente de inmunidad 

innata; toda vez que puede destruir directamente virus u otros patógenos (54); sin embargo, 

algunos virus RNA utilizan la autofagia con el fin de promover su ciclo replicativo; entre 

ellos se destacan: DENV (55), ZIKV (56, 57) y HCV (58). El retículo endoplasmático (RE), 

es un organelo donde ocurre la síntesis lipídica y proteica; en este último proceso la 

participación de enzimas residentes y chaperonas cumplen un rol importante en el 

plegamiento de las proteínas recién sintetizadas de los ribosomas (59). Adicionalmente, los 

virus RNA se replican en este compartimento subcelular y esto implica la remodelación del 

RE para formar paquetes vesiculares donde ocurren la replicación, traducción y ensamblaje 

viral (19). 

La demanda del RE en la asistencia de la síntesis de proteínas celulares y virales ocasiona la 

acumulación de proteínas mal plegadas en el lumen; promoviendo así, la activación de una 

vía de señalización llamada unfolded protein respose (UPR) que mediante  diferentes 

sensores de estrés como PERK, IRE-1 y ATF6, estimulan factores de transcripción que 

favorecen  la producción de chaperonas, inhiben la traducción e impulsan la autofagia; con 

el fin de disminuir la carga de dicha organela y mejorar así, el plegamiento de proteínas y el  

reordenamiento del RE (60). Sin embargo, existen proteínas virales que directamente pueden 

inducir autofagia; este es el caso de las proteínas NS4A (42, 57) y NS4B (57) de ZIKV y 

DENV y otras de HCV (NS4B, NS5A y NS5B) (61). 

 La autofagia se constituye en tres mecanismos que se han clasificado acorde a la entrega de 

material o “cargo” a los lisosomas: 

a. Microautofagia: el material de degradación es directamente liberado dentro de los 

lisosomas (60). 
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b. Autofagia mediada por chaperonas (AMC): consiste en la degradación de proteínas mal 

plegadas en condiciones de estrés. En esta condición, el sustrato de degradación tiene una 

secuencia que es reconocida por las proteínas de choque térmico (HSP70) y estas, se unen a 

proteínas de membranas asociadas a lisosomas como LAMP2 para su posterior proteólisis 

(60). 

 

c. Macroautofagia:  consiste en pasos secuenciales que conducen a la formación de un 

autofagosoma donde se aloja el sustrato, que será entregado al lisosoma para ser degradado 

(60). 

A continuación, se describen los pasos de este proceso y los actores más estudiados: 

• Iniciación: Es importante mencionar que, la autofagia es inhibida por un complejo 

llamado mTOR y cuando hay un descenso de nutrientes, energético o estrés de ER, 

este disminuye y se activa el complejo de iniciación que lo conforman (ULK1/2), 

ATG13, FIP200 y ATG101 (60). 

• Nucleación: En este paso, se reclutan proteínas adicionales debido a la interacción 

con los complejos de fosfatidilinositol 3-quinasa (PI3K) de clase III que consisten en 

Beclin 1–ATG14L–PI3KCIII–p150–Ambra1 o Beclin 1–UVRAG–PI3KCIII–p150 –

Bif1. Lo anterior, facilita la nucleación y la creación de una estructura de doble 

membrana a partir del RE (60). 

• Elongación: la membrana del fagóforo se extiende mediante sistemas de conjugación 

de proteínas similares a la ubiquitina. En esta reacción, el complejo ATG12-ATG5 

se asocia con ATG16 para formar ATG12-ATG5-ATG16 (ATG16L) (60).  

• Maduración:  La asociación con el complejo Atg5-Atg12-Atg16L forma la 

membrana de aislamiento. LC3-II se localiza en la membrana de aislamiento alargada 

en el último paso de la formación del autofagosoma, mientras que el complejo Atg5-

Atg12-Atg16L se disocia de ella. Finalmente, la membrana de aislamiento se encierra 

para formar un autofagosoma (60). 

• Degradación: En esta etapa, el lisosoma se fusiona con el autofagosoma para formar 

un autolisosoma, donde el contenido es degradado por hidrolasas lisosomales (60). 
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Imagen 7. Tipos de autofagia (a) y macroautofagia (b). (Tomado de: Srikanta Dash y col 

Viruses 2016, 8(5), 150). 

 

Es posible que la autofagia tenga una función relevante durante las infecciones crónicas 

virales, pues en biopsias de pacientes con infección crónica por HCV detectaron presencia 

de LC3B y de vesículas autofágicas (62). Se considera que, la autofagia, además de beneficiar 

a la replicación de HCV, propicia la supervivencia celular mediante la eliminación de 

moléculas y organelas que participan en la apoptosis como el P53 y las mitocondrias 

(mitofagia) (63). Por otro lado, se ha propuesto una comunicación entre la vía interferón y la 

autofagia durante la infección por HCV, debido a que cuando se elimina componentes de la 

autofagia (ATG5) o se inhibe dicho mecanismo con inhibidores químicos (bafilomicia o 

cloroquina) aumenta la producción de interferón (64). Estos elementos en conjunto, pueden 

incidir para el establecimiento de una infección persistente. 

Se desconoce si la autofagia es una herramienta fundamental para la infección persistente del 

ZIKV. Sin embargo, en las células PC3 expuestas a ZIKV inactivado (Z/I, sin capacidad 

replicativa) se observaron alteraciones metabólicas (65). Demostrando así, que las proteínas 

virales son suficientes para inducir cambios celulares. Específicamente, se observaron 

modificaciones en el metabolismo de algunos lípidos relacionados con autofagia y estrés 

A. B. 
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mitocondrial; entre ellos se destacan: el fosfatidilinositol, las ceramidas y 

fosfatidiletanolamina (65). 

Además, los autores encontraron que el Z/I genera altos niveles de ROS y mediadores 

inflamatorios y a su vez, que Z/I puede interactuar con el complejo oligotransferasa del 

retículo endoplasmático, afectando la glicosilación e induciendo el mal plegamiento de 

proteínas; generando así, estrés de retículo (65).  

Por lo tanto, las condiciones anteriormente mencionadas pueden influir en la inducción de 

los distintos tipos de autofagia que -eventualmente- promoverán la supervivencia celular 

durante la infección viral permitiendo así, la persistencia de ZIKV. 

2.2.6 Manifestaciones clínicas de la infección por ZIKV 

La enfermedad, en ocasiones, es la consecuencia de la infección viral y puede estar asociada 

con daño celular o tisular. La patogénesis de los FVs ha demostrado la efectividad de la 

respuesta inmune innata del hospedero para que resista la infección. La muerte celular y la 

liberación de citoquinas inflamatorias son beneficiosas para que el huésped regule la 

replicación viral; sin embargo, cuando se pierde el control de estas, la excesiva producción 

de citoquinas puede ocasionar un detrimento del tejido (66, 67). Por consiguiente, las 

respuestas del hospedero requieren ser reguladas mientras se mantiene la función antiviral. 

 

La enfermedad por dengue grave se ha relacionado con altos niveles de IL-1RA, CXCL10 

IL-1β, TNF-α, IL-10 y quimioquinas (IL-8, CXCL10) (68, 69). En pacientes infectados con 

ZIKV, se reporta incremento de IL-8, IL-1RA, CXCL10, CCL2, entre otros (70). Por otro 

lado, en células pulmonares (A549) infectadas con ZIKV, se demostró que la activación de 

TLR3, un PRR, produce altos niveles de citoquinas inflamatorias, como la IL-6 (71). A 

continuación, se definen algunas manifestaciones clínicas causadas en el marco de la 

infección por ZIKV, ya sea por el perfil inflamatorio o por respuesta inmune. 

 

2.2.6.1 Síndrome congénito del ZIKV (CSZ) 

El CSZ consiste en un conjunto de anomalías del sistema nervioso central (SNC) de neonatos 

infectados con ZIKV, siendo la microcefalia la manifestación clínica más evidente; no 

obstante, la interrupción parcial del neurodesarrollo trae consigo la disminución de la presión 



36 

 

hidrostática intracraneal, calcificaciones, disminución en la mielinización, lesiones oculares 

y en la retina. 

En análisis in vitro e in vivo han asociado el CSZ con el daño en el tejido SNC a causa de la 

presencia de moléculas inflamatorias, tales como la IFN-β, IL-12A, IL-1β y TNF-α ya que 

las citoquinas son mediadores que desencadenan la neurotoxicidad y la producción de ROS 

y, además, están implicados en la muerte celular (73). Una evidencia de esto, es el aumento 

de la expresión de la Caspasa 3 en el parénquima cerebral; por lo tanto, la apoptosis es el 

factor principal en la muerte de las células neuronales y la reducción de la masa cerebral en 

humanos. 

Otro factor de la biología de la infección viral que podría estar asociado a CSZ es que durante 

la infección por ZIKV en células progenitoras neurales presentan estrés de retículo por 

activación de la vía UPR, lo que puede resultar en la suspensión de la neurogénesis por 

apoptosis (74).  

2.2.6.2 Síndrome de Guillain-Barré (SGB) 

El SGB es una neuropatía que se adjudica a un proceso autoinmune secundario a la infección 

por ZIKV, consiste en una reacción cruzada de los antígenos virales y gangliósidos de la 

membrana neuronal. Lo anterior, se desenlaza en la pérdida de mielina y, por consiguiente, 

una alteración en la conductividad nerviosa, lo que puede provocar debilidad, parálisis y en 

algunos casos, muerte (75). 

Existen otros causantes del SGB, entre ellos: (i)cambios evolutivos del virus que contribuyen 

a la diversificación del tropismo hacia el sistema nervioso periférico y (ii) previa estimulación 

inmunológica obtenida por infecciones con otros flavivirus como DENV. Este último factor 

se propone por las evidencias obtenidas en una mujer de 40 años infectada con ZIKV durante 

la epidemia de 2013 en la Polinesia Francesa, pues a los 7 de días de la infección la paciente 

presentó signos de SGB (76). Este hallazgo fue relacionado con análisis serológicos que 

indicaron una infección reciente por ZIKV e infecciones resueltas por DENV 1–4 (76). 

 

2.2.6.3 Manifestaciones en el sistema reproductor masculino: prostatitis 

En casos clínicos de pacientes masculinos infectados con ZIKV, se reportan síntomas y 

signos como hematospermia, prostatitis, oligospermia, alteraciones morfológicas y motoras 

de los espermatozoides y presencia de leucocitos en las secreciones seminales; este último, 
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un indicador de inflamación, promoviendo así alteraciones en la calidad del semen y 

posiblemente, con implicaciones en la fertilidad (4). 

La próstata es una glándula que aporta una variedad de nutrientes que contribuyen a la calidad 

del líquido seminal y, por ende, a la viabilidad del espermatozoide (7). Aproximadamente, 

entre el 5-10% de los casos de prostatitis, están vinculados a agentes microbiológicos (4). En 

infecciones crónicas por E. coli, se han detectado cambios morfológicos en las membranas y 

mitocondrias de los espermatozoides, con disminución en la motilidad y en el recuento de 

estas células (4,9). Si bien, la esterilidad puede verse afectada por un daño directo hacia las 

células germinales también la respuesta inmune ante las infecciones puede mediar la 

disfunción de los espermatozoides. 

En las prostatitis crónicas que no responden al tratamiento de agentes antimicrobianos, 

posiblemente por infecciones cripticas, se han evidenciado un perfil de moléculas 

inflamatorias en el semen, como es el caso de: citoquinas (IFN‐γ, IL‐1β, TNF‐α, IL‐6, IL‐8), 

y ROS, cada una de estas implicadas en la reducción de la calidad del semen (7). 

La inflamación crónica a causa de las infecciones, pueden tener implicaciones, no solamente, 

en la salud reproductiva; sino también en perturbaciones a nivel de la arquitectura del tejido 

prostático (7,9); tal como el incremento del tamaño que es originado por el estímulo de 

citoquinas que promueven la secreción de factores de crecimiento y neovascularización; a 

pesar de que este crecimiento del tejido puede ser benigno, en otras ocasiones puede 

presentarse malignidad. 

En ratones se identificó que, la inflamación crónica inducida por E.coli producía estrés 

oxidativo y que además,  esto se encuentra vinculado con el daño en el DNA y cambios 

neoplásicos (9). 

