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1. RESUMEN

La infeccidn por rotavirus es la principal causa de enfermedades diarreicas agudas en
lactantes y nifos menores de cinco anos, representando un serio problema de salud
a nivel mundial. Los rotavirus son virus no envueltos de simetria icosaédrica, con 100
nm de diametro y un genoma de ARN de doble cadena. Los virus como patdégenos
intracelulares estrictos, utilizan multiples vias celulares durante su ciclo replicativo,
particularmente la de trafico vesicular es utilizada para su entrada y/o eventual
liberacion, y algunas de estas vias convergen con la biogénesis de vesiculas
extracelulares (VEs). Las VEs se definen como estructuras esféricas limitadas por una
bicapa lipidica, cuyo contenido depende de su origen y del estado de la célula donde
se producen. Las VEs se pueden clasificar principalmente en: microvesiculas y
exosomas, segun sus mecanismos de biogénesis. Los virus cuando infectan la célula,
pueden modular la produccion y el contenido de las VESs, incorporando en estas ARNs
virales, proteinas e incluso viriones enteros, lo que puede facilitar su propagacion,
afectar el reconocimiento inmune del virus o modular a las células vecinas no
infectadas, sensibilizandolas a la infeccién. Tradicionalmente se habia pensado que
rotavirus se liberaba de las células infectadas por lisis celular, aunque recientes
estudios han demostrado que puede salir previo a la lisis, apuntando a una ruta de
salida alternativa, donde el virus extracelular puede estar asociado a estructuras
membranosas que flotan en un gradiente de densidad. Por otro lado se ha visto una
importante funcion inmunomoduladora de las VEs liberadas de células infectadas con
rotavirus. El objetivo del presente estudio es caracterizar la asociacion de rotavirus
con VEs, en la linea celular MA104. Inicialmente se determiné la presencia de virus
protegidos a tripsina por estructuras membranosas, en tiempos tempranos de la
infeccidn donde no se detecta lisis celular, mostrando presencia de virus en el medio
de células infectadas desde las 6 horas post-infeccion (hpi), y la mayor cantidad de
virus asociado a membranas a las 10 hpi, donde permanece la integridad celular. La
purificacion de VEs mostré que la fraccion donde se enriquecieron vesiculas pequefias
(< 200 nm) es donde esta la mayor cantidad de virus protegido por membranas,
sugiriendo su asociacion a estas vesiculas purificadas, con tamanos entre 50 — 200
nm y presencia de marcadores reportados para exosomas (CD63, Hsp70 y Alix). Se

compararon células infectadas y no infectadas en cuanto a la liberaciéon de VEs y los



resultados sugieren que la infeccion de las células desencadena la liberacién de
vesiculas, mayormente las pequefias, cuya funcién aun se desconoce en este estudio,
pero en otras investigaciones, VEs liberadas de células Caco-2 infectadas con
rotavirus, se ha reportado con capacidad de inmunomodular células T. Por otra parte,
el uso de tratamientos quimicos que estimulan la secrecion de exosomas (bafilomicina
A1 y cloruro de amonio), a su vez aumentaron la liberacién de virus asociado a
vesiculas en el medio extracelular. Ademas la colocalizacion en el citoplasma de
células infectadas, entre CD63, Hsp70 y Alix y proteinas virales sugiere que una parte
del virus que se libera pudiera hacerlo asociado a vesiculas. La MET de las VEs
liberadas de células infectadas, muestran la asociacién de virus a vesiculas, tanto
grandes como pequefas, pero mayormente con las pequefias, asociandose a la
membrana externa de las vesiculas o contenidos dentro de estas. Por ultimo quisimos
determinar si esta asociacién permitia al virus evadir anticuerpos neutralizantes e
infectar las células. No observamos la proteccion de particulas virales de la accion de
anticuerpos neutralizantes, por lo que al parecer las vesiculas no favorecen un
mecanismo de evasion de la respuesta inmune como se ha visto en otros virus, como
el virus de hepatitis A y poliomavirus JC. Los datos que obtuvimos en este trabajo
muestran un aumento de la liberacibn de vesiculas extracelulares en células
infectadas y la asociacion de rotavirus a dichas vesiculas en el medio celular a tiempos
tempranos de la infeccion, previo a la lisis celular, donde una parte del virus que se

libera pudiera hacerlo asociado a vesiculas.



2. INTRODUCCION

2.1 Generalidades de los rotavirus

Los rotavirus son una de las principales causas de gastroenteritis con deshidratacion
severa en ninos menores de cinco afnos en todo el mundo, lo que resulta en alrededor
de 215 000 muertes al afio (Tate et al., 2016). Las vacunas de rotavirus atenuados se
introdujeron en 2006 y han reducido significativamente el numero de casos graves de
la enfermedad. Sin embargo, estas vacunas son menos efectivas en los paises en

desarrollo donde la incidencia de esta enfermedad es mayor (Jonesteller et al., 2017).

Los rotavirus son muy estables en el ambiente, lo cual facilita su transmision por via
fecal — oral a través de la ingestion de agua o alimentos contaminados, permitiendo la
presencia del virus hasta el intestino delgado, donde infecta enterocitos diferenciados
maduros cerca de las puntas de las vellosidades intestinales. El cuadro clinico de la
enfermedad, implica vomitos y diarreas acuosas durante tres a ocho dias,
frecuentemente acompanada por fiebre y dolor abdominal. Las deshidrataciones
severas Yy el desbalance electrolitico son las principales causas de amenaza para la

vida de los infantes (Estes y Greenberg, 2013).

Se conoce que el virus desde el tracto gastrointestinal puede migrar hacia otros
tejidos. Durante muchos afos el impacto de la patologia causada por rotavirus en
nifios ha sido subvalorado, con una clinica limitada solo al tracto gastrointestinal,
especialmente en ausencia de diarrea, ya que la deteccion de antigeno rotaviral no
constituye una prueba diagndstica de rutina. Sin embargo, existe evidencia reciente
de las implicaciones sistémicas de la infeccion, por lo que se describe que rotavirus
puede producir una enfermedad sistémica con implicaciones clinicas y fisiopatologicas

lejos del tracto gastrointestinal (Blutt et al., 2003; Lloyd et al., 2010).

Durante la infeccion, los antigenos (proteinas) y el ARN de rotavirus se encuentran
comunmente en multiples 6rganos, incluso en ausencia de diarrea, lo cual demuestra
que este antigeno viral, el ARN y/o las particulas virales entran a la circulacién. Un
estudio en nifios fallecidos asociados a enfermedad por rotavirus, determind la
presencia de ARN viral en bazo, corazon, pulmén, riidn, testiculos, vejiga, glandula
suprarrenal y pancreas (Lynch et al., 2003). Posteriormente otro estudio informo

antigenemia en mas del 90 % de nifios con infeccion por rotavirus hasta



aproximadamente cinco dias después del inicio de los sintomas, y por primera vez se
demostrd la presencia de virus infeccioso en el suero de estos pacientes (Blutt et al.,
2007). Por otro lado, los resultados de un estudio donde se detecta antigenemia y no
viremia en sangre, sugieren que el virus llega a otros 6rganos por un mecanismo de
transmision posiblemente mediado por vesiculas extracelulares (VEs) (Mossel y
Ramig, 2003).

Los rotavirus infectan y se replican en muchas lineas celulares epiteliales humanas y
animales con eficiencias variables (Ciarlet et al., 2002). Sin embargo, no parece haber
un claro tropismo entérico o especificidad de especie para la replicacion de rotavirus
en lineas celulares, comparado a la restriccién de replicacion encontrada in vivo. La
linea celular MA104 de rindn de mono verde africano se ha utilizado ampliamente
desde hace mas de 40 afos para estudios de propagacion, infectividad y
neutralizacion de rotavirus debido a que es altamente permisiva (Estes et al., 1979;
Kitamoto et al., 1991), sin embargo, los mecanismos implicados en las ultimas etapas
de la infeccion, es decir, la maduracion de las particulas virales y la salida celular,

estan menos caracterizados.

Rotavirus, pertenece al género Rotavirus en la familia Reoviridae. Los rotavirus son
virus no envueltos de simetria icosaédrica con aproximadamente 100 nm de diametro
y un genoma de 18 500 pares de bases (pb) aproximadamente. Este genoma esta
formado por 11 segmentos de ARN de doble cadena (ARNdc), los cuales codifican
para seis proteinas estructurales (VP1-VP4, VP6, VP7) y seis no estructurales (NSP1
- NSP6). La capa interna del virion se conforma de 60 dimeros de VP2 que rodean al
genoma viral y al complejo enzimatico de replicacion, constituido por VP1, que es una
ARN polimerasa dependiente de ARN y VP3 con actividad de fosfodiestarasa,
guanililtransferasa y metilasa. La capa intermedia de la particula, esta compuesta por
260 trimeros de VP6 que al ensamblarse sobre VP2 forman particulas de doble capa
(DLPs, double-layered particles) que son transcripcionalmente activas. La capa mas
externa se compone por 260 trimeros de VP7 y 60 trimeros de VP4, que al
ensamblarse sobre la capa de VP6 forman las particulas de triple capa (TLPs, triple-
layered particles) (figura 1). VP7 y VP4 contienen los determinantes del tipo G
(glicoproteina) y del tipo P (proteasa), respectivamente, y ambas son blanco de accion
de anticuerpos neutralizantes (Estes y Greenberg, 2013). Para ser infeccioso, el virus
requiere que la proteina VP4, que representa las espiculas de la particula viral, se



corte por tripsina en dos subunidades, VP8* y VP5*. Este procesamiento proteolitico

es necesario para que el virus sea infectivo (Trask et al., 2013).

Figura 1 Diagrama de la TLP de rotavirus. En 2D (izquierda) y 3D (derecha). Rotavirus esta formado
por tres capas de proteinas. La capa interna esta formada por la proteina VP2, que protege el genoma
viral y donde también estan presentes las proteinas VP1 y VP3. Encima se encuentra la capa intermedia
formada por la proteina VP6 y la capa externa esta formada por dos proteinas VP7 y VP4. Modificado
de ©ViralZone 2011. Instituto de Bioinformatica Suizo. (http://viralzone.expasy.org/107). RdRp: ARN
polimerasa dependiente de ARN.

2.2 Ciclo de replicacion de rotavirus

Interaccion del virus con receptores vy co-receptores celulares

El paso inicial en una infeccion viral es el reconocimiento y unién del virus a receptores
especificos en la superficie celular, una interaccion que frecuentemente desencadena
cascadas de sefializacion celular que facilitan la entrada y replicacion del virus. El
tropismo restringido de rotavirus a los enterocitos maduros, sugiere que los tipos
celulares que infecta expresan factores que se requieren para una infeccion y
replicacion eficiente (Hagbom et al., 2011; Saxena et al., 2015). La union del virus a
la superficie de la célula hospedera estda mediada por la proteina de la capa externa
VP4, a través de su dominio VP8* (Lopez y Arias, 2004). Algunos rotavirus de origen
animal se unen a la superficie de la célula a través de sialoglicanos (como los
gangliésidos GM1 y GD1a). También se demostro que la cepa RRV de simio, ingresa
a la célula a través de dos pasos secuenciales, el primero mediado por la interaccion
inicial de VP8* con receptores que contienen acido sialico, y el segundo a través de la
interaccion de la subunidad VP5* con receptores independientes de acido sialico
(Méndez et al., 1996; Zarate et al., 2000). Recientemente se ha demostrado que los
rotavirus de origen humano interaccionan mediante su proteina VP8* con antigenos

de grupo sanguineo (HBGA, human histo-blood group antigens). Estas interacciones



son dependientes del genotipo P de rotavirus, o sea del genotipo al que pertenezca la
proteina VP4, y su estudio ha proporcionado nuevos conocimientos en cuanto al rango
de restriccion de hospederos, la transmision interespecies de diferentes cepas de
rotavirus y la epidemiologia de rotavirus en diferentes poblaciones (Saxena et al.,
2015).

Posterior a la union inicial de los virus a la célula, ya sea a través de acido sialico o de
glicanos del HBGA, se ha propuesto que interaccionan con co-receptores proteicos
celulares necesarios para su infeccion, por ejemplo las integrinas a2p1, axp2, avB3y
a4p1, que unen motivos de ligando a integrinas presentes en VP5* o VP7 (Coulson et
al., 1997; Guerrero et al., 2000). No todas las cepas de rotavirus requieren integrinas,
pero todas las cepas probadas si requieren Hsc70 (Heat shock cognate 70) para una
infeccion eficiente (Guerrero et al., 2000; Gutiérrez et al., 2010). Se ha reportado
también que en células MA104 el gangliosido GM1, las subunidades de integrina a2 y
B3 y Hsc70 estan localizadas en dominios de membrana resistentes a detergentes y
que la integridad de estos dominios es fundamental para la entrada de rotavirus a las

células (Isa et al., 2004).

Es de destacar que el bloqueo de la interaccion de rotavirus con cada uno de los
receptores y co-receptores propuestos, a través del uso de proteasas, anticuerpos,
péptidos, analogos de azucares, proteinas que compiten por el sitio de unidén o
pequefios ARNSs interferentes, decrece menos de un logaritmo la infectividad del virus.
Estos hallazgos sugieren que: i) aun no se ha encontrado un factor de entrada mas
relevante para rotavirus, ii) que el virus tiene la plasticidad de usar mas de una ruta de
entrada o, iii) que los factores de entrada para rotavirus son redundantes (Arias et al.,
2015).

Internalizacion del virus

Después de las interacciones iniciales del virus con el receptor y co-receptores
celulares, este ingresa a las células a través de endocitosis, que puede variar
dependiendo de la cepa. Por ejemplo, la entrada de la cepa RRV requiere colesterol
y dinamina y no depende de clatrina ni caveolina; sin embargo, la cepa de rotavirus
bovino UK penetra por endocitosis mediada por clatrina (Gutiérrez et al., 2010). Se ha

reportado que los componentes del complejo endosémico para el transporte (ESCRT,



endosomal sorting complex for transport) también estan involucrados en la entrada de

rotavirus (Silva-Ayala et al., 2013).

El desnudamiento del virus y su salida del endosoma al citoplasma, esta mediado por
la disminucion de la concentracion de calcio dentro del endosoma durante su
maduracioén, lo que provoca la disociacién de las proteinas de la capa externa de la
particula viral. Estas condiciones provocan un cambio conformacional de VP4, que
origina el pliegue de VP5* sobre si misma, adoptando una conformacion tipo
“paraguas” que expone un dominio hidrofébico que desestabiliza la membrana
endosomal y permite la liberacion de las DLPs al citosol (Trask et al., 2010), con lo
cual comienzan a producirse y liberarse transcritos de ARN de cadena sencilla con
polaridad positiva (ARN mensajeros, ARNm) que se requieren para la traduccion de
proteinas virales y que también sirven como templados para sintetizar la cadena
negativa del ARN, para asi dar lugar al genoma de la progenie viral formado por
ARNdc (Silvestri et al., 2004). Los ARNm se sintetizan dentro del virion de manera
coordinada con su extrusion hacia el citoplasma a través de los poros que existen en

las DLPs, llegando a ser detectables a una hora post-infeccién (hpi) (Patton, 1990).

Replicacion del genoma viral, morfogénesis de las nuevas particulas virales y egreso

de la célula

Una vez que la traduccién de los ARNm virales ha producido una masa critica de
proteinas del virus, algunas de ellas se asocian para formar estructuras electrodensas
al microscopio electrénico, denominadas viroplasmas. En estas estructuras, las
proteinas y ARNSs virales interactuan especificamente y se ensamblan en particulas
subvirales hasta dar origen a las DLPs. Se asume que dentro de los viroplasmas los
complejos de replicacion primaria VP1/VP3/ARNm interactian con un decamero de
VP2, dando lugar a la formacion del nucleo de la particula viral, que es transcapsidado
rapidamente por VP6, posibilitando el ensamble de las DLPs (Desselberger et al.,
2013). Las DLPs formadas geman de los viroplasmas hacia el lumen del reticulo
endoplasmico (RE). Este proceso esta mediado por la interaccion de la proteina VPG,
localizada en la superficie de las DLPs, con la proteina no estructural del virus NSP4,
que es una glicoproteina transmembrana residente en la membrana del RE (Taylor et
al., 1996) con actividad de viroporina, que favorece la liberacién de calcio hacia el
citoplasma. Al gemar a través de la membrana del RE, las DLPs adquieren una

envoltura lipidica transitoria, en las cuales se encuentran presentes las proteinas

10



NSP4, VP7 y VP4. Por un mecanismo aun no definido, la cubierta de lipidos se pierde
cuando las particulas envueltas migran hacia el interior del lumen del RE, perdiéndose
también NSP4, y ensamblandose la capa externa del virus compuesta por VP7 y VP4
(Estes y Greenberg, 2013). Las TLPs formadas se liberan de células MA104 (células
no polarizadas) por lisis (McNulty et al., 1976) o bien a tiempos tempranos por un
mecanismo no litico que depende del citoesqueleto de actina (Trejo-Cerro et al.,
2018). Por otro lado se ha mostrado que los virus egresan de células epiteliales Caco-
2 polarizadas (linea celular epitelial de carcinoma de colon) por un mecanismo
vesicular no tipico, que no causa la muerte inmediata de la célula (Gardet et al., 2006).
Los rotavirus se liberan mayormente hacia el lumen intestinal durante el curso natural
de la infeccion. Ademas, también pueden pasar a la lamina propia y migrar a través
de la circulacién sanguinea y linfatica llegando a otros érganos, aunque se desconoce
la manera en que los rotavirus puede sobrevivir a estos procesos (Ramig, 2007). Se
postula que la propagacion a otros 6rganos puede ser de dos formas: 1-) por viremia
asociada a células de inmunovigilancia como macrofagos, células dendriticas vy
linfocitos, que pueden migrar a los ganglios linfaticos regionales a través de vasos
linfaticos y sanguineos (Mossel y Ramig, 2003; Ramig, 2007) y 2-) por viremia libre de
células, este ultimo caso puede contribuir en un alto porcentaje a la propagacion extra-
intestinal de rotavirus, ya que casi todos los sueros resultan positivos para antigenos,
ARN y/o virion infeccioso (Blutt et al., 2007).
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Figura 2 Ciclo replicativo de rotavirus. Los rotavirus interaccionan con receptores a través de acido
sialico o de glicanos del HBGA y co-receptores de la superficie celular, incluyendo integrinas y a la
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proteina Hsc70. La internalizacion se lleva a cabo por via endocitica. La capa externa del virus se
remueve y se libera la DLP al citosol, iniciando la sintesis de ARNm viral y la subsecuente sintesis de
las proteinas del virus. Posteriormente se forman los viroplasmas, donde se asocian de manera
especifica ARNs y proteinas virales y se ensamblan las nuevas DLPs que se unen a NSP4 y esto
permite su gemacion al lumen del RE. Las DLPs adquieren una capa lipidica dentro del RE la cual se
desestabiliza cuando la particula adquiere su capa externa, compuesta por las proteinas VP7 y VP4.
La particula viral completa puede liberarse por lisis celular o por un mecanismo vesicular no litico.
Tomada de Shane et al., 2012.

