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RESUMEN 

Las vesículas extracelulares son fragmentos celulares que se  liberan al medio 

extracelular ya sea de forma constitutiva o por inducción y participan de manera 

importante en la comunicación intercelular; entre éstas se encuentran las 

micropartículas, los cuerpos apoptóticos y los exosomas. En el contexto del proceso 

infeccioso, los exosomas son las vesículas extracelulares más estudiadas 

actualmente; los exosomas miden de 30 a 120 nm y se forman a partir de la fusión 

de los cuerpos multivesiculares con la membrana celular. El contenido y función de 

los exosomas varía de acuerdo al estímulo por el cual fueron liberados y a la célula 

de la cual se originan. Estas microvesículas tienen un papel importante en diferentes 

procesos biológicos, como la inmunoactivación o inmunosupresión, en el transporte 

de proteínas y ácidos nucleicos, así como en la transferencia de diferentes 

moléculas derivadas de diversos agentes patógenos. Asimismo, la participación de 

los exosomas en la transmisión viral ha sido recientemente documentada; se ha 

descrito para el virus de la inmunodeficiencia humana, el virus Epstein Barr, el 

Pegivirus humano, el virus de la Hepatitis A y para el virus de la hepatitis C. Sin 

embargo, su participación durante la infección por el virus Dengue no ha sido aún 

elucidada. En el presente proyecto nos propusimos evaluar si durante la infección 

de monocitos humanos (células diana) por el virus Dengue, se genera la producción 

de  exosomas que puedan contener ya sea la nucleocápside viral y/o partículas 

virales completas y, de esta manera, puedan participar en el proceso infeccioso de 

la línea celular de monocitos humanos THP-1 como un exosoma “troyano”. La 

posible generación de exosomas “troyanos” durante la infección por el virus Dengue, 

como ruta alterna de infección, evasión o modulación de la respuesta inmune, se 

plantea como un proceso importante que podría establecer las bases de los 

mecanismos por los cuales algunos pacientes pueden progresar a las formas graves 

de la enfermedad (con la posibilidad de escapar al sistema inmune y/o por la 

diseminación sistémica del virus Dengue). 

Los resultados obtenidos en el presente trabajo, muestran que los monocitos 

humanos THP-1 infectados con el virus Dengue, son capaces de producir vesículas 

que corresponden al tamaño de los exosomas (mediante análisis por rastreo de 
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nanopartículas), así como exosomas CD63 positivos. Los cuales, de acuerdo a los 

ensayos tanto de microscopía electrónica como de RT-PCR, pueden contener tanto 

RNA viral como viriones completos. Con base en los datos obtenidos, proponemos 

por primera vez la generación de exosomas “troyanos” derivados de monocitos 

THP-1 durante la infección por el Virus Dengue. Lo cual, puede representar una vía 

alterna de infección celular, así como un posible mecanismo de evasión de la 

respuesta inmune del huésped, explicando tanto la progresión a dengue severo, 

como la persistencia antigénica observada en los casos desafortunados de la 

enfermedad. 

  

 

 



 

I. INTRODUCCIÓN 

 

1.1 Epidemiología 
 

El Dengue es una enfermedad viral aguda y sistémica, ocasionada(Acosta et al., 

2014) por cualquiera de los cuatro serotipos del virus dengue (DENV) el cual es 

transmitido al humano por mosquitos del género Aedes. De acuerdo a la 

Organización Mundial de la  (OMS) es considerada la enfermedad arboviral más 

importante a nivel mundial, ya que el 50% de la población mundial vive en áreas de 

riesgo de contraer la infección (WHO, 2009). Más de 125 países son endémicos 

para el Dengue y, aunque la enfermedad se presenta principalmente en regiones 

tropicales y sub-tropicales del sureste de Asia, América, el pacífico occidental, África 

y el mediterráneo oriental (Fig. 1), actualmente se ha extendido fuera de estos 

límites debido a múltiples factores, como la migración de poblaciones, el cambio 

climático, el incremento en los viajes, el comercio, la amplia dispersión del mosquito 

vector, entre otros. Estos factores favorecen también el incremento en la incidencia 

de las formas severas de la enfermedad (Acosta et al., 2014; Bhatt et al., 2013; 

Guzman and Harris, 2015; WHO, 2009). 

Debido a la escasa vigilancia de la enfermedad, el bajo nivel de reportes 

confirmados, la baja tasa de fatalidad de los casos, las dificultades en el diagnóstico 

y la inconsistencia en los análisis comparativos, la verdadera incidencia y el impacto 

real del dengue es probablemente mucho más elevado del que actualmente es 

reportado. De esta manera, la verdadera carga global de la enfermedad y su 

impacto económico asociado son desconocidos. 

De acuerdo a la Organización Mundial de la Salud, aproximadamente 2.5 billones 

de personas están en riesgo de contraer la infección debido a la propagación del 

mosquito a áreas previamente no afectadas, mientras que anualmente ocurren 

cerca de 50 a 100 millones de infecciones nuevas, hasta 500,000 hospitalizaciones 

y 20,000 muertes (WHO 2009).  Figura 1. Distribución global del Dengue; las líneas de contorno de los isotermos de enero y julio 

indican los posibles límites geográficos de los hemisferios norte y sur para la supervivencia durante 

todo el año del mosquito Aedes aegypti, principal vector de los virus del Dengue (Guzman and Harris, 

2015; WHO, 2009). 
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La OMS reporta que aproximadamente tres cuartas partes de la población global 

expuesta al dengue vive en Asia, siendo la principal causa de hospitalización y 

muerte de niños en la región. Los brotes epidémicos se presentan aproximadamente 

cada 3 a 5 años en la región del sudeste asiático. Tanto el número de casos 

reportados como la severidad de la enfermedad actualmente se han incrementado. 

Las formas graves de dengue son endémicas en casi todos los países 

pertenecientes a esta zona geográfica, siendo las tasas de severidad hasta 18 

veces más elevadas en comparación con la región de América central y del sur. Se 

atribuye el 75% de la carga global de la enfermedad por dengue a las regiones del 

pacífico occidental y del sudeste asiático, incrementando continuamente, el número 

de casos reportados. La transmisión del DENV se ha extendió a la región europea, 

cuando el mosquito Ae. albopictus se estableció en Europa en 1990 como resultado 

del incremento en el comercio de llantas usadas. En la región oriental mediterránea, 

el dengue está clasificado como una “enfermedad emergente”, los casos 

oficialmente reportados se han presentado en las últimas dos décadas (WHO, 

2009).  

A pesar de que el continente más afectado es el asiático, con aproximadamente el 

70% de las infecciones anuales totales, en el continente americano se dieron 

aproximadamente el 14% de infecciones aparentes a nivel mundial, de las cuales, 

la mitad ocurrieron en Brazil y en México (Bhatt et al., 2013). De acuerdo a la 

Organización Panamericana de la Salud (OPS), en su último reporte de abril de 

2016, reporta 43,056 casos de Dengue y Dengue Severo en Norte América, América 

Central y México, de los cuales, 18,561 corresponden a casos confirmados en 

México con una tasa de letalidad del 0.2 (PAHO, 2016).  

En el año 2015, la Dirección General de Epidemiología reportó que en México se 

presentaron 2,310 casos confirmados de Fiebre por Dengue (FD) y Fiebre 

Hemorrágica por Dengue (FHD); para el 2016, hasta el 11 de abril, se reporta un 

incremento del 24.1% de los casos confirmados en comparación a los casos 

reportados en la misma semana epidemiológica del 2015, reportándose así 2,866 

casos confirmados de FD y FHD. El 58% de los casos corresponden a los estados 
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de Guerrero, Chiapas, Veracruz, Tabasco y Nuevo León; donde el estado de 

Guerrero es el que presenta la incidencia más alta de 19.87 (incidencia de casos 

por FD y FHD por 100 mil habitantes). Asimismo, los serotipos circulantes de 

acuerdo al Instituto de Referencia y Diagnóstico Epidemiológico (InDRE) son 

predominantemente el 1 con el mayor número de casos, seguido del serotipo 2, 3 y 

el serotipo 4 con el menor número de casos (SINAVE/DGE, 2016). 

A la fecha, no existe una vacuna totalmente segura y/o una terapia antiviral 

específica, por lo que el control y prevención de la enfermedad está basada en el 

control efectivo del vector, mientras que el tratamiento se enfoca en la detección y 

manejo clínico temprano; reduciendo así la tasa de letalidad por Dengue a menos 

del 1% (WHO, 2009). No obstante, actualmente ya hay distintas propuestas de 

vacunas en diferentes etapas de desarrollo, principalmente aquellas que consisten 

en una mezcla tetravalente de virus atenuados, las cuales se encuentran en las 

etapas más avanzadas de prueba. Entre éstas, la vacuna desarrollada por Sanofi-

Pasteur, denominada de manera comercial como Dengvaxia®, es la primer vacuna 

en ser  comercializada por autoridades mexicanas para la prevención del Dengue 

causado por los cuatro serotipos del virus en preadolescentes, adolescentes y 

adultos que viven en áreas endémica (Dengvaxia®, 2015); sin embargo, no ha tenido 

los resultados esperados, ofreciendo únicamente cerca del 60% de protección, 

siendo aún menos eficiente para los serotipos 1 y 2. 

 

1.2 El Virus Dengue 
 

El DENV pertenece a la familia Flaviviridae, (que consta de tres géneros: Flavivirus, 

Pestivirus y Hepacivirus), al género de los Flavivirus, cuyo término se deriva del 

vocablo latino flavus, que significa amarillo, en referencia a la ictericia que causa el 

Virus de la Fiebre Amarilla. Los Flavivirus son transmitidos principalmente por 

artrópodos y abarcan más de 70 tipos distintos de virus, entre los que se encuentran 

patógenos de gran relevancia humana como el Virus de la encefalitis Japonesa, el 

Virus del Nilo Occidental, el Virus de la Fiebre Amarilla, el Virus de la encefalitis 
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transmitida por garrapatas, el Virus de la Hepatitis C, el Virus Zika, entre otros 

(Mukhopadhyay et al., 2005). El Virus Dengue es transmitido por los mosquitos 

hembra del género Aedes, principalmente por Aedes aegypti y Aedes Albopictus. 

Es un virus de ARN monocatenario de polaridad positiva de aproximadamente 11kb 

(Fig. 2 A). Existen cuatro serotipos virales antigénicamente distintos pero 

genéticamente emparentados: DENV-1, DENV-2, DENV-3 y DENV-4,  que 

comparten aproximadamente el 65% de sus genomas pero cada uno genera una 

respuesta inmune única del hospedero a la infección; no obstante, Normile y 

colaboradores, en el 2013, reportaron el descubrimiento del quinto serotipo del virus 

en un muestreo en Malasia en el 2007, DENV-5, cuya secuencia genética es 

filogenéticamente distinta de los serotipos conocidos, produce una enfermedad leve 

y principalmente circula entre primates (no en humanos) de manera silvestre 

(Mustafa et al., 2015). 

La partícula viral madura tiene un diámetro aproximado de 500 Å (Fig. 2. B) y 

consiste en una nucleocápside interna compuesta por una única copia del ARN 

genómico asociado con aproximadamente 180 copias de la proteína de la cápside 

(peso molecular de ~12 kDa) y una envoltura o membrana lipídica (obtenida de las 

células del huésped), sobre la que se encuentran las proteínas de membrana y de 

envoltura; en el interior se encuentran las proteínas de la cápside y el genoma viral, 

que codifica una poliproteína ininterrumpida flanqueada por dos regiones no 

traducidas (UTR’s; Kuhn, 2002). 

La poliproteína se procesa postraduccionalmente dando lugar a tres proteínas 

estructurales, la proteína de la cápside (C), la proteína encargada del proceso de 

maduración de la partícula viral (M) y la proteína de la envoltura (E), y a 7 proteínas 

no estructurales  (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B y NS5) dentro de las cuales 

se encuentran las enzimas necesarias para su replicación.   
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Figura 2. Genoma y partícula del virus Dengue. a. El genoma del DENV está formado por una única 

hebra de ARN de polaridad positiva, éste posee aproximadamente 10,600 nucleótidos, contiene un 

cap de tipo I en el extremo 5’ (m7G5′ppp5′A), pero carece de una secuencia poliadenilada en el 

extremo 3’. Las regiones no traducidas (UTRs) en los extremos 3’ y 5’ juegan un papel clave en la 

regulación de la traducción y en la síntesis del ARN genómico (Clyde and Harris, 2006). La traducción 

del ARN viral produce un polipéptido que es co-traduccionalmente procecesado por proteasas virales 

y celulares, generando tres proteínas estructurales y siete proteínas no estructurales. b. El virión del 

DENV es esférico, es un virus envuelto de aproximadamente 50 nm de diámetro; contiene tres 

proteínas estructurales (cápside (C), membrana (M) y envoltura (E)) y el ARN genómico. El precursor 

de membrana, prM, participa en el plegamiento de la glicoproteína E y ambos están integrados en la 

bicapa lipídica del virión por dos regiones transmembranales que rodean la nucleocápside 

(Mukhopadhyay et al., 2005);(Sampey et al., 2014a). En la etapa tardía del ensamblaje del virión en 

la red trans-Golgi, el procursor de membrana, prM, es cortado por la furina, lo cual resulta en un 

rearreglo de las proteínas M y E en la superficie del virión, produciéndose así una partícula infecciosa 

madura. La superficie del virión maduro del virus Dengue es lisa, con las proteínas de la envoltura 

alineadas en pares de manera paralela a la superficie del virión (Kuhn, 2002). La glicoproteína E media 

la unión y fusión celular y también es el principal blanco de los anicuerpos protectores. La glicoproteína 

E puede ser dividida en tres dominios funcionales o estructurales: el dominio central, el de 

dimerización que presenta un péptido de fusión y el dominio de unión al receptor. Los viriones entran 

a la célula por endocitosis mediada por receptor, posteriormente se da la fusión de la membrana viral 

y celular debido a la proteína E y a las condiciones acídicas dentro del endosoma (Clyde and Harris, 

2006; Whitehead et al., 2007). 
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1.3 Ciclo de replicación del Virus Dengue 
 

El proceso de infección inicia con la unión del virus a la superficie celular: la proteína 

de envoltura  (E) viral se une tanto a receptores y co-receptores celulares aun no 

bien identificados,  permitiendo la internalización del DENV, por endocitosis 

mediada por receptor (Fig. 3). Se ha reportado que el endosoma tardío se acidifica 

favoreciendo cambios conformacionales en la proteína E, quedando expuesto el 

péptido de fusión, el cual se inserta en la membrana endosomal favoreciendo la 

trimerización de la proteína E, lo cual  es importante para que la envoltura viral se 

fusione con la membrana del endosoma, liberando así la nucleocápside y el genoma 

viral (Noisakran et al., 2010). El mensajero se traduce en los ribosomas del retículo 

endoplásmico rugoso y la poliproteína resultante es procesada 

postraduccionalmente por proteasas tanto del huésped como virales, dando lugar a 

las proteínas estructurales y no estructurales. Paralelamente, se lleva a cabo la 

amplificación del genoma por la ARN polimerasa viral, se ensamblan las proteínas 

de la nucleocápside con el genoma viral y los viriones inmaduros son transportados 

del Retículo endoplásmico a la red trans-Golgi para su maduración, en donde una 

proteasa del huésped corta la proteína prM en la superficie viral dando origen a una 

partícula madura infecciosa, que se liberará al medio extracelular por secreción 

(Acosta et al., 2014). 
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Figura 3. Representación esquemática del ciclo de replicación del virus Dengue. El virus se une a 

distintos receptores de la superficie celular y es transportado dentro de la célula por endocitosis 

mediada por receptor (fijación y endocitosis). La fusión de la envoltura viral con la membrana del 

endosoma tardío libera la nucleocápside y el ARN viral al citoplasma. Una única poliproteína viral es 

generada por la traducción del ARN genómico (traducción), que posteriormente es procesada por 

proteasas virales y celulares en tres proteínas estructurales (C, prM y E) y siete proteínas no 

estructurales (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B y NS5). La replicación viral se lleva a cabo por la 

inducción de las proteínas virales en vesículas derivadas de la membrana del retículo endoplásmico 

que contienen a la ARN replicasa (replicación). La nucleocápside, compuesta del ARN viral y proteínas 

de la cápside, se asocia con regiones del retículo endoplásmico ya ricas en las proteínas E y prM y 

brota hacia el lumen del mismo formando viriones inmaduros (ensamblaje). Los viriones inmaduros 

son liberados de la célula a través de la ruta secretora de transporte (secreción); la maduración del 

virus se lleva a cabo en la red Trans-Golgi como resultado del procesamiento proteolítico del precursor 

de membrana prM por la furina (maduración), y las partículas ya maduras del virus son secretadas al 

medio extracelular (Acosta et al., 2014). 
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1.4 Cuadro clínico 
 

El dengue presenta un espectro clínico muy amplio, a menudo con evolución y 

resultados clínicos impredecibles. En la mayoría de los pacientes se presenta una 

enfermedad febril  auto-limitante con manifestaciones inaparentes o leves; no 

obstante, una pequeña proporción de ellos progresa a la forma severa de la 

enfermedad, caracterizada principalmente por aumento en la permeabilidad 

vascular, con hemorragia o sin ella y/o el compromiso grave de órganos (WHO, 

2009). El tratamiento de elección es la rehidratación intravenosa para los casos 

graves; sin embargo, resulta complicado determinar qué pacientes progresan o no 

a la forma grave de la enfermedad, por lo que en el 2009 la OMS propuso una nueva 

clasificación de caso utilizando una serie de parámetros clínicos, de laboratorio o 

ambos, logrando establecer los criterios para el diagnóstico de dengue (con signos 

de alarma y sin ellos) y dengue grave (Fig. 4). 

Figura 4. Clasificación y signos para la identificación del nivel de gravedad en casos de 

Dengue (WHO, 2009). 
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El dengue es una enfermedad multifactorial, en la que participan factores tanto 

individuales (edad, estatus inmunológico, enfermedades crónicas, anticuerpos 

previos), epidemiológicos (amplia circulación de los cuatro serotipos, presencia de 

una alta densidad del vector, una población primo-infectada) y virales (serotipo, 

virulencia de la cepa) que participan en la severidad clínica (WHO, 2012). 

 En algunos casos, en  primo-infección, los pacientes presentan un  cuadro febril y 

dolor generalizado, que se resuelven rápidamente de cuatro a siete días en 

promedio. Sin embargo, los pacientes que presentan una infección secundaria con 

un serotipo distinto al que causó la primera infección tienen más posibilidades de 

desarrollar Dengue Severo (WHO, 2009).  

Una vez pasado el periodo prodrómico, la enfermedad progresa de manera abrupta 

y sigue tres fases: febril, crítica y de recuperación (WHO, 2012).  

 

1.4.1 Fase febril 
 

La fase febril del Dengue, se caracteriza por la presencia de fiebre elevada de 

manera abrupta, la cual dura de 2 a 7 días y a menudo está acompañada de rubor 

facial, eritema de la piel, dolor corporal generalizado, mialgias, artralgias y cefalea 

(Rigau-Pérez, 1998). Algunos pacientes pueden tener dolor de garganta, faringe 

enrojecida y enrojecimiento conjuntival; también son comunes la anorexia, náuseas 

y vómito y en ocasiones se pueden observar manifestaciones hemorrágicas leves, 

como petequias y sangrado de mucosas (por ejemplo, nasal y de las encías). En la 

primera fase febril temprana, puede ser difícil distinguir clínicamente el Dengue de 

otras enfermedades febriles exantemáticas (Kalayanarooj et al., 1997; Phuong et 

al., 2002). 
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1.4.2 Fase crítica 
 

Inicia una vez que disminuye la fiebre a 37,5ºC o 38ºC o menos y permanece por 

debajo de este valor; usualmente en los días 3 a 7 de la enfermedad, se puede 

presentar un aumento en la permeabilidad capilar junto con valores elevados del 

hematocrito, así como leucopenia progresiva, seguida de trombocitopenia, 

previamente al período de extravasación de plasma, que dura generalmente entre 

24 y 48 horas (Kalayanarooj et al., 1997; Nimmannitya et al., 1969; Srikiatkhachorn 

et al., 2007). En este momento, los pacientes que no presentan aumento de la 

permeabilidad capilar mejoran, mientras que los que tienen un incremento de la 

permeabilidad capilar pueden empeorar como resultado de la extravasación del 

plasma y pérdida del volumen circulante (pudiendo presentarse derrame pleural y 

ascitis), favoreciendo la presencia de choque hipovolémico, pudiendo estar indicado 

por una disminución de la temperatura corporal. Con un choque prolongado, la 

hipoperfusión que se presenta resulta en deterioro orgánico progresivo (pudiéndose 

desarrollar hepatitis, encefalitis o miocarditis), acidosis metabólica y coagulación 

intravascular diseminada. Esto, a su vez, lleva a una hemorragia que hace que el 

hematocrito disminuya; no obstante, el desarrollo de hemorragia severa se puede 

presentar de manera independiente al choque, pudiendo progresar a dengue grave 

(Eric et al., 2008). 

