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1. RESUMEN

Los exosomas son vesiculas membranosas pequefias (30-150nm) de origen
endocitico que son secretadas al medio extracelular por muchos tipos celulares.
Estas vesiculas conforman un tipo de comunicacién celular tanto en condiciones
fisiologicas como patoldgicas. Particularmente, se ha reportado que los exosomas
participan durante las infecciones virales y son capaces de promover o regular la
transimision viral. EI Dengue es la enfermedad viral mas importante del mundo
trasmitida por mosquitos y hasta ahora no existe una vacuna que ofrezca proteccion
a largo plazo contra los cuatro serotipos de DENV. Estudios previos tanto en células
de mamifero como de mosquito indican que los exosomas participan durante la
infeccion por DENV. En este trabajo se estandarizaron las metodologias para el
aislamiento de exosomas provenientes de células de mosquito C6/36 infectadas por
DENV-2 y se analiz6 su capacidad de infectar a células de mamifero, mediante el
estudio del contenido viral en estas vesiculas. Se encontr6 que los exosomas
derivados de células de mosquito C6/36 contienen proteinas virales como la
proteina de envoltura viral E asi como la proteina no estructural NS3.



2. ANTECEDENTES

2.1 DENGUE

2.1.1 EPIDEMIOLOGIA DEL DENGUE

El Dengue es la enfermedad viral transmitida por mosquitos mas importante
del mundo (Diamond & Pierson, 2015). Esta enfermedad es causada por el
virus Dengue (DENV), perteneciente a la familia Flaviviridae y al género
Flavivirus. Existen cuatro serotipos distintos de DENV (1, 2, 3 y 4) que
circulan principalmente en zonas tropicales y subtropicales y que son
transmitidos por mosquitos del género Aedes (Aedes albopictus y Aedes
aegypti) (Colon-Gonzalez et al., 2013; Diamond & Pierson, 2015). Estos
serotipos difieren entre si en un 25 a 40% a nivel de aminoacidos y hasta un
3% a nivel genomico (Diamond & Pierson, 2015) y los cuatro son de

importancia meédica.

En las ultimas décadas, se ha observado que la incidencia de DENV ha
aumentado a causa de la expansion de la actividad humana (e.g comercio y
viaje global y urbanizacion), la expansion del nicho ecoldgico de los vectores
asociada al cambio climatico, asi como la carencia de un método efectivo
para el control de los mismos (Diamond & Pierson, 2015). Anualmente, DENV
infecta mas de 100 paises con aproximadamente 3.6 billones de personas
en riesgo (WHO, 2017), causando epidemias en América, Africa, Asia y

Australia con un impacto econdmico de aproximadamente 1 billén de ddlares.



2.1.2 MANIFESTACIONES CLINICAS

La enfermedad del DENV presenta distintas manifestaciones clinicas; el
Dengue asintomatico, la Fiebre del Dengue Clasico (DF), Dengue Severo
(SD), antes conocido como Fiebre Hemorragica del Dengue (DHF), y el
Sindrome de shock por Dengue (DSS). En la mayoria de los casos, la
enfermedad por DENV es asintomatica, principalmente en pacientes jovenes
sin un historial previo de dengue. Por otro lado, la DF se caracteriza por
presentar fiebre abrupta con dolor de cabeza, dolor muscular y articular, asi
como erupcidn cutanea que dura de 7 a 14 dias (CDC, 2019). Si la DF
continua o si se trata de una infeccién secundaria heterdloga, es decir una
infeccidn con un serotipo de DENV distinto a la infeccidon primaria, esta puede
evolucionar al SD, la cual es una complicacién de la DF y se caracteriza por
presentar cambios bruscos en la temperatura corporal (desde fiebre hasta
hipotermia), rapida dilatacién capilar, hemorragia en piel y tracto
gastrointestinal, asi como trombocitopenia y dafo al higado. Finalmente, el
DSS se define como un caso grave caracterizado por presentar todos los
sintomas del SD asi como presentar otras complicaciones como la falla
circulatoria y hemoconcentracion e hipotencion a causa de la pérdida de
fluidos que pueden resultar en casos fatales (Halstead et al., 2007).

Interesantemente, se ha reportado que, aunque la primera infeccién con
alguno de los cuatro serotipos provee proteccion a largo plazo contra una re-

infeccion homologa, una infeccion secundaria con un serotipo heterélogo es



un factor de riesgo importante para presentar la forma severa de la
enfermedad ocasionada por el DENV (Dejnirattisai et al., 2010; Guzman,

Alvarez, & Halstead, 2013; Sierra et al., 2010).

2.1.3 BIOLOGIA DEL VIRUS DENGUE

Como todos los virus pertenecientes al género Flavivirus, el genoma de
DENYV presenta una cadena sencilla de RNA de polaridad positiva. Este RNA
es infectivo pues es traducido directamente por los ribosomas celulares sin
la necesidad de un intermediario. El producto de esta traduccién es una
poliproteina cuyo corte en sitios especificos genera 3 proteinas estructurales
y 7 proteinas no estructurales (NS) necesarias para completar el ciclo de

replicacion.

Las tres proteinas estructurales son: la proteina de membrana (M), la
glicoproteina de envoltura (E) y la proteina de la capside (C). Los virus
intracelulares presentan el péptido PrM a partir de la cual se genera la
proteina M, presente en virus maduros extracelulares. Tanto M como C son
proteinas internas, mientras que E se encuentra en la superficie del virion y
es la proteina blanco de anticuerpos neutralizantes (Zhao et al., 1987). Por
otro lado, las proteinas NS son la NS1, NS2a, NS2b, NS3, NS4a, NS4b y
NS5. Estas proteinas son necesarias para completar el ciclo de replicacion

viral.



El ciclo de replicacion del DENV comienza con la entrada del virus a las
células. Este paso es mediado por el reconocimiento y la unién de la proteina
viral E con el receptor celular. Se ha descrito que DENV puede ser
reconocido por numerosos receptores celulares tanto en células de

mosquitos como de humanos (Hidari & Suzuki, 2011).

En mosquitos, DENV puede entrar a la célula por medio de la interaccion de
la proteina E con numerosos receptores celulares tales como la proteina de
unién a laminina asi como proteinas relacionadas a la proteina de choque
térmico 90 (Hsp 90). Interesantemente, estas proteinas se encuentran tanto
en lineas celulares de mosquitos permisivas a la infeccion por DENV, como
en la glandula salival, el intestino medio y el ovario (Hidari & Suzuki, 2011),
mismos organos donde DENV completa parte de su ciclo replicativo en los

vectores invertebrados.