2.3 Vesiculas extracelulares

La mayoria de los tipos celulares liberan vesiculas al medio extracelular, las
denominadas vesiculas extracelulares (VEs), ajustando su biogénesis en funcién del
estado fisiolégico celular. Las VEs pueden derivarse de células normales, tumorales
0 apoptoticas y en este sentido contienen un subconjunto de proteinas, lipidos y/o
acidos nucleicos que las diferencian; de ahi la importancia de los mecanismos de
clasificacion selectiva de la carga, ya que afectaran directamente el destino y la
funcién de la vesicula formada (Théry et al., 2009). Los virus han desarrollado varias
estrategias para modificar las vias celulares, secuestrando la maquinaria celular y
utilizando mecanismos vesiculares de trafico para el ensamblaje de la particula y su
eventual liberacion de la célula. Se ha visto en muchos estudios que estas vias pueden

converger con la biogénesis de VEs.

A pesar de que el término genérico de VEs se usa para referirse a todas las vesiculas
membranales secretadas, estas son realmente muy heterogéneas, lo cual ha
obstaculizado en gran medida su caracterizacién. El rango de tamafo superpuesto,
que puede variar tipicamente entre 50 y 1000 nm o mas (1-5 pym), la morfologia similar
y la composicion versatil de moléculas de las vesiculas, desafia los intentos actuales
para disefar una nomenclatura precisa para los diferentes tipos de VEs (Gould y
Raposo, 2013; Kowal et al., 2016). Durante las ultimas dos décadas, las VEs se han
nombrado segun su origen (tipo de célula), tamafio, morfologia y contenido de la
carga. Basado en el conocimiento actual de su biogénesis hoy en dia pueden ser
divididas en dos categorias principales: exosomas y microvesiculas (van Niel et al.,
2018). A pesar de que la generacioén de estos tipos vesiculares se produce en distintos
sitios de la célula, existen mecanismos intracelulares y maquinarias de clasificacion
comunes que participan en la biogénesis de ambas entidades. En muchos casos,
estos mecanismos compartidos dificultan la posibilidad de distinguir entre las
diferentes subpoblaciones vesiculares (Colombo et al., 2014).
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Los exosomas incluyen pequenas vesiculas de membrana derivadas de endosomas
multivesiculares (MVEs, multi-vesicular endosomes), mientras que las microvesiculas
se derivan de la membrana plasmatica celular. En primer lugar, las cargas
programadas para la secrecion dentro de las VEs deben dirigirse al sitio de
produccion, ya sea en la membrana plasmatica (para microvesiculas) o en la
membrana limitante de los MVEs (para exosomas). Las cargas se enriquecen en las
vesiculas en formacién por un mecanismo paso a paso de agrupamiento y gemacion,
seguido de fisién y liberacion de las vesiculas (Raposo y Stoorvogel, 2013).
Inicialmente se penso6 que estas vesiculas tenian la funcidén de eliminar compuestos
innecesarios para la célula, sin embargo, ahora se sabe de su participacion en el
intercambio de componentes entre células y como vehiculos de sehnalizacion en
procesos homeostaticos de células normales o0 como consecuencia del desarrollo de
patologias (Colombo et al., 2014; Yanez et al., 2015). Debido a que la mayoria de los
informes publicados de VEs se han centrado en sus funciones potenciales mas que
en sus origenes, aun no esta claro en la mayoria de los estudios qué tipo de vesiculas
es responsable de un efecto determinado. Los protocolos disponibles actualmente
para recuperar VEs de sobrenadantes de cultivos celulares o muestras de biopsias
liquidas, resultan en una poblacidn heterogénea de vesiculas de origen desconocido
(Willms et al., 2016).

Una vez liberadas al espacio extracelular, las VEs pueden llegar a las células
receptoras y entregar su contenido para obtener respuestas funcionales y promover
cambios fenotipicos que afectaran su estado fisioldgico o patolégico. La comunicacion
intercelular mediada por VEs requiere el acoplamiento con la membrana plasmatica,
seguida por activacion de receptores de superficie, sefializacion e internalizacion de
las vesiculas. Se conocen varios mediadores de estas interacciones, incluyendo
tetraspaninas, integrinas, lipidos, lectinas y componentes de la matriz extracelular.
Una vez que se han unido a las células receptoras, las VEs pueden permanecer en la
membrana plasmatica o pueden ser internalizadas por endocitosis dependiente de
clatrina o independiente de clatrina, como macropinocitosis y fagocitosis, o también a
través de endocitosis por caveolas y balsas lipidicas (van Niel et al., 2018).

Microvesiculas

Las microvesiculas se originan por evaginaciones de la membrana citoplasmatica y

su rango de tamanos aproximado va de 100-1000 nm. La tasa de liberacion de
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microvesiculas es un proceso regulado y en condiciones fisiolégicas normales es
generalmente baja (excepto en tumores donde se libera constitutivamente una gran
cantidad), pero puede inducirse su liberaciéon por infecciones o por la activacion de
receptores de superficie celular o apoptosis y el subsecuente incremento de calcio
intracelular (Gyorgy et al., 2011). La gemacion de la membrana plasmatica durante la
apoptosis genera microvesiculas en forma de cuerpos apoptoticos (Hristov et al.,
2004). Los cuerpos apoptoticos son un tipo de microvesiculas con un amplio rango de
tamano (50 nm - 5 ym) que se producen a partir de células senescentes o apoptoticas
(ElI Andaloussi et al., 2013).

Los mecanismos implicados en la biogénesis de microvesiculas todavia se estan
revelando. La maquinaria molecular que participa en los diferentes pasos de la
biogénesis de VEs, son en cierta medida comunes a exosomas y microvesiculas
(incluyendo proteinas ESCRT y la generacién de ceramidas). Una excepcion es el
flipping de lipidos especificos en la membrana que se evagina, lo cual se ha descrito
unicamente para la biogénesis de microvesiculas. También ocurren cambios en la
composicién proteica y en los niveles de calcio (van Niel et al., 2018), de cuya
concentracion dependen las maquinarias enzimaticas que dirigen los
reordenamientos de lipidos, causando una curvatura de la membrana y la re-
estructuracion del citoesqueleto de actina subyacente, favoreciendo asi la formacion

de las microvesiculas (Piccin et al., 2007).

Las microvesiculas contienen una gran variedad de proteinas, ARNs y microARNs
(miARNSs) (van Niel et al., 2018). Al igual que los exosomas, poseen microdominios
ricos en colesterol o balsas lipidicas, a los que se asocian proteinas comunes, como
flotilina-1 y factor tisular. También contienen integrinas especificas, citoquinas,
quimiocinas y mas altos niveles de fosfatidilserina expuesta en la membrana externa
(Meckes y Raab-Traub, 2011).

Gran parte de la comprension actual de las funciones de las microvesiculas provienen
del estudio de canceres, donde el proceso de tumorogénesis conduce a un incremento
de la secrecion de microvesiculas implicadas en multiples aspectos de la biologia y la
progresion de la enfermedad. También se han caracterizado como productos de
plaquetas, globulos rojos y células endoteliales donde muestran una actividad pro-

coagulante y contribuyen a la patogénesis de enfermedades autoinmunes; ademas
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también tienen funciones en la presentacion de antigenos, la comunicacion neuronal

y la propagacion de patdégenos (Gyorgy et al., 2011; Meckes y Raab-Traub, 2011).

Por su parte, los cuerpos apoptoéticos derivados de células epiteliales intestinales, se
ha caracterizado que median la transferencia de auto-antigenos a las células
presentadoras de antigeno y favorecen la tolerancia (Huang et al., 2000). Ademas,
vesiculas apoptoticas de células epiteliales intestinales infectadas con reovirus,
pueden ser capturadas y procesadas por células presentadoras de antigenos para

estimular la respuesta especifica de células T (Fleeton et al., 2004).
Exosomas

Los exosomas se producen por todos los tipos celulares. Son vesiculas de bicapa
lipidica cuyo diametro oscila entre 30-150 nm, generalmente con una apariencia en
forma de copa observada por microscopia electrénica de trasmision (MET). Diferentes
estudios han demostrado aislamiento de exosomas in vivo a partir de liquidos
corporales como sangre, orina, leche materna, liquido amniético y liquido sinovial
(Baietti et al., 2012; Colombo et al., 2013).

Debido a su origen endosomal, todos los exosomas poseen proteinas comunes de
transporte y fusion (GTPasas, annexinas, flotilinas), tetraspaninas (CD9, CD63, CD81,
CD82), proteinas de choque térmico (Hsp70, Hsc70, Hsp90), integrinas, moléculas del
complejo mayor de histocompatibilidad, entre otras proteinas que dependen de la
célula parental de donde deriven los exosomas (Dinh et al., 2016). ExoCarta
(http://www.exocarta.org) es una base de datos curada manualmente de proteinas
exosomicas, ARN vy lipidos, que actualmente contiene informacion sobre 11 261
proteinas, 2375 ARNmy 764 miARN que se obtuvieron de 134 estudios de exosomas;
todas estas proteinas se han empleado como marcadores positivos para detectar la
presencia de exosomas. Estas pequenas vesiculas también poseen una composicion
lipidica caracteristica enriquecida en colesterol, ceramida y fosfoglicéridos, entre otros
(Vlassov et al., 2012).

Los exosomas se generan como vesiculas intraluminales (ILVs: intralumenals
vesicles) en el lumen de endosomas durante su maduraciéon a MVEs, que son
intermediarios dentro del sistema endosomal. Este proceso involucra maquinarias de
clasificacion particulares que segregan las cargas en microdominios en la membrana

limitante de los MVEs, con la consiguiente invaginacion de esta membrana vy la fision
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de pequenas vesiculas que secuestran el contenido citosdlico. Estas se liberan
posteriormente al medio extracelular por la fusién de los MVEs a la membrana
plasmatica. En estos procesos la maquinaria del ESCRT tiene un papel fundamental
(van Niel et al., 2018). Se ha demostrado que los exosomas también se pueden formar
por un mecanismo independiente del ESCRT. Uno de estos requiere la generacion de
ceramida por esfingomielinasa neutra tipo Il, que hidroliza la esfingomielina a
ceramida (Trajkovic et al., 2008). Las proteinas de la familia de las tetraspaninas
también pueden regular la clasificacion endosomal independiente del ESCRT, por
ejemplo CD63 esta involucrada en la clasificacion endosomal en melanocitos (van
Niel et al., 2011) y en la biogénesis de exosomas en fibroblastos (Gauthier et al.,
2017). Asi, parece que tanto la maquinaria dependiente como la independiente del
ESCRT operan en la biogénesis de exosomas y sus aportes pueden variar
dependiendo de las cargas que estos reclutan y el tipo de célula en cuestion (van Niel
et al., 2018). El paso final de la secrecién de exosomas requiere la fusion de los MVEs
con la membrana plasmatica, proceso mediado por proteinas SNARE, al parecer
activadas por calcio y los miembros de la familia sinaptotagmina (Jahn y Scheller,
2006). Ademas también implica reordenamiento del citoesqueleto de actina cortical
(Sinha et al., 2016) que es un paso comun a todos los mecanismos que involucran
secrecion vesicular. Los MVEs también pueden fusionarse con los lisosomas para
degradar el contenido presente en las ILVs, por lo tanto su ruta de trafico determina si
las ILVs se liberan de las células o no; la regulacion del equilibrio entre la capacidad
degradativa y secretora de los MVEs afecta la funcién celular. Un primer nivel de
regulacion de este balance es probablemente impuesto por las maquinarias de
clasificacion de los MVEs (Urbanelli et al., 2013; Eitan et al., 2016).

Los exosomas se secretan a los fluidos biolégicos, de ahi que desempenan un papel
importante en la comunicacién intercelular desencadenando una gran variedad de
respuestas fisioldgicas. Exosomas procedentes de células presentadoras de
antigeno, expresan en su superficie moléculas del complejo mayor de
histocompatibilidad clase | y Il, que activan linfocitos T e inducen una respuesta
inmune especifica (Théry et al., 2002). En enfermedades infecciosas portan ARNs y
proteinas de los agentes infecciosos, permitiendo el diagndstico de enfermedades, asi
como la deteccién de formas activas y latentes de infeccion intracelular (Vlassov et al.,
2012).
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2.4 Vesiculas extracelulares y virus

Existe una cifra cada vez mayor de estudios sobre la explotacion viral de las vias
celulares secretoras, desafiando en algunos casos los limites establecidos entre los
grupos virales caracterizados tradicionalmente como envueltos y no envueltos.
Dependiendo del virus y en algunos casos la etapa de su ciclo viral, los procesos
intercelulares estan bien orquestados para producir resultados celulares e inmunes
especificos como la evasidon del sistema inmune del hospedero, la propagacion del

virus, su replicacion y persistencia viral (Wurdinger et al., 2012).

Algunos virus secuestran a la maquinaria exosomal y pueden liberarse por esta via
junto con las ILVs. También secuestran esta ruta para el empaquetamiento y
transferencia de proteinas funcionales, ARNm, miARNs y otros componentes
citosdlicos (Wurdinger et al.,, 2012). Los exosomas que contienen viriones pueden
proporcionar otra via para la propagacion de la infeccién y al mismo tiempo proteger
del reconocimiento inmune. Mientras que los exosomas que contienen productos
virales, pueden exhibir diversos efectos pro-inflamatorios y antiinflamatorios sobre las
células diana (Robbins y Morelli, 2014).

La mayoria de los virus envueltos poseen las proteinas involucradas en la entrada a
la célula hospedera, pero generalmente no codifican para proteinas involucradas en
la salida viral. Usualmente se ensamblan y geman de la membrana plasmatica, pero
un numero importante de virus envueltos geman dentro de compartimientos internos,
de ahi la existencia de caracteristicas comunes entre el ensamblaje y liberacién de
virus y exosomas (Schorey et al., 2015). Las proteinas virales (generalmente
estructurales) pueden reclutar proteinas involucradas en el transporte vesicular,
especificamente miembros del ESCRT. Se ha descrito la existencia de dominios
analogos en proteinas virales que interactuan con la maquinaria del ESCRT. En virus
de inmunodeficiencia humana (VIH), filovirus, arenavirus, rabdovirus y reovirus, se
identific6 un dominio en proteinas estructurales que se une a TSG101 (tumor
susceptibility gene 101) (Wirblich et al., 2006). También se conoce un dominio de
union a Alix (ALG-2-interacting protein X) en algunos retrovirus, el cual facilita la

liberacidon en paramyxovirus, arenavirus y flavivirus (Votteler y Sundquist, 2013)

En VIH, la proteina accesoria Nef (Negative Regulatory Factor) se empaqueta en
vesiculas y se disemina, afectando procesos tales como la degradacion lisosomal de

péptidos virales y el cambio de clase de anticuerpos, evitando asi el reconocimiento
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del virus por el sistema inmune (Xu et al., 2009). Las células infectadas con virus de
Epstein-Barr (EBV) liberan exosomas conteniendo miARNs reguladores codificados
por el virus que reprimen la traduccion de determinados genes en células no
infectadas (Pegtel et al., 2010). Estudios recientes en virus de hepatitis C (VHC) han
mostrado que el ensamblaje del virus, asi como su liberacion de hepatocitos, esta
ligado a la via secretora de exosomas (Tamai et al., 2012) y que los exosomas
derivados de hepatocitos pueden transferir ARN viral a células dendriticas
desencadenando su activacion y la produccion de IFN-a (Dreux et al., 2012). Existen
eventos de transferencia mediante exosomas, de ARN subgendémico de VHC
competente para la replicacion, lo cual lleva al establecimiento de la replicacion del
ARN viral en células permisivas, aun en presencia de anticuerpos neutralizantes
(Ramakrishnaiah et al., 2013).

