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RESUMEN 

Actualmente se ha sugerido que las vesículas extracelulares representan un 

nuevo mecanismo de comunicación extracelular, transfiriendo proteínas, mRNAs, 

miRNAs y lípidos. Se ha demostrado que las proteínas y el RNA proveniente de 

vesículas extracelulares, juegan un papel importante en la patogénesis viral y el 

control de la respuesta inmune del huésped a la infección. Sin embargo, aún se 

desconoce el contenido proteíco de estas vesículas extracelulares derivadas de 

células U937-DC-SIGN infectadas con DENV, así como también se desconoce su 

posible función durante la infección con dicho virus. Por ello, en este trabajo se 

analizaron las proteínas que conforman a dichas vesículas extracelulares 

derivadas de células U937-DC-SIGN infectadas con DENV y de células U937-DC-

SIGN sin infectar. Entre las proteínas que pudimos identificar que se 

sobreexpresaron en las vesículas extracelulares de células infectadas, 

encontramos a once que constituyen al proteosoma (ATPasas [PSMC3 y PSMC6] 

no ATPasas [PSMD2] y proteínas del core [PSMA1, PSMA2, PSMA4, PSMA5, 

PSMA6, PSMB2, PSMB4 y PSMB6]). Adicionalmente por western blot pudimos 

validar esta sobreexpresión de la proteína PSMA4. En conclusión, las vesículas 

extracelulares derivadas de células U937-DC-SIGN infectadas con DENV, 

contienen subunidades confirmadas del proteosoma (PSMA1 y PSMA4) y también 

marcadores de exosomas como las tetrasparinas (CD9, CD63 y CD81) y la 

proteína HSP70. 
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ABSTRACT 

It has been suggested that extracellular vesicles represent a new mechanism of 

extracellular communication, transferring proteins, mRNAs, miRNAs and lipids. It 

has been shown that proteins and RNA from extracellular vesicles play an 

important role in the viral pathogenesis and the control of the host immune 

response to infection. However, the protein content of extracellular vesicles derived 

from U937-DC-SIGN cells infected with DENV is still unknown, as well as its 

possible function during infection with the virus. Therefore, in this work we analyzed 

the proteins that are present in the extracellular vesicles derived from uninfected 

and DENV infected U937-DC-SIGN cells. Among the overexpressed proteins in 

the extracellular vesicles of infected cells, we found eleven that constitute the 

proteasome (ATPases [PSMC3 and PSMC6] not ATPases [PSMD2] and core 

proteins [PSMA1, PSMA2, PSMA4, PSMA5, PSMA6, PSMB2, PSMB4 and 

PSMB6]). By western blot experiments we were able to confirm this over 

expression of the protein PSMA4. In conclusion, the extracellular vesicles derived 

from uninfected and DENV infected U937-DC-SIGN cells, contain proteasome 

subunits (PSMA1 and PSMA4) and also exosome markers such as tetrasparins 

(CD9, CD63 and CD81) and HSP70 protein.       
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1. INTRODUCCIÓN 

1.1. Flavivirus 

El género Flavivirus consta de más de 70 virus, muchos de los cuales son 

patógenos humanos transmitidos por artrópodos. Los Flavivirus causan una 

variedad de enfermedades, como fiebre, encefalitis y fiebres hemorrágicas. Los 

virus de mayor preocupación mundial incluyen al virus Dengue (DENV) 

responsable de la fiebre hemorrágica (DHF) y el síndrome de choque por Dengue 

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

y el virus de la fiebre amarilla (YFV; Lindenbach et al., 2007). 

Los Flavivirus son partículas pequeñas (≈50 nm), esféricas que contienen un 

núcleo electrondenso de ≈30 nm, rodeado por una envoltura lipídica. Los virus 

sedimentan entre 170 y 210S y tienen densidades de flotación de 1.19 a 1.23 

g/cm3, dependiendo de la composición lipídica, que puede variar según el 

huésped. Los genomas de los Flavivirus consisten en un único RNA de cadena 

positiva de ≈11 kb (sedimentación, 42S) con un 5´ cap tipo I, m7GpppAmpN2. 

También se ha detectado una metilación adicional del residuo N2 (cap tipo II) en 

RNA de células infectadas. Los genomas codifican un solo marco de lectura 

abierto largo flanqueado por 5´- y 3´-regiones no codificantes (NCR) de ≈100 y 

400-700 nucleotidos, respectivamente. El RNA genómico de los Flavivirus es 

infeccioso (Lindenbach & Rice, 2003). 

 

1.1.1. Virus Dengue 

El dengue es una enfermedad febril aguda causada por el DENV transmitido por 

mosquitos. Existen cuatro serotipos del virus (DENV 1 a 4), que son miembros de 

la familia Flaviviridae, género Flavivirus. El DENV es un virus envuelto de RNA de 

polaridad positiva monocatenario. El genoma de RNA consta de aproximadamente 

10,700 nucleótidos y codifica una poliproteína precursora de 3,411 aminoácidos 

que contiene tres proteínas estructurales (cápside [C], membrana precursora [prM] 

y envoltura [E]) y siete proteínas no estructurales (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, 
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NS4B y NS5). Las proteínas estructurales son componentes de la partícula del 

virus maduro y no intervienen en la replicación del genoma viral (Alvarez et al., 

2006; Bäck & Lundkvist, 2013). 

El marco de lectura abierto está flanqueado por dos regiones no traducidas (5´y 

3´UTR) de aproximadamente 95-135 y 114-650 nucleótidos, respectivamente. El 

extremo 5´contiene un cap de tipo I, similar al de los mRNA celulares, y el RNA 

viral (vRNA) se traduce mediante un escaneo de iniciación dependiere de cap de 

la 5´-UTR. El extremo 3´carece de una cola de poli (A) pero termina en una 

estructura de tallo-burbuja (SL, del inglés stem loop) conservada Tanto la 5´-UTR 

como la 3´-UTR se requieren para una traducción y replicación eficientes (Bäck & 

Lundkvist, 2013). 

 

 

Figura 1 Estructura del virión de Dengue, virión maduro infeccioso (Perera & Kuhn, 2008). 

 

Al igual que en otros Flavivirus, los viriones maduros de Dengue consisten en un 

genoma de RNA monocatenario rodeado por una nucleocápside icosaédrica o 

isométrica de aproximadamente 30 nm de diámetro. Está nucleocápside está 

cubierta por una envoltura lipídica de aproximadamente 10 nm de profundidad. El 

virión completo tiene aproximadamente 50 nm de diámetro (Figura 1; Henchal & 

Putnak, 1990; Lindenbach et al., 2007). 

 

1.1.2. Cuadro clínico 

El dengue es una enfermedad cuya sintomatología puede parecerse a un 

síndrome gripal que afecta a bebés, niños pequeños y adultos. Las 
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manifestaciones clínicas del dengue son fiebre elevada (40ºC) que se acompaña 

de dolor de cabeza muy intenso, dolor detrás de los globos oculares, dolores 

musculares y articulares, náuseas, vómitos, agrandamiento de ganglios linfáticos 

o salpullido. Los síntomas se presentan al cabo de un periodo de incubación de 4 

a 10 días después de la picadura de un mosquito infectado y por lo común duran 

entre 2 y 7 días (WHO, 2019). 

El dengue grave es una complicación potencial mortal porque causa extravasación 

de plasma, acumulación de líquidos, dificultad respiratoria, hemorragias graves o 

falla orgánica. Los signos que advierten de esta complicación se presentan entre 

3 y 7 días después de los primeros síntomas y se acompañan de un descenso de 

la temperatura corporal (menos de 38ºC), dolor abdominal intenso, vómitos 

persistentes, respiración acelerada, hemorragias de las encías, fatiga, inquietud y 

presencia de sangre en vómito. Las siguientes 24 a 48 horas de la etapa crítica 

pueden ser letales (WHO, 2019). 

 

1.1.3. Epidemiología 

El DENV es el causante de la enfermedad conocida como dengue, transmitida por 

mosquitos de la especie Aedes y es la enfermedad causada por un arbovirus más 

importante, con un estimado de 10,000 muertes y 100 millones de infecciones 

sintomáticas por año en más de 125 países (Stanaway, J. D. et al 2017). 

Actualmente, aproximadamente la mitad de la población mundial (3.83 mil millones 

de personas) viven en áreas que son ambientalmente adecuadas para la 

transmisión del dengue. Adicionalmente se ha pronosticado que para el 2080 las 

personas en riesgo de la enfermedad subirá a 6.2 mil millones de personas, que 

representa el 60% de la población mundial (Messina et al., 2019).  