Aunque, no ha sido elucidado la repercusión de la infección persistente de ZIKV en tejido 

prostático, la experiencia con otros agentes infecciosos demuestra la relevancia biológica que 

tiene identificar aquellos factores que puedan alterar su funcionamiento. 

 

3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

El CSZ fue una de las patologías más frecuentes y severas durante la epidemia del ZIKV en 

el 2016. La presencia del virus en el semen por un periodo prolongado en  pacientes 

vasectomizados y no vasectomizados, plantea que el SRM es un foco de transmisión 
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importante para aquellas mujeres gestantes; pues el virus puede atravesar la barrera 

placentaria y generar trastornos en el neurodesarrollo del feto, pero además de ello, permite 

cuestionar posibles consecuencias en la fertilidad masculina y otros efectos colaterales 

originados por este tipo de infección, enfocándonos principalmente, en el impacto que puede 

tener la infección persistente por ZIKV en la glándula prostática; toda vez que a diferencia 

de los testículos, es un órgano inmunocompetente y asimismo, participa activamente en la 

calidad del semen. Por tal motivo, en esta investigación se pretende identificar algunas 

interacciones virus-célula que promueven el establecimiento de la persistencia de ZIKV en 

células de próstata. 

4. OBJETIVOS 

4.1 Objetivo general  

Evaluar factores inmunes y celulares asociados a la infección persistente del ZIKV 

(COL345Si) en las células de adenocarcinoma de próstata (PC3). 

 

4.2 Objetivos específicos 

1. Determinar la susceptibilidad y permisividad de las células PC3 a la infección 

por el ZIKV. 

2. Demostrar la capacidad del virus ZIKV de establecer una infección 

persistente en las células PC3.  

3. Examinar algunos procesos biológicos y virales asociados a la persistencia del 

ZIKV en las células PC3. 

4. Identificar cambios en el fenotipo celular ocasionados durante la infección 

persistente.  
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5. HIPÓTESIS Y PREGUNTA DE INVESTIGACIÓN 

5.1 Hipótesis nula  

El virus Zika no establece infección persistente en las células PC3 

5.2 Hipótesis alternativa 

El virus Zika establece infección persistente en las células PC3 

 

5.3 Pregunta de investigación  

Los antecedentes descritos previamente que señalan la importancia de trasmisión sexual del 

ZIKV, propician la formulación de los siguientes interrogantes:  

1. ¿El virus Zika establece infección persistente in vitro en células de próstata? 

2. ¿Cuáles son los mecanismos que podrían estar implicados durante la infección 

persistente por ZIKV? 

3. ¿Existen alteraciones fenotípicas celulares de la infección persistente por ZIKV? 

 

6. MATERIALES Y MÉTODOS 

6.1 Líneas celulares y virus 

Para realización de los ensayos biológicos se utilizaron las células PC3 ATCC® CRL1435 

(adenocarcinoma de próstata humana), las células Vero E6 ATCC® (riñón de mono verde 

africano) y las células BHK-21 ATCC® CCL-10™ (riñón de hámster). Cada una de las líneas 

celulares fueron mantenidas con DMEM suplementado con 10% de FBS inactivado e 

incubadas a 37 °C en atmósfera humidificada de CO2 al 5%. Los medios de cultivo se 

suplementaron además con penicilina (100 unidades/mL) y estreptomicina (100 mg/mL).  

El virus del ZIKV COL345Si GenBank: MH179341.1 pase #6 se aisló de Aedes aegypti y 

fue suministrado por Juan Felipe Valdés López (Grupo Inmunovirología de la Universidad 

de Antioquia), el aislado de ZIKV Dakar, fue empleado como control. Para la amplificación 

viral, se utilizó la línea celular Vero E6. Las células se infectaron con MOI = 0,01 del 

respectivo virus y se incubaron durante tres días hasta que se observó un efecto citopático; 

luego, los sobrenadantes fueron colectados y almacenados a -80 °C hasta su uso. 

Adicionalmente, se emplearon los virus: DENV 1 y 2 (pase#6) los cuales son aislados 

clínicos donados por el Instituto Nacional de Salud-Colombia (INS). Por otro lado, DENV-
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3 y 4 (pase#2) fueron obsequiados por Andrea Trujillo, miembro del grupo de Programa de 

Estudio y Control de Enfermedades Tropicales- de la Universidad de Antioquia (PECET). 

6.2 Infección del ZIKV (COL345Si) en las células PC3 

6.2.1 Caracterización del aislamiento colombiano del virus Zika COL345Si 

(MH179341.1) 

Cuatro secuencias consenso ZIKV codificadas en el gene bank: MH179341.1 (ZIKV 

COL345Si), MH544701 (ZIKV/ Meta-Colombia 2016), KU501215 (ZIKV/PRVABC59), 

KJ776791.2 (ZIKV/Francesa Polinesia), KU955593.1 (ZIKV/Cambodia), AY632535.2 

(ZIKV/ Uganda), KU955591.1 (ZIKV/Dakar) y KM204118.1 (Dengue Nueva Guinea) 

fueron alineadas en el programa MUSCLE. Posteriormente, se realizaron árboles 

filogenéticos basados en la secuencia génica completa, y se infirió su historia evolutiva 

utilizando el método de Máxima Verosimilitud (ML) del software MEGA 6.0, con una 

prueba de arranque (1000 repeticiones) (77). Según la herramienta jModelTest, el mejor 

modelo de sustitución de nucleótidos que se ajustó a la matriz de secuencias considerando la 

información Akaike (AIC) y Bayesiana (BIC) fue Tamura-Nei (77). 

6.2.2 Detección de los receptores AXL y TIM-1 

La expresión de los receptores celulares se analizó en 2 × 104 células/pozo en presencia o 

ausencia de la infección. Para esto, se emplearon las técnicas de: citometría de flujo, In-Cell 

Western (ICW) y microscopía de fluorescencia. 

Para el ICW, el marcaje de los receptores se realizó acorde a los protocolos descritos por la 

casa comercial de cada anticuerpo. Las células previamente fijadas (PFA 4%), fueron 

permeabilizadas y se les adicionó una dilución 1:200 de anti-AXL (ab89224) y 1:200 de anti-

TIM-1 (Bio-legend, San Diego, CA, EE. UU.). Posteriormente, el marcaje fue revelado con 

IRDye 680LT (LI-COR Biosciences, Lincoln, NE, EE. UU.). Además. se empleó el 

anticuerpo para α/β-tubulina (TU-10, Invitrogen™, Waltham, MA, EE. UU.) como 

housekeeping gene y se reveló con IRDye 800CW (LI-COR Biosciences). Finalmente, la 

detección se realizó con el sistema Odyssey (LI-COR Biosciences).  

Para la detección de los receptores por citometría de flujo y microscopía de fluorescencia, las 

células fueron tripsinizadas y fijadas con PFA al 4%, respectivamente. Posteriormente, se 

realizó el marcaje con una dilución 1:200 de anticuerpos anti-AXL (ab89224) y 1:200 de 

anti-TIM-1 (Biolegend 353902, San Diego, CA, EE. UU.) de acuerdo con los protocolos de 
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la casa comercial. Para cada marcador se utilizó el anticuerpo secundario Alexa Fluor 

488(Invitrogen Life Technologies, San Diego, CA, EE. UU.) y la tinción de núcleos se realizó 

con Hoechst 33342 (H1399, Invitrogen Life Technologies, San Diego, CA, EE. USA) (78). 

Finalmente, las muestras se analizaron con un citómetro (BD Facs Canto II, by Becton 

Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA) y un microscopio de epifluorescencia (Olympus 

IX83P2ZF). Para finalizar, se realizaron tres experimentos independientes y para comparar 

la cantidad de la IMF de cada receptor se empleó la prueba T Student de datos no apareados 

para determinar la significancia de los datos (*): p < 0.05.  

 

6.2.3 Replicación del virus zika en células PC3 

6.2.3.1 Curva de crecimiento viral  

Luego de evaluar el porcentaje de infección del ZIKV en las células PC3, con diferentes 

multiplicidades de infección (MOI), las células PC3 y Vero E6 se infectaron con una MOI= 

1; y luego, la adherencia de los viriones se llevó a cabo durante 1h a 4°C y posteriormente, 

se incubo por 2 h (37 °C al 5 % de CO2) para permitir la entrada viral. Transcurrido este 

tiempo, las células se lavaron con PBS 1X y se agregó DMEM FBS al 2 %, e incubaron a 

37°C durante 6, 12, 24, 48, 72, 96 y 120 horas post-infección (h.p.i) (79). Los sobrenadantes 

y células se colectaron en los tiempos previamente definidos y se almacenaron a -80°C para 

su posterior titulación y cuantificación de genomas virales. (79).  

Para la titulación viral, las células Vero E6 se infectaron con los sobrenadantes previamente 

colectados de las células PC3 y Vero E6 (79). La infección se realizó durante 2 h a 37 °C (5 

% de CO2), y posteriormente, las células se lavaron con PBS 1X y se adicionó un medio 

semisólido preparado con carboximetilcelulosa (CMC) al 1,5 %, y DMEM FBS al 2 % (79). 

Finalmente, la infección se incubó durante 6 días a 37º C en una atmósfera de 5% CO2 donde 

se observó la formación de placas virales. Las células Vero E6 se incluyeron como control 

debido a que, estas células son permisivas a la infección por ZIKV. La dinámica viral fue 

evaluada mediante tres experimentos independientes. 

6.2.3.2 Cuantificación de RNA viral 

La cuantificación del RNA viral fue determinada por tres experimentos independientes. Para 

esto, a extracción de RNA viral se realizó con el kit comercial RNeasy de Qiagen 

(NC9307831, Hilden, Alemania) a partir de las células infectadas, en un ambiente libre de 
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RNAsa. Para la cuantificación RNA viral de polaridad positiva (RNA+), se realizó la síntesis 

del cDNA de ZIKV utilizando el kit SuperScript™ III Reverse Transcriptase de Thermo 

Fisher Science. (18080051, Waltham, MA, EE. UU.) y los random primers de Promega (PR-

C1181, Madison, WI, EE. UU.). La cuantificación de RNA+ se llevó a cabo por qPCR, 

utilizando primers específicos de ZIKV, Foward: 5′ CTGTGGCATG AACCCAATAG 3′ y 

reverse: 5′ ATCCCA-TAGAGCACCACTCC 3′, y el Supermix BIORAD SsoFastTM 

EvaGreen ® (172 5204, Hercules, CA, EE. UU.) (80).  

La cuantificación del RNA viral de polaridad negativa (RNA -), se realizó a través de la 

síntesis del cDNA antigenoma usando el kit SuperScript™ III Reverse Transcriptase de 

Thermo Fisher Science, EE. UU y el primer Foward: 5′ CAATATGCTG 

AAACGCGAGAGAAA. Posteriormente, la cantidad de RNA-, se estimó como se mencionó 

anteriormente (80). La cantidad de RNA viral se normalizó con el housekeeping gene 

GAPDH (ΔΔCt) para reportar el fold change. 

6.2.3.3 Viabilidad celular 

Para establecer el porcentaje de viabilidad de las células PC3 y Vero E6 infectadas (MOI=1), 

se utilizó la técnica del 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT). La viabilidad 

celular se determinó a las 6, 12, 24, 48, 72, 96 y 120 h.p.i. según el protocolo reportado por 

Roa-Linares et al. 2016 (81). Finalmente, la lectura de absorbancia se realizó en un lector 

ELISA (Microplate reader, BioRad) a una longitud de onda de 570 nm (OD570). Los datos de 

absorbancia se analizaron en el programa estadístico GraphPad Prism 5.0 y se expresan como 

la media ± desviación estándar (M ± SD) de dos experimentos independientes que se 

realizaron por triplicado (81). 

6.2.3.4 Evaluación de la respuesta antiviral en células PC3 

El RNA total se extrajo con el kit Qiagen RNeasy siguiendo el protocolo de la casa comercial. 

Para la síntesis de cDNA, se utilizó el kit de síntesis de cDNA SuperScript™ III de Thermo 

Fisher Science de acuerdo con las instrucciones del fabricante (82). Los productos de cDNA 

se amplificaron mediante RT-qPCR utilizando un conjunto de primers específicos para 

varios genes, como se describe en la Tabla 2 (82). 