En contraste se ha pensado durante mucho tiempo que los virus no envueltos pueden
liberarse después de la lisis celular, por lo que su transporte y liberacion se han
investigado menos a fondo. Sin embargo, los estudios utilizando virus de simio 40
(Clayson et al., 1989) y poliovirus (Tucker et al., 1993) indicaron que los virus no
envueltos también pueden liberarse antes de la lisis celular en un dominio particular
de la membrana plasmatica, asociando su salida a mecanismos vesiculares, que
pueden implicar la liberacion de exosomas 0 microvesiculas y que no causan la muerte
inmediata de la célula. Se ha determinado que las vesiculas que contienen virus son
mucho mas eficaces para infectar células, que las particulas virales libres (Santiana
et al., 2018).

Feng y colaboradores en el 2013 publicaron resultados de sus estudios en virus de
hepatitis A (VHA), donde la distincién clasica entre virus envuelto y no envuelto fue
cuestionada, al describir la adquisicion de envoltura derivada de membranas celulares
por un virus considerado tradicionalmente desnudo. Los experimentos mostraron la
existencia de dos poblaciones de particulas virales en un gradiente de densidad
indicando su posible asociacién con membrana. El analisis microscopico de la fraccion
que flotaba en el gradiente, permitio la observacién de particulas virales dentro de
pequefias vesiculas membranosas semejantes a exosomas, cuya biogénesis
dependia de las proteinas Vps4B y ALIX, ambas asociadas a la biogénesis de

exosomas. VHA envuelto se detectd en sangre circulante y este no se neutralizé por
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anticuerpos, indicando asi un nuevo mecanismo para evadir la respuesta inmune

neutralizante (Feng et al., 2013).

Estudios en virus de hepatitis E (VHE), mostraron virus cubiertos con membranas
celulares, similar a los virus envueltos, presentes en sangre circulante y sobrenadante
de cultivos celulares (Takahashi et al., 2008). Se ha determinado que TSG101 vy la
actividad de las proteinas vacuolares Vps4A y Vps4B estan involucradas en la
liberacion del VHE, indicando que usan la via exosomal para ello (Nagashima et al.,
2011). Ademas mediante MET del medio de diferentes lineas celulares infectadas, se
determind la presencia de virus extracelular asociado a membranas con un diametro
aproximado de 50 nm. Dentro de MVEs presentes en el citoplasma de estas mismas
células, también se observaron particulas virales asociadas a membranas de un
tamafo similar. Por inmunofluorescencia, se detecté en el interior de los MVEs, la
colocalizacion de las proteinas virales con CD63. En conjunto estos hallazgos indican
que el VHE asociado a membranas, se libera junto con ILVs contenidas en los MVEs,

a través de la via exosomal (Nagashima et al., 2014).

Robinson y colaboradores detectaron al virus Coxsackie dentro de vesiculas que al
liberarse conducen al virus por una nueva via de difusién independiente del ESCRT,
donde la via autofagica parece desempenar un papel crucial en el desprendimiento

de las vesiculas y la liberacion del virus (Robinson et al., 2014).

Un estudio reciente de poliomavirus JC también mostré virus extracelular asociado a
vesiculas, cuya incubacion con antisueros anti-poliomavirus JC no ejerce efecto sobre
la infeccion del virus asociado a vesiculas y si sobre el virus libre. Ademas el virus
pudo infectar las células blanco de manera independiente de receptores virales, ya
que la degradaciéon del receptor celular no impidié la entrada del virus asociado a
vesicula. Estos datos explican como células cerebrales que carecen de receptores
virales se infectan con poliomavirus JC y como este virus puede evadir mecanismo de

inmunidad, debido a su asociacion a vesiculas (Morris-Love et al., 2019).
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3. ANTECEDENTES

3.1 Vesiculas extracelulares y rotavirus

La salida de rotavirus de las células MA104 se reporta que ocurre por lisis celular; sin
embargo, en cultivos de células intestinales polarizadas se ha detectado la presencia
de virus en medio de cultivo previo a la lisis celular, apuntando a una ruta de salida
alternativa mediante un transporte vesicular no tipico (Jourdan et al., 1997; Cevallos
Porta et al., 2016).

La investigacion del evento de transporte y liberacion de la cepa RRV de rotavirus en
células Caco-2 polarizadas, demostr6 que la salida del virus ocurre casi
exclusivamente por el lado apical antes de la deteccion de lisis celular, describiendo
por primera vez la existencia de un transporte vesicular no convencional desde el RE
a la membrana apical, el cual no incluye el transporte a través del aparato de Golgi ni
de lisosomas. Ademas se observd que los viriones intracitoplasmaticos estan
restringidos dentro de vesiculas lisas en la regidén apical y cerca de la trama terminal
(Jourdan et al., 1997; Cevallos Porta et al., 2016).

Otro estudio de células Caco-2 infectadas con la cepa RRV, mostro la liberacién de
una poblacion heterogénea de VEs con las proteinas Hsp y TGF-B1 (transforming
growth factor 8), con capacidad de inhibir la viabilidad y proliferacion de linfocitos T.
Ambas proteinas se liberan asociadas con vesiculas que expresan marcadores de
exosomas (CD63, acetilcolinesterasa (AChE) y MFG-ES8), concentrados por filtracion/
ultracentrifugacion. La proteina VP6 de rotavirus coinmunoprecipitdé con la
tetraspanina CD63 presente en las vesiculas aisladas, y colocalizé con CD63, CD9 y
CD26 en células infectadas, sugiriendo que la proteina viral esta asociada con estas
vesiculas, y esta asociacién se produce desde el citoplasma celular (Barreto et al.,
2010).

Tradicionalmente en la linea celular MA104, se habia descrito durante las fases
tardias del ciclo replicativo viral, que el virus se retenia en el lumen del RE hasta la
lisis celular (Musalem y Espejo, 1985). A pesar de esto, los resultados obtenidos
previamente en nuestro laboratorio manifiestan que en tiempos tempranos el virus
puede liberarse de estas células por un mecanismo que no compromete la viabilidad

celular. Una parte de las particulas virales extracelulares flotan en un gradiente de
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densidad de iodixanol, lo cual sugiere que se encuentran asociadas a estructuras
lipidicas de baja densidad. Una fraccion infectiva del gradiente fue analizada por MET,
mostrando virus extracelular asociado a estructuras membranosas. También en el
citoplasma, se determind la presencia de virus dentro de lo que parecieran ser
estructuras membranosas, muy proximas a la membrana plasmatica y lejanas a los
viroplasmas, apuntando que estas estructuras pudieran fungir como el medio de
liberacion del virus (Trejo-Cerro et al., 2018). Teniendo en cuenta los antecedentes
planteados el proyecto esta encaminado a caracterizar la asociacion de rotavirus con
VEs en células MA104.
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4. HIPOTESIS

La infeccion de células MA104 con rotavirus conduce a la presencia de particulas

virales asociadas a vesiculas en el medio extracelular.

5. OBJETIVO GENERAL

Caracterizar la asociacion de rotavirus con vesiculas, en el medio extracelular de

células MA104 infectadas.

6. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Identificar los tiempos previos a la lisis celular, donde se libera la mayor
cantidad de virus asociado a estructuras membranosas.
Caracterizar las estructuras membranosas a las cuales esta asociado el virus.
Estudiar los efectos de la inhibicidn y estimulacién de la secrecién de vesiculas,
sobre la asociacion del virus liberado con vesiculas extracelulares.

4. Analizar mediante microscopia confocal y electronica la asociacién del virus
con las vesiculas.

5. Determinar si la asociacion del virus con vesiculas extracelulares promueve su

infectividad.
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1 Células y virus

Se empled la linea celular MA104, derivada de rindn de mono verde africano
(Cercopithecus aethiops) y se crecio en medio Dulbecco’s modified Eagle’s medium
(DMEM) - Advance (Thermo Scientific, USA) suplementado con 5 % de suero fetal
bovino a 37°C en atmdsfera de CO: al 5 %. Se trabajé con la cepa Rhesus rotavirus
(RRV) activada previamente con 10 pg/mL de tripsina a 37°C por 30 minutos e
inactivada con inhibidor de tripsina al 1 % (Gibco Life Technologies) y propagada en
células MA104, para la produccion de lisado viral. Para la propagacion del virus, se
inocularon células MA104 con RRV (MOI = 1) por 1 h a 37°C. Posteriormente el virus
no adsorbido se retiré mediante lavados y se agregé medio minimo esencial de Eagle
(MEM), incubandose por un periodo de 14 h a 37°C. Pasado este tiempo las células
se lisaron mediante tres ciclos de congelacién — descongelacion y el virus cosechado
fue activado nuevamente e inactivado, titulado y almacenado en alicuotas a -70°C

para experimentos posteriores.

7.2 Anticuerpos y reactivos

El anticuerpo policlonal contra la particula viral completa (a-TLP) se produjo en nuestro
laboratorio. Los anticuerpos monoclonales HS2 dirigido contra la subunidad VP5* y
Ac-159 contra VP7 fueron donados por H.B. Greenberg (Universidad de Stanford,
USA). Los anticuerpos contra las proteinas celulares CD63 (Santa Cruz, USA), Hsp70
(Stressgen Biotechnologies, USA), proteina disulfuro isomerasa (PDI) y Alix (Aviva
Systems Biology, USA) se adquirieron comercialmente. En los ensayos de formacion
de focos se utilizd proteina A acoplada a peroxidasa y en los western blot se usaron
anticuerpos secundarios anti-conejo acoplado a peroxidasa o anti-raton acoplado a
peroxidasa (Perkin Elmer Life Sciences, USA). Los anticuerpos secundarios para las
inmunofluorescencias fueron anti-conejo y anti-raton acoplados a Alexa-Fluor 568 y

Alexa-Fluor 488 respectivamente (Molecular Probes, USA).
Para la purificacion de VEs se uso polietilenglicol 6000 (PEG) (Sigma, México).

Para los tratamientos quimicos se usé bafilomicina A1, cloruro de amonio (NH4Cl) y
GW4869 (Sigma, México). Dimetil sulféxido (DMSO) se usé como un control, a la

concentracion usada para disolver bafilomicina A1 y GW4869.
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7.3 Viabilidad celular

La viabilidad celular se evalué determinando la liberacion de la enzima lactato
deshidrogenasa (LDH), medida en el sobrenadante de las células, utilizando el kit
Lactato Dehydrogenase kit TOX-7 (Sigma, México) de acuerdo a las instrucciones del

proveedor.

7.4 Titulacion viral por ensayo de formacion de focos

El titulo viral se determindé mediante ensayo de formacion de focos. Las monocapas
confluentes de células MA104 crecidas en placas de 96 pozos se lavaron dos veces
con MEM y se incubaron 1 h con diluciones seriadas del virus, previamente activado
e inactivado, con tripsina e inhibidor de tripsina respectivamente. Posteriormente las
células se lavaron dos veces con MEM para retirar el virus no absorbido y se incubaron
14 h a 37°C. Después de este tiempo, las células se lavaron con buffer de fosfatos 1X
(PBS) y se fijaron con acetona 80 % por 20 minutos. Luego se incubaron con a-TLP
(1:2500) 2 h a 37°C. Pasado este tiempo se lavaron las células con PBS y se
incubaron con proteina A acoplado a peroxidasa (1:2500) 1 h a 37°C. Por ultimo, las
células se incubaron con carbazol y peroxido de hidrogeno aproximadamente cinco
minutos, hasta observar la coloracion rojiza de las células infectadas. Las unidades
formadoras de focos por mililitro (UFF/ml) se contaron en un microscopio invertido

(Nikon, Japon).

7.5 Inmunodeteccién de proteinas

Las proteinas (marcadores vesiculares y/o virales) provenientes de los diferentes
ensayos realizados, se precipitaron con metanol-cloroformo-agua y se resuspendieron
en buffer Laemmli [Tris-HCI 50 mM (pH 6.8), SDS 2 %, azul de bromofenol 0.1 %,
glicerol 10 %, B-mercaptoetanol 1 %]. Se hirvieron las muestras por cinco minutos y
se separaron las proteinas por electroforesis en gel de SDS-poliacrilamida 10 %. Las
proteinas se electrotransfirieron a una membrana de nitrocelulosa (Milipore, Alemania)
por 60 minutos a 50 V' y 150 mA. La membrana se bloqued 1 h a temperatura ambiente
en agitacion, con solucion de leche descremada (Carnation) 5 % en PBS.
Posteriormente la membrana se incubd con el anticuerpo primario diluido en PBS con
leche 0.1 % durante 14 h en agitacién a 4°C. La membrana se lavo tres veces por 10
minutos con PBS-Tween 0.1 % y se anadié el anticuerpo secundario acoplado a
peroxidasa por 2 h en agitacion a temperatura ambiente. Finalmente se lavd la

membrana y se detectaron las proteinas utilizando el sistema Western Lightning
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(Perkin Elmer, USA) exponiéndose a una pelicula hipersensible Kodak (Rochester,
USA).

7.6 Cinética de salida viral

Para realizar la cinética de salida viral las células MA104 crecidas en placas de 48
pozos se infectaron (MOI = 5) y a diferentes tiempos post-infeccién (6, 8, 10, 12, 14
hpi) se colectaron los sobrenadantes y se cosecharon las monocapas celulares,
resuspendiéndolas en MEM vy lisandolas por congelacion-descongelacion. Los
sobrenadantes se centrifugaron a 500 g por cinco minutos para eliminar células
despegadas y/o detritos celulares. Los titulos virales de las monocapas y de los
sobrenadantes tratados, se determinaron por ensayo de formacion de focos en placas
de 96 pozos. Los sobrenadantes se analizaron también por ensayo de proteccion del

virus a tripsina.

7.7 Ensayo de proteccion del virus a tripsina

Los sobrenadantes obtenidos de células MA104 infectadas se dividieron en
volumenes iguales y se trataron de dos formas: unos solamente se activaron con
tripsina y se inactivaron con inhibidor de tripsina y otros se trataron previamente con
triton X-100 0.2 % (Sigma, México) por 30 minutos a 37°C, seguidos del tratamiento
de activacién e inactivacién del virus. Con diluciones seriadas de los sobrenadantes
tratados de estas dos maneras, se infectaron células MA104 vy los titulos virales se
determinaron por ensayo de formacion de focos. Se realizd6 un control de TLPs

purificadas con diferentes concentraciones de triton X-100.

7.8 Purificacion de VEs

Para la purificacion de las VEs se realizé un protocolo de centrifugacion diferencial,
seguido de precipitacion con polietilenglicol (Rider et al., 2016). Los sobrenadantes
cosechados (20 ml) a las 10 hpi derivados de cultivos de MA104 infectadas (MOI = 5)
en frascos de 150 cm?, se centrifugaron inicialmente a 500 g por cinco minutos. El
sobrenadante obtenido se centrifugd a 2000 g durante 30 minutos, el pellet resultante
se resuspendioé en 100 yl de PBS filtrado estéril y se guardd a 4°C (fraccion 1: F1) y
el sobrenadante se centrifugd nuevamente a 10 000 g por 40 minutos (rotor SW28,
Beckman) y el pellet obtenido se resuspendié en 100 yl de PBS y se guardo6 a 4°C
(fraccion 2:F2). El sobrenadante se incubd con PEG 16 % y NaCl 1 M, volumen 1:1
durante toda la noche a 4°C. Posteriormente se realizdé una centrifugacion a 10 000 g

por 1 h a 4°C (rotor SW28, Beckman) y se desechd el sobrenadante. El pellet se
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resuspendio en PBS filtrado estéril y se ultracentrifugd a 120 000 g por 2 h (rotor SW55
Ti Beckman), se desecho el sobrenadante y el pellet se resuspendié en 100 pl de PBS
filtrado estéril, agitando durante 30 minutos para resuspenderlo y luego se guardo a
4°C (fraccion 3: F3). Las tres fracciones obtenidas durante la purificacion, se
analizaron mediante varios experimentos: western blot, ensayo de formacion de focos,
analisis de trayectoria de nanoparticulas y MET. Se realizé un control de TLPs

purificadas con diferentes concentraciones de PEG.

7.9 Andlisis de trayectoria de nanoparticulas

Para determinar la concentracion de particulas y su distribucion en cuanto a tamanos
en cada fraccion de VEs purificada, células MA104 se infectaron (MOl = 5) y se
cosecho el sobrenadante a las 10 hpi. Este se purificd por el método de purificaciéon
de VEs descrito previamente y las fracciones obtenidas se diluyeron 1:100 en PBS
filtrado estéril, para ser analizadas con el equipo Nanosight NS300, en colaboracion
con el Dr. Ivan Quevedo Partida, campus Satélite, Universidad Iberoamericana. Del
mismo modo se analizé el sobrenadante de células no infectadas. Las muestras se
analizaron sin flujo y se tomaron cinco videos por cada condicién. Se midieron

controles del PBS filtrado estéril usado para diluir las muestras y de TLPs purificadas.