 

1.4.3 Fase de recuperación 
 

En esta fase, si el paciente sobrevive a la fase crítica de 24 a 48 horas, en las 

siguientes 48 a 72 horas, tendrá lugar la reabsorción gradual de los líquidos del 

compartimento extravascular. Mejora en forma general, regresa el apetito, 

disminuyen los síntomas gastrointestinales, se estabiliza el estado hemodinámico y 

se presenta diuresis. El hematocrito se estabiliza, el conteo de leucocitos 

generalmente comienza a subir inmediatamente después de la disminución de la 

fiebre y generalmente la recuperación del número de plaquetas es posterior al del 

número de leucocitos. Por otro lado, la insuficiencia respiratoria, producida por el 
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derrame pleural masivo y la ascitis, así como la insuficiencia cardiaca congestiva, 

puede ocurrir en cualquier momento si ha habido un remplazo excesivo de líquidos 

intravenosos (WHO, 2009). 

En la Tabla 1 se resumen los distintos problemas clínicos que se pueden presentar 

durante las distintas fases del Dengue. 

 

1.5 Factores de predisposición del Dengue grave 
 

Los factores particulares individuales de riesgo determinan la gravedad de la 

enfermedad y, aunque la mayoría de los casos graves se asocian  a una infección 

secundaria, se han llegado a reportar algunos casos graves asociados a una 

infección primaria o a la virulencia de ciertas cepas; que son factores asociados al 

riesgo de severidad (WHO, 2009).  

Los fenotipos severos del dengue son observados no en el momento cuando la 

carga viral está en su punto más elevado in vivo, si no, paradójicamente, cuando el 

virus se encuentra siendo rápidamente eliminado de los tejidos del huésped por la 

respuesta inmune innata y adaptativa (Whitehorn and Simmons, 2011). Por lo cual, 

la patogénesis de las complicaciones clínicas importantes está ligada en gran parte 

a la respuesta inmune del huésped, así como a factores determinantes de la 

severidad propios del hospedero, a factores virales y epidemiológicos (Fig. 5). 

 

 

Tabla 1. Fase febril, crítica y de convalecencia o recuperación del Dengue (WHO, 2009). 
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1.6 Patogénesis del Dengue 
 

El Dengue es una enfermedad multifactorial, en la que la interacción entre los 

factores del hospedero y virales aún no es del todo comprendida. Se han propuesto 

distintas hipótesis que intentan explicar las formas severas de la enfermedad, entre 

las que se encuentra la “Facilitación de la infección” en el curso de una infección 

secundaria, en la que los anticuerpos (ABs) de reacción cruzada no neutralizantes, 

que fueron producidos en la infección primaria, se unen al virus, confiriéndole un 

mayor potencial para infectar a las células portadoras del receptor Fc; a este 

fenómeno se le conoce como amplificación dependiente de ABs (ADE), ya que 

potencialmente incrementa el riesgo de desarrollar las formas severas de la 

enfermedad al incrementar el número de células infectadas por el virus (Guzman 

and Kouri, 2008; Halstead, 2003; Whitehorn and Simmons, 2011).  

El dengue severo está caracterizado por extravasación de plasma, 

hemoconcentración y alteraciones en la homeostasis; como la trombocitopenia y 

Figura 5. Interacción de factores que determinan el cuadro clínico del Dengue Severo 

(CDC, 2009). 
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coagulopatía. Los mecanismos que conducen a la enfermedad grave no están bien 

definidos pero, como ya se mencionó, la respuesta inmunitaria, los factores 

genéticos del individuo y los factores virales (virulencia del serotipo) pueden 

contribuir al dengue grave (WHO, 2009). 

Se sugiere que la activación de las células endoteliales, favorece una  producción 

exacerbada de citocinas pro-inflamatorias predisponendo a la extravasación del 

plasma. Asimismo, la activación de los monocitos por DENV y las células T con la 

producción de mediadores inflamatorios (monocinas, citocinas y receptores 

solubles), también pueden estar involucrados en la disfunción de las células 

endoteliales (Appanna et al., 2012; Avirutnan et al., 1998). Particularmente, se 

correlaciona el nivel de respuesta de las células T con la severidad de la 

enfermedad; debido a que la expresión de antígenos virales en la superficie de las 

células infectadas desencadena la proliferación de las células T de memoria y la 

producción de un incremento de citocinas pro-inflamatorias  (como IFN-γ, TNF-α e 

IL-10), que tienen un efecto indirecto en las células endoteliales vasculares y 

producen las condiciones adecuadas que modifican la permeabilidad del endotelio 

vascular, resultando así en la extravasación de plasma, que se asocia al dengue 

severo (Basu and Chaturvedi, 2008; Pang et al., 2007; Rothman and Ennis, 1999).  

La trombocitopenia puede estar asociada con alteraciones en la 

megacariocitopoyesis causada por la infección de las células hematopoyéticas 

humanas y con el deterioro del crecimiento de células progenitoras, lo que resulta 

en disfunción plaquetaria (activación y agregación de plaquetas) y mayor 

destrucción o consumo (secuestro o consumo periférico). De este modo, la 

hemorragia puede ser consecuencia de la trombocitopenia y la disfunción 

plaquetaria asociada o de la coagulación intravascular diseminada. En resumen, 

ocurre un desequilibrio transitorio y reversible de los mediadores solubles, citocinas 

y quimiocinas durante el dengue grave, favorecido por una elevada carga viral 

temprana, lo que conduce a la disfunción de las células endoteliales vasculares, 

trastorno del sistema de hemocoagulación, y, posteriormente, a la extravasación de 

plasma, choque hipovolémico y sangrado (WHO, 2009). 
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Recientemente, se propuso otro marcador biológico directamente asociado a la 

severidad de la enfermedad por el virus Dengue: niveles elevados de 

micropartículas (MPs) derivadas de las células rojas, como resultado de la muerte 

celular por apoptosis y la activación celular; mientras que una disminución 

significativa en los niveles de MPs derivadas de plaquetas se ha asociado con una 

tendencia hemorrágica (Punyadee et al., 2015).  

Las MPs son un tipo de vesículas extracelulares (EVs) que, de encontrarse en 

mayor proporción en la circulación, pueden indicar condiciones patológicas, como  

infecciones agudas o crónicas. Anteriormente, se ha reportado el incremento en el 

nivel circulante de MPs en diferentes infecciones sistémicas como la sepsis 

(Nieuwland et al., 2000), la infección por el HIV (Aupeix et al., 1997), malaria 

(Nantakomol et al., 2011) y Hepatitis crónica activa (Kornek et al., 2011). Las MPs 

participan durante la fase aguda del Dengue al ser generadas por la vesiculación de 

muchos tipos celulares, debido a la estimulación celular por el DENV. Éstas 

presentan en su superficie fosfolípidos cargados negativamente como la 

fosfatifilserina (PS), que tienen actividad procoagulante y que en grandes 

cantidades se asocia con estados de hipercoagulación; asimismo, las MPs pueden 

presentar las proteínas virales NS1 y E, como estrategia probable del DENV para 

escapar a la respuesta inmune y diseminar la infección (Punyadee et al., 2015). 

Aunque aún se desconoce el mecanismo molecular por el que se producen las MPs 

posterior a la infección por el DENV, éstas son un marcador potencial en la 

predicción del Dengue grave; no obstante, aún se desconoce la posible generación 

y/o participación de  otras poblaciones de vesículas extracelulares, durante la 

infección por el DENV y su posible implicación en la patogenia del Dengue Severo. 
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II. ANTECEDENTES 

 

2.1 Vesículas extracelulares 
 

La comunicación intercelular es un distintivo esencial de los organismos 

multicelulares, necesario para la coordinación y desarrollo de los distintos tipos de 

células y tejidos, indispensable en procesos celulares tales como la migración 

celular, proliferación, diferenciación, apoptosis y carcinogénesis. Ésta puede ser 

mediada a través de la secreción de moléculas, la presencia e interacción con 

receptores en la superficie celular o del contacto directo célula-célula (Raposo and 

Stoorvogel, 2013; Turturici et al., 2014). No obstante, actualmente se reconoce que 

la liberación de partículas rodeadas por una bicapa de fosfolípidos al medio 

extracelular, denominadas como vesículas extracelulares, es un mecanismo 

conservado evolutivamente por eucariontes y procariotes de comunicación 

intercelular, una respuesta celular de adaptación universal (György et al., 2011; van 

der Pol et al., 2012a). Su importancia radica en la compleja y especializada 

capacidad de transferir información y de esta manera repercutir en la función celular 

de la célula receptora, así como en su potencial como biomarcadores al encontrarse 

en prácticamente todos los fluidos biológicos, incluyendo sangre, orina , saliva, 

leche materna, líquido amniótico, líquido ascítico , líquido cefalorraquídeo , bilis, y 

semen (Colombo et al., 2014; Yáñez-Mó et al., 2015). A pesar de la heterogeneidad 

de tamaño y composición, se clasifican de manera general en cuerpos apoptóticos, 

micropartículas inducidas por activación o apoptosis y exosomas. Los cuerpos 

apoptóticos son las vesículas extracelulares de mayor tamaño, con un rango de 1 a 

5 µm, densidad de  1.16 a 1.28 g/ml y forma heterogénea; expresan en su superficie 

fosfatidilserina y son liberadas a partir de la membrana plasmática por células 

activadas o en proceso de apoptosis (György et al., 2011; Mathivanan et al., 2010; 

Van Der Pol et al., 2012b). Las micropartículas son microvesículas derivadas a partir 

de la reorganización de la membrana plasmática de una célula estimulada o en 

apoptosis; es decir, son fragmentos de la membrana celular, al igual que los cuerpos 

apoptóticos, liberados por un intercambio lipídico de la cara interna hacia la cara 
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externa de la membrana debido al incremento significativo y sostenido de Ca2+ 

intracelular que produce la pérdida de la simetría membranal y su posterior 

remodelación para producir las micropartículas; miden de 100 a 1000 nm, por lo que 

su tamaño es comparable al de las bacterias y complejos inmunes, expresan en su 

superficie fosfatidilserina y han sido ampliamente caracterizadas como productos 

de plaquetas, eritrocitos y células endoteliales (Delabranche et al., 2012; György et 

al., 2011). Los exosomas, por otro lado, se diferencian de las demás vesículas 

extracelulares por peculiaridades en su tamaño (comparable al de los virus), 

composición (marcadores membranales y contenido específicos) y biogénesis (son 

las únicas vesículas extracelulares generadas en un organelo celular); aunado a 

que son las microvesículas más estudiadas en el contexto del proceso infeccioso e 

inmunológico. 

Figura 5. Rangos de tamaño de los principales tipos de vesículas extracelulares: los exosomas 

comparten distribución de tamaño con distintos virus (de 30 a 100-120 nm), las micropartículas 

o microvesículas se asemejan en tamaño a algunas bacterias y agregados proteicos, por 

ejemplo complejos inmunes (de 100 nm a 1 micra) y los cuerpos apoptóticos y las plaquetas 

caen en el rango de tamaño de 1 a 5 micras (György et al., 2011; Konadu et al., 2016) . 
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2.2 Exosomas 
 

Los exosomas fueron descritos por primera por Harding y colaboradores en 1983; 

en cuyo estudio describían la presencia del receptor de transferrina enriquecido 

dentro de vesículas presentes en endosomas multivesiculados no lisosomales y la 

posterior fusión de éstos con la membrana plasmática para liberar las vesículas 

internas mediante exocitosis (Harding et al., 1983). Posteriormente, el término 

“exosoma” fue acuñado por Johnstone y colaboradores en 1987  para referirse a 

estas vesículas liberadas al medio extracelular (Johnstone et al., 1987). Los 

exosomas actualmente se definen como pequeñas vesículas de membrana 

liberadas por la mayoría de tipos celulares, como consecuencia de la fusión de los 

cuerpos multivesiculares con la membrana plasmática. Son mediadores de la 

comunicación intercelular y están involucrados tanto en procesos fisiológicos como 

en condiciones patológicas; miden aproximadamente de 30-120 nm, por lo que su 

tamaño es similar al de los virus. Los exosomas son liberados de manera 

constitutiva así como por inducción y se encuentran en todos los fluidos corporales, 

tales como plasma sanguíneo, orina, saliva, leche materna, líquido de lavado 

bronquial, cerebral, líquido cefalorraquídeo, líquido amniótico y ascitis; de ahí su 

potencial como biomarcadores de enfermedades (Gangoda et al., 2014; Ludwig and 

Giebel, 2012). Sus métodos de aislamiento y análisis incluyen la centrifugación 

diferencial seguido de la ultracentrifugación de un gradiente de sacarosa o Iodixanol 

(OptiPrep™), así como inmunoaislamiento, microscopía de transmisión electrónica 

(TEM, por sus siglas en inglés), análisis por rastreo de nanopartículas (NTA, por sus 

siglas en inglés), citometría de flujo, western blot y espectrometría de masas.  

 

2.3 Formación  de los exosomas 
 

La ruta endocítica celular es una red de compartimentos membranales altamente 

dinámica, que permite la internalización de ligandos extracelulares, o componentes 

celulares como proteínas membranales y lípidos, mediante endocitosis, ya sea para 
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su reciclaje hacia la membrana plasmática, secreción o degradación. 

Independientemente de la ruta de entrada celular, las moléculas internalizadas 

tienen como destino el endosoma temprano; de esta manera la célula tiene la 

posibilidad de clasificar, procesar, reciclar, almacenar, activar, silenciar y degradar 

los solutos, receptores o agentes patógenos entrantes y regular diferentes vías 

celulares. El material internalizado, ya en el endosoma temprano, puede seguir 

posteriormente tres rutas: la de degradación, reciclaje o secreción. En caso de ser 

clasificado para su degradación, el endosoma temprano madurará a un cuerpo 

multivesiculado (MVB, por sus siglas en inglés) que se fusionará con los lisosomas, 

que son compartimentos acidificados por enzimas hidrolíticas capaces de hidrolizar 

macromoléculas. El proceso de reciclaje es mediado por el endosoma temprano y 

calcio puede ser lento o rápido, dependiendo del tiempo de internalización y re-

exposición de la biomolécula en la superficie celular. Por último, la secreción 

involucra la maduración del endosoma temprano en endosoma tardío, que 

posteriormente se denominará como cuerpo multivesiculado mediante la formación 

de vesículas intraluminales; éste MVB se fusionará con la membrana celular y 

liberará las vesículas de su interior hacia el espacio extracelular; es decir, los 

exosomas (Alenquer and Amorim, 2015; Colombo et al., 2014; Huotari and Helenius, 

2011).  

Los exosomas, por tanto, se forman a partir de la invaginación de la membrana 

limitante del endosoma tardío hacia el lumen de éste, formando así los MVBs que 

contienen a los exosomas, denominados en este punto como vesículas 

intraluminales (ILVs por sus siglas en inglés), ya que el término “exosoma” se aplica 

una vez que éstas son liberadas al medio extracelular. La formación de las vesículas 

intraluminales se lleva a cabo mediante mecanismos dependientes o 

independientes de la maquinaria del complejo de clasificación endosomal requerido 

para el transporte (ESCRT, por sus siglas en inglés; (Robbins and Morelli, 2014). 

Hasta la fecha, no se ha descrito una única ruta de biogénesis de exosomas, se 

propone que dependa del tipo celular y del contenido que será dirigido hacia las 

ILVs; resultando así en un contenido, tamaño, composición membranal altamente 
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heterogéneos y dinámicos, que dependen de las condiciones de la célula de origen, 

su estado y las condiciones ambientales (Yáñez-Mó et al., 2015; Fig. 6). 

 

2.3.1 Formación de las vesículas intraluminales en los 

MVBs dependiente de ESCRT 
 

El proceso de generación de exosomas, dependiente del complejo de clasificación 

endosomal requerido para el transporte, requiere que las proteínas y lípidos 

(contenido exosomal) sean dirigidos hacia la membrana endosomal, que sean 

entregados en las vesículas intraluminales en proceso de formación y que éstas 

sean posteriormente escindidas hacia el lumen del endosoma. El marcaje de las 

moléculas que conformarán al exosoma se da por monoubiquitinación (señal de 

direccionamiento de las proteínas hacia las vesículas intraluminales), de los 

dominios citosólicos de las proteínas transmembranales que han sido internalizadas 

de la superficie celular o a través de la red Trans-Golgi (Robbins and Morelli, 2014). 

No obstante, cabe mencionar que no todas las proteínas requieren ubiquitinación 

para su clasificación endosomal, tal es el caso de las moléculas del complejo mayor 

de histocompatibilidad clase II (MHC-II; Gauvreau et al., 2009).  

Las proteínas ya ubiquitinadas son capturadas por la maquinaria ESCRT; el cual 

está compuesto aproximadamente por 20 proteínas agrupadas en cuatro complejos 

(ESCRT-0, -I, -II y –III) y diversos componentes accesorios, como las proteínas 

VPS4,VTA1, and ALIX (Andreu and Yáñez-Mó, 2014; Hurley and Hanson, 2010; 

Raiborg and Stenmark, 2009). El complejo ESCRT-0, formado por Hrs, STAM1 y 

STAM2,  se une a dominios de unión de clatrina, regiones enriquecidas en 

fosfatidilinositol 3-fosfato y ubiquitina en el lado citosólico del endosoma, 

reconociendo, capturando y clasificando así a las proteínas ubiquitinadas que serán 

direccionadas hacia las vesículas intraluminales; posteriormente, se recluta al 

complejo ESCRT-I, conformado por TSG101, Vps37 A-D, Vps28, MVB12A MVBB,  

que se une tanto a 
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Figura 6. Biogénesis de las vesículas extracelulares (exosomas). Las vesículas extracelulares son generadas 

como vesículas intraluminales (ILVs) por mecanismos dependientes o independientes de la maquinaria del 

complejo de clasificación requerido para el transporte (ESCRT). Las proteínas que son transportadas desde 

Golgi (por ejemplo las moléculas del MHC clase II) o que son internalizadas desde la superficie celular (por 

ejemplo, los receptores del factor de crecimiento activados) son ubiquitinados en su dominio citosólico. No 

obstante, proteínas tales como las moléculas del MHC clase II no requieren ubiquitinación para su transporte 

a vesículas. El complejo ESCRT-0 reconoce a las proteínas ubiquitinadas del lado citosólico del endosoma o 

de la membrana del MVB, las segrega en microdominios y une al complejo ESCRT-I, que en cambio recluta 

las subunidades de ESCRT-II. ESCRT-I y ESCRT-II inician la invaginación de las nacientes ILVs dentro de los 

MVBs. Posteriormente, ARNs citosólicos y diversas proteínas tienen acceso al interior de las vesículas en 

formación, así como el complejo ESCRT-II recluta las subunidades de ESCRT-III dentro del cuello de las 

nacientes ILVs, que resulta en la escisión de las vesículas libres. Las moléculas libres de ubiquitina y las 

subunidades ESCRT son liberadas al citosol para su reciclaje. Algunas proteínas (como la proteína 

proteolipídica, PLP) son traficadas hacia las ILVs independientemente de la maquinar ia ESCRT a través de 

microdominios de balsas lipídicas ricos en esfingolípidos, a partir de los cuales se forma la ceramida por medio 

de esfingomielinasas. La ceramida induce la coalescencia de los microdominios y desencadena la formación 

de las ILVs. La línea punteada indica que el papel de la ceramida en la formación de las ILVs es aún 

controversial. Una vez formados, los MVBs pueden seguir la ruta secretora o degradativa. En la ruta secretora, 

los MVBs son transportados a la periferia celular y se fusionan con la membrana plasmática, liberando a las 

ILVs (ahora denominadas exosomas). En la ruta degradativa, los MVBs liberan las ILVs en los lisosomas. La 

ruta lisosomal es crucial para limitar la señalización de receptores activados del factor de crecimiento. 

Probablemente las diferencias en los MVBs determinan su ruta de tráfico (Robbins and Morelli, 2014; Sampey 

et al., 2014a). 



23 
 

ESCRT-0 como a las proteínas ubiquitinadas que formarán parte del contenido 

exosomal, sugiriéndose que funciona como un sistema adicional de clasificación del  

transporte de biomoléculas. ESCRT-I a su vez se une a ESCRT-II (Vps22, Vps25 y 

Vps36), lo cual inicia la invaginación o brote en reversa de las ILVs hacia el lumen 

del MVB, la captura del contenido exosomal y el reclutamiento de ESCRT-III, que 

se conforma por las subunidades Vps2A, Vps2B, Vps24, Snf7A, SNFB, SNFC, 

Vps20, Alix; un subconjunto de las cuales se oligomerizan dentro del cuello de las 

ILVs, concluyendo la captura de la carga exosomal, deformando la membrana y 

escindiendo las vesículas (Babst, 2011; Colombo et al., 2013; Hurley and Hanson, 

2010; Iraci et al., 2016). 

Mediante el silenciamiento génico concomitante de diversas subunidades de la 

maquinaria ESCRT se ha podido observar una disminución poco clara en la 

secreción de exosomas, más no la inhibición total, estableciéndose así que otros 

mecanismos aparte de la maquinaria ESCRT están involucrados en la producción 

de exosomas (Villarroya-Beltri et al., 2014). 