En humanos, también existen numerosas moléculas que funcionan como
receptores para la entrada del virus, tales como: lectinas (DC-SIGN, DC-
SIGNR y Manosa R.), heparan sulfato, moléculas de la familia TIM/TAM,
entre otros (Hidari & Suzuki, 2011). En mamiferos, DENV es capaz de
infectar células dendriticas (DCs), monocitos, macréfagos, linfocitos T y B,
asi como hepatocitos, células Kupffer, neuronas o células de la microglia y

células endoteliales (Reyes-del Valle et al., 2014).
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Una vez reconocido el receptor celular, el virus es endocitado al interior de la
célula por medio de la via de las clatrinas. Posterior a la endocitosis, el
cambio en el pH ocasiona la disociacion de los homodimeros de la proteina
E, lo cual expone dominios hidrofébicos y permite la fusion de la membrana
del virus con la membrana del endosoma. Finalmente, el RNA viral es

liberado al interior de la célula.

El RNA monocaternario de polaridad positiva es traducido por los ribosomas
celulares presentes en el reticulo endomasmico rugoso en una poliproteina
que es procesada para producir las tres proteinas estructurales y las siete
proteinas no estructurales. Posterior a la sintesis de las proteinas virales, las
proteinas no estructurales iniciaran la replicacion de nuevas cadenas de RNA
viral. Este RNA viral es encapsidado por la proteina C para formar la
nucleocapside y posteriormente el virus adquirire la membrana a partir del
reticulo endoplasmico, donde se encuentran heterodimeros de PrM/E.

Después de la encapsidacion y la adquisicdn de la envoltura, el virus viaja
por la ruta secretoria y el cambio de pH (*5.8-6.0) en el aparato de Golgi
ocasiona la disociasion de los heterodimeros PrM/E. Posteriormente, la
proteasa celular furina realiza el corte del péptido Pr de M para dar origen al
virion maduro. Este virus se libera de la célula y podra repetir el ciclo de
replicacion viral en otras células (ldrees & Ashfaq, 2012) (Rodenhuis-Zybert,

Wilschut, & Smit, 2010).

11



2.2 VESICULAS EXTRACELULARES

Las vesiculas extracelulares (EVs) son sacos membranosos de contenido
heterogéneo que son secretadas por numerosos tipos celulares (Raposo &
Stoorvogel, 2013; Tricarico, Clancy, & D’Souza-Schorey, 2017). Estas EVs
conforman un mecanismo de comunicacion celular importante que participa en
la alteraciéon del medio extracelular, asi como en la entrega de diferentes
moléculas a células distales o proximales, que ocurre bajo condiciones
fisiologicas y patolégicas como cancer, enfermedades neurodegenerativas e
infecciones virales (D’Souza-Schorey Crislyn & Clancy, 2012; Gangoda,
Boukouris, Liem, Kalra, & Mathivanan, 2015; Muralidharan-Chari et al., 2009). El
cargo molecular, contenido en estas vesiculas, es muy diverso pues incluye
receptores celulares, material genético (RNAmM y miRNA) asi como factores de

crecimiento y proteinas transmembranales y citosolicas, entre otras.

El interés en estas microvesiculas ha aumentado en la ultima década debido a
su identificacion en fluidos corporales (D’Souza-Schorey Crislyn & Clancy, 2012;
Gangoda et al., 2015; Muralidharan-Chari et al., 2009). Adicionalmente, las
nuevas metodologias para su aislamiento y diferenciacion hacen posible su uso
como meétodos de diagnostico, marcadores moleculares y estrategias

terapéuticas en la investigacion biomédica (Agrahari, 2019).

Existe una gran variedad de microvesiculas que difieren en origen, tamario,

cntenido y composicion molecular. Sin embargo, hasta la fecha, no se cuenta
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con una clasificacion clara que permita diferenciarlas (Gould & Raposo, 2013) y
se desconoce si existen marcadores moleculares especificos para todos los
tipos de microvesiculas (Raposo & Stoorvogel, 2013). Es por ello que,
actualmente, las microvesiculas son diferenciadas preferencialmente de
acuerdo a su tamano y origen subcelular. Con base en ambos criterios, se han
definido los siguientes tipos de EVs: () los cuerpos apoptéticos (50-5,000nm),
que se forman durante la desintegracion apoptotica (Kalra et al., 2012); (Il) las
microvesiculas, también denominados ectosomas, (50-1000nm) que geman
directamente de la membrana celular (Kalra et al., 2012); y (lll) los exosomas
(30-150nm) que se originan de los cuerpos multivesiculares provenientes de la
via endosomal (Harding, Heuser, & Stahl, 2013; Kalra et al., 2012; Théry,

Zitvogel, & Amigorena, 2002) (Fig. 1).

De los diferentes tipos de vesiculas previamente mencionados, los exosomas

son el tipo de EVs que mayor atencién han recibido puesto que se ha reportado

que juegan papeles importantes en numerosas patologias.
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Figura 1. Tipos de Vesiculas
Extracelulares. Existen 4 tipos de EVs
bien definidos: exosomas,
microvesiculas (MVs) y cuerpos
apototicos. Estos difirene en tamaro y
en origen de biogénesis.

Modificada de C. Quezada et al. /
Molecular Aspects of Medicine 60

(2018) 38e51.
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2.3 EXOSOMAS

El término “exosoma” ha sido empleado de tres diferentes maneras. En un
principio, se utilizé para describir cualquier vesicula que fuera liberada por las
células al medio extracelular que pudiera tener alguna relevancia fisiologica,
independientemente de su forma, tamano u origen. Posteriormente, el término
también fue utilizado para hacer referencia a aquellas vesiculas relativamente
pequefias (~50 nm de diametro) originadas de cuerpos multivesiculares (MVBs)
formados en la via endosomal. Finalmente, el uso empirico de la palabra
exosoma se bas6 en el diferencial de centrifugacion y los describe como
particulas que sedimentan unicamente a alta velocidad de centrifugacion (de 70
a 100,000 x g). Aunque los tres términos siguen siendo empleados en la
actualidad, en el presente trabajo, se utilizara el término que considera su

biogénesis, asi como propiedades morfolégicas, de composicion y tamano.

Los exosomas son el tipo de EVs de menor tamafo (30—150nm), presentan
forma redonda y bien delimitada o una forma de copa tras su tratamiento para la
tincion negativa (Conde-Vancells et al., 2008). Debido a su origen endosomal,
los exosomas poseen una composicion proteica y lipidica unica que permite su

identificacion y aislamiento de otras EVs.