7.10 Tratamientos quimicos de inhibicién y estimulacién de exosomas

Las monocapas confluentes de células MA104 crecidas en placas de 48 pozos se
incubaron con la cepa RRV (MOI = 5) durante una hora a 37°C, se lavaron las células
y se incubaron con medio (MEM). Cuatro horas después se retir6é el medio y las células
se trataron con GW4869 (10 uM), bafilomicina A1 (50 nM) o NH4CI (25 mM) por 6 h a
37°C. Luego los sobrenadantes se cosecharon y centrifugaron a 500 g por cinco
minutos para eliminar células despegadas y/o detritos celulares y las células de la
monocapa se resuspendieron en medio y se lisaron por tres ciclos de congelacion-
descongelacion. A los sobrenadantes se les realizd ensayo de proteccion del virus a
tripsina. Se determind en cada caso el titulo viral por ensayo de formacion de focos
en placas de 96 pozos. El tratamiento con NH4Cl se realizé del mismo modo descrito
anteriormente en frascos de 150 cm?, para cosechar una mayor cantidad de VEs y
purificarlas. En cada fraccién se determinaron marcadores de vesiculas o virus por

western blot o dot blot.
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7.11 Inmunofluorescencia

Las células MA104 se crecieron en cubreobjetos de vidrio en placas de 48 pozos y
una vez confluentes, se infectaron con RRV (MOI = 5). Concluido el tiempo post-
infeccion correspondiente, las células se lavaron con PBS y se fijaron con
paraformaldehido 2 % (Sigma, USA) por 20 minutos a temperatura ambiente, se
lavaron con solucion de NH4Cl 50 mM y se permeabilizaron por 15 minutos con triton
X-100 0.2 % en solucion de bloqueo (albumina sérica bovina 1 % en solucién de NH4Cl
50 mM). Posteriormente las células se incubaron toda la noche a temperatura
ambiente con el anticuerpo primario correspondiente para cada experimento:
exosomas (CD63, Alix, Hsp70) y rotavirus (a-TLP). Posteriormente las células se
lavaron con solucion de NH4Cl 50 mM y se incubaron con el anticuerpo secundario
correspondiente acoplado a los fluoréforos Alexa-fluor 488 y Alexa-fluor 568 segun el
caso, por 2 h a temperatura ambiente. Finalmente la monocapa se incub6 con DAPI
(4°,6-diamidino-2-fenilindol) 30 nM (Invitrogen TM, USA) por 20 minutos. Los
cubreobjetos se montaron con Citifluor AF1 (Electron Microscopy Sciences, USA) en
portaobjetos. Las muestras se observaron con un microscopio confocal (Microscopio

confocal Olympus FV1000 Multi-fotonico).

7.12 Determinacion de lainfectividad viral mediada por vesiculas

Los sobrenadantes cosechados a las 10 hpi derivados de cultivos de células MA104
infectadas con la cepa RRV (MOI = 5), se centrifugaron a 500 g por cinco minutos. El
sobrenadante resultante se centrifugd a 2000 g durante 30 minutos, el pellet obtenido
se resuspendié en 500 pl de buffer salino de tris 1X (TBS) (fraccion 1: F1) y el
sobrenadante se centrifugé nuevamente a 10 000 g por 40 minutos (rotor SW28,
Beckman) y el pellet obtenido se resuspendioé en 500 ul de TBS (fraccion 2: F2) y el
sobrenadante se ultracentrifugd a 120 000 g por 2 h (rotor SW28, Beckman), se
desecho el sobrenadante y el pellet se resuspendio en 500 pl de TBS (fraccion 3: F3).
Las vesiculas procedentes de cada fraccion se purificaron con el kit “MagCapture™
Exosome lIsolation Kit PS” (Life Science, Japdn). Para las fracciones purificadas se
disend un esquema de tratamientos donde cada una de las fracciones (F1, F2 y F3),
se dividieron en volumenes iguales y se incubaron durante 30 minutos con tripsina 1
%, tritbn X-100 0.2 % o so6lo medio (MEM) y a su vez cada tratamiento fue
posteriormente incubado o no, con anticuerpo monoclonal neutralizante (Ac-159)

durante 1 h a 37°C. Posteriormente monocapas confluentes de células MA104
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crecidas en placas de 96, se incubaron con diluciones seriadas de cada condicidon
(seis condiciones por cada fraccion) durante 2 h y luego se lavaron con medio y se
dejaron incubando 14 hpi a 37°C. El titulo viral en cada caso se determin6 por ensayo

de formacién de focos.

7.13 Microscopia electronica de transmision

Los analisis por microscopia electronica de transmision (MET) se realizaron en la
unidad de Microscopia Electronica del Instituto de Biotecnologia de la UNAM por la
Dra. Guadalupe Zavala. Para ello las VEs del sobrenadante de células infectadas, se
purificaron mediante el kit “MagCapture™ Exosome Isolation Kit PS” como se
describio anteriormente. Se tomaron 10 ul de cada fraccion purificada, se fijaron en
celdas de cobre y se tifieron con acetato de uranilo (3 %) en 70 % de metanol,
analizandose cada muestra con un microscopio electronico de transmision Zeiss EM
900 (Gatan, Inc., Pleasanton, California, USA).
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8. RESULTADOS Y DISCUSION

8.1 La cepa RRV de rotavirus se libera de células MA104 antes de la lisis

celular

Se ha reportado que la formacion de nuevas particulas virales comienza a las 4 hpiy
la mayor parte se encuentra ensamblada a las 8 hpi (Martinez, 2015). Sin embargo,
no son claros los tiempos post-infeccion a los cuales el virus comienza a liberarse de
la célula, para lo cual se realizé la cinética de salida de la cepa RRV en células MA104,
desde tiempos tempranos (figura 3A). Para comprobar que la presencia del virus en
el sobrenadante a tiempos tempranos, no se debe a dafio o muerte celular por lisis
debido a la propia infeccidn viral; se realizé un ensayo para determinar la cantidad de
enzima LDH liberada al medio, lo cual indica el grado de afectacién de la integridad

celular (figura 3B).
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Figura 3 Cinética de salida viral desde tiempos tempranos de la infeccién, previo a la lisis celular. Las
células se infectaron con RRV (MOI = 5) y se incubaron durante el tiempo indicado a 37°C. En cada
uno de los tiempos se cosech6 el medio extracelular, las células de la monocapa y el total (medio celular
+ monocapa celular). El virus presente en cada uno se determiné por ensayo de formacién de focos;
los datos se expresan como UFF/ml por cada hora post-infeccion. (A). La Cantidad de LDH liberada en
el sobrenadante se expresa como porcentaje de LDH liberada al medio y se comparé con un control
realizado en MA104 no infectadas (B). Las barras representan el error estandar de la media de tres
ensayos independientes (n=3).

Rotavirus es un virus no envuelto y al igual que el resto de los virus clasificados asi,
se pensaba que su liberacién ocurria por lisis de la célula; de ahi que su transporte y
liberacion fueron mecanismos investigados menos a fondo. Sin embargo, varios

estudios demuestran la salida de virus no envueltos (ejemplo: virus de simio 40 vy
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poliovirus) antes de la lisis celular, asociados a mecanismos vesiculares que implican
la liberacién de exosomas y/o microvesiculas y que no causan la muerte inmediata de

la célula (Clayson et al., 1989; Tucker et al., 1993).

Los resultados del presente trabajo muestran la presencia de virus infectivo en el
sobrenadante desde las 6 hpi, con un titulo muy bajo (~ 2.87x10* UFF/mI) pero que va
aumentando con el tiempo hasta las 14 hpi, tiempo en el que las células comienzan a
lisarse en mayor proporcion y se detecta un aumento abrupto del titulo viral en el
sobrenadante (figura 3A). En células MA104 tradicionalmente se ha reportado que
rotavirus se libera mediante lisis celular (Musalem y Espero; 1985), pero nuestros
resultados y los obtenidos por Trejo-Cerro y colaboradores en el 2018, demuestran
que una parte del virus se encuentra en el medio celular a tiempos tempranos de la
infeccion. Trejo-Cerro reporta la presencia de virus a partir de las 9 hpi (Trejo-Cerro et
al., 2018). En este trabajo se detecta el virus desde las 6 hpi, lo cual puede deberse a
que se infectaron las células MA104 a una MOI mas alta que permitié la deteccién de

virus en tiempos aun mas tempranos.

La medicion de la liberacion de LDH (figura 3B) permitid evaluar indirectamente la
integridad de la membrana celular. Los resultados muestran que hasta las 10 hpi las
células no presentan alteracion de su integridad celular debido a la infeccion con RRV.
Esto sugiere que el virus presente en el sobrenadante al menos hasta las 10 hpi, se
libera por un mecanismo no litico. EI aumento de LDH a las 12 hpi, evidencia
afectacion de la integridad celular debido a la propia infeccion viral. Esta observacion
implica la liberacion de contenido citoplasmatico al medio celular, asi como la
presencia de estructuras celulares membranosas en el medio, que podrian interferir
en el estudio de la asociacion del virus con VEs, existiendo la posibilidad de una
asociacidon a membranas debido a eventos de dafio o muerte celular por lisis y no
especificamente a la asociacion con vesiculas durante su salida de la célula por un
mecanismo no litico. Resultados similares a los obtenidos en este estudio, se
reportaron por Trejo-Cerro y colaboradores, cuando se determiné la viabilidad de las
células MA104 infectadas con la cepa RRV, por reduccién de rezarsurina, mostrando
afectacion de la integridad celular a las 12 hpi (Trejo-Cerro et al., 2018). Asi mismo se
reportd la pérdida de la integridad de la membrana plasmatica con colorante azul
tripano, a las 12 hpi en MA104 infectadas a alta MOI con la cepa SA11 de rotavirus

de simio (Santiana et al., 2018). De igual manera Arnold y colaboradores, describen
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que la infeccion de células MA104 a una alta MOI (MOI=3), produce un visible efecto
citopatico: redondeo de células, desprendimiento y lisis celular, comenzando

aproximadamente a las 10 hpi (Arnold et al., 2012).

En células Caco-2 polarizadas el estudio del transporte y liberacion de la cepa RRV,
demostré que la salida del virus ocurre casi exclusivamente por el lado apical, antes
de la detecciéon de lisis celular, describiendo por primera vez la existencia de este
evento, que asocian a un transporte vesicular no convencional desde el RE a la
membrana apical (Jourdan et al., 1997). Mientras que en células H69 de colangeositos
humanos, infectadas con SA11, se mostro la liberacion del 100 % del virus a las 72

hpi sin cambios significativos en la permeabilidad celular (Santiana et al., 2018).
8.2 Presencia de virus extracelular protegido al tratamiento con tripsina

Con los antecedentes existentes de egreso viral de virus no envuelto coligado a la
formacion de VEs, rotavirus pudiera encontrarse asociado a vesiculas en el medio
extracelular. Para determinar la proteccion del virus ante el procesamiento proteolitico
con tripsina de la proteina VP4, que sugiere la presencia de estructuras membranosas
que protegen al virus, se realizaron ensayos de proteccion a tripsina a los
sobrenadantes cosechados a diferentes horas post-infeccion.

Para ello se dividieron volumenes iguales del medio cosechado de las células
infectadas durante diferentes tiempos y una parte se traté con triton X-100 para
solubilizar las membranas y luego se activé el virus con tripsina, mientras que la otra
parte del sobrenadante unicamente se activo con tripsina (figura 4). En este ultimo
caso se ve limitado el acceso de la proteasa al virus de dos maneras posibles: (1)
totalmente en caso de encontrarse la particula completa del virus dentro de
estructuras membranosas y (2) parcialmente en caso de asociarse a estructuras
membranosas pero por la parte externa de estas, quedando al menos una parte del
virus accesible a tripsina. Mientras que con el tratamiento previo con triton X-100 antes
de la activacién con ftripsina, las estructuras membranosas asociadas al virus, se
solubilizan con el detergente y posteriormente la tripsina tiene acceso a toda la
estructura del virus para el procesamiento de la proteina VP4 en la capa externa de la

particula, mediante cortes proteoliticos.
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Figura 4 Ensayo de proteccion a tripsina de virus extracelular a diferentes tiempos post-infeccion. Las
células se infectaron (MOI = 5) y se incubaron a 37°C, el medio celular se coseché alas 8, 10,12 0 14
hpi. Se realiz6 ensayo de proteccion a volumenes iguales del sobrenadante, los cuales posteriormente
se titularon por ensayo de formacién de focos. Los datos se expresan como UFF/ml en cada tiempo
post-infeccion. Las barras representan el error estandar de la media de tres ensayos independientes
(n=3).

Para determinar que el tratamiento con triton X-100 por si solo no afecta la infectividad
de rotavirus, como control, se incubaron TLPs purificadas con diferentes
concentraciones de triton X-100 y se determind que no ejerce efecto alguno sobre la
infectividad del virus (datos no mostrados).

Los resultados del ensayo de proteccion mostraron diferencias en el titulo viral de
ambas condiciones, pero la relacién entre ambos tratamientos varia segun el tiempo
post-infeccion al que se cosechd el medio celular (figura 4). Los tiempos donde se
observo una mayor diferencia entre los titulos virales de los sobrenadantes en funcién
del tratamiento empleado, fue a las 10 hpi (~ 60 % del virus esta protegido a tripsina)
y alas 12 hpi (~ 52 % del virus esta protegido a tripsina). Se manifiesta asi la presencia
de virus protegido a tripsina liberado por las células infectadas. Sin la solubilizacién
con triton X-100 de las membranas asociadas al virus antes de la activacién con
tripsina, se observa un titulo viral mas bajo, pues se limita el acceso de la tripsina a
los sitios de corte que se requieren para la activacion y posterior entrada del virus, por
lo cual menor numero de UFF/ml son determinadas en este caso.

Similar a estos resultados, Feng y colaboradores observaron que el VHA, un

picornavirus "no envuelto", se libera de las células que infecta en ausencia de lisis
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celular y encontraron en el medio, dos poblaciones virales extracelulares: una de
particulas libres y otra de particulas dentro de vesiculas que representaban
aproximadamente el 79 % del virus total. Ambas poblaciones virales mostraron igual
infectividad, pero el tratamiento con cloroformo redujo en dos logaritmos la infectividad
de la poblacion asociada a vesiculas, mientras que en la de particulas virales libres
no modificé su infectividad (Feng et al., 2013).

En nuestro estudio, por el contrario, el tratamiento con triton X-100 del virus
extracelular, favorece una mayor infectividad de las células, ya que a diferencia del
VHA, rotavirus requiere la activacién con tripsina para la infeccion, y el tratamiento con
tritdn X-100 favorece esto.

Recientemente se ha reportado que la separacion en un gradiente de densidad de
iodixanol de sobrenadantes de células MA104 infectadas con rotavirus, muestra una
fraccion de las particulas virales extracelulares que flota. Este mismo experimento
pero tratando previamente los sobrenadantes con triton X-100, mostré que la fraccidon
de virus que flota desaparece, lo cual sugiere que las particulas virales se encuentran
asociadas a estructuras lipidicas de baja densidad (Trejo-Cerro et al., 2018). Estos
resultados respaldan los obtenidos en el presente trabajo, ya que aunque se trata de
un experimento diferente, detectan la presencia de virus asociado a estructuras

membranosas.

Por otra parte, Trejo-Cerro y colaboradores también reportan el tratamiento con
jasplakinélido (farmaco que estabiliza el citoesqueleto de actina), retarda la deteccidn
de virus en el medio celular, sin afectar su asociacién a estructuras lipidicas,
manifestando que la salida temprana del virus, es dependiente del citoesqueleto de
actina (Trejo-Cerro et al.,, 2018), el cual también se reporta participando en los
procesos de biogénesis y secreciéon de VEs (Bonifacino y Glick, 2004; Sinha et al.,
2016), por lo que las estructuras lipidicas a las cuales se asocia el virus pudieran
tratarse de VEs. Respaldando esta teoria se ha visto que la replicacion de rotavirus,
induce un aumento progresivo de las concentraciones de calcio intracitoplasmatico, el
cual es un factor determinante en la regulacion del citoesqueleto de actina (Brunet et
al., 2000), desencadena directamente la liberacion de microvesiculas (Hess et al.,
1999) y aumenta la secrecidén de exosomas en K562 (linea celular de eritroleucemia),

células oligodendrogliales, células dendriticas y mastocitos (Colombo et al., 2014).
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8.3 El virus extracelular se asocia mayormente a estructuras membranosas

que sedimentan a altas velocidades de centrifugacion

Para caracterizar las estructuras membranosas a las que esta asociado el virus
extracelular, se empled un protocolo que enriquece diferentes subpoblaciones de VEs
en funcion de sus tamafios. Los procedimientos de aislamiento de VEs son muy
variados; incluyen centrifugacion diferencial, flotacion en gradientes de densidad,
cromatografia de separacion por tamano, precipitacion con PEG, inmunoprecipitacion
y el uso de kits comerciales que se basan en parte en estos métodos. Estas técnicas
permiten separar y concentrar las poblaciones de VEs, con diferentes tasas de éxito,
de ahi que se recomienda combinar multiples procedimientos de aislamiento para
separar claramente las subpoblaciones de vesiculas en funcién de su tamafio,

densidad y/o composicién (van Niel et al., 2018).