 

2.3.2 Formación de las vesículas intraluminales en los 

MVBs independiente de ESCRT  
 

Se ha observado que los lípidos también están involucrados en la secreción de 

exosomas y en la clasificación del contenido exosomal. Uno de estos mecanismos 

requiere la esfingomielinasa de tipo II, que hidroliza la esfingomielina a ceramida 

(Trajkovic et al., 2008); lo cual se observó a partir de la disminución notoria en la 

formación y liberación de exosomas (positivos para proteolípidos) al silenciar la 

expresión de la esfingomielinasa neutral con ARN pequeño de interferencia (siRNA, 

por sus siglas en inglés) o al inhibir su actividad con el fármaco SW4869 (Colombo 

et al., 2013; Trajkovic et al., 2008). Esta ruta alternativa es dependiente de 

microdominios enriquecidos en balsas lipídicas de colesterol que dirigen la 

segregación lateral del contenido exosomal dentro de la membrana endosomal; 

contienen altos niveles de esfingolípidos, a partir de los cuales se forma la ceramida. 
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Este lípido induce la coalescencia de pequeños microdominios con el objetivo de 

formar dominios más grandes promoviendo así la formación e invaginación de la 

incipiente vesícula mediada por dominios. Posiblemente esto se deba a la estructura 

cónica de la ceramida, que induce una curvatura negativa natural, creando un área 

media distinta en las caras de la membrana, aunado a que se le asocia a la 

población de ILVs que tienen un destino secretorio como exosomas en vez de 

lisosomal (Trajkovic et al., 2008). 

 

2.3.3 Formación de las vesículas intraluminales en los 

MVBs mediada por tetraspaninas 
 

Las tetraspaninas son una superfamilia de proteínas integrales de membrana con 

cuatro dominios transmembranales típicamente enriquecidas en los exosomas; 

están implicadas en diversos procesos biológicos, como adhesión celular, motilidad, 

invasión, fusión de membranas, señalización y tráfico de proteínas (Andreu and 

Yáñez-Mó, 2014; Iraci et al., 2016). A través de su interacción con otras proteínas 

transmembranales, proteínas de señalización citosólicas y lípidos y mediante cinco 

regiones críticas en las tetraspaninas, poseen la habilidad de organizar las 

membranas lateralmente formando microdominios enriquecidos en tetraspaninas 

(TEMs, por sus siglas en inglés; (Andreu and Yáñez-Mó, 2014; Hemler, 2008). De 

hecho, cerca de la mitad de la composición proteica de los exosomas corresponde 

al interactoma de tetraspaninas, lo que sugiere que los TEMs juegan un papel 

regulador en la estructura de los mismos al participar activamente en la elección del 

selecto grupo de receptores de exosomas (Perez-Hernandez et al., 2013). Entre las 

tetraspaninas más distribuidas en tejidos, encontradas en membranas endocíticas 

y utilizadas ampliamente como marcadores exosomales están CD9, CD63, CD81, 

CD82 y CD151 (Berditchevski and Odintsova, 2007). De esta manera, los TEMs 

poseen un papel importante en la modulación de la internalización, reciclaje y 

clasificación de las proteínas que formarán los exosomas. Particularmente se ha 

visto que la tetraspanina CD81 es responsable del transporte de la proteína Wnt11 

en exosomas, que contribuye a la migración celular y a la metástasis de células de 
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cáncer de mama (Luga et al., 2012); por otro lado, la carga de la metaloproteinasa 

CD10 en los exosomas, que está involucrada en la maduración de las células pre-

B y la migración de las células B a la circulación sanguínea, así como de la 

metaloproteinasa ADAM17, una convertasa de TNF-α, es dependiente de la 

tetraspanina CD9 (Gutiérrez-López et al., 2011; Mazurov et al., 2013). De igual 

manera, se ha reportado que la tetraspanina CD63 está implicada en la biogénesis 

de los exosomas al regular el transporte y asociarse a componentes clave de los 

TEMs como la sintenina-1, proteína que está implicada en el tráfico de proteínas 

transmembranales (Latysheva et al., 2006); así como en la carga de la proteína 

PMEL, componente relacionado a la biogénesis de organelos relacionados a 

lisosomas, durante la melanogénesis (van Niel et al., 2011) y de la oncoproteína 

viral LMP1 del virus Epstein-Barr en los exosomas (Verweij et al., 2011). 

Una vez formados los MVBs, se propone que su composición los separe en dos 

poblaciones, una rica en TEMs, lípidos asociados (como el colesterol, la 

esfingomielina y el gangliósido GM3) y con concentraciones bajas de ácido 

lisobifosfatídico que seguirá la ruta secretora, y la otra que se caracteriza por 

concentración baja en colesterol y alta en ácido lisobifosfatídico que seguirá la ruta 

lisosomal (Buschow et al., 2009). Aquellos MVBs que tengan destino secretorio 

serán dirigidos a la periferia celular para que se fusionen con la membrana 

plasmática y liberen las ILVs (denominadas como “exosomas” una vez que se 

encuentran en el medio extracelular); dicho proceso requiere la acción coordinada 

del citoesqueleto y la maquinaria de fusión vesicular, mediada por la familia de hasta 

60 miembros de proteínas RAB, que son pequeñas GTPasas encargadas del tráfico 

vesicular; por lo tanto, se encuentran enriquecidas en los diversos compartimentos 

de la ruta endocítica (Chavrier et al., 1990; Robbins and Morelli, 2014). Se ha 

descrito la implicación de la proteína RAB27A en el acoplamiento y fusión de los 

MBVs con la membrana celular, mientras que RAB27B participa en la transferencia 

de vesículas del aparato de Golgi al MVB y en su movilización a la corteza rica en 

actina bajo la membrana plasmática (Ostrowski et al., 2010). Asimismo, se ha visto 

en la línea celular K562, de eritroleucemia humana, que RAB11 promueve la fusión 

de los MVBs con la membrana celular en respuesta a un aumento intracelular de 
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calcio (Savina et al., 2005); mientras que para RAB35 se ha reportado un papel 

importante en el acoplamiento e inmovilización de vesículas a la superficie de 

células oligondrogliales, viéndose afectada la secreción de exosomas en caso de 

que esta GTPasa sea inhibida (Hsu et al., 2010). 

Posterior al tráfico vesicular, en la fusión de los MVBs con la membrana plasmática 

se plantea también la participación de factores de acoplamiento y  de los receptores 

SNAP (proteínas receptoras del factor soluble de anclaje, sensible a N-

etilmaleimida, SNARE, por sus siglas en inglés), que son una superfamilia de 

proteínas encargadas de mediar la especificidad (dirección) de tráfico y fusión 

vesicular con la membrana de objetivo. La fusión se lleva a cabo apareando la 

proteína SNARE presente en la vesícula de transporte (v-SNARE) con la proteína 

de unión afín presente en la membrana blanco (t-SNARE;(Cai et al., 2007; Rothman, 

1994). 

 

2.4 Composición de los exosomas y función biológica 
 

La composición molecular de los exosomas es extensa y diversa; se componen 

tanto de proteínas ubicuas como específicas de la célula de origen, asumiéndose 

que las primeras están involucradas en la biogénesis de los mismos y las segundas 

en su función (Fig. 7). Se ha reportado que no sólo tienen distintas proteínas, sino 

también ácidos nucleicos tales como ADN, ARN mensajero, micro ARN, ARN de 

transferencia, ARN ribosomal, ARN no codificante (Corrado et al., 2013; Théry et 

al., 2002; Valadi et al., 2007) y diversos lípidos (como ceramida, esfingomielina, 

fosfatidilserina, fosfatidiletanolamina, liso-fosfatidilcolina, fosfatidilcolina, 

fosfatidilinositol y colesterol) característicos de la células de origen (Vlassov et al., 

2012). A la fecha ya hay diversos   estudios proteómicos de exosomas liberados por 

células de cultivos primarios, líneas celulares, cultivos de tejidos o exosomas 

aislados de biofluidos, que han permitido la construcción de extensos catálogos de 

su abundancia proteica y que han sido publicados en línea en bases de datos que 

agrupan los distintos componentes asociados a exosomas, como Vesiclepedia 



27 
 

(www.microvesicles.org), EVpedia (www.evpedia.info) y ExoCarta (www.exocarta-

org; Yáñez-Mó et al., 2015), donde se encuentra incluso una lista de las 100 

proteínas más comunes encontradas en los exosomas y el número de veces que 

han sido identificadas. Entre el contenido inherente a los exosomas se encuentran 

diversos marcadores, así como proteínas, modificaciones proteicas y 

modificaciones proteicas post-traduccionales que reflejan de manera específica la 

localización de la vesícula, su origen celular y mecanismo de secreción (Gonzales 

et al., 2009; Jeppesen et al., 2014; Østergaard et al., 2012). Generalmente son 

abundantes en proteínas de membrana plasmática, de citoesqueleto, citosólicas, de 

choque térmico, así como de proteínas involucradas en el tráfico vesicular. Entre las 

proteínas citosólicas  comúnmente encontradas se encuentran las RABs, pequeñas 

GTPasas implicadas en la formación de exosomas; habiéndose identificado más de 

40 distintas proteínas RABs en diversos estudios (Stenmark, 2009). Las 

tetraspaninas son a menudo usadas como marcadores exosomales, 

particularmente CD9, CD63, CD81 y CD82, así como las proteínas 14-3-3, 

moléculas del MHC, proteínas específicas de estrés (proteínas de choque térmico, 

HSPs, por sus siglas en inglés como HSP60, HSP70, HSPA5, CCT2 y HSP90), 

Tsg101 y la proteína Alix de unión a ESCRT (Mathivanan et al., 2010; Witwer et al., 

2013). Asimismo, los exosomas possen diversas Anexinas (anexinas I, II, IV, V, VI, 

VII y X1), que ayudan en el tráfico de membranas y eventos de fusión (Futter and 

White, 2007), así como otras proteínas exosomales que incluyen enzimas 

metabólicas (GAPDH, enolasa 1, aldolasa 1, PKM2, PGK1, PDIA3, GSTP1, DPP4, 

AHCY, TPL1, peroxiredoxinas, P4HB, LDH, ciclofilina A, FASN, MDH1 y CNP), 

proteínas ribosomales como RPS3, transmembranales como PIGR, LAMP1 and 

CD59, de transducción de señales (sintenina,14-3-3, proteínas G, ARF1, CDC42, 

estomatina, SLC9A3R1, RALA, PDCD6, rack1, mucina 1, EHD1, RAN, PEBP1, MIF, 

RRAS2, RAC1, NRAS y EHD4), de adhesión (MFGE8 e integrinas), ATPasas (VCP, 

ATP1A1, DYNC1H1, ATP5B y ACLY), de citoesqueleto (actinas, tubulinas, cofilina 

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

http://www.microvesicles.org/
http://www.evpedia.info/
http://www.exocarta-org/
http://www.exocarta-org/


28 
 

queratinas, gelsolina, fibronectina 1 y LGALS3BP), así como moléculas de 

ubiquitina B y C (Mathivanan et al., 2010). 

Diversos estudios que han empleado espectrometría de masas identifican 

componentes exosomales constantes que ya han sido mencionados; no obstante, 

más de 4400 distintas proteínas ya han sido descritas y el número sigue en 

aumento. Los exosomas, a su vez, cuentan con un patrón de glicosilación variable 

en cuanto a condiciones patológicas y la célula de origen, importante por su 

implicación en la captación de los exosomas por la célula receptora, que se ha visto 

que depende de proteoglicanos de heparán sulfato en células cancerosas 

(Christianson et al., 2013); sin embargo, las moléculas implicadas en este paso 

Figura 7. Representación gráfica de la composición proteica de un exosoma típico, 

categorizada por su función, basada en 19 estudios proteómicos (Mathivanan et al., 2010). 
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dependen igualmente de las diferencias específicas de las células, condiciones de 

secreción y posterior captación por la célula blanco (Yáñez-Mó et al., 2015).  

Al poseer un contenido diverso y variable dependiendo de las condiciones de origen 

y externas, los exosomas cumplen incontables funciones; ya sea favoreciendo o 

afectando el contexto fisiológico en que se encuentran. Una vez en el medio 

extracelular, éstos pueden ejercer su función al interactuar con la célula receptora 

mediante endocitosis, fagocitosis, fusión e interacción ligando-receptor, de manera 

autocrina o paracrina, ya sea local o a larga distancia. Entre las funciones más 

destacadas se encuentran la señalización intercelular: los exosomas pueden 

modular el crecimiento y desarrollo celular, así como al sistema inmune, induciendo 

supresión o activación del mismo. Se ha visto que inducen apoptosis de las células 

T citotóxicas, diferenciación de las células T-cooperadoras a T-reguladoras, regulan 

la proliferación de las células NK, presentan antígenos específicos afectando la 

respuesta inmune a varios niveles, juegan un papel en la defensa del hospedero, 

promueven la diferenciación de monocitos a células mieloides supresoras 

derivadas, la activación de macrófagos para que secreten factores angiogénicos,  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Información genética transferida por vesículas extracelulares. Las células normales, 

transformadas e infectadas liberan exosomas que contienen información genética que puede 

ser transferida a las células receptoras, teniendo un efecto a nivel de su expresión génica 

(Sampey et al., 2014b; van der Pol et al., 2012a).  
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etcétera (van der Pol et al., 2012a; Yoon et al., 2014). De igual manera, es notable 

su papel en la transferencia de componentes de señalización, transportando 

proteínas involucradas en las rutas de señalización Wnt–β catenina (Chairoungdua 

et al., 2010) y de señalización apoptótica (Khan et al., 2011); en la inflamación, al 

transferir mediadores de la inflamación como la interleucina 1β de manera no 

canónica (Qu et al., 2007) que, junto con otros componentes del inflamosoma, es 

responsable de la activación de las células endoteliales; en el crecimiento de 

tumores, metástasis, angiogénesis; adhesión celular (los exosomas de las células 

B median el anclaje de la matriz celular endotelial; Clayton et al., 2004), eliminación 

de residuos y protección contra el estrés, una probable implicación en la coagulación 

y finalmente en la  transferencia de morfógenos, información genética, priones y 

virus (Fig. 8; van der Pol et al., 2012a). 

 

2.5 Exosomas en enfermedades infecciosas 
 

Entre las múltiples moléculas que transportan las vesículas extracelulares y el papel 

que juegan en el contexto fisiológico o patológico, los exosomas son las 

microvesículas más estudiadas en enfermedades infecciosas. Se ha visto que son 

secretados por diversos patógenos microbianos, como las bacterias gram-negativo, 

protistas del grupo kinetoplastea, hongos oportunistas de los linajes ascomicetos y 

basidiomicetos y, a su vez, generados por las células de mamífero como resultado 

de una infección por bacterias, priones o virus; de modo que su liberación, en 

microambientes específicos, contribuye a la patogénesis, probablemente por un 

mecanismo general de los patógenos en el que emplean a los exosomas con el fin 

de entregar diversas moléculas efectoras (componentes derivados de patógenos) 

al citosol de la célula hospedera (Tabla 2; Schorey et al., 2015; Silverman and 

Reiner, 2011).   

Particularmente, la secreción de exosomas ha llamado la atención en el contexto de 

las infecciones virales, debido a la similitud y convergencia entre las rutas de 

entrada y biogénesis viral con la de producción de exosomas, de modo que diversos 
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virus, tanto DNA como RNA, alteran la composición de las proteínas del hospedero 

e incorporan proteínas del mismo virus, así como otras moléculas, en los exosomas 

que serán secretados. Se propone que cierto grado de “entrecruzamiento” o 

“secuestro” mediado por el virus, a distintos niveles de la biogénesis exosomal, 

podría ser el responsable de la clasificación de las proteínas virales, u otros 

componentes, en los exosomas (Schorey et al., 2015). Como se sabe, diversos virus 

envueltos ARN y ADN deben ser endocitados para que la infección se establezca, 

siendo posteriormente transportados por membranas endosomales donde ocurre la 

fusión por acidificación del pH para que se libere la nucleocápside al citosol. Dicho 

proceso fue puesto en duda por el virus de la estomatitis vesicular (VSV), donde la  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabla 2. Componentes de diversos patógenos presentes en los exosomas liberados por las 

células infectadas (Schorey et al., 2015). 
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fusión de la envoltura viral ocurre en las ILVs de los endosomas 

tempranos/intermedios, liberando la nucleocápside no al citosol, sino dentro del 

lumen de membranas endosomales donde puede o no permanecer escondido. El 

VSV fue el primer virus conocido en utilizar las ILVs como vehículos de transporte 

(Le Blanc et al., 2005), donde posteriormente estas vesículas se fusionan con la 

membrana limitante del endosoma tardío para liberar la nucleocápside al citosol; un 

proceso conocido como “fusión-reversa” que es dependiente de Hrs, un 

componente del complejo ESCRT-0 y de la proteína accesoria Alix (Bache et al., 

2003). Otros patógenos, como Bacillus anthracis, emplean el mismo mecanismo de 

fusión reversa en ILVs para entregar su toxina letal al citoplasma, así como algunos 

miembros del género Flavivirus, como el virus Dengue, el virus del Nilo Occidental, 

el virus de la encefalitis japonesa y el virus de la Hepatitis C (HCV; Nour et al., 2013; 

Nour and Modis, 2014).  

Asimismo, ya se ha visto que importantes patógenos humanos tales como el virus 

de la inmunodeficiencia humana (HIV), el virus del Ébola, el virus de la rabia, y el 

virus del herpes simple tipo 1 (HSV1), tienen estrategias bien caracterizadas de 

secuestrar miembros de la ruta ESCRT, que, como se sabe, es el mecanismo más 

caracterizado de biogénesis de vesículas intraluminales (ILVs; Pawliczek and 

Crump, 2009; Votteler and Sundquist, 2013). Por otro lado, el virus de la Influenza 

A, el virus Sendai, el virus sincicial respiratorio, el Bunyavirus y el virus Andes, que 

comparten un genoma negativo de ARN e infectan el epitelio pulmonar, usan la vía 

Rab11 en su ciclo infeccioso (Bruce et al., 2010; Rowe et al., 2008; Savina et al., 

2002; Utley et al., 2008); mientras que el citomegalovirus (HCMV) hace uso de la 

GTPasa Rab27a, al igual que el HIV (Fraile-Ramos et al., 2010; Gerber et al., 2015). 

Para HCV, se ha visto que el componente Hrs del complejo ESCRT es crítico para 

la liberación de su nucleocápside (Ramakrishnaiah et al., 2013) y para el virus de la 

Hepatitis A, lo son las proteínas VPS4B del complejo ESCRT y la proteína accesoria 

Alix (Chahar et al., 2015; Feng et al., 2013). 

Los exosomas derivados de células infectadas con el Virus de la Inmunodeficiencia 

Humana (HIV) han sido ampliamente estudiados, debido a que comparten diversas 

propiedades estructurales y moleculares; físicamente se encuentran en el rango de 
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tamaño de los 50 a 150nm de diámetro (Conde-Vancells et al., 2008), poseen una 

densidad de 1.13 a 1.21g/mL (Thery et al., 2001) y 1.16 a 1.18g/mL 

respectivamente, y están rodeados por una bicapa lipídica. Aparte de la similitud 

morfológica, su composición también es similar: comparten lípidos como el 

colesterol y los esfingolípidos (Wubbolts et al., 2003), carbohidratos como la manosa 

y complejos aminoglicanos (Krishnamoorthy et al., 2009), proteínas como las 

tetraspaninas, moléculas del MHC, actina y TSG101 (Ott, 2008) y RNAs virales 

(Pegtel et al., 2010). De modo que se propone que el HIV-1 sea generado por la 

misma ruta de biogénesis exosomal o haga “uso” de múltiples moléculas 

involucradas en dicho proceso y, al portar una cantidad sustancial de moléculas 

propias del hospedero (Gould et al., 2003), esto pueda ser uno de los mecanismos 

utilizados por el virus con el propósito de evadir la respuesta inmune y de facilitar el 

transporte de célula a célula de componentes virales involucrados en la patogenia. 

Algunas proteínas virales, como la proteína Nef del HIV, un factor de virulencia, 

contiene las señales necesarias para su clasificación directa en exosomas (Lenassi 

et al., 2010) como un mecanismo de promoción de la infección, al igual que la 

presencia en exosomas de los co-receptores CCR5 y CXCR4 (Mack et al., 2000; 

Rozmyslowicz et al., 2003), la proteína estructural Gag (Fang et al., 2007), 

microARN (vmiR88, vmiR99, and vmiR-TAR) y ARN mensajero virales (Bernard et 

al., 2014; Valadi et al., 2007), ARN TAR (elemento de respuesta de trans-activación; 

Narayanan et al., 2013), las moléculas CD45, CD86 y MHC-II (Esser et al., 2001), 

la metalopeptidasa ADAM17 y la citocina pro-inflamatoria TNF-α (Arenaccio et al., 

2015; Arenaccio et al., 2014). No obstante, también se han descrito exosomas con 

propiedades antivirales, secretados por parte del organismo hospedero; es decir, 

con el fin de inhibir la infección por el HIV. Tal es el caso de los exosomas que 

contienen la molécula APOBEC3G, una citidina deaminasa parte del sistema de 

defensa celular contra el HIV-1 y otros retrovirus, capaz de terminar la infección por 

el HIV mediante la desaminación de los residuos de citosina en uracilo en la cadena 

negativa del ADN viral durante la transcripción reversa (Khatua et al., 2009; Okeoma 

et al., 2010; Wang et al., 2012); así como exosomas que contienen las moléculas 

CD4 (De Carvalho et al., 2014), Interferón alfa y beta (IFN-α y IFN-β; Barr et al., 
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2008; Li et al., 2013), TNF- α y diversas interleucinas (Bailer et al., 2000; Lane et al., 

1999); anticuerpos IgA e IgG (Requena et al., 2008), mucina I (Saeland et al., 2009), 

oligosacáridos (Hong et al., 2009) entre otros (Teow et al., 2016). 