La composicion de membrana de los exosomas incluye principalmente
colesterol, esfingolipidos, glicerofosofolipidos y ceramida asi como proteinas

intraluminales y transmembranales cuya orientacion es la misma que presentan
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en la membrana plasmatica (Villarroya-Beltri et al., 2014). Independientemente
del tipo celular del cual provengan, en su mayoria, los exosomas contienen
proteinas que participan en eventos celulares como la fusion, la biogénesis de
cuerpos multivesiculares MVBs (Alix and TSG101) procesos que incluyan
tetraspaninas (CD9, CD81, CD63) y proteinas asociadas como integrinas,
inmunoglobulinas y receptores de factores de crecimiento; asi como proteinas
de citoesqueleto (actina, tubulina), proteinas asociadas a al complejo de
asociacion endosomal requerido para el transporte (ESCRT) (Alix, TSG101);
proteinas de choque térmico (HSP70, HSP90), y proteinas que participan en el
trafico vesicular como Rab GTPasas, anexinas y flotilina. Estas proteinas
generalmente son empleadas como marcadores de exosomas. (Akers et al,
2013; Jansen et al., 2009; Théry et al., 2002). Ademas de proteinas, el contenido
de los exosomas también se encuentra enriquecido con RNA pequefos
(vaultRNA, tRNA y miRNAs). Finalmente, los exosomas pueden contener
componentes que reflejen la naturaleza e incluso el estado de la célula que los

produce (Villarroya-Beltri et al., 2014).

En afos recientes, los exosomas han recibido especial atencion, pues se ha
descubierto que juegan un papel importante en la comunicacion celular tanto
bajo condiciones fisioloégicas como patoldgicas. Adicionalmente, se sabe que los
exosomas pueden ser aislados de cualquier fluido corporal, lo que los hace
candidatos para el analisis de biopsias no invasivas (Cui, 2018) asi como un
buen recurso para el diagnostico clinico (Ludwig, Whiteside, & Reichert, 2019).

Ademas, tienen el potencial de funcionar como vehiculos para la entrega de
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farmacos (Hong, Muller, Whiteside, & Boyiadzis, 2014). Por el otro lado, también
se ha observado que los exosomas se ven implicados en la resistencia a
medicamentos y en la reprogramacion del microambiente de tejidos durante
numerosas enfermedades (Azmi, Bao, & Sarkar, 2013). También, se ha
observado que, durante las infecciones virales, los exosomas pueden jugar un

papel pro-infectivo dentro del organismo.

2.3.1 BIOGENESIS DE LOS EXOSOMAS

Los exosomas provienen de la via endosomal. Al formarse un endosoma,
éste puede madurar hacia un endosoma tardio o bien formar un cuerpo
multivesicular (MVB). La formacidén de estos cuerpos multivesiculares se
lleva a cabo por medio de invaginaciones de la membrana endosomal hacia
el lumen para formar pequefas vesiculas intraluminales (ILVs). Durante la
formacion de estas invaginaciones, las ILVs pueden adquirir el cargo.
Posterior a la formacién del MVB, el destino de este organelo puede ser la
degradacion por la fusion al lisosoma o bien fusionarse con la membrana
plasmatica y expulsar estas ILVs al medio extracelular. Cuando las ILVs se

encuentran fuera de la célula, entonces reciben el nombre de exosomas

(Fig. 2).
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Figura 2. Biogénesis de Exosomas. Tras formarse el endosoma, se forman
invaginaciones de la membrana endosomal al interior del lumen del endosoma para
formar vesiculas intraluminales. La formacién de las ILVs puede ser dependiente o
independiente de ESCRT y durante este paso se recluta el cargo (1). Al formarse las
Ivs, el endosoma adquiere el nombre de cuerpo multivesicular. Posteriormente, el MVB
puede fusionarse con el lisosoma y se degradado (2) o bien fusionarse con la
membrana plasmatica y expulsar las ILVs al medio externo en forma de exosomas (3).

Modificado de Hessvik & Llorente (Hessvik & Llorente, 2018).

Aunque se tiene claro que los exosomas provienen de las ILVs de los MVBs,
aun no queda claro con exactitud cual es el mecanismo que determina la
composicion del cargo de los exosomas. Sin embargo, se sabe que varias
vias parecen participar en este proceso: la via dependiente de ESCRT y la

independiente de ESCRT, en la que participan tetraspaninas vy lipidos.
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ESCRT es un complejo dividido en varios complejos de proteinas (ESCRT-
0, -1, -ll, -lll'y -1V) que participa en la formacion de los ILVs y en la entrega
de proteinas ubiquitinadas a los ILVs de los cuerpos multivesiculares, que
luego son degradados al fusionarse con el lisosoma (Henne, Buchkovich, &
Emr, 2011). Sin embargo, actualmente no se sabe si ESCRT también
determina el cargo de las ILVs que seran liberadas al medio externo como
exosomas. ESCRT-0 reconoce proteinas ubiquitinadas y es reclutado a la
membrana endosomal por medio de la interacciéon del dominio Hrs FYVE
con el fosfatidil indositol 3-fosfato (PIP3). Posteriormente, ESCRT-0 recluta
el complejo ESCRT-I por medio de la interaccion del dominio Hrs PSAP con
la subunidad Tsg101 de ESCRT-I. Luego, ESCRT-I recluta proteinas de
ESCRTH-II, el cual recluta y activa el complejo de ESCRT-III. La proteina
Snf7 del complejo ESCRT-III forma ensamblajes oligoméricos que
promueven la gemacién de la membrana endosomal. Snf7 también recluta
la proteina adaptadora Alix la cual estabiliza el ensamblaje de ESCRT-III.
Finalmente, Vps4 provee la energia necesaria para disociar el complejo de
ESCRT-III (Henne et al., 2011). Interesantemente, los exosomas purificados
de diferentes tipos celulares presentan grandes cantidades de proteinas
ESCRT asi como proteinas ubiquitinadas (Buschow, Liefhebber, Wubbolts,
& Stoorvogel, 2005). Alix, por ejemplo, comunmente es un cargo de

exosomas y un marcador importante.

Por otro lado, también se ha demostrado que existe otra via para la

formacion de exosomas que es independiente de ESCRT, pues se ha
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observado que la secrecién de exosomas con proteolipidos (PLP) no se ve
afectada por el silenciamiento de Hrs, Alix o Tsg101 (Trajkovic et al., 2008).
Algunos reportes indican que la ceramida causa la curvatura espontanea de
la membrana endosomal y la coalescencia de microdominios. Estos
reportes pueden explicar la gemacioén de los ILVs; sin embargo, no explica
como el cargo es selectivamente entregado a las vesiculas (Villarroya-Beltri

etal., 2014).

Las tetraspaninas son proteinas integrales de membrana presentes en los
exosomas. Estas proteinas presentan cuatro pases transmembranales y un
dominio citosdlico. En estudios anteriores se ha demostrado que estas
teraspaninas pueden interaccionar con ciertas proteinas y reclutarlas dentro
de los ILVs (Villarroya-Beltri et al., 2014). La tetraspanina CD81 juega un rol
importante en la composicion exosomal por medio del interactoma de su
dominio citoplasmatico. De manera similar, la metaloproteinasa CD10 en
exosomas depende de la interaccion con la tetraspanina CD9 (Mazurov,
Barbashova, & Filatov, 2013). Otra tetraspanina, CD63, controla la entrada
de LMP1 a los exosomas (Verweij et al., 2011). De esta manera, se presenta
otra via para el reclutamiento del cargo sin la necesidad de la maquinaria

ESCRT.