 

1.1.4. Proteínas del virus 

La traducción del marco de lectura (ORF, del inglés Open Reading Frame) largo 

produce una poliproteína que es co- y post-traduccionalmente escindida en al 
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menos 10 proteínas (Figura 2). Esta poliproteína codifica las proteínas 

estructurales (C-prM-E) y no estructurales (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B, 

NS5). Una peptidasa del huésped es responsable de las escisiones entre C/prM, 

prM/E, E/NS1 y 2K-NS4B. Una serin proteasa codificada por el virus (NS2B-NS3) 

es responsable de la escisión entre NS2A/NS2B, NS2B/NS3, NS3/NS4A, 

NS4A/2K Y NS4B/NS5. Se desconoce la enzima responsable de la escisión de 

NS1/NS2A (Lindenbach et al., 2007). 

 

 

Figura 2 Genoma del virus Dengue es un RNA monocatenario de polaridad positiva con un único marco de lectura 

abierto. Codifica para tres proteínas estructurales y siete no estructurales (Angel & Valle, 2013). 

 

1.1.4.1. Proteínas estructurales 

1.1.4.1.1. Proteína C 

La proteína de la cápside (C) es altamente básica de ≈11 kd. Los residuos 

cargados se agrupan en los extremos N- y C-terminal, separados por una región 

hidrofóbica interna que media la asociación de la membrana (Ma et al., 2004; 

Lindenbach et al., 2007). Los viriones envueltos están compuestos por una bicapa 

lipídica con dos o más especies de glicoproteínas de la envoltura (E) que rodean 

a una nucleocápside, que consiste en un RNA monocatenario de sentido positivo 

con múltiples copias de una pequeña proteína de cápside (C) (Lindenbach et al., 

2007). 
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1.1.4.1.2. Glicoproteína de membrana prM 

El precursor de la glicoproteína de la proteína M, prM (≈26 kd), se transloca al ER 

por el C-terminal del dominio C. La región N-terminal de prM contiene uno a tres 

sitios de glicosilación unidos a N y seis residuos de cisteína conservados, los 

cuales están unidos por disulfuro. Una de las funciones principales de prM es 

evitar que la proteína E sufra un reordenamiento catalizado por ácido a la forma 

fusogénica durante el tránsito a través de la vía secretora. La conversión de 

partículas de virus inmaduros en viriones maduros se produce en la vía secretora 

y coincide con la escisión de prM en fragmentos pr y M por la proteasa furina 

residente en Golgi o una enzima relacionada. Después de la escisión, los 

heterodímeros prM-E se disocian, se libera el fragmento pr y se forman los 

homodímeros E. El bloqueo de la escisión de prM por tratamiento con cloruro de 

amonio o por mutación del sitio de escisión similar a la furina conduce a la 

liberación de viriones inmaduros no infecciosos (Lindenbach et al., 2007). 

 

1.1.4.1.3. Glicoproteína de envoltura (E) 

La proteína E (≈53 kd), o proteína de la superficie de los viriones de Flavivirus, 

media la unión al receptor y la fusión de la membrana. Cada subunidad de proteína 

E se compone de tres dominios: I, que forma un barril ; II, que se proyecta a lo 

largo de la superficie del virus entre las regiones transmembrana de las 

subunidades homodímeras; y III, que mantiene un pliegue immunoglobulin-like. El 

péptido putativo de fusión, que media la inserción en la membrada de la célula 

blanco, se localiza en el dominio II, distal a la región transmembrana. El dominio 

III parece estar involucrado en la unión del receptor y es un blanco principal de 

anticuerpos neutralizantes (Lindenbach et al., 2007). 
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1.1.4.2. Proteínas no estructurales 

1.1.4.2.1. NS1 

La glicoproteína NS1 (≈46 kd) se traslada al ER durante la síntesis y clivaje de la 

proteína E por la peptidasa señal del huésped, mientras que una enzima 

desconocida residente del ER del huésped corta la unión NS1/NS2A. NS1 

contiene dos o tres sitios de glicosilación vinculados a N y 12 cisteínas 

conservadas que forman enlaces disulfuro. NS1 tiene un papel importante pero 

poco claro en la replicación de RNA. NS1 se localiza en sitios de replicación de 

RNA, y la mutación de los sitios de glicosilación vinculados a N en NS1 puede 

conducir a defectos dramáticos en la replicación del RNA y la producción de virus. 

La función de las formas extracelulares de NS1 aún no está clara. Durante la 

infección, se producen fuertes respuestas humorales contra esta proteína y los 

anticuerpos contra la forma de la superficie celular pueden dirigir la lisis mediada 

por el complemento de las células infectadas por virus. La forma secretada de NS1 

se caracterizó originalmente como el antígeno soluble de fijación del complemento 

presente en el suero y los tejidos de los animales infectados, que alcanza su punto 

máximo durante la fase aguda de la infección (Lindenbach et al., 2007). 

 

1.1.4.2.2. NS2A y NS2B 

NS2A es una proteína hidrófoba relativamente pequeña (≈22 kd). Su extremo N-

terminal es generado a través del clivaje de NS1-NS2A por una enzima 

desconocida del huésped residente en el ER. La escisión citosólica en la unión 

NS2A/NS2B es mediada por la serina proteasa NS2B-NS3. NS2B es también una 

pequeña proteína asociada a la membrana (≈14 kd). NS2B forma un complejo 

estable con NS3 y actúa como un cofactor para la serina proteasa NS2B-NS3 

(Lindenbach et al., 2007). 
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1.1.4.2.3. NS3 

La proteína NS3 es multifuncional grande (≈70 kd), que contiene varias 

actividades requeridas para el procesamiento de poliproteínas y la replicación del 

RNA (Lindenbach et al., 2007). El extremo C-terminal de la proteína NS3 tiene tres 

propiedades enzimáticas: una 5´ RNA-trifosfatasa (RTP), nucleósido trifosfatasa 

(NTPasa) y helicasa. NS3 forma un complejo con NS5 y ayuda en la replicación 

viral mediante el desenrrollamiento del RNA y la desfosforilación antes del extremo 

5´ del capping (Bäck & Lundkvist, 2013). 

 

1.1.4.2.4. NS4A y NS4B 

Las proteínas NS4A y NS4B son hidrofóbicas pequeñas (16 kd y 27 kd, 

respectivamente). El posible rol de la protéina NS4A en la replicación del RNA se 

sustenta en el hecho de que se localiza en complejos de replicación. La NS4B 

colocaliza con NS3 y con el RNA viral de doble cadena (dsRNA) (esta asociación 

se ha vinculado con su actividad de helicasa) en estructuras de membrana 

derivadas del ER que se supone son sitios de replicación del RNA (Lindenbach et 

al., 2007). 

 

1.1.4.2.5. NS5 

La proteína NS5 es una multifuncional grande (103 kd), altamente conservada y 

tiene tres dominios funcionales principales: la N-terminal S-adenosil metionina 

metiltransferasa (MTasa) y de guanilil trasferasa, las secuencias de localización 

nuclear (NLS) y la actividad de RNA polimerasa dependiente de RNA (RdRp) en 

su dominio C-termial (Egloff et al., 2002; Lindenbach et al., 2007). La MTasa 

abarca los residuos de aminoácidos del 1 al 239 y es responsable de las 

metilaciones de la guanina N-7 y la ribosa 2´-O necesarias para la adición del cap 

del genoma del DENV y la generación de un cap tipo II. La estructura del cap es 

reconocida por la maquinaria de traducción de la célula huésped. Las NLS 

(residuos 320-405) interactúan con la helicasa viral NS3 y es reconocido por 
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factores celulares, lo que permite el transporte de proteínas al núcleo. El dominio 

de polimerasa NS5 RdRp (residuos 273-900) es responsable de sintetizar nuevos 

genomas del RNA viral (vRNA) (Bäck & Lundkvist, 2013). 

 

1.1.5. Ciclo replicativo 

Los diferentes pasos del ciclo replicativo de Flavivirus son los siguientes: 1.- 

Adhesión. La interacción inicial de la proteína E con la célula huésped esta medida 

por dos moléculas: heparán sulfato en células epiteliales (células vero) y por la 

lectina DC-SIGN para las células dendríticas; ambas moléculas permiten que el 

virus se concentre en la superficie celular y por lo tanto facilitan su unión al 

complejo receptor.  2.- La unión de los viriones a receptores que desencadena la 

endocitosis mediada por receptor. 3.- Debido al bajo pH del endosoma, las 

glicoproteína E media la fusión de la membrana viral y celular permitiendo la 

liberación de la nucleocápside y del RNA viral (vRNA) en el citoplasma. 3.- El 

vRNA se traduce en una poliproteína que es procesada por proteasas virales y 

celulares generando proteínas individuales y funcionales. 4.- Las proteínas virales 

NS replican el genoma de RNA. 5.- La morfogénesis viral ocurre en la membrana 

del retículo endoplásmico (ER), donde la proteína C y el vRNA geman en las 

membranas del ER en donde están las proteínas M y E formando las partículas 

virales inmaduras. 6.- Las partículas virales inmaduras son transportadas a través 

de la vía secretora y en el ambiente ácido de la red trans-Golgi (TGN) la escisión 

mediada por furina de prM conduce a la maduración del virus. 7.- El virus maduro 

se libera de la célula (Bäck & Lundkvist, 2013). 