La expresión relativa de cada gen diana se normalizó con respecto al control no infectado y 

al housekeeping gene GAPDH (ΔΔCt) para reportar el fold change. El fold change de 0.5 y 

1.5 se consideraron como la regulación negativa y positiva de la expresión génica, 
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respectivamente (82). La comparación del fold change IFN- β con respecto a los niveles de 

los genes antivirales y SOCS- se llevó a cabo por la prueba de ANOVA de dos vías. La 

significancia de los datos se estableció con (*): p < 0.05. 

 

Tabla 2. Primers empleados para la amplificación del interferón-β y genes antivirales 

 

 

6.3 Evaluación de la infección persistente del ZIKV (COL345Si) en las células PC3 

Se estandarizó un modelo de infección persistente que fue monitoreado hasta las 8 semanas 

post-infección (s.p.i) (Fig. S1). Para seleccionar el periodo de estudio de la persistencia del 

ZIKV, se promediaron aquellos tiempos donde se detectó el virus en tejido prostático de 

monos y ratones (42 y 21 dpi) y del aislamiento del virus en semen de pacientes 

vasectomizados (69, 77 y 96 dpi).  

Además, para el mantenimiento del cultivo infectado, se tuvo en cuenta variables como el 

pH, la mínima concentración de FBS que permitiera la proliferación celular y la morfología 

típica de las células PC3 (Fig. S1).  

Considerando lo anterior, 350.000 células/pozo se infectaron a una MOI=1 durante 1h a 

4°C para permitir la adherencia de viriones y luego se incubaron a 2h a 37°C para el ingreso 

viral. Transcurrido el tiempo de incubación, se retiró el inóculo viral y las células fueron 

lavadas con PBS 1X y se agregó DMEM al 1% de FBS. Cada 7 días el cultivo infectado 

fue monitoreado y se colectaron sobrenadantes y células para determinar el título viral 

(PFU/mL), los genomas virales (RT-qPCR) y la presencia de proteína de envoltura y 

dsRNA (microscopía de fluorescencia). Es importante mencionar que, las células PC3 no 

Gen Forward Reverse 

INF-β1 5′-CGCCGCATTGACCATCTA-3′ 5′-GACATTAGCCAGGAGGTTTCTCA-3′ 

Viperina 5′-AAATGCGGCTTCTGTTTCCAC-3′ 5′-TTGATCTTCTCCATACCAGCTTCC-3′ 

Oligoadenylate synthetase I (OAS-

1) 

5′-GTGTGTCCAAGGTGGTAAAGG-3′ 5′-CTGCTCAAACTTCACGGAA-3′ 

Suppressor of cytokine signaling 1 

(SOCS-1) 

5′-CACTTCCGCACATTCCGTTC-3′ 5′-CACGCTAAGGGCGAAAAAGC-3′ 

GAPDH 5′-AGCCACATCGCTCAGACAC-3′ 5′ GCCCAATACGACCAAATCC-3′. 
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producen placas virales, por tal motivo, la titulación de los sobrenadantes virales 

almacenados, se realizó en las células Vero E6.   

La recolección de muestras anteriormente mencionadas fue llevada a término hasta las 8 

semanas post-infección (s.p.i). Las células no infectadas se emplearon como control del 

experimento y se realizó el mismo procedimiento anteriormente mencionado hasta 8 s.p.i.  

Por otra parte, ZIKV/Dakar (linaje africano) y los serotipos de DENV (1-4) fueron 

incluidos como control negativo de infección no persistente en las células PC3, ya que los 

reportes bibliográficos indican que, ZIKV/Dakar genera muerte celular y que, DENV 

(también perteneciente al género flavivirus) establece infección aguda.  

La persistencia viral se definió como el cultivo de células PC3 infectado con ZIKV con 

capacidad de producir viriones, sintetizar genomas virales de polaridad positiva o negativa 

(RNA+ o RNA -) o expresar proteína viral y dsRNA viral hasta las 8 s.p.i, sin evidenciar 

efecto citopático. 

6.3.1 Genómica comparativa de los virus secuenciados  

Las muestras derivadas de los sobrenadantes del cultivo persistente fueron preparadas y 

secuenciadas siguiendo los protocolos de la tecnología de nanopore. Teniendo en cuenta la 

cinética viral en el curso de la infección persistente, se seleccionaron los tiempos 0.14 (24 

h.p.i), 2, 3 y 8 s.p.i para su procesamiento. Para ello, se utilizó el secuenciador MinION 

(Oxford Nanopore Technologies.). Para detectar los cambios del genoma viral se realizó la 

metodología explicada en el numeral 6.2.1 (77).  

6.3.2 Transcriptómica de la infección persistente en células PC3 y análisis 

bioinformático  

A. Obtención del RNA-seq 

El RNA total se extrajo del cultivo persistente con el kit Qiagen RNeasy siguiendo el 

protocolo de la casa comercial y se almacenó a -80°C. Finalmente, las muestras fueron 

secuenciadas empleando la tecnología de última generación llamada DNBSEQ- G50 de MGI.  

B.  Ensamble del RNA-seq  

Después de la secuenciación, los datos fueron normalizados y almacenados en formato 

FASTQ, utilizando FastQC (google/vFqiZ). La ubicación de las lecturas en el genoma de 

referencia fue determinada con precisión comparando las lecturas con el genoma de 

referencia (GRCh38 o virus del dengue tipo 2 [NC_001474]) utilizando el software HISAT2 
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(83). Luego, los nuevos transcritos fueron ensamblados mediante el software StringTie (84) 

y empleando la herramienta featureCounts en el software Subread (85), se obtuvo el número 

de conteo crudo en cada muestra. 

C. Anotación de datos y corrección de efectos batch 

Los recuentos brutos fueron analizados en el software R (versión 4.2.0) (86). Inicialmente, 

se anotaron las filas de genes con su respectivo genotipo (gen no codificante, pseudogen y 

gen codificador de proteínas), símbolos y entrezID. Con base en el genotipo, se seleccionó 

aquellos genes codificadores de proteínas y posteriormente, se generó una lista con sus 

longitudes utilizando la biblioteca Homo.sapiens (87). Finalmente, se corrigieron los efectos 

batch en los datos de recuento brutos para cada transcriptoma usando el método ComBat seq 

(88).  

D. Análisis de genes diferencialmente expresados (DEGs) 

Para determinar los principales DEGs, se seleccionaron los genes con una tasa de falsos 

descubrimientos (FDR) < 0,05 y Log2 Fold Change (FC) (tratado/no tratado) > 0,6, 

utilizando la biblioteca DESeq2 (89). Los genes diferencialmente expresados fueron 

analizados en Cytoscape (versión 3.9.1) (86) y con el complemento ClueGO (versión 2.5.9) 

(87), se realizó el análisis de enriquecimiento con parámetros predeterminados, fusión de 

términos GO y con p≤ 0,05. Por último, la expresión génica (mRNA) relativa se normalizó 

calculando lecturas por transcriptos por millón de lecturas mapeadas (TPM).  

6.3.3 Hallazgos fenotípicos del cultivo persistente  

6.3.3.1 Detección de receptores AXL y TIM-1 

La detección de receptores AXL y TIM-1 se llevó a cabo con el protocolo previamente 

descrito en el numeral 3.2.2 (78).  

6.3.3.2 Detección de mRNA del receptor de andrógeno y la proteína citoqueratina 18 

(CK-18) 

Para la cuantificación de mRNA del receptor androgénico y la proteína CK-18 se usó el 

procedimiento previamente mencionado en el numeral 6.2.3.4. Para ello, se emplearon los 

primers descritos en la tabla 3 (82).  

Tabla 3. Primers utilizados para cuantificar el receptor de andrógeno y CK-18 
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La expresión relativa de cada gen diana se normalizó con respecto al control no infectado y 

al housekeeping gene GAPDH (ΔΔCt) para reportar el fold change. El fold change de 0.5 y 

1.5 se consideraron como la regulación negativa y positiva de la expresión génica, 

respectivamente. 

 

6.3.3.3 Evaluación de la expresión de la CK18  

Las células infectadas con ZIKV fueron fijadas con paraformaldehído (PFA) al 4% durante 

20 min a 37°C y suspendidas en PBS 1X. Luego, 200 uL de las células se dispersaron en el 

cytofunnel para ser centrifugadas en el cytospin (Thermo Scientific Waltham, Massachusetts, 

USA) durante 5 minutos a 500 RFC, con el fin de concentrar las células presentes en la 

suspensión (90). Finalmente, la concentración celular es obtenida en un portaobjeto donde se 

realizó la inmunohistoquímica del marcador de interés, en este caso, la CK18. Para ello, el 

“Ultra V Block” (Ultravision Kit Quanto Detection System HRP DAB, Thermo Fisher 

Scientific, Cleveland, OH, EE. UU.)  fue adicionado a los portaobjetos durante 5 minutos y 

se retiró con Tris buffer salino con Tween (TBS-T) (90). Luego, se agregó 100 µL de la 

dilución 1:20 del anticuerpo anti- mouse CK18 donado por Juan Pablo Mejía-Cupajita, 

durante 1 hora a temperatura ambiente y se lavó con TBS-T. Para amplificar la reacción del 

anticuerpo primario, se empleó el reactivo Quanto amplificador de anticuerpos primarios 

(Ultravision Kit Quanto Detection System HRP DAB, Thermo Fisher Scientific, Cleveland, 

OH, EE. UU.) durante 10 minutos y se lavó con TBS-T. Para finalizar, la reacción fue 

revelada con el polímero HRP Polymer Quanto reagent (kit Ultravision Quanto Detection 

System HRP DAB, Thermo Fisher Scientific, Cleveland, OH, EE. UU.) y diaminobencidina 

(DAB) siguiendo las instrucciones del fabricante.  Además, para identificar la estructura 

celular, los portaobjetos se tiñeron con hematoxilina-eosina (90).  

Gen Forward Reverse 

Receptor de 

andrógeno 

5′-GGTGAGCAGAGTGCCCTATC -3′ 5′-GCAGTCTCCAAACGCATGTC -3′ 

Citoqueratina 18 

(CK-18) 

 

5′-GCAAAGCCTGAGTCCTGTCCT -3′ 5′-TGGAGCGAGTGGTGAAGCTC -3′ 
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Para la lectura, los portaobjetos fueron escaneados en el Ventana DP 200 (Roche Diagnostics, 

Rotkreuz, Suiza) y posteriormente, se calculó el porcentaje de inmunorreactividad utilizando 

el software QuPath v. 0.2.3  

 

6.3.3.4 Evaluación de respuesta inflamatoria durante la infección persistente 

La respuesta inflamatoria durante la infección persistente de ZIKV ha sido reportada en 

fluidos biológicos de pacientes (28). Por tal motivo, se evaluó dicha respuesta en las células 

PC3 infectadas persistentemente con ZIKV con el kit human inflammatory cytometric bead 

array (CBA) que fue obtenido de BD Biosciences (San José, CA, USA). Este kit fue 

empleado para detectar la presencia de IL-1β, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12p70 y TNFα de los 

sobrenadantes colectados en el curso de la infección durante las 8 s.p.i, siguiendo el protocolo 

de la casa comercial. Brevemente, 50 µL de perlas fueron incubadas con 50 µL de las 

muestras o estándares y anticuerpos conjugados con ficoeritrina (PE) a temperatura ambiente 

por 3 h. Posteriormente, se les adicionó buffer de lavado a las perlas, se centrifugaron y se 

retiró el sobrenadante para resuspender las perlas en 100 µL de buffer y analizarlas por el 

citómetro de flujo BD (Facs Canto II, by Becton Dickinson). Las concentraciones de 

citoquinas se calcularon con base a la interpolación de una curva obtenida de los estándares.  

6.3.3.5 Análisis estadísticos  

Para comparar la cantidad de la IMF de los receptores, la expresión génica y proteica de la 

CK-18 se empleó la prueba T Student de datos no apareados para determinar la significancia 

de los datos. (*): p < 0.05. La comparación de los fold change de los genes antivirales y 

SOCS-1 estudiados a las 120 hpi se llevó a cabo por la prueba de ANOVA de dos vías (*): p 

< 0.05. 

7. RESULTADOS 

7.1 Caracterización de la infección del ZIKV (COL345Si) en las células PC3 

7.1.1 El aislado colombiano del virus Zika COL345Si (MH179341.1) tiene 

características similares al linaje asiático-americano. 