Dado que el contenido de los MVBs es bastante heterogéneo, se ha llegado
a pensar que existen diferentes subpoblaciones de MVBs y que el destino

de estos esta determinado por su composicion. Posterior a la formacion de
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los MVBs, estos pueden fusionarse al lisosoma y ser degradados o bien
fusionarse a la membrana plasmatica y liberar los exosomas al medio
externo (Hessvik & Llorente, 2018). Aunque se sabe que gran cantidad de
MVBs continuamente se fusionan a los lisosomas, también se ha observado
que existen mecanismos que previenen esta fusion, permitiendo que los
MVBs funcionen como un organelo de almacenamiento temporal (Simons

& Raposo, 2009).

Por otro lado, aunque se ha propuesto que el destino de los MVBs depende
de la composicion molecular, hasta ahora no queda claro cual o cuales son
exactamente los mecanismos que determinan la fusién de los MVBs a la

membrana plasmatica para la consecuente liberacion de los exosomas.
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2.3.2 DESTINO EXOSOMAL

Posterior a la formacion de los MVBs, los exosomas son liberadas al medio
extracelular o bien a los fluidos corporales (orina, suero, saliva, etc.) (Simons
& Raposo, 2009). Una vez fuera de la célula de origen, los exosomas pueden
presentar diferentes funciones fisiologicas en el organismo. Pueden
funcionar como un medio de excrecion de proteinas y moléculas no
necesarias en células con bajas capacidades degradativas. También
participan como potenciadores de eventos fisiologicos como la coagulacion
e incluso se ha observado que pueden facilitar la migracion celular y la
liberacidon de quimio-atrayentes. Sin embargo, su caracteristica mas distintiva
es que son capaces de interactuar especificamente con otra célula,
generando una respuesta biolégica o cambio de comportamiento en la célula
blanco. Actualmente, se consideran a los exosomas un tipo especifico de
comunicacion intercelular capaz de llevar informacion a células blanco

cercanas y distales.

El cargo contenido en los exosomas puede ser entregado a las células blanco
por medio de tres diferentes maneras: la primera es por medio de la
interaccidn receptor-ligando y la consecuente activacion de vias de
sefalizacion, en la cual no es necesaria la internalizacion del exosoma a la
célula blanco; la segunda es por medio de la fusién directa de membranas y
la entrada del cargo exosomal al citoplasma de la célula receptora; por ultimo

la entrega del cargo ocurre luego de la internalizacién de los exosomas por
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medio de la endocitosis y de la fusion de la membrana exosomal con la
membrana del endosoma (Fig. 3) (K. McKelvey et al., 2015; T. Tian et al.,

2010; Y. Zhang et al., 2019).

Reciclaje

Degradacion

>
=)
&
== Seiializacion

Fusion
Fusion

Figura 3. Entrega del cargo a la célula blanco. El cargo de un exosoma puede
ocasionar una respuesta en la célula blanco por medio de tres maneras. Los exosomas
pueden ser endocitados por la célula blanco y posteriormente ser expulsados
nuevamente al medio extracelular, ser degradados por la fusién del endosoma al
lisosoma o bien la membrana exosomal puede fusionarse con la membrana endosomal
y liberar el cargo del exosoma al citoplasma (1). Por otro lado, los exosomas pueden
llevar receptores o ligandos que permitan desencadenar vias de sefalizacion en la
célula blanco sin la necesidad de la internalizaciéon del exosoma o del cargo (2). Por
ultimo, los exosomas pueden fusionarse directamente a la membrana plasmatica de la
célula blanco y expulsar el cargo en el citoplasma celular (3). (Modificado de Quezada

etal., 2018)
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Entre las funciones que pueden generar el cargo entregado se encuentra la
transferencia horizontal de genes, la estimulaciéon de vias por medio de
ligandos, la transferencia de receptores activados y la reprogramacion
epigenética de la célula blanco, entre otras. Esto resulta en un tipo de
comunicacion especifica entre las células parentales y las células blanco
proximales y distales por medio de la amplificacion de los exosomas (Y.

Zhang et al., 2019).

2.3.3 EXOSOMAS EN INFECCIONES VIRALES

Los exosomas actuan como moduladores para mantener la homeostasis en
el organismo. Sin embargo, durante diversas patologias e infecciones, la

funcion de estas microvesiculas puede ser modificada.

Se ha demostrado que los exosomas presentan una funcion dual durante las
infecciones virales. La comunicacién celular mediada por exosomas puede
resultar en la facilitacion de la diseminacion de la infeccién o bien en su
limitacion. De esta forma, los exosomas pueden tener una accion tanto
proviral como antiviral dependiendo del cargo que posean y del estado de la
célula del que se originen (W. Zhang et al., 2018). Existen numerosos
ejemplos reportados que comprueban esta dualidad de los exosomas

durante las infecciones virales.
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Se ha observado que exosomas provenientes de células infectadas con el
virus Herpes Humano 6 (HHV-6) contienen viriones maduros capaces de
infectar células sanas (Mori et al., 2008); adicionalmente, también se ha
demostrado que los exosomas contienen proteinas funcionales del
tegumento que pueden aumentar la infectividad del DNA viral durante esta
infeccion (Dargan & Subak-Sharpe, 1997). En otro estudio se observé que
exosomas provenientes de células infectadas por el virus Epstein Barr (EBV)
contienen reguladores inflamatorios como IL-1B, IL-18 e IL-33 (Ansari et al.,
2013) asi como mRNAs virales (Gallo et al., 2017). Ademas, existen reportes
de que exosomas derivados de células infectadas por retrovirus como el virus
de la inmunodeficiencia humana (VIH) y el virus linfotréfico T humano (HTLV)
son capaces de emplear la maquinaria exosomal como mecanismo de

transmision viral en donde el virus no requeriria la existencia de un receptor.

Particularmente, el papel que tienen los exosomas durante las infecciones
por flavivirus también ha sido reportado. Un estudio mostré que exosomas
derivados de células neuronales corticales infectadas con el Zika Virus (ZIKV)
son capaces de infectar otras células de la misma linea celular (Zhou,
Woodson, Sherman, Neelakanta, & Sultana, 2019). Adicionalmente, en otro
estudio realizado en células dendriticas, se demostré que los exosomas
producidos por células infectadas por el serotipo 3 del virus dengue (DENV-
3) son capaces de infectar células sanas y que estos exosomas poseen RNA
viral infectivo (Martins, Kuczera, Lo6tvall, Bordignon, & Alves, 2018).