Se ha encontrado una composición exosomal específica de micro ARNs, con 

capacidad de modulación del microambiente, en diversos tipos de cáncer 

producidos por el virus del papiloma humano (HPV), el poliomavirus de las células 

de Merkel (MCV), HCV, el virus de la Hepatitis B (HBV), el virus Epstein-Barr (EBV), 

el herpes virus asociado al sarcoma de Kaposi (KSHV) y el HTLV-1 (Melo et al., 

2014; Pfeffer S, 2004; Valadi et al., 2007; Wang et al., 2014). Por ejemplo, se ha 

observado que los exosomas aislados de pacientes infectados con HPV están 

enriquecidos en especies de micro ARNs que controlan la proliferación celular, 

senescencia y apoptosis; esta composición exosomal es dependiente de la 

expresión de los oncogenes virales E6/E7, sugiriendo que es uno de los 

mecanismos por los cuales el oncogén contribuye al crecimiento de las células 

cancerosas positivas para HPV (Honegger et al., 2015). 

Raposo et al., (1996), demostraron que los linfocitos B infectados por el virus 

Esptein-Barr (EBV), un gamma herpes virus humano asociado a una variedad de 

cánceres linfoblastoides y epiteliales, secretan exosomas que contienen moléculas 

MHC II y que estas vesículas eran capaces de activar los clones de células T CD4+ 

específicas in vitro (Raposo et al., 1996). Posteriormente, Zitvogel et al., 1998, 

publicó un estudio que muestra que los exosomas liberados por las células 

dendríticas tienen la capacidad de suprimir el crecimiento de tumores in vivo 

(Zitvogel et al., 1998). Lo cual condujo a la hipótesis de que los exosomas podrían 

ser utilizados como agentes terapéuticos en la modulación de la respuesta inmune. 

A su vez, se observó que algunas células cancerosas infectadas con EBV secretan 

exosomas que contienen ARN mensajero que codifica para EBV en fase latente 

(Canitano et al., 2013), micro ARN maduros que regulan negativamente genes 

inmunorreguladores específicos (Pegtel et al., 2010), el principal oncogén viral 

expresado en la mayoría de los tumores asociados a EBV, LMP1 (proteína latente 

de membrana 1), que inhibe la respuesta inmune; es decir, la activación de linfocitos 

T, la proliferación y citotoxicidad de las células NK y la capacidad de las células para 
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producir interferón gamma (Dukers et al., 2000; Flanagan et al., 2003), así como 

exosomas que contienen grandes cantidades de la proteína inmunorreguladora 

galectina-9, que es capaz de inducir la apoptosis de las células T CD4+ específicas 

de EBV (Keryer-Bibens et al., 2006). En contraste, se encontró que los exosomas 

liberados por linfocitos B infectados por EBV ejercen un efecto estimulante en los 

linfocitos no infectados, conduciendo a su proliferación, recombinación de cambio 

de clase y diferenciación en células de  plasmablasto (Gutzeit et al., 2014).  

Los exosomas derivados de células infectadas por el virus linfotrópico de células T 

humanas de tipo 1 (HTLV-1) contienen los transcritos Tax, HBZ y el ARN mensajero 

del gen Env, sugiriendo que éstos pueden servir como vehículos para entregar ARN 

mensajero funcional del HTLV-1 a células receptoras (Jaworski et al., 2014). Otro 

enfoque interesante lo proporciona la infección por el virus del herpes simple 1 

(HSV1), donde las células exportan el sensor inmune innato STING (estimulador de 

los genes de IFN), micro ARN virales y ARN mensajeros a través de exosomas que 

son entregados a células no infectadas; siguiendo una estrategia funcional poco 

clara de supresión de la reactivación del virus latente, lo cual sugiere que, en 

circunstancias específicas, el HSV1 ha desarrollado mecanismos para restringir, en 

lugar de diseminar, la propagación de la infección (Kalamvoki et al., 2014). 

Como ya se mencionó, los exosomas pueden transferir proteínas funcionales, 

lípidos y un set distintivo de ARNs en condiciones patológicas como promoción de 

la infección o para defensa del hospedero, desencadenando una respuesta inmune, 

ya sea mediante la transferencia de antígenos derivados del virus o bien, de factores 

de virulencia; no obstante, se sabe que los exosomas también pueden jugar un 

papel clave en la dispersión viral. Incluso se ha propuesto la “hipótesis del exosoma 

Troyano”, la cual postula que los virus envueltos, particularmente los retrovirus 

(como el HIV-1), han evolucionado para utilizar la ruta pre-existente del hospedero 

de biogénesis de exosomas para la formación de virus infecciosos y pueden a su 

vez utilizar un modo de infección mediante el encubrimiento y captación de 

exosomas, una estrategia quizás poco eficiente pero con implicaciones de evasión 

inmune importantes (Gould et al., 2003). De modo que los exosomas secretados de 

esta manera pueden posteriormente infectar células permisivas; es decir, los virus 
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podrían emplear las microvesículas para producir infección o para sobrevivir (Nour 

and Modis, 2014; Ramakrishnaiah et al., 2013; van der Pol et al., 2012a).  

La transmisión viral mediante exosomas, se ha descrito ya para el HIV-1, donde la 

captura del virus por células dendríticas inmaduras produce partículas virales 

asociadas a exosomas que expresan HLA-DR1, CD1b, tetraspaninas como CD9 y 

CD63, así como glicoproteínas derivadas del hospedero; de esta manera, estos 

exosomas fueron capaces de iniciar una infección productiva en células T CD4+ 

escapando al reconocimiento por el sistema inmune (Van Der Pol et al., 2012b; 

Wiley and Gummuluru, 2006). Mientras que durante la infección por el Pegivirus 

humano (anteriormente conocido como el virus de la Hepatitis G), un virus RNA del 

género Flaviviridae, se han aislado microvesículas de tipo exosomal que portan 

RNA viral y son capaces de transmitir el genoma del virus a células mononucleares 

de sangre periférica in vitro, resultando en una infección productiva (Chivero et al., 

2014). Siguiendo la estrategia de aprovechamiento de los exosomas con el fin de 

evasión de la respuesta inmune, o incluso como reservorios de latencia del virus, 

se ha visto que el virus de la hepatitis A (HAV), un virus no envuelto, se encuentra 

encapsulado en vesículas derivadas de membranas endosomales que se parecen 

a exosomas y como tal son secretados de las células infectadas, de modo que el 

virus queda protegido de la respuesta inmune mediada por anticuerpos y las 

partículas virales, así como el genoma viral completo, pueden ser transmitidos a 

células dendríticas plasmacitoides (Feng et al., 2013; Pietschmann et al., 2002).  

A su vez,  se ha descrito la producción de exosomas portadores del virus de la 

hepatitis C (HCV) en células de hepatoma humano Huh7.5.1 infectadas, donde se 

encontró que éstos contienen el ARN viral completo junto con proteínas del core y 

envoltura; este evento resultó en una infección productiva y en una resistencia 

parcial para anticuerpos neutralizantes, indicando una importante ruta de 

transmisión (Ramakrishnaiah et al., 2013) y sustentando un posible mecanismo de 

evasión de la respuesta inmune mediado por exosomas, ya que 

independientemente a la infección primaria, los exosomas que portan el virus 

permiten una infección alternativa exitosa y persistente. 
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2.6 Exosomas y Virus Dengue 
 

Además de la ruta de entrada canónica (a través de receptores) en diferentes virus, 

la vía endocítica es una ruta alterna de entrada viral en células permisibles, que se 

puede llevar a cabo por algunos virus; en la cual, una vez formado el endosoma 

temprano que lleva la partícula viral,  algunos virus fusionan su envoltura con las 

vesículas intraluminales del endosoma, liberando así su genoma para ser 

posteriormente transferido a los compartimentos endosomales tardíos; de esta 

manera, estas vesículas intraluminales  pueden funcionar como transportadores de 

la nucleocápside viral (como sucede con el virus de la estomatitis vesicular, el virus 

de la Hepatitis C y el HIV) ya sea para su replicación, degradación o pueden ser 

secretadas como exosomas (Nour and Modis, 2014; Ramakrishnaiah et al., 2013). 

La convergencia a diversos niveles entre la ruta de biogénesis exosomal y el ciclo 

replicativo de los virus, resulta benéfico para los patógenos en el establecimiento 

exitoso de la infección. Esta convergencia no es ajena a Flavivirus como el virus de 

la encefalitis japonesa, al virus del Nilo Occidental, al virus de la fiebre amarilla y al 

Virus Dengue, los cuales, utilizan la ruta endocítica para entrar a la célula hospedera 

(usualmente por endocitosis dependiente de clatrina, balsas lipídicas o caveolina), 

a lo largo de la cual, se llevan a cabo distintos cambios en la composición lipídica y 

en el pH del medio, proporcionando una serie de ambientes específicos para que 

diversas funciones virales o celulares ocurran.  

Una de las rutas de entrada ya descritas del virus del Dengue es por endocitosis 

mediada por receptor (Van Der Schaar et al., 2008), por lo que podría tener rutas 

de convergencia en su ciclo replicativo con la generación de exosomas; sin 

embargo, su secreción a través de exosomas no ha sido estudiada. No obstante, ya 

ha sido observada una población heterogénea de partículas similares al virus del 

Dengue aisladas o en compartimentos endosomales, sin que hayan sido 

caracterizadas o se haya estudiado una posible participación en la infección (Clark 

et al., 2012). 
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Higa et al., en 2008, sugirió que las células HepG2 infectadas por DENV, producen 

exosomas como parte de su secretoma, mientras que Martins et al, en 2012,  

observó la producción de exosomas en células dendríticas infectadas con DENV, 

encontrando que estos exosomas transportan ARN mensajero y micro ARN 

asociados con el proceso apoptótico de las células dendríticas (Higa et al., 2008; 

Martins et al., 2012). 

Por otro lado, un conjunto de proteínas llamadas proteínas transmembrana 1, 2 y 3 

inducidas por IFN (IFITM1, 2 y 3) han demostrado actividad antiviral, confiriendo 

resistencia a las células hospederas contra diversos patógenos virales.  En un 

estudio Zhu et al., (2015) encontraron que el nivel de proteína IFITM3 en las células 

hospederas, se correlaciona inversamente con su susceptibilidad a la infección por 

DENV-2. Los exosomas derivados de células HUVEC o HepG2 contienen a la 

proteína IFITM3 y fueron capaces de transferirla a células vecinas, con lo cual 

pudieron determinar que en las células receptoras la infección por DENV-2 fue 

suprimida de manera efectiva por los exosomas portadores de IFITM3 de manera 

dosis dependiente; esto al reducir la penetración del DENV-2 en las células 

susceptibles (Zhu et al., 2015). No obstante, se sabe muy poco sobre el papel que 

desempeñan los exosomas en la infección del virus Dengue.  

Se sabe que aproximadamente un 20% del Virus Dengue fusiona su envoltura en 

los endosomas tempranos, estableciendo una especie de intermediarios de 

“hemifusión” restringida (Zaitseva et al., 2010), mientras que el resto de la fusión 

completa se da en endosomas tardíos (Van Der Schaar et al., 2008), principalmente 

en endosomas Rab7 positivos (Nour et al., 2013), aunque para algunas cepas y 

serotipos han sido reportados otros mecanismos de entrada independientes a Rab7, 

como Rab5 (Krishnan et al., 2007), la GTPasa dinamina (Acosta et al., 2009) y la 

presencia de lípidos aniónicos como la fosfatidilserina para una fusión efectiva; el 

colesterol, aunque no estrictamente necesario, incrementa la fusión (Zaitseva et al., 

2010). Hasta la fecha no se han dilucidado los posibles mecanismos que se llevan 

a cabo en los compartimentos endocíticos durante la infección por el DENV-2, de 

esta manera, se plantea la posibilidad de que, ya estando en el endosoma tardío, el 
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Virus Dengue se fusione con vesículas intraluminales, generando así exosomas que 

lleven distintos componentes virales dentro o en su superficie, como la glicoproteína 

de envoltura E o genoma viral, como ocurre para el Flavivirus HCV. 

La posibilidad de la generación de exosomas “troyanos” durante la infección por el 

Virus Dengue, como ruta alterna de infección, evasión o modulación de la respuesta 

inmune, se plantea como un proceso importante que podría establecer las bases de 

los mecanismos por los cuales algunos pacientes pueden progresar a las formas 

graves de la enfermedad (con la posibilidad de escapar al sistema inmune y/o por 

la diseminación sistémica del DENV). 
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III. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

  

La transmisión viral mediante exosomas se ha descrito previamente para el virus de 

la inmunodeficiencia humana, el virus Epstein Barr, el Pegivirus humano, el virus de 

la Hepatitis A y para el virus de la hepatitis C, en donde la transmisión viral mediante 

“exosomas troyanos”,  favoreció tanto una infección productiva de HCV como una 

resistencia parcial para anticuerpos neutralizantes (Feng et al., 2013; 

Ramakrishnaiah et al., 2013); lo cual, sustenta un posible mecanismo de evasión 

inmune y la propagación viral. El virus de la hepatitis C pertenece a la misma familia 

que el virus Dengue (Flaviviridae) y, aunque es una infección crónica, en la que la 

estrategia viral para evadir la respuesta inmune mediante su encubrimiento en 

exosomas sea sumamente útil para la presencia constante del virus; en el caso de 

una infección aguda, como lo es la del virus Dengue, se desconocen a profundidad 

los mecanismos moleculares implicados en el progreso a las formas graves de la 

enfermedad, por lo que es de suma importancia dilucidar si este virus también es 

capaz de evadir la respuesta inmune y propagar la infección mediante exosomas, 

que puedan transportar y transferir el genoma viral a células previamente no 

infectadas, contribuyendo a la estimulación del sistema inmune o a la disminución 

en la clarificación viral y/o persistencia antigénica. 

Con base en lo anterior, nos propusimos evaluar si durante la infección de células 

diana (monocitos) por el DENV, existe la generación de exosomas que puedan 

participar como un exosoma “troyano” durante el proceso infeccioso de estas células 

(ya sea que contengan partículas virales completas, la nucleocápside o el genoma 

viral), o bien durante la activación celular (inducción de respuesta inmune y/o en el 

proceso de evasión de la respuesta inmune del hospedero). Con base en este 

planteamiento, proponemos la siguiente hipótesis.  
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IV. HIPÓTESIS 

Durante la infección de monocitos humanos por el virus dengue se producen 

exosomas “troyanos” capaces de infectar nuevas células diana. 

 

V. OBJETIVO GENERAL 

Evaluar la participación de exosomas DENV (+) derivados de monocitos humanos 

en la transmisión del Virus Dengue. 

 

5. 1 Objetivos particulares 
 

  1. Obtener exosomas provenientes de monocitos humanos primarios (de 

donadores sanos) y/o monocitos THP-1 infectados con DENV mediante 

ultracentrifugación diferencial. 

    

  2. Caracterización de los exosomas mediante: Citometría de flujo  

(identificación de la tetraspanina CD63+), microscopía electrónica y análisis 

por rastreo de nanopartículas (NTA). 

 

  3. Identificación del genoma del DENV en exosomas CD63+  mediante RT-

PCR. 

    

  4. Evaluar la posible transmisión del DENV (o su genoma) mediante 

exosomas en co-cultivos de monocitos humanos. 
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VI. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

6.1 Diseño experimental 
 

Con base en los objetivos planteados, se diseñó la siguiente estrategia 

experimental: 
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6.2 Cultivo, amplificación y titulación del virus Dengue 

empleando la línea celular LLC-MK2 
 

Para el desarrollo del presente trabajo, se utilizó un aislado viral procedente de un 

caso de Dengue clásico serotipo-2, siendo ésta la cepa prototipo del Virus Dengue 

2, denominada DENV-2 Nueva Guinea- C. La amplificación viral se llevó a cabo 

utilizando cultivos de la línea celular de riñón de mono verde africano LLC-MK2, a 

confluencia del 90%, en cajas para cultivo celular con medio suplementado y filtrado 

por vacío (medio “DMEM High Glucose” suplementado con 10% de Suero Fetal 

Bovino). Posteriormente, los cultivos se inocularon con el DENV-2 NGC a una 

multiplicidad de infección (MOI) de 0.1 y se incubaron a 37°C con 85% de humedad 

y 5% de CO2;  

El título viral se determinó mediante ensayo de placa lítica, para lo cual se 

sembraron células LLC-MK2 en cajas de 6 pozos con medio DMEM y se incubaron 

a 37°C con 5% de CO2 hasta obtener una monocapa al 90% de confluencia. Los 

cultivos fueron inoculados en medio sin complementar por duplicado, empleando 

diluciones seriadas en base 10 (10-1 a 10-6), tomando para la primera dilución 0.1 

mL del stock de virus y 0.9 mL de medio. Previamente a la inoculación, se lavó cada 

pozo con PBS 1X dos veces y posteriormente se adicionaron 0.5 mL de la primera 

dilución viral a un pozo y se repitió este paso con las demás diluciones cubriéndose 

completamente la monocapa. Se dejó adsorber el virus por dos horas a 37°C con 

5% de CO2; a continuación se retiró el medio junto con el inóculo viral y se lavaron 

los pozos con PBS 1X (NaCl 137 mM, KCL 2.7 mM, Na2HPO4 8.1 mM, KH2PO4 1.76 

mM; pH 7.4) para eliminar el virus no adsorbido. Se agregó a cada pozo 1 mL de 

medio completo suplementado con 1% de metilcelulosa y se incubó la caja a 37°C 

y 5% de CO2 hasta que se observó el efecto citopático. Finalmente, se retiró el 

medio, se fijaron las células con metanol puro y se dejó evaporar el resto. Se 

tiñeronet las monocapas con cristal violeta al 1% durante 15 minutos, se descartó 

el sobrenadante y se lavó con abundante agua. El título viral se determinó de 

acuerdo a la siguiente fórmula: PFU/mL = n (10) (factor de dilución) en la que: n, 

número de placas contadas; 10, factor de corrección; factor de dilución 
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(correspondiente a la dilución en donde se hizo el conteo directo de las placas 

líticas) 

 

6.3 Obtención de suero fetal bovino libre de exosomas 
 

El suero fetal bovino (SFB) contiene exosomas, de modo que antes de su utilización 

en los cultivos celulares destinados a la producción y obtención de exosomas es 

importante eliminar las EVs presentes que puedan interferir con los resultados. De 

modo que previamente se filtró una alícuota de SFB utilizando un filtro estéril de 

0.22 µm y mediante ultracentrifugación se descartaron las vesículas extracelulares 

presentes en el SFB. Para esto, previamente se lavaron los tubos de policarbonato 

para ultracentrífuga tres veces con agua estéril y se dejaron bajo la luz UV durante 

15 minutos. Se agregaron 30 mL del SFB a los tubos y se equilibraron en la balanza 

analítica por pares. Se ultracentrifugaron a 25,800 rpm (120,000 g) en el rotor de 

ángulo móvil SW28 durante 2 horas. Se colectó el SFB y se descartó el pellet; el 

SFB se filtró nuevamente a través de un filtro estéril de 0.22 µm y se dejó a prueba 

de esterilidad en la incubadora a 37°C, atmósfera húmeda y 5% de CO2. 

 

6.4  Cultivo de monocitos humanos de la línea celular THP-1 
 

Para evaluar la posible producción de exosomas “troyanos” derivados de monocitos 

humanos (la célula diana del DENV), se decidió utilizar la línea celular monocítica 

humana THP-1 (ATCC® TIB-202™), que es una línea de células no adherentes 

derivada de un paciente con leucemia monocítica (Tsuchiya et al., 1980). Se 

cultivaron de 50-100x106  células en cajas de cultivo F150, empleando medio RPMI 

1640 (Biowest, L0500-500) suplementado al 10% con SFB, antibióticos (0.1mg/ml 

de estreptomicina y 100U/ml de penicilina), 1% de L-Glutamina 2mM y 0.05mM de 

2-mercaptoetanol, a 37°C y 5% de CO2. Una vez obtenido el número necesario de 

células de acuerdo al ensayo por realizar, se centrifugaron las células, se retiró el 

medio y se agregó medio fresco RPMI no suplementado en presencia del DENV2-
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NGC a una MOI de 0.1, se dejó adsorber durante 2 horas y se agregó medio fresco 

RPMI suplementado  al 5% con SFB, antibióticos (0.1mg/ml de estreptomicina y 

100U/ml de penicilina) y 1% de L-Glutamina 2mM y se dejó en incubación a 37°C y 

5% de CO2 durante 48 y 72 horas. 

