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Resumen

La enfermedad de Chagas o tripanosomiasis americana causada por
el parasito Trypanosoma cruzi es endémica del continente americano,

donde se transmite por la presencia de insectos triatominos.

Debido a los movimientos migratorios a paises no endémicos, la
enfermedad se ha expandido de manera global. Esta se divide en dos
fases, una fase aguda y otra cronica donde se desarrollan
cardiopatologias, patologias digestivas (mega sindromes) o en la mayoria

de los casos cursando como asintomatica.

La capacidad de evadir el sistema inmune del parasito esta
mediada por su localizacion intracelular y por la existencia de
mecanismos para eludir e inmunomodular la respuesta humoral del
hospedador. La variabilidad de los diferentes componentes de la
superficie del parasito, asi como los componentes del secretoma, tanto
proteinas solubles como las secretadas por la via no clasica y
transportadas en EVs, estan involucradas en la manipulacion de la

respuesta inmune asociada.

En la presente Tesis, se procedio al estudio de la secrecion de las
EVs por parte del parasito y de la presencia en dichas vesiculas de
Mucin Associated Surface Proteins (MASPs), una familia multigénica de
proteinas especificas de T. cruzi. Dicha presencia se ha demostrado
mediante immunocitoquimica, western blot e inmunofluorescencia de
los extremos MASP N- y C-terminal conservados en dichas EVs. La
demostracion de la presencia de estas regiones en EVs, implicaria la
presencia de proteinas MASP inmaduras y de errores “teoricos” de

procesamiento antes de ser secretadas por parte del parasito.

Mediante el analisis de la respuesta humoral de estos componentes
de las proteinas MASP secretados en EVs se ha demostrado que existe
una respuesta inmune en el suero de pacientes cronicos clasificados

segun las diferentes patologias Chagasicas, lo que implica la presencia



activa de secrecion, bien por las células parasitadas o por parte de los
parasitos extracelulares presentes en los fluidos biolégicos de estos

pacientes.

La deteccion e inmunogenicidad de dichas regiones de las
proteinas MASP presentes en las EVs sugiere un papel durante la
enfermedad actuando como antigenos capaces de atraer hacia ellos la
respuesta humoral del hospedador y evitando asi la respuesta dirigida
directamente hacia el parasito. Esta respuesta conlleva la formacion de
inmunocomplejos en dichos sueros formados por EVs que transportan

las proteinas MASP inmaduras y anticuerpos.

Los resultados obtenidos en la presente tesis demuestran que las
EVs (y las regiones N- y C-terminales de las proteinas MASP en ellas
contenidas) deben jugar un papel importante en la biologia y evasion

inmunologica de Trypanosoma cruzi.



Abstract

Chagas disease or American tripanosomiasis, caused by the
parasite Trypanosoma cruzi, is endemic in the America continent, where

it is transmitted by the presence of triatomine insects.

Due to the migration to non-endemic countries, the disease has
spread globally. The disease is divided into two phases, an acute phase
and a chronic phase where cardiomyopathy and digestive pathologies

(mega syndromes) are developed or follow an asymptomatic course.

The ability of the parasite to evade the immune system is mediated
by its intracellular localization and the existence of mechanisms to
evade and immunomodulate the humoral response of the host. The
variability of the different components of on the parasite’s surface and
its secretome components, including soluble proteins secreted by a non-
classical pathway and transported in EVs, are involved in the

manipulation of the associated immune response.

In this thesis, we proceeded to study the secretion of EVs by the
parasite and the presence in these vesicles of Mucin Associated Surface
Proteins (MASPs), a multigenic family of proteins specific to T. cruzi.
This presence has been demonstrated by immunocytochemistry,
western blot and immunoflouresce of the conserved N- and C-terminal
MASP regions in these EVs. The demonstration of the presence of these
regions in EVs imply the presence of inmatures proteins MASPs and

"theoretical" a processing error before being secreted by the parasite.

Through the analysis of the humoral response of these components
of MASP proteins secreted in EVs, the presence of an immune response
in the serum of chronic patients classified according to the different
chagasics pathologies has been demostrated, implying the active
presence of secretion, either by the parasitized cells or by the

extracellular parasites present in biological fluids of these patients.



The detection and immunogenicity of such regions of MASP
proteins present in EVs suggests a role in the disease tacting as
antigens able to attract the humoral response of the host towards them,
thus avoiding the response directed to the parasite. This response leads
to the formation of immune complexes in such sera formed by EVs

carrying immature MASP proteins and antibodies.

The results obtained in this thesis show that EVs (and N- and C-
terminal MASP protein regions therein contained) should play an

important role in biology and immune evasion of Trypanosoma cruzi.
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Introduccion

1 INTRODUCCION

1.1 ENFERMEDAD DE CHAGAS: EPIDEMIOLOGIA

La enfermedad de Chagas o Tripanosomiasis americana esta
causada por el protozoo Trypanosoma cruzi, y es endémica del
continente americano, extendiéndose desde el sur de Estados Unidos
hasta Argentina y Chile en un total de 22 paises. Se estima que
alrededor de 8 a 10 millones de personas estan infectadas en Latino

Ameérica y 75 a 90 millones de personas estan expuestas a la infeccion

[1].

La distribucion selvatica de la enfermedad esta ligada a su
asociacion con los insectos vectores pertenecientes a la subfamilia
Triatominae (Hemiptera y Reduviidae). Las principales especies de
triatominos transmisores de la enfermedad son Triatoma dimidiata
(México, América Central y norte de Sur Ameérica), Triatoma infestans
(Sur América), Rodnius prolixus (América central y norte de Sur

América) y Pastrongylus megistus (Figura 1.1).
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Figura 1.1.Distribucion geografica de las distintas cepas de T. cruziy del tipo

de sintomatologia provocada por la Enfermedad de Chagas por area.

El mal de Chagas tiene alta prevalencia en Ameérica Central y del
Sur, en particular en las areas rurales y mas pobres, donde
aproximadamente 15 millones de personas estan enfermas y las
muertes provocadas por ano superan a cualquier enfermedad
transmitida por parasitos (incluyendo la malaria), estimandose en 28

millones el numero de personas en riesgo de contagio [2].

Como consecuencia de las migraciones en los ultimos anos, se han
detectado casos de enfermedad de Chagas en paises no endémicos,
principalmente Estados Unidos y Europa (Figura 1.2) [3], siendo
Espana uno de los destinos preferentes de esta migracion y donde
existen alrededor de unos 60.000 casos reportados [4]. Los niveles de la
enfermedad en la poblacion emigrante varian en funcion de su
procedencia, siendo las personas de origen boliviano, ecuatoriano,
argentino, colombiano y paraguayo, las que mayores niveles de

parasitacion muestran.
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Desde hace varias décadas el control vectorial llevado a cabo de
forma sistematica en los paises del cono sur han sido especialmente
eficaces, sobre todo en Chile y Uruguay, por lo que la prevalencia de la

enfermedad en estos paises ha disminuido [5].

Estimated number of cases
o <1000

0 1,000-83,999

0 100,000-939,933
(21000000

o Noofficial estimates

Status of vector transmnisslons
[ Without vector transmission
[ With accidental vector trensmission &
[DWithongoing vector transmission.

Figura 1.2.Distribucion global de individuos infectados por T. cruzi,

estimacion del niimero de casos y relacion con la forma de transmision [6].

El interés del estudio de la prevalencia de Chagas se debe al
incremento de la poblacion latinoamericana en Espafna en los ultimos
14 anos (2001-2015), debido a la situacion socioeconomica de estos
paises, asi como por la accesibilidad del pais de destino. En 2006, la
PAHO publica el numero estimado de inmigrantes infectados en
Espana, con un total de 47.738 inmigrantes de los cuales el 6.75 % (la
mayoria de los infectados) eran bolivianos, seguido de los argentinos

con un 4.13 % (Figura 1.3)[4, 7].
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Table1

Estimated number of infected immigrants in Spain, based on immigrant population by country of origin, and seroprevalence estimates from the Pan American Health
Organization (2006) (Organizacin Panamericana De La Salud, 2006).

Country of origin Estimated number of immigrants Estimated T, cruzi prevalence Estimated number of infected immigrants
Argentina 2877760 413% 11882

Bolivia 238,605 6.75% (15%) 16,106 (35,791}
Brazil 140942 1.02% 1436

Chile 66,270 099% 653

Colombia 326459 0.96% 312

Costa Rica 2864 0.53% 15

Ecuador 451,072 1.74% 7844

El Salvador 7,064 337% 238

Guatemala 5821 1.98% 115

Honduras 23512 3.05% 718

México 0413 103% 436

Nicaragua 10,027 1.14% 114

Panama 4214 001% 0

Paraguay 68,234 254% 1735

Peru 160,603 069% 1,102

Uruguay 86,601 066% 568

Venezuela 142,709 1.16% 1654

Total 47738 (674238

Figura 1.3. Estimacion del numero de inmigrantes infectados en Espana

segun datos de la Organizacion Panamericana de la Salud (OPS) [4].

En los subsecuentes 2 a 3 anos, la inmigracion en Espana
aumento y el numero de bolivianos infectados por T. cruzi duplico su
numero, pasando de un 6 a un 15 %, con un total de 35.791
inmigrantes [4]. Ademas de esto, cabe destacar el alto numero de
mujeres diagnosticadas positivas para Chagas segun los datos de los
hospitales, 73.97 % frente al 26.03 % de hombres, siendo destacable
que se encuentran en edades comprendidas de entre 16 a 45 anos, cuyo
riesgo de transmision congénita esta presente ya que la gran mayoria
pueden no presentar sintomas o encontrarse en una fase indeterminada

de la enfermedad [8].



Introduccion

Hospitalization Population
00 7 rates /10,000 pop. (x1,000) 1800
- 1600
250 1
=1 Population from - 1400
endemic counlries
200 - = 1200
==(hiagas rclated
hospitalizations - 1000
150 4
- 800
100 - - 600
- 400
50 4
- 200
0 - - 0
4% % % % % % % % % % % % %%
2 % % % % % 4% % 2 % % % %

Figura 1.4. Relacion entre el aumento de inmigrantes de paises endémicos
para Chagas y el numero de hospitalizados por la enfermedad en Espana en el

periodo comprendido entre 1998 y 2011[8].

El riesgo de contraer la enfermedad en los paises no endémicos
reside en las transfusiones de sangre y donaciones de 6érganos por parte
de esta poblacion, por lo que en Espana se implant6 el Real Decreto Ley
1088/2005 que rechaza como donantes de sangre a personas con
historial clinico para la enfermedad de Chagas [9, 10], centrandose en
la transmision congénita de la enfermedad ya que supone la mayor
causa de persistencia de la enfermedad en la poblacion humana en
dichas areas [11-13]. En Espana, un estudio realizado sobre 1.350
mujeres embarazadas residentes en Barcelona, demostré una
prevalencia de la enfermedad del 3.4 %, donde el 27.7 % de las mujeres
eran Bolivianas, con un rango de transmision del 7.3 % [14]. En los
paises no endémicos, el Chagas congénito puede pasar desapercibido
por la ausencia de sintomas en madres portadoras y su descendencia,
dando lugar a individuos adultos en fase cronica de la misma. Por éste

motivo es muy importante un diagnostico temprano de la enfermedad,
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dado que el tratamiento en ninos resulta en casi un 100 % de curacion

[15, 16].

Los gastos derivados del tratamiento médico mas la perdida de
horas trabajadas han sido evaluados recientemente por Lee et al
(2013)[17], mostrando datos que estan por encima de enfermedades
mas reconocidas por la sanidad de los paises del primer mundo como
las infecciones por rotavirus (~2.000 millones $) o en cancer cervical
(7.000 millones de $), mientras que el Chagas a nivel global supera

estas cifras llegando a los 9000 millones de $.

Por tanto, los mecanismos de transmision de la enfermedad se
pueden diferenciar claramente entre aquellos que ocurren en las zonas
endémicas: la via vectorial (triatominos); transfusiones sanguineas por
falta de control de donantes en estos paises; via congénita
(transplacentaria o canal del parto) y de forma oral (ingesta de
alimentos contaminados)[18]. Y aquellos que pueden ocurrir en zonas
no endémicas: trasplantes de organos, la manipulacion de animales

infectados o accidentes de laboratorio [19].
1.2 MANIFESTACIONES CLINICAS

La enfermedad de Chagas presenta una fase inicial o fase aguda en
la que la parasitemia es detectable mediante visualizacion directa la
sangre y generalmente cursa de forma asintomatica. En otras
ocasiones, los sintomas se hacen visibles como en el caso del signo de
Romana o Chagoma cuando la picadura ocurre alrededor del ojo.
Ademas de esto pueden presentarse sintomas como fiebre, edemas,
linfoadenopatias, hepatoesplenomegalia, seguido de vomitos, diarrea,
anorexia e incluso miocarditis o meningoencefalitis en casos severos.
En esta fase, la muerte ocurre entre el 5 y 10 % de los casos
sintomaticos con las complicaciones médicas mas graves antes

mencionados [20].
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Tras esto, la enfermedad cursa de forma asintomatica entrando en
fase cronica, donde los niveles de parasitemia son muy bajos. Entre el
40 al 50-90 % de las personas infectadas se mantienen en esta fase
asintomatica dependiendo del area geografica a la que pertenezcan
llegando incluso a permanecer en este estado durante toda su vida
(forma indeterminada de la enfermedad) [21]. A pesar de esto, los
pacientes asintomaticos presentan reactividad en los test inmunologicos
desarrollados frente a Chagas, por xenodiagnostico e incluso por PCR
[21]. Estas personas pueden actuar como reservorio conservando el

ciclo biologico del parasito en las zonas endémicas.

Pero no en todos los casos la fase cronica cursa de una manera
asintomatica e indeterminada sino que se presentan complicaciones

que discurren hacia afecciones cardiacas o del sistema digestivo.

La cardiopatia en la enfermedad de Chagas es la afeccion mas
importante que puede desarrollarse durante la fase cronica debido a su
frecuencia y severidad. Normalmente, aparecen entre los 10 y 30 anos
después de la fase aguda y tipicamente se caracteriza por arritmias,
insuficiencias cardiacas, fenémenos tromboembdlicos (FTE) e incluso
muerte subita [22]. Todo esto esta provocado por un proceso de
inflamacion focal con células linfo-mononucleares que provocan una
destruccion progresiva de las fibras musculares cardiacas con la
consecuente fibrosis que afecta a todo el miocardio. Aunque en la fase
aguda también pueden aparecer afecciones cardiacas, éstas distan
mucho de las afecciones cardiacas de la fase cronica y sélo comparten

el proceso inflamatorio generalizado del miocardio [23].

Por otro la lado, en la forma cronica digestiva, las principales
manifestaciones clinicas se deben a la disperistalsis del esofago y del
colon debido a la destruccion del plexo mientérico provocando los mega

sindromes conocidos como megacolon y megaesofago [24].
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Cuando la enfermedad cursa en una mujer embarazada, ésta
puede ocasionar abortos previos al parto, partos prematuros e incluso
lesiones en los 6rganos del feto. Aunque la mayoria de recién nacidos no
presentan sintomas, algunos pueden presentar sintomas no especificos
e incluso pueden estar asociados a otras infecciones como
toxoplasmosis o infecciones por cytomegalovirus [25]. Por otro lado,
también existen casos de infecciones en personas inmunodeprimidas
donde T. cruzi no encuentra oposicion por parte del sistema inmune del
hospedador y aparece alta parasitemia en sangre y en el sistema
nervioso central asi como una miocarditis difusa y meningoencefalitis

[24].

1.3 DIAGNOSTICO

El diagnoéstico de la Enfermedad de Chagas puede ser directo o
indirecto. El diagnostico directo esta indicado para la fase aguda de la
enfermedad [26] y consiste en la deteccion del parasito por observacion
bajo microscopia Optica de sangre no coagulada del enfermo,
normalmente en la fase aguda, cuando hay parasitemia en sangre. Otro
meétodo directo es el xenodiagnostico y visualizacion de parasitos en
heces de chinches no infectadas tras succionar la sangre del paciente, o
mediante técnicas moleculares de deteccion de DNA del parasito
presente en la sangre de los pacientes mediante PCR [27], e incluso

combinando ambas técnicas [6].

Aunque la deteccion de DNA del parasito en la sangre de pacientes
con Chagas mediante PCR tiene una sensibilidad de entre el S0 al 90%
y una alta especificidad, puede presentar mayor heterogeneidad de
resultados con respecto a los test serologicos [28],sin embargo, la
técnica PCR puede ser util en casos de sospecha de Chagas congénito o
en caso de posible reactivacion de la enfermedad en inmunodeprimidos

[16, 29].
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Por otra parte, los test serologicos se basan en la deteccion de
anticuerpos frente al parasito y suelen realizarse para el diagnostico de
la enfermedad en la fase cronica donde la respuesta inmunologica
frente al parasito es alta y, por lo tanto, la presencia de anticuerpos
(IgGs) especificos al parasito. La técnica de diagnostico serologico en
laboratorio mas wutilizada es la técnica ELISA (Enzyme-Linked
Inmunosorbent Assay).El antigeno a usar varia desde extractos crudos
del parasito a proteinas recombinantes y/o péptidos sintéticos en test
comerciales, probados con una alta especificidad y sensibilidad para T.
cruzi  [30-32] con respecto a la técnica de PCR, que muestra
variabilidad de resultados positivos durante la fase cronica [26]. Esta
técnica es la mas recomendada para el diagnostico de la enfermedad
[33, 34] y al menos se necesitan dos test positivos para confirmar a un
paciente como positivo. Cuando esto no ocurre es necesario realizar un
tercer test para confirmar o refutar el diagnoéstico, o incluso repitiendo

la toma de muestras.

Ademas de la ELISA, existen otras pruebas serologicas también

eficientes que se describen a continuacion:

o IHA: Hemaglutinacion indirecta, basada en la reaccion de los
globulos rojos sensibilizados con T. cruzi que entran en contacto
con anticuerpos especificos para el parasito produciéndose

aglutinacion cuando la reaccion es positiva.

o Inmunofluorescencia Indirecta: Permite la deteccion de
anticuerpos anti-T. cruzi en cualquier tipo de muestra biologica.
Como antigeno se usan directamente los parasitos fijados y
expuestos al suero del paciente produciéndose una reaccion
antigeno-anticuerpo que se detecta mediante un anticuerpo
secundario marcado fluorescentemente que permite su observacion

por microscopia de fluorescencia.
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Un diagnoéstico adecuado es clave para la aplicacion del
tratamiento adecuado. Un ejemplo de la combinacion de técnicas para
el diagnéstico de casos sospechosos de infeccion aguda, congénita y
cronica de T. cruzi es la técnica denominada TESA-blot (trypomastigote
excretion-secretion antigens), basada en un inmunoblotting con
antigenos excretados y secretados por tripomastigotes pertenecientes a
cuatro cepas diferentes de T. cruzi (Y, CL-Brener, José-IMT y BS-
IMT)[35]. Esta técnica presenta una alta especificidad y sensibilidad en
casos sospechosos de Chagas agudo y/o congénito, y para casos
cronicos que muestran baja reactividad con las técnicas de diagnoéstico
convencionales. Ademas, este test posee una ausencia de reacciones

cruzadas para leishmaniosis o infecciones con T. rangeli.

A pesar de esto, esta técnica tiene una limitacion en cuanto al
numero de muestras que se pueden analizar, es por ello por lo que se
combiné con la técnica ELISA, TESA-ELISA, utilizando un polipétido de
150 a 170 kDa excretad/secretado por tripomastigotes de diferentes
cepas de T. cruzi [36] y diferentes biodemas (Y tipo I, WSL y 12SF para
tipo II, y colombiana para tipo III), que previamente habian sido
reconocidos por el 100 % de los pacientes cronicos ensayados. La
técnica TESA-ELISA permitio el analisis de un mayor numero de
muestras y aumento la especificad al 96.4 %, ademas de presentar alta
reactividad de IgGs de sueros de ©pacientes con Chagas

independientemente de la fase en la que se encontrasen.

Las técnicas de deteccion serologica se pueden combinar incluso
con otras técnicas mas novedosas como es la técnica de ELISA en array
[37], denominada Multi-cruzi, donde se ensayan un total de 12
antigenos (confirmados previamente como positivos por ELISA
convencional) anadidos en placas de 96 pocillos usando el sistema
“sciFLEXARRAYER printing System”, permitiendo convertir cada pocillo

en una microplaca con los 12 antigenos probados. Cada uno de los
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antigenos detectados por el test Multi-cruzi podria reflejar el nivel de
parasitemia del paciente y servir para el seguimiento de la eliminacion

del parasito a lo largo de tiempo.

El avance en el diagnostico de la enfermedad de Chagas es un
factor clave para poder realizar un correcto tratamiento de la

enfermedad.

El uso de antigenos recombinantes para el serodiagnostico de la
enfermedad de Chagas también ha sido ensayado con resultados muy
favorables, aumentando la sensibilidad y la especificidad de esta
técnica. Principalmente se trata del uso de proteinas especificas del
parasito potencialmente susceptibles de ser un buen antigeno siendo
sintetizados como antigenos recombinantes. Entre ellas se encuentran
proteinas de superficie que el parasito usa para evadir la accion del
sistema inmune del hospedador, como es el caso de la glicoproteina
proteina gp160, especifica de la superficie de los tripomastigotes, capaz
de inhibir la activacion del complemento y la lisis del parasito,
sintetizada como proteina recombinante para ensayarla mediante ELISA
[38].

Otro ejemplo de Elisa basadas en antigenos recombinantes es el
uso de la proteina TSSA-II ensayada para el diagnostico de Chagas en
perros y humanos como herramientas en estudios epidemiologicos [39]
u otros mas conocidos como SAPA (Shed Acute Phase Antigen) usados
en ELISA (SAPA-ELISA) comparandolo con un homogenado de parasitos
(H-ELISA), obteniéndose una sensibilidad y especificad del 100 %
probados en sueros de perros infectados [40]. Recientemente, se tiende
a una nueva estrategia en el diagnostico serologico a fin de evitar
resultados discrepantes debido a veces a la diversidad genética de T.
cruzi pudiendo variar la respuesta a un mismo antigeno dependiendo de
su DTU [41]. Esta estrategia se basaria en la combinacion de mas de un

antigeno recombinante y la quimioluminiscencia denominandose como
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“Architect Chagas”. Este nuevo test es un ensayo automatizado basado
en el uso de cuatro proteinas recombinantes FP3, FP6, FP10 y TcF que
en conjunto e hibridadas representan catorce regiones antigénicas
recombinantes. Este test result6 tener un 100 % de sensibilidad aunque
presento falsos positivos debido a reacciones cruzadas con Leishmania
spp., pero dicha sensibilidad permitio disminuir el nimero de pruebas
de diagnostico a sé6lo uno permitiendo clasificar como negativos a los
sueros sin necesidad de una segunda prueba, reduciéndose asi el costo

del diagnostico de la enfermedad [42].
1.4 TRYPANOSOMA CRUZI

1.4.1 CICLO DE VIDA

T. cruzi es un protozoo flagelado con un complejo ciclo de vida
desarrollado en dos ambientes diferentes, uno el ambiente
proporcionado por el insecto vector triatomino y otro el ambiente del
hospedador mamifero. Durante el ciclo de vida se desarrollan los
procesos de diferenciacion que dan lugar a sus cuatro formas
principales denominadas epimastigotes y tripomastigotes metaciclicos
desarrollados en el inserto vector y, amastigotes y tripomastigotes

sanguineos, desarrollados en el hospedador mamifero.