Con el fin de conocer la historia filogenética del aislado Zika COL345Si, su secuencia fue 

comparada con otras de genoma completo disponibles en GenBank, que tienen distintos 

orígenes geográficos (Puerto Rico, Polinesia Francesa, Camboya, Uganda y Dakar) y la cepa 

del virus del dengue de Nueva Guinea (DENV) como grupo externo para esta inferencia.  
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Luego del alineamiento, se evidencia que el aislado colombiano, al igual que otras cepas 

contemporáneas, conserva mutaciones en las proteínas: NS1(A188V), prM (S139N), 

envoltura (S154N) y NS5 (M2634V) (Fig. 2). También se reportan otras mutaciones en las 

proteínas estructurales y no estructurales (91) (Fig. S2). Cabe señalar que el aislado 

colombiano, en comparación con las otras cepas, tiene una mutación en la cápside, 

correspondiente a una sustitución de ácido aspártico por ácido glutámico en la posición 107 

(C: D107E) (Fig. S2). 

La inferencia filogenética mostró que los dos aislamientos colombianos (de las provincias de 

Meta y Sucre) están más estrechamente relacionados con los virus Zika de Puerto Rico. Estas 

cepas, junto con aislados de la Polinesia Francesa y Camboya, constituyen un clado (linaje 

asiático), evolutivamente más distante a las cepas africanas. 

Figura 2.  El aislado COL354Si pertenece al linaje asiático. La figura muestra el árbol filogenético de varias 

cepas del virus zika y dengue en comparación con el aislado COL354Si GenBank: MH179341.1 (indicado con 

un punto azul). Los recuadros resaltados en colores, muestran algunas mutaciones relevantes en la patogénesis 

del virus.  

 

7.1.2 Las células de adenocarcinoma de próstata (PC3) expresan los receptores AXL y 

TIM-1  

Teniendo en cuenta que AXL y TIM-1 son receptores de varios flavivirus e incluso del virus 

del Ébola (92), evaluamos la expresión de estos receptores en células sin infección.  
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En células PC3 (Fig. 3B) y VeroE6 (Fig.3F), el receptor AXL muestra un patrón de expresión 

granular con una ubicación importante en la membrana celular (indicada por flechas). 

Mientras que la detección de TIM-1 es citoplasmática (Fig. 3D y 3H). 

Estos resultados fueron consistentes, cuando se confirmaron con la metodología de In- Cell 

Western (Fig. S3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Las células PC3 y Vero E6 expresan receptores celulares AXL y TIM-1. Las imágenes fueron 

capturadas con un objetivo 60X y representan la ubicación subcelular de AXL (b, f) y TIM-1 (d, h) y 

corresponden a tres experimentos triplicados independientes. AXL y TIM-1 (verde), y núcleos (azul). Los 

controles negativos corresponden a células marcadas con anticuerpo secundario (Alexa fluor 488). 

 

Una vez identificada la distribución subcelular de los receptores para ZIKV, se determinó el 

impacto de la infección viral en la expresión de dichos receptores, pues es conocido que AXL 

inhibe la respuesta a IFN. En ese sentido, se exploró durante la infección si AXL 

incrementaba la expresión para ejercer una modulación antiviral y, además, también se 

examinó la expresión de TIM-1. Para ello, las células fueron inoculadas con una MOI= 1 de 

ZIKV durante 24 h.p.i., y se observó que, la infección no altera la intensidad media de 

fluorescencia (IMF) de AXL y TIM-1 en las células PC3 (Fig. 4A) y Vero E6 (Fig. 4B). Sin 
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embargo, cuando la línea celular PC3 se infectó con una MOI=3, la expresión del receptor 

AXL aumentó (Fig. S3). 

 

 

 

Figura 4. Expresión de los receptores AXL y TIM-1 en PC3 (a) y Vero E6 (b).  La presencia de los receptores 

AXL y TIM-1 en células infectadas durante 24 h y no infectadas se detectó mediante citometría de flujo y la 

intensidad media de fluorescencia (IMF) fue normalizada con el número de células. El análisis muestra la media 

± el SEM (medio de error estándar) de tres experimentos independientes. La prueba T Student de datos no 

apareados para determinar la significancia de los datos (*): p < 0.05. 

7.1.3 El aislado colombiano de ZIKV se replica en las células PC3 

Una vez demostrada la expresión de los receptores celulares para ZIKV, se evaluó la 

dinámica de crecimiento viral. Para determinar el porcentaje de infección del ZIKV, las 

células PC3 y Vero E6 fueron inoculadas con varias MOI (0.1, 1 y 3) (Fig. S4) y teniendo en 

cuenta el porcentaje de infección obtenido, se eligió una MOI=1 para infectar las células y 

evaluar el ciclo de replicación del virus. La cinética viral determinada por unidades 

formadoras de placa en las células PC3 (Fig. 5A) y Vero E6 (Fig. 5C) demostró que, la fase 

de eclipse ocurre a las 6 y 12 h.p.i. La liberación de viriones se observó a las 24 h.p.i. 

alcanzando un pico elevado a 72 h.p.i. Además, se evidenció que, las células PC3 (Fig. 5A) 

tienen una producción constante de virus hasta 120 h.p.i., sin alteraciones en la actividad 

metabólica celular y sin ocasionar efecto citopático (CPE) (Fig. S5). Por el contrario, en las 

células Vero E6, la liberación de viriones disminuye a las 120 h.p.i. (Fig. 5C), este hallazgo 

es consistente con la pérdida de viabilidad celular y presencia de CPE (Fig. S5).  

Aunque la producción de viriones en células PC3 es constante, con relación a la síntesis de 

genomas virales, los RNA de polaridad positiva y negativa aumentan a las 24, 48 y 72 h.p.i 

(Fig. 5B) con una disminución a las 96 h.p.i. (Fig. 5B). Este comportamiento no se detectó 
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en las células Vero E6, donde la síntesis del genoma es constante y decrece a las 120 h.p.i 

(Fig. 5D). 

 

 

 

Figura 5. Dinámica de replicación de ZIKV en células PC3. En el gráfico (a) se muestra el esquema 

experimental del ciclo replicativo de ZIKV. La cinética viral se determinó en células PC3 (b-c) y Vero E6 (d-

e) infectadas con una MOI= 1 durante 0-120 h.p.i, y 0 h.p.i corresponde al input viral. La caracterización del 

ciclo replicativo se estableció mediante unidades formadoras de placa (b, d) y la cuantificación de genomas 

virales (c, e). El análisis muestra la media ± SEM de tres experimentos independientes. 

7.1.4 ZIKV modula la respuesta antiviral en las células PC3 

Teniendo en cuenta la dinámica de los genomas virales sintetizados en las células PC3, los 

tiempos de infección de 6, 72, 96 y 120 h.p.i. fueron elegidos para evaluar la respuesta 

antiviral en estadios tempranos y tardíos de la infección.  

El perfil detectado muestra la presencia de un inhibidor de la respuesta antiviral, SOCS-1, 

desde las 6 h.p.i hasta las 120 h.p.i. (Fig. 6A). La expresión de ISGs como OAS-1, Viperina 

y SOCS-1 se detectó entre 6-120 h.p.i. (Fig. 6A) que interfieren con algunos pasos del ciclo 
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replicativo viral; por el contrario, SOCS-1 inhibe la respuesta antiviral. Además, las células 

Vero E6 no mostraron una respuesta inmune en contraste con las células PC3. Por lo tanto, 

no se detectaron los ISGs (Fig. 6B). La ausencia de respuesta inmune y del inhibidor SOCS-

1 en las células Vero E6 explica la eficiente replicación del virus y muerte celular a las 120 

h.p.i. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Respuesta inmune innata frente al virus del Zika en células PC3. La expresión de mRNA de proteínas 

antivirales (OAS1, Viperina y SOCS-1) en células PC3 (a) y Vero E6 (b) infectadas con ZIKV se evaluó a las 

6, 72, 96 y 120 h.p.i mediante RT-qPCR. Los datos se presentan como la media ± SEM de tres experimentos 

independientes. Log2 Fold Change (FC) de (PC3 infectadas/PC3 no infectadas). El fold change de 0.5 y 1.5 se 

consideraron como la regulación negativa y positiva de la expresión génica, respectivamente. La comparación 

de los fold change de los genes antivirales y SOCS-1 estudiados a las 120 hpi se llevó a cabo por la prueba de 

ANOVA de dos vías (*): p < 0.05. 

 

7.2 Evaluación de la infección persistente del ZIKV (COL345Si) en las células PC3 

7.2.1 ZIKV establece infección persistente en la línea celular PC3 

Se determinó que las células PC3 establecen persistencia hasta las 8 s.p.i (Fig. 7B) y esto se 

evidenció, mediante la producción PFU/mL (Fig. 7B), síntesis de genomas virales (Fig. 

7B), detección de intermediarios replicativos (Fig. 7C) y de la proteína de envoltura (Fig. 

7D). 

6 72 96 120
0

5

10

15

20
INF-

OAS-1

Viperin

SOCS-1

*

* *
*

* * *

*

h.p.i

L
og

2
 F

ol
d 

C
h

an
g

e 
of

 g
en

e 
ex

pr
es

si
on

/G
A

D
P

H

RNA (+) RNA (-)

6 72 96 120
0

5

10

15

20
INF-

OAS-1

Viperin

SOCS-1

*

* *
*

* * *

*

h.p.i
L

o
g

2
 F

o
ld

 C
h

a
n

g
e
 o

f 
g

e
n

e
 e

x
p
r
e
s
s
io

n
/G

A
D

P
H

RNA (+) RNA (-)



53 

 

Es importante destacar que, este tipo de infección se establece en ausencia de efecto 

citopático (Fig. 7A). Teniendo en cuenta las dinámicas de replicación del ZIKV en el 

cultivo persistente, se pudo identificar que la primera progenie viral se obtiene a las 0.14 

s.p.i  y un mayor rendimiento a las 2 s.p.i; posteriormente se detectó un descenso de las 

PFU a las 3 s.p.i. 

Figura 7.  El aislado colombiano de ZIKV establece infección persistente en las PC3. La dinámica de 

replicación viral fue determinada a MO1=1 durante 8 semanas, teniendo como punto de partida el tiempo de 24 

horas-postinfección (h.p.i), que en dicha dinámica viral equivale a 0.14 s.p. i (b). A las 8 s.p.i no se evidenció 

efecto citopático (b).  La cuantificación viral se expresó en unidades formadoras de placa y RNA viral de 

polaridad (+) y negativa (-) (b). Además, se detectó la presencia de RNA viral de doble cadena (c) y de la 

proteína de envoltura viral (d).  

 

 (Fig. 7B, ver flechas) y luego estos, títulos virales se restablecieron en los tiempos ulteriores, 

con decremento de las PFUs a las 8 s.p.i. 

Asimismo, con el fin de confirmar si la infección persistente del aislado de ZIKV era 

producto de una interacción específica de ZIKV con las células PC3, se realizó el mismo 

esquema experimental para los diferentes serotipos de DENV (1-4) en pases jóvenes (N°2- 
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N°6) (Fig. S6, S7), un flavivirus que se caracteriza por inducir una infección aguda, y también 

se utilizó el linaje africano de ZIKV/Dakar, la cual pertenece a un linaje diferente del virus 

de interés. Se observó que, las células PC3 infectadas con cada serotipo de DENV y 

ZIKV/Dakar, lograron una infección productiva pero menos eficiente en comparación con 

ZIKV COLsi. Lo anterior, demostrado por la cuantificación de las PFUs, y revelaron un 

efecto citopático con distintas cinéticas (Fig. S6, S7). Por consiguiente, se comprobó el 

hallazgo de la persistencia del aislado COL345Si de ZIKV en las células de adenocarcinoma 

de próstata.  

7.2.2 El virus ZIKV realiza cambios en su genoma durante la infección persistente 

El tiempo prolongado de la infección y la alta tasa mutación de ZIKV, conllevó a intuir que 

la dinámica observada en los tiempos :0.14, 2, 3 y 8 (s.p.i), fue debido a mutaciones virales 

(Fig. 7B). Por tal razón, se analizaron las secuencias genómicas de la progenie viral en las 

respectivas ventanas temporales y así, compararlas con la secuencia parental de Zika 

COL345Si.  

La progenie viral obtenida a las 8 s.p.i presentó cambios en las proteínas estructurales tales 

como; E (E683K) y (T760M) y la proteína de pre-membrana (H205R). Asimismo, se 

identificó una mutación en una proteína no estructural, la NS1(R897T) (Tabla 4). 
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Tabla 4.  Mutaciones virales identificadas durante la persistencia de ZIKV del aislado 

colombiano ZIKV COL345Si  

7.2.3 La infección persistente del ZIKV regula la vía de autofagia y la respuesta a 

interferón. 