Los experimentos se realizaron a partir del medio de cultivo de células MA104
infectadas cosechado a las 10 hpi, donde ya se determind el mayor porcentaje de
virus liberado protegido a tripsina, previo a la lisis celular. Este sobrenadante se
proceso inicialmente por centrifugacion diferencial, permitiendo separar las vesiculas
mas grandes por centrifugaciones sucesivas a velocidades crecientes. El
sobrenadante se separd en tres fracciones, que segun el protocolo estan enriquecidas
en una poblacion de vesiculas en particular. La fraccidén 1 (F1) corresponde al pellet
obtenido con centrifugaciéon a 2000 g y contiene vesiculas de gran tamafo (por
ejemplo: grandes cuerpos apoptoticos). En la fraccion 2 (F2) se concentran vesiculas
>200 nm (por ejemplo: microvesiculas derivadas de membrana plasmatica), mediante
una centrifugacion a 10 000 g, y en la fraccion 3 (F3) por precipitacion con PEG
seguida de dos centrifugaciones (primero 10 000 g y luego 120 000 g) se enriquecieron
vesiculas pequefias (por ejemplo: exosomas, y microvesiculas o cuerpos apoptoticos
pequefios). Las tres fracciones de VEs se analizaron para determinar la cantidad de
particulas virales infectivas libres (accesible directamente a tripsina) y la cantidad de
particulas virales infectivas asociadas a la subpoblacion de vesiculas enriquecidas en
cada fraccion (se necesita solubilizar membrana con triton X-100 para ser susceptibles

a tripsina) (figura 5).
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Figura 5 Ensayo de proteccién para cada fraccién de VEs purificada. Las células se infectaron con RRV
(MOI= 5) y se incubaron a 37°C hasta las 10 hpi. Se cosecho el medio celular y se llevé a cabo el
protocolo de purificacién de VEs descrito en materiales y métodos. Cada fraccion se analizé por ensayo
de proteccion y se determiné el titulo viral por ensayo de formacién de focos. Los datos se expresan
como porcentajes de virus infectivo en cada fraccion purificada. Las barras representan el error
estandar de la media de cinco ensayos independientes (n=5).

Los resultados obtenidos muestran la presencia de virus protegido por membrana en
las tres fracciones de vesiculas purificadas, pero el ensayo de proteccién mostrd
diferencias significativas soélo en la F3, donde estan enriquecidos exosomas y otras
vesiculas pequefias (menores de 200 nm aproximadamente). El 32 % del virus
presente en esta fraccion esta protegido al tratamiento con tripsina, sugiriendo su

asociacion con vesiculas pequefias enriquecidas en la F3.

Aunque en la F1 y la F2 no son significativas las diferencias obtenidas por el ensayo
de proteccion, se muestra que una parte del virus esta protegido a tripsina, que en
estas fracciones pueden ser por su asociacion a microvesiculas o cuerpos apoptaticos

grandes.

El método de centrifugacion diferencial permite sedimentar las vesiculas intactas, sin
la creacion artificial de pequefas vesiculas a partir de vesiculas mas grandes, que
pueden interferir con la interpretacion de los resultados. Diferentes variantes de este
método de purificacion se utilizan en la actualidad y pueden implicar
ultracentrifugacién de mayor velocidad, por ejemplo de 140 000 g (Baietti et al., 2012)
o incluyen diferentes pasos antes de la ultracentrifugacion final, como la filtracion para
eliminar residuos y vesiculas de mas de 220 nm (Théry et al., 2006). Separar las
diferentes poblaciones de VEs es un reto, porque en ocasiones pueden sedimentar a

velocidades de centrifugacién similares. Los exosomas sedimentan entre 100 000 -
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200 000 g y flotan en un gradiente de sacarosa entre 1.10 - 1.19 g/ml (Barreto et al.,
2010; Théry et al., 2006). Las microvesiculas sedimentan entre 10 000 — 20 000 g y
flotan a densidad de 1.16 g/ml aproximadamente (Cocucci et al., 2009); y los cuerpos
apoptéticos sedimentan entre 1200 — 100 000 g y flotan a densidades >1.24 g/ml
(Théry et al., 2009).

Teniendo en cuenta la amplia gama de gravedades a la que sedimentan los cuerpos
apoptéticos, las velocidades utilizadas para purificar exosomas también pueden
precipitarlos; por lo tanto, es probable que en las VEs obtenidas en la F3, se
encuentren estas dos poblaciones de vesiculas. Discernir entre una y otra se dificulta
debido a la poca caracterizacion de los marcadores vesiculares. En algunos estudios
se ha encontrado que los cuerpos apoptoticos tienen las mismas proteinas que los
exosomas, pero con histonas o proteina 14-3-3 como caracteristica distintiva (Gutwein
et al., 2005; Théry et al., 2001; Xie et al., 2009).

La presencia de cuerpos apoptoticos en las fracciones concentradas a 100 000 g que
también contienen exosomas, no depende del protocolo utilizado para su depuracion,
ya que se han identificado en diferentes protocolos usados (Barreto et al., 2010;
Bautista et al., 2015). Ademas, considerando que rotavirus induce apoptosis en etapas
tempranas de la infeccidon en células MA104, paralelo a la rapida pérdida de la
viabilidad y la actividad metabdlica celular (Halasz et al., 2010), sugerimos que en el
presente estudio existe la probabilidad de que cuerpos apoptoticos pequefios puedan

encontrarse en la F3 junto con exosomas.

En el 2015 se realizaron estudios de VEs liberadas durante la infeccién de células
Caco-2 por rotavirus, con un protocolo de centrifugacion diferencial similar al
empleado en este trabajo, donde inicialmente se realizé una centrifugacién a 4 000 g
para evaluar la presencia de cuerpos apoptoticos grandes, luego 10 000 g para
microvesiculas y por ultimo 100 000 g para el andlisis de exosomas y cuerpos
apoptaticos pequefios. Los resultados de estos experimentos mostraron la presencia
de multiples tipos de vesiculas dificiles de caracterizar con precision, pero que se
centran en exosomas y cuerpos apoptoticos. Estos ultimos se encontraron en el pellet
de 100 000 g y también distribuidos en todo un gradiente de densidad de sacarosa al
igual que la proteina VP6 de rotavirus, sugiriendo que los virus liberados estan
asociados a cuerpos apoptoticos distribuidos en todo el gradiente (Bautista et al.,
2015).
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Por otra parte, el egreso de virus independiente de gemacién de la membrana
plasmatica, puede mediarse por mecanismos involucrados en la ruta de biogénesis
de exosomas, y asociarse a estos durante su liberacion y en el medio extracelular. La
via exosomal para la liberacion de virus se ha identificado en VHA, VHE vy
recientemente se determind poliomavirus JC también asociado a vesiculas que
sedimentan a 100 000 g y que presentan marcadores de exosomas (Morris-Love et
al., 2019). También se ha encontrado que tanto los norovirus humanos como los
murinos, parecen explotar la via de formacion de MVEs para liberarse en las heces,

dentro de exosomas (Santiana et al., 2018).

Para reafirmar la proteccion del virus a tripsina en la F3, volumenes iguales de esta
fraccion se trataron con triton X-100 (0.05 6 0.1 %) y luego activado con tripsina o solo
activado con tripsina o con medio de cultivo (MEM). En cada condicién se determiné
la presencia de la proteina viral VP4 procesada o sin procesar por cortes proteoliticos

con tripsina, usando el anticuerpo monoclonal HS2 que reconoce la subunidad VP5*

(derivada de VP4 procesada por corte con tripsina) (figura 6).
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Figura 6 La proteina VP4 del virus, no es totalmente procesada por tripsina en la F3. Las células MA104
se infectaron con RRV (MOI=5) y se incubaron a 37°C hasta las 10 hpi que se cosech6 el medio de
cultivo. Se realizo la purificacion de la F3 y volimenes iguales de la misma, se trataron con tripsina,
triton X-100 0.05 % + tripsina o triton X-100 0.1 % + tripsina o s6lo con medio (MEM). Se determind con
el anticuerpo monoclonal HS2 la subunidad VP5* procesada o formando parte de la proteina VP4 sin
procesar con tripsina. TX: triton X-100.

Los resultados muestran una banda bien marcada de VP4 cuando se trata con MEM,
donde la proteina no es procesada. Aun se observa una banda visible de VP4 sin

procesar cuando se trata solo con tripsina, sugiriendo que una parte de la proteina
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esta protegida de cortes por tripsina. La banda se hace muy tenue cuando se trata
con triton X-100 0.05 % previo al tratamiento con tripsina, y desaparece totalmente
cuando se usa antes tritbn X-100 0.1 %, ya que esta concentracién solubiliza
totalmente las membranas lipidicas a las cuales se encuentra asociado el virus, y la
enzima procesa toda la proteina VP4 de las particulas virales libres (figura 6). Estos
resultados avalan los resultados obtenidos por ensayo de proteccion en la F3 (figura
5).

En vesiculas conteniendo rotavirus se demostré que el virus puede estar protegido de
degradarse por la exposicion prolongada a proteasas presentes en las heces y del
reconocimiento por anticuerpos mucosales, en las heces o en el intestino de nuevos
hospederos (Mantis et al., 2011). De hecho, la ausencia de reconocimiento por los
anticuerpos, puede ser una de las razones por las cuales la infeccion parece ser mas

persistente con los rotavirus encerrados en vesiculas (Santiana et al., 2018).

8.4 Determinacion de marcadores que caracterizan la poblacién de vesiculas

enriguecidas en la F3

Actualmente la obtencién de subpoblaciones de VEs puras resulta un gran desafio,
debido a sus propiedades biofisicas, ya que aun no estan completamente definidas
sus caracteristicas y pueden superponerse en tamafio y densidad (Théry et al., 2009).
Esto hace empiricamente imposible lograr preparaciones de VEs puras, sumando a
este problema el costo y elevado tiempo de manejo requerido para el enriquecimiento
y la purificacion de las vesiculas, especialmente para los experimentos de protedémica
que requieren concentrar grandes volumenes de medios para extraer la proteina
vesicular. Varios métodos analiticos estan disponibles y deben combinarse para
primero evaluar la pureza, integridad y concentracion de las VEs. Los enfoques de
uso comun para el analisis de la composicion y morfologia de las poblaciones de VEs
incluyen: analisis por western blot, rastreo de nanoparticulas, MET y citometria de
flujo, complementado con andlisis de protedmica, lipidomica y/o secuenciacién de
ARN / ADN (Coumans et al., 2017; Mateescu et al., 2017).

Teniendo en cuenta que la F3 esta enriquecida en vesiculas pequenas, buscamos la
presencia de proteinas reportadas como marcadores exosOmicos, que es la
subpoblacién que se espera que esté enriquecida en esta fraccién. Para determinar si

el proceso de purificacion permitié enriquecer de manera eficiente esta poblacion de
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vesiculas, se evaluaron los requisitos minimos que permiten afirmarlo: presencia de
tres proteinas marcadoras de exosomas y un marcador de pureza, o sea una proteina
que no se espera en los exosomas purificados. Aunque numerosos analisis
protedmicos han destacado las proteinas comunmente encontradas en las
preparaciones de exosomas, estos no representan marcadores especificos de
exosoma, sino mas bien marcadores enriquecidos en exosomas. Sin embargo, las
proporciones relativas de los diferentes marcadores parecen variar de acuerdo a

muchas variables (Lotvall et al., 2014).

Los marcadores exosomales presentes en las fracciones, se determinaron mediante
western blot con el uso de anticuerpos especificos. Se identificaron en la F3, tres de
las proteinas reportadas como marcadores positivos de exosomas: CD63, Alix y
Hsp70 como se esperaba, pero estas también estuvieron presentes en la F1 y la F2
(figura 7A), sugiriendo que estos marcadores parecen también estar presentes en las

vesiculas grandes de estas fracciones.

Para determinar la pureza de los exosomas en la F3, determinamos la ausencia de la
proteina PDI, que es una proteina de membrana del RE que no esta presente en
exosomas. Mediante western blot se confirmd su ausencia en esta fraccion, indicando

la pureza de la F3 de elementos de RE (figura 7A).
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Figura 7 Caracterizaciéon de la poblacion de vesiculas enriquecidas en la F3, liberadas de células
MA104 infectadas. Células MA104 se infectaron con RRV (MOI=5) y a las 10 hpi se colect6 el
sobrenadante y se purificaron las VEs como se describe en materiales y métodos. La presencia de
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marcadores positivos de exosomas: CD63, Hsp70 y Alix, y la ausencia de PDI usada como marcador
de pureza de exosomas en la F3, se determin6 por western blot en las tres fracciones (A). Todas las
masas proteicas aproximadas se representan en kilodaltones (kDa). Microfotografia electrénica de la
F3 (B). Microfotografia electrénica de la F1 (C) y la F2 (D).

Estudios protedbmicos muestran que los exosomas contienen un subconjunto
especifico de proteinas celulares, algunas de las cuales dependen del tipo de célula
secretora, mientras que otras se encuentran en la mayoria de exosomas
independientemente del tipo de célula de la que provengan. Los marcadores mas
comunmente encontrados incluyen proteinas de endosomas, de la membrana
plasmatica y del citosol, mientras que las proteinas del nucleo, de las mitocondrias,
del RE y del complejo de Golgi estan en su mayoria ausentes. Estas observaciones
resaltan la especificidad de formacion de los exosomas y muestran que representan
un compartimento subcelular especifico y no una matriz aleatoria de fragmentos

celulares (Théry et al., 2001).

Debido a su funcién en la biogénesis de exosomas las proteinas Alix y TSG101, son
marcadores de exosomas derivados de varios tipos celulares. Alix se relaciona a la
biogénesis de exosomas en reticulocitos, donde se propuso su unién al dominio
citoplasmico del receptor de transferrina para competir con la unién a Hsc70 y
promover la clasificacion del receptor en las ILVs (Géminard et al., 2004). Luego se
demostré que la sobreexpresion de sintenina induce un aumento en la liberacién de
exosomas, dependiente de Alix, que se evidencia por un aumento de los marcadores
exosomales: CD63 y Hsp70 (Baietti et al., 2012).

CD63 esta particularmente enriquecida en la superficie de exosomas y esta
involucrada en la clasificacion endosomal en melanocitos (van Niel et al., 2011) y en
la biogénesis de exosomas en fibroblastos (Gauthier et al., 2017). En células
infectadas con EBV, CD63 es fundamental para dirigir a las ILVs la proteina LMP1
(latent membrane protein 1), codificada por el virus, y permitir su posterior salida en
exosomas (Verweij et al., 2011). Esta proteina es catalogada como uno de los mejores
marcadores de exosomas, aunque en nuestro estudio, a pesar de estar presente en
la F3 donde se esperaba, se muestra abundante también en la F1 y la F2. Existen
reportes que manifiestan que CD63 también se asocia a cuerpos apoptaticos, a partir
de una disminucion de su deteccidn luego del tratamiento con inhibidores de caspasas

(Bautista et al., 2015) y ademas, se ha descrito su asociacion con cuerpos apoptéticos
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grandes, asi como microvesiculas y exosomas por citometria de flujo (Crescitelli et al.,
2013). Esto podria explicar su presencia en la F1 y la F2 donde se encuentran cuerpos

apoptéticos grandes (figura 7C) y microvesiculas (figura 7D).

Otros marcadores tanto de exosomas, como de pureza de exosomas, son empleados.
La caracterizacion del proteoma de exosomas derivados de hepatocitos muestra el
enriquecimiento de numerosos marcadores proteicos tales como: integrina 31, CD81,
ICAM-1 y MFG-E8 entre otros; mientras que la presencia de marcadores de pureza,
especificos de otros compartimentos subcelulares como Grp78 de RE, Pmp70 de
peroxisoma o Prohibitin1 y mtPmp70 de mitocondria, fue indetectable en las
preparaciones de exosomas, lo que significa que la contaminacion con material

derivado de estos compartimentos, fue minima (Conde-Vancells et al., 2008).

Por otra parte se ha visto que la apoptosis temprana genera vesiculas pequefas a
partir de la membrana plasmatica (cuerpos apoptoticos pequefios 0 microparticulas)
(Poon et al., 2014; Wickman et al., 2013), las cuales se diferencian de los cuerpos
apoptéticos tardios porque estos exponen sobre su superficie material derivado de
sistemas internos de membrana, como el RE (Franz et al., 2007). En células Caco-2
se reportd que la infeccion con rotavirus, aumenta la liberacién de VEs que al
concentrarse a 100 000 g estan compuestas por exosomas mezclados con cuerpos
apoptaticos posiblemente derivados de etapas tempranas de apoptosis, ya que no se
observo la presencia de calnexina (marcador de RE) (Barreto et al., 2010). En nuestro
trabajo tampoco detectamos el marcador de RE, proteina PDI, en la F3 purificada a
120 000 g, lo cual ademas de demostrar la pureza de la poblacidon enriquecida de
exosomas, sugiere que las pequefias vesiculas purificadas en la F3, podrian ser una
mezcla de exosomas y cuerpos apoptoéticos pequenos derivados de apoptosis

temprana de las células MA104 (Halasz et al., 2010).