En la sangre periférica del hospedador mamifero se pueden
encuentran dos formas tripomastigotas diferentes descritas como
“slender” o “broad” presentandose, por tanto, una poblacion pleomorfica
de este estadio en la sangre de un mismo hospedador mamifero.
Cuando la chinche se alimenta de la sangre de un mamifero infectado
toma una muestra de esta poblacion pleomorfica de tripomastigotes
sanguineos [43] que van a pasar al intestino medio del insecto vector.
Aqui van a diferenciarse en epimastigotes que se multiplican por un
proceso de division binaria, pasando por el tracto digestivo de la

chinche donde un porcentaje de la poblacion de epimastigotes se van a
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transformar en tripomastigotes metaciclicos por un proceso
denominado Metaciclogénesis, para posteriormente ser eliminados por
las heces [43, 44]. Los tripomastigotes metaciclicos entran a través de la
picadura provocada por la chinche invadiendo la membrana mucosa e

infectando a multiples tipos de células nucleadas.

Triatomine vector takes 3 blood meal

and ingests toy tigotes Trypomastigotes differentate into

epimastgotes, which replicate in midgut

Epimastigotes

differentiate mzo

Trypomastigotes try pomastigotes
infect other cells in the hindgut

ellular amastigotes and are excreted

transform into trypomastgo in the feces

follownd by rupture of the hm
Human
stages
Bﬂﬂ / v

Trypomasti
dfferentiate i mto
amastigotes
and replcate &

Trypomastigotes
| excreted with feces
| enter through

bite wound or
‘ ’ mucous membrane

Trypomastigotes
mrade nucleated cells

Figura 1.5. Ciclo de vida de T. cruzi [26].

En el citoplasma de estas células, los tripomastigotes son
envueltos por una vacuola parasitéfora, formada por la membrana
plasmatica de la célula hospedadora y la de lisosomas que se fusionan y
disminuyen el pH en su interior provocando la diferenciacion a la forma
intracelular denominada Amastigote. Este Amastigote se va a replicar
por division binaria tras 12 h después de la infeccion hasta un periodo
de 72 h [45].Una vez divididos dentro de la vacuola parasitofora se van
a diferenciar en tripomastigotes sanguineos, los cuales van a salir al

exterior al romper la célula hospedadora, llegando de esta manera hasta
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el torrente sanguineo pudiendo asi invadir de nuevo nuevas células e
iniciar un nuevo ciclo de replicacion. De esta forma, los tripomastigotes
en sangre periférica estaran disponibles para el vector cuando se

alimente del hospedador mamifero nuevamente, cerrandose asi el ciclo.
1.4.2 CARACTERISTICAS GENERALES

T. cruzi, agente etiologico de la enfermedad de Chagas presenta la

siguiente clasificacion taxonomica:
Reino Protista
Filo Sarcomastigophora
Clase Zoomastigophora
Orden Kinetoplastida
Familia Trypanosomatidae
Género Trypanosoma
Especie Trypanosoma cruzi

Una de las caracteristicas definitoria de los miembros del Orden
Kinetoplastida es la presencia de una estructura celular denominada
kinetoplasto. Segun la posicion en la que se encuentre en el citoplasma
del parasito, es facilmente distinguible en cada una de las formas del

parasito (Figura 1.6).
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Figura 1.6. Imagenes de tincion de Giemsa de las tres formas principales de

T.cruzi [46]. a. Epimastigote, b. Tripomastigote, c. Amastigotes.

a. Epimastigote: forma alargada de 10 a 35 um de longitud con el
kinetoplasto ligeramente desplazado a un extremo del cuerpo del
parasito y en la zona anterior al nucleo. El flagelo emerge desde la zona
media del parasito formando una pequefna membrana ondulante por lo
que tiene menor movilidad que los tripomastigotes. Se replican por

division binaria al igual que los amastigotes.

b. Tripomastigote: se caracteriza por presentar el kinetoplasto en
el extremo posterior del parasito alejado del nucleo centrado, con una
longitud comprendida entre las 12 y 30 pm, presentan un flagelo
ondulado que sale del cuerpo basal y que se expande por toda la
longitud del parasito emergiendo libre por el extremo anterior

confiriéndole una gran movilidad. No tiene capacidad de replicacion.

c. Amastigote: forma intracelular del parasito con un diametro de
entre 3 a 5 um con forma esférica y capacidad de replicacion. Presenta
el kinetoplasto cerca del nucleo y conservan el cuerpo basal y la base

del flagelo.

Los criterios de diferenciacion de las distintas formas no sélo se
basan en la posicion del kinetoplasto sino también en la zona donde

emerge el flagelo desde la bolsa flagelar. Ademas de estas tres formas o
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estadios, existen formas intermedias desarrolladas durante el proceso

de diferenciacién de un estadio a otro.

La forma esferomastigote es la transicion que sufre el amastigote
para diferenciarse a epimastigote, el cual se hace mas esférico y el
flagelo empieza a ser visible. El cuerpo celular y el flagelo de los
esferomastigotes se alargan segiun aumenta la densidad celular dando
lugar a la clasica forma de epimastigote [43]. Los esferomastigotes
también se obtienen de tripomastigotes aislados de cultivos de tejido

infectado tras ser incubados 18 h a 37 °C en medio libre de células [47].

Entre los tripomastigotes también existe una variacion de forma
dentro de su poblacion pudiéndose distinguir entre tripomastigotes
“slender” (alargados), “broad”(ancho), procediendo los tripomastigotes

“slender” de tripomastigotes “broad” o viceversa [48].

Ademas de estas formas intermedias o del pleomorfismo de las
poblaciones de tripomastigotes, 7. cruzi sufre un proceso de
diferenciacion en el tracto digestivo del insecto vector denominado como
Metaciclogénesis, donde el parasito se transforma desde epimastigotes a
tripomastigotes metaciclicos. Son muchos los factores que afectan a la
Metaciclogénesis y al crecimiento del parasito como es el caso de la
ausencia de carbohidratos en el medio, concretamente glucosa y
fructosa, que provoca un incremento en el porcentaje de formas
metaciclicas en el cultivo y una disminucion del crecimiento de las
formas epimastigotas de forma significativa [49]. La adicion de NaCl al
medio en ausencia de monosacaridos también incrementa la formacion

de formas metaciclicas [49-51].

Otros factores que pueden afectar al crecimiento de T. cruzi es la
presencia o ausencia de ciertos aminoacidos, en este caso la ausencia
de serina, arginina, glutamina y asparagina provocan bajas tasas de

crecimiento en los cultivos de epimastigotes de T. cruzi [52].
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1.4.3 ORGANIZACION ESTRUCTURAL

La organizacion ultra estructural de T. cruzi (Figura 1.7) ha sido
estudiada de modo intensivo por multitud de técnicas de microscopia,
como la microscopia electronica de transmision, microscopia electronica
de barrido y mas recientemente microscopia por fuerza atomica [53-56].
Teniendo en cuenta la propia biologia del parasito, el estudio de la
estructura del mismo debe comenzar por su superficie, aquella que esta

en contacto con la célula hospedadora.

La superficie de T. cruzi esta formada por una membrana
plasmatica tipica constituida por una bicapa lipidica, la cual rodea al
cuerpo celular y se adentra formando la bolsa flagelar rodeando el
axonema del flagelo. Por debajo de la membrana plasmatica se
encuentra una extensa red de microtubulos subpeliculares, ausentes en
la region del bolsa flagelar, que se encuentran en contacto unos con
otros, con la membrana plasmatica y con el reticulo endoplasmatico

respectivamente, a través de estructuras filamentosas [57].

La membrana plasmatica esta compuesta por una cara
extracelular, la cual esta constituida principalmente por el Glicocalix.
Este esta formado por un conjunto de glicoproteinas, glicolipidos y
lipopéptidos expuestos hacia el medio extracelular y embebidos en él.
Entre ellos se encuentran las mucinas, trans-sialidasas , las proteinas
de superficie MASP y la familia de proteinas gp85 entre otras [55],
ademas de fosfolipidos (fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina vy
fosfatidilinositol) y en pequenia cantidad esfingomielina , fosfatidilserina,
cardiolipina, acido fosfatidico, fosfatidilinositol fosfato y fosfatidilinositol
bifosfato, muy importantes para la transduccion de senales en T. cruzi

[58].

Mediante el uso de técnicas de microscopia electronica (SEM) de

alta resolucion se identificO una estructura en la superficie de los
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epimastigotes llamada Citostoma [59]. El citostoma corresponde a una
invaginacion de la membrana plasmatica en la zona cercana a la bolsa
flagelar donde los microtubulos adyacentes penetran profundamente en
la célula llegando hasta el nucleo. La funcion del Citostoma es la de
captar macromoléculas del medio a través de un proceso de endocitosis

tipica constituyendo el 85 % de la via endocitica del parasito [S3].

La membrana plasmatica de T. cruzi difiere entre las distintas
formas del ciclo de vida del parasito, por ejemplo, en los tripomastigotes
parece ser mas rugosa que la de los epimastigotes, en parte pudiendo
deberse a una mayor densidad de proteinas expuestas en su superficie,
sin embargo, los epimastigotes tendrian mayor rugosidad en su
membrana en el area que limita el citostoma que en la que cubre todo el

cuerpo celular y el flagelo [35].

Nucleo

Nucledlo
Kinetoplasto
Mitocondria

Aparato de Golgi
Bolsa Flagelar

Flagelo
Acidocalcisoma
Membrana Plasmatica
Microtubulos

VYV 0N B w =

Figura 1.7. Micrografia electronica de transmision de la ultra estructura de
un epimastigote de T. cruzi realizada mediante Microscopia Electronica de
Transmision en el Centro de Instrumentacion Cientifica (CIC) de la

Universidad de Granada.
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Por otra parte, el parasito presente un citoplasma en el que
aparecen diferentes organulos, algunos de ellos tUnicos de los
kinetoplastidos, como se muestra en la Figura 1.7 y que se explican a

continuacion.

1. Nucleo: Formado por una membrana porosa tipica que envuelve al
material genético del protozoo formado por cromatina condensada
dispersa por el nucleoplasma. El tamano del nucleo puede variar

segun el estadio del parasito [33].

2. Kinetoplasto: Organulo tipico del orden kinetoplastida formado
por DNA mitocondrial extra nuclear condensado, también llamado
k-DNA, dentro del area definida de la mitocondria y con forma de
varilla cercano a la base del flagelo. E1 ADN-k representa alrededor
del 30 % del DNA total de la célula y se organiza en maxi y
minicirculos y su organizacion varia de acuerdo con el estado de
desarrollo del protozoo [55]. El ADN del kinetoplasto esta
constituido por aproximadamente 5.000 a 20.000 minicirculos
cuyo tamano varia desde 0.5 a 2.5 kb dependiendo de la especie de
kinetoplastidos y 50 copias de maxi circulos por red de entre 20 a
40 kb [58]. El ADN-k sintetiza para ARNs guias encargados de
modificar los transcritos de los maxi circulos por un proceso de
edicion del RNA. Los maxi circulos son homologos al ADN
mitocondrial estructural y funcionalmente de los eucariotas
superiores, codificando ARN ribosémicos y subunidades del

complejo respiratorio [53].

3. La Bolsa flagelar es una estructura formada por una depresion de
la region anterior de la célula de donde emerge el flagelo. Esta
cercana al kinetoplasto y participa en las actividades endo y

exociticas del parasito[60].
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El flagelo emerge del bolsa flagelar y del cuerpo basal y esta
presente en todas las formas del ciclo de vida del parasito, incluido
en los amastigotes donde es mas corto. Esta formado por 9 pares
de microtubulos dispuestos en circulo y en cuyo interior hay dos
microtubulos centrales inmersos en una matriz citoplasmatica y
rodeados por la membrana plasmatica en toda su extension
formando una estructura denominada cuerpo paraflagelar (PFR).
El PFR esta constituido por una matriz de filamentos unidos al
axonema y esta formado por un gran numero de proteinas,
principalmente por PFR-1 y PFR-2 altamente antigénicas [53]. El
flagelo emerge lateralmente y forma una membrana ondulante en

la superficie del parasito.

Aparato de Golgi, reticulo endoplasmatico y cuerpos
multivesiculares: Son similares al de los mamiferos y estan
formados por un sistema de vesiculas que brotan de las cisternas
del aparato de Golgi y migran hacia la bolsa del flagelo junto con
cisternas del reticulo endoplasmatico en contacto con el nucleo.
Estos dos organulos componen la via secretora de T. cruzi junto
con los cuerpos multivesiculares (MVB).Estos forman parte de la
via endocitica de la célula para la degradacion de las proteinas
internalizadas desde la superficie celular o dirigidas desde la cara
trans del aparato de Golgi, participando en la via secretora
liberando su contenido mediante fusion con la membrana

plasmatica [61].

Reservosoma: Se trata de organulos con un importante papel en el
ciclo de vida de T. cruzi Las moléculas incorporadas por los
endosomas son enviadas a unas estructuras especiales
denominadas Reservosomas, localizados en la region posterior del
parasito[62]. Estos organulos podrian intervenir en la regulacion de

la expresion génica eventualmente secuestrando o almacenando
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ARN-m. Ademas de esto, también se han encontrado proteinas
ribosomales en dichos reservosomas [63]. También estarian
encargados de acumular macromoléculas para su degradacion a
través de enzimas hidrolasas lisosomales como la Cruzipaina, la
principal proteasa sintetizada por T. cruzi [55]. Los reservosomas
se encuentran en las formas epimastigotes y van consumiéndose

durante el proceso de Metaciclogénesis.[64].

Glicosomas: Son estructuras esféricas o alargadas rodeadas por
una membrana homogénea. Su nombre se debe a la presencia en
su interior de numerosas enzimas glicoliticas y por su semejanza
con otros organulos encontrados en células de mamiferos. Se les
consideran los peroxisomas de los tripanosomatidos debido a que
en algunas especies también se han encontrado catalasas en su

interior [58].

Acidocalcisoma: Es un organulo vacuolar capaz de transportar
protones y calcio. Contienen calcio, fosforo, sodio, potasio y zinc
para su almacenamiento ademas de derivados del fosforo y

participan en la homeostasis del pH y en la osmoregulacion [65].

Vacuola contractil: Organulo que junto con el acidocalcisoma esta
implicado en la regulacion de iones y osmolitos mediante la
acumulacion de agua en su interior (osmoregulacion). En
condiciones de estrés hipoésmotico la vacuola contractil actaa
mediante un mecanismo de regulacion de disminucion del volumen
celular suponiendo hasta un 50 % de la regulacion en la
disminucion del volumen. Este mecanismo esta presente en
amastigotes, epimastigotes y tripomastigotes y suele completarse

rapidamente, siendo esencial en todos los estadios [66].
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1.4.4 INVASION CELULAR POR T. CRUZI
1.4.4.1 MECANISMOS DE ENTRADA

T. cruzi es capaz de invadir tanto células fagociticas como no
fagociticas por un proceso de interiorizacion en el que participa tanto el
parasito como la célula a invadir y cuyo mecanismo de entrada ha sido

ampliamente estudiado [51, 67-73].

El proceso por el cual el parasito entra en la célula se divide en tres
pasos: adhesion, reconocimiento y entrada. La adhesion del parasito a
la célula y, como consecuencia de ello, el reconocimiento mutuo, se
lleva a cabo mediante la participacion de moléculas presentes tanto en
la superficie del tripomastigote como en la de la célula hospedadora, en
una asociacion ligando-receptor, que provoca en ambos una serie de
eventos que aumentan el Ca?" intracelular por movimientos desde los
depositos intracelulares del reticulo endoplasmatico y de la mitocondria
[S1, 68, 74-76]. Esto provoca la disrupcion dependiente de Ca2* de los
filamentos de actina del citoesqueleto de la célula, provocando el
reclutamiento de los lisosomas en la cercania del sitio de contacto del

parasito, con su posterior fusion con la membrana plasmatica.

Debido al alto numero de proteinas implicadas en este proceso y de
cascada de senales que intervienen, se ha demostrado que la célula
hospedadora debe estar en la fase S del ciclo celular para que ocurra
con éxito la invasion dado que es en ella donde va a expresar en mayor
nivel las moléculas necesarias para el reconocimiento y entrada del

parasito asi como un adecuado potencial de membrana [77].

Este mecanismo endocitico dependiente de lisosomas constituye el
modelo clasico de entrada del parasito en la célula [67, 78, 79] mas
estudiado aunque ademas de este mecanismo existen otras formas por

las que el parasito puede entrar en ella como serian la endocitosis
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mediada por Clatrina, endocitosis dependiente de Caveolina, endocitosis
mediada por motivos rafts de membrana y macropinocitosis [80] (Figura

1.8).

Plasma Membrane ~ * h
Cladhin- Caveolin- Flotillin- GEEC- ’% i
dependent dependent dependent pathway )(Y «

Figura 1.8. Diferentes mecanismos de Endocitosis involucrados en la entrada
de Trypanosoma cruzi en células de mamiferos que conllevan a la formaciéon de

la vacuola parasitofora (VP)[80].

El proceso de entrada del parasito depende del tipo de célula que
vaya a infectar, distinguiéndose entre células fagociticas (macrofagos,
células dendriticas, y otras células mieloides) y no fagociticas. Las
células fagociticas recubren a T. cruzi formando una estructura similar
a un embudo con proyecciones bilaterales de la membrana plasmatica
para asi internalizarlo en el citoplasma, formandose una larga y gran
protrusion que envuelve totalmente el cuerpo del parasito iniciandose el
proceso de fagocitosis [80, 81]. La adhesion del tripomastigote con la
célula fagocitica provoca en ella la activacion de proteinas tirosina
quinasas seguido del reclutamiento de la PI-3 quinasa culminando con

la polimerizacion de los microfilamentos de actina y la extension de los
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pseudopodos. Los amastigotes también tienen la capacidad de provocar
su fagocitosis y de infectar tanto a células fagociticas como a células no
fagociticas, siendo esto diferente dependiendo de la cepa de T. cruzi a la
que pertenezca [71, 82, 83|, llevando a pensar que este parasito es
capaz de infectar células por otras vias independientes de la fagocitosis.

Estas vias de endocitosis alternativas son las siguientes:

1. Rafts de membrana: Endocitosis dependiente de Caveolina o
Flotilina: La caveola es una estructura endocitica dinamica formada
por invaginacion de la membrana plasmatica con forma de matraz u
omega con un diametro de 50-100 nm, presentes de forma abundante
en la membrana plasmatica de muchas células [84]. Se encuentra
constituida principalmente por la proteina Caveolina-1 asi como de
dominios de membrana ricos en colesterol, glicoesfingolipidos y
proteinas unidas a lipidos de membrana [85], confiriéndole esto ademas
de su funcion en los procesos de endocitosis funciones en la
senalizacion celular, regulacion del metabolismo lipidico y en la

percepcion de la tension de la superficie celular [86].

Por otra parte, los dominios rafts son microdominios de la
membrana plasmatica enriquecidos en moléculas de colesterol y
esfingolipidos al que se le asocian numerosas proteinas principalmente
proteinas de union a GPI, proteinas trans-membrana y proteinas
tirosinas quinasas entre otras [87], y se encuentran presentes en estado
de fase lipidica ordenada de la membrana celular. Las principales
proteinas asociadas a los rafts de membrana son la Flotilina-1 y
Flotilina-2 con cierta homologia con la proteina caveolina, de ahi la
asociacion de ésta con el ordenamiento lipidico anteriormente
mencionado. Los dominios formados por las caveolas difieren de los
dominios rafts porque los primeros son esféricos y los segundos tienen
forma aplanada, pero ambos comparten su composicion lipidica y su

participacion en los procesos de endocitosis [88].
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La participacion en la entrada de T. cruzi a través de estos
dominios rafts de membrana ha sido demostrada mediante el
tratamiento de las células Vero, Hela o macrofagos murinos con metil-§3-
ciclodextrina (MPBCD), un heptasacarido ciclico que se une al colesterol y
lo elimina de las membranas, cuya accion provoca una inhibicion de la
internalizacion del parasito del 80 % [89]. El tratamiento de las células
con toxina colérica (subunidad B ), la cual se une a GM1 ( Gangliosido
GM1, principal marcador de los dominios rafts), también reduce el

porcentaje de infeccion de las células [89].

Ademas, se ha demostrado que la deplecion de colesterol en
cardiomiocitos también reduce la entrada por T. cruzi en un 50 %
debido a que cambia la distribucion de los lisosomas en la célula
concentrandose mas en el nucleo cuando se tratan con MBCD y, por
tanto, se reduce la movilizacion de los lisosomas hacia la superficie
celular inhibiéndose la fusion de los lisosomas con la membrana y, por

consiguiente, la formacion de la vacuola parasitofora [90].

2. Endocitosis mediada por Clatrina (EMC): las vesiculas
recubiertas por Clatrina se forman durante la endocitosis mediada por
receptor y durante la biogénesis de la red del aparato de Golgi debido a
su fusion con los endosomas tempranos, donde la carga que transporta
se clasifica para su degradacion o para reciclar la membrana plasmatica
[80]. Existe una gran diversidad de proteinas y de adaptadores
implicados en la formacion de la vesicula recubierta por Clatrina,
alguno de ellos se conocen muy bien como son el receptor de tirosina
quinasa, GPCRs, receptor de Transferrina, receptores LDL o toxina
antracica [91]. La participacion de estas vesiculas cubiertas de Clatrina
en la invasion de las células mamiferas por T. cruzi se descubri6 tras
realizar estudios sobre la implicacion del receptor de la lipoproteina de
baja densidad (LDLr) en dicho proceso mediante el uso de técnicas de

inmunofluorescencia e inmunoblot mediante el analisis de la diferencia
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en el porcentaje de invasion de células sin LDLr frente a las que lo
conservaban [92]. Por lo tanto, esto hace pensar que el parasito también
puede usar la endocitosis mediada por Clatrina como via de entrada en
la célula como se ha demostrado en otros patdégenos como el virus

Influenza A y Listeria [93].

3. Macropinocitosis: El proceso de macropinocitosis se caracteriza
por ser una forma de endocitosis regulada de moléculas no
seleccionadas como moléculas solubles, nutrientes, antigenos y algunos
patogenos como los virus. Para ello la membrana plasmatica de la
célula tiene que evaginarse formando una larga protusion hacia el
exterior celular que envuelva a la molécula a fagocitar. Al igual que en
la endocitosis mediada por caveolina, clatrina o rafts de membrana, en
los procesos de macropinocitosis intervienen los receptores tirosina
quinasa, de modo que su activacion conlleva un cambio en la dinamica
de los filamentos de actina permitiendo la formacion de dicha

evaginacion en la zona donde se encuentran dichos receptores.