Además de identificar los cambios en el genoma viral durante este tipo de infección, es 

fundamental reconocer aquellas respuestas celulares en el curso de esta. Basados en la misma 

interpretación de la cinética viral, se seleccionaron los tiempos anteriormente mencionados 

en el numeral 4.2.2.  

Durante el curso de la infección persistente se regulan diferentes procesos biológicos en los 

tiempos evaluados (Fig. S8). Para el caso de la infección temprana que corresponde a las 0.14 

s.p. i (24hpi), se resaltan la autofagia y la respuesta inmune, esta última regulada en los 

tiempos posteriores (Fig. S8) debido a su importancia en el ciclo replicativo de los flavivirus. 

Cada uno de dichos procesos, fueron monitoreados en los tiempos posteriores (2, 3 y 8 s.p.i), 

con el fin de detectar las dinámicas de estas vías de señalización durante la persistencia del 

ZIKV. 

El perfil transcripcional muestra que, la autofagia tiene un rol protagónico a las 0.14 y 2 

(s.p.i) regulando positivamente los componentes asociados a la formación del auto-fagosoma 

(Fig.8B). La regulación positiva de la fase de iniciación tiene importancia en el tiempo 
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temprano de la infección (Fig.8A). Curiosamente, hay un control transcripcional de los genes 

relacionadas a la unión con la auto fagolisosoma (RAB-7 y LAMP-1) (Fig.8C) y degradación 

(Catepsinas B, D y ATP6V0A1, implicadas en la hidrólisis de proteínas y acidificación 

lisosomal, respectivamente.) (Fig.8C) durante la persistencia de ZIKV. En contraste, con los 

tiempos tardíos de la infección (3 y 8 s.p.i), la autofagia se encuentra subregulada (Fig. 8A-

C). 

Con relación a , la respuesta inmune se evidencia que, hay una posible estado antiviral desde 

las 0.14 s.p.i por la tendencia al incremento de los genes de los interferones (IFN) tipo I (β), 

II (ϒ) y III (λ) (Fig.9A ); adicionalmente, se observó una regulación positiva de algunos 

componentes de la vía JAK/STAT (JAK2, TYK2, STAT1) (Fig.9B ) y la detección de genes 

antivirales (OAS-1, ISGs15 e IFITM1) (Fig.9C). Asimismo, se encontraron algunos de los 

inhibidores de la vía en mención, USP18 y SOCS-1(Fig.9B).  

Actualmente, la literatura ha sugerido que la IL-27 tiene una función similar al interferón 

durante la infección por ZIKV y CHIKV (129), por medio de la activación la vía JAK/STAT. 

Por tal motivo, se determinó el perfil transcripcional de la IL-27 (Fig.9A) y su activador EBI3 

(Fig.9A). Sin embargo, en este caso no se obtuvo regulación positiva de la IL-27. 

A partir de las 2 s.p.i, pese a obtenerse un fold change significativo del IFN-λ (Fig.9A), los 

genes de la vía JAK/STAT no se regulan positivamente (Fig.9B); sin embargo, hay una 

tendencia al incremento de los genes inducidos por el IFN (ISGs) (Fig.9C). Por el contrario, 

durante las 3 y 8 s.p.i hay potencialmente una reconstitución de los factores de transcripción 

de la vía (STAT 1 y 2) (Fig.9B) y esto, es consistente con el incremento significativo de 

algunos genes antivirales. 
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La regulación positiva de los inhibidores USP18 y SOCS-1(Fig.9B) estuvo presente durante 

la infección persistente, lo que sugiere una modulación de la respuesta antiviral frente al 

ZIKV, estableciéndose así un equilibrio entre la infección y respuestas celulares que pueden 

contener la infección.  

Figura 8. La infección persistente del ZIKV regula dinámicamente la autofagia (a-c). El gráfico (d) es una 

representación del proceso de autofagia. La tabla (e) resume los genes de autofagia regulados positivamente en 

los tiempos monitoreados. Las barras representan la media ± S.E.M de tres experimentos independientes 

realizados por duplicado. (*): valor de p <0,05 
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Figura 9. La infección persistente del ZIKV modula la respuesta antiviral en los diferentes tiempos de la 

infección (a- c). La imagen d representa la regulación positiva de la respuesta antiviral desde las 0.14 s.p. i (24 

h.pi). El gráfico e, denota la modulación y /o equilibrios entre la respuesta antiviral y la infección persistente. 

Las barras representan la media ± S.E.M de tres experimentos independientes realizados por duplicado. (*): 

valor de p <0,05 
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7.3.  Hallazgos fenotípicos del cultivo persistente  

7.3.1 El cultivo persistente expresa los receptores AXL y TIM-1 y presenta alteraciones 

en los niveles transcripcionales y proteicos de CK-18  

Pese a la duración del cultivo persistente, se observó que se mantuvo la expresión y 

distribución celular de los receptores AXL y TIM-1, importantes para la infección viral (Fig. 

10). Cabe destacar, que el receptor AXL incrementa significativamente en el cultivo 

persistente (Fig.10G) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Los receptores AXL y TIM-1 permanecen expresados durante la infección persistente en las células 

PC3. Se observa la expresión del receptor AXL en las células provenientes del cultivo persistente (c) en 

comparación con las células no infectadas (mock) (b). De la misma manera se evidencia para el receptor TIM-

1 (e- f).  Los gráficos de barras (g-h) representan los cambios de expresión de los receptores AXL (e) y TIM-1 

(f) en términos de Intensidad Media de Fluorescencia (IMF). Las barras representan la media ± S.E.M de tres 

experimentos independientes realizados por duplicado. (*): valor de p <0,05. Las imágenes a y d, representan 

el control negativo de expresión.  

Además, se evidenció que los niveles mRNA del receptor andrógeno se mantuvieron ausentes 

(Fig. 11), lo cual es concordante con la literatura (131).  
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Figura 11.  La infección persistente por virus zika disminuye la expresión génica de la citoqueratina 18. Las 
barras representan la media ± S.E.M de tres experimentos independientes realizados por duplicado. La prueba 
T Student de datos no apareados para determinar la significancia de los datos (*): p < 0.05.(***): valor de p 
<0,001.  

Sin embargo, el mRNA de CK-18 (Fig. 11) decreció de manera temporal y esto es consistente 

con la heterogeneidad de la inmunorreactividad en la población celular que fue observada a 

las 8 s.p.i (Fig. 12); donde se obtuvo células con moderada (40%) y baja (~ 10%) reactividad 

en la proteína CK-18. En la Fig. 11B, se muestra un panel de imagen donde se destaca la 

variabilidad de expresión de CK18 en las 8 s.p.i con respecto a las células no infectadas 

(mock). 
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Figura 12.  La infección persistente por virus zika disminuye la expresión de la citoqueratina 18 (CK-

18). La cantidad de CK18 está expresada en porcentajes de inmunorreactividad y se discriminó en :3+ (alta), 

2+ (moderada) 1+ (baja) (a). La prueba T Student de datos no apareados para determinar la significancia de los 

datos (*): p < 0.05. En el gráfico b se muestran las imágenes representativas de dicha inmunorreactividad en 

los diferentes tiempos de la infección persistente comparada con los controles no infectados (mock). 

          

7.3.2 El ZIKV disminuye la respuesta inflamatoria durante la infección persistente 

Considerando que, (i)algunos agentes infecciosos pueden inducir inflamación crónica por las 

citoquinas secretadas en el tejido prostático, y que, (ii)  en el semen de pacientes infectados 

con ZIKV, hay presencia de citoquinas inflamatorias en el curso de la infección (28); se 

A. B. 



62 

 

identificó el perfil transcripcional de genes asociados a respuesta inflamatoria, 

específicamente aquellos pertenecientes a la vía NF-κB (Fig. 13A) y sus genes blanco (IL-

1β, IL-6, IL-8, CXCL-1 CXCL-3 y CXCL-5) (Fig. 13B)  y posteriormente, se realizó la 

validación biológica de  algunos marcadores de inflamación en los sobrenadantes obtenidos 

durante el curso de la infección persistente de ZIKV en células PC3 (Fig. 13C- E). 

La infección temprana por ZIKV (0.14 s.p.i) regula positiva y significativamente, un 

componente de la vía de NF-κB  (NF-κB1) y  en el  límite del umbral se identifican otros 

genes relacionados (Rel a, NF-κB2, Rel b). Al parecer, este perfil es suficiente para activar 

la transcripción de los genes blancos de la vía (TNF-α, IL-1β, IL-6 e IL-8). A partir de las 2 

– 8 s.p.i, hay subregulación de la vía NF-κB; sin embargo, se evidencia un fold change 

significativo de TNF-α y tendencias al incremento de IL-1 β e IL-6. 

En la validación biológica se observó que, en las células PC3 al ser de origen tumoral, 

secretan algunas citoquinas inflamatorias, tales como: IL-6, IL-8 e Il-1 β ya que se detectan 

en el control sin infección (Mock) (Fig. 13). 

Aunque hay una regulación positiva de los genes de NF-κB durante las 0.14 s.p.i algunas de 

las citoquinas  (IL-6 e IL-8) activadas por este factor de transcripción, se encuentran 

disminuidas en el sobrenadante del cultivo  (Fig. 13A, B)y no se muestran diferencias en la 

concentración de IL-1β (Fig. 13C) de células infectadas y no infectadas. 

 La infección por el ZIKV disminuye la concentración de la IL-6 (Fig. 13A) durante el curso 

de la infección de manera ostensible, a excepción de la semana 3 donde hay una tendencia al 

incremento de los niveles de dicha interleuquina. (Fig. 13A) en los sobrenadantes obtenidos 

de la infección, es posible que este incremento se deba al descenso del fitness viral en la 

semana 3 (Fig. 7B). La IL-8 (Fig. 13B) también tienen un comportamiento similar a la IL-6; 

sin embargo, a partir de la semana 4, su producción es equiparable y constante en los 

sobrenadantes de células infectadas y no infectadas (Fig. 13B). Por su parte, la producción 

de la IL-1β se mantiene estable, excepto en la semana 3 (Fig. 13E).  Las citoquinas TNFα, 

IL-12p70 e IL-10 no fueron detectadas en células infectadas y no infectadas, durante ninguno 

de los tiempos evaluados (datos no mostrados). 
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Figura 13.  La infección persistente por virus zika, disminuye la respuesta inflamatoria en células PC3. Las 

gráficas muestran el perfil transcripcional de la vía NF-κB (a) y sus genes blancos (b) y las concentraciones en 

[pg/mL] de las citoquinas IL-6 (c), IL-8 (d), IL-1 β (e). La imagen f representa la vía NF-κB y su activación 

Las barras representan la media ± S.E.M de tres experimentos independientes realizados por duplicado. (***): 

valor de p <0,001 

 

En vista de las diferencias significativas en la producción de citoquinas en las células 

infectadas y las no infectadas (Fig. 13), se realizó un estudio de correlación entre los 

marcadores virales (PFUs/mL y RNA de polaridad positiva y negativa) y la producción de 

citoquinas detectadas en el curso de la infección persistente. Con respecto a esto, se demostró 

que existe una correlación (0.53, p valor: 0.0018) entre el patrón de la IL-6 y la producción 

de RNA viral de polaridad positiva, específicamente con la síntesis de genomas viral de 
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polaridad positiva (Fig. 14 A, ver recuadro naranja y 14 B). Las otras interleuquinas 

analizadas no presentaron una correlación con la persistencia viral. 

 

 

 

 

 

 

Figura 14.  Correlación entre las IL-6, IL-1β e IL-8 con la persistencia viral. Los datos 

fueron analizados con el coeficiente de correlación de Pearson. 

 

8. DISCUSIÓN 

Si bien el virus Zika es un arbovirus transmitido por mosquitos, algunas investigaciones han 

documentado que el ZIKV se transmite por vía sexual y que puede persistir en semen por un 

largo periodo, después de la aparición de los síntomas. La presencia de este agente infeccioso 

en pacientes vasectomizados, es un indicador de que algunos órganos urogenitales, como la 

próstata, pueden ser nichos de replicación viral (26).  