 

1.2. Vesículas extracelulares 

Las vesículas extracelulares se definen ampliamente como vesículas rodeadas 

por membrana liberadas por las células. Estas vesículas tienen diferentes 

orígenes y composición. Basados en su biogénesis, se dividen en tres categorías 

principales: cuerpos apoptóticos, exosomas y microvesículas. Los tres tipos de 

vesículas están encerradas por una bicapa lipídica, pero varían en tamaño (de 30 
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a 2000 nm de diámetro; Tabla 1), así como en la composición. En contraste con 

las microvesículas, que se generar por la gemación de la membrana plasmática, 

los exosomas se derivan de la vía endosomal y tienen una composición única de 

lípidos y proteínas (Schorey et al., 2015). 

 

Tabla 1 Vesículas extracelulares (Mathivanan et al., 2010A). 

 

Exosomas 
SMVs (Shedding 

microvesicles). 
ABs 

Tamaño 

(diámetro) 
30-100 nm 100-1000 nm 50-500 nm 

Morfología En forma de copa Varias formas Heterogéneo 

Composición 

lipídica 

ácido lisobisfosfatídico, 

baja exposición a 

fosfatidilserina, 

colesterol, ceramida, 

balsas lipídicas y 

esfingomielina 

Alta exposición a 

fosfatidilserina y 

colesterol 

Alta exposición a 

fosfatidilserina 

Marcadores  
Alix, TSG101, HSP70, 

CD63, CD81 y CD9 

Selectinas, integrinas, 

CD40 y 

metaloproteinasas 

Histonas 

Sitio de origen MVBs Membrana plasmatica ---- 

Modo de 

liberación 

extracelular 

Constitutivo y regulado Regulado Regulado 

Mecanismo de 

descarga 
Exocitosis de MVBs 

Budding de la 

membrana plasmatica 

Contracción celular y 

muerte 

Composición 
Proteínas, miRNA y 

mRNA 

Proteínas, miRNA y 

mRNA 

Proteínas, DNA, 

miRNA y mRNA 
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1.2.1. Exosomas 

En los últimos años, se ha descubierto que los exosomas son una herramienta 

importante para la comunicación intercelular mediante la transferencia de 

proteínas, lípidos y RNAs (Chahar et al., 2015; Zhang et al., 2015). Son vesículas 

con una bicapa lipídica de tamaño nanométrico (30-100 nm), con una densidad de 

1.13-1.19 g/ml, secretados por prácticamente todos los tipos celulares, y formados 

durante la maduración de endosomas tras la invaginación y brotación de la 

membrana limitante de los endosomas tardíos como vesículas intraluminales 

(ILVs) de cuerpos multivesiculares (MVBs). Los exosomas son liberados por casi 

todos los tipos celulares y también se han confirmado en todos los líquidos 

corporales, como en sangre, orina, saliva, leche materna, lavado bronquial, líquido 

cefalorraquídeo y líquido amniótico.  

 

1.2.2. Biogénesis de los exosomas 

La biogénesis exosómica comienza con la endocitosis y la formación de 

endosomas tempranos. El endosoma temprano madura a un endosoma tardío, 

que se caracteriza por la formación de vesículas intraluminales (ILV) dentro del 

lumen del endosoma. Las ILV de 30-100 nm de diámetro, formadas por brotes 

internos de la membrana endosomal, envuelven al azar porciones del citosol e 

incorporan proteínas transmembranales y periféricas en la membrana invaginante. 

Esto conduce a la formación de cuerpos multivesiculares (MVBs). Aunque la 

endocitosis y el tráfico de receptores de membrana plasmática en MVBs son 

responsables de su degradación tras la fusión con lisosomas, el destino de los 

MVBs puede variar y no todos los MVBs se degradan en los lisosomas. Un grupo 

de MVBs son capaces de fisionarse con la membrana plasmática para la 

generación de exosomas (Figura 3; Chahar et al., 2015). 
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Figura 3 Biogénesis de los exosomas. La formación de los exosomas inicia con la endocitosis y la formación de 

endosomas tempranos. El endosoma temprano madura a un endosoma tardío y posteriormente da origen a los MVB. Los 

lípidos, proteínas y ácidos nucleicos se trasportan a MVB, sobre o dentro de las vesículas intraluminales. La liberación 

de los exosomas se da tras la fusión del MVB con la membrana plasmática o pueden fusionarse con los lisosomas para 

su degradación (Schorey et al., 2015). 

 

1.2.3. Contenido de los exosomas 

Los exosomas contienen un grupo distinto de proteínas tales como: Alix, TSG101, 

HSP70 y las tetrasparinas CD63, CD81 y CD9 (Mathivanan et al., 2010A). Una 

clase de proteínas citosólicas comúnmente observadas en los exosomas incluye 

a las Rabs, la familia más grande de GTPasas pequeñas, que regulan el 

acoplamiento de exosomas y la fusión de membranas (Mears et al., 2004). 

Además de Rabs, los exosomas son ricos en anexinas (anexinas I, II, IV, V, VI, VII 

y X1) que ayudan en el tráfico de membranas y eventos de fusión (Figura 4; Futter 

& White, 2007; Mathivanan et al., 2010A). 

Otras proteínas exosómicas incluyen a las enzimas metabólicas GAPDH, enolasa 

1, aldolasa 1, PKM2, PGK1, PDIA3, GSTP1, DPP4, AHCY, TPL1, 
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peroxirredoxinas, P4HB, LDH, ciclofilina A, FASN, MDH1 Y CNP, proteínas 

ribosomales (RPS3), transmembrana (PIGR, LAMP1 Y CD59), transducción de 

señal (sintenina, 14-3-3, proteínas G, ARF1, CDC42, estomatina, SLC9A3R1, 

RALA, PDCD6, rack1, mucina 1, EHD1, RAN, PEBP1, MIF, RRAS2, RAC1, NRAS 

y EHD4), adhesión (MFGE8 e integrinas), ATPasas (VCP, ATP1A1, DYNC1H1, 

ATP5B y ACLY), proteínas del citoesqueleto (actinas, tubulinas, cofilina 1, ezrina, 

profilina 1, moesina, radixina, miosina, perlecan, THBS1, IQGAP1, queratinas, 

gelsolina, fibronectina 1 y LGALS3BP) y moléculas de ubiquitina (ubiquitina B y C; 

Mathivanan et al., 2010B; Mathivanan et al. 2010A). 

 

 

Figura 4 Contenido de los exosomas (Mathivanan et al., 2010A). 
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1.2.4. Exosomas median la comunicación célula-célula 

Una de las funciones más importantes de los exosomas es la comunicación 

intercelular. Se han sugerido tres posibles mecanismos de comunicación mediada 

por exosomas: A) Las proteínas de membrana exosomal pueden interactuar con 

receptores en una célula blanco y activar la señalización intracelular (modo 

juxtacrino). B) Las proteínas de membrana exosomal pueden escindirse por 

proteasas en el espacio extracelular. Los fragmentos cortados pueden actuar 

entonces como un ligando soluble que se une al receptor blanco de la superficie 

celular. Este mecanismo a su vez activa la cascada de señalización dentro de la 

célula blanco. C) Los exosomas pueden fusionarse con la membrana celular 

blanco y liberar su contenido dentro de la célula receptora de una manera no 

selectiva. La membrana superficial de las células blanco a su vez puede 

modificarse mediante la adición de nuevos receptores de membrana (de 

membranas exosómicas) y diferentes composiciones lipídicas. Las moléculas 

exosómicas (proteína, mRNA y miRNA) pueden activar una multitud de eventos 

de señalización en la célula receptora (Figura 5; Mathivanan et al. 2010A). 
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Figura 5 Posibles mecanismos de comunicación intercelular mediada por exosomas. A) Las proteínas de membrana del 

exosoma pueden interactuar con los receptores de la célula blanco. B) Las proteínas de membrana del exosoma pueden 

escindirse por proteasas, los fragmentos pueden actuar como un ligando que se puede unir al receptor de superficie de 

una célula blanco y activar una cascada de señalización. C) Los exosomas pueden fusionarse con la membrana de la 

célula blanco y liberar su contenido dentro de la célula. (Mathivanan et al., 2010A). 