Como técnica complementaria a la deteccidén de proteinas exosomales por western
blot, las vesiculas purificadas de la F3 se analizaron por MET (figura 7B), y se
observarn solo vesiculas entre 50-200 nm de diametro aproximadamente, que
muestran la forma tipica de copa, descrita para exosomas fijados observados por MET
mediante tincion negativa (Choi y Mun, 2017). Debido a que los exosomas caen por
debajo del umbral de resolucion de la microscopia Optica, la MET ha sido hasta ahora
la técnica mas usada para la observacién directa del tamano y la morfologia de los

exosomas (Raposo et al., 1996). Recientemente se encontré poliomavirus JC
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asociado a vesiculas que sedimentan a 100 000 g y que presentan marcadores de
exosomas; su asociacion se confirmo también por MET, observando vesiculas entre
150-200 nm marcadas con CD81, con virus en su interior o asociado por la membrana

externa (Morris-Love et al., 2019).

8.5 La infeccidn viral aumenta la liberacion de vesiculas en células MA104
Se realizé una comparacion semi-cuantitativa de la secrecion de VEs en células
infectadas y no infectadas, para determinar las diferencias en cuanto a la presencia

de marcadores de exosomas (figura 8).

Control F1C.n.i. F1C.i. F2C.n.. F2Ci. F3C.n.i. F3C.i.

Figura 8 Determinacion de marcadores de exosomas, en VEs liberadas de células MA104 infectadas
(C.i.) y no infectadas (C.n.i.). Las células MA104 se infectaron con RRV (MOI=5) o no infectadas y a
las 10 hpi se cosecho el sobrenadante y se purificaron las tres fracciones (F1, F2 y F3). Se determino
por western blot la presencia de los marcadores: Alix, CD63 y Hsp70. Las masas proteicas aproximadas
se representan en kilodaltons (kDa).

Los resultados muestran la presencia de los marcadores CD63, Alix y Hsp70 en las
tres fracciones purificadas del sobrenadante de las células infectadas. Mientras que
en las células MA104 no infectadas, los marcadores Alix y Hsp70 se detectan solo en
la F1 y CD63 en la F3, lo cual al parecer esta dado porque las células MA104 en
condiciones normales, producen un nivel bajo de vesiculas, no permitiendo una buena
deteccion de las proteinas. Estos resultados sugieren que la infeccion con RRV
condiciona a la célula a una mayor produccion de VEs que contienen estos

marcadores.

En correspondencia al resultado obtenido en este estudio, también se observo en
células Caco-2, que la infeccion con rotavirus aumenté la expresion de Hsc70, AChE
y CD63 en las VEs distribuidas en todo el gradiente de densidad de sacarosa (Bautista
et al., 2015). La secrecion de exosomas puede ser espontanea o inducida
dependiendo del tipo de célula. Los reticulocitos, células T y B y mastocitos en reposo,
secretan niveles detectables de exosomas soélo después de la activacion de un
receptor de superficie celular. Por el contrario, el efecto de la infeccion de EBV sobre
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células B, células dendriticas y macrofagos provoca la secrecion constitutiva de
exosomas in vitro (Dinh et al., 2016). Las infecciones virales pueden aumentar la
liberacidn de vesiculas al medio extracelular, por ejemplo los oncogenes E6 / E7 del
virus del papiloma en células HelLa (células de cancer cervical humano), inducen la
liberacion de microvesiculas con miembros de |la familia de proteinas inhibidoras de la
apoptosis (Honegger et al., 2013) y en células tumorales se ha detectado una mayor
produccion de ciertas vesiculas debido a un aumento en la transcripcion de
secuencias retroviricas enddgenas (Balaj et al., 2011). Ademas el cambio de medio
con suero fetal bovino a medio libre de suero, necesario para evitar la co-purificacion
de exosomas del suero presente en el medio, con los exosomas derivados de las
células, es un estimulo que desencadena o modifica la secrecion de exosomas, ya
que induce un estrés en las células que probablemente produce alteraciones

cuantitativas y/o cualitativas en la secrecién de VEs (Colombo et al., 2014).

Para respaldar los resultados anteriores obtenidos por western blot, se determiné la
concentracion de VEs por analisis de trayectoria de nanoparticulas, comparando la
concentracion de vesiculas producidas por células infectadas y no infectadas (figura
9).
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Figura 9 Determinacion de la concentracion de vesiculas en el sobrenadante de células infectadas y
no infectadas. Células MA104 fueron infectadas con RRV (MOI=5) o no infectadas y a las 10 hpi se
cosecho el sobrenadante y se purificaron las fracciones (F2 y F3). Se realizé6 un analisis de la
concentracion de particulas por mililitro en células infectadas y no infectadas, usando un equipo de
nanosight NS300. Graficos correspondientes a la F2 de células no infectadas (A) e infectadas (B).
Graficos correspondientes a la F3 de células no infectadas (C) e infectadas (D). Concentraciéon de
particulas/ml en la F2 y la F3 de células infectadas y no infectadas (E). Control de TLPs puras que
muestra su tamafo en nm calculado por el equipo (F). Los resultados son a partir de dos experimentos
bioldgicos, cada uno con cinco lecturas.

El analisis de trayectoria de nanoparticulas por este equipo, es una técnica de
dimensionamiento rapida, conveniente en el contexto de caracterizacion. Este equipo
no permite la lectura de particulas de mas de 1 pym por lo que solo se analizaron la F2
y la F3 teniendo en cuenta que las lecturas del equipo van desde 50-1000 nm, que
son los tamanos de particulas determinados en estas fracciones. La lectura del
nanosight de las TLPs purificadas (figura 11F), muestra un tamafio de particula viral
libre de 81 nm aproximadamente, la cual se usa como control para el analisis de los

tamanos correspondientes a vesiculas extracelulares o a virus asociados a vesiculas
enlaF2ylaF3.

Las figuras 9 A y B corresponde a la F2 de células no infectadas e infectadas,
respectivamente. La figura 9 A muestra un patrén de vesiculas mas heterogéneo en
cuanto a tamarios, con una concentracion de 1.37x10'° particulas/ml, mientras que en
la figura 9 B, se observa un pico fino que corresponde a las particulas virales libres,
mientras que el resto de los picos representan vesiculas grandes y particulas virales
asociadas a estas.
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Las figuras 9 C y D representan la F3 de células no infectadas e infectadas,
respectivamente. En la figura 9C, similar a lo descrito anteriormente en la figura 9A,
las vesiculas poseen tamafos mas variados que los observados en el grafico de la F3
de células infectadas (figura 9D) con una concentracién de 7.51x10° particulas/ml,
mientras que en la figura 9D se observa un pico fino que corresponde a las particulas
virales libres y el resto de los picos representan vesiculas con tamafios superiores a

los del virus libre y/o particulas virales asociadas a vesiculas.

En la figura 9E, se calcularon las concentraciones de particulas por mililitro
(correspondiente a vesiculas y virus asociado a vesiculas) en cada fraccion purificada
y se observd que en la F3, hay una diferencia de casi un logaritmo entre la
concentracion de particulas por mililitro secretadas de células infectadas respecto a
las no infectadas. Para poder comparar la concentracion de particulas producidas por
células no infectadas y células infectadas sin que interfiera la concentracién de
particulas virales libres también presentes en el purificado, se empled el tamafo
control de TLPs purificadas (figura 9F) de aproximadamente 81 nm, valor
correspondiente a la moda del experimento, que es el mas usado para describir una
muestra. Este equipo no discrimina entre VEs y particulas virales, de ahi que en las
fracciones purificadas de sobrenadantes de células infectadas, se determin6 que el
10 % aproximadamente de la concentracion total de particulas, corresponde al tamafo
identificado para las TLPs purificadas, lo que sugiere que pertenece a las particulas
virales libres. EI 90 % (representado por los picos por debajo de las flechas negras en
las figuras 9B y 9D) de la concentracién total dada por el experimento, corresponde
entonces a vesiculas y a virus asociado a vesiculas. Siguiendo este analisis, se
comparé la concentracion total de particulas por mililitro en las fracciones derivadas
de las células no infectadas (representado por los picos por debajo de las flechas
negras en las figuras 9A y 9C), con el 90 % de la concentracion total de particulas por
mililitro, en las fracciones purificadas de células infectadas, observandose cerca de un
logaritmo mas en la concentracién de particulas, que representan vesiculas pequeias,
de la F3 purificada de las células infectadas respecto a las no infectadas. A pesar de
que en la F2 también se observa un incremento en las vesiculas liberadas debido a la
infeccion, este es menos marcado (figura 9E). Esto sugiere que la infeccion por el
virus promueve la liberacion de VEs, mayormente de vesiculas pequefias

concentradas en la F3.
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El analisis de trayectoria de nanoparticulas se realiza mediante un dispositivo
disefiado para medir distribucion de tamafio y concentracién de nanoparticulas
(Dragovic et al., 2011), siguiendo el movimiento de particulas individuales en
suspension iluminadas con laser, bajo movimiento browniano y luego calcula su
diametro utilizando métodos estadisticos. Este método tiene la ventaja de ser una
forma rapida y sencilla de analizar un gran numero de particulas a la vez, donde las
sefales de dispersion de las particulas individuales dentro del campo de vision son
rastreadas y grabadas en videos. Una evaluacién precisa del perfil de tamafio requiere
el rastreo de tramos largos, a temperatura y viscosidad constante y una dilucién
adecuada de las muestras, parametros que se tuvieron en cuenta para la medicion en

el presente estudio (Soo et al., 2012).

En estudios realizados en células Caco-2 infectadas con RRV, se mostré la liberacién
de proteinas asociadas con vesiculas, las cuales son liberadas en mayor cantidad por
células infectadas que por células no infectadas, mostrando ademas que las vesiculas
liberadas de células infectadas tenian mayor funcién inmunomoduladora que las de
células no infectadas (Barreto et al., 2010). En el presente estudio la deteccién de
proteinas marcadoras de exosomas Y la diferencia en cuanto a la concentracién de
particulas por mililitro observadas en células infectadas respecto a las no infectadas,
sugiere que la infeccidn por rotavirus estimula la secrecién de vesiculas. Una mayor
produccion de estas vesiculas por las células infectadas, podria relacionarse a un
fendmeno de patogénesis viral, pues la infeccion puede, ademas de inducir una mayor
liberacion de vesiculas, cambiar el contenido exosomal de lipidos, miARN y/o
proteinas, modificando asi la comunicacion intercelular (Wurdinger et al., 2012) o por

el contrario, a un mecanismo de respuesta celular para lidiar con la infeccién viral.

8.6 Tratamientos quimicos de inhibicién y estimulacién de la secreciéon de

exosomas, ejercen efecto sobre la asociacion de particulas virales con VEs

Para determinar cémo influye la inhibicibn o estimulacion de los procesos de
biogénesis de exosomas sobre la asociacion de virus infeccioso con VEs liberadas de
células MA104, estas se incubaron con los reactivos y se analizaron los
sobrenadantes en cada caso. Para inhibir la secrecion de exosomas se empleod el
GW4869, que inhibe la actividad de la esfingomielinasa neutra, la cual participa en la
sintesis de ceramidas presentes en la membrana de los exosomas. Para estimular la

secrecion de exosomas se uso la bafilomicina A1, que inhibe la actividad de la H+ -
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ATPasa vacuolar, evitando la acidificacion del endosoma y su maduracion a
lisosomas, por lo que se favorece la via de formacién de los MVEs que siguen la ruta
exocitica, se fusionan con la membrana plasmatica y liberan los exosomas al medio.
El otro compuesto quimico usado es el NH4Cl, que es una base débil que evita la

acidificacion del endosoma favoreciendo también la ruta exocitica de los MVEs.

La liberacion de proteinas totales al medio extracelular a partir de células MA104
infectadas o no infectadas, se determiné a partir de los sobrenadantes cosechados de
cada tratamiento (figura 10), con el fin de determinar como afectan estos tratamientos

la liberacion de proteinas al medio, ya sean vesiculares o virales.
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Figura 10 Los tratamientos quimicos de inhibicién o estimulacion de la biogénesis de exosomas en
células MA104, se asocian a la liberacion de menor o mayor cantidad de proteinas totales
respectivamente. Las células MA104 se infectaron con RRV (MOI = 5) y se incubaron con diferentes
reactivos inhibidores o estimuladores de la biogénesis de exosomas, entre las 4 — 10 hpi a 37°C.
Posteriormente se coseché el sobrenadante de cada tratamiento, y usando el mismo volumen (12 pl)
en cada caso, se determino por tincion de plata la cantidad de proteinas totales en el medio extracelular
de células infectadas (A) y no infectadas (B).

Los resultados revelan que las células infectadas, independientemente del tratamiento
quimico empleado, muestran nuevamente una mayor cantidad de proteinas en el
medio, que las células no infectadas, donde no se detectaron proteinas (figura 10B).
El tratamiento con bafilomicina A1 respecto a su control (DMSO 0.2%) y el tratamiento
con NH4Cl respecto a su control (MEM), aumentan la liberacion de proteinas totales
(proteinas celulares y/o virales) en el medio extracelular, tal como se ha esperado.
Mientras que el tratamiento con GW4869 respecto a su control (DMSO 2%), muestra

una ligera disminucién de proteina total en el medio (figura 10A).
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Para determinar que los tratamientos empleados no afectan la integridad celular, se
comprobd la liberacion de LDH en los sobrenadantes de cada tratamiento quimico,
tanto de células infectadas como no infectadas (figura 11). Los porcentajes de LDH
observados en el medio extracelular muestran que no existe una afectacion de la

integridad celular provocada por la presencia de los compuestos quimicos en el medio.
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Figura 11 Los tratamientos quimicos no afectan la integridad celular de células MA104. Células MA104
se infectaron con RRV (MOI = 5) y se incubaron con reactivos inhibidores o estimuladores de la ruta de
biogénesis de exosomas, entre las 4 y 10 hpi a 37°C. Posteriormente se coseché el sobrenadante de
cada tratamiento, y se determiné la LDH liberada al medio. Los datos representan el error estandar de
la media de tres ensayos independientes (n=3) y son expresados como porcentaje de LDH liberada al
medio en cada tratamiento quimico. Los datos se compararon con un control realizado en MA104 no
infectadas tratadas con los diferentes reactivos.

Para conocer los efectos de inhibir y estimular la secrecién de exosomas sobre la
asociacion de virus infeccioso con VEs en el medio, las células MA104 infectadas se
incubaron con los tratamientos quimicos a las 4 hpi, teniendo en cuenta que a este
tiempo las particulas virales se estan ensamblando dentro de la célula, evitando que
el efecto de los reactivos interfiera en mecanismos de entrada y/o replicacion viral, ya
que no es el objetivo de este estudio e interferiria en los resultados. Por ejemplo se
ha visto que la pre-incubacion de las monocapas de células MA104 30 minutos antes
de la infeccion, con NH4Cl 30 mM, redujo el numero de focos infecciosos en
aproximadamente el 50 % ya que afecta la entrada viral (Kaljot et al., 1988). A pesar
de ello, se comprobd que no se afectara algun paso de ensamble de la particula viral,
mediante la titulacion de las monocapas infectadas, mostrando que los tratamientos
quimicos empleados no afectan la formacidén de las nuevas particulas virales, por lo
tanto los cambios que se determinan en el virus extracelular no se deben a esto, sino

a eventos de salida del virus (figura 12 B).
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Para determinar si los tratamientos quimicos inciden sobre la fraccion de virus
protegido a tripsina liberado en el sobrenadante, se realizaron ensayos de proteccion

para cada tratamiento quimico empleado (figura 12 A).
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Figura 12 Los tratamientos quimicos que estimulan e inhiben la secrecién de exosomas, se relacionan
con la mayor o menor presencia de virus protegido a tripsina en el sobrenadante de células MA104
infectadas. Células MA104 se infectaron con RRV (MOI=5) y a las 4 hpi se cambio el medio, por un
quimico inhibidor o estimulador de la secrecién de exosomas y seis horas después se cosecho el
sobrenadante o la monocapa de células. En los sobrenadantes cosechados, para cada tratamiento y
su control se realizd ensayo de proteccion y se tituld el virus por ensayo de formacion de focos. Los
datos se expresan como la razén de los titulos de virus tratados con triton X-100 + tripsina, dividido
entre los titulos de virus tratados solo con tripsina [(TX+T) / (T)]. Por encima de la linea roja punteada
se representa la parte de virus protegido a tripsina (A). Se determind el titulo de virus de las monocapas
celulares en cada tratamiento y su control, por ensayo de formacion de focos (B). Las barras
representan el error estdndar de la media de tres ensayos independientes (n=3).