Interesantemente, Reyes y colaboradores, empleando una linea celular

25



proveniente de larva de mosquito Aedes albopictus C6/36, reportaron que los
exosomas secretados por células infectadas con el serotipo 2 del virus del
dengue (DENV-2) presentan mayor tamarfo, contienen particulas tipo viral y
son capaces de infectar células sanas de la misma linea celular (Reyes-Ruiz
et al., 2019). Por otro lado, otro estudio en células de garrapata /xodes
capularis ISE6 demostré que exosomas derivados de células infectadas con
el Virus Langat (LGTV) transportan RNA viral e infectan células sanas (Zhou
et al., 2018). Ademas de ello, también reportaron que EVs procedentes de
células de mosquito infectadas por DENV-2 infectan células de queratinocitos

humanos.

Aunque la evidencia sefala que las EVs, particularmente lo exosomas, son
importantes durante las infecciones por flavivirus, aun no ha sido reportado
si los exosomas provenientes de células de invertebrado infectadas por
DENV-2 son capaces de infectar células humanas. Adicionalmente, hasta la
fecha, aun no ha sido esclarecida la posible via por la cual el cargo infectivo
de estos exosomas es entregado a las células blanco. En este trabajo se
pretende estudiar la capacidad infectiva de exosomas provenientes de
células infectadas de la linea celular de larva de mosquito C6/36 en células

humanas hepaticas HUH-7.
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3. JUSTIFICACION

El Dengue es la enfermedad viral mas importante del mundo trasmitida por
mosquitos. Actualmente no existe una vacuna que ofrezca proteccion a largo plazo
contra los cuatro serotipos de DENV vy su incidencia ha aumentado en las ultimas

décadas (OMS, 2019).

Recientemente, las EVs han recibido gran interés debido a su participacion en
diversos procesos fisioldgicos y patoldgicos. Particularmente, se ha demostrado que
los exosomas juegan un papel importante en las infecciones por DENV (Martins et
al., 2018; Reyes-Ruiz et al., 2019) permitiendo la transmisién y la persistencia viral.
Es por ello que son necesarios mas estudios que permitan determinar con mayor
precision el papel que juegan los exosomas durante las infecciones virales como

las ocasionadas por DENV.

4. HIPOTESIS

En estudios previos se ha reportado que, durante diferentes infecciones virales, los
exosomas secretados por células infectadas son capaces de infectar células sanas
del mismo linaje. Sin embargo, se desconoce si los exosomas provenientes de
células de mosquito infectadas por DENV-2 de mosquito sean capaces de infectar
células de mamifero. Es por ello que en este trabajo se postula que exosomas
secretados por células de mosquito infectadas por DENV-2 poseen la capacidad de

infectar de manera aguda, células de mamifero HUH-7.
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5. OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GENERAL
Caracterizacion del contenido viral de los exosomas secretados por las células

de la linea de mosquito C6/36.

5.2 OBJETIVOS PARTICULARES

- Estandarizar las condiciones de aislamiento de exosomas provenientes de

las células C6/36.

- ldentificar proteinas o componentes virales en exosomas obtenidos de

células infectadas C6/36.
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6. METODOS

6.1 CULTIVO CELULAR

Las dos lineas celulares empleadas en el trabajo fueron crecidas bajo diferentes

condiciones:

- €6/36: Células procedentes de larva de mosquito Aedes albopictus fueron
sembradas utilizando medio MEM con piruvato de sodio y glutamina
(GIBCO), adicionado con penicilina-estreptomicina (concentracion final de
penicilina 10 u/ml y 10ug/ml de estreptomicina), 7% de SFB y solucion de

vitaminas 1x (GIBCO).

- HUH-7: Células procedentes de hepatocarcinoma humano (HUH-7) fueron
crecidas empleando medio DMEM Dulbeco Advanced™ adicionado con
glutamina 200mM (10ml/L), penicilina-estreptomicina (concentracion final
de penicilina 10u/ml y 10ug/ml de estreptomicina), 7% SFB y 0.5x de

solucion fungizona.
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6.2 TITULACION VIRAL

Se realizaron diluciones seriadas del virus DENV-2 obtenido del extracto de
cerebro de raton diluido en medio HANKS GIBCO (10", 102, 103, 10, 105, 10
6,107 y 10®). Se tomaron 200ul de cada dilucion para infectar células de la linea
BHK-21 al 70% de confluencia, sembradas en placas de 24 pozos. La infeccion
se mantuvo durante dos horas a 37°C. Posteriormente, se agregé 1ml de
carboximetilcelulosa al 1.7% con medio DMEM completo y la infeccion se
permitié durante 5 dias a 37°C. A continuacion, la monocapa celular se tifié con
el azul Blue Black para el conteo de unidades formadoras de placa. El titulo viral

se expreso en unidades formadoras de placa por mililitro (UFP/ml)

6.3 INFECCION DE CELULAS C6/36

Se infectaron células C6/36 sembradas en cajas de 75 mm? a una MOI de 1 con
DENV-2 en medio DMEM sin suero durante dos horas. Finalizado el tiempo, se
afadi6 medio DMEM suplementado con suero depletado de vesiculas
extracelulares y la infeccion se mantuvo durante 72 h. Posteriormente, se

recolecto el sobrenadante para la obtenciéon de exosomas.
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6.4 OBTENCION DE EXOSOMAS

6.4.1 AISLAMIENTO A PARTIR DEL SOBRENADANTE CELULAR

Se recolecto el sobrenadante de las células C6/36 infectadas y no infectadas.

Se centrifugd a 800 rpm durante 10 minutos para eliminar células muertas y

otros restos celulares y se filtrd a través de un filtro de 0.22um.

Posteriormente, se emplearon tres diferentes metodologias para la

extraccion de exosomas publicadas en trabajos anteriores:

Cochon de Sacarosa: Se colocaron 2 ml de sacarosa diluida en PBS 1x
al 30% en tubos de ultracentrifuga (tubos de policarbonato 26.3mL —
Beckman Coulture). Posteriormente, se coloc6 cuidadosamente el
sobrenadante previamente filtrado para mantener las dos fases
claramente separadas. Se ultracentrifugd a 100,000 x g durante 1 hora a
4°C. A continuacion, se desechd el sobrenadante por decantacion y se
resuspendio la pastilla (porcion rica en exosomas) en 200mL de PBS 1x.
Ultracentrifugacion directa: Se colocaron 20mL de sobrenadante
previamente filtrado en tubos de ultracentrifuga. Se ultracentrifugd a
100,000 x g durante 1 hora a 4°C. Posteriormente, se deseché el
sobrenadante por decantacién y se resuspendio la pastilla (porcion rica en
exosomas) en 200mL de PBS 1x.