 

 

2. ANTECEDENTES 

La caracterización de las proteínas cargo exosómicas es de gran interés porque 

esta puede proporcionar información sobre la biogénesis del exosoma, el estado 

celular y lo que la célula va a comunicar, pero también puede ser una fuente de 

biomarcadores para el diagnóstico de la enfermedad, prognosis y la respuesta al 

tratamiento (Schey et al., 2015). 
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2.1. Exosomas y virus Dengue 

En un estudio realizado por Reyes-Ruiz y colaboradores en el 2019 se sugiere que 

durante la infección por DENV en células del mosquito Aedes albopictus, se 

produce una población heterogénea de vesículas (50 a 150 nm), que son positivas 

a CD9 (una tetrasparina) y también observaron que los exosomas liberados de las 

células C6/36 infectadas con DENV son más grandes en comparación con el 

Mock. 

En el 2018 Martins y colaboradores realizaron un estudio donde compararon el 

contenido molecular de las EVs que son secretadas por células dendríticas 

primarias humanas en diferentes condiciones: no infectadas o infectadas con 

cepas de DENV3 aisladas de pacientes con diferentes fenotipos de infección (un 

caso grave que involucra al síndrome de shock por dengue (DSS) y un caso leve). 

Estos autores observaron la presencia de EVs con la forma de copa que se 

confirmó mediante microscopía electrónica e inmunotinción con CD9, CD81 y 

CD83. El contenido de RNA de las EVs de células dendríticas derivadas de 

monocitos humanos (mdDCs) infectadas contenían varios mRNAs y miRNAs 

relacionados con la respuesta inmune en comparación con las EVs de mdDCs 

infectados de forma simulada. Estos resultados sugieren que la modulación 

inmune diferencial de mdDCs por DENV puede lograrse a través de la vía EV. 

Además, observaron una asociación de EVs con partículas infecciosas de DENV 

que parecen estar protegidas de los anticuerpos dirigidos a la proteína de la 

envoltura del DENV. 

En otro estudio realizado por Zhu y colaboradores en el 2015, observaron en 

modelos celulares (THP-1, A549, Huh7, 293T, U937, HepG2, HeLa y BHK-21) de 

infección por DENV2, que la proteína transmembrana inducible por interferón 3 

(IFITM3) contribuyó a la inhibición inducida por interferón de la entrada del DENV. 

Por primera vez se demostró la presencia en exosomas de IFITM en el entorno 

extracelular, y la identificación de la capacidad del exosoma celular para 

administrar IFITM3 de manera intercelular y así transmitir su efecto antiviral de 

células infectadas a no infectadas. 
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2.2. Proteómica de vesículas extracelulares 

Haraszti y colaboradores en el 2016 realizaron un estudio sobre el análisis 

lipidómico de alta resolución y proteómico de exosomas y MVs derivadas por 

ultracentrifugación diferencial de 3 diferentes tipos celulares: células de 

glioblastoma U87, células de carcinoma hepatocelular Huh7 y células madre 

mesenquimatosas derivadas de médula ósea humana (MSCs). Identificaron 3,532 

proteínas y 1,961 especies de lípidos. Los proteomas de los exosomas U87 y 

Huh7 fueron similares entre sí, pero diferentes de los proteomas de los exosomas 

de MSC, mientras que los lipidomas de los exosomas Huh7 y MSC fueron 

similares entre sí, pero diferentes de los lípidos de los exosomas U87. Además, 

los exosomas exhibieron proteínas de matriz extracelular, enlaces de heparina, 

receptores, respuesta inmune y funciones de adhesión celular, mientras que los 

MVs se enriquecieron en el retículo endoplásmico, con el proteasoma y las 

proteínas mitocondriales. 

Jia y colaboradores en el 2017 compararon directamente los cambios en el 

contenido de proteínas de exosomas secretados por células HepAD38 con o sin 

replicación de HBV. HepAD38 es una línea celular de hepatoblastoma 

transfectada de forma estable que replica el HBV humano bajo control de un 

promotor regulado por tetraciclina. Los exosomas se aislaron a partir de 

sobrenadantes de células HepAD38 cultivadas con o sin doxiciclina (dox) y su 

pureza se confirmó mediante microscopía electrónica de transmisión (TEM) y 

ensayos de Western inmmunoblotting. Utilizaron espectrometría de masas LC-

MS/MS basada en la intensidad de iones para analizar el contenido proteico de 

los exosomas de las células replicantes del HBV [HepAD38 (dox-)-exo] y de las 

células no replicantes de HBV [HepAD38 (dox+)-exo]. Se identificaron 1,412 

grupos de proteínas exosomales, entre los cuales la abundancia de 35 proteínas 

cambió significativamente en las células con replicación del virus de la hepatitis B 

(HBV). Este estudio demuestra que el nivel de algunas proteínas celulares 

presentes en los exosomas secretados por las células HepAd38 podrían 

modularse mediante la replicación del HBV. Descubrieron que las proteínas de la 

subunidad del proteosoma (PSMC1, PSMC2, PSMD1 y PSMD7) se cargaban de 
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manera diferente en exosomas de células HepAD38 que replicaban a HBV y 

podían modular la producción de moléculas proinflamatorias (IL-6) en los 

monocitos receptores. Con base en los resultados de los investigadores ellos 

sugieren que los exosomas modificados debido a la presencia de HBV podrían 

transmitir señales a las células inmunes y pueden mediar la comunicación trans-

celular y las regulaciones inmunes. Sugiriendo que este mecanismo puede permitir 

el mantener una infección persistente en el hígado. 

Jeannin y colaboradores en el 2018 describieron la alteración en el contenido 

proteico de las EVs de plasma tras la infección con el retrovirus linfotrópico T 

humano tipo 1 (HTLV-1). HTLV-1 es el agente etiológico de una enfermedad 

linfoproliferativa (ATL) y una serie de enfermedades inflamatorias, incluida una 

enfermedad inflamatoria neurodegenerativa (HAM/TSP). Encontraron que las EVs 

de plasma son más abundantes y más pequeñas en los portadores asintomáticos 

de HTLV-1 o en los pacientes con HAM/TSP en comparación con los donantes 

sanos no infectados. 

El virus Langat, Flavivirus transmitido por garrapatas (LGTV), es un modelo 

estrechamente relacionado con el virus de la encefalitis transmitida por garrapatas 

(TBEV), y utiliza profusamente exosomas de artrópodos para la transmisión de 

RNA vírico y proteínas a los queratinocitos de piel humana y células endoteliales 

sanguíneas. La detección de la proteína NS1 en artrópodos y exosomas 

neuronales sugirió que los exosomas contienen proteínas virales. El tratamiento 

con GW4869, un inhibidor selectivo que bloquea la liberación de exosomas, afectó 

las cargas de LGTV tanto en exosomas derivados de artrópodos como en 

exosomas derivados de células de mamíferos. Actualmente, GW4869, un inhibidor 

neutro de la esfingomielinasa, es el agente farmacológico más utilizado para 

bloquear la generación de exosomas. GW4869 inhibe la gemación interna 

mediada por ceramida de MVBs y la liberación de exosomas maduros de los MVBs 

(Essandoh et al., 2015). Los ensayos de migración de Transwell mostraron que 

los exosomas derivados de células endoteliales microvasculares infectadas del 

cerebro (que constituyen la barrera hematoencefálica) facilitaron la transmisión del 

RNA de LGTV y proteína. Se sugiere que los Flavivirus usan exosomas derivados 
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de artrópodos como un medio para la transmisión de RNA y proteínas virales del 

vector, y los exosomas de vertebrados para la diseminación dentro del huésped 

que posteriormente puede permitir la neuroinvasión y la neuropatogénesis (Zhou 

et al., 2018). 

Con base en lo mencionado anteriormente, sabemos que existe una liberación de 

exosomas en condiciones de infección por DENV con contenido específico y 

pueden modular la respuesta inmune; sin embargo, hasta el momento se 

desconoce el perfil proteico, por lo que es de nuestro interés identificar las 

proteínas presentes en los exosomas derivados de células infectadas. Este trabajo 

contribuye a una línea de investigación de un área que aún no se había explorado. 
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3. JUSTIFICACIÓN 

Recientemente se ha sugerido que los exosomas representan un nuevo 

mecanismo de comunicación intercelular, transfiriendo proteínas, lípidos y RNAs 

(Meckes y Raab-Traub, 2011; Chahar et al., 2015). Se ha demostrado que las 

proteínas y el RNA provenientes de exosomas, juegan un papel importante en la 

patogénesis viral y en el control de la respuesta inmune del huésped a la infección 

(Pegtel et al., 2010; Chahar et al., 2015). Sin embargo, aún se desconoce el 

contenido proteico de estas vesículas extracelulares derivadas de células U937-

DC-SIGN infectadas con DENV2, así como también se desconoce su posible 

función durante la infección. Por ello en el presente trabajo se identificarán y 

analizarán las proteínas que conforman a los exosomas derivados de células 

U937-DC-SIGN infectadas con DENV2 y células U937-DC-SIGN sin infectar. 
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4. HIPÓTESIS 

El contenido proteico de las vesículas extracelulares de células U937 DC SIGN 

infectadas con DENV es diferente del contenido de las vesículas de células no 

infectadas. 