Las proteinas Ras GTPasas juegan un papel importante en la
activacion del proceso [94]. Como marcador de los procesos de
macropinocitosis se ha usado Rabanquirina 5, un efector de la proteina
Rab 5, que a diferencia de otros procesos de endocitosis participa en las
via de senalizacion tras la activacion de los receptores de tirosina
quinasa junto con otras moléculas que se describen en el apartado de

senalizacion durante la invasion [94].

Como se ha nombrado anteriormente, T. cruzi es capaz de invadir
tanto células fagociticas como no fagociticas demostrado mediante el
tratamiento de las células con Amilorida (inhibidor de los cambios de
Nat*/H*) y con Rotelina (inhibidor de proteinas quinasa C) que hace que
se inhiba de forma intensa la internalizacion del parasito en la célula

[81, 95]. EIl reclutamiento de proteinas fosforiladas, actina y
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Rabanquirina 5 en el sitio de entrada y las caracteristicas morfologicas
dadas en dicho sitio soportan el proceso de macropinocitosis como otro

proceso usado por T. cruzi para entrar en las células hospedadoras [81].

Tras el proceso de adhesién y reconocimiento del parasito por la
célula hospedadora no fagocitica, la internalizacion del mismo se va a
producir por la fusion de lisosomas que se movilizan hasta el punto de
contacto mediante un proceso de despolimerizacion de los filamentos de
actina, formandose una vacuola parasitofora de origen lisosomal donde
queda contenido el tripomastigote [78]. La entrada dependiente de
lisosomas requiere de la exocitosis de iones Ca2* y de la activacion en la
célula de PI3-quinasas (PI3K) [96], asi como la asociacion a los
lisosomas de la proteina de membrana Lamp-1. Pero ademas de esta via
de entrada, existe otra via independiente de lisosomas descubierta por
Woolsey et al. [96], en la que interviene la via endosomal de la célula por
la fusion con la membrana plasmatica de endosomas tempranos (EE),
tras ser marcados por la proteina marcadora EEA1l después de 10
minutos de la infeccion [70] (Figura 1.9). El porcentaje de entrada de
parasitos por una via u otra es de un 50 % para la via dependiente de

lisosomas y un 20 % para la via endolisosomal.
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Figura 1.9. Modelos de invasion de T. cruzi en células no fagociticas. I. Via

dependiente de lisosomas. II. Via independiente de lisosomas [70].

El tratamiento de las células con Citocalasina D provoca que se
inactive el mecanismo por el cual los filamentos de actina se van a
despolimerizar y repolimerizar en el momento de entrada del parasito
impidiendo la entrada de T. cruzi a través de la via endolisosomal,
favoreciendo la entrada por la via independiente de lisosomas (via I) [70,

97].

1.4.4.2 PROTEINAS IMPLICADAS DURANTE LA INVASION

Y VIAS DE SENALIZACION

Existe un numero alto de proteinas de superficie expresadas por T.
cruzi durante el proceso de entrada en de la célula hospedadora
principalmente glicoproteinas como son las trans-sialidadas (TS)(
TS/SAPA, TC85, gp82,2p90, CRP), mucin-associated surface proteins
(MASP), Cruzipaina, gp63, mucinas y proteinas ricas en serina, alanina
y prolina (SAP) con un dominio de anclaje a la membrana plasmatica

GPI capaces de producir en la célula, mediante uniéon al
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correspondiente receptor, una cascada de senales que conllevan a la
infeccion de la misma [98]. Ademas, dicho proceso de reconocimiento y
activacion de senales difiere entre tripomastigotes metaciclicos y
tripomastigotes derivado de cultivo celular. A continuacion, se

describen ambos casos:

I. Senalizacion inducida por TCT (Tripomastigote derivado de

cultivo).

La Cruzipaina (CZ), también denominada GP57/51 de T. cruzi es
una glicoproteina con actividad cistein-proteasa, aislada primeramente
por Cazzulo et al (1990) [99] de la cepa Tulauen, con un sitio activo
para cisteina en la posicion 25 y otro para serina en la posicion 24
descubierta en la cepa Y, cuya actividad abarca un amplio rango de pH
(5-7.5)[100]. Esta presente en todas las formas del parasito y en
diferentes cepas y participa activamente en la internalizacion del
tripomastigote y en su desarrollo intracelular [101]. Diversos estudios
sobre la infeccion por T. cruzi en cardiomiocitos, células endoteliales de
vasos de cordon umbilical humano o células que sobre expresan el
receptor de Bradiquidina B2 (B2 R) han demostrado que la Cruzipaina
actia uniéndose al cinindégeno celular que se rompe generando
moléculas de cinina de corto tiempo de vida, reconocidos por los
receptores Bradiquidina Bs presente en la superficie de la célula y
provocando en la ella un influjo de Ca2?* mediado por IP3 [102,

103](Figura 1.10).
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Figura 1.10. Representacion esquematica de algunas de las moléculas y vias
de senalizacion que se activan durante la invasion por tripomastigotes
derivados de cultivo celular de T. cruzi en células de mamifero no fagociticas
[104].

Las Trans-sialidasas (TS) presentes en la membrana celular de los
tripomastigotes a través de dominios de anclaje GPI, son enzimas que
transfieren a-2,3-acido sialico desde los glicoconjugados de la célula
hospedadora uniéndolos a residuos [-galactosa de las mucinas del
parasito, facilitando la invasion por sializacion de un epitopo especifico
de los TCT, Ssp-3, el cual es reconocido por la célula diana [105]. El
miembro mas conocido dentro de la familia de las trans-sialidasas, con
1.430 genes que codifican proteinas de esta familia en T. cruziy un peso
molecular comprendido entre 60 y 200 kDa, es Tc85, una glicoproteina
con capacidad de union a laminina y un dominio FLY (VITVXNVFLYNR)
conservado entre todos sus miembros. Esta dominio FLY se une al
receptor Citoqueratina 18 (CK18) presente en las células epiteliales

LLC-MKo>. Dicha uniéon provoca la desfosforilacion y reorganizacion de
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CK18 activando la via de senalizacion ERK1/2 que permite un

incremento de la internalizacion del TCT en dichas células [106].

La senalizacion de las TS a través de las células mamiferas
incluyen la activacion de la via PIzK/Akt, proteina quisana activada por
mitogeno (MAPK) o la via extracelular regulada por quinasa (ERK), por
union al factor de crecimiento tumoral TrkA, un receptor de tirosina
quinasa, que se autofosforila tras la union con TS y activa la via de
senales PI3K/Akt dependiente de TrkA; lo que provoca la supervivencia
de las células neuronales [107, 108]. Como se menciona anteriormente,
los TCT también tienen la capacidad de adherirse a laminina,
concretamente a laminina-1, junto con otros componentes de la matriz
extracelular como la fibronectina [109], heparan sulfato [110] y

Galectina-3 [111].

La adhesion a estos componentes de la matriz extracelular tiene
lugar durante la circulacion de los tripomastigotes por el torrente
sanguineo donde se adhieren a estos elementos presentes en el entorno
conectivo extracelular, ademas de encontrarse en las uniones
musculares y neuromusculares donde el parasito produce mayores
lesiones, siendo esta uni6on muy importante durante esta etapa de la
infeccion [112]. Como consecuencia de esto, las proteinas Rod
paraflagelares y la a-tubulina del tripomastigote se desfosforilan
probablemente mediante la via ERK1/2 de senalizacion, como ha sido

demostrado recientemente [113].

Ademas de esto, las trans-sialidasas presentan un dominio en el
extremo C-terminal constituido por 12 repeticiones en tandem formadas
por una secuencia consenso (DSSAHGTPSTPV), denominada como
SAPA (Shed Acute Phase antigen), anteriormente mencionada por su
capacidad antigénica [114], jugando un papel muy importante en la

entrada de los parasitos en las células mamiferas.
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Por otro lado, en el citoplasma del TCT también se secreta un
factor de estructura desconocida capaz de disparar la movilizacion de
Ca2* en la célula hospedadora mediado por IP-3 [115]; dicho factor es la
consecuencia de la actividad de otra enzima citosélica del TCT, la
Oligopeptidasa B (OPB), una serin hidrolasa perteneciente a la familia
de las propil oligopeptidasas, que actia en la maduracion de péptidos
biologicamente activos. La OPB activaria a un agonista de Ca?* que seria
exportado y reconocido por un receptor de la célula diana, seguido de la
activacion de la Fosfolipasa C (PLC) y produccion de IP3, liberandose al
citoplasma Ca?* desde los depositos del reticulo endoplasmatico. Esto se
demostré mediante el uso de anticuerpos especificos frente a OPB y

tripomastigotes deficientes de opb -/-[116, 117].

Otra molécula encontrada en la superficie de los TCT es la proteina
TSSA (tripomastigote small surface antigen), una proteina “mucin-like”
polimorfica, estudiada en un principio en las cepas CL Brener y Sylvio
donde se observo que solo en el caso de aquella que era expresada por
la cepa CL Brener se producia la infeccion celular de manera dosis
dependiente [118]. Su uniéon con la célula diana dispara la via de
senalizacion mediada por Ca?* y que como consecuencia de ello,
promueve todos aquellos eventos en dicha célula que permite la

invasion por parte del parasito de forma exitosa.

La intervencion del factor TGF- en la senalizacion celular también
ha sido probada. En células sensibles a TGF-f3, células epiteliales sin el
receptor para TGF-B I y II asi como en células donde las vias de
senalizacion estan desactivadas debido a una sobre expresion de la
quinasa dependiente de ciclina (cdK4) o por el oncogen H-Ras
enfrentadas con TCT, se produce una mayor predisposicion de las
mismas a ser invadidas, sugiriendo esto que TCT de alguna manera

transforma al factor TGF-3 favoreciéndose la infeccion[119].
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[I. Senalizacion inducida por TM.

En el caso de los tripomastigotes metaciclicos (TM) las proteinas
implicadas en la adhesion y subsecuente senalizacion en la célula
hospedadora difieren a las encontradas en los TCT. Se trata de cuatro
miembros de la superfamilia de proteinas gp85/trans-sialidasa,
denominadas gp90, gp82, gp30 y gp35/50 expresadas en diferentes
cepas siendo el éxito de invasion de la célula diana dependiente del tipo

de proteina expresada en la superficie del TM [76].

Gp82 es la principal glicoproteina expresada en alto grado en las
formas infectivas de la cepa CL Brener de T. cruziy fue detectada en la
superficie celular mediante el marcaje con anticuerpos monoclonales
Mab3F6 obtenidos tras la inmunizacion de ratones con formas
metaciclicas intactas e inactivadas con calor [120]. Su secuencia génica
fue descubierta en 1994 [121], caracterizada por presentar dos motivos
altamente conservados denominados Asp (SxDxGxTW) y un motivo
subterminal (VTVXNVFLYNR) caracteristico de la superfamilia de
proteinas Trans-sialidasas (TS). Ademas esta glicoproteina se encuentra
altamente conservada en distintas cepas de T. cruzi procedentes de
grupos genéticos divergentes, suponiendo un 90 % de identidad de la
secuencia peptidica de todas ellas [122]. Todos los miembros de la
superfamilia de proteinas TS presentan una secuencia altamente
hidrofobica en el extremo N-terminal (MSRRVF/TSVLLLLF/LV),
correspondiente al péptido senial de la proteina encargado de dirigirla
hacia el reticulo endoplasmatico. El analisis de estas secuencias en
diferentes variantes de gp82 sugieren una expresion simultanea de
diferentes moléculas en un mismo tripomastigote metaciclico

conociendo su localizacion celular a través de dicho péptido senal [123].

En los TM, esta proteina esta anclada a la membrana del parasito
por su domino GPI a lo largo de toda su superficie con lo que al

producirse el contacto del parasito con los receptores de la célula
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hospedadora se dispara la movilizacion de Ca2* en ambas direcciones a
través de una cascada de senales que involucra la activacion de
Fosfolipasa C (PLC), la generacion de Diacilglicerol (DAG) e Inositol-
3,4,5-3P (IP3), que desencadenan la liberacion de Ca2* desde los
reservorios de la célula y la estimulacion de proteina quinasa C (PKC)

como se muestra en la Figura 1.11[76].

0 gp82
» gp82 receptor

mammalian target of rapamycin

.phowhnldyﬂrmnol 3 kinase
m protein tyrosine kinase

(A) Metacyclic trypomastigote Host cell

Figura 1.11. Representacion esquematica de la invasion mediada por
tripomastigotes metaciclicos de T. cruziy las vias de senalizacion activadas por

gp82 en una célula de mamifero no fagocitica (995).

Homologo a la accion de gp82, otras dos proteinas quinasas (PK)
activan la misma via, como son la diana de la Rapamicina en
mamiferos, mTOR, una serin/treonina quinasa conservada, y la
quinasa lipidica Fosfatidilinositol 3-quinasa (PI3K), cuyo producto de la
actividad de ambas es el fosfatidilinositol-3, 4, 5-3P encargado de iniciar
la movilidad celular. La movilizacion del Ca?* inducido por gp82 provoca
la disrupcion del citoesqueleto dependiente de Ca2*y la movilizacion de

lisosomas que culmina en exocitosis.

36



Introduccion

Ademas, se ha comprobado la participacion de esta proteina en la
infeccion por T. cruzi por via oral mediante estudios in vivo en modelo de
ratones, donde los tripomastigotes metaciclicos procedentes del insecto
vector invaden el epitelio mucoso gastrico donde los parasitos se
replican como amastigotes [124]. Por tanto, gp82 es crucial para el
establecimiento de la infeccion por via oral debido a su capacidad de
union con la mucina gastrica y de resistir la destruccion por accion de
la pepsina, junto con la presencia de otras glicoproteinas como
gp35/50, resistentes a proteasas, y que tras la actuacion de la pepsina
son capaces de conservar el dominio con afinidad por células de la

mucosa gastrica [76].

Las mucinas gp35/50 se encuentran en la superficie de los TM
pertenecientes a la cepas G y Tulauen de T. cruzi, pero a diferencia de
gp82 la cascada de senales que generan en la célula hospedadora es
insuficiente y, por ello, la capacidad de invasion de los TM esta
disminuida [76]. Las mucinas gp35/50 modulan la invasion mediante
AMPc y los acidocalcisomas como la principal fuente de Ca2* requerido

para la internalizacion.

Por ultimo, otra proteina encontrada en TM de T. cruzi es gp90, que
actia de manera inversa a gp82 y gp35/50, tratandose de un regulador
negativo de la invasion ya que al unirse de manera receptor dependiente
con la célula diana no dispara la sefial mediada por CaZ2*, por lo que no
se produce la movilizacion del Ca?* intracelular y la subsecuente

facilitacion de la invasion de la célula [104].
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1.4.4.3 PROTEINAS SECRETADAS DURANTE LA INVASION

Ademas de las proteinas que forman parte de la superficie celular
del parasito y que intervienen de forma activa en el proceso de invasion,
son numerosas las proteinas que el parasito secreta al medio
extracelular en el momento de la invasion. Dichas moléculas forman
parte del secretoma de T. cruzi y se caracterizan por tener una region
N-terminal correspondiente al péptido senial que los dirige hacia la via

clasica de secrecion RE/Aparato de Golgi [98].

Muchas de estas proteinas han sido recientemente descubiertas
como la Fosfolipasa Al, P21, MASP52 y TcSMP [125-128], las cuales

describimos a continuacion.

La Fosfolipasa Al de T. cruzi (TC-PLA1l) pertenece al grupo de
enzimas lipoliticas cuya funcion es la de hidrolizar fosfolipidos, jugando
un papel muy importante en procesos biolégicos como la generacion de
senalizacion lipidica relevantes para muchas el desarrollo de muchas
enfermedades parasitarias como se ha demostrado en otros protozoos
parasitos como T. brucei [129]. La Fosfolipasa Al de T. cruzi es liberada
al espacio extracelular, y presenta capacidad de unién a la membrana
en amastigotes y TCT hasta tal punto de estar relacionadas con la
respuesta inflamatoria que se da en los tejidos de los pacientes
chagasicos por haber sido encontrada alrededor de los nidos de
amastigotes. Mediante la generacion de acidos grasos libres y
lisofosfolipidos por autolisis, TC-PLA1 promueve sus efectos toxicos
sobre las células, pudiendo estar implicados en la patogenicidad por T.
cruzi como demostraron Belaunzaran et al (2013) mediante el estudio de
esta enzima en cepas letales y no letales y mediante la neutralizacion de

la misma con anticuerpos que modulaban la invasion celular [125].
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Figura 1.12. Actuacion de la enzima PLA1l de T. cruzi secretada durante la
invasion de la células hospedadora mamifera no fagocitica y la cascada de

senales activada en la misma [98].

A nivel molecular, este cambio en la composicion lipidica de la
célula genera una respuesta en la misma mediante la generacion de
mensajeros lipidicos secundarios (DAG, FFA y PLC) que activan a PKC,
con los siguientes eventos anteriormente mencionados que finalizan en
la correcta ejecucion de la infeccion de la célula, como se observa en la

Figura 1.12.

Otra proteina también presente en los amastigotes de T. cruzi es
P21.Dicha proteina tiene 21 kDa de peso molecular y fue clonada y
caracterizada como proteina recombinante mediante el estudio de
proteinas hipotéticas con alta probabilidad de ser secretadas y/o
ancladas a la membrana en la base de datos del genoma del parasito
[130].Dicha proteina recombinante tiene la capacidad de adherirse a las
células y promover la invasion por los amastigotes extracelulares. El

hecho de que los amastigotes extracelulares que circulan por el torrente
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sanguineo durante la fase aguda y cronica sean capaces de invadir
nuevos tejidos podria suponer una alternativa a la respuesta citotoxica
del hospedador que produce la ruptura de las células infectadas
permitiéndose la liberacion de estos amastigotes totalmente viables.
Los amastigotes tienen preferencia de entrada por la zona dorsal de las
células a través de las microvellosidades de la superficie [82]. Estos
estudios preliminares sirvieron para subsecuentes estudios en la
invasion de macrofagos por parte del parasito, concluyéndose que esta
proteina es capaz de regular de forma positiva la fagocitosis por
macrofagos y alterar la senalizacion en la célula hospedadora.
Concretamente, P21 se une al receptor de la citoquina CXCR4 y activa
la polimerizacion de actina por un proceso dependiente de la via de
senalizacion activada por la fosfatidilinositol 3, 4, 5-quinasa [131].
Recientemente, P21 ha sido ensayada como nueva terapia de la

cardiomiopatia provocada por la enfermedad de Chagas [132].

La comprension de como el parasito es capaz de entrar en una
célula evitando todos los mecanismos protectores de la misma, asi como
del hospedador, conduce hacia la concrecion de nuevos estudios que
avancen en dicha direcciéon. De esta manera, recientemente se ha
descubierto una nueva familia de proteinas de superficie del parasito
denominada TcSMP, la cual esta altamente conservada entre los
diferentes linajes de T. cruzi (9 secuencias en CL Brener, 3 en Sylvio
X10/4, 2 en Dm28c y 5 en Marenkellei) asi como genes ortélogos en
otros tripanosomatidos. Se caracterizan por poseer una region N-
terminal correspondiente al péptido sennal de 25 aminoacidos de
secuencia tras el primer codon de inicio que se repiten a lo largo de la
misma y se encuentran en el mismo marco de lectura, caracteristica
que poseen otros genes de proteinas de superficie de T .cruzi como gp82
y gp90 [128]. Aunque se expresa en todas las formas del ciclo de vida de

T. cruzi, su expresion se ve aumentada en epimastigotes, TM y TCT,
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siendo menor en amastigotes, lo que la involucra en los procesos de
invasion de la célula por parte del parasito, ademas de por estar
presente en la superficie de las formas infectivas. Mediante la técnica de
inmunofluorescencia usando una proteina recombinante TcSMP y un
marcador fluorescente de Ca2*, se demostré la capacidad de dicha
proteina de activar la senalizacion mediada por Ca2?* y su intervencion
en la invasion de la célula diana por T. cruzi mediante la incubacion de
TcSMP recombinante con células Hela. No obstante esta activacion fue

moderada y como consecuencia, la movilizacion de lisosomas [128].

Esta familia de proteinas no se secreta al medio extracelular de
forma libre, sino que parece ser que lo hace a través de vesiculas
extracelulares y no seria la unica familia de proteinas liberadas de esta
manera, como se desarrollara mas adelante en los siguientes apartados

[128].

Por ultimo, otra familia de proteinas de superficie del parasito
involucrada en los procesos de invasion es la familia de proteinas
MASP. Las MASPs fueron descubiertas tras la secuenciacion del
genoma de T. cruziy ocupa gran parte de la investigacion en la presente

tesis [127, 133].
1.4.5 MUCIN-ASSOCIATED SURFACE PROTEIN (MASP)

La superfamilia multigénica de proteinas de superficie MASP de T.
cruzi fue descubierta tras la secuenciacion completa del genoma del
parasito junto con el de otros dos tripanosomatidos, T. brucei y L.
major, en un proyecto conjunto denominado “Tritryps” [134]. La cepa
que se uso para dicha secuenciacion fue CL-Brener, con un tamano de
genoma diploide total de 100 Mb, un total de 22.570 genes que
codifican proteinas y 3.603 pseudogenes (16 % genoma). El genoma
esta constituidos por ~50 % de secuencias repetidas, como

retrotransposones y familias de superficie con una gran numero de
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genes como son las trans-sialidasas, mucinas, DGF-1, gp63s y la familia
de proteinas MASP, especificas junto con las mucinas de T. cruzi sin
presencia de genes ortélogos en los otros dos tripanosomatidos y que

representan ~18 % de genes codificantes del genoma completo [134].

La familia multigénica masp presenta un total de 1.377 genes y
433 pseudogenes en la cepa Cl-Brener, organizados dentro de regiones
especificas del genoma de T. cruzi que se encuentran fuera de la
sintenia del genoma de los tres tripanosomatidos, formando cluster con
otros genes de proteinas de superficie (TCMUCI, GP85/trans-
sialidasas, gp63,SAPA Y DGF-1); y que se localizan “downstream” de las
mucinas TCMUCII [135]. Entre este conjunto de genes de familias de
proteinas de superficie del parasito, se intercalan elementos
retrotransponibles como L1TC, NARTc, DIRE, VIPER, SIRE y RHS [134,
135](Figura 1.12).
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Figura 1.12. Organizacion genomica de la familia de genes masp [135].
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Las regiones no transcritas de los genes masp o UTRs (Untraslated
Regions) son regiones altamente conservadas, pudiendo ser sitios para
la recombinacion, encontrandose otro de los motivos dentro de la region
hipervariable, sin que exista un lugar con una identidad de secuencia

minima para esta region [136].

A pesar de que la secuenciacion del genoma de T. cruzi se realizo
con la cepa CL Brener, se ha estudiado a nivel de la familia de genes
masp la conservacion de dichos genes y de su expresion en otra cepa de
diferente linaje como es PAN4 clasificada como linaje Tcla,d,
concretamente mediante el analisis de la expresion de los extremos S’y
3’ conservados [137]. Mediante el uso de cebadores que extienden de
forma especifica dichos extremos conservados, para ambas cepas se
obtuvieron dos bandas de 90 pb (5) y 71 pb (3) demostrando que
ambas regiones son iguales en longitud para las dos cepas ( Figura
1.13).