Total Exosome Extraction: Se colocaron 20mL de sobrenadante
previamente filtrado en tubos de ultracentrifuga. Se ultracentrifugd a

100,000 x g durante 1 hora a 4°C. Posteriormente, se deseché el
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sobrenadante por decantacién y se resuspendio la pastilla (porcion rica en
exosomas) en 200mL de PBS 1x. Se agregaron 100mL del reactivo Total
Exosome Extraction y se incubdé a 4°C durante toda la noche. A
continuacion, se centrifugd a 10,000 x g durante 30 minutos y se recuperé
la pastilla que fue nuevamente resuspendida en 200mL de PBS 1x (de

acuerdo a las instrucciones del fabricante).

6.4.2 INMUNOPRECIPITACION DE EXOSOMAS

Posterior al aislamiento empleando el cochdn de sacarosa y para garantizar
una muestra de exosomas mas pura, se procedié a inmunoprecipitar los
exosomas. Para ellos se emplearon las perlas magnéticas Dynabeads
(Exosome Inmunoprecipitation — Protein A) de Invitrogen Technologies.
Estas perlas fueron resuspendidas en presencia de anticuerpo anti-CD9 en
200yl PBS-TWEEN durante 10 minutos a temperatura ambiente.
Inmediatamente después, la muestra fue colocada en el magneto durante un
minuto para preservar las perlas acopladas al Ab-CD9 y se descart el
exceso. Posteriormente, se resuspendié el complejo PERLAS-CD9 con 200yl
de PBS-TWEEN mezclados con la muestra de exosomas. La muestra fue
incubada durante 1 hora a tempertura ambiente. Transcurrido el tiempo, se
empled nuevamente el magneto para para lavar tres veces la muestra con el
complejo PERLAS-CD9-EXOSOMAS. Se anadieron 200ul del buffer de
elucién (Glicina 50mM, pH 2.8) y se incubo durante dos minutos para disociar
el complejo. Finalmente, los exosomas eluidos se colocaron en un tubo

nuevo para luego se analizados.
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6.5 WESTERN BLOT

6.5.1 PREPARACION DE MUESTRAS

Se realiz6 una solucion RIPA + inhibidores de proteasas (25x) para obtener
una concentracion final de inhibidor de proteasas al 1X. Se agregaron 100ul
de la solucién RIPA + Inhibidor de proteasas a las muestras de exosomas

obtenidas con las diferentes metodologias de extraccion.

Posteriormente, las muestras fueron sonicadas al 100% durante 30
segundos y 30 segundos de descanso. Inmediatamente después, las
muestras fueron sumergidas en nitrogeno liquido hasta ser congeladas y
luego se incubaron a 95°C hasta derretirse. Este ciclo de sonicacion y choque
térmico fue repetido 3 veces para garantizar la obtencion de proteinas y la

correcta disgregacion de las membranas de los exosomas.

6.5.2 INMUNOBLOTEO

Se prepard un gel de poliacrilamida-SDS al 13% en donde se sometieron a
electroforesis 20ug de proteina empleando el buffer de carga reductor RIPA
(150mM NaCl,1.0% NP-40, 0.5% deoxicalato de sodio, 0.1% SDS, 50 nM
Tris, pH 8.0). Las muestras fueron sometidas a 120 volts. Una vez terminada
la electroforesis, las proteinas se transfirieron a una membrana de

nitrocelulosa a 20 volts durante 45 minutos empleando una camara semi-
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humeda y un Buffer de transferencia (48 mM Tris base, 39 mM glicina y 20

% metanol).

La membrana se bloqued con leche al 10% durante 1 hora y se incubd con
anticuerpos dirigidos contra las tetraspaninas CD9 (1:300) (anticuerpo
monoclonal anti CD9 hecho en ratdén no. catalogo: sc-59140), CD81 (1:300)
(anticuerpo monoclonal anti CD9 hecho en conejo no. catalogo: sc-109201),
Calnexina (1:1000) (anticuerpo policlonal anti Calnexina hecho en cabra no.
catalogo sc-6465) o NS3 (GTX124252) durante toda la noche a 4°C.
Finalmente, se realizaron 5 lavados de 5 minutos con PBS-Tween (0.1%) con
NaCl (150mM). A continuacion, se incubo durante 1 hora con los anticuerpos
secundarios, goat anti-ratébn o goat anti-conejo respectivamente, acoplados
a HRP (1:6,000). Finalmente, las bandas inmunoreactivas fueron detectadas
por quimioluminiscencia empleando el sustrato Super Signal West Femto

(Thermo Scientific).
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7. RESULTADOS

7.1 CONFIRMACION DE PUREZA E IDENTIDAD DE LOS EXOSOMAS

OBTENIDOS DE LA LiINEA CELULAR C6/36

El primer paso para poder probar la infectividad de los exosomas en células
de mamifero fue tener una buena preparacion que ademas no estuviera
contaminada con virus. Para ello, se emplearon tres diferentes técnicas de
obtencion de exosomas: Colchdn de Sacarosa, Ultracentrifugacion directa y

uso del kit comercial Total Exosome Extraction.

Para comprobar que las técnicas de purificacion de exosomas fueron
exitosas, se realizd un ensayo de Western-blot, empleando anticuerpos
contra moléculas caracteristicas de los exosomas como las tetraspaninas.
Las tetraspaninas son proteinas transmembranales abundantes en vesiculas
extracelulares que se organizan en regiones membranales ricas en
colesterol llamadas microdominios ricos en tetraspaninas (TEMs). Tanto
CD9 como CD63 (25kDa) son tetraspaninas consideradas como marcadores
de exosomas y generalmente son utilizadas para su aislamiento (Khushman
et al., 2017). Una forma sencilla de conocer la presencia de exosomas en
una preparacion es identificar a CD9 y CD63. Dado que pudimos identificar
la presencia de ambas tetraspaninas en los exosomas aislados con la
técnica del colchdn de sacarosa y de la ultracentrifugacion directa, estas

técnicas podrian ser consideradas como adecuadas para el aislamiento de
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exosomas. Por otro lado, no se observé marca de CD9 ni de CD63 cuando
se uso el kit de Total Exosome Extraction, sugiriendo que, mediante esta

técnica, la extraccion de exosomas no era adecuada. (Fig. 4).
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Figura 4. Deteccion de tetraspaninas CD9 y CD63 en exosomas derivados de
células infectadas C6/36. Las proteinas extraidas de exosomas purificados por
colchon de sacarosa 30% (carriles 1); Ultracentrifugacion (carriles 2) y Total
Exosome Isolation (carriles 3) fueron sometidas a electroforesis en PAGE-SDS y a
analisis por Western-blot usando anticuerpos dirigidos contra las tetraspapinas CD9
(A) y CD63 (B). Del lado izquierdo se muestra la migraciéon de los marcadores de
peso molecular. El analisis densitométrico de las bandas de las tetraspapinas se

muestra en la parte inferior.
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Una vez que confirmamos que en las preparaciones teniamos exosomas,
decidimos analizar la pureza de la preparacion. Para ello, las proteinas
purificadas de los exosomas se sometieron a analisis por Western-blot
usando un marcador negativo de exosomas como lo es el marcador de
Reticulo endoplasmico Calnexina. Dado que en ninguna de las tres
preparaciones de exosomas se detectd la presencia de Calnexina, y sin
embargo, fue claramente observada en el extracto total de células C6/36
(Fig. 5), esto confirmd que la preparacion de exosomas no estaba

contaminada con membranas del reticulo endoplasmico.