 

6.5 Obtención de exosomas derivados de monocitos humanos de 

la línea celular THP-1 por ultracentrifugación diferencial 
 

Para la obtención y caracterización de exosomas derivados de monocitos humanos 

de la línea celular THP-1 se cultivaron 40 millones de células en cajas F75. Se 

inoculó un cultivo con DENV-2 NGC a una MOI de 0.1 en medio RPMI sin 

complementar, suficiente para cubrir la pared de la caja; se dejó adsorber por 2 

horas y se agregó medio fresco suplementado al 5% con SFB libre de exosomas, 

0.1mg/ml de estreptomicina, 100U/ml de penicilina y 1% de L-glutamina 2mM; 

posteriormente las células se incubaron a 37°C en atmósfera húmeda y 5% de CO2, 

durante 48-72 horas y se empleó otro cultivo de células sin inóculo como control 

negativo.  

Para la purificación de los exosomas se utilizó un rotor de ángulo móvil (SW28) de 

acuerdo al protocolo de purificación de exosomas por ultracentrifugación diferencial 

(Théry et al., 2006). Brevemente, se colectó la suspensión celular en tubos Falcon 

estériles de 50mL 48 horas post-infección; se centrifugaron a 300 g (1,360 rpm) 

durante 10 minutos y posteriormente a 2000 g (3,510 rpm) durante 10 minutos en 

una centrífuga Beckman con rotor GH 3.8. El sobrenadante de los cultivos se 

transfirió a tubos de pared delgada, ultra-transparentes de 38.5 mL, 25 x 89 mm 

para ultracentrífuga (Beckman 344058), previamente esterilizados por lavados con 

agua oxigenada y radiación con luz UV, y se balancearon por pares con PBS 1X. 

Se ultracentrifugaron a 10,000 g (7,500 rpm) por 30 minutos, se transfirió el 

sobrenadante a tubos limpios y se ultracentrifugó a 100,000 (24,000 rpm) durante 

110 minutos; el pellet obtenido se lavó con PBS 1X y se ultracentrifugó nuevamente 

a 100,000 g por 110 minutos en un rotor SW28 (Fig. 9). El pellet obtenido se 
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resuspendió en 200 µL de PBS 1X, se mantuvo a 4°C hasta su posterior uso y se 

cuantificó el total de proteína obtenida mediante ensayo de Micro BCA™ Protein 

Assay Reagent Kit (Thermo Scientific 23235) de acuerdo al fabricante. 

 

 

 

 

Figura 9. Diagrama de flujo para el procedimiento de purificación de exosomas 

mediante ultracentrifugación diferencial. La velocidad y la duración de cada 

centrifugación se indican a la derecha de las flechas. Después cada una de las tres 

primeras centrifugaciones, los pellets (células, células muertas y restos celulares) son 

descartados y el sobrenadante se conserva para el siguiente paso. En contraste, 

después de las dos centrifugaciones de 100,000 g, los pellets se conservan y los 

sobrenadantes se descartan (Théry et al., 2006). 
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6.6 Caracterización de exosomas derivados de monocitos 

humanos de la línea celular THP-1 por citometría de flujo 
 

La citometría de flujo convencional 

no es una técnica que permita el 

análisis de exosomas, puesto que 

su límite de detección empleando 

perlas de poliestireno es de 200 nm 

y de 300 nm para muestras 

biológicas, de modo que los 

exosomas, de 30 a 120 nm, caen en 

el fondo de lectura. No obstante, la 

posibilidad de inmunoaislar 

exosomas mediante perlas 

superparamagnéticas de 5 µm, 

recubiertas con un anticuerpo 

monoclonal específico para algún 

antígeno expresado en los 

exosomas, permite formar un 

complejo con éstos, que, una vez 

teñidos, son detectados por el 

citómetro convencional. 

De esta manera, para la 

caracterización de los exosomas 

por citometría de flujo se 

emplearon perlas magnéticas 

recubiertas con un anticuerpo 

monoclonal específico para el 

antígeno de membrana CD63 

expresado en la mayoría de los 

exosomas humanos, utilizando el kit de Invitrogen™ (10606D), Exosome – Human 

Figura 10. Protocolo general del uso de las 

perlas (Dynabeads) para su uso en citometría de 

flujo (Human & Isolation 2013). 
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CD63 Isolation/Detection 

(from cell culture media, 

Protocol for use in Flow 

Cytometry). Los ensayos se 

llevaron a cabo de acuerdo a 

las recomendaciones del 

fabricante (Fig. 10); 

brevemente, el pellet de 

exosomas obtenido mediante 

ultracentrifugación diferencial 

se mezcló con 

aproximadamente 20µL de las perlas acopladas a CD63, resuspendidas en el vórtex 

durante 30 segundos; se dejó en incubación por 16-20 horas, se realizó la 

separación magnética del complejo ya formado de las perlas-exosomas y 

posteriormente se llevaron a cabo diversos lavados para eliminar posibles 

contaminantes presentes aún en la muestra. Posteriormente se hizo una curva de 

concentración de proteínas empleando tres puntos (25, 50 y 100 µg/mL) para la 

cuantificación por proteína de los exosomas. Para la tinción del complejo de perlas 

y exosomas se usó un anticuerpo monoclonal Mouse Anti-Human CD63 acoplado 

a ficoeritrina (PE; BDBiosciences 557305); previamente titulado mediante la 

evaluación de distintos volúmenes del anticuerpo en exosomas obtenidos a partir 

de células sin estimulación: 20µL, 10µL, 5µL y 1µL. El anticuerpo CD63-PE (AB 

CD63-PE) se dejó en incubación con los exosomas ya unidos a las perlas, 

formándose un complejo de perlas-exosomas-AB CD63-PE, como se observa en la 

Fig. 11, durante 1 hora en agitación a temperatura ambiente, las muestras se 

resuspendieron en PBS 1X y finalmente se analizaron mediante Citómetría de flujo  

en un Facscalibur. Los datos de los histogramas se evaluaron con el software 

CellQuest® y FlowJo® Versión 7.6.1. Se estimó la Intensidad Media de 

Fluorescencia (IMF). 

 

 

Figura 11. Complejo de perlas-exosomas-

anticuerpo CD63-PE (Human & Isolation 2013). 
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6.7 Caracterización morfológica de los exosomas derivados de 

monocitos humanos THP-1 infectados con el virus del Dengue 

por microscopía electrónica de transmisión (TEM) 
 

Para la caracterización morfológica de los exosomas, se cultivaron y contaron 

aproximadamente 80 millones de monocitos humanos de la línea celular THP-1, se 

centrifugó el cultivo, las células se transfirieron a una caja F150 y se inocularon con 

DENV-2 NGC a una MOI de 0.1 en medio RPMI sin complementar, suficiente para 

cubrir la pared de la caja de cultivo, a una MOI=0.1; se dejó adsorber por 2 horas y 

se agregó medio fresco suplementado al 5% con SFB libre de exosomas, 0.1mg/ml 

de estreptomicina, 100U/ml de penicilina y 1% de L-Glutamina 2mM; se incubó 

durante 72 horas y otro cultivo sin inóculo se utilizó como control negativo. 

Posteriormente, para la obtención de exosomas mediante ultracentrifugación se 

empleó el protocolo para la purificación de exosomas por ultracentrifugación 

diferencial previamente descrito (Théry et al., 2006): se colectó la suspensión celular 

en tubos Falcon estériles de 50mL 72 horas post-infección; se centrifugaron a 300 

g (1,360 rpm) durante 10 minutos y posteriormente a 2000 g (3,510 rpm) durante 10 

minutos en una centrífuga Beckman con rotor GH 3.8. El sobrenadante se transfirió 

a tubos de pared delgada, ultra-transparentes de 38.5 mL, 25 x 89 mm para 

ultracentrífuga y se balancearon por pares con PBS 1X. Se ultracentrifugaron a 

10,000 g (7,500 rpm) por 30 minutos, se transfirió el sobrenadante a tubos limpios 

y se ultracentrifugó a 100,000 (24,000 rpm) durante 110 minutos; el pellet obtenido 

se lavó con PBS y nuevamente se ultracentrifugó a 100,000 g por 110 minutos en 

un rotor SW28 (Fig. 1). Se retiró el sobrenadante y se preparó la muestra para el 

microscopio de transmisión electrónica (TEM).  

La muestra se fijó en una mezcla de glutaraldehído al 2.5% y paraformaldehído al 

4% en PBS pH 7.2, a temperatura ambiente durante 2 horas; posteriormente, se 

realizaron tres lavados de 5 minutos cada uno con PBS. Enseguida se llevó a cabo 

la post-fijación con tetraóxido de osmio al 2% durante una hora y 30 minutos a 

temperatura ambiente. Una vez transcurrida la post-fijación se realizaron tres 

lavados con PBS para retirar el fijador no incorporado a la muestra. Ésta se 
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deshidrató en alcoholes graduales del 30, 50, 70, 80, 90 y 96% (5 minutos en cada 

alcohol), y tres cambios de 5 minutos en alcohol absoluto (100%).  

Posteriormente, se hicieron tres cambios de 5 minutos cada uno en óxido de 

propileno y la muestra se colocó en una mezcla de óxido de propileno-resina 

epóxica en una proporción 1:1 durante  18 horas. Transcurrido el tiempo se destapó 

el tubo eppendorff de 1.5 mL que contenía la muestra para que se evaporara el 

óxido de propileno y la resina penetrara a la muestra. Por último, se retiró la resina 

restante del tubo y se añadió resina epóxica pura a la muestra. Se colocó el tubo 

eppendorff en una estufa a 60°C durante 48 horas.  

Se llevó a cabo la obtención de cortes ultra finos de la muestra de 40 a 50 nm de 

grosor en un ultramicrotomo Leica EM UC7 y se montaron en rejillas de cobre 

cubiertas con Formvar. Los cortes montados en las rejillas se contrastaron con 

acetato de uranilo por 30 minutos y citrato de plomo por 10 minutos. 

Finalmente, los cortes se observaron en un microscopio electrónico modelo JEOL 

JEM 1010, operando a 80 KV. 

 

6.8 Purificación de exosomas por gradiente continuo de 

velocidad de OptiPrep™ (Iodixanol) 
 

Para asegurar la separación de los exosomas de las partículas virales, puesto que 

la ultracentrifugación diferencial no es suficiente para eliminar al virus del pellet 

obtenido (debido a la similitud de ambos en densidad y tamaño), se empleó un 

gradiente continuo de velocidad de OptiPrep™ (Iodixanol). Para lo cual, se 

cultivaron y contaron aproximadamente >220 millones de monocitos humanos de la 

línea celular THP-1, se centrifugó el cultivo, las células se transfirieron a dos o tres 

cajas F150 y se infectaron con DENV-2 NGC en medio RPMI sin complementar, 

suficiente para cubrir la pared de la caja, a una MOI=0.1; se dejó adsorber por 2 

horas y se agregó medio RPMI fresco suplementado al 5% con SFB libre de 

exosomas, se incubó durante 72 horas. 
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Pasado el tiempo de incubación, se empleó el protocolo reportado por Konadu et 

al., 2016, para la separación de exosomas y el Virus de la Inmunodeficiencia 

Humana (HIV-1): a partir del cultivo inicial se llevaron a cabo el método de 

centrifugación diferencial a 4°C de acuerdo a lo anteriormente descrito; Brevemente, 

se colectó el sobrenadante y se centrifugó a 300 g por 10 minutos para descartar el 

pellet celular, se transfirió a tubos limpios y se centrifugó a 2,000 g por 10 minutos 

para descartar el pellet de células muertas, posteriormente se ultracentrifugó a 

10,000 g por 30 minutos para eliminar el pellet de micropartículas y demás restos 

celulares y se ultracentrifugó a 100,000 g por 110 minutos para obtener el pellet 

exosomal; posteriormente, éste se resuspendió y lavó en abundante PBS 1X, se 

filtró utilizando un filtro de 0.22µm y se ultracentrifugó nuevamente a 100,000 g por 

110 minutos. El pellet exosomal se resuspendió en 500 µL de PBS 1X y se guardó 

a 4°C (Fig. 12), hasta su uso (Konadu et al., 2016). 

Paralelamente, en la última ultracentrifugación se lavó con peróxido de hidrógeno y 

agua estéril la cámara dual para hacer el gradiente continuo de OptiPrep™, se 

prepararon 6 mL de OptiPrep™ al 6% y 6 mL de OptiPrep™ al 18% con PBS 1X y 

se colocaron 5.5 mL de la solución al 6% en la primera columna y 5.5 mL de la 

solución al 18% en la segunda columna de la cámara para formar el gradiente. Con 

ayuda de una bomba peristáltica se formó el gradiente continuo de OptiPrep™ y en 

la parte superior se agregaron los 500 µL en los que se resuspendió el pellet 

exosomal. Se ultracentrifugó en un rotor SW40Ti a 250,000g por 2 horas a 4°C y se 

colectaron 11 fracciones de 1 mL y una doceava de 500µL de arriba abajo del 

gradiente y fueron transferidas a tubos de 1.5 mL; Las muestras se lavaron con 

abundante PBS y se ultracentrifugaron a 120,000 g por 130 minutos. Se retiró la 

mayor cantidad posible de sobrenadante y el pellet se resuspendió en 200-500µL 

de PBS 1X; las fracciones se guardaron a 4°C hasta su posterior análisis mediante 

rastreo de nanopartículas (NTA empleando el NanoSight NS300 equipado con el 

software de análisis NTA versión 3.1, en la Universidad Iberoamericana, 

Departamento de Ingeniería y Ciencias Químicas, Campus Santa Fe, Ciudad de 

México) y Citometría de flujo (mediante perlas acopladas a CD63), con el fin de  
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Figura 12. Representación esquemática de la purificación de los exosomas derivados de 

monocitos humanos infectados con el virus Dengue mediante un gradiente continuo de 

velocidad de Iodixanol (OptiPrep™; Sampey et al., 2014a;(Konadu et al., 2016; Sampey et al., 

2014a).    
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evaluar las fracciones en las que se encontraba un enriquecimiento de los 

exosomas.  

Una vez analizadas las fracciones de manera individual y habiendo estandarizado 

los parámetros adecuados de lectura, dilución y concentración de muestra, con base 

en los resultados, se procedió al análisis por NTA de la combinación de las 

siguientes fracciones: fracciones 1-2, 5-6-7 y 11-12; siguiendo el mismo protocolo 

previamente descrito, empleando un menor número de células para la obtención de 

exosomas, tanto para el control negativo (20 millones de células sin estímulo), como 

para la muestra estimulada con DENV (20 millones de células infectadas con el 

DENV-2 NGC a MOI de 0.1). 

 

6.9 Análisis por rastreo de nanopartículas (NTA) 
 

Para cuantificar e identificar el tamaño de las partículas presentes en las fracciones 

obtenidas mediante el gradiente continuo de velocidad de Iodixanol, se llevó a cabo 

el análisis por rastreo de nanopartículas (NTA, por sus siglas en inglés), empleando 

el NanoSight NS300 equipado con el software de análisis NTA versión 3.1, en la 

Universidad Iberoamericana, Departamento de Ingeniería y Ciencias Químicas, 

Campus Santa Fe, Ciudad de México. De este modo, para estandarizar la lectura 

de muestras en el NanoSight, Se analizaron las fracciones individuales, y 

posteriormente la combinación de las fracciones 1-2, 5-6-7 y 11-12, obtenidas 

mediante el gradiente de OptiPrep™realizando diluciones de las muestras hasta 

encontrar la dilución adecuada (1:50), con PBS filtrado a través de un filtro de 0.22 

µm, que permitiesen obtener un rango de concentración entre 106 y 109 

partículas/mL (rango confiable de lectura del equipo). Se limpió y secó el módulo 

desmontable del NanoSight, se ajustaron los parámetros de análisis con  

perlas de poliestireno de 100nm calibradas (NTA4088, Malvern), se lavó el módulo 

y posteriormente se cargó 1mL de la muestra con jeringas de 10mL estériles, 

cuidando no generar burbujas de aire, se ajustó a 20°C la temperatura, así como el 

nivel de cámara a 14 y un umbral de detección de 2.0 y se tomó un video de 30 
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segundos para cada muestra por triplicado; de modo que se analizaran y 

cuantificaran la mayor cantidad posible de partículas presentes en la muestra, así 

como las más pequeñas y no únicamente las más grandes. El reporte de resultados 

del equipo arrojó datos como el tamaño en nm de todas las partículas detectadas, 

su concentración, el porcentaje de partículas entre 30-120 nm, así como la media, 

moda, desviación estándar y distribución del tamaño de partículas (Fig. 13). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13. Principio del Análisis por Rastreo de Nanopartículas (NTA). Un rayo láser pasa 
a través de la cámara donde se deposita la muestra, posteriormente una cámara en 

combinación con un microscopio captura las partículas que presentan movimiento 
browniano. Mediante la aplicación de la ecuación Einstein-Stokes, se pueden determinar 
los parámetros hidrodinámicos asociados a cada tipo de, así como se puede ser 
determinada su concentración y el tamaño de cada partícula (Erdbrügger and Lannigan, 

2015). 
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6.10 RT-PCR 
 

Purificación de RNA (Kit de Qiagen) 

 

Con el fin de determinar la posible infección mediada por los exosomas mediante la 

amplificación del genoma viral, se llevó a cabo el aislamiento del RNA de las 

fracciones 1-2, 5-6-7 y 11-12 obtenidas a partir del gradiente continuo de Iodixanol, 

utilizando el kit QIAamp® Viral RNA Mini (Qiagen 2010) de acuerdo a las 

indicaciones del provedor. Brevemente: Las muestras a temperatura ambiente se 

prepararon de la siguiente manera; En el buffer AVE (15-25°C) se pipetearon 560 

µL de la mezcla buffer AVL-acarreador de RNA en un tubo eppendorf de 1.5 mL, se 

agregó a la muestra la mezcla buffer AVL-acarreador de RNA y se mezcló en vórtex 

por 15 segundos. Se incubó a temperatura ambiente por 10 minutos y se dio un spin 

al tubo. Se agregaron 560 µL de etanol (96-100%) a la muestra y se puso en el 

vórtex, en pulsos, durante 15 segundos; se dio otro spin al tubo. Se transfirió la 

muestra a un cartucho de giro y se centrifugó a 6,000 rpm durante 1 minuto. Se 

colocó la columna de giro en un tubo limpio de colección de 2 mL y se desechó el 

tubo que contenía el filtrado. Se agregaron 500 µL del buffer AW2 y se centrifugó a 

6,000 rpm por 3 minutos. Se colocó la columna de giro en un tubo limpio de 2 mL y 

se descartó el tubo con el filtrado. Se colocó la columna de giro en un tubo eppendorf 

limpio de 1.5 mL, se desechó el tubo del filtrado, se agregaron 60 µL del buffer AVE 

para eluir el RNA, se incubó a temperatura ambiente por 1 minuto y se centrifugó a 

6,000 rpm durante 1 minuto. Posteriormente, se cuantificó el RNA en el 

espectrofotómetro (NanoDrop 1000). 

OneStep RT-PCR (Qiagen) 

La reacción de RT-PCR se llevó a cabo utilizando la enzima de un solo paso de 

Qiagen, OneSetp RT-PCR kit (Technologies 2012), para las muestras previamente 

mencionadas, de acuerdo al siguiente protocolo, ajustando las cantidades de 

acuerdo al número de muestras, como se muestra en la Tabla :3. 
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OneStep RT-PCR (Qiagen) 

Reactivos µL/muestra 4 muestras 

Buffer 5X 4 26 µL 

DNTPs 10mM 1 4 (400 µM) 

Mix Enzyme 1 4 

PRIMER A 1 3 (0.6 µM) 

PRIMER B 1 3 (0.6 µM) 

RNA 5 RNA o H2O (1pg a 2µg) 

H2O cbp. 20 µL 7 20 

Las condiciones del RT-PCR fueron las siguientes: 

Condiciones del RT-PCR 

Reacción RT 45°C/60 minutos 

Inactivación de RT 95°C/15 minutos 

Ciclos de RT 94°C/30 segundos 

55°C/30 segundos 

72°C/30 segundos 

Extensión final 72°C/10 minutos 

4°C/∞ 

 

La secuencia de los primers Forward 5’-3’ y Reverse 3’-5’ para el DENV es la 

siguiente: 

Virus Dengue primer D1 5’- TCAATATGCTGAAACGCGCGAGAAACCG -3’ 

                       primer D2 5’- TTGCACCAACAGTCAATGTCTTCAGGTTC -3’ 

Mientras que para GAPDH es: 

GADPH sense 5’- CCA TGT TCG TCA TGG GTG TGA ACC -3’ 

Tabla 3. Cantidad de reactivos empleados en la reacción de RT-PCR OneStep RT-

PCR (Qiagen). 
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        antisense 5’- GCC AGT AGA GGC AGG GAT GAT GTT -3’ 

- La temperatura de alineación para DENV es de 55°C y para GADPH 

(housekeeping gene usado como control) es de 55-60°C. 

- Productos esperados: Dengue 511 pb y GAPDH 294 pb. 

Posteriormente, se evaluaron los productos del RT-PCR mediante electroforesis en 

gel: se tiñó el DNA con bromuro de etidio al 2%, se tomaron 8 µL de la reacción, se 

preparó un gel de agarosa al 1.2%, se mezclaron las muestras con el buffer de carga 

y se corrió el gel aproximadamente 60-90 minutos. Éste se visualizó en el 

Typhoon™ FLA 9500 biomolecular imager. 