Conserved Conserved

& Hypervariable ’Zl

masp

Figura 1.13. Analisis de los extremos 5’y 3’ conservados de los genes masp.
Gel de Agarosa (2 %) con los productos amplificados de ambas regiones
obtenidos de los ADNg de las cepas PAN4 Y CL Brener de T. cruzi, junto con

otros kinetoplastidos analizados como control [137].
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El analisis de la expresion de los genes masps mediante RT-qPCR
de la region que codifica para el péptido senal (5) en ambas cepas,
revelo que la expresion varia dentro de cada cepa y entre ellas, siendo
en la cepa PAN4 la forma TCT la que mayor expresion del péptido senal
presenta con respecto a las otras formas, y en la cepa CL Brener las
formas amastigotes, mostrando un alto incremento en la expresion
desde la forma TCT hasta alcanzar la maxima en la forma intracelular.
En la cepa PAN4 la expresion es mas estable, aunque la mayor

expresion corresponden a la forma T [137].

Recientemente, esta diferencia de expresion de los genes masp
entre cepas se ha ampliado hasta niveles de heterogeneidad
transcripcional y fenotipica entre poblaciones clonales de T. cruzi [133].
El analisis de la expresion de una libreria de 15 genes masp expresados
por tres cepas diferentes de T. cruzi (CL Brener, PAN4 y Maracay)
concluyo con la existencia de 10 miembros MASPs filogenéticamente
cercanos incluidas las secuencias correspondientes a (pseudo)genes no
teniéndose porqué expresar como proteinas o bien haciéndolo como
proteinas truncadas. Al igual que el estudio de la expresion de los genes
masp mediante el uso de cebadores para el extremo 5’-masp revelé que
ambos son similares en las dos cepas de linajes filogenéticamente
separados, este estudi6 se amplio a otra cepas como Dmc28, Sylvio
X10/1 y Marenkellei mediante una libreria de genes masps que engloba
toda la region codificante, encontrandose ortdlogos semejantes entre
ellas, y correlacionandose la secuencia y la expresion de estos genes con
el origen filogenético de las cepas. Este estudio de la heterogeneidad
clonal de la expresion de la familia MASP revelo dicha heterogeneidad
tanto en los niveles de expresion como en el numero de transcriptos en
los distintos clones analizados, aumentando esto aun mas la capacidad

y el potencial de esta familia en su variabilidad [133].
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De los 1.377 genes masp identificados, 771 codifican proteinas con
dos dominios altamente conservados, N- y C-terminal, que codifican
para un péptido senal y un sitio de union GPI de anclaje a la superficie
del parasito. Entre estos dos dominios conservados se encuentra una
region central altamente variable en secuencia y longitud (desde 146 a
645 aminoacidos) caracterizada por presentar una amplia variedad de
motivos repetidos [135].De estos motivos, los mas comunes son las
repeticiones de un solo residuo, en concreto para el acido glutamico con

un 27% de repeticion en todos los motivos encontrados [135].

En cuanto a las modificaciones post-traduccionales y de proceso de
maduracion de una proteina como en el resto de organismos eucariotas,
las proteinas de la familia MASP presentan un numero altamente
variable de modificaciones post-traduccionales con sitios para la O- y N-

glicosilacion y de fosforilacion [135].

Los primeros ensayos de localizacion de las proteinas MASP
revelaron su distribucion por la superficie celular de los tripomastigotes
asi como su expresion en el proceso de infeccion, siendo mayor a partir
de las 24 h post-infeccion y con un pico de intensidad a las 72 h, donde

los amastigotes comienzan a diferenciarse a tripomastigotes [135, 137].

La implicacion de estas proteinas en el mecanismo de invasion de
T. cruzi en la célula hospedadora se puso de manifiesto con la
identificacion de un miembro de la familia MASP secretada en el medio
de interaccion parasito-célula por los tripomastigotes metaciclicos de la
cepa CL Brener y denominada como MASPS2. Esta proteina presenta
un peso molecular de 52 kDa la cual corresponde con una MASP

putativa con el numero de acceso en EMBL XP_820015.1[127].

La proteina MASPS2 presentaba las mismas caracteristicas
proteicas que la mayoria de MASPs, es decir, un péptido senal

correspondiente a la region N-terminal de la proteina con 25
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aminoacidos de longitud (MAMMMTGRVLLVCALCVLWSVAADG), un
sitio de N-glicosilacion (465-470) y un sitio de anclaje GPI en la region
C-terminal desde el aminoacido 482 al 484, cuya secuencia empieza por
DGS, con la particularidad de poseer un sitio de unién a ATP/GTP con
un loop-P identificado como la region catalitica de la proteina en los

aminoacidos 159 al 166 (AEEAAGKT)(Figura 1.14).

Signal peptide
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Figura 1.14. Representacion esquematica de los motivos estructurales de la

proteina MASP52, seguin De Pablos et al. (2011) [127].

Esta proteina se localiza preferentemente en la superficie celular de
los parasitos formando clusteres en las formas TCT y TM, y ademas
tienden a encontrarse dentro de vacuolas en el bolsa flagelar y en la raiz

del flagelo en las formas E y también las formas TCT.

Ensayos realizados con anticuerpos anti-MASPS52, concretamente,
frente a la region catalitica de la proteina, en presencia de cultivo de
células y parasitos mostré6 un porcentaje de inhibicion para la
penetracion del parasito del 78.9 % (dilucion 1/50) y 74.48 % de
adherencia de formas M a las células, demostrandose la participacion
de esta proteina en el proceso de invasion en la célula hospedadora no

fagocitica [127].

Barthomoleu et al. (2009) demostraron la reactividad frente a
proteinas que estan presentes en el medio de cultivo de la forma T

mediante el uso de anticuerpos especificos frente a MASP, apoyando por
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tanto la idea de que algunos miembros de la familia MASP son liberados

al medio.

Junto con la variabilidad de expresion y heterogeneidad fenotipica,
el parasito dispone de un amplio repertorio de polipéptidos MASP que
van a ser expuestos en la superficie del parasito asi como secretados al
medio aumentando la capacidad antigénica y la variabilidad de la
misma. Esta variabilidad antigénica ocurre durante la fase aguda de la
enfermedad y puede depender incluso del tipo de célula que vayan a
infectar [138]. Esto se demostré mediante la infeccion de dos tipos de
células epiteliales y en modelos murinos vivos con el objetivo de obtener
tres poblaciones diferentes de tripomastigotes y analizar en cada una de

ellas la expresion de genes MASP [138].

La variacion de expresion de genes masp fue diferente entre las
tres poblaciones con una mayor diferencia de expresion entre los
tripomastigotes sanguineos y los derivados de cultivos infectados y, los
tripomastigotes sanguineos obtenidos tras varios pasos en ratones
infectados. Ademas, las proteinas se expresan durante la fase aguda
exponiendo distintos epitopos que van a ser reconocidos por la mayor
parte de las inmunoglobulinas IgG e IgM que se producen normalmente

en esta fase inicial de la infeccion por T. cruzi [138].

Por todo esto, la superfamilia de proteinas de superficie MASP ha
sido diana para el estudio del proceso de invasion del parasito junto con
otras proteinas de superficie anteriormente mencionadas. Esta
variabilidad en la superficie celular constituye un bloque de
herramientas de las que el parasito se arma para establecerse en el

hospedador y evadir la respuesta inmune que éste dispara.

Un nuevo elemento descubierto y clave en los procesos de
comunicacion celular y en el establecimiento de muchas enfermedades,

tanto de etiologia infecciosa como metabdlica o degenerativa, son las
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Exovesiculas (EVs) también descubiertas en T. cruziy que se describen

a continuacion.
1.5 EXOVESIicULAS

Las exovesiculas o EVs son pequenas vesiculas de membrana que
se clasifican en dos tipos, exosomas Yy microvesiculas (MVs),
dependiendo de su tamano, biogénesis y composicion. Los exosomas
son unas vesiculas con una bicapa lipidica cuyo diametro varia entre 30
a 100 nm, de origen endocitico y que son liberadas al medio a través de
la fusion del cuerpo multivesicular (MVB) con la membrana plasmatica
de la célula [139]. Por su parte, las MVs también referidas como
microparticulas o Ectosomas, son mas heterogéneas en cuanto a forma,
pudiendo tener entre 0.1 y lpm de diametro y se liberan como
consecuencia de la evaginacion hacia el espacio extracelular de la
membrana plasmatica [140] (Figura 1.15). Las EVs no solo difieren
entre ellas en origen y tamano, sino también en composicion lipidica y

proteica.

Microvesicles, microparticles,
ectosomes, oncosomes, etc.
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Figura 1.15. Representacion esquematica de los diferentes tipos de vesiculas

de membrana liberadas por una célula eucariota [141].
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Las EVs fueron descubiertas en 1980 como parte de un mecanismo
celular de eliminacion de moléculas de superficie en los reticulocitos en
su proceso de maduracion hacia eritrocitos. En este proceso, se
producia la pérdida del receptor para Transferrina (Tfr), que en
condiciones generales se encuentra en la superficie de la célula,
encontrandoselo esta vez en el medio extracelular [142]. Tras este
descubrimiento, han sido numerosos los estudios que han puesto de
manifiesto la existencia de estas EVs habiéndose identificado en todos
los fluidos biologicos desde sangre [143] hasta la saliva [144], orina[1435]

e incluso leche materna[146], semen[147] y en heces[148].

Dada la variedad de EVs que se pueden encontrar en estos fluidos
biologicos, se hizo necesario definir conceptos y métodos de purificacion
de EVs para que toda la comunidad cientifica implicada en su
investigacion tuvieran unos protocolos estandares bien definidos. Esta
propuesta se llevo a cabo en el Congreso Internacional de la Sociedad
de Vesiculas Extracelulares (ISEV) en 2012, concluyendo la existencia
de tres grupos principales de vesiculas basados en su tamano:
exosomas (40-100 nm), MVs (50-1.000 nm) y cuerpos apototicos (800-
5.000nm)[149].

Entre las funciones que desarrollan estas EVs se encuentran la
comunicacion intercelular, la interaccion patégeno-célula hospedadora
y la modulacion de la respuesta inmune frente a enfermedades

infeccionas o enfermedades como el cancer[150].

1.5.1 BIOGENESIS DE ExosomaAs: ViA ENDociTICA Y

SECRECION

Se conoce como endocitosis o via endocitica al proceso por el cual
las células internalizan material extracelular, ligandos, proteinas de
membrana y lipidos, a través de compartimentos de membrana

altamente dinamicos. Este proceso de captacion se encuentra
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equilibrado por el proceso contrario, es decir, aquel que libera dichas
macromoléculas a través de la membrana plasmatica denominado

Exocitosis [151].

El mecanismo de exocitosis esta regulado en organismos
multicelulares por vias de senalizacion. Dependiendo de los
mecanismos que las células utilicen para liberar estas macromoléculas
podemos distinguir entre: (a) exocitosis constitutiva (no activada por
Ca2*) y (b) exocitosis regulada (activada por CaZ2*). Mientras que la
exocitosis regulada es un proceso mas especifico que ocurre en
determinadas células, como las células neuronales para llevar a cabo la
sinapsis, la exocitosis constitutiva ocurre en todas las células y sirve
tanto para secretar componentes de la matriz extracelular como para
incorporar nuevas proteinas sintetizadas a la membrana plasmatica
por fusion de vesiculas transportadoras. Otro mecanismo de exocitosis
es la fusion de cuerpos multivesiculares (MVBs) con la membrana
plasmatica y la subsecuente liberacion de las proteinas que
transportan. A las vesiculas intraluminares (ILVs) que se han formado
por la invaginacion de la membrana limitante de los MVBs, y que tras la
fusion del mismo son secretadas al espacio extracelular se les

denominan Exosomas (Figura 1.16).

Los exosomas llevan con ellos gran cantidad de proteinas que se
han incorporado a la membrana del mismo durante su formacion, las
cuales pueden ser comunes a todos los exosomas pero también pueden

ser especificas segun la célula de origen [139].
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Figura 1.16. Representacion de la liberaciéon de exosomas y microvesiculas

por una célula (MVs)[140].

A su vez las MVs salen directamente de la membrana plasmatica
mediante su evaginacion, mientras que los exosomas salen por la fusion
de los MVBs con la membrana plasmatica de la célula. Estas tltimas se
forman por la invaginacion de la membrana de los endosomas
tempranos que van a madurar hacia endosomas tardios formandose al
final un cuerpo multivesicular temprano (MVEs) con ILVs en su lumen.
Los cuerpos multivesiculares (MVBs) se dirigen hacia la membrana
plasmatica para fusionarse con ella y liberar los exosomas al exterior

celular [152].

La composicion proteica de los exosomas esta directamente
relacionada con el proceso de biogénesis de los MVBs. Este proceso de
biogénesis comienza por un sorting de proteinas que puede ser
dependiente del complejo transportador ESCRT (endosomal sorting
complexes required for transport) o independiente de ESCRT [153-155].
El sorting de proteinas dependiente de ESCRT (ESCRT-O y ESCRT-1) se
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produce por el reconocimiento de las proteinas previamente mono-
ubiquitinizadas por el heterodimero Vps-27/HRS (substrato de tirosina
quinasa regulado por HFG) y por el resto de proteinas del complejo
ESCRT (I, II y III). Concretamente el factor regulador del sustrato de
tirosina quinasa HRS, esta asociado a su vez con STAM, EpslS y
Clatrina y se encarga de reclutar al elemento TGS101 o al elemento
ALIX del complejo ESCRT-I el cual también es capaz de reconocer

motivos ubiquitina (Figura 1.17) [139, 156].
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Figura 1.17. Maquinaria molecular de la biogénesis de exosomas/vesiculas
extracelulares (EVs) mediante la via endocitica de proteinas y la biogénesis de

los MVBs en cé¢lulas eucariotas [150].

El elemento ESCRT-III forma una serie de filamentos que se
encargan de provocar la invaginacion de la membrana celular y, en
consecuencia, la formacion de vesiculas intraluminales (ILVs). La mono-
ubiquitinacion o agregacion de proteinas, provoca la senal para el
trafico de proteinas y lipidos en los MVBs. La maquinaria para el sorting

de proteinas ubiquitinadas involucra al multi-dominio de proteinas
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Vps27/HRS, que actia como un puente entre las proteinas
ubiquitinadas y la Clatrina de los endosomas. A partir de aqui, participa
el complejo de proteinas ESCRT promoviendo la inclusion de estas en el
MVB. Una vez completado el proceso, el complejo ESCRT se disocia de

la membrana del MVB [150].

No todas las proteinas se van a ubiquitinizar, por lo que existe un
mecanismo pasivo para el sorting de proteinas en MVBs, en el que estan
involucrados los lipodominios rafts de membrana enriquecidos en
colesterol o lipidos, o las tetraspaninas como se ha demostrado en
diferentes tipos celulares de mamiferos y no en T. cruzi por carecer de
ellas [157-159]. La presencia de proteinas como proteinas ancladas a
GPI o flotilina, Estomatina o Lyn secuestradas en los exosomas reflejan
la presencia en las membranas exosomales de dominios similares a

rafts [157, 160-163].

Por otra parte, el mecanismo de secrecion de los exosomas se
produce por la fusion de los MVBs con la membrana plasmatica de la
célula. El transporte de vesiculas es un mecanismo muy estudiado y se
compondria de cuatro pasos importantes como se muestra en la Figura
1.18. En primer lugar se produce el budding o recubrimiento de las
vesiculas por proteinas que disparan la cascada de senales en el
citoplasma a través de proteinas citosolicas con dominios trans-
membrana como podria ser el caso de las proteinas MASP de T. cruzi.
Después de esto, las vesiculas van a ser transportadas hacia su destino
a través de los elementos del citoesqueleto (filamentos de actina), asi

como los motores moleculares asociados (kinesina, miosina y dineina).

El tercer paso es el anclaje, consistente en la interaccion inicial
entre la vesicula y su membrana diana. Esto esta precedido por la
union del complejo SNAREs (soluble N-ethylmaleimide-sensitive fusion
attachment protein (SNAP) receptors) asi como la intervencion de

proteinas Rabs (pequenas GTPasas de la superfamilia Ras) jugando un
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papel importante en la determinacion de la especificidad del marcaje de
las vesiculas [164]. En exosomas se han identificado numerosas
proteinas Rabs dependiendo de la célula de las que se originan como
Rab 11 en lineas celulares de reticulocitos [165], Rab27 [166] y Rab35
[167]. Y por ultimo, el cuarto paso de la secrecion de vesiculas seria la
fusion. La fusion de la vesicula con la membrana diana se piensa que
ocurre a través del complejo de proteinas SNAREs (soluble N-
ethylmaleimide-sensitive fusion attachment protein (SNAP)
receptors)[168] junto con el complejo SNAPs, aunque este mecanismo

aun ha sido poco estudiado.

@ - Q
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[ 1.Budding \
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§ coat protein l cargo receptor \\‘csiclc tether \ v-SNARE I( trans-SNARE

5 TM cargo @ soluble cargo ? motor protein [( -SNARE

Figura 1.18. Mecanismo de transporte de exosomas a través del

citoplasma en una célula eucariota[169].

El elemento SNARE esta clasificado en dos categorias: SNARE
vesicular (v-SNARE, proteinas asociadas a membranas vesiculares,
VAMPs) localizado en la membrana donante y el complejo SNARE diana

o t-SNARE, localizado en el compartimento aceptor [168, 169]. La union
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de ambos complejos entre membranas opuestas provoca la formacion
de un bucle de a-hélices paralelas formadas por cuatro cadenas llamado
complejo SNARE, con la subsecuente fusion de las membranas. VAMP7
se ha encontrado implicado en la exocitosis de los MVBs que liberan

EVs [170].
1.5.2 COMPOSICION MOLECULAR Y FUNCIONES

El estudio de la composicion proteica de las EVs ha sido llevado a
cabo a través de distintas técnicas moleculares incluyendo western
blotting, inmuno-ME, sorting de células estimuladas por fluorescencia y
espectrometria de masas. Como la composicion molecular de una EV va
a depender de la célula de origen, incluida si esta es o no de mamifero,
amplios estudios sobre dicha composicion han dado como resultado la

creacion de una base de datos denominada Exocarta (www.exocarta.org)

[171], en la que se incorporan todos los resultados basados en la
composicion bioquimica de los exosomas de células de mamifero, y otra
base de datos para EVs no mamiferas de todos los tamanos

denominada Evpedia (www.evipedia.info) [172]. En ambas bases de

datos no sé6lo se encuentran las proteinas que componen las EVs, sino
que también se incluyen acidos nucleicos y lipidos asi como los

procedimientos usados para su purificacion.

Las EVs van a diferir en su composicion proteica dependiendo del
tipo de célula de origen pero van a compartir un conjunto de proteinas
entre todos ellas [173, 174]. Las primeras proteinas que formaran parte
de las EVs van a ser aquellas relacionas con su biogénesis, como por
ejemplo, el complejo SNAREs, Rab GTPasas, Flotilina-1 (asociadas a
rafts de membrana) o Anexinas (I, II, V y VI), e incluso aquellas
relacionadas con la formacion de los MVBs como ALIX y TGS101[150],
Clatrina [93] y chaperonas como Hsc70 y Hsp90 [173], las cuales se
encargan de cargar los péptidos dentro de las complejos mayores de

histocompatibilidad MHCI y II [175]. Otro grupo importante de
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proteinas son las proteinas pertenecientes a la familia de las
Tetraspaninas, con mas de 30 miembros, formadas por cuatro dominios
trans-membrana. Entre ellas las que se encuentran en mayor
proporcion tras ser purificadas por inmunoprecipitacion son CD63,
CD81, CD9, CD82, CD53 y CD37. Algunos tipos de células presentan
moléculas Uinicas en sus exosomas como es el caso de CD86 y MHCII y
la molécula de adhesion intercelular ICAM-I presente en exosomas de
células presentadoras de antigeno (DCs) una vez producida su
activacion [176, 177], revelando el origen endosomal de las exovesiculas
portadoras de estas proteinas. Otro tipo de proteinas encontradas en los
exosomas son las proteinas enzimaticas como la Enolasa, Aldolasa, ATP
citrato liasa, etc., proteinas encargadas en la transduccion de senales
(fosfatasa, Rho A, quinasas) y proteinas del citoesqueleto encargadas del
transporte de estas vesiculas como la Actina, la Tubulina, Miosina,
Cofilina, Vimentina entre otras. También se han encontrado en las EVs
histonas, proteinas ribosomales o del proteosoma, proteinas de
adhesion como las integrinas (a y ), lactoadhesinas, junto a las
tetraspaninas antes mencionadas, todas ellas resumidas en la Figura

1.19 [150].
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Figura 1.19. Representacion esquematica de la composicion bioquimica de

una EV canoénica [150].

En cuanto a la composicion lipidica, las EVs estan constituidas por
una bicapa lipidica similar a la de la membrana plasmatica, pero se
encuentran especialmente enriquecidas en ciertos lipidos asociados a
rafts de membrana como el colesterol (principalmente en linfocitos B),
ceramidas ( que participan en la diferenciacion de exosomas desde
lisosomas), esfingolipidos y fosfatidilglicéridos con largas cadenas de
acidos grasos saturados, asi como fosfatidilserina que se expone hacia

la cara citoplasmatica de la membrana plasmatica [157, 158, 161, 178].

Estudios sobre la diferencia en la composicion lipidica de los
exosomas en referencia a la célula de origen también han puesto de
manifiesto un incremento de ciertos lipidos en la membrana lipidica de
los exosomas como es el caso de los mastocitos y células dendriticas

donde sus exosomas son ricos en esfingolipidos pero no asi en
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colesterol, con bajo porcentaje de fosfatidilcolina pero con mayor
porcentaje de fosfatidiletanolamina que su célula de origen [138],
ademas de presentar una dinamica lipidica que le permitiria un mayor
movimiento entre las dos capas. Otros estudios sugieren todo lo
contrario, es decir, que los exosomas presentarian una composicion
lipidica similar a la de la membrana de la célula de origen, como es el

caso de los eritrocitos y sus exovesiculas [179].

En cuanto al glicocalix de las EVs, no fue hasta el anno 2011 donde
Batista et al. (2011) describieron un patron de glicosilacion conservado
en exosomas de células T, célula de melanoma y células de cancer de
colon y en exosomas presentes en leche humana [180]. Dicho patron se
caracteriza por ser altamente rico en N-glicanos complejos y en manosa,
a-2,6-acido sialico y polilactosamina. Al igual que con la composicion de
proteinas y de lipidos, el glicocalix de las EVs puede reflejar su origen
especifico, pero eso no ocurre de tal manera, sino que éste parece ser
que se especializa dependiendo del tipo de vesicula, de sus condiciones
fisiologicas y de la diana a la que se dirija dicha EV [181]. En general,
este glicocalix parece ser estar formado por una mezcla compleja de
proteinas modificadas por N-ligandos (ligados a asparagina) y O-
ligandos (unidos a serina o treonina) y una variedad de
glicoesfingolipidos, potencialmente oligosacaridos (GSL). Las lectinas,
con funcion de adhesion a carbohidratos han sido usadas mediante
técnicas de citometria de flujo en el estudio de los carbohidratos

presentes en las EVs [182].