1 2 3 4 Figura 5. Deteccion de

72kDa - .
Calnexina (67kDa) ¢ a|nexina en las

55kDa -

preparaciones de exosomas
Exosomas Sacarosa

Exosomas UCF directa
Exosomas TotalExo
Extracto celular C6/36

purificados de células C6/36

Ll A

infectadas con DENV2. Las
proteinas presentes en los exosomas purificados de células C6/36 infectadas con
DENYV por colchén de sacarosa (carril 1), por ultracentrifugacion (carril 2), y usando
el kit Total Exosome Extraction (carril 3), ademas del extracto citoplasmatico total
de células C6/36 se analizaron por Western-blot usando anticuerpos dirigidos contra
la proteina Calnexina. Del lado izquierdo se muestra la migracion de los

marcadores de peso molecular.
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7.2 Deteccion de EVs de 50 nm en células C6/36 infectadas con DENV-2

Con el fin de confirmar la presencia de exosomas y considerando que la
técnica del colchén de sacarosa nos daba mas rendimiento, se sometio esta
preparacion a analisis por microscopia electronica de transmision. Las
muestras de exosomas fueron procesadas para su analisis por medio de la
técnica de la tincidn negativa (Fig. 6). Se obtuvieron 10 campos diferentes
con un total de 49 vesiculas y se empleé el programa ImagedJ para
determinar su diametro. Las imagenes obtenidas de los diferentes campos
mostraron la presencia de estructuras membranosas de forma circular o de

copa de un tamano promedio de ~50 nm.
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Figura 6: Exosomas analizados mediante tincion negativa por
microscopia electrénica de transmisidn. Los exosomas purificados por la
técnica de colchon de sacarosa fueron concentrados y analizados por
microscopia electronica de transmision. Se presenta una imagen
representativa de los exosomas observados. Se realiz6 un analisis del
diametro de los exosomas purificados mediante su medicion en 10 campos

diferentes (n=49).
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7.3 DETECCION DE PROTEINAS VIRALES E Y NS3 EN EXOSOMAS

DERIVADOS DE CELULAS C6/36 INFECTADAS CON DENV-2

Con el objetivo de detectar la presencia de proteinas virales en la preparacion
de exosomas, se realizd un ensayo de Western-blot usando anticuerpos anti la
proteina E. Inicialmente, se probo este anticuerpo E en extractos citoplasmicos
de células C6/36 no infectadas e infectadas con DENV-2. Como era de
esperarse, el anticuerpo anti-E detectd la presencia de la proteina viral E

unicamente en el extracto de células infectadas (Fig. 7).

Figura 7. Deteccion de

72kDa - ,
proteina E en extracto de

55kDa - - Esskpa) Células infectadas con DENV-

2. Extractos citoplasmicos

1. Extracto C6/36 Mock totales de células no infectadas
2. Extracto C6/36 DV2
(carril 1) e infectadas (carril 2)
fueron sometidos a Western-blot usando anticuerpos anti-E. En el lado izquierdo

de la figura se muestra la migracion de los marcadores de peso molecular.

Cuando las proteinas de exosomas purificados por colchén de sacarosa y por
ultracentrifugacion se analizaron por Western-blot con el anticuerpo anti-E, se
encontr6 que esta proteina estuvo presente en ambas preparaciones de

exosomas provenientes de células infectadas, pero no en los exosomas
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provenientes de células no infectadas. Estos resultados sugieren que los

exosomas de células infectadas contienen a la proteina E

72kDa -

55kDa -
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Exosomas MOCK
Exosomas DV2 sacarosa

. Exosomas DV2 UCF directa

E (55 kDa)

Figura 8. Deteccion de
proteina E en exosomas
derivados de células C6/36
infectadas con DENV-2. Las
proteinas purificadas de

exosomas provenientes de

células no infectadas (carril 1) o de células infectadas (carriles 2 y 3) purificadas

por colchén de sacarosa (carril 2) o por ultracentrifugacion (carril 3) fueron

analizadas por Western-blot usando anticuerpos contra la proteina E. La

migracion de los marcadores de peso molecular se muestra del lado izquierda

de la figura.

Considerando la posibilidad de que la deteccion de la proteina viral E podria

deberse a una contaminacién de particulas virales libres en la muestra de

exosomas Yy no a la presencia de esta proteina en su interior, se realizé una

inmunoprecipitacion de los exosomas empleando el marcador CD9. Para ello,

se emplearon las DYNABEADS vy se siguio el procedimiento del fabricante.

Una vez inmunoprecipitados los exosomas, la presencia de la proteina E se

analizé nuevamente por Western-Blot. Como puede verse en la Figura 9, la

proteina E fue claramente detectada en tres diferentes preparaciones

40



inmunoprecipiatadas de células infectadas, pero no asi en los exosomas
precipitados de células no infectadas. Este resultado confirma que la proteina E

esta presente en los exosomas de células infectadas con DENV

Fig. 9: Deteccion de

1 2 3 4
proteina viral E en
E (55 kD
55kDa - Bl B W s
exosomas CD9+ derivados
1. Exosomas Mock
2. Exosomas DV2 IP-1 . .
3. Exosomas DV2 IP-2 de células C6/36 infectadas
4. Exosomas DV2 |P-3

con DENV-2 Las proteinas
purificadas de exosomas inmunoprecipitados con anticuerpos anti-CD9
provenientes de células no infectadas (carril 1) o de células infectadas (carriles
2, 3y 4), purificadas por colchon de sacarosa, fueron analizadas por Western-
blot usando anticuerpos contra la proteina E. La migracion de los marcadores de

peso molecular se muestra del lado izquierda de la figura.

Ademas de confirmar la presencia de la proteina viral estructural E en los
exosomas liberados de células infectadas, quisimos saber si también podrian
secretarse proteinas virales no estructurales por esta via. Para analizar esta
posibilidad, se probd la presencia de la proteina viral NS3. Para ello, las
proteinas presentes en los exosomas obtenidos por inmunoprecipitacion, se
analizaron mediante ensayos de Western-blot, usando anticuerpos anti-NS3.
Como puede verse en la Figura 10, la proteina NS3 fue detectada en los
exosomas provenientes de las células C6/36 infectadas con DENV-2 y como se

esperaba, estuvo ausente en los exosomas derivados de células no infectadas.
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Figura 10. Deteccidon de

proteina viral E en
72kDa -

W | NS3(70kDa)  oxos0mas CD9+ de C6/36

infectadas con DENV-2.