De manera general, los titulos virales en los sobrenadantes son relativamente bajos
(orden de 10° UFF/ml), debido a que el sobrenadante cosechado deriva de solo seis
horas de infeccion, desde las 4 hpi, cuando las células infectadas se incuban con el
quimico, hasta las 10 hpi que se cosecha el sobrenadante, ya que como observamos
anteriormente (figura 3B) después de las 10 hpi se detecta el inicio de la lisis celular
debido a la infeccion viral. Los resultados obtenidos muestran que los tratamientos
con los dos estimuladores de la biogénesis de exosomas: bafilomicina A1 respecto a
su control (DMSO 0.2 %) y NH4Cl respecto a su control (MEM), aumentan la fraccién
de virus protegido en 0.5 veces en ambos casos, mientras que el tratamiento con

GW4869 la disminuye, aunque no de manera significativa.

El NH4Cl es una base débil que neutraliza el pH de las vesiculas acidas intracelulares

y reduce la acidificaciéon de los endosomas, evitando que maduren a lisosomas y por
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tanto los MVEs formados se fusionan con la membrana plasmatica y liberan los
exosomas al medio extracelular. La participacion del NH4ClI en la regulacion del pH,
puede causar la alcalinizacion intracelular y la acidosis metabdlica, lo que afecta la
actividad enzimatica e influye en diferentes procesos biolégicos. Se ha usado como
inhibidor de la autofagia en estudios in vitro, donde afecta el pH de lisosomas,
disminuyendo la actividad de los autolisosomas (Kawai et al., 2007). La bafilomicina
A1 es un reactivo inhibidor de la H+ ATPasa vacuolar, capaz de inhibir la funcion
lisosomal (Alvarez-Erviti et al., 2011), por lo que la via de biogénesis de exosomas se
ve favorecida. En células embrionarias de rindn (HEK293) la incapacidad de la
actividad lisosomal mediante la inhibicion de la H+ ATPasa vacuolar, condujo a un
aumento en la liberacion de exosomas (Villarroya-Beltri et al., 2016). En hepatocitos
infectados con VHE el tratamiento con bafilomicina A1 aumenté los niveles de ARN
viral en el sobrenadante de células infectadas, sugiriendo la liberacién del virus por la
via exosdmica (Nagashima et al., 2014). Estos resultados concuerdan con los
obtenidos en el presente estudio, pero aqui la bafilomicina A1 aumento
especificamente la cantidad de virus infectivo protegido a tripsina, también observado
al emplear el tratamiento con NH4ClI, sugiriendo que la salida de una parte del virus
se relaciona con la biogénesis de exosomas, permaneciendo asociados a estos en su

forma extracelular, lo cual limita su procesamiento con tripsina.

Por otra parte, tanto la bafilomicina A1 como el NH4Cl, se han descrito en varios
estudios estimulando la apoptosis celular, lo cual podria estar aumentando también la
formacion de vesiculas apoptéticas. Teniendo esto en cuenta, existe la probabilidad
que la salida del virus se asocie a la formacién de vesiculas apoptéticas a las cuales
permaneceria unido el virus en el medio extracelular, protegiéndolo de la accion de
tripsina. Por ejemplo en neuronas corticales primarias cultivadas de ratas recién
nacidas, el tratamiento con NH4Cl promovié la aparicion de muerte celular por
apoptosis, a través de un mecanismo que inhibe una cinasa de supervivencia (Klejman
et al., 2005). Ademas, en un estudio realizado en células Hela, el tratamiento con
NH4Cl aumenté la tasa de apoptosis celular y favorecio la activacion de la caspasa-3,
y un aumento del dafio al ADN de estas células (Xu et al., 2013). La bafilomicina A1,
en células de cancer de pancreas, inhibid el crecimiento de estas células a través de
mecanismos apoptéticos (Ohta et al., 1998) y en células de cancer de colon suprimio

la macroautofagia, previendo la acidificacion de lisosomas, lo cual induce apoptosis
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por la disminucion de la transiciéon de G1 a Sy el inicio de la escision de caspasas 3,
7,8y 9 (Wuetal., 2009).

El GW4869 inhibe la esfingomielinasa neutra que hidroliza esfingomielina a ceramida,
permitiendo la generacidon de subdominios de membrana que imponen una curvatura
negativa espontanea en la membrana, provocando la formacion de las ILVs, por lo
que la ausencia de este lipido disminuye la produccion de exosomas (Goni y Alonso;
2009). Nuestros resultados con este tratamiento, muestran una ligera disminucion de
la fraccion de virus protegido pero que no resulta significativa, lo cual puede sugerir
dos cosas: que la membrana de los exosomas a los cuales puede estar asociado el
virus no esta enriquecida en ceramidas, por lo cual no la requieren, o que el virus
extracelular se asocia a otras VEs y no se ve afectado cuando se inhibe la biogénesis
de exosomas por esta via. Por ejemplo, se ha visto que en las células de melanoma
humano el agotamiento de la esfingomielinasa neutra no perjudica la biogénesis de
MVEs, en su lugar, un mecanismo dependiente de CD63 participa en la formacién de
ILVs (van Niel et al., 2011). Por otro lado, similar a los resultados del presente estudio,
en células MA104 infectadas con la cepa SA11 de rotavirus, la salida del virus no fue
afectada por este tratamiento (Santiana et al., 2018), aunque ellos sugieren que el
virus no se libera por la via exosomal, contrario a lo que sugieren otros experimentos
de nuestro trabajo, tales como los tratamientos con NH4Cl y bafilomicina A1, que
promueven la liberaciéon de una mayor cantidad de proteinas en el sobrenadante, asi

como un mayor numero de virus protegido al tratamiento con tripsina.

A diferencia de los resultados obtenidos en el presente estudio, los niveles de ARN de
VHE en el sobrenadante de células infectadas, disminuyeron significativamente al
tratarse con GW4869, indicando la salida del virus por la via exosomal (Nagashima et
al., 2011). En oligodendrocitos la liberacion de exosomas ocurre por una via
independiente del ESCRT y dependiente de ceramida, donde la esfingomielinasa
neutra en los MVEs es necesaria para la formacion de ILVs (Trajkovic et al., 2008),
por lo que una reduccién de la secrecion de proteinas exosomales clasicas (CD63,
CD81 o TSG101) y miARNs, también se observé al tratar células HEK293 con
GW4869 (Kosaka et al., 2010). En células primarias sin embargo, el tratamiento con
GW4869 induce muerte celular, lo que impide el analisis confiable de la secrecion de
exosomas o puede aumentar la liberacion de vesiculas de todos los tamanos, cuando

se usa en una concentracion que no induce muerte (Colombo et al., 2014).
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Teniendo en cuenta que la deteccion de proteinas exosomales en sobrenadante se
dificulta debido a su baja concentracion, el tratamiento con NH4Cl se realizé en formato
de frascos de 150 cm?, tanto en células infectadas como no infectadas, para purificar
las tres fracciones y determinar si la presencia de las proteinas virales y de los
marcadores de exosomas se ven afectados en la F3 (figura 13 A), o también en las
F1y F2 (figura 13 B).
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Figura 13 Los tratamientos con NH4CI de células MA104 infectadas con RRV aumentan la cantidad de
proteinas virales y marcadores de exosomas, en el sobrenadante purificado. Los sobrenadantes de
células MA104 crecidas en frascos de 150 cm? se compararon segun tres condiciones diferentes:
células no infectadas tratadas con NH4Cl (C.ni+NH4Cl), células infectadas con RRV (MOI = 5) tratadas
con NH4ClI (C.i+NH4Cl) y células infectadas sin tratar (C.i). De los sobrenadantes se purificaron las tres
fracciones de VEs. Se determind por western blot la presencia de proteinas virales y CD63 en la F3
para cada condicién, usando volumenes iguales en cada caso (A) y por dot blot se determiné la
presencia de CD63 y Hsp70 para cada condicion, en las tres fracciones purificadas (B).

El western blot de la F3 muestra una mayor deteccion de proteinas virales cuando las
células infectadas se tratan con NH4Cl. De igual manera, el marcador exosomal CD63

solamente fue detectado en esta misma condicién (figura 13 A).

Por otra parte, la determinacién por dot blot de la presencia de CD63 y Hsp70 en las
diferentes condiciones descritas, también muestran que el tratamiento con NH4Cl en
células infectadas, aumenta la presencia de ambos marcadores, al parecer en las tres
fracciones, sugiriendo en este caso que el tratamiento también estimula la liberacion
de otras VEs, como pueden ser los cuerpos apoptoticos, presentes en la F1 y la F2
(figura 13 B).

Experimentos realizados por Jourdan y colaboradores en células Caco-2 infectadas
con RRV, muestran que el tratamiento con NH4Cl 50 mM, no afecta la cantidad de
virus ni en la monocapa, ni en el sobrenadante, por lo que plantean que las particulas

del virus no transitan a través del compartimento lisosomal (Jourdan et al., 1997). En
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nuestro estudio, tampoco el tratamiento afecté el virus presente en la monocapa
celular, pero si modifico la presencia de virus en el medio celular, aumentando
especificamente la cantidad de virus protegido a tripsina, lo cual no fue evaluado en

el estudio de Jourdan y colaboradores (Jourdan et al., 1997).

Otro estudio, también en células Caco-2 infectadas, el uso de inhibidores de caspasas
disminuy6 inesperadamente la presencia de los marcadores exosomales Hsc70 y
AChE en las vesiculas enriquecidas a 100 000 g y en vesiculas separadas por
gradiente de densidad de sacarosa con densidades bajas y altas (1.10-1.32 g/ml),
sugiriendo la presencia de cuerpos apoptéticos en ambos casos (Bautista et al., 2015).
Algo similar podria estar pasando en nuestro estudio con el tratamiento con NH4Cl, el
cual ademas de promover la secrecion de exosomas, se reporta que promueve la
apoptosis, lo cual puede explicar que se aumente la presencia de Hsp70 y CD63 en
las tres fracciones que derivan del sobrenadante de células MA104 infectadas tratadas
con NH4CI.

8.7 Andlisis por MET muestra la asociacién del virus a VEs

Para determinar si existe asociacion del virus a las VEs, ya sea que particulas virales
estén presentes en su interior 6 asociandose a la membrana por fuera, se
enriquecieron las VEs por centrifugacién diferencial del sobrenadante de células
MA104 infectadas y las diferentes fracciones se purificaron con el kit “MagCapture™
Exosome Isolation Kit PS”, que purifica vesiculas mediante proteinas acopladas a
perlas magnéticas, que unen fosfatidilserina. Después las fracciones se observaron
por MET mostrando la presencia de virus en cada fraccion, tanto particulas libres como
en las asociadas a las VEs purificadas (figura 14). Las particulas virales libres, al
parecer también se eluyen con el kit o por manipulacion de la muestra, y se
desprenden de las vesiculas a las que se asocian. Los tamafnos de vesiculas
enriquecidas en cada fraccion corresponden a los reportados. En la F1 se encuentran
vesiculas grandes con tamafos superiores a un micrometro (figura 14-1), que
pudieran corresponder a cuerpos apoptoticos grandes, cuyos tamanos reportados van
de 50 nm - 5 ym (El Andaloussi et al., 2013), por lo que se infiere que cuerpos

apoptéticos mas pequenos, también pueden estar distribuidos en la F2 y la F3.
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Figura 14 Microscopia electronica de VEs de las tres fracciones purificadas. Células MA104 se
infectaron con RRV (MOI=5) y su sobrenadante se cosechd a las 10 hpi para purificar las VEs por
centrifugacién diferencial, seguida de purificacion con el kit “MagCapture™ Exosome Isolation Kit PS”.
Cada fraccién purificada se procesd posteriormente para su observacion por MET. F1 (pellet de la
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centrifugacion a 2000 g) muestra la presencia de particulas virales libres y de grandes vesiculas
correspondiente posiblemente a cuerpos apoptoticos, a los cuales se asocia el virus interna vy
externamente (1). F2 (pellet de la centrifugacion a 10 000 g) muestra la presencia de particulas virales
libres y microvesiculas entre 200-1000 nm aproximadamente, con virus dentro o asociados a la
membrana externa de las microvesiculas (2). F3 (pellet de la centrifugacién a 120 000 g) muestra la
presencia de particulas virales libres y vesiculas entre 50-200 nm a las cuales el virus se asocia por la
membrana externa en grupos de dos 0 mas virus y también se observan virus dentro de vesiculas. En
la imagen A se muestra la particula de RRV libre marcada con anticuerpo acoplado a oro (3).

En la F2 se muestran vesiculas aproximadamente entre 200 nm y 1 ym de diametro
(figura 14-2), coincidente con tamafos de 100-1000 nm reportados para las
microvesiculas derivadas de membrana plasmatica (Gyorgy et al., 2011); yenla F3 el
diametro de las vesiculas oscila de 50-200 nm (figura 14-3), cercano a los rangos de
tamarnos reportados para exosomas que es de 30-150 nm aproximadamente
(Colombo et al., 2013), aunque pudiera ser que en esta fraccion también estén

presentes cuerpos apoptoticos pequenos.

Las particulas virales pueden estar dentro de las vesiculas grandes purificadas en la
F1y F2, y también en las vesiculas pequefias sedimentadas en la F3. Ademas se

asocian a las membranas externas de las vesiculas de las tres fracciones (figura 14).

En la F3 se muestran vesiculas conteniendo virus en su interior (figura 14-3 L y M), tal
y como se ha reportado para VHA y VHE, las cuales se observaron dentro de vesiculas
con aproximadamente 50 nm de diametro (Feng et al., 2013; Nagashima et al., 2011).
Recientemente por MET se observo poliomavirus JC contenidos dentro o asociados a
la membrana externa de vesiculas purificadas a 100 000 g, similares a las
asociaciones observadas en la figura 14-3, con tamafos de 100-300 nm y presencia
de marcadores de exosomas (Morris-Love et al., 2019). En el presente estudio al
tratarse de virus mas grandes, estos se encuentran en la F3 dentro de vesiculas de
mas de 150 nm (figura 14-3L, 3M). Se observa ademas que las particulas virales
también se asocian a la membrana externa de las vesiculas en grupos de dos o0 mas
(figura 14-3B a la 3K). Otros estudios usando diferentes protocolos de purificacion,
obtuvieron poblaciones de VEs enriquecidas en exosomas (expresan CD63, Hsc70,
MFG-E8 y AChE) cuya caracterizacion morfologica por MET mostré una poblacién
heterogénea de vesiculas pequefas, algunas con forma tipica de copa reportada para
exosomas (van Niel et al., 2001), mezcladas con otras vesiculas de forma irregular,

que sugieren cuerpos apoptoticos pequenos (Barreto et al., 2010).
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Trabajos anteriores en nuestro laboratorio por Trejo-Cerro y colaboradores
determinaron que parece existir una asociacion especifica de la cepa RRV de rotavirus
con VEs en el medio celular. Ademas se observd por MET la presencia de virus
asociado a lo que parecieran ser estructuras membranosas en el interior celular. Estas
se encontraban muy préximas a la membrana plasmatica y lejanas a los viroplasmas,
apuntando que pudieran fungir como un medio de liberacion del virus (Trejo-Cerro et
al., 2018). Santiana y colaboradores reportan a las 12 hpi de células MA104 infectadas
con rotavirus, la formacidén de protrusiones en la superficie celular conteniendo la
capside del virus, lo que pudiera ser una de las posibles maneras en la que se libera
asociado a estas vesiculas. La purificacion del sobrenadante de estas mismas células
infectadas mediante centrifugacién diferencial, seguida por pull-down con anexina V
acoplada a perlas magnéticas que unen fosfatidilserina, mostré la mayoria del virus
en el purificado de las 10 000 g y se observaron por MET virus dentro de estas
vesiculas grandes purificadas, similar a lo observado en la figura 14-2C, aunque
Santiana y colaboradores no observaron en su purificado de exosomas presencia de
virus asociado a vesiculas (Santiana et al., 2018). Las diferencias de resultados puede

deberse al uso de otra cepa de rotavirus.

Las particulas virales independientes se han aceptado a lo largo del tiempo como
unidades infecciosas Optimas para la transmision viral, aunque recientes hallazgos
desafian este punto de vista, mostrando que virus cubiertos de vesiculas son unidades
altamente virulentas de transmisién fecal-oral, ya que aumentan la MOI del virus en
los sitios de destino (Santiana et al., 2018). En primer lugar, la progenie viral al final
de un ciclo de infeccion, en particular para virus de ARN cuyas polimerasas carecen
de mecanismos de correccion, rara vez son copias idénticas de la otra (cuasiespecies)
(Andino y Domingo, 2015); esto implica que muy pocos miembros de la progenie
pueden llevar a cabo un ciclo de replicacion exitoso en el proximo anfitrién, ya que la
mayoria tienen mutaciones atenuantes. En segundo lugar, los enterovirus, incluyendo
poliovirus, Coxsackievirus y todos los rinovirus, se transmiten in vitro como
agrupaciones virales dentro de VEs (Altan-Bonnet, 2016; Chen et al., 2015; Bird et al.,
2014; Robinson et al., 2014), que una vez internalizadas permiten la liberacion de
copias multiples de genomas virales simultaneamente, en el citosol de la célula
hospedera; o sea que la agrupacion de virus en vesiculas (Chen et al., 2015) o en la

superficie de las bacterias, o incluso como particulas libres, pero inoculado en altas
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concentraciones, pueden producir un aumento rapido en los niveles de proteina de
replicacion viral, asi como aumentar su probabilidad de participar en cooperativas y
complementarias interacciones entre ellos (compartir genomas o maquinaria de
replicacion). De hecho, en tales casos in vitro, se ha observado una mayor tasa de
recombinacion y una mayor diversidad genética (Borderia et al., 2015; Erickson et al.,
2018).