El papel del glicoma de las EVs esta directamente relacionado con
la funcion que desempenan como se demostréo en ensayos de invasion
tumoral mediante la incubacion con EVs secretados por células de
cancer de mama (MCF-7) y de EVs secretadas por células epiteliales
normales (WTERT-MV), las cuales promovian dicha invasion y ademas

presentaban un alto grado de glicosilacion [183].
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Por ultimo, uno de los componentes mas importantes con respecto
a su funcion en la comunicacion intercelular que transportan en su
interior las EVs son los mARNs y miARN, encontrados en EVs de
mastocitos de raton y de humano [184]. La cantidad de ARN presente y
que tipo de ARN transporta también va a depender del tipo de célula de
origen. Los miARN son pequenos ARN no codificantes que se procesan
post-transcripcionalmente en la célula hospedadora y se liberan de la
célula hacia el espacio extracelular transportados en las EVs,
encontrandose dichos miARN en EVs aisladas de suero y saliva. Estos
miARN estan involucrados en el silenciamiento post-transcripcional de
los genes, y actuarian en la patogénesis de muchas enfermedades como
es el caso de los miARN del virus Epstein Bar (EBV) secretados por la
célula infectada, alterando la comunicacion célula-célula [185], o del

VIH [186], donde actian inmuno-modulando la respuesta inmune.

El estudio de la composicion molecular de las EVs potencia su uso
para el diagnostico de enfermedades humanas ya que como
anteriormente se explica, dicha composiciéon depende del tipo de célula

de origen y de su estado fisiologico [187].
1.5.3 EVS EN ENFERMEDADES INFECCIOSAS PARASITARIAS

Ademas de en enfermedades derivadas de un mal funcionamiento
organico o carcinogénesis, las EVs también juegan un papel muy
importante en las enfermedades producidas por agentes infecciosos. Se
conoce la capacidad de las células de mamifero infectadas por
patogenos, e incluso por priones, de liberar exosomas y de poseer la
capacidad de inmunomodular la respuesta inmune en las parasitosis

provocadas por parasitos nematodes y trematodes [188].

El virus VIH-1 ha desarrollado una estrategia mediada por
exosomas capaz de manipular la maquinaria de la célula hospedadora

mediante la transferencia de proteinas, ARN (miARN y ARNs) desde las
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células infectadas hacia las no infectadas como se ha demostrado en
macrofagos [189]. En concreto, este virus ha desarrollado una
estrategia denominada “The Trojan horse hypothesis of HIV trans-
infection”, en la que el virus entraria en las células dentriticas maduras
y quedarian retenidos en los MVBs, donde seguirian el mismo proceso
usado por los exosomas de las células dendriticas para la diseminacion
antigénica amplificando la presentacion de antigenos durante el proceso

de invasion [190].

En enfermedades producidas por bacterias patogenas también se
conoce la liberacion de EVs, en este caso denominadas OMVs, mediante
las cuales las bacterias Gram negativas son capaces de comunicarse
con células procarioras y eucariotas, ademas de llevar consigo factores
de virulencia que les sirven para la uniéon e invasion, producir
citotoxicidad e inmunomodular la respuesta inmune [191, 192]. Un
ejemplo de esto ocurre en Mycobacterium tuberculosis y M. bovis
donde ambos van a infectar macrofagos que liberan exosomas que
contienen antigenos procedentes de dichas bacterias y que son capaces
de activar la respuesta inmune innata y adquirida en el hospedador

[150, 193].

Dentro del tipo de enfermedades infecciosas con sintomatologia,
alguna de ellas muy graves , estan las enfermedades infecciosas

parasitarias [194] (Figura 1.20)
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Figura 1.20. Representacion geografica de alguna de las enfermedades
parasitarias mas importantes segin la organizacion mundial de la salud

(OMS)[194].

El estudio de EVs liberadas por parte de estos parasitos en los
ultimos anos ha revelado el papel que juegan en la infectividad y el
consecuente desarrollo de la enfermedad que provocan dichos parasitos
en su hospedador. Dentro de las enfermedades parasitarias, la mas
extendida en el mundo es la Malaria, producida por el protozoo parasito

del género Plasmodium [195].

La presencia de EVs circulantes durante la invasion por
Plasmodium ha sido revelada en estudios con personas infectadas por el
parasito [196]. Estudios en ratones infectados con P. yoelii, forma no
letal de la malaria y propia de roedores, donde los protozoos presentan
tropismo por los reticulocitos, revelaron la existencia de exosomas que
contienen proteinas tanto del parasito como del hospedador, y que
actuaban en la modulacion de la respuesta inmune [197]. Mas
recientemente, se ha demostrado el papel de estas EVs en la

patogénesis de la enfermedad [198].
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Entre los kinetoplastidos también se ha encontrado la liberacion de
EVs. Entre los mas importantes se encuentra Trypanosoma brucei, T.
cruzi y Leishmania spp. El primero de ellos produce la enfermedad del
sueno, endémica del continente africano, cuya estrategia de
supervivencia se basa en la variacion antigénica. La primera
caracterizacion de los exosomas de T. brucei se llevo a cabo en el ano
2001 [199]. Estudios posteriores sobre la caracterizacion proteica de
estas vesiculas demostro la gran variacion antigénica existente en este
parasito, también reproducida en sus EVs liberadas, con un total de
444 proteinas identificadas, entre las cuales se encontraban 14 familias
de proteasas las cuales podrian jugar un papel muy importante en la

evasion del sistema inmune [200].

Otro de los kinetoplastidos mas extendidos a nivel mundial es
Leishmania spp. [201]. Al conjunto de las principales afecciones que
causa Leishmania spp. se denomina leishmaniosis, caracterizada por
provocar ulceraciones cutaneas o mucocutaneas, asi como afecciones
viscerales. El tipo de patologia que produce depende tanto del estado
del hospedador como de la cepa y de la especie de la que el hospedador
se infecte. Al igual que el resto de los kinetoplastidos, Leishmania spp.
es un parasito obligatorio intracelular en su hospedador vertebrado, y
cuyas formas intracelulares, también Illamadas amastigotes, se
encuentran en el interior de los macrofagos donde sobreviven. Frente a
este ambiente hostil, el parasito secreta exosomas de entre 30-70 nm de
tamano, como se ha observado en dos cepas diferentes como L.
donovanni y L. mexicana, incluyendo el estudio sobre las condiciones
que afectan a dicha liberacion como son la temperatura, o las
condiciones de pH, donde los pH acidos inhiben dicha secrecion como
demostraron Silverman et al. (2010) [202]. Una vez mas, estudios
realizados con macrofagos infectados por Leishmania spp. mostraron la

liberacion de exosomas con proteinas derivadas del parasito, como fue
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el caso del descubrimiento de la proteina gp63, la principal
metaloproteasa de superficie de Leishmania spp., encontrada en
exosomas liberados por macrofagos J774 infectados con el parasito
[203]. El papel inmunomodulador de los exosomas secretados por L.
major y L. donovani también ha sido estudiado, demostrandose la
capacidad de inducir la produccion de IL-8 por parte de los macrofagos,
lo que provoca el reclutamiento de los neutrofilos en el lugar de la
infeccion [204]. Recientemente, se ha detectado la presencia en las
exovesiculas secretadas por L. major de la subunidad TERT del enzima
Telomerasa [205], la cual es capaz de aumentar su actividad en las
mitocondrias y nucleo del parasito durante un proceso de estrés
oxidativo al que se expusieron los promastigotes en presencia de
distintas concentraciones de H202. La posible finalidad de este
fenomeno quizas sea la de proteger el ADN mitocondrial y nuclear
durante el proceso de activacion del macrofago y la subsiguiente

liberacion de H2Oo.
1.5.4 EXOVESICULAS SECRETADAS POR TRYPANOSOMA CRUZI

Las EVs de T. cruzi forman parte de su secretoma, junto con todas
las proteinas que secretan al medio extracelular por otras vias. La
primera evidencia de la secrecion de vesiculas derivadas de membrana
por este protozoo parasito fue en 1979, donde da Silveira et al. [206]
obtuvieron estas vesiculas mediante estudios de M.E.T y criofractura de
las formas epimastigotas, las cuales parecian tener dos origenes,
observandose vesiculas derivadas de la membrana plasmatica y de la
bolsa flagelar. Ademas de en epimastigotes, estas vesiculas se
encontraron en el medio de cultivo de las formas TCT, en un proceso
dependiente de la temperatura e independiente de la presencia de
proteinas o suero inmune en dicho medio, y que ademas aparecian en

las diferentes cepas analizadas [207].
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Recientemente, Bayer-Santos et al. [208] Analizaron el proteoma de
dos poblaciones diferentes de vesiculas secretadas por epimastigotes y
tripomastigotes metaciclicos de la cepa Dm28c de T. cruzi, previamente

transfectados con el gen de la proteina GFP (Green fluorescent protein).

A partir del cultivo de ambos en ausencia de SBF en el medio de
cultivo y tras 6 h de incubacion a 28 °C, obtuvieron por un proceso de
ultra centrifugacion diferencial, dos poblaciones de vesiculas que fueron
analizadas por 2D LC-MS/MS. Dichas vesiculas, tanto de E como de TM
tenian un tamano comprendido entre 100 y 200 nm y provenian de
MVBs encontrados en la cercania de la bolsa flagelar junto con
vesiculas parecidas a exosomas en su interior, las cuales presentaban
un tamano <100nm. Ademas en dichas vesiculas, se detectaron
proteinas de superficie del parasito mediante western blot, como son las

proteinas gp82, gp35/50 y FCaBP (proteina flagelar de union a calcio).

El analisis protedomico probé la presencia de aquellas proteinas que
se encuentran en las EVs de las células de mamiferos asi como
proteinas chaperonas de choque térmico, proteinas implicadas en el
transporte y fusion de membranas, transcripcion y sintesis de
proteinas, proteoliticas y peptidoliticas, de uniéon a acidos nucleicos,
etc. Ademas también se encontraron proteinas que intervienen en la
interaccion parasito-célula y senalizacion, con un porcentaje
practicamente igual tanto en E como en TM (3.2 y 3.8 %
respectivamente, del total de proteinas encontradas). Entre ellas, la
superfamilia de proteinas MASP, encontradas en este caso en

epimastigotes [208].

En los organismos eucariotas y como también ocurre en los
tripanosomatidos, las proteinas se secretan mediante la via clasica de
senalizacion por el péptido senal que se dirigen hacia el reticulo

endoplasmatico y al aparato de Golgi, para ser eliminado y secretarse la
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proteina sin dicho péptido. No obstante, también existen proteinas que
no presentan dicho péptido senal, las cuales son secretadas por la via
no clasica a través de los ectosomas y los exosomas [209], suponiendo
éstas ultimas la mayoria de las proteinas secretadas por T. cruzi, donde

solo el 9 % presenta dicho péptido senal [194, 210, 211].

La presencia de las principales proteinas pertenecientes a las
grandes familias de proteinas de superficie del parasito que poseen un
papel importante en el proceso de interaccion e invasion de la célula
hospedadora en las EVs, puso de manifiesto la participacion de estas
vesiculas en dicho proceso de invasion. El miembro de la familia de las
trans-sialidadas, Tc85, presente de forma mayoritaria en la superficie de
los tripomastigotes, se encontro en EVs liberadas por tripomastigotes a
través de la bolsa flagelar unidas a la membrana de la vesicula
mediante anclaje por GPI [212]. Otras proteinas son liberadas en EVs
secretadas a través de la membrana plasmatica pueden no poseer el
dominio GPI posiblemente por la accion de una Fosfolipasa C endogena,
como puede ser el caso de la proteinas MASP52 liberada al medio de

interaccion parasito célula [127].

Los tripomastigotes y los amastigotes son capaces de secretar
todas las proteinas que han sido descritas en los procesos de virulencia
del parasito como es la interaccion e invasion de la célula hospedadora,
la evasion del sistema inmune y la patogénesis de la enfermedad de
Chagas, siendo a su vez usadas como marcadores para el diagnostico

de la enfermedad [194].
1.6 RESPUESTA INMUNE Y EVASION MEDIADA POR T. CRUZI

La enfermedad de Chagas, como anteriormente se menciono,
presenta dos fases, una fase aguda y una fase cronica. Durante la fase
aguda se produce una fuerte inhibicion del sistema inmune del

hospedador tras el reconocimiento del parasito por parte de las células
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de la inmunidad innata como son los linfocitos By T ( CD4* Th1l y CD8*
T), células dendriticas, macréfagos, linfocitos NKT y de células NK que
producen citoquinas pro-inflamatorias para contrarrestar la infeccion
[213, 214]. La interaccion de T. cruzi con los macrofagos y las células
dendriticas se produce a través de los receptores Toll-like Receptors
(TLRs), que actuan mediando el reconocimiento de determinadas
moléculas en los patégenos denominadas como patrones moleculares de
reconocimiento o PAMPs. En el caso de T. cruzi, la interaccion se realiza
mediante TLR2 [215], TLR4 y TLR9 a través de la union de las mucinas
unidas al GPI en la superficie del parasito o moléculas similares a

mucinas en su forma sializada (Figura 1.21) [216].
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Figura 1.21. Representacion esquematica de la respuesta inmune

dependiente de TLR activada por T. cruzi (218).

Este reconocimiento provoca la activacion de la via de senales por
NF-kB, que conlleva a la produccion de citoquinas pro-inflamatorias de

la respuesta innata, como son la IL-12, IL-1, II-10, TNF-a y NO (6xido
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nitroso). La interaccion de las mucinas del parasito con TLR2 provoca la
secrecion de IL-12 por parte del macrofago que regula la produccion de
IFN-y a través de la proliferacion de células Th1l y NK [217]. A su vez, el
IFN-y va a activar a los macrofagos de nuevo para producir especies
reactivas de nitrogeno (NO) con actividad citotoxica y citoestatica,
suponiendo la primera barrera de control de la parasitemia [218].
Ademas de las proteinas de superficie ancladas a GPI, los
tripomastigotes secretan otra tipo de proteinas capaces de activar a
TLR2 tanto en células inmunes humanas como de murinos,
denominada Tc52, que también induce de la misma forma la respuesta

pro-inflamatoria por activacion de los macrofagos [219].

La participacion de TLR4 en dicha actividad pro-inflamatoria se
debe al reconocimiento por su parte de glicoinositolfosfolipidos (GIPLs),
presentes en la superficie de T. cruzi [220], que activan las vias de
senalizacion a través de CD14 con la subsecuente produccion de
citoquinas como IFN-y que inmunomodula la respuesta frente al
parasito [221]. Experimentos con ratones knock-out para TLR9 (tlr9/-)
infectados con T. cruzi mostraron una alta parasitemia en comparacion
con ratones Wilde type infectados, ademas de presentar bajas
concentraciones de IL-12 e IFN-y [222], inmunodulando la respuesta en
cooperacion con TLR2 a través de MyD88, una proteina adaptadora de

los TLRs para activar el factor de transcripcion NF.«B.

Ademas de la activacion por el reconocimiento por TLRs, las
mucinas presentes en la superficie del parasito provocan un efecto
mitogénico en los linfocitos CD4*. Este efecto se produce mediante la
union de residuos de acido sialico unidos al esqueleto peptidico de las
mucinas con receptores tipo lectina expuestos en dichos linfocitos,
concretamente por el receptor CD3, provocando asi el bloqueo de la
progresion de la fase G1 celular y, por tanto, su capacidad de division

[223, 224].
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Otro factor con actividad mitogénica tanto en la interaccion
parasito-célula hospedadora como en la regulacion de la secrecion de
IL-12, es la cascada de proteinas MAPK, que conlleva a la diferenciacion
de las células Th hacia Thl [225] por la via ERK1/2, liberando IL-2,
IFN-y y TNF-a/B. A su vez la via ERK1/2 modula la produccion de IL-10
[226] que induce la diferenciacion de las células Thl hacia Th2,
modulando de la misma manera la respuesta mediante la liberacion de
citoquinas anti-inflamatorias como IL-4, IL-5, IL-9 e IL-13, exacerbadas
en las reacciones alérgicas y presentes en la respuesta frente patogenos
extracelulares [227]. Por lo tanto, IL-10 puede actuar como un inhibidor

de la respuesta inflamatoria para prevenir el dano tisular.

El proceso de fagocitosis que inician los macrofagos es la primera
respuesta del sistema inmune frente a una infeccion por un patégeno,
en el que el reconocimiento del patégeno conlleva a la opsonizacion y
actuacion del sistema del complemento del hospedador, produciendo su

lisis y muerte [228].

T. cruzi, junto con otros parasitos como Leishmania spp., €s capaz
de evadir al sistema del complemento mediante glicoproteinas capaces
de regular el complemento o CRP [229] por union no covalente a los
componentes del complemento C3b y C4b, inhibiendo el ensamblaje del
componente C3 convertasa con actividad proteolitica. Otras
glicoproteinas presentes en la superficie de las formas infectivas de T.
cruzi son las trans-sialidasas que van a inactivar al complemento
mediante la union a sus extremos [B-terminales de residuos de acido
sidlico que van a ser transferidos desde los gliconjugados del
hospedador, inhibiendo la via alternativa del complemento de la misma

manera que las proteinas CRP [230, 231].

Se ha demostrado la presencia en el suero de pacientes con

Chagas de anticuerpos anti-Gal, IgGs con capacidad de union a
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residuos de oligosacaridos Gal-a-1-3-Gal de los glicolipidos y
glicoproteinas de los parasitos, formando inmunocomplejos de
reconocimiento que activan la cascada de senales para la lisis mediada
por el sistema del complemento [232]. A pesar de esto, dichas
glicoproteinas presentes en las formas infectivas del parasito van a
contrarrestar esta accion, en concreto se conoce que la glicoproteinas
gp160 se van a unir al componente del complemento C3b/C4b de la via
alternativa inhibiendo su actividad convertasa, responsable de la

opsonizacion del parasito.

Otro elemento que actiia como inhibidor del complemento es la
glicoproteina gp58/68, un receptor de fibrinégeno y colageno en la
superficie de T. cruzi, cuyo efecto inhibidor se debe a su interaccion con
el factor B con actividad hemolitica del complemento en lugar de con el
componente C3b como en anteriores casos [233]. Por ultimo, también es
conocida la capacidad de inhibir la lisis mediada por el complemento de
la proteina Calreticulina de T. cruzi (TcCRT) mediante la interaccion con
Clq de la via clasica del complemento mediante el uso de anticuerpos
anti-F (ab')2 frente a TcCRT que inhiben la union del complejo proteina-

C1q con la membrana de las células fagociticas [230, 234].

En los ultimos anos, el estudio sobre el papel de las EVs en
numerosas enfermedades tanto patégenas como no patégenas [150], asi
como el descubrimiento de la secrecion de estas vesiculas por parte de
protozoos parasitos, ha llevado a evaluar su implicacion en dichas
enfermedades [194, 211]. En 2012, Cestari et al (2012) [235]
demostraron mediante ensayos in vivo (en células THP-1) e in vitro (en
ratones infectados) la capacidad de los TM de aumentar hasta tres
veces la cantidad de PMVs (vesiculas derivadas de membrana
plasmatica) secretadas por parte de dichas células (sanguineas y
linfoides) durante la fase aguda de la enfermedad. Estas intervenian en

la inactivacion de C3b por la via clasica y de la via de union a Lectinas
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(62 y 56 % respectivamente), frente al 37 % de la via alternativa y, por lo
tanto, evitaban la lisis del parasito por el complemento. Ademas, se vio
que las moléculas de TNF-f3 transportadas en las vesiculas promovian la
infeccion en ratones por parte de los parasitos debido al efecto

inmunomodulador de dicha citoquina (Figura 1.22).
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Figura 1.22. Papel de las EVs secretadas por Trypanosoma cruzi en la inmuno

modulacion y evasion de la respuesta por el hospedador [211].

La balanza entre el ataque del sistema inmune del hospedador y la
capacidad inmunomoduladora del parasito converge hacia la progresion
de la enfermedad hasta la fase cronica. Entre la fase aguda y la fase
cronica existe una fase intermedia donde los niveles de parasitemia en
sangre son bajos debido a la actuacion de todas las células de la

inmunidad innata que contrarrestan al parasito mediante su muerte.

Los macrofagos van a secretar IL-10 y TGF-fB que actuan
inhibiendo la produccion de IFN-y por parte del parasito confiriendo

resistencia a la infeccion [214]|. Ademas de la respuesta Thl se ha
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identificado otro tipo de respuesta en el hospedador infectado por T.
cruzi mediada por la interleucina IL-17 [236]. Este tipo de respuesta se
estudi6o en modelos in vivo de ratones deficientes de IL-17 frente a
controles infectados con T. cruzi mostrando los primeros fallos

organicos y un aumento en sangre de marcadores del dano tisular
[237].

Por tanto, la presencia de esta IL-17 es esencial para la muerte del
parasito [236]. La expresion de IL-17 esta asociada a una mejor funcion
cardiaca en pacientes chagasicos con cardiopatias, sugiriéndola como
un factor de proteccion frente al dano cardiaco [238]. Las células B de
la zona marginal del bazo de ratones infectados son la principal fuente
de IL-17, produciéndola mediante la via independiente de RORyt
inducidas por las trans-sialidadas de T. cruzi [239] (Figura 1.23).
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Figura 1.23. Produccion de IL-17 por células B activadas directamente por T.
cruzi [240].
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La sintesis de IL-17 por parte de las células B activadas no
depende de ninguno de los activadores usuales para dicha respuesta en
los linfocitos T CD4* incluyendo la IL-6, TGF-p, IL-23, RORyt, RORa o
Ahr, y tampoco depende de la senal generada por la presentacion de un
antigeno a los receptores de dichas células, ni de la senal policlonal a
través de los TLR asociados a MyD88 como si ocurre en el caso de la
produccion de IL-12 por las células T y células linfoides innatas como
consecuencia a un respuesta asociada a PAMPs [241]. En este caso,
esta respuesta esta asociada con las trans-sialidasas presentes en la
superficie del parasito. Bermejo et al. (2013) [239] demostré que las
trans-sialidasas presentes en la superficie de las formas infectivas
tienen capacidad de disparar la produccion de células B productoras de
[1-17, de forma dosis dependiente, y en concreto, su dominio SAPA
presente en el extremo N-terminal, implicado en la patogénesis de T.
cruzi debido a su actividad enzimatica, esta implicado en dicha
induccion en la produccion de IL-17 como se demostro mediante el uso
de una proteina natural con una mutacion puntual (Tyr342His), la cual
carecia de actividad enzimatica asi como mediante el uso de
anticuerpos monoclonales con efectos neutralizantes frente a dicha

region de las trans-sialidasas.