 

6.11 Ensayo de co-cultivo 
 

Para evaluar la posible infección mediada por exosomas derivados de monocitos 

infectados con el DENV-2 NGC y purificados por gradiente de Iodixanol, se llevó a 

cabo un ensayo de co-cultivo, de acuerdo al siguiente protocolo: Se sembraron 

250,000 monocitos THP-1 en una placa de 12 pozos utilizando los siguientes 

tratamientos: 

- Monocitos THP-1 + 50 µg de proteína exosomal obtenida por gradiente de 

Iodixanol y cuantificada por micro BCA (fracciones 1-2, 5-6-7 y 11-12). 

- Monocitos THP-1 + DENV-2 NGC (MOI 0.1). 

- Mock infected. 

Las muestras se incubaron por 2 horas con 500 µL de medio RPMI no 

suplementado; transcurrido el tiempo, se agregó medio fresco RPMI suplementado 

al 5% con SFB ultracentrifugado y filtrado, para todos los tratamientos. 

Posteriormente las muestras se incubaron durante 6-7 días y se procedió al análisis 

de los tratamientos mediante la purificación del RNA total celular, incluyendo el 

control positivo del stock viral empleado en los ensayos, y la amplificación del 

genoma viral por RT-PCR como previamente se detalló.  
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VII. RESULTADOS 

 

7.1 Cultivo, amplificación y titulación del virus Dengue 

empleando la línea celular LLC-MK2 
 

El cultivo, cosecha y titulación del Virus Dengue Serotipo 2, cepa Nueva Guinea C 

(DENV-2 NGC) se llevaron a cabo utilizando la línea de células epiteliales de riñón 

de mono verde LLC-MK2.  En la Fig. 14 A se observa la monocapa confluente de 

células sin infectar (control negativo), mientras que en la Fig. 14 B se muestra el 

cultivo de seis días post-infección, donde se observa el efecto citopático en las 

células mediante la formación de placas líticas; las cuales, se observan mediante la 

pérdida de la monocapa confluente por lisis y desprendimiento de las células 

infectadas, resultando en espacios libres de células; así como se observa la 

presencia de proyecciones citoplásmicas y la acidificación del medio. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Una vez observado el efecto citopático máximo en el cultivo infectado y previamente 

al desprendimiento de la monocapa celular, se colectó el sobrenadante del cultivo, 

se clarificó de restos celulares mediante centrifugación a 3000rpm durante 10 

minutos a 4°C, la muestra  se almacenó en alícuotas a -70°C y se procedió a la 

titulación viral mediante ensayo de placa lítica. 

Figura 14. Cultivo de células LLC-MK2. A) Células sin infectar (control negativo). B) 
Células infectadas con DENV-2 NGC, 6 días post infección. Observadas con 

microscopio óptico a 10X. 
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7.2 Placa lítica 
 

El título viral del stock ya almacenado del DENV-2 NGC se determinó mediante 

ensayo de placa lítica. Alrededor del 12 de infección, se contaron las placas virales 

con ayuda del microscopio de luz y se calculó el título del virus en la muestra con la 

siguiente fórmula: ufp/ml = (n)(10)(F.D.); donde “n” son las placas virales que 

aparecen en la mayor dilución posible, “10” es el factor de corrección de 0.1 mL y 

“F.D.” es el factor de dilución. 

Se obtuvo la siguiente placa lítica: 

 

Figura 15. Titulación viral por ensayo de placa lítica. Se observa la formación de placas 

líticas debido a la lisis de las células LLC-MK2 por el DENV-2 NGC. Se realizó la placa por 
duplicado y con base en las diluciones logarítmicas en base 10 del stock viral se determinó 
el título. Como control negativo se emplearon células sin infectar (mock). 

 

Se consideró la dilución más alta en la que se observó la formación de placa lítica; 

tomando así la dilución 106, donde se observó una placa en ambos duplicados. Con 

base en la fórmula mencionada (UFP/ml= (1)(10)(106), se obtuvo un título viral de 1 

x 107  UFP/ml. Éste título posteriormente se utilizó para llevar a cabo todos los 

ensayos subsecuentes de infección. 
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7.4 Caracterización de exosomas derivados de monocitos 

humanos de la línea celular THP-1 por citometría de flujo 
 

Para la obtención y caracterización de exosomas derivados de monocitos, se llevó 

a cabo la infección con DENV-2 NGC de un cultivo de monocitos THP-1 a una MOI 

0.1, durante 48-72; observándose claramente el efecto citopático inducido por el 

DENV (pérdida de morfología circular, adherencia a la placa y extensión de 

filopodios, así como acúmulos de células que no corresponden propiamente a la 

formación de sincicios, pues aún se observa la individualidad de las células). De 

igual manera, se dejó un control negativo de células sin estímulo (mock infected), 

para evaluar la producción basal y por estímulo con DENV-2 de exosomas (Fig. 16).  

Posteriormente se colectó el sobrenadante y se utilizó en el protocolo de 

ultracentrifugación diferencial ya descrito (Théry et al. 2006b); una vez obtenido el 

pellet de exosomas, se hizo la cuantificación de proteínas por microBCA y mediante 

una curva de concentración de proteínas empleando tres puntos (25, 50 y 100 

µg/mL) se evaluó el inmunoaislamiento de la población de exosomas CD63+ 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16. Cultivo de la línea celular monocítica humana THP-1 (ATCC® TIB-202™). De 
lado izquierdo se observan las células sin infectar (control negativo) y de lado derecho se 

observa el efecto citopático de las células infectadas con DENV-2 NGC a MOI de 0.1, 72 
horas post infección. Observadas con microscopio óptico a 10X. 
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 utilizando perlas superparamagnéticas recubiertas con un anticuerpo monoclonal 

específico para la tetraspanina CD63 presente en la mayoría de los exosomas 

humanos. Se analizó la IMF de ambas muestras por señal del Ab CD63 acoplado a 

ficoeritrina mediante Citometría de flujo. 

Se establecieron dos gates o regiones de análisis, R1 (región 1), corresponde a la 

población del complejo independiente de perlas-exosomas-anticuerpo y R2 (región 

2), corresponde a la población del mismo complejo de perlas pero agregadas, en 

dímeros o trímeros (Fig. 17). 

 

 

 

 

 

Figura 17. Dot plot de las perlas 

acopladas a CD63 

(Invitrogen™ (10606D) donde 

se muestran los gates 

establecidos para el análisis de 
la IMF de las dos poblaciones 

observadas (R1 y R2). 

Figura 18. Histogramas de las poblaciones separadas en el citómetro de flujo, 
según el criterio indicado en la Fig. 17 y analizadas según la Intensidad Media 

de Fluorescencia (IMF) en el canal “amarillo” FL2-H (~570 nm), que 
corresponde a la señal del AB CD63-PE. A. R1,  complejo de las perlas 
unidas a los exosomas. B. R2, complejo de perlas unidas a los exosomas 

interaccionando entre ellas en dímeros o trímeros. Ex C- 25, 50, 100µg/mL 
(control negativo, exosomas derivados de monocitos sin estímulo empleando 
distintas concentraciones de proteína). Ex MOI.1 25, 50, 100µg/mL 

(exosomas derivados de monocitos infectados a MOI de 0.1, empleando 
distintas concentraciones de proteína). Adquisición de menos de 2x104 
eventos. 
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En la población R2, se duplica la IMF con respecto a la población R1 debido a la 

agregación de las perlas en dímeros o trímeros. Observamos un aumento en la IMF 

en los exosomas producidos por los monocitos THP-1 infectados (IMF de 56.7) en 

comparación con el control negativo (IMF de 21.7) de manera dependiente al 

incremento de la concentración de proteína añadida a las perlas CD63; tanto para 

la población de perlas independientes (R1) como para la población de perlas en 

dímeros o trímeros (R2), la cual se duplica (Fig. 18). Indicando así, que el estímulo 

producido por el DENV-2 en los monocitos induce un incremento en la expresión de 

la tetraspanina CD63 y/o un aumento en la producción de exosomas CD63 positivos 

en comparación a la producción basal de una célula no estimulada. 

 

7.5 Caracterización morfológica de los exosomas derivados de 

monocitos humanos THP-1 infectados con el virus Dengue por 

microscopía electrónica (obtenidos por ultracentrifugación 

diferencial) 
 

Una vez confirmada la presencia de exosomas derivados de monocitos infectados 

con DENV-2 NGC mediante Citometría de flujo, detectando la tetraspanina CD63, 

se procedió a su caracterización morfológica mediante microscopía electrónica.  Se 

analizó el pellet obtenido por ultracentrifugación diferencial del sobrenadante de un 

Figura 19. Vesículas extracelulares y exosomas derivados de monocitos THP-1 sin estímulo, 
obtenidos mediante ultracentrifugación diferencial, fijados con glutaraldehído y teñidos con 
tetróxido de osmio/acetato de uranilo. Microscopio de Transmisión electrónica JEOL JEM1010. 
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cultivo de células THP-1 sin estímulo (control negativo) y de un cultivo de células 

THP-1 infectadas con DENV-2 NGC a MOI 0.1 a las 72 horas post-infección. Al 

analizar los exosomas derivados de la línea celular THP-1 por microscopía 

electrónica de transmisión, se observó una población heterogénea de vesículas 

extracelulares, incluyendo exosomas, tanto para el control negativo (Fig. 19), como 

para las EVs producidas bajo el estímulo del virus Dengue (Fig. 20). No obstante, 

en las microscopías de las EVs derivadas de monocitos infectados, se observa una 

muestra más limpia y homogénea que el control negativo, con vesículas menores a 

los 500nm, en comparación con las vesículas producidas de manera basal por los 

monocitos sin estímulo, donde se observan vesículas de hasta 1µm. 

Figura 20. Vesículas extracelulares y exosomas derivados de monocitos THP-1 infectados con 
DENV (24hpi) a MOI 0.1, obtenidos mediante ultracentrifugación diferencial, fijados con 

glutaraldehído y teñidos con tetróxido de osmio/acetato de uranilo. Microscopio de Transmisión 
electrónica JEOL JEM1010. 
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7.6 Análisis por Rastreo de Nanopartículas de las EVs derivadas 
de monocitos humanos THP-1 infectados con el virus Dengue 

 

Habiendo confirmado por citometría de flujo la presencia del marcador exosomal 

CD63 y haber obervado vesículas de diversos tamaños mediante la EM, se procedió 

a analizar las EVs obtenidas por ultracentrifugación diferencial, añadiendo una 

filtración de 0.22 µm con el fin de eliminar las partículas mayores observadas en la 

EM por Análisis por Rastreo de Nanopartículas (NTA), en el equipo NanoSight 

NS300 de la Universidad Iberoamericana.  

El análisis por rastreo de nanopartículas es una técnica reciente cada vez más 

usada por la comunidad científica para el análisis de microvesículas (Dragovic et al. 

2011). Este sistema permite un análisis rápido de las muestras en tiempo real 

mediante la toma de un video, combinando la dispersión de la luz usando un 

microscopio de luz y la relación del movimiento browniano con el tamaño de las 

partículas, para así calcular el tamaño y concentración totales. Su límite de 

Figura 21. Gráfica mostrada en el reporte de lectura del NanoSight NS300 del análisis por NTA 

de perlas de poliestireno calibradas de 100 y 200 nm (dilución 1:500). Se muestran diversos picos 

de concentración de los tamaños predominantes, siendo los tres más representativos aquellos 

que se acercan al tamaño de las perlas: 85, 102 y 191 nm. 
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sensibilidad va de los 10 nm hasta los 1000 nm. Los parámetros de lectura del 

equipo fueron ajustados mediante el análisis previo de una mezcla de 

Nanopartículas calibradas de poliestireno de 100 y 200 nm llevadas a la dilución de 

lectura adecuada del NanoSight (entre 106-109 partículas). Con base en este control 

positivo de detección, se establecieron las condiciones de lectura recomendadas 

para partículas menores a 150 nm: un nivel de cámara de 14, umbral de detección 

de 2.0 (el mínimo), temperatura de 20°C, volumen de muestra de 1 mL, 30 segundos 

de captura de video y tres repeticiones de lectura por muestra. La lectura de la 

mezcla de perlas de 100 y 200 nm en concentración 1:1 mostró principalmente tres 

picos de concentración en los tamaños cercanos al de las perlas: 85, 102 y 191 nm. 

No obstante, el equipo arroja una distribución de tamaño de partículas no absoluta, 

sino gradual, en un rango de tamaño desde los 20 hasta los 500 nm, donde se 

detectan posibles perlas rotas o agregados de las mismas, dando una lectura de 

partículas más pequeñas a los 100nm o mayores a los 200nm, como se observa en 

la Fig. 21. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 22. Captura de pantalla del video grabado desde el NanoSight 
NS300, que muestra el nivel de cámara óptimo para detectar la 
dispersión de la luz de las partículas más pequeñas presentes en las 

fracciones de vesículas extracelulares derivadas de monocitos, 
obtenidas mediante un gradiente continuo de Iodixanol. 
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Una vez ajustados los parámetros de adquisición, las muestras de EVs derivadas 

de monocitos no estimulados (mock infected) e infectados con el Virus Dengue, 

fueron resuspendidas en PBS 1X y se llevaron a la dilución de lectura adecuada del 

equipo (1:50) para poder detectar entre 106-109 partículas.  

Se tomó un video de 30 segundos para cada muestra, por triplicado, donde se 

observa la luz dispersada de las vesículas derivadas de monocitos para cada 

fracción (Fig. 22). Posteriormente, mediante la aplicación de la ecuación Einstein-

Stokes y el umbral mínimo de detección de partículas, el software determinó la 

concentración y el tamaño de cada partícula con base en el movimiento browniano 

detectado en el video, donde las partículas más pequeñas se mueven de manera 

aleatoria rápida y las partículas de mayor tamaño se mueven de manera aleatoria 

lenta en el medio fluido (Fig. 23 A). De igual manera, se observa en el dot plot del 

análisis del equipo, que la mayoría de las partículas detectadas son menores a los 

250 nm (Fig. 23 B).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 23. Captura de pantalla del análisis de las partículas detectadas por movimiento browniano y 

dispersión de la luz desde el NanoSight NS300. A. Análisis del tamaño de las partículas detectadas por 
movimiento browniano. B. Dot plot de las partículas detectadas de acuerdo a su tamaño y concentración, 

donde la mayoría son menores a los 250nm. 
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El NTA permitió la obtención de la concentración de partículas en función de su 

tamaño y se observó una muestra polidispersa tanto para el control negativo, como 

para las partículas obtenidas bajo estimulo del DENV-1 NGC, en el rango de tamaño 

de los 30 a 485 nm. Los resultados mostraron un incremento significativo en la 

producción de EVs derivadas de monocitos humanos THP-1 infectados con el 

DENV-2 NGC en comparación a la producción basal celular de EVs. Al analizar 

únicamente las partículas en el rango de tamaño de los exosomas (30-120 nm), se 

observó una proporción mayor de estas partículas en el control negativo (45.24 %) 

en comparación con las partículas entre 30-120 nm observadas en células 

sometidas al estímulo del virus, que fue de 31.94 %. No obstante, la comparación 

no resulta semejante en términos de proporciones o de concentración absoluta, ya 

que en términos cuantitativos, se producen más partículas entre 30-120 nm y de 

mayor tamaño bajo estímulo del DENV-2 NGC, que de manera basal (Fig. 24). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 24. Determinación del tamaño de partícula y concentración por Análisis por Rastreo de 
Nanopartículas (NTA) de las EVs derivadas de monocitos sin estímulo (control negativo, mock 
infected) y de las EVs derivadas de monocitos infectados a una MOI de 0.1 con DENV-2 NGC. Se 

representa la concentración de las partículas de interés (el rango de tamaño en el que se 

encuentran los exosomas y el virus Dengue), de 30-120 nm (en azul), así como el porcentaje de 
esta población en comparación al total de partículas (en naranja). Se observa que bajo el estímulo 
del DENV-2 NGC, en general, se produce un notable incremento de EVs. 
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7.7 Caracterización morfológica de los exosomas derivados de 

monocitos humanos THP-1 infectados con el virus Dengue por 

microscopía electrónica (obtenidos mediante filtración) 
 

Una vez habiéndose confirmado el incremento en la producción de EVs derivadas 

de monocitos bajo el efecto del virus Dengue por citometría de flujo y NTA, se realizó 

un segundo análisis por microscopía electrónica.  

Al igual que en el análisis por NTA, se caracterizó el pellet obtenido por 

ultracentrifugación diferencial del sobrenadante de un cultivo de células THP-1 

infectadas con DENV-2 NGC a MOI 0.1 a las 72 horas post-infección, añadiendo 

una filtración a través de un poro de 0.22 µm con el fin de eliminar las vesículas de 

mayor tamaño previamente observadas. 

En efecto, se observó una población de vesículas extracelulares de menor tamaño 

en comparación a la muestra obtenida únicamente por ultracentrifugación 

diferencial, así como se visualizó una muestra más limpia (Fig. 25).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 25. Vesículas extracelulares y exosomas derivados de monocitos THP-1 infectados a 

MOI de 0.1 con DENV-2 NGC, obtenidas mediante ultracentrifugación y posterior ultrafiltración 
a través de un poro de 0.22 µm. A. Se señala la presencia de partículas electrodensas dentro 
de una vesícula correspondiente al tamaño de un exosoma. B. Se señala la presencia de 

partículas electrodensas agregadas y asociadas a vesículas. Microscopio de Transmisión 
electrónica JEOL JEM1010. 
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Asimismo, al observar la mayoría de las vesículas de menor tamaño, se pudo 

distinguir la presencia de partículas electrodensas de distintos tamaños, como se 

ha observado al virus Dengue, asociadas y rodeadas por una membrana (Fig. 25 

A). Las imágenes obtenidas sugieren la posibilidad de observar una partícula viral 

dentro de una vesícula que, por el tamaño, corresponde a un exosoma. De igual 

manera, se observaron partículas electrodensas agregadas, asociadas igualmente 

a vesículas, de mayor tamaño (Fig. 25 B). 

Particularmente en el contexto de una infección viral, la convergencia de tamaño 

entre los virus y los exosomas dificulta su análisis, por lo que la técnica estándar 

para el aislamiento de exosomas a partir de un medio de cultivo estimulado con 

partículas infecciosas, la ultracentrifugación diferencial, resulta insuficiente para 

purificar ó separar virus de exosomas, incluso empleando la filtración a través de un 

poro de 0.22µm. Con base en lo anterior, posterior a la ultracentrifugación, se 

decidió utilizar un método de separación basado en gradientes de densidad, llamado 

OptiPrep™, para separar los exosomas derivados de monocitos humanos 

infectados con el virus Dengue, de las partículas virales que se obtienen en el pellet 

de la ultracentrifugación; el cual ya ha sido utilizado con éxito en la separación del 

Virus de la Inmunodeficiencia Humana, y  exosomas así como de otros virus. 

En la literatura científica no existen hasta la fecha protocolos de separación de 

exosomas y el virus Dengue, por lo que una vez realizado el gradiente de densidad 

del pellet en el cual se encuentran mezclados los exosomas, las partículas virales, 

agregados proteicos y vesículas de otra índole, se hizo nuevamente el Análisis por 

rastreo de Nanopartículas para determinar el tamaño de las partículas presentes en 

las fracciones obtenidas, para así descartar las fracciones en las cuales no se 

encontraran los exosomas purificados. 
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7.8 Análisis por Rastreo de Nanopartículas (NTA) de las 

fracciones individuales 
 

Una vez habiendo confirmado por citometría de flujo y TEM, la presencia de 

exosomas derivados de monocitos infectados con DENV-2 NGC, así como el 

incremento en la producción de éstos por estímulo del virus, se procedió a su 

separación utilizando un gradiente continuo de velocidad de Iodixanol que 

permitiese su separación por tamaño y densidad, puesto que la ultracentrifugación 

diferencial no es suficiente para separar las partículas virales del pellet obtenido, 

debido a la similitud en densidad de los exosomas y las partículas virales, así como 

el tamaño. De modo que el pellet del sobrenadante de monocitos THP-1 infectados, 

ultracentrifugado y filtrado, se supuerpuso en un gradiente continuo de 6-18% de 

Iodixanol y se obtuvieron 12 fracciones, que fueron analizadas de manera individual 

por NTA bajo las condiciones previamente mencionadas. 

El NTA permitió la obtención de la concentración de partículas de acuerdo al tamaño 

y se observó una muestra polidispersa para cada fracción, con una distribución de 

tamaño de las vesículas en el rango desde los 20 nm hasta los 700 nm. Para lo cual, 

se analizó cada fracción en tres grupos de tamaño: de 0 nm a 29 nm, de 30 nm a 

120 nm (que son las partículas que corresponden al tamaño de los exosomas) y de 

121 nm a 700 nm (Fig. 26). Con base en la concentración total de partículas por 

muestra, se obtuvo el porcentaje de vesículas de cada grupo de tamaño, teniendo 

el porcentaje más elevado para el tamaño de interés, de 30-120 nm, las fracciones 

5 (40.19%), 6 (25.42%), 7 (60.17%) y 11 (42.63%), como se observa en la Fig. 21. 

No obstante, en términos de porcentaje y concentración de partículas de 

determinado tamaño, para la fracción 1, a pesar de indicar 4.37% de partículas entre 

30-120nm, en cuanto a concentración, es la tercer fracción en poseer más partículas 

de este tamaño. 