 

 

 

5. OBJETIVO GENERAL 

Analizar el contenido proteómico de las vesículas extracelulares derivadas de 

células U937-DC-SIGN infectadas y no infectadas con el virus Dengue. 

 

 

 

6. OBJETIVOS PARTICULARES 

▪ Aislar vesículas extracelulares derivadas de las células U937-DC-SIGN 

infectadas o no infectadas con el virus Dengue. 

▪ Analizar el contenido proteico de las vesículas extracelulares derivadas de 

células U937-DC-SIGN infectadas o no infectadas. 

▪ Confirmar la presencia de algunas de las proteínas identificadas en las 

vesículas extracelulares derivadas de las células U937-DC-SIGN 

infectadas y no infectadas. 
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7. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

7.1. Cultivo celular 

Las células U937-DC-SIGN crecieron en medio RPMI completo a una temperatura 

de 37ºC en una incubadora con 5% de CO2. El medio de cultivo RPMI completo 

se preparó con medio RPMI Advance, SFB al 6%, penicilina 2x y glutamina 2x.  

Para preparar el medio de diferenciación se utilizó medio RPMI Advance con 

penicilina 2x, glutamina 2x y SFB al 6% sin exosomas. Para eliminar los exosomas 

del SFB, éste se ultracentrifugó a 110, 000 xg por 2 horas a 4ºC, se descartó la 

pastilla y el sobrenadante se filtró utilizando un filtro de 0.22 m para eliminar toda 

partículas de tamaño mayor a 220 nm. 

 

7.2. Plaqueo del virus Dengue 

Para realizar el ensayo de formación de placa lítica o plaqueo se utilizó una 

multiplaca de 24 pozos en donde se sembraron 100 000 células (BHK 21) por 

pozo. Las células se utilizaron cuando ya estaban confluentes. 

Se realizaron las diluciones en base 10, para el primer tubo se utilizó 450 l de 

medio Hanks y 50 l de DENV. Posteriormente, para el tubo dos se tomaron 50 l 

del tubo uno y se le añadió 450 l de medio Hanks. Se repitieron estos pasos hasta 

tener la dilución deseada. 

Después de tener las diluciones se procedió a retirar el medio a cada pozo de la 

multiplaca y se colocó 200 l de la dilución correspondiente a cada pozo, se dejó 

por dos horas en la incubadora a 37ºC con 5% de CO2. Posteriormente, se añadió 

1 ml de carboximetilcelulosa a cada pozo y se dejó por 5 días en la incubadora 

para después revelar el plaqueo. 

Para preparar la carboximetilcelulosa se añadió SFB al 3%, glutamina al 1x, 

penicilina al 1x y medio DMEM para dejar a una concentración de 0.8% la 

carboximetilcelulosa. 
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7.3. Diferenciación de las células U937-DC-SIGN 

Se diferenciaron 106 células U937-DC-SIGN en un frasco de cultivo de 25 cm2 con 

medio de diferenciación con 1:10,000 de PMA (Phorbol 12-miristato 13-acetato) y 

medio RPMI completo durante 48 horas. 

 

7.4. Infección de células U937-DC-SIGN 

La infección de las células U937-DC-SGN previamente diferenciadas con PMA, se 

realizó a una multiplicidad de infección de 1 con DENV2. También se realizó una 

infección simulada (Mock), para ello, a las células U937-DC-SIGN previamente 

diferenciadas con PMA se les adicionó medio RPMI en lugar de utilizar el virus. 

 

7.5. Aislamiento de vesículas extracelulares 

Se colectó el sobrenadante de las células U937-DC-SIGN infectadas con DENV2 

y el de las células de la simulación de la infección de acuerdo al tiempo a evaluar. 

El sobrenadante de las células infectadas y no infectadas se centrifugó a 500 xg 

por 5 minutos, posteriormente, el sobrenadante se centrifugó a 2000 xg por 30 

minutos. A continuación, se centrifugó a 20 000 xg por 60 minutos y se filtró el 

sobrenadante utilizando un filtro de 0.22 m. Posterior a la filtración, se le añadió 

el reactivo de aislamiento de exosomas 0.5:1 y se dejó toda la noche a 4ºC. Por 

último, se centrifugó a 10 000 xg por 60 minutos y la pastilla se resuspendió en 30 

l de PBS 1x. 

 

7.6. Gel SDS-PAGE 

Las proteínas presentes en los exosomas de células infectadas y no infectadas 

fueron separadas en un gel SDS-PAGE al 10% y se tiñeron con azul de  

Coomassie. Dichos geles se realizaron para saber la integridad de las proteínas 

presentes en las muestras. 
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7.7. Proteómica de las vesículas extracelulares 

Se utilizó un SDS Precast Gels NXG42012 4-20% 12 well 10x10 cm (Expedeon) 

para analizar la muestra de exosomas derivados de células U937-DC-SIGN 

infectadas y no infectadas. El gel fue teñido con Coomassie brilliant blue. Se corto 

el gel con un bisturí primero separando los carriles de las vesículas infectadas y la 

condición Mock. Posteriormente se cortaron aproximadamente en pedazos de 1x2 

mm3 y se colocaron en tubos de 1.5 ml. Se añadió 600 l de la solución de lavado, 

se dejó toda la noche a temperatura ambiente en agitación. 

Al día siguiente se removió la solución de lavado y se añadieron 600 l de la 

solución de lavado. Se dejó por 2 o 3 horas, posteriormente se centrifugó para 

remover la solución de lavado. Después se adicionaron 600 l de acetonitrilo, se 

deshidrataron los pedazos de gel por 5 minutos a temperatura ambiente. Se 

removió el acetonitrilo de la muestra y se repitió este paso. Se añadieron 100 l 

de buffer 10 mM DTT por 30 minutos a temperatura ambiente, posteriormente se 

removió la solución. Se adicionó 100 l del buffer 50 mM de iodoacetamida a 

temperatura ambiente por 30 minutos, se removió la solución. Se añadió 600 l de 

acetonitrilo por 5 minutos a temperatura ambiente. Las piezas del gel deben 

quedar blancas. Se remueve la solución.  

Se rehidrataron las piezas de gel en 200 l de 100 mM de bicarbonato de amonio 

por 10 minutos a temperatura ambiente. Se quitó la solución y después se adicionó 

600 l de acetonitrilo. Se deshidrataron los pedazos de gel por 5 minutos a 

temperatura ambiente y se retiró la solución. Se añadieron 200 l de la solución 

1:10 de tripsina en 50 mM de bicarbonato de amonio. Se rehidrataron las muestras 

en hielo durante 10 minutos (sin exceder el tiempo) con agitación ocasional. Se 

centrifugaron las muestras y se removió el exceso de la solución de tripsina. 

Después se añadió 5 l de 50 mM de bicarbonato de amonio a las muestras y se 

dejó la digestión overnight a 37ºC. 
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Posteriormente, se añadieron 50 l de 50 mM de bicarbonato de amonio a los 

tubos que contienen los pedazos de gel. Se incubó por 10 minutos en agitación y 

se colectó el sobrenadante en un tubo de 1.5 ml. Se añadió 50 l de buffer de 

extracción 1 al tubo que contiene los pedazos de gel. Se incubó por 10 minutos en 

agitación y se colectó el sobrenadante en el tubo de 1.5 ml. Se volvió a adicionar 

50 l del buffer 2 al tubo que contiene los pedazos de gel. Se incubó por 10 minutos 

en agitación y nuevamente se colectó el sobrenadante. 

Las muestras se centrifugaron en una centrifuga de vacío (mi Vac Duo 

Concentrator) y la pastilla se resuspende en 20 l de buffer A. La espectrometría 

LC-MS/MS se realizó utilizando el Thermó Q exactive (Target Discovery Institute, 

University of Oxford). 

 

7.8. Análisis de resultados de las proteínas de las vesículas extracelulares 

Las vías funcionales de las proteínas identificadas se asignaron utilizando el 

software The Database for Annotation, Visualization and Integrated Discovery 

(DAVID 6.7; https://david-d.ncifcrf.gov/). El análisis de enriquecimiento de vías 

KEGG fue realizado utilizando DAVID 6.7. La red de interacción proteína-proteína 

fue generada utilizando STRING 11.0 (https://string-db.org/cgi/input.pl). 