Ademas de este dominio y de su actividad, el receptor CD45 o Btk
presente en la superficie de los linfocitos T y el cual recibe el residuo de
acido sialico de la trans-sialidasa, también esta implicado en la
produccion de IL-17 como se demostré mediante el uso de inhibidores
especificos del mismo, los cuales provocaban una disminucién en los
niveles de IL-17 en ensayos realizados sobre cultivos de células B co-
incubadas con dichos inhibidores y tripomastigotes de T. cruzi
produciéndose una disminucion de IL-17A y IL-17F. Por lo tanto, las

trans-sialidasas de T. cruzi activarian al receptor CD45 mediante la
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union de residuos O-glicosilados provocando la cascada de senales para

la transcripcion del gen de il17 dependiente de Scr y Btk [239].

A pesar de la proteccion frente a infecciones por determinados
patogenos que proporcionan la activacion de las células B productoras
de IL-17, esta respuesta inmune también seria la responsable de
provocar inmunopatologias asociadas a enfermedades cronicas

inflamatorias [241, 242].

Una cardiopatia tipica provocada por la enfermedad de Chagas se
produce como consecuencia del escape de los parasitos al sistema
inmune. Los tripomastigotes presentes en el torrente sanguineo van a
ser capaces de escapar a estos elementos de proteccion llegando hacia
los tejidos cardiacos invadiendo los cardiomiocitos y estableciéndose en
el corazon de forma cronica aunque investigaciones recientes también
sugieren que 7T. cruzi accede a dicho tejido solo de manera eventual
[243]. Durante la fase aguda, aparece un pico de parasitemia a los 14
dias post-infeccion, y existe una respuesta elevada de anticuerpos
frente al parasito como consecuencia de la respuesta policlonal de los
linfocitos B activados, produciéndose en mayores niveles el isotipo

IgG2a e incrementandose los niveles de IgM, IgG1, 1gG3 e IgG2b [244].

Sin embargo, esta produccion de anticuerpos, primeramente poco
especificos frente a una gran variedad de antigenos vitales para el
parasito, puede conllevar a reacciones cruzadas frente a los tejidos
cardiacos durante la infeccion (mimetismo molecular) [245] (Figura

1.24).
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Figura 1.24. Representacion grafica de la evolucion de la respuesta inmune
en el hospedador desde la fase aguda hasta la fase cronica en el caso de

Chagas cardiaco [23].

La produccion de auto anticuerpos por células B y T autoreactivas
frente a miosina, actina y laminina presentes en el tejido cardiaco se
produce durante la fase aguda de la enfermedad. Esto junto con la
presencia de moléculas del parasito con homologia a moléculas
humanas, como por ejemplo, la proteina Calreticulina, conocida
también por producir autoinmunidad en enfermedades como el Lupus
eritematoso sistematico [246] o artritis reumatoide [247], podrian ser los
responsables de la respuesta inflamatoria en las cardiopatias por
Chagas [248] y de la persistencia del parasitismo a bajos niveles en las

fibras cardiacas [249].

La enfermedad de Chagas no siempre discurre hacia una
cardiopatia (20-30 %), sino que se pueden presentar pacientes
infectados sin ningun tipo de afeccion (70 %) y otros con sindromes
digestivos. En el caso de las patologias asociadas al tracto digestivo (10

%) [20], se deben al dano producido sobre los nervios del plexo

74



Introduccion

mientérico  provocando descoordinacion en los movimientos

peristalticos, hipertrofia muscular y dilatacion [250].

En los pacientes chagasicos con patologias digestivas existe un
balance entre las citoquinas TNF-a/IL-10, con una mayor produccion
de IL-10 [251], TNF-a estimula la inflamacion y la expresion de la
enzima oxido nitrico sintetasa para producir NO, mientras que IL-10
realiza el proceso contrario junto con IL-4 capaz de inhibir la actividad
microbicida de los macrofagos [214]|. Los pacientes con patologia
indeterminada presentan los mismos niveles de citoquinas que los
pacientes digestivos. Por tanto, la inmunosupresion del sistema inmune
en la forma digestiva de la enfermedad de Chagas seria la responsable

del dano del sistema nervioso mientérico.

Por todo esto, la respuesta inmune del hospedador y la capacidad
de evasion de dicha respuesta dependera del tipo de o6rgano que el
parasito infecte, relacionandose esto ultimo con el linaje al que
pertenece el mismo como ha sido recientemente demostrado por Lewis

et al. [252].
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2 OBJETIVOS

La presente tesis se ha enfocado en los siguientes objetivos:

1. Identificar las EVs secretadas por las diferentes formas

biologicas de Trypanosoma cruzi.

2. Evaluar la capacidad de secrecion de dichas EVs por parte de T.

cruzi en diferentes condiciones fisiologicas.

3. Identificar la presencia de las proteinas pertenecientes a la
superfamilia MASP, especifica de Trypanosoma cruzi en dichas EVs,
utilizando sus regiones constantes N- y C- terminal, correspondientes a

proteinas MASP inmaduras para su caracterizacion.

4. Evaluar la respuesta humoral frente a las regiones MASP N- y C-
terminal constantes en la secuencia de las proteinas MASP inmaduras

en sueros de pacientes cronicos en funcion de su patologia Chagasica.

5. Evaluar el papel que juegan dichas EVs y las proteinas
inmaduras contenidas en ellas en la evasion de la respuesta humoral

frente a las formas extracelulares de T. cruzi.
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3 MATERIALES Y METODOS

3.1 PARASITOS

Para los experimentos realizados en la presente tesis se utilizo al
protozoo parasito Trypanosoma cruzi, concretamente la cepa PAN4 y
CL-Brener pertenecientes a las cepas Tcl y TcVI respectivamente. La
cepa PAN4 fue aislada previamente de la sangre de un paciente varon
enfermo de Chagas residente en el Distrito de Arraijan, comunidad de
Burunga (Panama) en 2004 y donada a nuestro laboratorio en 2006 por

la Dra. A. Ying de la Universidad de Panama.

La fase epimastigote de T. cruzi fue cultivada en medio RPMI
suplementado con 10 % de Suero Bovino Fetal Inactivado (SBFI) (v/v) a
28 °C de temperatura y agitacion suave. Los cultivos se mantuvieron en
fase logaritmica de crecimiento (1x10® parasitos/ml) haciéndose

periodicamente resiembras para el mantenimiento de la cepa.
3.2 METACICLOGENESIS IN VITRO DE T. CRUZI

Para la obtencion de las formas tripomastigotas metaciclicas se
procedi6o a la induccion de la diferenciacion in vitro de las formas
epimastigotas mediante la metodologia descrita previamente por Osuna
et al. (1979 y 1990) [50, 253]. Para ello, se partio de un cultivo de
formas epimastigotas en fase logaritmica de crecimiento. El cultivo fue
centrifugado a 500 x g durante 10 min para obtener un pellet compacto
y eliminar el sobrenadante libre de parasitos. Se ajusté el numero de
epimastigotes mediante recuento en camara hemocitométrica de
Neubauer, hasta obtenerse wuna concentracion final de 5x104
parasitos/ml. Posteriormente se realizo un lavado mediante
centrifugacion en las mismas condiciones anteriores del pellet en una

solucion de HANKS. Finalmente, el pellet fue llevado a un volumen de
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10 ml de medio Grace’s modificado. Los cultivos fueron mantenidos
durante 7 a 9 dias en posicion horizontal en frascos de cultivo de 25
cm? de volumen y sin agitacion a 28 °C hasta observar una tasa de
transformacion del ~90 % mediante observacion y recuento en camara

de Neubauer.

3.3 OBTENCION DE LAS FORMAS AMASTIGOTAS Y
TRIPOMASTIGOTAS SANGUINEAS DE T. CRUZI A PARTIR DE CULTIVOS

CELULARES
3.3.1 Cultivo de células Vero

Siguiendo el ciclo celular de T. cruzi, para la obtencion de las
formas intracelulares amastigotes, y las formas tripomastigotas
sanguineas por ruptura de las células infectadas, se procedié al uso de
cultivo de células Vero. Dichas células fueron proporcionadas por el
banco de lineas celulares del Centro de Instrumentacion Cientifica
(CIC), de la Universidad de Granada, con el codigo internacional para

las células Vero de ATCC CCL-81.

El cultivo de las células VERO se realiz6 en frascos de cultivo de 75
cm? en cuya superficie crecen a modo de monocapa extendiéndose por
todo el frasco. Las condiciones de cultivo son 37 °C de temperatura y 5
% de CO2 en medio DMEM (10 % de SBFI (v/v)). El mantenimiento del
cultivo se realiz6 mediante la tripsinizacion de las células por la adicion
de una solucion de EDTA-Tripsina, previamente atemperado en un
bano a 37 °C, y la incubacion a 37 °C durante 10 min en la estufa de
cultivo, para permitir la total separacion de las células con la superficie
del frasco y su disociacion entre ellas. De esta manera, fueron
centrifugadas a 500 x g durante 10 min para la eliminacion del medio
de la solucion de EDTA-Tripsina sobrante y, tras un lavado con
solucion de HANKS, fueron resembradas de nuevo para obtener nuevos

cultivos.
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3.3.2 INFECCION DEL CULTIVO CELULAR

Para la obtencion de las formas amastigotes y tripomastigotes
sanguineos se procedié a la infeccion de las células Vero mediante la
incubacion con tripomastigotes metaciclicos. Previo a la infeccion del
cultivo, se llevo a cabo la sincronizacion del ciclo celular del cultivo de
células VERO. Para ello, se parti6 de un cultivo semi-confluente de
células a las que se le anadi6 medio DMEM (10 % de SBFI (v/v)) e
incubo con 25 mM de Timidina dejandolo en incubacion durante al
menos 9 h segin el método descrito por Osuna et al. (1984) [77]|para

facilitar la infeccion.

Tras la sincronizacion, las células fueron lavadas tres veces con
PBS y fueron puestas en contacto con los tripomastigotes metaciclicos
previamente lavados y re-suspendidos en medio DMEM (sin SBFI)
atemperado a 37 °C en bano. La relacion parasito: célula fue de 10:1.
Después de 12 h de incubacion de las formas infectivas de T. cruzi con
el cultivo de células VERO sincronizado, se procedié a retirar el medio
con los parasitos extracelulares y el cultivo se lavo cuidadosamente tres

veces con PBS y se le adicion6 nuevamente medio DMEM ( 10 % SBFI

(v/v)) .

Los cultivos se mantuvieron hasta un total de 7 dias a 37 °Cy 5 %
de CO2, haciendo un cambio de medio para evitar la muerte de las
células por agotamiento de nutrientes y consecuente acidificacion del

mismo.

3.3.3 PURIFICACION Y MANTENIMIENTO DE TRIPOMASTIGOTES

Y AMASTIGOTES DERIVADOS DE CULTIVO CELULAR INFECTADO

Tras la infeccion del cultivo de células VERO, se procedio a la
purificacion de las formas tripomastigotas sanguineas (T) y amastigotas

(A) liberadas al medio de cultivo como consecuencia de la ruptura de las
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células infectadas, de acuerdo al método descrito por Osuna et al.
(1986) [254], por centrifugacion en gradiente de Percoll como describio
Casstanys et al. (1984) [255]. Tras 96 h post-infeccion, las formas T
fueron colectadas por centrifugacion del medio a 300 x g durante 10
min. El pellet fue resuspendido en medio RPMI1640 hasta tres veces
para obtener las formas T. El cultivo infectado se mantuvo un total de
8 dias en medio DMEM suplementado con 10 % de SBFI. Tras esto, las
formas A fueron colectadas y purificadas por centrifugacion en

gradiente discontinuo de Percoll (1.100, 1.090, 1.080, and 1.070 g/ml).

Las formas T y A fueron mantenidas hasta 12 h en medio libre de

células como se explica en el siguiente apartado.
3.4. PURIFICACION DE EVs

3.4.1 PREPARACION DE MEDIOS DE CULTIVO CON SBF LIBRE DE
EVs

Con el fin de obtener EVs procedentes unicamente de todas las
formas cultivables in vitro de T. cruzi, asi como las liberadas por las
células VERO, las cuales son el objeto de estudio de esta tesis, se
procedio a la eliminacion total de EVs presentes en el SBF usado como
suplemento en todos los medios de cultivo que fueron utilizados

durante el desarrollo de la tesis. Para ello se siguio el siguiente método:

1°. Eliminacion de restos celulares: Centrifugacion del SBFI a baja

revolucion, 500 x g 10 min.

2°. Eliminacion de organulos y/o cuerpos apoptoticos: Centrifugacion
del SBFI filtrado a 17000 x g 20 min. El sobrenadante obtenido fue

filtrado por 0.22 ym de tamano de poro.
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3°. Eliminacion de microvesiculas (tamano > 100nm): Ultra
centrifugacion del SBFI obtenido anteriormente a alta revolucion

(100000 x g 1 h).

4°, Eliminacion de exovesiculas (tamano < 100 nm): Ultra
centrifugacion del SBFI resultante del paso tres a alta revolucion y
maxima duracion. 100000 x g 18 h. El suero resultante libre de
exovesiculas (U-SBFI) se filtr6 finalmente por un filtro estéril de 0.22 um

de tamano de poro y en condiciones de esterilidad.

Una vez eliminadas las exovesiculas presentes en el SBF, esté fue

usado para todos los experimentos posteriores.
3.4.2 AISLAMIENTO Y PURIFICACION DE EVs

Para la obtencion de exovesiculas secretadas por las distintas
formas del parasito se procedio al ajuste del numero de epimastigotes,
tripomastigotes sanguineos y amastigotes para un total de 1x10°
parasitos/ml por cultivo. Los amastigotes y tripomastigotes sanguineos
fueron mantenidos en medio RPMI1640 y 25 mM Hepes suplementado

con U-SBFI a un pH de 7.4 y 6.4 respectivamente.

En el caso de las formas epimastigotas (E), fueron centrifugados a
500 x g durante 10 min y posteriormente el pellet se lavo tres veces con
PBS para eliminar restos del SBFI del medio. Finalmente, los parasitos
fueron resuspendidos en medio RPMI 1640 suplementado con 10 % de

U-SBFI.

En el caso de los tripomastigotes metaciclicos, se preparé medio
Grace’s modificado con U-SBFI al 10 % (v/v) que fue anadido a partir
del momento en el que en el cultivo de transformacion de epimastigotes
a tripomastigotes metaciclicos hubo un 80 % de tasa de transformacion,
tras retirar el medio de transformacion suplementado con SBFI con

exovesiculas, mediante centrifugacion a 300 x g 10 min de los
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parasitos, y posteriores lavados con solucion de HANKS, y re-
suspendidos en el nuevo medio Grace’s modificado libre de

exovesiculas.

Los parasitos fueron mantenidos en sus respectivos medios
durante un tiempo de 12 h como minimo y un maximo de 72 h. Tras
este tiempo se retir6 el medio de secrecion de exovesiculas mediante

centrifugacion a 500 x g.

Por otro lado, para obtener las EVs secretadas en el momento de
interaccion parasito-célula, se procedié a la infeccion de un cultivo de
células VERO como se describié en el apartado 3.3.2, usando como
medio de cultivo medio DMEM sin SBFI. El medio de interaccion (MI)

fue recolectado tras 12 h de infeccion.

La viabilidad de los parasitos fue contrastada mediante
observacion al microscopio de los cultivos mediante tincion con azul

tripan, permitiéndose s6lo un 5 % de parasitos muertos.

Una vez obtenidos los medios que contienen las EVs secretadas de
cada una de las formas del parasito, las exovesiculas fueron purificadas
segun el método descrito por Lasser et al. ( 2012 ) [256]con algunas
modificaciones realizadas tras la nueva estandarizacion del método
publicado en 2013 por la Sociedad Internacional de Vesiculas

Extracelulares (ISEV) [257].

Los medios fueron centrifugados a 500 x g 15 min a 4°C. El
sobrenadante se sometio a una segunda centrifugacion a 17000 x g
durante 20 min a 4 °C para eliminar restos células, y posteriormente,
fue filtrado mediante un filtro de tamano de 0.2 um (Sartorius) para
eliminar particulas mayores de 200 nm. El sobrenadante filtrado se

paso a un nuevo tubo de centrifuga al que se le anadi6 inhibidores de
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proteasas libre de EDTA (Roche). Tras esto se someti6 a ultra-

centrifugacion a 100000 x g a 4 °C durante 1 h.

Este primer pellet contiene un primer grupo de exovesiculas al que
llamamos Ectosomas (ECs), y fue lavado con PBS al menos una vez
para eliminar “impurezas” como complejos de proteinas agregadas,

particulas de lipoproteinas y otros contaminantes.

Por otra parte, el sobrenadante de la primera ultra centrifugacion a
100000 x g (S1) se sometiéo nuevamente a ultra-centrifugacion a 100000
x g toda la noche. Este ultimo pellet se lavo tres veces en PBS para

finalmente obtener los exosomas.

Tanto los ectosomas como los exosomas fueron mantenidos en 50
ul de PBS con inhibidores de proteasas y 20 % de glicerol a -20 °C hasta

Su uso.

El proceso de ultra-centrifugado se llevé a cabo mediante el uso de
una ultra centrifuga Avanti J-30I (Beckman Coulter) con el rotor JA-
30.50 Ti y para los lavados para concentrar el pellet de Evs en tubos
eppendorfs se uso la ultra centrifuga Sorwal WX80 y el rotor Fiberlite™

F50L-24 x 1.5 Fixed-Angle Rotor .

3.5. IDENTIFICACION DE EVs

Con el fin de verificar la existencia de EVs secretadas por T. cruzi
cepa PAN4 se procedio a la observacion de las mismas ya sea en la
superficie del parasito como libres en el medio de cultivo o durante el

proceso de infeccion de una célula.

Para ello se uso la técnica de microscopia de barrido y microscopia

electronica de transmision como a continuacion se explica.
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3.5.1. MICROSCOPIiA ELECTRONICA DE BARRIDO

La técnica de microscopia electronica de barrido permite la
observacion mediante imagenes de alta resolucion de la superficie de

una muestra mediante la interaccion electron-materia.

Para la observacion de las tres formas del parasito obtenidas como
se describe anteriormente asi como de células infectadas por las formas
T del parasito, fueron fijadas sobre cubreobjetos de vidrio con solucion
de fijacion durante 24 h a 4 °C. Tras esto, las muestras se sometieron a
un proceso de deshidratacion en una serie de diluciones de etanol/agua
destilada al 10, 20, 30, etc., hasta 100 % de etanol con un segundo
cambio de etanol absoluto. El secado de las muestras se realizo
mediante punto critico con CO». Finalmente, las muestras se cubrieron
con una fina capa de Carbono durante 3 min para ser finalmente
observadas bajo el microscopio de barrido de alta resolucion ZEISS

Supra 40VP.
3.5.2 MICROSCOPIiA ELECTRONICA DE TRANSMISION

La microscopia electronica de transmision permite la observacion
de la ultra estructura celular mediante cortes ultra finos. Para ello la
muestra es fijada, deshidratada e incluida o no en una resina o bien de
muestras liquidas previa fijacion a un soporte o rejilla sobre la cual la
muestra se fija y se contrasta. Para la observacion de las EVs
secretadas al medio por las formas tripomastigotas procedentes de
cultivos celulares infectados se llevaron a cabo dos métodos diferentes

de tratamiento de las muestras.
A. Tincion Negativa

La observacion de las EVs (ectosomas y exosomas) se llevd a cabo

mediante la técnica de tincion negativa. Las muestras a estudio estaban
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constituidas por EVs (ectosomas y exosomas) aisladas y purificadas de

cultivos de tripomastigotes derivados de cultivos celulares infectados.
Para ello se sigui6 el método de la gota:
1. Se puso una gota (5-20 ul) de la muestra, sobre Parafilm.

2. Encima de la gota se coloco una rejilla de Niquel- Fomvar y se dejo

incubar la muestra durante 30 min.

3. Posteriormente, la rejilla se pasoé a una gota de agua bidestilada, y se

realizo un total de 3 lavados.

4. Tras esto, la rejilla se puso en una gota de 50 ul de agente de tincion

y se dejo incubar durante 30-90 seg.

5. Finalmente, las rejillas se secaron en un papel de filtro por un lateral

de la misma y se dejo secar completamente al aire.
B. Cortes Ultrafinos

Para una observacion mas concreta de las EVs, tanto libres como
en forma de cuerpos multivesiculares dentro de los parasitos, las
muestras fueron fijadas durante 2 h a 4 °C con fijador. Posteriormente,
se realizé6 un lavado con fijador, y otros tres lavados con PBS. Una vez
lavadas las EVs y los parasitos, las muestras fueron deshidratadas en
gradientes de etanol frio (-20 °C) (50, 70, 90 y 100 por dos veces) y se
infiltraron en una mezcla de etanol puro con resina LR White mediante

los siguientes pasos:
- Etanol 100 % mas LR White (3:1) durante 4h a -20 °C.
- Etanol 100 % mas LR White (1:1) durante 4h a -20 °C.

- Etanol 100 % mas LR White (1:3) durante 4h a -20 °C.
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- LR White dos cambios durante 4h a -20 °C.

Tras esto, las muestras incluidas se polimerizaron en capsulas de
resina con luz ultravioleta durante 48 h a -20 °C y posteriormente a TA
durante 24 h. Después del tallado de los bloques se procedio a la
obtencién de cortes ultra finos de 500 a 700A de espesor en ultra-
microtomo S o R {Leica), montados sobre rejillas de Niquel-Fomvar de

malla 300.

Tanto por el método de la gota como por cortes ultra finos, las
muestras son finalmente contrastadas en acetato de uranilo al 0.02 %.
La visualizacion de las rejillas se llevo a cabo en un microscopio de

transmision Libra 120 PLUS de Carl Zeis SMT.
3.5.3 DyNAMIC LIGTH SCATERING

Los analisis por Dynamic Ligth Scatering (DLS) son usados de
forma rutinaria para la deteccion de agregados en soluciones
macromoleculares, determinar el tamano de proteinas, acidos nucleicos

y complejos o para monitorizar la union de ligandos.

De esta manera se procedié a la determinacion del tamano de las
EVs presentes en el medio de excrecion de los cuatro estadios del
parasito. Para ello las muestras de EVs una vez purificadas fueron
resuspendidas en una solucion de 2 mg/ml de Albumina bovina de

suero (BSA) en solucion acuosa con NaCl 0.1M.

La medida fue llevada a cabo usando un sistema Zetasizer Nano

range system (Malvern Instruments).
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3.6 MEDIDA DE LA SECRECION DE EVS EN DIFERENTES
CONDICIONES DE CULTIVO MEDIANTE MARCAJE CON PRECURSORES

RADIOACTIVOS
3.6.1 LIBERACION DE EVS VS TIEMPO DE CULTIVO

Epimastigotes de T. cruzi cepa Pan4 (5x106 parasitos/ml) fueron
resuspendidos en 10 ml de medio MTL (sin leucina y suplementado con
10 % U-SBFI v/v) y 5 uCi/ml del precursor L-[4,5-3H]-Leucina (Perkin
Elmer). Los cultivos fueron incubados a 28 °C en distintos intervalos de
tiempo (0, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 16, 18, 20 y 24 h) retirandoles el medio con
el precursor en cada tiempo establecido. El medio con las EVs liberadas
y marcadas radioactivamente en cada periodo de tiempo fueron
purificadas mediante al protocolo de purificacion y aislamiento por

separado, como se describe en el apartado 3.4.2.