Una vez observado el comportamiento de las 12 fracciones en cuanto a tamaño y 

concentración de partículas por el NanoSight NS300, se procedió a identificar por 

citometría de flujo el marcador exosomal CD63 en cada fracción. 



71 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 26. Determinación del tamaño de partícula y concentración por Análisis por Rastreo de 
Nanopartículas (NTA) de las fracciones individuales obtenidas por gradiente continuo  de velocidad 
de Iodixanol. Se empleó una dilución 1:50 en el rango de concentración de 4x107 a 4.8x108 
partículas/mL. Se representa la concentración de las partículas de acuerdo a tres grupos de 

tamaño: de 0-29 nm, de 30-120 nm (el rango de tamaño en el que se encuentran los exosomas y 
el virus Dengue) y de 121-750 nm; así como el porcentaje de partículas de cada grupo de tamaño 
con base en la concentración total de partículas por muestra. La fracción 1 es la tercer fracción con 

mayor concentración de partículas a pesar de no ser la más pura, de acuerdo al 95.63% de 
partículas que corresponden al rango de tamaño entre 121-750 nm. Las fracciones 2 y 3 poseen 
casi el 100% de partículas de mayor tamaño, mientras que la fracción 4 presentó un 9.85% de 
partículas en el rango de tamaño de los exosomas. No obstante, las fracciones 5, 6 y 7 presentan 

40.20, 25.42 y 60.17% respectivamente de partículas entre 30-120 nm. Las fracciones 8, 9 y 10 
presentan un porcentaje bajo de partículas del tamaño de interés y finalmente, en la fracción 11 se 
observa el segundo porcentaje más elevado de partículas entre 30-120 nm, con un 42.63%, seguida 

por el quinto porcentaje más elevado, que corresponde a la fracción 12 con un 8.95%. 

Se realizó un corte en el eje del gráfico para la barra que corresponde al tamaño entre los 121-750 
nm para la fracción 1 debido a la alta concentración que presenta; se muestra de lado superior 

izquierdo el valor real de concentración que alcanzó dicha población. 
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7.9 Citometría de flujo de las fracciones individuales 
 

Las 12 fracciones obtenidas por el gradiente continuo de velocidad de Iodixanol 

fueron analizadas mediante Citometría de flujo utilizando perlas 

superparamagnéticas recubiertas con un anticuerpo monoclonal específico para el 

marcador exosomal Tetraspanina CD63 expresado en la mayoría de los exosomas 

humanos. Se analizó la IMF de todas las muestras por señal del Ab anti-CD63-PE. 

Se establecieron dos gates, o regiones. R1, corresponde a la población del complejo 

independiente de perlas-exosomas-anticuerpo y R2, que corresponde a la población 

del mismo complejo de perlas pero agregadas, en dímeros o trímeros (Fig. 27). 

 

 

 

 

 

 

 

 

De acuerdo a la población R2, donde se duplica la IMF de la población R1 debido a 

la agregación de las perlas en dímeros o trímeros, se observó un ligero aumento en 

la IMF principalmente para la fracción 1, con una IMF de 29.0, la cual  disminuyó a 

21.4 para la fracción 2, 22.5 para la fracción 3, 18.4 para la fracción 4, 19.9 para la 

fracción 5, 17.1 tanto para las fracciones 6 y 7 y para las fracciones restantes la IMF 

disminuyó por debajo de 15.3 (Fig. 28).  

Debido a que los exosomas poseen diversidad de tamaño, así como de 

composición, se sabe que difícilmente se encuentran de manera absoluta en una 

sola fracción; en vez de esto, el gradiente permite un enriquecimiento de los mismos 

Figura 27. Dot plot de las perlas recubiertas 

del anticuerpo monoclonal específico para el 
antígeno de membrana CD63 presente en la 

mayoría de los exosomas (Invitrogen™ 
(10606D), donde se muestran los gates 

establecidos para el análisis de la IMF de las 

dos poblaciones observadas (R1 y R2). 
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a lo largo de dos o más fracciones. De esta manera, con base en la literatura, los 

resultados por NTA y Citometría de flujo, se decidió evaluar la combinación de las 

fracciones 1-2 (que muestran alta concentración de partículas entre 30-120 nm, así 

como mayor señal de la tetraspanina CD63 ), las fracciones 5-6-7 (que muestran un 

enriquecimiento de partículas entre 30-120 nm, particularmente la fracción 7, así 

como un ligero incremento en la IMF para la fracción 5, seguida por la misma IMF 

para las fracciones 6 y 7 previo al descenso de la misma para el resto de las 

fracciones) y las fracciones 11-12 (que indicaron un alto porcentaje de partículas en 

el rango de tamaño para los exosomas en comparación al resto de las fracciones).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 28. Histogramas de las poblaciones analizadas para las fracciones individuales. A. R1,  

complejo de las perlas unidas a los exosomas. B. R2, complejo de perlas unidas a los exosomas 
interaccionando entre ellas en dímeros o trímeros. Ex C- 25, 50, 100µg/mL (control negativo, 
exosomas derivados de monocitos sin estímulo empleando distintas concentraciones de 

proteína). Ex MOI.1 25, 50, 100µg/mL (exosomas derivados de monocitos infectados a MOI de 
0.1, empleando distintas concentraciones de proteína). Adquisición de 4x104 eventos. 



74 
 

La combinación de las fracciones fue evaluada nuevamente por Citometría de flujo 

y análisis por NTA, así como microscopía electrónica y detección del genoma viral 

por extracción total del RNA y amplificación del mismo por RT-PCR. 

 

7.10 Análisis por Rastreo de Nanopartículas (NTA) de las 

fracciones combinadas (1-2, 5-6-7 y 11-12) 
 

Con el propósito de comparar el comportamiento basal de las células en la 

producción y separación de vesículas extracelulares mediante gradiente de 

Iodixanol, y el de las células infectadas con el Virus Dengue, se incluyó un control 

negativo (células sin estímulo) de 20 millones de células y 20 millones de células 

infectadas a una MOI de 0.1 por 72 hrs. Transcurrido el tiempo de incubación se 

cosechó el sobrenadante y se llevó a cabo la purificación de EVs por gradiente 

continuo de velocidad de OptiPrep™ (Iodixanol). Una vez establecidos los 

parámetros de lectura en el NanoSight NS300 empleando perlas de poliestireno de 

100nm calibradas, se analizaron mediante NTA las Fracciones combinadas para los 

tratamientos mencionados: fracciones 1-2, 5-6-7 y 11-12.  

Se evaluaron mediante NTA, utilizando una dilución adecuada para su lectura en el 

NanoSight (entre 106-109 partículas) y se tomó un video de 30 segundos por 

triplicado para cada muestra, observando nuevamente una muestra polidispersa 

para las fracciones combinadas, con una distribución de tamaño de las partículas 

en el rango desde los 20 nm hasta los 750 nm. Para lo cual, se analizó cada fracción 

en tres grupos de tamaño: de 0 nm a 29 nm, de 30 nm a 120 nm (que son las 

partículas que corresponden al tamaño de los exosomas) y de 121 nm a 700 nm. 

Se obtuvo el promedio de concentración con base en el tamaño de partícula, así 

como el porcentaje de partículas para cada grupo (Fig. 29 y 30). 
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Las Fracciones 1-2 del control negativo mostraron 33.93% de partículas entre 30-

120 nm, mientras que las Fracciones 1-2 obtenidas bajo el estímulo del DENV 

mostraron un 6.73% de partículas entre 30-120 nm; no obstante, en cuanto a 

concentración de partículas del tamaño de interés, las Fracciones de EVs derivadas 

de monocitos infectados presentan casi la misma cantidad de partículas que en el 

control negativo aunque la pureza sea menor. Las Fracciones 5-6-7 presentaron 

mayor concentración de partículas y porcentaje de partículas entre 30-120nm en el 

control negativo  (38.83%) en comparación a las fracciones obtenidas bajo la 

infección con el DENV-2 (29.21%) y, por último, las Fracciones 11-12 bajo el 

Figura 29. Determinación del tamaño de partícula y concentración por Análisis por Rastreo de 
Nanopartículas (NTA) de las fracciones combinadas obtenidas por gradiente continuo  de 

velocidad de Iodixanol del control negativo (EVs derivadas de células sin estímulo; producción 
basal). Se empleó una dilución 1:50 en el rango de concentración de 2.3x109 a 2.2x1010 
partículas/mL. Se representa la concentración de las partículas de acuerdo a tres grupos de 
tamaño: de 0-29 nm, de 30-120 nm (el rango de tamaño en el que se encuentran los exosomas 

y el virus Dengue) y de 121-750 nm; así como el porcentaje de partículas de cada grupo de 
tamaño con base en la concentración total de partículas por muestra. Las Fracciones 1-2 
presentan 33.93% de partículas que corresponden al rango de tamaño de los exosomas, en 

cambio, las Fracciones 5-6-7 poseen casi el mismo porcentaje de partículas entre 30-120 nm 
(38.83%), pero mayor concentración de las mismas. Mientras que las Fracciones 11-12 

presentaron 46.72% de partículas entre 30-120 nm, pero concentración más baja. 
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estímulo del virus presentaron un alto porcentaje de partículas en el tamaño de 

interés (82.83%) en comparación al control negativo (46.72%).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La Tabla 4 muestra los datos de concentración total de partículas en el rango de 30 

a 120 nm y sus proporciones relativas en cada muestra (%). 

Figura 30. Determinación del tamaño de partícula y concentración por Análisis por 
Rastreo de Nanopartículas (NTA) de las fracciones combinadas obtenidas por gradiente 
continuo  de velocidad de Iodixanol de las EVs derivadas de células infectadas con el 

DENV-s. Se empleó una dilución 1:50 en el rango de concentración de 1x109 a 1.4x1010 
partículas/mL. Se representa la concentración de las partículas de acuerdo a tres grupos 
de tamaño: de 0-29 nm, de 30-120 nm (el rango de tamaño en el que se encuentran los 

exosomas y el virus Dengue) y de 121-750 nm; así como el porcentaje de partículas de 
cada grupo de tamaño con base en la concentración total de partículas por muestra. Las 
fracciones 1-2 presentan 6.73% de partículas que corresponden al rango de tamaño de 

los exosomas, en cambio, las fracciones 5-6-7 poseen mayor porcentaje de partículas 
entre 30-120 nm (29.21%), pero casi la misma concentración de las fracciones 1-2. Las 
fracciones 11-12 presentaron  el mayor porcentaje de partículas entre 30-120 nm 
(82.83%), así como la concentración más alta. 

Se realizó un corte en el eje del gráfico para la barra que corresponde al tamaño entre 

los 121-750 nm para la Fracciones 1-2 debido a la alta concentración que presentan; se 

muestra de lado superior izquierdo el valor real de concentración que alcanzó dicha 

población de partículas. 
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7.11 Citometría de flujo de las fracciones combinadas 
 

Con el objetivo de evaluar la presencia de la tetraspanina CD63, todas las fracciones 

combinadas obtenidas por el gradiente continuo de velocidad de Iodixanol fueron 

analizadas mediante Citometría de flujo, utilizando perlas superparamagnéticas 

recubiertas con un anticuerpo monoclonal específico para la tetraspanina CD63 

expresada en la mayoría de los exosomas humanos. Se analizó la IMF de todas las 

muestras detectando la señal del Ab CD63-PE. 

 

 

 

 

 

 

Tabla 4. Total de partículas por mL, el total de partículas entre 30-120 nm y el porcentaje de partículas 

entre 30-120 nm para el NTA del control negativo (producción basal de EVs de células sin estímulo) y 

para el NTA del DENV-2 NGC (producción de EVs por células infectadas). 

Figura 31. Dot plot de las perlas recubiertas del anticuerpo 

monoclonal específico para el antígeno de membrana CD63 

presente en la mayoría de los exosomas (Invitrogen™ 
(10606D), donde se muestran los gates establecidos para 

el análisis de la IMF de las dos poblaciones observadas (R1 
y R2). 
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Se establecieron dos gates, R1, que corresponde a la población del complejo 

independiente de perlas-exosomas-anticuerpo y R2, que corresponde a la población 

del mismo complejo de perlas pero agregadas, en dímeros o trímeros (Fig. 31). 

De acuerdo a la población R2, donde se duplica la IMF de la población R1 debido a 

la agregación de las perlas en dímeros o trímeros, se observó un ligero aumento en 

la IMF principalmente para la fracciones 1-2, con una IMF de 42.9, para las 

fracciones 3-4 disminuyó a 37.9; mientras que para las fracciones 5-6-7 se observó 

la segunda IMF más alta, siendo de 40.4. Para las fracciones 8-9-10 disminuyó a 

28.0 y finalmente las fracciones 11-12 presentaron una IMF de 22.8 (Fig. 32). 

  

Figura 32. Histogramas de las poblaciones analizadas para todas las fracciones combinadas 
(1-2, 3-4, 5-6-7, 8-9-10 y 11-12). A. R1,  complejo de las perlas unidas a los exosomas. B. 

R2, complejo de perlas unidas a los exosomas interaccionando entre ellas en dímeros o 
trímeros. Adquisición de 4x104 eventos. 
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7.12 Caracterización morfológica por Microscopía Electrónica 

(EM) de las vesículas presentes en las fracciones combinadas 

obtenidas por gradiente continuo de velocidad de OptiPrep™ 

(Iodixanol) 
 

Una vez que observamos el enriquecimiento de exosomas derivados de monocitos 

infectados con DENV-2 NGC principalmente en las fracciones 1-2, así como 5-6-7 

mediante Citometría de flujo, detectando la tetraspanina CD63, y con base en el 

tamaño de las partículas detectadas por NTA, se analizó por EM el pellet de las 

fracciones 1-2, 5-6-7 y 11-12 obtenidas posterior a la separación por el gradiente de 

Iodixanol.  

 

 

Al evaluar el pellet de las Fracciones combinadas, únicamente se pudo analizar la 

muestra correspondiente a las Fracciones 1-2, donde se observó la morfología de 

vesículas previamente encontradas; no obstante, a pesar de que la muestra fue 

lavada con abundante PBS, se observa el contraste de color en las vesículas 

tratadas con Iodixanol en comparación a las imágenes previamente obtenidas. 

Nuevamente observamos una población heterogénea de vesículas extracelulares, 

de distintos tamaños (Fig. 33), incluyendo aquellas que están en el rango del tamaño 

de los exosomas (Fig. 34). 

Figura 33. Vesículas extracelulares y exosomas 
presentes en las Fracciones 1-2, derivadas de 
monocitos THP-1 infectados con el DENV-2 NGC a 

MOI de 0.1 durante 72 horas, purificados por 
gradiente de velocidad de Iodixanol, fijados con 
glutaraldehído y teñidos con tetróxido de 

osmio/acetato de uranilo. Microscopio de 
Transmisión electrónica JEOL JEM1010. Escala de 
500 nm. 

. 
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7.13 Identificación del genoma viral del DENV en las Fracciones 

combinadas 1-2, 5-6-7 y 11-12 obtenidas por gradiente de 

velocidad de Iodixanol 
 

Para determinar la posible presencia del genoma viral en las fracciones 1-2, 5-6-7 y 

11-12, se purificó el RNA total de las mismas, se cuantificó y se llevó a cabo la 

reacción de RT-PCR utilizando el kit OneStep; se evaluaron los productos del RT-

PCR por electroforesis en gel, que fue visualizado en el Typhoon™ FLA 9500 

biomolecular imager (Blue n.d.). Se utilizó GAPDH como control negativo; no 

obstante, las condiciones de amplificación de GADPH  son distintas a las del DENV-

2 NGC (Fig. 35), por lo que se evaluó en un gel distinto (Fig. 36).  

Figura 34. Aumentos en escala de 100 nm de las imágenes originales obtenidas 
mostradas en la Fig. 32. Se observan las vesículas que corresponden al tamaño de los 
exosomas, presentes en las Fracciones 1-2, derivados de monocitos THP-1 infectados 

con el DENV-2 NGC a MOI de 0.1 durante 72 horas, purificados por gradiente de 
velocidad de Iodixanol, fijados con glutaraldehído y teñidos con tetróxido de 
osmio/acetato de uranilo. Microscopio de Transmisión electrónica JEOL JEM1010. 
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Como control positivo, se evaluó el DENV-2 NGC (a partir de un stock viral)  y las 

diferentes fracciones del gradiente de Iodixanol. El fragmento de 511 pb del genoma 

de DENV-2 fue amplificado para el DENV del stock (control positivo) al observarse 

una banda de amplificación del tamaño del peso esperado.  En éste, la banda que 

se observa mejor es la del stock viral, las fracciones 1-2 y las Fracciones 5-6-7; no 

obstante, de igual manera se observa una banda tenue para en las fracciones 11-

12, pudiendo indicar que los exosomas pueden contener ya sea genoma viral y/o 

partículas virales (Fig. 35). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

7.14 Ensayo de co-cultivo 
 

7.14.1 RT-PCR 
 

Para determinar la posible infección favorecida por los exosomas derivados de 

monocitos infectados con DENV-2 NGC, se purificó el RNA celular de los co-cultivos 

a los 6-7 días post-estimulación:  

Figura 35. Resultados 

representativos del RT-PCR 

mostrando el fragmento de 

511 pb del genoma de DENV-

2 que fue amplificado para las 

EVs presentes en las 

Fracciones 1-2, 5-6-7 y 11-12 

obtenidas por gradiente 

contínuo de velocidad de 

Iodixanol. 

Figura 36. Resultados 

representativos del RT-PCR 

mostrando el fragmento de 

294 pb de GAPDH que fue 

amplificado para las EVs 

presentes en las Fracciones 

1-2, 5-6-7 y 11-12 obtenidas 

por gradiente contínuo de 

velocidad de Iodixanol. 
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- Monocitos THP-1 estimulados con exosomas (50 µg de proteína exosomal 

obtenida por gradientes de Iodixanol y cuantificada por micro BCA) de las 

fracciones 1-2, 5-6-7 y 11-12. 

- Monocitos THP-1 infectados con DENV-2 NG. 

- Monocitos THP-1 sin estímulo. 

Se llevó a cabo la reacción de RT-PCR empleando el kit OneStep y se evaluaron 

los productos del RT-PCR por electroforesis en gel, que fue visualizado en el equipo 

Typhoon™ FLA 9500 biomolecular imager (Blue n.d.). Se observó una banda del 

tamaño del peso esperado (511pb), tanto en los monocitos THP-1 estimulados con 

las Fracciones 11-12, así como en el carril correspondiente al stock del DENV-2, 

pudiendo indicar que tanto en el stock viral (control positivo) como en  los exosomas 

presentes en las fracciones 11-12 se estableció una infección productiva, donde 

pudo ser  detectado el genoma viral (Fig. 37). 

 

 

 

Figura 37. Resultados representativos del RT-PCR mostrando el fragmento de 511 pb del 

genoma de DENV-2 que fue amplificado para el co-cultivo de monocitos sin estímulo más las 

Fracciones combinadas 1-2, 5-6-7 o 11-12. 
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VIII. DISCUSIÓN 

 

Se sabe que prácticamente todas las células secretan exosomas, entre ellas, los 

monocitos, los cuales son la célula diana del Virus Dengue; no obstante, hasta la 

fecha, son pocos los reportes relacionados al estudio de la posible participación de 

los exosomas en la patogénesis del dengue. Entre éstos, no existe un reporte en la 

literatura en donde se evalúen las EVs y/o exosomas derivados de monocitos 

infectados por el DENV. En el presente estudio, se utilizó la línea celular monocítica 

humana THP-1, la cual, se ha visto que también secreta exosomas y que éstos son 

positivos para distintos marcadores exosomales, como CD9, CD63, CD81, Tsg101 

y Hsp70 (Ekström et al., 2013).  

Inicialmente se evaluaron los exosomas derivados de monocitos THP-1 infectados 

por el DENV-2 NGC mediante citometría de flujo, detectando la tetraspanina CD63, 

un marcador exosomal. Este análisis nos permitió confirmar la presencia de la 

tetraspanina en la muestra de EVs y exosomas derivados de monocitos THP-1 

infectados con DENV-2 NGC, obtenida por ultracentrifugación diferencial. 

Asimismo, se observó un incremento en la presencia de la señal por CD63 en 

comparación a los exosomas derivados de monocitos sin estímulo (mock infected). 

Esto debido a un incremento en el número de exosomas CD63 positivos y/o en el 

incremento en la expresión de CD63. 