 

7.9. Validación del contenido proteico de las vesículas extracelulares 

Las células U937-DC-SIGN diferenciadas se infectaron o no a una MOI de 1 con 

DENV2 y se colectó el sobrenadante a 0, 6, 12, 24 y 48 horas post-infección. Se 

analizó el perfil proteico de las vesículas extracelulares obtenidas de los 

sobrenadantes obtenidos durante la infección con DENV. 

Los extractos proteicos de las vesículas extracelulares se separaron en geles 

SDS-PAGE al 10% y se transfirieron a membranas de nitrocelulosa en una cámara 

de transferencia semihúmeda a 16 volts por 50 minutos. Posteriormente, la 

membrana se tiñó con colorante de Ponceau y se bloqueó con TBS 1x con 10% 

de leche durante 1 hora. Se incubó con anticuerpos anti PSMA4 y con anti PSMA1 

https://david-d.ncifcrf.gov/
https://string-db.org/cgi/input.pl
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a una dilución de 1:500 y con anti CD9, anti CD63, antiCD81 y anti-HSP70 a una 

dilución de 1:500. Posteriormente, se incubaron con el anticuerpo secundario. Las 

proteínas fueron reveladas utilizando el kit SuperSignalTM West Femto Maximum 

Sensitivity Substrate y utilizando el software Image Studio. 
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8. RESULTADOS 

8.1. Gel SDS-PAGE de las proteínas de células y vesículas extracelulares 

provenientes de células infectadas y no infectadas  

Primeramente, las células U937-DC-SIGN diferenciadas fueron infectadas o no 

con DENV2 y tanto las células como los sobrenadantes fueron colectados a las 12 

horas post-infección. A este tiempo, se tiene ya replicación viral sin que exista 

salida de viriones de las células infectadas. Los extractos proteicos totales tanto 

de las células como de los exosomas aislados de ambas condiciones fueron 

sometidos a electroforesis en SDS-PAGE al 10% para conocer la integridad de las 

proteínas de dichas muestras. El gel se tiñó con Coomassie brilliant blue (Figura 

6 y 7). Lo primero que pudimos observar fue que las proteínas provenientes de 

ambos extractos estaban integras y como era de esperarse, la abundancia de las 

proteínas presentes en los exosomas es menor que las proteínas celulares.  

 

Figura 6 Perfil proteico de extractos de células U937-DC SIGN diferenciadas no infectadas e infectadas con DENV2. 

Extractos proteícos obtenidos de células U937-DC SIGN diferenciadas e infectadas o no con DENV2 por 12 horas fueron 

separados mediante electroforesis en SDS-PAGE y teñidas con azul de Coomassie. Los marcadores de peso molecular 

fueron corridos en el carril 1.  
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Figura 7 Perfil proteíco de las vesículas extracelulares derivadas de células U937-DC-SIGN no infectadas e infectadas 

con DENV2 a 12 horas. Los extractos proteicos fueron separados mediante electroforesis en SDS-PAGEy teñido con 

azul de Coomassie. Los marcadores de peso molecular fueron corridos en el carril 1. 

 

8.2. Resultados obtenidos de la proteómica 

Una vez aisladas las proteínas presentes en las vesículas extracelulares, estas 

fueron sometidas a análisis proteómico como se describió en materiales y 

métodos. Se identificaron 1,148 proteínas presentes en las vesículas 

extracelulares derivadas de células U937-DC-SIGN que tuvieron una expresión 

diferencial, las cuales están implicadas en 221 vías metabólicas. Entre las 

proteínas identificadas se encontró la poliproteína del DENV, indicando que las 

células se infectaron; sin embargo, no pudimos saber cuales de las proteínas 

virales están en nuestras muestras específicamente.  
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Se realizó el análisis de vías KEGG de las proteínas totales para conocer las 

posibles vías en las cuales están implicadas y cuál es su posible papel y función 

durante la infección de las células U937-DC-SIGN (Figura 8). 

De las 221 posibles vías en las cuales están implicadas las 1,148 proteínas totales 

se encuentran 112 proteínas implicadas en el transporte, 87 ribonucleoproteínas, 

51 proteasas, 30 del proteosoma, 30 implicadas en el procesamiento del mRNA, 

27 proteínas de la respuesta inmune (20 proteínas del complemento) y 15 

proteínas de respuesta al estrés. 

A continuación, se muestra la red de interacción de cada grupo de proteínas:  

Interacción proteína-proteína de las 112 proteínas de transporte (Figura 9). 

Interactoma de las 87 ribonucleoproteínas (Figura 10). Interactoma de las 51 

proteasas (Figura 11). Interactoma de las 27 proteínas implicadas en la respuesta 

inmune (Figura 12). Interactoma de las 15 proteínas de la respuesta al estrés 

(Figura 13). Se realizó la red de interacción proteína-proteína de las 30 proteínas 

del proteosoma (Figura 14). Se hizo la red de interacción proteína-proteína de las 

30 proteínas implicadas en el procesamiento del mRNA (Figura 15). 
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Figura 8 Análisis de vías KEGG de las proteínas totales (1,148 proteínas). Vías en las cuales posiblemente están 

implicadas las proteínas durante la infección de las células U937-DC-SIGN con DENV. 
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Figura 9 Interación proteína-proteína de las 112 proteínas implicadas en  transporte 
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Figura 10 Interacción proteína-proteína de las 87 ribonucleoproteínas. 
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Figura 11 Interacción proteína-proteína de las 51 proteasa. 
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Figura 12 Interacción proteína-proteína de las 27 proteínas implicadas en la respuesta inmune. 
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Figura 13 Interacción proteína-proteína de las 15 proteínas de la respuesta al estrés. 
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Figura 14 Interacción proteína-proteína de las 30 proteínas que confrman al proteosoma 
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Figura 15 Interacción proteína-proteína de las 30 proteínas implicadas en el procesamiento del mRNA. 
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Una vez realizado el análisis del primer grupo de proteínas, se llevó a cabo un 

segundo tamizaje de las proteínas identificadas siguiendo los criterios de número 

de péptidos/péptidos únicos para ir segregando la información obtenida. De este 

filtro se obtuvo un total de 371 proteínas. La identificación de péptidos únicos se 

basa en la teoría “Ockham´s Razor theory -the explanation of any phenomenon 

should make as few assumptions as possible, eliminating those that make no 

difference of the explanatory hypothesis of theory”. Por esa razón se usaron los 

péptidos y los péptidos únicos los cuales no son comunes en más de una proteína. 

A continuación, se decidió aplicar un nuevo filtro para continuar simplificando la 

información, ahora sacando el radio de la abundancia de las proteínas de las 

vesículas de células infectadas entre la de las vesículas extracelulares de células 

no infectadas. Así, se obtuvieron 83 proteínas. 

Entre estas 83 proteínas se encuentran ribonucleoproteínas (16 proteínas) (Tabla 

2) y proteínas implicadas en el proceso de splicing de mRNA (5 proteínas) (Tabla 

3) y proteínas que conforman al proteosoma (11 proteína) (Tabla 4). 

 

Tabla 2 Ribonucleoproteínas encontradas en el estudio de proteómica de las vesículas extracelulares derivadas de 

células U937-DC-SIGN. 

UniProt Nomenclatura Nombre de la proteína 
Fold 

change 

P51991 HNRPA3 
Heterogeneous nuclear 

ribonucleoprotein A3 

16.353911 
 
 

P07910 HNRNPC 
Heterogeneous nuclear 

ribonucleoproteins C1/C2 

5.43299331 
 

P61978 HNRNPK 
Heterogeneous nuclear 

ribonucleoprotein K 

2.86298035 
 

Q9UQ80 PA2G4 
Proliferation-associated 

protein 2G4 

4.67048096 
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P62913 RPL11 60S Ribosomal protein L11 
11.3206312 
 

P40429 RPL13A 60S Ribosomal protein L13a  
11.3298465 
 

P62829 RPL23 60S Ribosomal protein L23 
5.41172173 
 

P46777 RPL5 60S Ribosomal protein L5 
4.09398718 
 

P62424 RPL7A 60S Ribosomal protein L7a 
4.53336905 
 

P62263 RPS14 40S Ribosomal protein S14 
7.67511262 
 

P62244 RPS15A 40S Ribosomal protein S15a 
4.09633093 
 

P08708 RPS17 40S Ribosomal protein S17 
6.27163995 
 

P62854 RPS26 40S Ribosomal protein S26 
2.04849868 
 

P42677 RPS27 40S Ribosomal protein S27 
5.16483876 
 

P62701 RPS4X 
40S Ribosomal protein S4, X 

isoform 

4.43521847 
 

P14866 HNRNPL 
Heterogeneous nuclear 

ribonucleoprotein L 

5.21208078 
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Tabla 3 Proteínas implicadas en el mRNA splicing encontradas en el estudio de proteómica de las vesículas 

extracelulares derivadas de células U937-DC-SIGN. 