De manera que, el objetivo del presente estudio fue caracterizar la infección del ZIKV en las 

células PC3, teniendo en cuenta la susceptibilidad, permisividad de la infección y respuesta 

celular en un periodo de infección temprana, es decir, hasta 120 h.p.i. Asimismo, se 

estableció un modelo in vitro de evaluación de persistencia viral y se determinaron 

alteraciones celulares y virales a causa de esta infección.  

8.1 El aislado colombiano del virus Zika (COL345Si) se replica en las células PC3 y 

modula la respuesta antiviral 

La fertilidad masculina requiere de la cooperación de varios órganos del sistema urogenital. 

A través de sus interacciones, los testículos, el epidídimo y las glándulas accesorias 

masculinas, como la próstata, contribuyen a la producción del plasma seminal humano (7).  
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El sistema reproductor masculino es un blanco de infecciones virales, como el ZIKV. 

Alexander G. Pletnev et al. en 2021 demostraron en ratones AG129 (con inmunodeficiencia) 

que el epitelio del epidídimo transmite el ZIKV a los 10 d.p.i (etapa temprana de infección), 

y que el virus era proveniente de los testículos. Además, observaron que otras las células de 

las glándulas accesorias también participaron en la transmisión viral, aunque, con un menor 

rendimiento replicativo en comparación con el epidídimo y los testículos (93). 

 

Las glándulas accesorias participan en la secreción de proteínas, factores de crecimiento y 

otros componentes; cada elemento es necesario para la viabilidad de los espermatozoides y 

sus procesos biológicos (7). El descubrimiento de RNA del ZIKV en el semen de tres 

hombres vasectomizados hasta los 69 d.p.i (4,94) plantea que la replicación del ZIKV, puede 

que se realice, en tejidos urogenitales distintos de los testículos (95). 

 

Considerando que la vasectomía consiste en una resección de los conductos deferentes (96), 

en la eyaculación de un paciente vasectomizado no debería existir presencia del virus. Por 

ello, la próstata es un órgano de interés en el estudio de la infección por el virus del Zika. En 

este trabajo, se eligieron las células PC3 porque a pesar de ser una línea tumoral, tienen la 

vía de señalización de interferón funcional (15). 

Esto permitió conocer la relación entre la respuesta antiviral y la replicación del ZIKV en 

estas células hasta las 120 h.p.i y con base en estas evidencias, estudiar los elementos 

asociados a persistencia en un tiempo de infección más prolongado (8 s.p.i, equivalente a 2 

meses.)  

 

Teniendo en cuenta que, el aislado colombiano conserva varias de las mutaciones de la cepa 

pre-epidémicas del linaje asiático MH179341.1, como NS1: A188V, prM: S139N, y la 

proteína de la envoltura (E): S154N y NS5: M2634V (Fig. 1) (91), se espera que esta historia 

filogenética contribuya a varios aspectos de la biología del ZIKV que se han investigado en 

este trabajo. 

 

Entre estos comportamientos fenotípicos que son atribuibles a esas mutaciones, hay un punto 

a destacar que, tal vez, esté estrechamente implicado con la persistencia de ZIKV en SRM, 
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como la mutación en la proteína NS1 que disminuye la fosforilación de TBK1 e IRF3 y 

suprime la inducción de IFN-β (97). Por el contrario, las sustituciones en las proteínas PrM 

(98) y E (99) están relacionadas con la neurovirulencia y, aparentemente, la mutación NS5 

no altera la replicación viral (100). Adicionalmente, en este estudio se encontró una mutación 

en la proteína de la cápside, C: D107E (Fig. S1), en la cepa de estudio MH179341.1; sin 

embargo, esta sustitución no es relevante, ni afecta el ensamblaje del virus debido a que los 

aminoácidos que han sido reemplazados tienen propiedades similares (101). Prueba de ello, 

es la producción eficiente de viriones en los tiempos evaluados (Fig. 5). 

Se demostró la expresión de los receptores AXL y TIM-1 en las células PC3 y Vero E6, por 

lo que se definieron como susceptibles a la infección por ZIKV (Fig. 3). Lo anterior, se 

verificó por medio de la cinética viral, que se evaluó a las 24-120 h.p.i, observándose que el 

primer ciclo de replicación finaliza a las 24h, dado a que en este tiempo se recuperó progenie 

viral. También se observó, síntesis de genomas virales, con una disminución a las 96 h.p.i en 

los tiempos evaluados (Fig. 5). De tal forma, se concluye que las células PC3 son permisivas 

a la infección (Fig. 5). Cabe resaltar que, la infección por ZIKV en las células PC3 no alteró 

la viabilidad a diferencia de lo percibido en las Vero E6 (Fig. S5).  

 

Este resultado motivó a la evaluación del perfil antiviral en varios tiempos (6, 72, 96 y 120 

h.p.i), particularmente, donde se halló un mayor o menor rendimiento del genoma viral (Fig. 

5). La infección por el ZIKV activó tempranamente la vía del interferón, como se muestra en 

el fold change de mRNA del interferón-β y sus genes inducibles (OAS-1, viperina). Cabe 

señalar que el mRNA de SOCS-1, una molécula supresora de la vía del interferón, se expresa 

a partir de las 6 h.p.i., esto significa que existe una regulación negativa temprana.  

 

Otras investigaciones muestran un perfil de variabilidad de los IFN (IFNα o IFNγ) y proteínas 

relacionadas con IFN en las células PNT1A (epitelio de próstata normal) y las células 19I 

(MSC estromales, derivadas de un donante de próstata sano) infectadas con varias cepas de 

ZIKV, y los autores aluden a que estas diferencias se deben a modificaciones y cambios 

fenotípicos en el virus a causa de pases en células humanas y células de insectos (C636) 

(102). Los informes indican que un número de pases virales entre 10 y 100 pueden afectar la 
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patogenicidad, la infectividad del virus y su sensibilidad a los tratamientos antivirales 

(102,103).  

 

En este estudio, se utilizó un aislado de ZIKV de A. aegypti de pase n º 6 (COL345Si), y al 

compararlo con otras cepas contemporáneas (aislado humano en Colombia-Meta MH544701 

y la cepa PRVABC59, aislado de Puerto Rico), se hallaron mínimas variaciones genéticas; 

la cepa COL345Si tiene una mutación en la proteína de la cápside mencionado anteriormente 

(Fig. S1). No obstante, el rendimiento viral de la cepa PRVABC59 en las células HUVEC 

(130) es similar a la cinética que se encontró con el ZIKV-COL345Si en las células PC3; 

asimismo, se observó que ambas cepas virales activan la respuesta de interferón tipo I.  

Es relevante mencionar que la respuesta antiviral depende del tipo de interacción virus-célula. 

En células de Hofbauer infectadas con ZIKV/PRVABC59 (104), la respuesta antiviral reduce 

la replicación viral, pero en esta investigación se notó que dicha respuesta no es suficiente 

para eliminar la infección por ZIKV en las células PC3. La presencia del receptor AXL en 

las células PC3 podría explicar el comportamiento de la respuesta inmune. Se ha descrito 

que, la unión de los receptores AXL e interferón, activan a la Janus quinasa 1 (JAK1) por 

medio de la fosforilación; este último fosforila el factor de transcripción STAT1 que se 

transloca al núcleo y promueve las síntesis de transcritos de SOCS-1 (13).  

Recientes reportes han identificado a AXL como un factor potencial de entrada de ZIKV y 

un posible regulador de la respuesta antiviral. Cuando se inhibe la acción quinasa de AXL, 

no se detectó una disminución significativa de la tasa de entrada del virus ZIKV, sin embargo, 

se observó una disminución en la expresión de SOCS- 1 y 3 con incremento en la expresión 

de los genes estimulados por interferón, de manera que hubo una disminución en la tasa de 

replicación del virus ZIKV (14). Estos datos demuestran que AXL promueve la entrada de 

ZIKV y regula negativamente el estado antiviral de las células de Sertoli para aumentar la 

infección de ZIKV en los testículos; esto proporciona conocimientos sobre la inmunidad 

antiviral de los testículos y la posible persistencia del ZIKV (14).  

La modulación de la infección por ZIKV a través de SOCS-1 también fue comprobada en las 

células A549, JAr y hNPC por la síntesis de transcritos mRNA y expresión proteica de 

SOCS-1 y SOCS-3 (105) y al igual que en este estudio, la expresión de estos genes fue 
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detectada en las primeras horas de la infección. Estos datos insinúan que, la expresión de 

mRNA se correlaciona con la expresión de la proteína (105). 

La síntesis del genoma viral tiene una producción constante hasta 72 h.p.i. y decrece a las 96 

h.p.i. Lo anterior propone que, los niveles de SOCS-1 hallados durante las 96 h.p.i, no son 

significativos para inhibir la respuesta antiviral (Fig. 6A). Esto coincide con otras 

investigaciones, que demuestran que las células prostáticas (LNCaP) infectadas con ZIKV 

no variabilidad en la replicación de sus genomas debido a la ausencia de la respuesta del 

interferón (106). Por otro lado, las células madre mesenquimales prostáticas humanas 

(MSCs) tienen la vía señalización funcional del interferón y, por consiguiente, existe una 

variabilidad de replicación de cepas de ZIKV (106). 

De acuerdo con otros estudios que se realizaron en células endoteliales microvasculares de 

cerebro humano (hBMEC) infectadas con ZIKV, los ISGs se detectaron hasta 9 d.p.i; sin 

embargo, hubo variaciones en los perfiles de los interferones tipo I de hasta 2 d.p.i. 

Aparentemente los mecanismos de regulación de la respuesta antiviral son diferentes a los 

observados en esta investigación (107). Los autores infieren que, la ausencia de un efecto 

citopático (CPE) se debe a la inducción de genes pro-supervivencia durante la infección por 

ZIKV de hBMEC, incluidos EGR1, ATF3 y BIRC3 (107). En este estudio, no se evaluaron 

las moléculas de supervivencia mencionadas, pero no se puede descartar que estas sean las 

responsables de la ausencia de dicho efecto hasta las 120 h.p.i. 

Se propone que, AXL ejerce un control sobre la respuesta antiviral en una infección por 

ZIKV, ya que cuando las células se infectan a una MOI elevada (MOI = 3), la expresión del 

receptor aumenta, a diferencia de TIM-1, por lo que este último solo tiene un papel en la 

entrada viral.  

Teniendo en cuenta lo anterior, se plantea la importancia del cross-talk entre AXL y la 

señalización del interferón tipo I para modular el estado antiviral y la replicación del ZIKV 

hasta las 120 h.p.i. Es importante mencionar que las cepas africanas y asiáticas tienen 

diferencias en sus tasas de replicación in vitro en diferentes células de mamíferos e insectos 

(2,108). El linaje africano se replica más rápido, a diferencia del linaje asiático, provocando 

la muerte celular (104). Esto es coherente con lo obtenido en este trabajo, pues en las células 

PC3 infectadas con ZIKV/Dakar (linaje africano), se observó un CPE entre los 5 a 10 d.p.i. 

(Fig. S5). Estos resultados son similares a otros hallazgos que demostraron que ciertas líneas 
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celulares son diferencialmente susceptibles a las infecciones por ZIKV/Uganda (africano) y 

ZIKV/PRVABC59 (asiático-estadounidense), donde los autores encontraron el LNCaP 

(próstata) y las líneas celulares 833KE (testículo) fueron permisivas a la infección sin 

inducción de CPE (108). Por tanto, las diferencias entre las cinéticas virales de las células 

Vero E6 y PC3, así como los resultados adicionales que se obtuvieron con la cepa Dakar 

permitieron hipotetizar la posible persistencia de la infección por la cepa ZIKV-COL345Si 

en las células prostáticas. Por esta razón, se realizaron pruebas de cultivo in vitro durante 

tiempos prolongados de infección (8 s.p.i) para identificar la regulación de los genes celulares 

y virales implicados en este fenómeno. 

 

8.2 El aislado colombiano del virus Zika (COL345Si) establece infección persistente en 

las células PC3 obteniendo cambios en sus proteínas estructurales (PrM y E) y no 

estructurales (NS1) y regulando la expresión transcripcional de genes relacionados con 

la autofagia y respuesta a interferón.  