Una de las técnicas esenciales en el campo de las EVs y los exosomas, es la 

microscopía electrónica, ya que permite visualizar la morfología de las vesículas 

obtenidas, así como la limpieza de la muestra empleada. Es conocido que en el 

pellet obtenido por ultracentrifugación diferencial, se pueden encontrar agregados 

proteicos, partículas virales, diversas subpoblaciones de vesículas de distintos 

tamaños y de probable origen endosomal y de membrana plasmática (de hasta 1 

µm), así como vesículas menores a los 150 nm, que corresponden al tamaño de los 

exosomas (Bobrie et al., 2012); de forma que al observar la muestra obtenida por 

ultracentrifugación diferencial, se observó una población heterogénea de vesículas, 

de múltiples tamaños. Con base en lo anterior, las muestras fueron posteriormente 
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analizadas por NTA, añadiendo una filtración a través de un poro de 0.22 µm para 

eliminar la mayor cantidad posible de partículas mayores de 250 nm; se logró 

confirmar el resultado observado por citometría de flujo, donde el Virus Dengue 

induce un incremento en la vesiculación celular en comparación a la producción 

basal de EVs (mock infected), que, si bien no incrementa el porcentaje de vesículas 

de 30 a 120 nm, sí aumenta considerablemente el número total de partículas en 

este rango de tamaño. No obstante, aún fue detectada (aunque en menor 

proporción) la presencia de partículas de mayor tamaño, como lo indicó la 

ultracentrifugación diferencial y como lo corroboró la segunda caracterización por 

microscopía electrónica, donde, aun habiendo filtrado la muestra, se observaron 

algunas vesículas mayores a 250 nm. No obstante, la filtración permitió observar 

más vesículas en el rango de tamaño de los exosomas, así como la presencia de 

partículas electrodensas de distintos tamaños asociadas a vesículas que, de 

acuerdo a la literatura, podrían corresponder a partículas virales de 50-60 nm. 

Mediante el marcaje específico con anticuerpos acoplados a oro coloidal contra 

alguna proteína estructural del virus, así como de los exosomas, se podría confirmar 

la presencia del virus Dengue dentro de una vesícula que, por el tamaño y forma 

ovoide, corresponde a un exosoma; no obstante,  las imágenes sugieren el posible 

transporte viral mediado por EVs. 

El estudio de los exosomas es un área que ha incrementado en auge a partir de la 

última década y cada vez más técnicas son optimizadas y desarrolladas para su 

análisis; pese a esto, la combinación de las investigaciones sobre virus y exosomas 

vuelve particularmente complicado su estudio, debido a la similitud en tamaño, 

composición y densidad. Para utilizar los exosomas en los ensayos biológicos 

propuestos en este estudio, y con base en lo anterior, se decidió emplear una 

técnica más precisa de separación de exosomas y partículas virales, mediante 

gradientes de densidad. 

Se han descrito protocolos de separación basados en gradientes de sacarosa, 

gradientes continuos de Iodixanol (OptiPrep™) y la combinación de ambos, 
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logrando una buena separación de exosomas en fracciones distintas a las que se 

posiciona el virus.  

Al no existir reportes que aseguren la separación de exosomas y el Virus Dengue, 

se evaluó inicialmente el protocolo seguido por Zhu et al., 2015, donde mezclan el 

pellet obtenido por ultracentrifugación diferencial con sacarosa 2.5 M, superponen 

sacarosa 2 M seguido de sacarosa 0.25 M, ultracentrifugan por 16 horas a 150,000 

g y finalmente colectan los exosomas acumulados en la interfase formada entre la 

sacarosa 0.25 M y 2 M (Zhu et al., 2015). No obstante, la cantidad recuperada de 

muestra fue mínima y su análisis por EM no fue posible, ya que al ser una solución 

hiperosmótica y viscosa, conduce a una tasa de sedimentación muy lenta para las 

partículas pequeñas y resulta sumamente difícil retirarla.  

Cantin et al., en 2008, reportan en su estudio, sobre la separación de exosomas y 

HIV-1 a partir de sobrenadante libre de células, que la sacarosa resulta ineficiente 

en la separación de los mismos y sugieren el uso de gradientes de Iodixanol (Cantin 

et al., 2008). El Iodixanol (OptiPrep™) fue desarrollado como un medio de contraste 

dimérico, isosmótico, no iónico, hidrosoluble y no tóxico para las células; se 

encuentra al 60% en agua, es poco viscoso y debido a su masa molecular, forma 

autogradientes fácilmente, permitiendo el adecuado aislamiento de células, 

organelos, purificación viral y aislamiento de lipoproteínas y macromoléculas (AS, 

2011; Ford et al., 1994). 

Konadu et al., en 2016, utilizaron un gradiente de velocidad de Iodixanol del 6 al 

18% para aislar exosomas del plasma de pacientes infectados con HIV-1. De las 12 

fracciones que obtuvieron, encontraron que los exosomas se segregaron en las 

fracciones de baja densidad; es decir, en las fracciones superiores del gradiente de 

Iodixanol, mientras que las partículas virales se encontraron en las fracciones de 

alta densidad (en las fracciones inferiores). Identificaron las partículas virales 

mediante ensayo de ELISA detectando la proteína de la cápside p24 del HIV-1, 

mientras que los exosomas fueron identificados mediante la determinación de la 

actividad enzimática de la acetilcolinesterasa (AChE) y por western blot de los 

marcadores CD9, CD63 y CD45. Las fracciones superiores colectadas (1, 2, 3) 
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contenían exosomas, dando negativo para la contaminación de la proteína p24 del 

HIV-1. Eligieron las fracciones 2 y 3 para el uso de los exosomas en los ensayos de 

funcionalidad posteriores y determinaron la presencia del virus en las fracciones 11 

y 12; no obstante, la detección de CD63 para los exosomas decreció de manera 

evidente hasta las fracciones 7 y 8, mientras que p24 fue detectado desde la 

fracción 9 hasta la 12. De modo que se observa, tanto para los exosomas como 

para el HIV-1, una separación progresiva, siendo más que una purificación, un 

enriquecimiento gradual de ambos con base en las concentraciones de Iodixanol. 

La separación eficiente de exosomas de las partículas virales, al emplear 

únicamente las fracciones 2 y 3, les permitió el uso preciso de éstos en ensayos 

biológicos con el fin de estudiar el posible papel de los exosomas, como 

moduladores inmunológicos en la patogenia del HIV-1 (Konadu et al., 2016). Por 

otro lado, Sampey et al., en 2014, en un trabajo de revisión sobre los exosomas y 

su papel en las infecciones virales del sistema nervioso central, sugieren, en la 

representación gráfica de los resultados, que el posicionamiento de los exosomas, 

empleando igualmente un gradiente del 6 al 18% de Iodixanol, ocurre principalmente 

en las fracciones 5, 6 y 7 (correspondientes al 10.8, 12 y 13.2% de Iodixanol), 

mientras que los virus se localizarían aproximadamente en las fracciones 9 y 10 

(correspondientes al 15.6 y 16.8% de Iodixanol) y finalmente en la fracción 11 (18% 

de Iodixanol), cuerpos apoptóticos (Sampey et al., 2014a). Cantin et al., en 2008, 

empleó asimismo un gradiente de separación del 6 al 18% de Iodixanol para separar 

al HIV-1 del sobrenadante celular, encontrando que en las primeras fracciones se 

localizaban vesículas grandes correspondientes al tamaño de las micropartículas, 

mientras que la distribución de los exosomas a lo largo de las fracciones del 

gradiente se dio principalmente en las fracciones 3, 4, 5 y 6 (correspondientes al 

8.4, 9.6, 10.8 y 12% de Iodixanol) y el virus se localizó en la fracción 9 (15.6 % de 

Iodixanol; Cantin et al., 2008).  

La mayoría de los protocolos estandarizados para la separación de virus y 

exosomas por gradiente, son para HIV-1. No obstante, Z. Liu, Zhang, Yu, & He, en 

2014, emplearon un gradiente de Iodixanol del 6 al 24% basado en el protocolo 

empleado por Cantin et al., en el 2008, para separar exosomas de HCV del plasma 



87 
 

de pacientes infectados, así como de sobrenadante de cultivo celular el cual tiene 

un tamaño de 50-65 nm y una densidad >1.13 g/ml; colectaron 11 fracciones y 

encontraron un enriquecimiento en exosomas distribuido a lo largo de las fracciones 

2-4 principalmente, mientras que el virus se localizó en las fracciones 7-10 (Liu et 

al., 2014) . 

El DENV posee una densidad de 1.18 a 1.22 g/mL en gradientes de sacarosa y un 

tamaño aproximado de 50 nm (Kuhn, 2002; Liu et al., 1991), mientras que los 

exosomas poseen una densidad de 1.13 a 1.19 g/mL y, de acuerdo a diversos 

autores, un rango de tamaño desde los 30-50 nm hasta los 100-150 nm (en esta 

investigación se empleó un tamaño de 30-120nm; (Théry et al., 2009; Vlassov et al., 

2012); no obstante, al no existir reportes previos de separación por Iodixanol y, 

tomando en cuenta que los exosomas derivados de cada estirpe celular bajo 

determinado estímulo, son distintos en composición y tamaño, para este estudio se 

decidió evaluar el gradiente de velocidad de Iodixanol del 6 al 18% propuesto por 

Konadu et al., en 2016, aunque, en cuanto a tamaño y en términos de filogenia, el 

DENV se asemeja más al HCV que al HIV.  

La evaluación de las fracciones obtenidas en la estandarización del gradiente de 

velocidad de Iodixanol del 6-18%, dio un patrón de distribución en la señal por CD63 

en disminución gradual a partir de las primeras fracciones, mientras que las 

partículas en el rango de tamaño de los exosomas, fueron encontradas en todas las 

fracciones mediante NTA. Con base en los resultados y en los reportes previos de 

la literatura, se decidió evaluar la unión de las fracciones 1-2 (por mayor señal de 

CD63 y menor densidad de Iodixanol), 5-6-7 (por mayor pureza en cuanto tamaño 

de partículas entre 30-120 nm y señal aún detectable de CD63) y 11-12. Una vez 

analizada la combinación de las fracciones, se obtuvo mayor señal por CD63 para 

las fracciones 1-2, así como fueron las únicas fracciones que mostraron una 

morfología vesicular en el rango del tamaño de los exosomas mediante EM; de igual 

manera, se mantuvo un porcentaje bajo en cuanto a pureza de partículas entre 30-

120 nm para el NTA en comparación a las fracciones individuales, aunque en alta 

concentración.  
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Al ser las fracciones 1 y 2 las de menor densidad, se sugiere que haya un 

enriquecimiento de exosomas en las mismas y que éstos se distribuyan a lo largo 

de las fracciones 3, 4, 5, 6 y 7 al ser también detectada la presencia de la 

tetraspanina CD63.  

De acuerdo a Konadu et al., 2016, la separación de exosomas por gradientes de 

Iodixanol tiene ciertas dificultades y limitaciones. Entre ellas, cabe destacar la 

enorme cantidad de muestra que es perdida (cerca del 96% de los exosomas de 

partida), durante el proceso. Aunado a que el procedimiento requiere de mucho 

tiempo, acceso a equipo costoso y por último, la generación de los gradientes de 

Iodixanol empleando un sistema formador de gradientes requiere considerable 

práctica para asegurar la reproducibilidad de los ensayos. De esta manera, entre 

las variables del procedimiento, se encuentran la escasa cantidad de proteína 

cuantificada por microBCA, la cual es directamente proporcional a la disminución en 

la IMF de la Citometría de flujo. Aunado a esto, no se tienen datos acerca de la 

saturabilidad del gradiente, por lo que, de acuerdo a los requerimientos de cada 

técnica, se partió de un mayor o menor número de células con el fin de incrementar 

el rendimiento final, así como distinto número de gradientes. En cuanto a la 

caracterización de los exosomas, mientras que para la Citometría de flujo 

empleando perlas magnéticas, se buscaba una concentración proteínas de 100 

µg/mL mediante microBCA, la microscopía requería un criterio visible del pellet, para 

el correcto procesamiento de la muestra al realizar los cortes ultra finos en el 

ultramicrotomo;  el NanoSight resultó mucho más sensible, cuantificando una gran 

cantidad de partículas por mL. En términos de identificación del genoma viral en las 

fracciones combinadas, por purificación, cuantificación de RNA y amplificación por 

RT-PCR, así como en la obtención de muestra para realizar los ensayos de 

funcionalidad en el co-cultivo, se emplearon grandes cantidades de células para 

obtener poca cantidad de RNA exosomal, 50 µg/mL de proteína exosomal de las 

fracciones para estimular 250 millones de células y finalmente aislar el RNA celular 

para determinar la posible infección mediada por exosomas.  
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Con base en las dificultades técnicas mencionadas, el análisis por NTA resultó 

distinto en comparación al de las fracciones individuales, particularmente para las 

fracciones 5, 6 y 7, que previamente mostraban alto porcentaje de concentración de 

partículas entre 30-120 nm, y para las fracciones 11 y 12, que obtuvieron la mayor 

pureza y concentración de partículas del tamaño de interés. Con respecto a la 

identificación del genoma del DENV en las fracciones, éste se detectó 

principalmente en las fracciones 1-2 y 5-6-7; mientras que en las fracciones 11-12 

se observó una banda tenue parecida a la del Stock viral. De este modo, los 

resultados de la identificación del genoma viral en las fracciones, sugieren que 

pudiese haber una asociación del DENV con los exosomas detectados en las 

fracciones 1-2 y 5-6-7, ya sea que estén asociados a partículas virales completas 

(como exosomas “troyanos”), defectuosas o únicamente al genoma viral; asimismo, 

se detectó genoma viral en las Fracciones 11-12, donde no se observó aumento en 

la IMF el evaluar la tetraspanina CD63 y cuyo análisis por NTA resultó en la mayor 

cantidad de partículas menores a 120 nm. Al realizar el co-cultivo para determinar 

la posible infección mediada por los exosomas presentes en dichas fracciones, el 

genoma del DENV fue detectado en las células tratadas con las fracciones 11-12. 

Aunque en estas mismas fracciones previamente se había detectado una mínima 

cantidad de genoma viral, éste fue capaz de transmitirse a los monocitos 6-7 días 

post-infección, lo cual probablemente indica que la escasa presencia de partículas 

virales en el ensayo de purificación de RNA de las fracciones, fue suficiente para 

que se replicase el genoma viral, en combinación con el establecimiento de las 

condiciones propicias (días post-infección, partículas virales infectivas); lo cual, no 

se observó para el resto de los tratamientos. 

Los resultados obtenidos sugieren que el Virus Dengue induce un incremento en el 

número de vesículas extracelulares y exosomas derivados de monocitos, así como 

la alteración en la distribución del tamaño de los exosomas en el gradiente de 

Iodixanol; lo cual, es un efecto contrario al que observan Z. Liu et al., en 2014, donde 

el HCV no alteró la secreción de exosomas por los hepatocitos ni su distribución a 

lo largo del gradiente. De modo que la infección por DENV-2 NGC resulta en 

cambios significativos en la secreción de exosomas por los monocitos THP-1. De 
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igual manera, se propone una asociación del genoma viral del DENV-2 NGC con 

los exosomas de monocitos THP-1 infectados; sin embargo, se debe dilucidar la 

naturaleza de esta asociación, ya sea que el genoma viral resida dentro de una 

fracción de los exosomas, los viriones completos o que éstos estén asociados a la 

membrana exosomal. Ramakrishnaiah et al. (2013), reportaron que los exosomas 

asociados al Flavivirus HCV son capaces de transmitir al virus y establecer una 

infección productiva en células no infectadas, de manera similar a la infección 

producida por las partículas virales libres (Ramakrishnaiah et al., 2013); no obstante, 

Liu et al. (2014), observaron que, si bien la infección del HCV dentro de los 

exosomas resulta en una infección exitosa, es cerca de diez veces menor a la 

infectividad de las partículas virales libres al exhibir menor especificidad infectiva 

(Liu et al., 2014).  

El papel que juegan los exosomas en el caso de la infección por HCV y HAV es 

paradójico, ya que se ha visto que pueden activar al sistema inmune a través de las 

células dendríticas plasmacitoides y estimular la producción del Interferón de tipo I 

o, por el contrario, evadir la respuesta inmune mediada por anticuerpos al encubrir 

el RNA viral o las partículas virales completas (Longatti, 2015). Feng et al. (2013), 

reportaron que en el caso del HAV, los exosomas impiden la clarificación viral, ya 

que el virus asociado a los exosomas, es la forma predominante en sangre de 

pacientes y chimpancés infectados, mientras que la partícula viral clásica, 

predomina en las heces (Feng et al., 2013). Por otro lado, Longatti et al. (2015), 

observaron que es posible que los exosomas funcionen como un reservorio que 

proteja al HCV de la respuesta inmune y que éstos permiten que el virus persista 

después del tratamiento antiviral y del trasplante de hígado, lo cual conduce a la 

característica inflamación sostenida del hígado durante la infección, producida por 

la inducción del Interferón de tipo I y III, así como a la abundancia de células 

dendríticas plasmacitoides (Longatti et al., 2015). 

Se conoce que la presencia del genoma del DENV-2 es suficiente para establecer 

una infección productiva; de forma que de acuerdo a los hallazgos experimentales 

del presente trabajo, se propone una posible participación de los exosomas en el 
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proceso infeccioso y posiblemente en la evasión de la respuesta inmune, ya que 

tanto las proteínas estructurales o el RNA viral, pueden formar parte del estímulo 

inmunológico sostenido con una la respuesta inmune exacerbada que se presenta 

en los casos de Dengue Severo, estimulando la citotoxicidad celular y la 

transducción de señales, fomentando el incremento de la producción de citocinas 

pro-inflamatorias, proteínas de fase aguda y/o factores de coagulación. Así como 

en las complicaciones asociadas particularmente a algunos serotipos (DENV-2) y 

aislados virales, en cuanto su virulencia y las distintas rutas de entrada viral, o en la 

clarificación e incremento del título viral; de forma que, al igual que en la infección 

por HCV, la respuesta inmunológica mediada por anticuerpos se vea obstaculizada 

al neutralizar al virus Dengue. No obstante, las implicaciones fisiopatológicas aún 

son desconocidas.  
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VII. CONCLUSIONES 

 

La participación de las vesículas extracelulares, concretamente de los exosomas, 

en el contexto de la patogénesis viral, resulta relevante y novedoso por el papel dual 

que éstas vesículas pueden desempeñar, ya sea que participen como un 

mecanismo de defensa, al activar la inmunidad innata a pesar de las estrategias 

virales para bloquear estas vías en las células infectadas, o que los virus empleen 

a los exosomas para persistir y propagar la infección sin ser detectados por la 

respuesta inmune del hospedero. No obstante, su estudio es complicado debido a 

la similitud en tamaño, densidad y características de sedimentación. En el presente 

estudio, utilizamos un gradiente continuo de velocidad de Iodixanol del 6-18 % para 

separar a los exosomas de las partículas virales. Esta separación nos permitió 

observar el incremento en la producción de vesículas extracelulares y exosomas 

derivados de monocitos humanos THP-1 infectados por el virus Dengue. Esto, 

aunado a la detección del genoma viral en las fracciones enriquecidas en exosomas, 

sugiere que estas vesículas pueden estar participando como un mecanismo alterno 

de infección mediante la generación de exosomas troyanos generados durante la 

infección de células diana (monocitos) por DENV-2. 

El análisis por rastreo de nanopartículas, que permite la obtención del tamaño y 

concentración de partículas nanométricas, muestra que, si bien la separación de 

exosomas y partículas virales mediante dicha técnica, presenta limitantes 

metodológicas que no permiten la separación específica de los exosomas y del 

virus, sí hay un enriquecimiento gradual de exosomas en las fracciones menos 

densas del gradiente; esto se confirmó mediante la detección de la tetraspanina 

CD63 por citometría de flujo y la confirmación visual de la presencia de vesículas 

en el rango de tamaño de los exosomas por microscopía electrónica. Lo cual, es 

consistente con los reportes previos de separación exosomal de partículas virales 

mediante gradientes de Iodixanol.  
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Con base en los datos obtenidos, se propone por primera vez en la literatura, la 

existencia de exosomas “troyanos” derivados de monocitos humanos durante la 

infección por el Virus Dengue. Este mecanismo alterno de infección viral ya ha sido 

documentado para otro miembro de la familia de los Flavivirus, como es HCV; en el 

caso de la infección por DENV, la presencia de partículas troyanas permitiría 

explicar la escasa clarificación viral que se reporta en los casos de pacientes que 

progresan a las formas graves de la enfermedad, siendo un mecanismo 

etiopatogénico importante en el Dengue Severo. No obstante, este hallazgo 

requiere de otros estudios para evaluar el papel que pudiesen tener los exosomas 

tanto en la posible evasión inmune, como en la persistencia y dispersión viral a 

células  no infectadas. 
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VIII. PERSPECTIVAS 

 

Determinar la naturaleza de la asociación del DENV-2 NGC con los exosomas (ya 

sea que el virus se localice dentro o fuera de las microvesículas), así como 

determinar el contenido y composición de los exosomas generados en el contexto 

de la infección por DENV de monocitos humanos y establecer las condiciones de 

posible infección mediada por los exosomas DENV positivos; lo cual, se llevará a 

cabo mediante la detección de proteínas virales por microscopía electrónica, 

utilizando anticuerpos anti-tetraspanina CD63 y/o anti-E del DENV-2 acoplados a 

oro coloidal y finalmente, empleando espectrometría de masas y una cinética de 

tiempo y concentración de estimulación de monocitos con los exosomas producidos 

bajo la infección con el virus Dengue.  

Asimismo, nos proponemos evaluar la identificación de otros marcadores 

exosomales, así como de proteínas estructurales del virus, para incrementar el 

enriquecimiento de los exosomas (mediante ensayos de Western-Blot, 

determinando así la eficiencia de separación del gradiente en concentraciones del 

6-18%). Asimismo, se evaluará el uso de diferentes concentraciones de Iodixanol 

(6-24%), para determinar las mejores condiciones de separación, evaluando la 

densidad de las fracciones obtenidas.   
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