3.6.2 LIBERACION DE EVS EN CONDICIONES DE ESTRES

DE TERMICO

Cuatro cultivos de epimastigotes con una concentracion de 5x10°
parasitos/ml fueron resuspendidos en 25 ml de medio MTL (sin leucina
y suplementado con 10 % U-SBFI v/v) con 5 uCi/ml de del precursor L-
[4,5- 3H]-Leucina. Cada uno de ellos fue sometido a una temperatura
diferente (18, 28, 37 y 45 °C) durante 24 h. Transcurrido el tiempo de
incubacion, se recogieron los epimastigotes mediante centrifugacion y el
sobrenadante se uso para la purificacion de EVs como se describe en el

apartado 3.4.2.

3.6.2.1 LIBERACION DE EVS A DIFERENTES

TEMPERATURAS

Se utilizaron dos cultivos por separado de epimastigotes (5x10°
parasitos/ml cada uno) en 10 ml de RPMI (sin aminoacidos y 10 % U-

SBFI) y fueron incubados a 28 y 37 °C respectivamente durante 12 h.
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Por otra parte, también se utilizaron dos cultivos de tripomastigotes
metaciclicos (5x10® parasitos/ml cada wuno) en medio Grace’s
modificado (suplementado con 10 % U-SBFI) y se sometieron a las
mismas temperaturas y al mismo tiempo que los dos cultivos de
epimastigotes. Ademas, los cultivos de tripomastigotes se incubaron en
presencia de 100 ug/ ml de Lectina de germen de trigo (WGA = wheat
germ agglutinin) durante 4 h a 37 °C. Tras esto, el cultivo se dejo
decantar y el sobrenadante se centrifugdé a 500 x g durante 10 min. Se
obtuvo el pellet y se incubé6 con una solucion 0.1 M de N-

Acetilglucosamina en agitacion durante 30 min.

Las EVs de los cuatro cultivos fueron marcadas mediante 5 uCi/ml
del precursor radioactivo L-[4,5-3H]-Leucina. Pasado el tiempo de
incubacion, se retiré el medio de liberacion de EVs y se proceso segun el

protocolo descrito en el apartado 3.4.2.

3.6.2.2 LIBERACION DE EVS EN CONDICIONES DE

DEPRIVACION DE GLUCOSA

Epimastigotes de T. cruzi cepa Pan4 (5x106 parasitos /ml por
cultivo) fueron resuspendidos en medio MTL (suplementado con 10 %
de U-SBFI v/v) al que se le adicion6 50 mg/1 de 2- Deoxi — D- Glucosa
(Sigma). A cada uno de ellos se le anadi6o 5 uCi/ml de del precursor L-
[4,5-3H]-Leucina y fueron incubados 12 y 24 h a 28 °C

respectivamente.

Como control del experimento dos cultivos de epimastigotes con la
misma densidad se separaron en dos frascos de 25 cm? de superficie en
un volumen final de 25 ml de medio RPMI 1640 (suplementado con 20
% de U-SBFI v/v) con 5 pCi/ml del precursor L-[4,5-3 H]-Leucina e

incubados a 28 °C durante 12 y 24 h respectivamente.
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El sobrenadante de cada uno de los cultivos se obtuvo como se

describio en los apartado 3.4.2.

3.6.2.3 INHIBICION DE LA LIBERACION DE EVs
MEDIANTE A TRAVES DE AGENTES INHIBIDORES DEL

CITOESQUELETO

Un cultivo de epimastigotes (5x10° parasitos /ml) fue mantenido
en medio MTL (suplementado con 10 % de U-SBFI (v/v)) con 5 pCi/ml
de del precursor L-[4,5- 3H]-Leucina, marcandose durante 24 h a 28 °C.
A otro cultivo en las mismas condiciones de crecimiento se le anadio
ademas 10 ug/ml del inhibidor de la polimerizacion de los filamentos de
actina del citoesqueleto, Citocalasina B, durante 24 h. El sobrenadante
de cada uno de los cultivos se obtuvo como se describi6 en los apartado

3.4.2.

3.6.2.4 LIBERACION DE EVS DURANTE LA FASE S

DEL CICLO CELULAR

Partiendo de un cultivo de epimastigotes en fase exponencial de
crecimiento, se procedié a la sincronizacion del ciclo celular de cultivo.
Para ello, el cultivo fue lavado y transferido en medio fresco (RPMI
suplementado con 20 % (v/v) de U-SBFI) con 20 mM de Hidroxiurea. El
tiempo de incubacion fue de 30 h, en los que todos los epimastigotes se
sincronizaron en la fase S del ciclo celular. Tras esto, los parasitos se

lavaron 3 veces con PBS.

El numero de epimastigotes se ajusto a 2.5 x 10° parasitos/ ml en
10 ml de RPMI (sin SBF) y cada cultivo fue marcado con 1 puCi / ml de
los iso6topos radioactivos L-[4,5-3 H]-Leucina, T- [Metil-3H]- Timidina y
de U-[5-3H]-Uridina respectivamente. Los tiempos de marcaje fueron
4, 8, 12,16 ,20 y 24 h y la temperatura de incubacion la misma para

todos, 28 °C. Transcurrido el tiempo, los parasitos fueron centrifugados
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a 500 x g durante 10 min y el medio de cada uno de ellos fue usado
para la purificacion de las EVs liberadas durante el tiempo de marcaje
con cada uno de los precursores radioactivos, mediante la metodologia

descrita en el apartado 3.4.2.

3.6.3 DETERMINACION DEL MARCAJE RADIOACTIVO MEDIANTE

LA TECNICA DE CENTELLEO LiQUIDO.

Tras la obtencion de las EVs en todos los experimentos en los que
se realizo el marcaje con precursores radioactivos, se procedio a la
determinacion de la incorporacion de los mismos en las EVs. Para ello

se siguio el siguiente tratamiento a cada uno de las muestras:

Se adicion6 un volumen igual al que se encuentran las EVs
disueltas, de una solucion de albumina bovina (BSA) al 1 % (p/v) y TCA
(acido tricloroacécito) al 10 % (p/V) e incubandose 1 h a 4 °C para
permitir la precipitacion de las proteinas presentes en las muestras.
Tras la precipitacion de las proteinas se procedi6 a eliminar la solucion
de precipitacion mediante centrifugacion en microcentrifuga a 13000 x
g 15 min. Posteriormente los pellets se lavaron dos veces con una
solucion de TCA al 5 % (p/v). Finalmente para eliminar los restos de la
solucion de TCA se anadio el mismo volumen de etanol absoluto (99 %
grado molecular), seguido de un lavado con una solucion de etanol al
70 %. El exceso de etanol se elimin6é mediante evaporacion bajo flujo de

aire.

Una vez los pellets se secaron completamente, se re-suspendieron
en 50 ul de una solucién 0.1 N de NaOH. Finalmente, una alicuota de

los pellets se anadieron a 2 ml de liquido de centello.

La lectura de la radioactividad se realizd6 en un contador de

particulas Beckman LS 6000 Scintillation Counter.
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3.7 IDENTIFICACION DE PROTEINAS ESPECIFICAS DE T. CRUZI.
3.7.1 Inmunocitoquimica.

Para la inmuno-localizacion de las diferentes proteinas y péptidos
tanto en EVs como en parasitos, se procedio al marcaje mediante el uso
de anticuerpos especificos para cada uno de ellas, obtenidos mediante
inmunizacion en diferentes animales de laboratorio y posterior

obtencion del suero policlonal como se explica en el apartado 3.9.

El inmuno-marcaje se realizo sobre cortes ultra finos tanto de EVs
libres como de los parasitos y cultivos celulares infectados a distintos
tiempos preparados como se explico en el apartado 3.5.2. Tras esto se
procedid al bloqueo de las mismas mediante la incubacion de los cortes
ultrafinos con gelatina de teledsteo al 1 % en PBS durante 10 min a TA.
Seguidamente, se anadio tampon Glicina 0.02 M 10 min y finalmente,
se bloquearon con ovoalbumina al 1 % en PBS durante 5 minutos a TA.
Tras esto, se procedio a la incubacion de cada rejilla con su
correspondiente anticuerpo primario, a una dilucion de 1/20y 1/50 en
ovoalbumina al 1 %. La incubacién con el anticuerpo primario fue de 2

h a TA en camara humeda.

Tras la incubacion con el anticuerpo primario se procedio al lavado
de las rejillas con PBS durante 5 min tres veces y posteriormente
incubadas con 20 ul de anticuerpo secundario marcado con oro
coloidal, de dos tamanos diferentes, 10 y 25 nm, a una dilucién 1/20 en
ovoalbumina al 1 % en las mismas condiciones anteriores. Por ultimo,
las rejillas se volvieron a lavar primeramente 5 min con PBS cinco veces
seguido de cinco lavados con agua ultra pura en un total de 25 min.
Las rejillas se dejaron secar y finalmente se contrastaron con acetato de
uranilo al 2 % y citrato de plomo de Reynolds. La observacion de las
mismas se llevd a cabo en un microscopio electronico de transmision

Libra 120 PLUS de Carl Zeis SMT.

97



Materiales y Métodos

3.7.2 WESTERN BLOT: DE LA PREPARACION DE MUESTRAS AL

BLOTTING.

La técnica de inmunoblotting o western blot es un meétodo que
consiste en la transferencia de proteinas en un gel de poliacrilamida
previa electroforesis SDS-PAGE a una membrana de filtro con el fin de
localizar proteinas en una muestra a través de la incubacion de la
membrana con anticuerpos especificos frente a la proteina en cuestion.
Esta técnica fue descrita por primera vez por Towbin et al. (1979) [258]
y es una de las técnicas de rutina mas utilizadas en los laboratorios
para la identificacion de proteinas. La metodologia a seguir se describe

en los siguientes apartados.

3.7.2.1 OBTENCION DE PROTEINAS TOTALES Y

EVs DE T. CRUZI

El primer paso para la realizacion de la técnica de western blot es
la obtencion y preparacion de muestras. En este caso se partié de un
cultivo de epimastigotes, tripomastigotes sanguineos y amastigotes de
1x107 parasitos/ml. y de EVs de las tres formas del parasito como se

describio en el apartado 3.4.

Para la obtencion de las proteinas totales, pellets de Epimastigotes,
tripomastigotes sanguineos y Amastigotes se sometieron a ciclos de
congelacion/ descongelacion -20 °C/0 °C durante 16 h lentamente.
Tras esto los pellets se resuspendieron en tres volumenes de solucion
de lisis (v/p) se incubaron durante 10 min en hielo. Pasado este tiempo,
el pellet se sonico 2 min en ciclos de 10 seg con 10 seg de descanso
entre ciclos. Finalmente, se centrifugaron 10 min a maxima velocidad
para eliminar restos y el sobrenadante se pas6 a un nuevo tubo

eppendorf de 1.5 ml.
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Con el fin de obtener una muestra concentrada de proteinas en el
minimo volumen posible, se procedié a precipitarlas mediante una
mezcla (1:1) de Acetona/ TCA al 10 % anadiendo tres veces del volumen
inicial dejandose precipitar a 0°C durante 12 h. La mezcla acetona/TCA
fue eliminada por centrifugacion a maxima velocidad durante 10 min y
se le realizo al pellet de proteinas tres lavados con acetona pura fria (-20
°C). Finalmente, la acetona se eliminé y el boton se dejo secar a TA bajo
un flujo de aire laminar en la camara de extractora de gases. El boton

de proteinas se guardoé a -20 °C hasta su uso.

En el caso de las EVs, tras el proceso de purificacion éstas se
resuspendieron en solucion de lisis y se dejaron incubar 10 min en
hielo. Posteriormente, se sometieron a un ciclo de sonicacion de 5 min
tres veces y se centrifugaron a 12000 x g durante 30 min. El

sobrenadante se guardo a -20 °C hasta su uso.
3.7.2.2 CUANTIFICACION DE PROTEINAS.
A. Muestras de EVs. Método Micro BCA.

Para la determinacion de la concentracion de proteinas en
muestras de ecto y exosomas fue necesario el uso de un método con
mayor sensibilidad debido a la poca cantidad de EVs aisladas en cada
ultra centrifugacion. Para ello se uso6 el kit comercial Micro BCA Protein

Assay (Thermo Scientific).

Consiste en una formulacion de acido bicinconinico compatible con
detergente para la deteccion colorimétrica y cuantificacion de proteina
total. El kit Micro BCA ha sido optimizado para el uso con muestras de
proteinas diluidas (0.5-20 pg/ml). El método se basa en un reactivo
detector para Cul*, el cual es formado cuando el Cu?* es reducido por
una proteina en un ambiente alcalino. Un producto de reaccion de color

purpura se forma por la quelacion de dos moléculas de BCA con un ion
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cuproso (Cul*). El complejo soluble en agua muestra una fuerte
absorbancia a 562 nm que es lineal con el incremento de la

concentracion de proteinas.

Para la determinacion de la concentracion de proteinas en las
muestras de EVs primero realizamos una curva estandar con
concentraciones conocidas de Albumina de suero bovino (BSA) (Tabla

1).

Tabla 1. Curva estandar con BSA mediante Micro BCA.

Vol. Vol. BSA
Diluyente(nl) (1mg/ml)
1 100 0
2 99 1
3 95 S
4 90 10
5 80 20

El diluyente (WR) que provoca la reaccion, se preparo utilizando
una mezcla que contuvo 25 partes del reactivo MA del kit y 24 partes
del reactivo MB del kit con una parte del reactivo MC (25:24:1;
MA:MB:MC). Se prepararon tres réplicas por cada muestra de la curva
patron asi como de las muestras problema. De cada muestra se anadi6
S ul en 95 ul de diluyente. Un total de 100 ul por cada estandar y
muestra es anadido a una microplaca de 96 pocillos (Thermo) y fue

agitado durante 30 seg. Seguidamente se incub6é durante 2 h a 37 °C.
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Pasado este tiempo, la placa se deja enfriar a TA y se midio la
absorbancia a 562 nm en un lector de placas Multiskan® Spectrum

(Thermo Scientific).
B. Cuantificacion de proteinas totales por el método Bradford.

La cuantificacion de proteina total obtenida de un extracto de las
tres formas de T. cruzi (E, T y A) se cuantificO mediante el método
colorimétrico Bradford [259]. Este método se basa en la union del
colorante Coomassie Blue G-250 a las proteinas formando un complejo
proteina-colorante con un coeficiente de extincion mayor que el colorante
libre. El1 rango de concentracion de proteinas que puede medir limite de
deteccion del método es de 1 a 20 ug de proteina. Para la determinacion de
la concentracion de proteinas en las muestras se preparé una curva
patron de BSA con un rango de O hasta 10 pg/ml como se muestra en la

siguiente tabla.

Tabla 2. Curva patron de BSA. Reactivos y volimenes

ul (0,1 mg/ml Vol. H20 Reactivo de

== (u1) Bradford (ul)
0 0 800 200
1 10 790 200
2 20 780 200
4 40 760 200
6 60 740 200
8 80 720 200
10 100 700 200
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Se mezclaron 5 pl de cada muestra de proteina en 795 ul de agua
destilada junto con 200 pl de reactivo de Bradford (Sigma). Tanto la
curva patron como las muestras a determinar se dejaron 15 min de
incubacion posterior a la adicion del reactivo de Bradford con el fin de
permitir la correcta formacion del complejo proteina-colorante. Pasado
este tiempo la concentracion de proteinas en cada una de las muestras
se determin6é mediante espectrofotometria a 595 nm de absorbancia en

un espectrofotometro Milton Roy™ (Spectronic 3000).

3.7.2.3 ANALISIS DE PROTEINAS MEDIANTE

ELECTROFORESIS SDS-PAGE EN GELES DE POLIACRILAMIDA.

La electroforesis SDS-PAGE es un tipo de electroforesis donde las
proteinas se desnaturalizan por calor en presencia de agentes
desnaturalizantes (B-mercaptoetanol) que rompen los puentes di sulfuro
y SDS, que homogeniza las cargas de las proteinas haciéndolas
electronegativas, haciendo que se separen a través del gel como cadenas
polipeptidicas aisladas. Por tanto, la separacion se realiza por diferencia
de tamano y no de carga. Los geles estan formados por acrilamida y bis-
acrilamida que co-polimerizan a través de la reaccion de vinil adicion-
polimerizacion, formando una matriz con un tamano de poro que
depende del porcentaje de acrilamida y bis-acrilamida que se vaya a

usar.

La electroforesis SDS-PAGE es un sistema discontinuo formado por
dos geles, un gel concentrador y un gel separador, que permite la
separacion de volumenes relativamente grandes de muestra sin pérdida
de resolucion. La concentracion de las proteinas se produce por un
proceso de isotacoforesis en el gel concentrador, para posteriormente
pasar por el gel separador produciéndose la migracion de las proteinas
a la misma velocidad cuando se le aplica un cierto voltaje dentro de un

circuito eléctrico.
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La preparacion del gel se realizo usando cristales de 1 mm de
grosor (Bio-Rad Laboratories, Inc). Primeramente se prepar6o el gel
separador al 12 % de Acrilamida/Bis-Acrilamida, tras la adicion sobre
el soporte de cristal se anadi6 inmediatamente un volumen de
isopropanol hasta el final del cristal para homogeneizar el borde
superior del gel separador y evitar la aparicion de ondas y burbujas. Se
dejo polimerizar durante 30 min. Una vez polimerizado, se retiro
cuidadosamente el isopropanol anadiendo agua para su eliminacion

total, y se anadio el gel concentrador hasta su polimerizacion.

Para llevar a cabo la electroforesis se us6 un sistema de
electroforesis Mini-Protean Tetra Cell (Bio-Rad Laboratories, Inc).
También se usaron geles comerciales de gradiente de acrilamida (4 -20
%) (Mini-Protean TGX Gels Bio-Rad Laboratories, Inc). Como marcador
de peso molecular se uso Precision Plus Proteins Standards All Blue

(Bio-Rad Laboratories, Inc).

Las muestras se prepararon 1:1 con tampoéon de la muestra 2X y se
calentaron durante 5 min a 95 °C en termoplaca. Seguidamente, se
aplico un pulso de 10 seg y se procedié a su carga en el gel. El voltaje
necesario para que la electroforesis se llevase a cabo fue de 200 V con

una intensidad de entre 20-25 mA en tampon de electroforesis.

3.7.2.4 VISUALIZACION DE PROTEINAS MEDIANTE

TINCION DEL GEL DE POLIACRILAMIDA

Tras la separacion electroforética de las proteinas mediante SDS-
PAGE se procedi6 a la visualizacion de las mismas mediante la tincion
con azul de coomassie. El colorante azul de coomassie se une a las
proteinas a través de interacciones i6nicas entre los grupos de Acido
sulfonico del colorante y los grupos amino positivos de las proteinas, asi
como a través de interacciones de Van der Waals. El azul coomassie

mas usado es el Coomassie R-250 (Brillant Blue-250, SIGMA). El gel se
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incubo con la solucion de tenido durante 90 min. Para la visualizacion
de las proteinas tenidas se procedio con la retirada de la solucion de
tincion y se le anadio la solucion de destenido hasta la total eliminacion
del colorante, permitiendo la correcta visualizacion de las proteinas

tenidas.
3.7.2.5 WESTERN BLOT.

Tras corroborar el perfil de proteinas para cada una de las
muestras, se procedio a la inmuno-deteccion de proteinas especificas de
T. cruzi mediante el blotting de proteinas, técnica descrita por primera

vez por Towbin et al. (1979) [258].

Para ello, se llevd a cabo la transferencia de las proteinas
separadas en la electroforesis a una membrana de
polivinildenodifluoruro (PVDF) de 0.2 ym de tamano de poro (Bio-Rad)
Para el “electroblotting” se uso6 el sistema de transferencia Trans blot
Turbo (Bio-Rad). Las condiciones de la transferencia fueron de 25 V y
0.5 Am durante 30 min para el caso de geles no comerciales y de 3

minutos para los geles comerciales de gradiente de acrilamida (4 -20 %).

Tras la transferencia, las membranas fueron bloqueadas en
tampon de bloqueo durante 2 h a TA y agitacion. Tras esto, se
realizaron tres lavados con tampon de lavado de 10 min de duracion
cada uno. Como anticuerpos primarios se usaron anticuerpos
policlonales producidos en ratéon, conejo y rata frente a distintas
proteinas de T. cruzi mediante inmunizacion de las mismas, asi como

anticuerpos comerciales (Tabla 3).
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Tabla 3. Anticuerpos primarios usados para la inmuno-deteccion en EVs

mediante western blot.

Anticuerpo Animal Dilucion

Anti-PS Rata 1/500
MASP
Anti- C- Raton 1/200
Terminal
MASP
Anti- EVs Raton 1/200
Tripo

La incubacion con el anticuerpo primario se llevo a cabo durante 2
h a TA 6 4 °C “overnight’. Seguidamente, la membrana se lavé con
tampon de lavado en tres periodos de 10 min cada uno y
posteriormente se procedi6 a la incubacion del anticuerpo secundario a
una dilucion 1/10.000 para IgG anti-rata HRP (SIGMA) y 1/5.000 para
IgG anti-raton HRP (DAKO), durante 90 min a TA. Tras lavar como en el
paso anterior se procedié al revelado de la membrana mediante
quimioluminiscencia con luminol Clarity™ Western ECL Substrate
(Bio-Rad  Laboratories, Inc). Para la visualizacion de Ila
quimioluminiscencia emitida se uso el sistema de imagen ChemiDoc™

MP System (Bio-Rad).
3.8 DISENO Y SINTESIS DE PEPTIDOS SINTETICOS.

Con el fin de obtener anticuerpos especificos frente a los extremos
conservados N- y C-terminal de las proteinas MASP de T. cruzi, se
procedio al diseno de dos péptidos sintéticos de dichas regiones, para

su posterior uso en la inmuno-deteccion de dichas proteinas en las
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muestras de EVs obtenidas. El primer péptido corresponde a la
secuencia consenso de aminoacidos del extremo amino terminal de la
familia de proteinas MASPs, al que denominamos PS (péptido senal)
constituyendo el péptido senal de la proteina [137] El segundo péptido
sintético corresponde a la secuencia consenso de aminoacidos del
extremo carboxilo terminal, sitio de anclaje a la membrana plasmatica,
y al que denominamos como C-terminal consenso, el cual fue disenado
mediante el analisis entre secuencias del extremo 3-MASPs de dos
cepas de T. cruzi, PAN 4 y CL-Brener mediante la metodologia que se

describe en el apartado 3.8.5.
3.8.1 EXTRACCION DE ARN Y PCR

Para la obtencion del ARN total de las formas tripomastigote
metaciclico de las cepas PAN4 y CL-Brener se partio de un cultivo de
1x107 parasitos/ml previamente lavados tres veces con PBS. Para la
extraccion del ARN total se uso el kit de extraccion de ARN RNeasy Mini
kit (Qiagen, Hilden, Germany). La eliminacion de la posible
contaminacion de ADNg se realiz6 mediante la adicion de la enzima
ADNasa suministrada por el Kit ARNse- free DNase Set (Qiagen, Hilden,

Germany).