Las dinámicas de infección en las células PC3 con el linaje de ZIKV africano/ Dakar, el 

aislado de ZIKV/COL345Si (Linaje asiático/americano) (Fig. S6, S7) y los serotipos de 

DENV 1- 4 (Fig. S6, S7), demostraron que, el ZIKV/COL345Si establece infección 

persistente en dichas células hasta las 8 s.p.i; lo anterior fue evidenciado por la presencia de 

diferentes elementos virales (Fig. 7B) y por la carencia de efecto citopático (Fig. 7A). Estos 

rasgos insinúan, que el ZIKV puede persistir en reservorios celulares donde se admita un 

balance entre la supervivencia de la célula, su replicación y posiblemente la evasión de la 

respuesta inmune innata. La permanencia del ZIKV en las células PC3, probablemente, 

facilite la capacidad de este virus para transmitirse sexualmente a la madre gestante (104) y 

de esta forma, acceder al tejido neuronal del feto donde se generan las manifestaciones más 

severas de la infección. 

La persistencia del virus en células de próstata no tumorales, RWPE-1, también ha sido 

reportada por Izuagbe R L et al 2019 (109). Los autores, demostraron que una cepa 

contemporánea de Brasil (BeH815744) de ZIKV y pre- epidémica (H/PF/2013) puede 

persistir con diferentes con multiplicidades de infección (MOI=10) y (MOI=1), hasta los 30 

d.p.i con síntesis constante de genomas, viriones y ausencia de efecto citopático.  Cabe 
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resaltar que, al igual que en este trabajo, el mayor rendimiento de progenie viral es hasta los 

15 d.p.i (109).  

La congruencia de ambos hallazgos, muestran enfáticamente el tropismo, la replicación del 

genoma y persistencia viral en la glándula prostática, siendo esta un órgano 

inmunocompetente. 

Los patógenos virales, han evolucionado exitosamente para evadir respuestas celulares que 

impidan su ciclo infección, pero también para redireccionar vías de señalización del 

hospedero que promuevan su replicación y transmisión. Durante la infección persistente de 

ZIKV, se encontraron variaciones genéticas del ZIKV (además de las previamente reportadas 

y que tienen un rol en la patogénesis), se resaltan aquellas observadas en las proteínas 

estructurales. Por su parte, la proteína de E tuvo cambio en dos posiciones: (i) E683K, que 

constituye al dominio III; el cual tiene importancia en la unión a receptor y (ii) T760M que 

corresponde al dominio de transmembrana (TMD) (9, 110). El cambio identificado en prM 

(H205R) también tiene lugar en el TMD (110). Aún no se conoce sobre el alcance de las 

mutaciones en dichas proteínas; sin embargo, estos sitios corresponden a dominios de 

transmembrana de E y PrM, que, según lo reportado, tiene significancia en el anclaje de 

dichas proteínas al retículo endoplasmático para el ensamblaje y adecuada maduración del 

virus. En DENV (110) y YFV (111) se ha observado que, cambios en estos sitios influyen en 

la longitud del dominio y, en consecuencia, se generan una mayor producción de partículas 

similares a virus (VLP), lo que sugiere que las modificaciones de TMD facilitan la 

producción de VLP. En vista que, las VPLs no son infecciosos, es posible que estos cambios 

revelados no afecten, de manera significativa, la maduración e infectividad de la partícula 

viral dado a su progenie cuantificada en el curso de la infección (Fig. 7B). Sin embargo, no 

se debe desechar la posibilidad de que estos cambios en las proteínas estructurales tengan un 

impacto en el tropismo o en mecanismos de diseminación diferentes (spreading- cell to -

cell). 

Por otro lado, se identificó una mutación en una proteína no estructural, NS1(R897T), el cual 

se desconoce el efecto de dicha mutación en las funciones de esta proteína a nivel del ciclo 

viral (replicación viral) y actividad antiviral; sin embargo, la proteína NS1 es uno de los 
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determinantes virales, dado a que inhibe la vía antiviral por diferentes estrategias: interacción 

con RIG-I (112), inhibición de TBK-1 (97) y los TLR 3 y a su vez, activa el inflamosoma.  

La permanencia de la replicación viral en las células PC3 es favorecida por la posible 

interacción y regulación transcripcional de genes asociados a dos vías de señalización: 

autofagia y respuesta inmune innata. Por su parte, la autofagia puede ser activada por acción 

directa del virus, es decir, la proteína NS4A (57), pero también, por estrés de retículo 

endoplasmático (ER) debido a la producción excesiva de proteínas virales. En este evento, 

sensores de estrés como PERK, IRE-1 y ATF6 (60, 61) activan factores de transcripción que 

inducen la expresión de proteínas de choque térmico (GRP94 que su función es plegar 

proteínas), ERAD (HRD1 y HERPUDs), metabolismo de lípidos y autofagia (61). Lo 

anterior, tiene como finalidad mantener el equilibrio y funcionalidad del ER. En este sentido, 

se indagó sí el cultivo persistente presentaba regulación en estrés de ER y en efecto, los genes 

relacionados, presentan regulación positiva a las 0.14 y 2 s.p.i (Fig. S9). siendo más evidente 

en el tiempo temprano (Fig. S9), pues a las 2 s.p.i hay una tendencia de sobre-regulación de 

algunos genes que se observan en el límite del umbral del fold change ~ 0.6 (Fig. S9); por 

tanto, es viable que estas regulaciones sean suficientes para activar la autofagia. Algunos 

virus como HCV (familia Flaviviridae), que establece infección crónica, promueve estrés de 

ER, evidenciado por la presencia de marcadores de estrés en pacientes con HCV crónica 

(mRNA GRp94, CHOP y GADD34) (60, 61) que, potencialmente, se correlaciona con otros 

estudios donde la cronicidad de dicho virus causa autofagia según la detección de dos 

marcadores de autofagia: LC3 y LC3II en biopsia de hígado (62). 

Teniendo en cuenta la dinámica de replicación viral, la autofagia es una vía regulada 

positivamente en los tiempos donde inicia el ascenso de progenie viral, es decir, a las 0.14 - 

2 s.p.i. Resaltando que, la regulación más importante es sobre los genes asociados a la 

formación del autofagosoma, con lo cual se sugiere que, esta estructura es una plataforma 

eficiente de replicación (demostrado por la síntesis de genomas virales a las  2 s.p.i)  y/o 

liberación viral, al igual como ocurre en otros flavivirus (DENV) (55) . Tal vez, la inhibición 

en la etapa de fusión del autofagolisosoma y degradación, es un mecanismo del virus para 

evitar su eliminación por esta vía (xenofagia) (54). Una vez que decaen los viriones a las 3 y 

8 s.p.i, el proceso se sub-regula en todas sus etapas. Este hallazgo, coincide con los tiempos 
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donde hay la regulación positiva de estrés de ER (Fig. S9); con lo cual, se podría considerar 

que dicho estrés es un inductor de autofagia en este modelo de persistencia in vitro.  

En virus que establecen persistencia, como el VIH, la autofagia contribuye en la biogénesis 

viral, a través del procesamiento de la proteína Gag- precursora de la envoltura viral (113) y, 

además, la liberación del virus es estimulada por la maquinaria de la autofagia. De manera 

similar, se requieren de algunas proteínas de la autofagia para la salida de poliovirus 

(114). Otra función proviral de esta vía de señalización, es su participación en la replicación 

y traducción del RNA de HCV mediante las siguientes proteínas: beclina, ATG4B, ATG5, 

ATG7 y ATG12 (115). Del mismo modo, HBV, un virus DNA, también utiliza este proceso 

biológico para mejorar la replicación del genoma viral (116).  

Una manera de enlazar la autofagia con la replicación viral, es por su posible rol en la 

remodelación del RE que mejora dicho proceso (60) o también la fusión de los 

autofagosomas a los cuerpos multivesiculares que favorecen a la salida del virus (117).  

Ciertamente, la respuesta inmune innata estuvo regulada positivamente en los tiempos 

supervisados; así lo señala el perfil transcripcional de los interferones tipo I (α, β) y III (λ) y 

la vía JAK/STAT y los ISGs. La regulación negativa de la respuesta a interferón, es posible 

por el incremento significativo de SOCS-1 (38) a las 0.14 s.p.i. Sin embargo, donde hay 

mayor rendimiento viral (2 s.p.i) los componentes de JAK/STAT disminuyen, pero con fold 

chage significativo de USP18, otro inhibidor del IFN. Durante la semana 3 hay un 

restablecimiento de todos los constituyentes de la vía JAK/STAT, que coincide con la 

significancia de los ISGs. Esto explica, la disminución en los títulos virales durante esta 

ventana temporal. Aun cuando cambia el comportamiento transcripcional de la vía en 

mención en la semana 8, se puede observar un grado de activación. Una manera de 

argumentar lo anterior, es mediante la dinámica viral a las 8 s.p.i, pues en comparación con 

las 3 s.p.i, los títulos virales se mantienen superiores. Por lo tanto, no hay un control 

equiparable de la infección (Fig. 9). 

No se puede descartar que, durante la persistencia, de ZIKV en las células PC3, se genere 

interacción de diferentes rutas celulares que benefician la permanencia de la infección. Ke, 

P.Y. y Chen, S.S. 2011 demostraron que, HCV activa autofagia e inhibe la respuesta inmune 
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innata mediante el knockdown de ATG5 o inhibición de la actividad lisosomal, empleando 

cloroquina (118). Esto conllevó a la activación de la señalización del IFN vía RIG-I (PRRs) 

y producción de IFN I (118).  De la misma manera, Jounai et al 2007 encontraron que el 

complejo de autofagia (ATG5- ATG12, que participa en la formación del autofagosoma) 

interactúa con RIG-I y la proteína de señalización antiviral mitocondrial (MAVS), un efector 

de RIG-I, para inhibir la transducción de señales y la inducción de tipo IFN I (119). De igual 

modo, otros investigadores inhibieron componentes de la vía (Beclin-1 o ATG7) en células 

infectadas con HCV (64) y observaron el mismo comportamiento mencionado anteriormente. 

 

8.3 La infección persistente del ZIKV COL345Si causa cambios en la expresión de CK-

18 y del receptor AXL.  

En vista de que, la patogénesis viral integra una serie de sucesos que convergen para causar 

un trastorno o enfermedad, se pretendió identificar algunos cambios fenotípicos que pueden 

ser consecuencia de la persistencia de ZIKV en este tipo celular. 

En el numeral 8.1 se discute sobre la -plausible- relevancia del receptor AXL durante la 

infección temprana del ZIKV (24 h.p.i y a las 120 h.p.i) y su papel modulador con la respuesta 

al IFN. Por tal razón, se examinó su estado en las etapas tardías y se notó que, mantiene su 

ubicación subcelular, pero incrementa la expresión a las 8 s.p.i. El RNAseq demostró que 

este receptor se regula positivamente a las 2 y 3 s.p.i (Fig. S10), esto concuerda con la 

presencia del inhibidor SOCS-1 en dichos tiempos, a las 8 s.p.i regulación negativa de AXL 

no afectó el incremento de su expresión. Por lo tanto, se postula su importancia en la 

regulación de la respuesta inmune y en la persistencia. Para el caso de TIM-1, aparentemente, 

no tiene cambios transcripcionales, ni en la expresión en los tiempos tardíos (Fig. S10). Si se 

observó un fold change significativo a las 0.14 s.p.i pero sin cambios sustanciales en la 

expresión de proteína. 

 

Las citoqueratinas (CKs) son un tipo de filamentos intermedios del citoesqueleto que se 

expresan ampliamente en varios epitelios de manera diferencial (8); lo cual es útil para 

discriminar aquellos epitelios simples de los complejos (8). Asimismo, el patrón de expresión 

de dichos filamentos sirve como marcador de diferenciación celular en un mismo tejido; este 

es el caso, de las células luminales y basales que conforman el epitelio prostático. Sin 
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embargo, en un contexto patológico, tal como las neoplasias malignas o benignas el perfil de 

expresión de las CKs puede verse afectado (8).   

 

El epitelio prostático adulto consiste en un compartimento basal, secretor y células 

neuroendocrinas (NE). En el basal, la mayoría de las células basales expresan p63, CK5 y 

CK14 (8) y en el secretor consta de una capa luminal de células columnares altas que 

presentan marcadores como el receptor de andrógenos (AR), CK 8, y 18 y el antígeno 

prostático (PSA); por su parte, las células neuroendocrinas prostáticas que expresan 

cromogranina A (8). 