En el presente estudio la asociacion externa de virus a vesiculas, determinada por
MET en las tres fracciones, se asemeja a un mecanismo en el cual las bacterias
intestinales actuan como andamios para exponer multiples poliovirus a células
susceptibles (Erickson et al., 2018). Por otro lado, las particulas individuales del virus
de la estomatitis vesicular pueden agregarse espontaneamente en unidades
infecciosas multiviridnicas, lo cual permite que diferentes variantes genéticas virales
se transmitan conjuntamente a la misma célula diana. Ademas la unién viridon-virion
puede determinar aspectos clave de la aptitud viral, como el escape de anticuerpos
(Cuevas et al., 2017).

En nuestro estudio la estrategia propuesta es que una asociacién del virus a vesiculas,
puede ser un modo de aumentar el numero de particulas virales que entran a la célula
como se ha descrito anteriormente para otros virus. El aumento del titulo viral por el
tratamiento con tritdn X-100 previo a la activacion del virus, podria contradecir esta
posibilidad; sin embargo estos son experimentos in vitro sobre una superficie limitante,
por lo que el tratamiento con triton X-100 permite aumentar el numero de sitios
accesibles al corte con tripsina y consecuente activacion del virus, para su posterior
entrada. En el contexto in vivo probablemente la eliminacion de las vesiculas que
protegen al virus, podria tener connotaciones en el reconocimiento del virus por el

sistema inmune y/o en el aclaramiento del virus en el tracto gastrointestinal.

8.8 Anadlisis de inmunofluorescencias muestran colocalizacién de proteinas

virales con marcadores de exosomas dentro de las células infectadas

Para determinar si existe una asociacion intracelular entre las proteinas virales y
marcadores exosomales, se infectaron células MA104 y seis horas después de la
infeccion se marcaron proteinas exosomales y virales con anticuerpos fluorescentes

y se analizo la colocalizacion entre estas, usando un microscopio confocal (figura 15).
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Alix / TLPs / DAPI Anti-Alix Anti-TLPs

Hsp70 / TLPs / DAPI Anti-Hsp70 Anti-TLPs

CD63 / TLPs / DAPI Anti-CD63 Anti-TLPs

Figura 15 Colocalizacién de proteinas exosomales con proteinas virales en células MA104 infectadas.
Las células MA104 se infectaron con RRV (MOI=5) durante seis horas. Luego se fijaron y marcaron,
usando anticuerpos primarios contra Hsp70, Alix, CD63 y TLPs. Los nucleos se tifieron con DAPI (azul),
las proteinas de exosomas se marcaron con anticuerpo secundario de ratén asociado a Alexa-fluor 488
(verde) y las proteinas virales marcadas con anticuerpo secundario de conejo asociado a Alexa-fluor
568 (rojo). Las imagenes se observaron en un microscopio confocal a un aumento de 64X.

Los resultados observados en la microscopia muestran colocalizacion parcial de
proteinas virales principalmente con dos de los marcadores de exosomas Hsp70 y

Alix, mientras que con el marcador CD63 se vio rara vez colocalizacion (figura 15).

CD63 es una proteina ubicua que se localiza dentro del sistema endosomal y en la
superficie celular, donde se endocita por la via dependiente de clatrina (Pols y

Klumperman, 2009). Analisis de inmunofluorescencia, en el interior de los MVEs de
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hepatocitos, mostro triple colocalizacion de dos proteinas virales (ORF2 y ORF3) con
CD63, indicando que las particulas de VHE asociadas a membranas, se liberan junto
con ILVs contenidas en MVEs a través de la via exosomal (Nagashima et al., 2014).
Particularmente para rotavirus varios estudios han explorado la asociacion de
proteinas virales con CD63, que permita su asociacion a la ruta de biogénesis de
exosomas. Por ejemplo en células H69 infectadas con rotavirus, no se observo
colocalizacion entre CD63 y proteinas virales (Santiana et al., 2018), pero alguna
colocalizacion se observé en células Caco-2 infectadas, entre CD63 y la proteina VP6

de rotavirus (Barreto et al., 2010).

Hsp70 y Alix son proteinas exosomales menos ubicuas que CD63, esta podria ser la
razon por la que se observa una mayor colocalizacion en estos casos. Alix realiza una
serie de funciones importantes en la via endosomal, en la dinamica del citoesqueleto
y en la brotacion de virus envueltos (Fisher et al., 2007). Por ejemplo la proteina Alix
interactua directamente con la proteina C del virus Sendai, lo cual juega un rol
importante en la eficiente gemacion del virus (Sakaguchi et al., 2005) y participa en la
salida celular del virus de hepatitis B a través de un mecanismo independiente del
ESCRT. En células MA104 infectadas por rotavirus, el uso de ARN interferente para
Alix, indicé que parece ser necesaria durante la infeccidén celular en un paso post-
entrada (Silva-Ayala et al., 2013). La proteina Hsp70 es una de las principales
proteinas encontradas en exosomas derivados de la mayoria de los tipos de celulares.
El secuestro de proteinas citosodlicas en las ILVs, pueden resultar de la clasificacion
conjunta con esta proteina y también se ha propuesto su secrecidn relacionada a rafts
(Broquet et al., 2003) e independiente de Golgi. VP4, se asocia a rafts tan pronto como
se sintetiza, por lo que puede ser probable que siga esta ruta para orientarse a la
superficie celular, ya que tampoco lo hace mediante Golgi (Delmas et al., 2004). Se
reporta que Hsp70 también participa en la liberacién de particulas maduras de virus
del zika (Pujhari et al., 2019) y es inducida de manera rapida con la infeccién por

rotavirus de células Caco-2.

Se reporta que vesiculas grandes, de 0.5 ym a unos pocos micrometros pueden ser
visualizadas por microscopia de fluorescencia, aunque también utilizan la microscopia
para mostrar vesiculas de 100 nm o menos, exosomas O virus, pero estas
observaciones no corresponden a vesiculas individuales, sino a concentrados o

agregados de estas (Di Vizio et al., 2012). Los avances recientes de la microscopia
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de super-resolucion eventualmente conduciran a nuevas tecnologias para analizar
tanto vesiculas pequefias como grandes, pero aun no esta disponible como una

herramienta de caracterizacion basica de VEs.

8.9 La asociacion de rotavirus a VEs no protege particulas virales de la accién

de anticuerpos neutralizantes

Para determinar si las VEs confieren proteccién al virus ante el tratamiento con
anticuerpo monoclonal neutralizante e infectan las células MA104, se realizd un
experimento donde las vesiculas de cada fraccion purificada previamente con el kit
“‘MagCapture™ Exosome Isolation Kit PS”, se sometieron a diferentes tratamientos

con o sin anticuerpo neutralizante y luego se incubaron con las células (figura 16).

5.0x107 1 EA Tripsina
ié E= Tripsina+Ac
25071 B3 Triton X-100
= IH r - B @@ Triton X-100+Ac
£ s0x0°7 MEM
° &9 MEM+Ac
2 25x0°
|_

O_
< v <

Fracciones purificadas

Figura 16 El virus en el medio celular asociado a VEs es neutralizado en las tres fracciones purificadas.
Las células MA104 se infectaron con RRV (MOI=5) y su sobrenadante se coseché a las 10 hpi para
purificar las VEs por centrifugacién diferencial, seguida de purificacion con el kit. Cada fraccion se traté
segun muestra la leyenda del grafico y posteriormente se incubaron células MA104 durante dos horas
con las diferentes fracciones tratadas. Después las células se lavaron y se dejaron infectando por 14
horas. Los titulos virales se determinaron por ensayo de formacion de focos. Las barras representan el
error estandar de la media de dos ensayos independientes (n=2). Ac: anticuerpo neutralizante.

Los resultados sugieren que la asociacion del virus a VEs, no lo protege de la
neutralizacion, ya que en ninguna de las fracciones donde se tratdé con anticuerpo
neutralizante se observaron unidades formadoras de focos (las barras aunque si estan
representadas en la leyenda, no estan presentes en el grafico porque su valor es cero)
(figura 16). Estos resultados pudieran explicarse porque la mayoria del virus
observado por MET se asocia por la parte externa de las VEs y es accesible a la

accion del anticuerpo neutralizante.
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Es necesario tener en cuenta dos aspectos limitantes que pudieran afectar la
internalizacion de las vesiculas: (1) la concentracion de vesiculas (dosis) y (2) el
tiempo de incubacion con las vesiculas purificadas. La concentracion de vesiculas no
se considera limitante en estos experimentos, pues se partio de sobrenadante de
células infectadas provenientes de ocho F150 cm? (160 ml), que se concentraron a 60
Ml en cada fraccion purificada. Un estudio donde se analiza la captacion de exosomas
por células de cancer de vejiga, muestra que un numero de vesiculas en el orden de
10° es adecuado para su captura e internalizacion por estas células (Franzen et al.,
2014). Nuestros resultados anteriormente descritos, muestran por analisis de
trayectoria de nanoparticulas (figura 9), que la concentracién de VEs en las diferentes

fracciones, son del orden de 100 particulas/ml.

El tiempo de incubacién de las VEs purificadas con la monocapa de células MA104
fue de dos horas. Basado en los resultados reportados por Santiana y colaboradores
en el 2018, donde una hora de incubacion con vesiculas conteniendo virus
provenientes de heces, mostraron una infeccion eficiente de células MA104 (Santiana
et al., 2018). En otros estudios se ha visto que la captacion de exosomas es mayor,

segun se aumentan los tiempos de incubacion (Franzen et al., 2014).

Por otra parte cuando se trataron las VEs de igual manera, pero sin anticuerpo
neutralizante, resultados interesantes se observaron en la F3 purificada, donde el
titulo de virus activado con tripsina se encuentra en el mismo orden de magnitud del
titulo del virus tratado con triton X-100, aun sin este ser activado con tripsina. Una
razon pudiera ser que la cantidad de virus al que tiene acceso la tripsina para su
activacion y posterior penetracion y replicacion en las células, es similar a la cantidad
de virus liberados por la solubilizacion con triton X-100 de las pequefas vesiculas
enriquecidas en la F3, lo cual hace que una mayor cantidad de virus se encuentren
como particulas libres e infecten las células por alguna via alternativa que no requiere
la activacién con tripsina. Se ha reportado que en mutantes de rotavirus parcialmente
resistentes a tripsina hay un retraso en la entrada celular, aunque no se determiné
diferencia notable con el virus tipo silvestre en cuanto a la replicacién (Trask et al.,
2013). En este experimento el retraso en la entrada se veria compensado con las dos
horas de incubacion del virus con las células. Resultados similares a los observados
en la F3 purificada, se reportan por Trejo-Cerro y colaboradores, donde ellos observan

que la infectividad de rotavirus en las fracciones de baja densidad de gradiente de
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iodixanol (o sea del virus asociado a estructuras lipidicas), aumenté cuando las células
se trataron con triton X-100 antes de activarse con tripsina, y este aumento en la
infectividad también se observo incluso en las muestras tratadas con tritén X-100 que

no fueron activadas con tripsina posteriormente (Trejo-Cerro et al., 2018).

En otros virus, la accion de anticuerpos neutralizantes se evadié por la asociacion del
virus a vesiculas y no se observé con el virus libre. Por ejemplo poblaciones de VHA
envueltos, a diferencia de las particulas libres, no se neutralizan con anticuerpos
neutralizantes, sugiriendo asi un nuevo mecanismo de evasion del sistema inmune
(Feng et al., 2013). De modo contrastante, en VHE los anticuerpos si neutralizaron las
particulas de VHE dentro de vesiculas, en sobrenadantes de suero y de medios de
cultivo por lo que se sugiere que el virus asociado a vesiculas desempefia un papel
en la transmisién viral de célula a célula y no en la evasidén de la neutralizacion por

anticuerpos (Nagashima et al., 2011).

En la F1 y la F2, los titulos virales de los tratamientos con tripsina sola y tripsina
después de tratamiento con tritdn X-100, si muestran mayores diferencias que en la
F3, o sea que el virus liberado con tritdn X-100 es poco y esto concuerda con la menor
asociacion de virus a vesiculas encontradas en estas fracciones durante su

purificacion (figura 5).

A pesar de que nuestros resultados muestran que las VEs a las que se asocia el virus
no le permiten evadir la neutralizacion, otras funciones también se han descrito para
las VEs liberadas por la infeccion con rotavirus. La purificacion de las VEs mediante
este kit, muestra que tanto vesiculas grandes como pequefias poseen fosfatidilserina
en su membrana externa. Estos lipidos son conocidos como potentes moléculas
antiinflamatorias (Birge et al., 2016) que también tienen la capacidad de unirse y
secuestrar citocinas antivirales tales como interferon gamma (Oyler-Yaniv et al.,
2017).

Ademas se ha reportado que los cuerpos apoptéticos de la fraccidon de alta densidad
(> 1.24 g/ml) liberados por células Caco-2 infectadas con rotavirus, inhiben la
proliferacion y viabilidad de células T, asi como la poblacién heterogénea de VEs
(exosomas y cuerpos apoptoticos pequefos) purificadas a 100 000 g, por lo que se
especula que la infeccidon con rotavirus puede incrementar la liberacion de vesiculas

con propiedades inmunomoduladoras potencialmente unicas (Lane et al., 2005;
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Barreto et al., 2010; Bautista et al., 2015). Por ejemplo, en los cuerpos apoptéticos,
las histonas extracelulares H3 y H4 tienen un impacto en la respuesta inflamatoria
mediante la inhibicion directa de la fagocitosis de las células apoptéticas y favorecen
la liberacidn de estimulos inflamatorios asociados con necrosis secundaria (Friggeri et
al., 2012). Teniendo en cuenta que los resultados del presente estudio, muestran que
la asociacién de rotavirus a VEs no inhibe la accion del anticuerpo neutralizante, se
especula que pudiera relacionarse a otras funciones, por ejemplo funciones

inmunomoduladoras, tal y como se demuestra en los estudios descritos anteriormente.

En resumen, los datos generados en este trabajo nos indican que la infeccion con
rotavirus de células MA104, permite la liberacién de virus en tiempos previos a la lisis
celular, y que una parte del virus se asocia a VEs de diferentes tamafios en el medio
extracelular, aunque principalmente a las vesiculas mas pequefas, las cuales le
confieren proteccion a tripsina, pero no a la accion de anticuerpos neutralizantes. La
infeccion de las células estimula la liberacion de VEs, que en su mayoria sedimentan
a altas velocidades de centrifugacion y que presentan marcadores de exosomas;
aunque la presencia de estos marcadores también en fracciones del sobrenadante
centrifugadas a menor velocidad, sugiere que se encuentran en vesiculas de todos
los tamanos, lo cual sugiere que puede tratarse de cuerpos apoptéticos. La liberacion
del virus asociado a vesiculas al parecer se relaciona con la ruta de biogénesis de
exosomas o de formacion de cuerpos apoptdoticos tempranos, ya que se aumenta con
tratamientos estimuladores de estos eventos biolégicos. Sera importante seguir
investigando mas en detalle el mecanismo a través del cual se liberan rotavirus de las
células infectadas y qué tipo de vesicula es a la que se encuentra asociado, asi como

la razén de ocurrencia de este evento.
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9. CONCLUSIONES

Los rotavirus se liberan de células MA104 desde tiempos tempranos de la
infeccion por mecanismos que no implican lisis celular, y una parte del virus
liberado esta protegido de la activacién con tripsina por su asociacién con
vesiculas extracelulares.

La infeccion de las células MA104 con rotavirus promueve una mayor
liberacidn de vesiculas extracelulares.

El virus se asocia mayormente a vesiculas extracelulares pequenas, con
marcadores CD63, Hsp70 y Alix, que pudieran ser exosomas y/o cuerpos
apoptaoticos pequenos.

Los tratamientos quimicos que estimulan la secrecidén de exosomas, aumentan
la liberacion de vesiculas con marcadores CD63, Hsp70 y Alix, y la cantidad
de virus infeccioso asociado a vesiculas en el medio extracelular.

La colocalizacion de CD63, Hsp70 y Alix y proteinas virales en el citoplasma
de células infectadas, sugiere que una parte del virus que se libera pudiera
hacerlo asociado a vesiculas.

La asociacion del virus a vesiculas no lo protege de la accion de anticuerpos
neutralizantes.

El virus puede asociarse a vesiculas extracelulares a través de su interaccion

por la parte externa de la vesicula o estar contenido en el interior de esta.
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10.PERSPECTIVAS

Determinar mediante un analisis mas profundo de las proteinas presentes en
las vesiculas, a que tipo o tipos de vesiculas se asocia el virus.

Identificar si la liberacion del virus esta asociada a la ruta de biogénesis de
exosomas Yy/o a la formacion de cuerpos apoptéticos tempranos.

Identificar y caracterizar el papel de las vesiculas extracelulares derivadas de

células infectadas en la propagacion del virus.
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