1. Exosomas Mock

. DV2 IP- ) .
2. Exosomas DV21P-1 Las proteinas purificadas

de exosomas inmunoprecipitados con anticuerpos anti-CD9 provenientes de
células no infectadas (carril 1) o de células infectadas (carril 2) purificadas por
colchén de sacarosa (carril 2) fueron analizadas por Western-blot usando
anticuerpos contra la proteina NS3. La migracién de los marcadores de peso

molecular se muestra del lado izquierda de la figura.
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8. DISCUSION

Los exosomas son un tipo de EVs secretados por distintos tipos celulares que se
encuentran en fluidos corporales como suero, saliva (Lasser et al., 2011), orina (Li
et al., 2014) e incluso leche materna (Liao, Du, Li, & Lonnerdal, 2017). Al igual que
las EVs, los exosomas contienen un cargo molecular heterogéneo formado por
proteinas, receptores, lipidos y material genético. Se ha visto que este contenido
puede ser transportado y entregado a otras células en el organismo, modificando el
fenotipo de las células blanco. Es por ello que las EVs son consideradas como un

elemento de comunicacion celular.

El reciente interés en el estudio de las EVs, como los exosomas, se debe a que se
ha reportado que estas tienen papeles importantes en numerosas patologias como
cancer (Guo et al., 2017), enfermedades neurodegenerativas (Jan et al., 2017) y
enfermedades infecciosas (Hosseini, Fooladi, Nourani, & Ghanezadeh, 2013).
Particularmente, en el caso de las infecciones virales, se ha reportado que los
exosomas provenientes de células infectadas pueden llevar y entregar
componentes virales como particulas virales (Reyes-Ruiz et al., 2019), proteinas
(Pleet, DeMarino, Lepene, Aman, & Kashanchi, 2017) o material genético viral (Zhou

et al., 2019) a células vecinas, favoreciendo la propagacion del patégeno.

Dengue es un flavivirus transmitido a los humanos principalmente a través de la
picadura de mosquitos pertenecientes al género Aedes. En estudios recientes se ha
asociado la importancia de las EVs en virus de RNA como los flavivirus (Zhou et al.,

2018). Estudios con DENV han demostrado que los exosomas provenientes de
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células infectadas pueden llevar RNAs virales y pueden infectar células del mismo
tipo. Sin embargo, poco se sabe de la capacidad de los exosomas producidos por

células de mosquito, para transmitir la infeccion a células de mamiferos.

En este trabajo, se compararon diferentes metodologias para el aislamiento de
exosomas provenientes de la linea celular C6/36. Estas metodologias fueron el
colchén de sacarosa al 30% (Gupta et al.,, 2018), la ultracentrifugacién directa
(Gould & Raposo, 2013) y el kit comercial TotalExosome Extraction. En los
experimentos realizados para la deteccion de marcadores exosomales en las tres
distintas preparaciones de exosomas se encontré a CD9 en los exosomas aislados
por el método de la sacarosa al 30% y por ultracentrifugacion directa. Sin embargo,
no hubo se detectd CD9 en los exosomas aislados por medio del TotalExosome
Extraction. Por el contrario, CD63 se detectd en los exosomas aislados por las tres
metodologias empleadas. Esta diferencia en la deteccion de CD63 con respecto a
CD9 puede deberse a que la poblacién de exosomas derivados de células C6/36
infectadas con DENV-2 pueden contener a CD63 y en menor proporcion CD9. Sin
embargo, no puede descartarse que las diferentes técnicas podrian también

enriquecer ciertas poblaciones de exosomas.

La presencia de exosomas en la preparacion purificada por gradientes de sacarosa
se confirmé mediante tincion negativa y su observacion bajo el microscopio
electronico de transmisién. De los 9 campos analizados y la medicién de 49
vesiculas, se encontré que su diametro medio fue de 50 nm. Interesantemente, en

las micrografias obtenidas, no se observaron particulas electrén densas, una
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caracteristica de las particulas virales de DENV (50 nm) al interior de las EVs
mostradas. Sin embargo, es importante considerar que los exosomas tienen un
potencial infectivo durante la infeccion por DENV y este puede estar dado tanto por
la particula viral completa o bien por el RNAss (+) infectivo al interior de los
exosomas. Por tanto, aunque no observamos particulas virales dentro de los
exosomas, no se descarta la posibilidad que exista material genético viral infectivo

o bien proteinas virales dentro de estas EVs.

Finalmente, se detectd tanto la presencia de la proteina de envoltura E como la
proteina no estructural NS3 al interior de exosomas aislados de células de mosquito
infectadas con DENV-2, y no en los exosomas derivados de células MOCK. Estos
resultados son interesantes pues la presencia de la proteina E sugiere que en los
exosomas pueda encontrarse la particula viral completa, la poliproteina viral o bien

esta proteina de manera individual.

Por otro lado, la deteccion de la proteina NS3, la cual es una proteina citosélica con
funcién de helicasa y proteasa resulta particularmente interesante. En el ciclo de
replicacion de DENV, NS3 lleva a cabo sus funciones en los complejos de
replicacion generados durante la infeccion y esta no forma parte la particula viral,
por lo que no es secretada durante el ciclo replicativo viral. La presencia de una
proteina citosdlica de origen viral sugiere que al momento de la formacién de las
ILVs de los MVBs se estan agregando componentes virales. Ante este hecho, es
posible considerar que el RNA viral pudiera encontrarse en los exosomas

secretados por células C6/36 infectadas con DENVZ2. Por otro lado, estudios
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recientes de nuestro laboratorio indican que la proteina NS3 de DENV es
translocada a nucleo y participa en la degradacion de nucleoporinas alterando el
transporte nucleo-citoplasma (de Jesus-Gonzalez et al., 2020). El efecto que pueda
tener la presencia de NS3 en los exosomas en la integridad del complejo de poro

nuclear de células receptoras debera ser evaluado.

9. CONCLUSION

En conclusion, en este trabajo se demostré que los exosomas derivados de células
de mosquito C6/36 infectadas con DENV-2 poseen componentes virales como
proteinas estructurales (proteina de envoltura E) y no estructurales (proteina NS3).
Esto resulta de suma importancia porque sugiere que este tipo de vesiculas
potencialmente pueden infectar otros tipos celulares. Adicionalmente, se
compararon tres técnicas de aislamiento de exosomas de las cuales la metodologia

de purificacidon por colchon de sacarosa al 30% parece ser la mas eficiente.
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