 

En esta ocasión, las células PC3 infectadas persistentemente con ZIKV (8 s.p.i) presentan 

disminución de la expresión de mRNA de CK-18 y heterogeneidad en el marcador de CK-

18 en las poblaciones celulares (alta, moderada y baja), lo que indica un cambio en el fenotipo 

de la célula (Fig. 12), puesto que se reduce la frecuencia de inmunorreacción alta, se aumenta 

la población celular con inmunorreactividad moderada y las células con baja expresión tienen 

tendencia al incremento. Considerando que, la célula es de origen tumoral, no se puede 

asegurar que este hallazgo esté relacionado con una posible disfuncionalidad de la actividad 

secretora del compartimento; debido a que las CKs pueden tener una expresión aberrante en 

diversos tumores (120). Aunque, existen estudios de tejidos que demuestran que no hay 

diferencias entre la expresión de CK18 en pacientes sanos, con hiperplasia o con cáncer 

(121). Por ello, es necesario a futuro comparar este perfil de expresión con una célula 

prostática no tumoral. 

 La pérdida de dicho marcador en tejido prostático sano, ha sido reportada en ratones 

infectados con ZIKV hasta 21 d.p.i (5) y el fenómeno fue sujeto a la respuesta inflamatoria 

en este tejido (5).  

 

8.4 La persistencia de ZIKV en las células PC3 modula la respuesta inflamatoria  

La inflamación es la respuesta que se genera con el fin de aclarar la infección; sin embargo, 

un excesivo estímulo inflamatorio causa daño celular o tisular (66, 67). 

Teniendo en cuenta esta premisa, los virus deben consolidar estrategias que regulen dicho 

proceso y así, garantizar su transmisión.  
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Las células PC3 al ser de origen tumoral se caracterizan por tener un ambiente inflamatorio. 

De hecho, el incremento de IL-6 en pacientes con cáncer prostático, es un marcador de 

progresión debido a que está implicada en neovascularización, proliferación celular y 

activación de vías de supervivencia celular (122, 123). Lo anterior, es consistente con lo 

hallado en las células PC3 no infectadas (mock), pues producen altas concentraciones de IL-

6 (Fig. 13C). En cambio, las células PC3 infectadas con ZIKV regulan el ambiente 

inflamatorio disminuyendo transcripcionalmente la vía NFκ-B, implicada en inflamación, y 

sus genes blancos (TNF-α, IL-1β, IL-6, IL-8, CXCL1, CXCL3 y CXCL5) (124) durante los 

tiempos tardíos de la infección (Fig. 13 A, B). Durante las 0.14 s.p.i, se observa una 

activación transcripcional de la vía NFκ-B (Fig. 13 A, B). Esto, no se compara con las 2 

semanas, donde la vía está subregulada, aunque se detecta el mRNA de algunos blancos 

(TNF-α, IL-1β, IL-6 y CXCL3). 

La validación biológica de los anteriores rasgos de transcripción de la respuesta inflamatoria, 

se realizó por la medición de algunas citoquinas (IL-1β, IL-6 e IL-8) y distintivamente, se 

obtuvo que las concentraciones de IL-6 disminuyen significativamente durante toda la 

infección con tendencia al incremento a las 3 semanas, que converge con el descenso del 

rendimiento viral, activación de la respuesta inmune innata y regulación negativa de la 

autofagia. La IL-8 tuvo un comportamiento similar; no obstante, se detectaron 

concentraciones estables tanto en el mock y células infectadas hasta las 7 s.p.i.  

Por otra parte, la IL-1β, posiblemente, tiene un comportamiento distinto, es estable hasta las 

2 s.p.i y disminuye su concentración a las 3 s.p.i y luego, hay leve incremento a las 5 s.p.i, 

en el cual se restablece el rendimiento del virus. Lo que sugiere que, el dinamismo de esta 

citoquina inflamatoria durante la infección está regulado por una vía diferente a NFκ-B. Por 

lo tanto, se podría plantear que el inflamosoma (125), quizás, es un blanco modulado durante 

la persistencia, debido a que este tiene como función la maduración de la IL-1β (126). 

 

Teniendo en cuenta el patrón de secreción de la IL-6, es afectada negativamente durante la 

persistencia del virus. Por tal motivo, se evaluó si existe una correlación entre los 

componentes virales (RNA viral (+), RNA viral (-) y PFUs) y la IL-6. En ese sentido, se 

estableció que hay una relación moderada entre la infección y la IL-6, específicamente con 

el RNA viral de polaridad positiva (+) (Fig. 14). Lo anterior sugiere que, tal vez, el RNA 
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viral + está ejerciendo una función regulatoria en el entorno inflamatorio de la célula tumoral 

PC3 mediante su unión a RIG-I  y a MDA5, pues se conoce que estos sensores virales 

reconocen el extremo 5′-(P)PP de los RNA virales para activar respuestas inflamatorias vía 

NFκ-B (127) y la transcripción y producción de IFN I (α, β, entre otros.) y III (λ)  (128) que 

en esta investigación se encuentra regulados positivamente en la persistencia viral.  

 Los datos en conjunto muestran dos visiones: (i) la célula debe activar aquellos elementos 

del sistema inmune innato que ayudan a controlar la infección y paralelamente, (ii) el ZIKV 

estimula rutas celulares como la autofagia que favorecen su ciclo replicativo y a su vez, limita 

la activación descontrolada de la respuesta inmune e inflamación. De manera que el virus 

encuentra el entorno ideal para replicarse y persistir. 

Este estudio, integra diferentes aristas del panorama transcripcional de un cultivo persistente.  

En ese sentido, no se podría exceptuar que los perfiles de los genes de las vías reguladas 

(autofagia, respuesta a interferón e inflamación) se deban a un mecanismo de non-coding 

RNA que se inducen por la infección y tienen una implicación fundamental la modulación 

de la interacción virus-hospedero (128). 

 

10. CONCLUSIONES  

 

• Las células PC3 son susceptibles y permisivas a la infección por ZIKV mediante la 

modulación de la respuesta a interferón I. 

• El virus ZIKV establece una infección persistente en las células PC3, así lo confirmó 

el esquema experimental que se realizó con algunos virus que ejercen una infección 

aguda; tales como los serotipos de DENV y el linaje africano de ZIKV, altamente 

citopático. 

 

• La alta tasa de mutación de los virus RNA como el ZIKV, probablemente, promueve 

la persistencia de dicho virus. Así lo evidencia las mutaciones encontradas en las 

proteínas de: E, PrM y NS1. 

 

• Durante la infección persistente en las células PC3 se regulan el perfil transcripcional 

de genes asociados a vías de autofagia, respuesta inmune innata e inflamación. Sin 
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embargo, en el caso de autofagia y respuesta inmune requieren ser validados 

biológicamente. 

  

La persistencia de ZIKV causa cambios en la expresión de la proteína CK-18 que es 

importante para el funcionamiento de la próstata y además de ello, ZIKV regula el 

entorno inflamatorio de las células PC3, evidenciado principalmente con el 

comportamiento de genes de la ruta NF-κB y las concentraciones de la IL-1β, IL-8 e 

IL-6.  

10. PERSPECTIVAS 

 

• Evaluar la expresión proteica de los marcadores de autofagia regulados positiva y 

negativamente durante la persistencia viral. 

• Evaluar la respuesta antiviral mediante la detección proteína de IFN y sus ISGs. 

• Examinar mecanismos de non-coding RNA como regulación transcripcional. 
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12. GRADO DE ORIGINALIDAD  

Se estableció un estudio de evolución experimental in vitro para modelar el fenómeno de la 

persistencia viral que puede ser extrapolado para la investigación de otros virus que 

establezca este tipo de infección. Además, este sistema experimental in vitro permitiría 

entender cómo algunos virus según las oportunidades ecológicas y evolutivas podrían 
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cambiar algunas características importantes que son distintivas de la biología viral y que 

quizás, tendrían impacto en el desenlace de la infección en una célula hospedera. 

Por otro lado, la inflamación es un factor determinante para la progresión de diversos 

cánceres. En este aspecto, la literatura reporta que en el cáncer de próstata la IL-6 puede ser 

un marcador de progresión de la enfermedad toda vez que esta citoquina, permite la 

neovascularización y la secreción de factores de crecimiento que son elementos que están 

implicados en este tipo de patología. El patrón transcripcional de la respuesta inflamatoria 

(NFκ-B) y modulación en la producción de IL-6, conlleva a pensar en la posibilidad de 

diseñar un vector viral con las mutaciones identificadas en este estudio para profundizar sobre 

su rol en la respuesta inmune innata, modulación en inflamación y autofagia. A manera de 

perspectiva, esto, potencialmente, se convierte en una oportunidad- importante- de terapia 

génica para aquellos pacientes con cáncer y que tienen poca adherencia a los tratamientos 

disponibles. 

Finalmente, en este modelo experimental in vitro otorga la ventaja de tener un sistema de 

evaluación antiviral de nuevas moléculas para aquellos virus cultivables que establecen 

persistencia. 
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Figura S1. Condiciones de mantenimiento celular para el cultivo persistente (a) y esquema 

experimental (b). Luego de realizar estandarizaciones de dinámica de crecimiento celular con 

diferentes concentraciones de suero (0%, 1% y 2%); así como el seguimiento de las 

variaciones de pH en el medio de cultivo, se establecieron las condiciones mantenimiento 

celular descritas en el gráfico a  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura S2. Identificación de las mutaciones del aislado colombiano de ZIKV. Los asteriscos 

indican la mutación de la proteína de cápside, C: D107E 
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Figure S3. Detección de los receptores AXL y TIM-1 por In-Cell Western en células PC3 

(a-c) y Vero E6(b-d). La evaluación se realizó en células infectadas (MOI=3) y no infectadas 

durante 24 h. 
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Figura S4. Permisividad del ZIKV en las células PC3 y VERO E6. El porcentaje de células 

PC3 (A) Vero E6 (C) positivas para la proteína de envoltura viral a MOIs de 0.1, 1 y 3, fue 

evaluado por citometría de flujo. Además, se determinó la dinámica de infección por la 

metodología de unidades formadoras placas (PFU/mL) de Vero E6 (B), PC3 (D). En flechas 

rojas se indica el porcentaje de viabilidad celular en las células infectadas.  
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Figure S5.  Efecto citopático de las líneas celulares Vero E6 y PC3 durante la infección por 

ZIKV. El Efecto citopático en las células Vero E6 (b) consiste en el redondeamiento y 

desprendimiento de células a los 120 h.p.i. ZIKV no causó efectos citopáticos en células PC3 

(d). 
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Virus 

Efecto 

citopático 

(CPE)en las 

células PC3 

Tiempo de 

evidencia de 

CPE 

(Semanas 

Post-

infección, 

s.p.i) 

%Viabilidad 

con azul de 

tripano 

DENV-1 

(pase#6) 

Redondeamiento 

y pérdida de 

adherencia 

4 20-30 

DENV-2 

(pase#6) 
Redondeamiento 7 20-30 

DENV-3 

(pase#2) 

Redondeamiento 

y pérdida de 

adherencia 

8 10-20 

DENV-4 

(pase#2) 
Redondeamiento 3 0 

ZIKV Dakar Redondeamiento 1 0 

Mock / 8s.p.i 

DENV-1/ 4s.p.i Mock / 4s.p.i 

DENV-2/7s.p. i Mock / 7s.p.i 

DENV-3/ 8s.p.i 

DENV-4/3s.p. i 
Mock/s.p. i 

Mock/ZIKV ZIKV/Dakar/ 1 s.p.i 

Figura S6. La tabla describe los hallazgos de la infección 

con los diferentes serotipos de DENV y ZIKV/Dakar en las 

células PC3 infectadas (a). En términos, de CPE y viabilidad 

determinada por azul de tripano. En el panel (b) de muestra 

el CPE de los DENV (1- 4) y ZIKV/ Dakar.  

A. B. 
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Figura S7. Cinética viral de flavivirus en las células PC3 durante 8 s.p.i. El gráfico se muestra 

la replicación de algunos virus que establecen infección aguda (DENV 1- 4) y el linaje 

africano de ZIKV representado por la cepa Dakar (*). El asterisco, azul (*) destaca el 

comportamiento del aislado de ZIKV de interés COLSi  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura S8. Procesos Biológicos regulados durante la infección persistente de ZIKV en las 

células PC3 
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Figura S9. Regulación transcripcional de estrés de retículo durante la infección persistente. 
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Figura S10. Dinámica transcripcional de los receptores TIM-1 y AXL durante la 

persistencia de ZIKV en las células PC3 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