UniProt Nomenclatura Nombre de la proteína Fold 

change 

P17844 DDX5 
Probable ATP-dependent 

RNA helicase DDX5 
2.02232739 

Q13148 TARDBP TAR DNA-binding protein 43 14.4298339 

P51991 HNRNPA3 
Heterogeneous nuclear 

ribonucleoprotein A3 
16.353911 

P07910 HNRNPC 
Heterogeneous nuclear 

ribonucleoproteins C1/C2 
5.43299331 

P61978 HNRNPK 
Heterogenous nuclear 

ribonucleoprotein K 
2.86298035 

 

8.3. Proteínas del proteosoma 

En la tabla 4 se muestran datos de las 11 proteínas que conforman al proteosoma 

en donde se puede observar su nomenclatura, su nomenclatura sistemática, el 

código en UniProt y el fold change de cada una de las proteínas. 

 

Tabla 4 Proteínas del proteosoma encontradas en el estudio de proteómica de las vesículas extracelulares derivadas de 

células U937-DC-SIGN 

UniProt 

HUGO 

(Human 

Genome 

Organization) 

Nomenclatura 

sistemática 

Otra 

nomenclatura 

Nombre de la 

proteína 

Fold 

change 

P25786 PSMA1 𝜶6 C2 
Proteosoma 

subunidad alfa 1 
3.30541386 
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P25787 PSMA2 𝜶2 C3 
Proteosoma 

subunidad alfa 2 
4.33866035 

P25789 PSMA4 𝜶3 C9 
Proteosoma 

subunidad alfa 4 
3.08113959 

P28066 PSMA5 𝜶5 Zeta 
Proteosoma 

subunidad alfa 5 
6.12361174 

P60900 PSMA6 𝜶1 Iota 
Proteosoma 

subunidad alfa 6 
5.44437607 

P49721 PSMB2 𝜷4 C7 
Proteosoma 

subunidad beta 2 
5.53798034 

P28070 PSMB4 𝜷7 N3, beta 
Proteosoma 

subunidad beta 4 
2.24553249 

P28072 PSMB6 𝜷1 Y, delta 
Proteosoma 

subunidad beta 6 
5.63795995 

P17980 PSMC3 Rpt5 S6´, Tbp1 

26S Proteosoma 

subunidad 

reguladora 

ATPasa 3 

4.10350204 

P62333 PSMC6 Rpt4 S10b, p42 

26S Proteosoma 

subunidad 

reguladora 

ATPasa 6 

1.88718732 

Q13200 PSMD2 Rpn1 S2, p97 

26S Proteosoma 

subunidad 

reguladora no 

ATPasa 2 

6.11025247 
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También encontramos a la proteína STAT1, entre las múltiples funciones, se ha 

reportado que DENV utiliza las proteínas NS para bloquear las vías del receptor 

IFN/ (IFNAR; Uno & Ross, 2018). En la tabla 5 se encuentra el código de 

UniProt, el nombre de la proteína y su fold change. 

 

Tabla 5 Descripción de la proteína STAT1 

UniProt Nomenclatura Nombre de la proteína Fold 

change 

P42224 STAT1 
Signal transducer and 

activador of transcription 
4.07243024 

 

 

8.4.  Validación del análisis proteómico 

8.4.1. Cinética de PSMA1 

Con el fin de validar la información que obtuvimos en el análisis proteómico y de 

confirmar en los exosomas la presencia de marcadores de estas vesículas, se 

realizaron ensayos de Western-blot. Inicialmente validamos la presencia de la 

presencia en los exosomas de las tetrasparinas CD9, CD63 y CD81 y de la 

proteína HSP70, marcadores de exosomas. Como puede observarse, (Figura 16) 

se encontró la presencia de las tres tetraspaninas y de la proteína HSP70 en los 

exosomas aislados de células no infectadas e infectadas con DENV2, lo cual 

confirma la presencia de exosomas en la fracción de vesículas extracelulares.  
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Figura 16 Western blot de los marcadores de exosomas (HSP70, CD63, CD9 y CD81). 

 

Una vez confirmada la presencia de los marcadores de exosomas y para validar 

la información obtenida de la proteómica realizamos una cinética de infección en 

donde se obtuvieron las proteínas de las vesículas extracelulares del 

sobrenadante de las células infectadas a las 0, 6, 12, 24, 48 horas post-infección 

así como de células no infectadas. La abundancia de las proteínas PSMA1 y 

PSMA4 presentes en las muestras de vesículas extracelulares derivadas de 

células infectadas se compararon con las de no infectadas.  

Primero se evaluó la presencia de la subunidad PSMA1 del proteosoma y a las 0 

horas no se encontró presencia de la proteína en ninguna de las dos condiciones 

a evaluar. A las 12 y 24 horas se observó una mayor expresión de proteínas en 

las condiciones de Mock (figura 17). Se utilizo CD63 como marcador de exosomas 

y solo pudimos observarla en células infectadas.  
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Figura 17 Cinética de la subunidad PSMA1 del proteosoma a 0, 6, 12, 24 y 48 horas postinfección. CD63 se puede 

observar solo en las vesículas extracelulares liberadas por células U937-DC-SIGN infectadas con DENV. 

 

 

8.4.2. Cinética de PSMA4 

La segunda subunidad que se evaluó fue PSMA4 y aquí pudimos observar una 

tendencia de una mayor expresión de está subunidad en las condiciones de 

infección (Figura 18). Al igual que en la imagen anterior solo pudimos observar la 

presencia de CD63 en células infectadas.  
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Figura 18 Cinética de la subunidad PSMA4 del proteosoma a 0, 6, 12, 24 y 48 horas postinfección. CD63 se puede 

observar solo en las vesículas extracelulares liberadas por células U937-DC-SIGN infectadas con DENV. 
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9. DISCUSIÓN DE RESULTADOS 

Los exosomas que contienen proteínas y RNAs derivados de patógenos pueden 

promover infecciones de tres maneras: 1) mediando infecciones mediante la 

transmisión de moléculas relacionadas con patógenos; 2) participando en el 

escape inmune de patógeno; y 3) inhibiendo la respuesta inmune favoreciendo la 

apoptosis de las células inmunes. Su contraparte de las funciones de los 

exosomas son funciones contra la infección a través de: 1) inhibir la proliferación 

e infección de patógenos directamente; e 2) induciendo respuestas inmunes tales 

como aquellas relacionadas con la función de los monocitos-macrófagos, células 

NK, células T y células B (Zhang et al., 2018). Sin embargo, aún se desconoce el 

contenido proteico de estas vesículas extracelulares derivadas de células U937-

DC-SIGN infectadas con DENV2, así como también se desconoce su posible 

función durante la infección. Por ello en el presente trabajo se identificaron y 

analizaron las proteínas que conforman a los exosomas derivados de células 

U937-DC-SIGN infectadas con DENV2 y células U937-DC-SIGN sin infectar. 

Al realizar el análisis proteómico de las vesículas extracelulares se pudieron 

identificar algunas de las 100 proteínas reportadas en diferentes exosomas 

(Mathivanan et al. 2010A). Entre de las proteínas identificadas se encontraron 

proteínas ribosomales, de transporte, del proteosoma, del complemento, de 

procesamiento del mRNA, proteasas y de respuesta al estrés. 

A partir del análisis KEGG identificamos un grupo de proteínas de interés: 

proteasas, proteínas del complemento y proteínas que conforman al proteosoma. 

Las serinas proteasas forman una gran familia de enzimas de clivaje de proteínas 

que juegan un papel esencial en procesos como la coagulación de la sangre, la 

apoptosis y la inflamación. Las células inmunes expresan una amplia variedad de 

serina proteasas tales como granzimas en linfocitos citotóxicos, elastasa de 

netrófilos, catepsina G y proteínasa 3 en neutrófilos y quimasa y triptasa en 

mastocitos (Heutinck et al., 2010). Dentro de las proteasas que se encontraron en 

análisis de vías KEGG se encontraron serina proteasas (PRSS1 y PRSS3); 

factores de coagulación (F2, F9, F10 y F11); proteasas que forman parte de la vía 
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del complemento (C1R y C1S); y proteasas que forman parte del proteosoma 

(PSMD14, PSMA1, PSMA2, PSMA3, PSMA4, PSMA5, PSMA6, PSMA7, PSMB1, 

PSMB2, PSMB3, PSMB4, PSMB5 y PSMB6). Por ello, se decidió analizar estas 

vías para conocer su posible papel durante la infección de células U937-DC-SIGN 

con DENV. 

Los resultados obtenidos de la proteómica de vesículas extracelulares nos llevan 

a cuestionar su posible papel en el proceso infeccioso o cómo es que estas 

vesículas pueden ayudar a combatir la infección, ya que los exosomas ejercen un 

efecto regulador bidireccional en las infecciones por patógenos al entregar su 

contenido. 

Se encontraron 20 proteínas del complemento lo cual concuerda con la ya 

reportado por Fragnoud y colaboradores en el 2015. En dicho estudio compararon 

los proteomas de las fracciones enriquecida con viriones purificados de grupos de 

plasma de pacientes con dengue o dengue grave. En donde encontraron que las 

proteínas celulares del huésped identificadas en el análisis están principalmente 

involucradas en la cascada de coagulación, vía del complemento y en la vía de 

señalización de respuesta de fase aguda. 

Se ha propuesto que DENV puede evadir la respuesta del complemento utilizando 

a la proteína NS1. NS1 inhibe la formación de la convertasa C3 de la vía clásica 

al unirse a C4, C1s y C4b (Avirutnan et al., 2010). NS1 también protege a DENV 

de la neutralización al unirse a MBL (Thimmeca et al., 2016). Para bloquear la 

formación de MAC, NS1 se unirá a los reguladores de vitronectina o inhibirá la 

polimerización de C9 (Conde et al., 2016). La unión de NS1 a la agrupación de 

factores inhibitorios del complemento también inhibirá la formación de MAC 

(Figura 16; Kurosu et al., 2007; Uno & Ross, 2018). 
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Figura 19 DENV evasión del complemento (Uno & Ross, 2018). 

 

Posiblemente, las vesículas extracelulares liberadas de las células U937-DC-

SIGN durante la infección por DENV a las 12h post-infección envían una serie de 

proteínas implicadas en la vía del complemento para evitar la propagación del 

virus. 

En el análisis proteómico se encontró la presencia de 11 proteínas que conforman 

al proteosoma 26S, una ubiquitina E3 y STAT1. El proteosoma 26S pertenece al 

sistema ubiquitin-proteosoma (UPS). En las células eucariotas, el UPS es la 

principal vía intracelular para la degradación y modificación funcional de las 

proteínas celulares. La alteración de las subunidades del proteosoma se ha 

encontrado en exosomas secretados por macrófagos asociados a tumores (TAMs) 

y en vesículas extracelulares secretadas por hepatocitos de rata en respuesta a la 

estimulación con lipopolisacáridos (Rodríguez-Suárez et al., 2014). Se ha 

reportado que los virus incluyendo a HBV, pueden subvertir o manipular la 

maquinaria celular del UPS para favorecer la propagación viral y evadir la 

respuesta inmune del huésped (Jia et al., 2017). 
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Jia y colaboradores en el 2017, confirmaron que los niveles de varias subunidades 

del complejo del proteosoma (PSMC1, PSMC2, PSMD1 y PSMD7) aumentaron 

en HepAD38 (dox-)-exo en comparación con HepAD38 (dox+)-exo y estas 

proteínas confirieron una actividad aumentada del proteosoma en HepAD38 (dox-

)-exo en comparación con HepAD38 (dox+)-exo. Al mismo tiempo, la actividad 

proteolítica de los extractos celulares no mostró diferencias significativas. Estos 

resultados sugieren que las subunidades del proteosoma se empaquetaron 

selectivamente en las vesículas, las cuales tras la secreción de las células 

replicantes de HBV pueden armar a las células receptoras aumentando el 

proteosoma. 

Posiblemente las vesículas extracelulares liberadas de células U937-DC-SIGN 

durante la infección por DENV, empaqueten selectivamente las subunidades del 

proteosoma para evadir la respuesta inmune y continuar su replicación viral. 

La cinética de PSMA1 muestra una disminución en la cantidad de proteína 

presente en las vesículas extracelulares derivadas de células U937-DC-SIGN 

infectadas en comparación con el grupo Mock. Sin embargo, en la cinética de 

PSMA4 se puede observar una clara tendencia de mayor proteína en las vesículas 

extracelulares liberadas por células infectadas en comparación con las no 

infectadas, esta tendencia se puede observar en todos los tiempos a evaluar. 

De las otras proteínas involucradas en la vía de degradación de proteínas está 

presente STAT1. En caso de DENV se ha reportado que utiliza las proteínas NS 

para bloquear las vías del receptor IFN/ (IFNAR). El complejo NS2a, NS4a y 

NS4b es responsable de subvertir la respuesta IFN/ mediante la inhibición de la 

señalización de STAT1 después de la activación de IFNAR in vitro (Muñoz-Jordán 

et al., 2003; Uno & Ross, 2018). Por otro lado, la NS5 inhibe la respuesta mediada 

por IFN a través de STAT2 mediante la unión con la proteína del huésped 

ubiquitina E3 ligasa para la degradación proteosomal de STAT2 (Figura 17; 

Morrison et al., 2013; Uno & Ross, 2018). 
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Figura 20 Inhibición del IFN de tipo I por DENV (Uno & Ross, 2018). 

 

Al realizar la cinética de las subunidades PSMA1 y PSMA4 se utilizo como control 

a CD63, sin embargo, CD63 solo se pudo observar en las VE liberadas por células 

U937-DC-SIGN infectadas con DENV y no se obtuvo ninguna banda en las VE de 

células no infectadas. El Western blot de CD63 se realizó a 0, 6, 12, 24 y 48 post-

infección y se realizó una repetición, obteniendo como resultado la presencia de 

CD63 solo en las muestras de VE liberadas por células U937-DC-SIGN infectadas, 

posiblemente se deba a que CD63 es un marcador de exosomas y posiblemente 

las VE obtenidas de células U937-DC-SIGN sin infectar liberen una mayor 

cantidad de microvesículas y pocos exosomas, por ello se ha pensado en utilizar 

el fármaco GW4869, ya que dicho fármaco inhibe la gemación interna mediada 

por ceramida de MVBs y la liberación de exosomas maduros de los MVBs 

(Essandoh et al., 2015).  
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La utilización de GW4869 nos ayudará a corroborar si las muestras obtenidas de 

VE liberadas por células U937-DC-SIGN infectadas o no infectadas liberan 

exosomas o si se encuentra una mezcla de microvesículas con exosomas. 

También se necesita corroborar el tamaño y la morfología de las VE mediante 

microscopia electrónica 

En resumen, las vesículas extracelulares derivadas de células U937-DC-SIGN 

infectadas con DENV, contienen subunidades confirmadas del proteosoma 

(PSMA1 y PSMA4) y también marcadores de exosomas como las tetrasparinas 

(CD9, CD63 y CD81) y la proteína HSP70. Sin embargo, aún se desconoce el 

posible papel de las subunidades del proteosoma durante la infección de células 

U937-DC-SIGN con el DENV, ya que en este trabajo nos centramos en demostrar 

la presencia de dos subunidades del core del proteosoma 26S, las cuales 

efectivamente se encuentran dentro del contenido cargo de las VE. Por lo cual es 

de nuestro interés identificar el contenido proteico de las vesículas extracelulares 

y contribuir a una línea de investigación de un área que aún no se ha explorado. 
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10. CONCLUSIONES 

 

▪ Se encontró la presencia de las tetrasparinas (CD9, CD63 y CD81) y 

HSP70 en las vesículas extracelulares aisladas de células U937-DC-SIGN 

sugiriendo que éstas son exosomas; sin embargo, no se puede descartar 

la posibilidad de tener una mezcla de microvesículas y exosomas. 

▪ Se identificaron 1148 proteínas en las vesículas extracelulares, las cuales 

pueden estar implicadas en 221 vías. 

▪ Se encontró la presencia de la poliproteína de DENV en el análisis 

proteómico de las VE liberadas de células U937-DC-SIGN infectadas con 

DENV. 

▪ El análisis proteómico muestra la presencia de proteínas que conforman al 

proteosoma las cuales se pudieron comprobar por WB la presencia de las 

subunidades PSMA1 y PSMA4. 
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11. PERSPECTIVAS 

 

▪ Corroborar el tamaño y la morfología de las vesículas extracelulares 

mediante microscopia electrónica 

▪ Corroborar la presencia de las otras subunidades del proteosoma en las 

vesículas extracelulares en presencia de GW4859 

▪ Determinar si incrementa la actividad proteosomal en las células que entran 

en contacto con las vesículas extracelulares provenientes de células 

infectada por DV.  

▪ Corroborar si las vesículas provenientes de células infectada por DV tienen 

actividad proteosomal incrementada 
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