La concentracion y pureza del ARN extraido se cuantifico6 mediante
la medida de la absorbancia 280/260nm en un equipo Nanodrop- ND
1000 (Thermo Scientific), considerando a los valores proximos a 2.1 de
suficiente pureza. El ARN total-fue retrotrasncrito a ADNc partiendo de
lug de ARN total de cada cepa mediante el uso de random primers y el

kit de sintesis iScript cDNA synthesis kit (Bio-Rad Laboratories, Inc).

La amplificacion del extremo 3’ conservado de los genes MASPs
para cada cepa se realizo mediante el uso de cebadores especificos para
dicha region denominados MASP-C F (5°- GGTCTCCCACACCACCTC -37)
y MASP-C R (5"- CCACCACCGCAGTAGCAG -37).
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Las condiciones de PCR para la amplificacion fueron:
CO) Desnaturalizacion inicial: 95 °C, 10 min.

C1) Desnaturalizacion: 95 °C, 1 min.

C2) Hibridaciéon: 50 °C, 1 min.
35 Ciclos

C3) Extension: 72 °C, 1 min.

C4) Extension: 72 °C, 8 min.
C5) Conservacion: 12 °C.

La reaccion de amplificacion del ADNc molde se llevo a cabo en un
equipo Termociclador C-100 unido al modulo CFX96 (Bio-Rad

Laboratories, Inc).
3.8.2 ELECTROFORESIS DE ADN EN GEL DE AGAROSA

Los amplicones obtenidos por PCR se analizaron mediante
electroforesis en gel de agarosa al 2 %. Los fragmentos de ADN migran
en funcion de su carga desde el polo negativo hacia el positivo, en una
cubeta de electroforesis a la que se le aplica corriente eléctrica, inmerso
el gel en el componente amortiguador para evitar el excesivo
calentamiento de la agarosa y la consecuente desnaturalizacion del
ADN. En este caso como agente amortiguador se uso el tris-acetato-edta

(TAE).

El protocolo que se sigui6 fue el siguiente: Se peso para un gel de
agarosa al 2 % 1g de agarosa en 50 ml de tampon TAE (1X). Tras fundir
la agarosa, se dejo enfriar previo a la adicion del agente intercalante
ADN SYBR Green (1000X) (Invitrogen) para su posterior visualizacion
por UV. Como marcador de peso molecular se usé el marcador

HiperLadder I® (Bioline) de tamano de bandas comprendido entre 200 y
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1000 pb. A continuacion, se separaron electroforéticamente las
muestras a voltaje constante de 100 V durante 30 min en un equipo de
electroforesis MAXI-VG (VWR) acoplado a una fuente de alimentacion
Power Pac HV (Bio-Rad Laboratories, Inc). La visualizacion de los
fragmentos amplificados se realizé en un equipo transiluminador y

fotodocumentador Benchop 2UV Transluminator (UVP).

3.8.3 PURIFICACION DE ADN AMPLIFICADO DE GEL DE

AGAROSA

Para la purificacion del ADN amplificado se emple6 la electroforesis
en gel de agarosa de bajo punto de fusion (USBiological) y la extraccion
del mismo mediante corte de la banda obtenida mediante el kit
comercial QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN) siguiendo las
instrucciones del fabricante. Una vez purificado el ADN, se cuantifico
su concentracion y pureza mediante la realizacion de las medidas de
absorbancia a 280/260 y 230/260 utilizando un equipo Nanodrop ND-
1000 (Thermo Scientific). Para asegurar la existencia de una unica
banda purificada y con el fin de obtener mayor concentracion del
fragmento de ADN a clonar, se realizo una segunda reaccion de PCR
siguiendo las condiciones anteriormente descritas. El producto de PCR
total se obtuvo mediante el uso del kit “QUIAquick PCR Purification kit”
(QIAGEN).

3.8.4 TECNICAS DE CLONACION

Una vez obtenidos los extremos 3-MASP de las dos cepas se
prosiguio al clonaje de los mismos en el vector de clonacion pGEM T®-

Easy (Promega) como se describe a continuacion.
3.8.4.1 REACCION DE LIGACION

Los sistemas de vectores pGEM-T y pGEM T®-Easy de Promega

son sistemas convenientes para la clonacion de productos de PCR.
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Estos vectores han sido digeridos con la enzima de restriccion EcoRV, y
posteriormente anadidos Timidina 3’ terminales en ambos extremos.
Estas 3-T sobresale en el sitio de insercion mejorando
considerablemente la eficiencia de la ligacion del producto de PCR en
los plasmidos y previniendo la recircularizacion del vector. Ademas,
contienen promotores de la ARN polimerasa T7 y SP6 flanqueando una
region de clonacion multiple dentro de una region codificante para a-
péptidos de la B- galactosidasa. La inactivaciéon por insercion del
producto de PCR de los a-péptidos permite a los clones recombinantes
ser directamente identificados por el color de las colonias sembradas en

placas que contienen el azacar X-Gal como indicador.

Se procedi6 al ligado del extremo 3’-MASP de las cepas PAN4 y CL-
Brener con el vector mediante el uso de la enzima T4 ADN Ligasa que
cataliza la unio de dos hebras de ADN entre los grupos 5- fosfato y 3’-

hidroxilo de nucleétidos adyacentes. La reaccion de ligado se resume en

la Tabla 4.

Tabla 4. Reaccion de ligado vector pGEM T®-Easy y el producto de PCR.

REACCION VOLUMEN (ul)

Tampon de ligado 2X 10
(Promega)

Vector pGEM (50ng) 1
(Promega)

Producto de PCR 7"
Inserto ADN control 2
T4 ADN Ligasa 2
Volumen total 20
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*El volumen de ADN a insertar dependera de la concentracion
obtenida tras su purificacion y de la relacion molar ADN: Vector,
fundamental para que la reaccion de ligado sea eficiente. Esta relacion
es de 3:1-a partir de una concentracion de 50 ng de vector por reaccion.
Para calcular la adecuada cantidad de inserto a incluir en la reaccion se

uso la siguiente ecuacion:

ng vector x kb inserto

X razén molar inserto: vector = ng de inserto

kb del vector

Una vez montada la reaccion de ligado esta dejo incubar toda la
noche 4 °C. El ligado resultante se us6 para transformar cepas

bacterianas competentes portadoras de los clones obtenidos.

3.8.4.2 PREPARACION DE CELULAS BACTERIANAS

COMPETENTES

Para la preparacion de células bacterianas competentes se usaron
las células bacterianas E. coli de la cepa JM109 (21x 108 cfu /pug ADN).
Estas células estan provistas con el sistema de vectores pGEM T®-Easy.
Se procedi6 incubando previamente una resiembra de bacterias en
medio liquido LB a 30 °C durante 12 h en agitacion a 220 rpm. A
continuacion, se anadiéo 4 ml del pre cultivo a 100 ml de medio TYM y
se incubo a 37 °C durante 2-3 h en agitacion hasta que alcanzé una
Densidad Optica (D.O) de 0.5 a 600 nm en espectréometro Spectronic
3000 de Milton Roy TM. Una vez obtenida la D.O deseada se centrifugo
el medio a 3500 x g a 4 °C durante 5 min. El boton de bacterias se re
suspendio en 15 ml de medio TFBI y se mantuvo en hielo durante 15
min, volviéndose a centrifugar a 3.500 x g a 4 °C durante 5 min. El

boton de bacterias se volvié a resuspender en este caso en medio TFBII
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frio, incubandose nuevamente en hielo durante 15 min. Tras esto, se
hicieron alicuotas de 100ul de células competentes y se guardaron a -80

°C.

3.8.4.3 TRANSFORMACION EN CELULAS

BACTERIANAS COMPETENTES

Para la transformacion se usaron células bacterianas competentes
de la cepa JM109. Para ello se descongel6 un stock de estas células y se
anadio 100 pl a un tubo de 1.5 ml. Posteriormente, anadimos 10 pl de
la reaccion de ligado y se mezclo mediante pipeteo suave dejandose
incubar en hielo durante 20 min. Pasado este tiempo, se incubéd la
mezcla en el bano a 42 °C durante 42 seg provocandose asi un choque
térmico en las células. Inmediatamente después se paso a hielo durante
2 min y se anadio 900 pl de medio SOC a TA y se le anadio a los 100 pl
de la mezcla. Se dejo incubar a 37 °C en agitacion a 225 rpm durante
45 min. Una vez terminado este periodo de tiempo, se procedio al
sembrado de las células transformadas en placas con medio LB Agar
suplementado con Ampicilina como antibiético de seleccion, IPTG como
inductor del gen de la B- Galactosidasa y X- Gal como sustrato para el

gen anterior (X-Gal) y se dejaron incubar 12 h a 37 °C.

3.8.4.4 SELECCION DE BACTERIAS

TRANSFORMANTES

La clonacion satisfactoria de un inserto dentro del vector pGEM®-T
Easy interrumpe la codificacion de la secuencia del gen para la enzima
B-galactosidasa, por tanto, los clones recombinantes se pudieron
identificar por visualizacion del color de las colonias debido a que al
interrumpirse la sintesis del gen de la enzima, ésta no utiliza su
sustrato, X-Gal que produce color azul, y las colonias transformantes

aparecen con un color blanquecino. Tras seleccionar los clones
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“positivos?, éstos se resembraron en placas LB Agar suplementado con

Ampicilina y se dejaron crecer toda la noche a 37 °C.

Tras haber realizado la transformacion y el crecimiento aislado de
los clones positivos, estos se confirmaron mediante PCR con los

cebadores utilizados en la seccion 3.8.1.

En primer lugar, se resuspendié cada posible clon positivo de una
colonia aislada en 25ul de agua ultra pura y se lisé6 por choque térmico
a 99 °C durante 2 min. A continuacion, se centrifugaron a 10000 x g
durante 10 min y se mantuvieron en hielo para evitar la actuacion de
ADNasas. Tras obtener el ADN total bacteriano libre de restos celulares
se realizO una reaccion de PCR con las mismas cantidades y

condiciones que se detallaron en la seccion 3.8.1.

Tras la reaccion, se continué con la comprobacion en gel de
agarosa al 2 % para confirmar la existencia de bandas amplificadas.
Una vez comprobado que dichos clones eran positivos, se crecié6 una
colonia de cada clon en 5 ml de medio LB liquido suplementado con 5 pl
de Ampicilina y se dejo crecer en agitacion a 240 rpm a 37 °C durante
toda la noche, al fin de proceder a la extraccion del ADN plasmidico

como se describe a continuacion.
3.8.4.5 AISLAMIENTO DE ADN pLASMIDICO

Para purificar el ADN plasmidico de los clones positivos se utilizo el
kit comercial “Pure YieldTM Plasmid Miniprep System” (Promega)
siguiendo las instrucciones del fabricante. Tras obtener el ADN
plasmidico puro de cada clon se midi6o la concentracion y pureza del

mismo como se describioé anteriormente.
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3.8.4.6 SECUENCIACION DE ADN

La secuenciacion del ADN se realizo en servicio de secuenciacion
del Centro de Instrumentacién Cientifica de la Universidad de Granada
asi como en el servicio de secuenciaciéon de acidos nucleicos del

Instituto de Parasitologia y Biomedicina “Lépez-Neyra” (CSIC).

La reaccion de secuenciacion se llevd a cabo usando una
concentracion de ADN molde de 0.4 a 0.8 ug en el caso de ADN
plasmidico y entre 0.07 a 0.1ug para productos de PCR. Los cebadores
se utilizaron a una concentracion de 6.4pmol para un volumen final de

12 ul.

3.8.5 ANALISIS BIOINFORMATICO Y SINTESIS DE PEPTIDOS

SINTETICOS

Tras la secuenciacion de todos los clones positivos se procedié al
analisis bioinformatico de las secuencias obtenidas. Para obtener la
secuencia consenso de la region C-terminal MASPs se analizaron un
total de 200 secuencias de proteinas MASP obtenidas a partir de las
base de datos del genoma de T. cruzi (http://tritrypdb.org/tritrypdb/)y
el programa bioinformatico Multiple Em for Motif Elicitation 4.3.0.
(MEME) (http://meme.sdsc.edu/meme4_4_0/intro.html). El analisis se
realizo0 con el maximo numero de caracteres (=200 secuencias C-

terminal MASP) permitido por el programa como entrada.

El analisis comparativo de los clones secuenciados se realizo
mediante el programa Clustal W

(http:/ /www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2 ). Tras esto se obtuvo la

secuencia consenso del extremo C-terminal de las proteinas MASP
comunes entre las dos cepas comparadas y al cual llamamos C-terminal
consenso y que se utilizo para su inmunizacion en ratones. Ademas,

para el estudio de la respuesta inmune humoral asociada esta
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secuencia fue dividida en 6 péptidos solapados en 12 de los 15 aa (C1-
C6), asi como la region C-terminal de la proteina MASP52 (C7). La
sintesis de todos los péptidos se llevo a cabo por Genscript (USA, Inc.)

con una pureza > 98 %.

En el caso del extremo N-terminal MASP se realizO6 una
modificacion en su sintesis afnadiendo cuatro ramas unidas por
residuos de Lisinas (Lys-) para aumentar el tamano de la molécula y
hacerlo mas inmunogénico. Su sintesis fue llevada a cabo por LifeTein

LLC.

MAMMMTGRVLLVCALCVLWSVAADG
Lys
MAMMMTGRVLLVCALCVLWSVAADG
Lys

MAMMMTGRVLLVCA LCVLWSVAADG>
Lys

MAMMMTGRVLLVCALCVLWSVAADG

Figura 3.1. Representacion de la molécula del péptido PS sintético.
3.9 OBTENCION DE ANTICUERPOS POLICLONALES.

3.9.1 ACOPLAMIENTO DEL PEPTIDO SINTETICO A UNA

PROTEINA CARRIER

Debido al tamano tan pequeno de estos péptidos sintéticos, la
respuesta inmune suele ser débil o incluso ni siquiera llegar a ser
reconocidos. Por ello, es necesaria la union de estos péptidos sintéticos
con otras proteinas que les hagan aumentar de tamano y, por tanto, ser
detectados por el sistema inmune y generar respuesta. A estas
proteinas se les llama Carrier con un tamano entre 2-5 kDa, y son
proteinas inmunogénicas que se unen a un péptido sintético no

inmunogénico que se comporta como Hapteno.
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El acoplamiento del péptido sintético a la proteina carrier se llevo a
cabo mediante el uso de glutaraldehido el cual actia como un reactivo
de acoplamiento bifuncional uniendo dos componentes a través de sus

grupos amino.

Por otra parte, como proteina carrier se us6 la hemocianina de
cangrejo 60 KLH (SIGMA). Su gran tamano hace que sea muy
inmunogénica y su gran numero de residuos de Lisina (Lys-)

disponibles lo hacen muy util como portador de haptenos.

Para la union péptido sintético C-terminal consenso con la proteina
carrier se peso 1 mg de péptido y se disolvio en 100 ul de DMSO hasta
su completa disolucion completando con 900 ul de PBS. Se mezcl6é con
la misma concentracion de KLH (5 mg/ 4 ml) y 0.1 % de glutaraldehido
en un volumen final de 20 ml de tampoén carbonato pH 8. Se dejo
incubar durante 12 h a TA en rotacion. Seguidamente se anadio a la
solucion péptido-KLH 500ul de Glicina 1M para el bloqueo de los grupos
amino libres; y se dejo incubar en agitacion durante 4 h a TA. Para
finalizar, se dializ6 la solucion en una membrana de dialisis de 3.5 kDa
(Sprectra/Por, Spectrum Laboratories) de tamano de poro, previamente
hidratada en el tampon de dialisis durante 12 h en tampon de dialisis.
Transcurrido este tiempo, se realizaron cambios del tampén de dialisis
cada 2 h hasta un total de cuatro cambios. Finalmente, la solucion
dializada se guardo6 a -20 °C durante 8 h para su posterior liofilizacion

en un liofilizador LyoQuest-85 (Telstar).

Una vez liofilizado, el complejo péptido-carrier se resuspendio en 1
ml de PBS para la determinacion de la concentracion de proteina por el

método Bradford anteriormente descrito en el apartado 3.7.2.2.

En el caso del péptido PS y de las proteinas totales de
epimastigotes de 7T. cruzi Pan4 y CL-Brener no fue necesario el

acoplamiento a una proteina carrier por tratarse el primero de un
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péptido sintético ramificado con cuatro ramas como se describe en el

apartado 3.8.5.
3.9.2 FI1JACION DE EVS CON GLUTARALDEHIDO

Siguiendo el mismo procedimiento de uniéon de un péptido a una
proteina carrier se llevo a cabo la fijacion de las proteinas presentes en
la cubierta de las EV liberadas por las formas tripomastigotes de T.
cruzi. Para ello un total de 140 ug de proteinas totales de EVs fueron
resuspendidas en una solucion de Glutaraldehido al 2.5 % en tampon
Cacodilato a pH 7.2. La fijacion se llevo a cabo en agitacion a 4 °C
durante 24 h. Transcurrido este tiempo, se tratdo la muestra con una
solucion Glicina 1M y se dejo en agitacion durante 4 h a TA con el fin de

bloquear los grupos aldehidos libres.

Para finalizar se dializaron las muestras para eliminar el exceso de
Glutaraldehido y de Glicina mediante casetes G2 de dialisis Slide- A-
Lyzer (Thermo Scientific). Para ello se hidraté la membrana del casete
introduciéndose previamente en el tampon de dialisis durante 2 min.
Posteriormente, se introdujo la muestra en la membrana sumergiéndose
totalmente en tampon de dialisis. La dialisis se llevo a cabo durante 24

h a 4 °C haciéndose un total de 4 cambios del tampon de dialisis.

Tras la dialisis, la muestra finalmente fue liofilizada y guardada a -

20 °C hasta su uso.

3.9.3 PROCEDIMIENTO DE INMUNIZACION Y OBTENCION DEL

SUERO

Tras obtener y conocer la concentracion de las proteinas, péptidos
y EVs a inmunizar, se procedio a la inmunizacion de ratones de la cepa
BALB/c, ratas cepa Wistar y conejos hembras albinas para la obtencion

de una bateria de inmunoglobulinas especificas frente a los mismos.
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La concentracion de antigeno a inmunizar depende del tamano del
animal a inmunizar. En el caso de los ratones, la dosis de inmunizacion
fue de 20 ug por inmunizacion del péptido C-terminal consenso-KLH y
10 ug para las proteinas de las EVs-T. Para el péptido PS en ratas la
dosis por inmunizacion fue de 100 ug y para PTTC (proteina total de T.
cruzi la dosis por conejo fue de 320 ug. La administracion de cada
antigeno se realiz6 por via intraperitoneal de una solucion compuesta
por el antigeno previamente diluido en PBS en el caso del PS y PBS mas
adyuvante de Freud’s (SIGMA) en un proporcion 1:1. La primera
inoculacion del antigeno se acompana de adyuvante de Freud’s
completo, siendo las siguientes con adyuvante de Freud’s incompleto.
Los adyuvantes consisten en una emulsion estabilizada de aceite no
metabolizable en agua que contiene paredes bacterianas pertenecientes
a Mycobacterium. El adyuvante incompleto posee la misma composicion
pero sin bacterias y ayuda a producir concentraciones mas altas y

duraderas de anticuerpos.

Se realizaron 4 inoculaciones con intervalos de 15 dias hasta un
total de 40 dias de inmunizacion. Previo a la primera inoculacion, se
realizo la extraccion de sangre por puncion en la vena submandibular
para la obtencion de suero pre-inmune que se utilizé como control de la
inmunizacion y como suero negativo en los diferentes experimentos a
realizar. Para la evaluacion y seguimiento de la produccion de
anticuerpos por parte del animal, se extrajo sangre cada 7 dias post-

inoculacion del antigeno para su analisis por test ELISA.

Tras los ultimos 7 dias después de la ultima inoculacion del
antigeno, se sacrificaron los animales mediante puncion cardiaca previa
anestesia con isofluorano (Forane, Abbot). La sangre se recogio en tubos
colectores (BD Microtainer ® tubes) y se incub6 30 min a 37 °C tras los
cuales se mantuvo 3 h a 4 °C, a fin de favorecer la retraccion del

coagulo y obtener el maximo volumen de suero. Una vez coagulada la
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sangre se centrifugé a 5000 x g 5 min y el suero resultante se pasé a
nuevos tubos para su almacenaje a -20 °C diluidos 1:1 para su

correcto almacenamiento y mantenimiento.

3.9.4 DETERMINACION DE LA CAPACIDAD ANTIGENICA DE LOS
PEPTIDOS, PROTEINAS Y EVS ENSAYADAS Y SUS ESPECIFICIDADES

MEDIANTE TECNICA ELISA

Para evaluar la respuesta inmune frente a las moléculas
antigénicas a ensayar se realizo la titulacion de los sueros obtenidos

mediante la técnica ELISA.

El método ELISA (Enzyme- linked Inmunosorbent Assay) es una
técnica cuantitativa que se basa en la deteccion de un antigeno
inmovilizado sobre una fase sélida mediante anticuerpos que directa o
indirectamente producen una senal o una reaccion enzimatica. Para la
determinacion del titulo de anticuerpos de los sueros obtenidos tras la
inmunizacion de los ratones y ratas con nuestros antigenos de interés
se llevo a cabo el método ELISA indirecta. Se utilizaron placas de 96
pocillos tipo Amino (Nunc, Thermo) y debido al caracter hidrofobico de
los péptidos sintéticos estos fueron resuspendidos en tampon carbonato
a una concentracion final de S5 pg/pocillo. Para la adsorcion del
antigeno a la placa, se incubo a TA 1 h en agitacion, seguido del lavado
en tampon de lavado por tres veces. A continuacion, la placa fue
bloqueada con 250 pl de tampon de bloqueo 2 h a 37 °C. La solucion de

bloqueo se elimin6é mediante tres nuevos lavados con tampon de lavado.

Seguidamente, se anadieron cada uno de los sueros a ensayar, en
el caso de los sueros de los animales fueron diluidos en PBS de forma
seriada desde 1/200 hasta 1/6400 e incubados durante 1 h a 37 °C en
agitacion. Tras otra tanda de tres lavados en tampon de lavado, se
incubo la placa con cada anticuerpo secundario correspondiente (anti-

inmunoglobulinas totales de raton y de rata marcadas con Peroxidasa
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(DAKO) diluido 1/1000 en PBS. Tras 1 h a 37 °C de incubacion, se
volvieron a lavar las placas y se procedié al revelado de la union
antigeno-anticuerpo anadiendo 100 ul de la soluciéon sustrato de la
Peroxidasa en oscuridad durante 30 min a 37 °C tras los cuales se paro6
la reaccion anadiéndose 50 ul de la solucion de parada a cada pocillo.
La lectura de las placas se realizo en un lector de ELISA MultiSkan

Spectrum (Thermo Scientific) midiendo la absorbancia a 492 nm.

Para calcular el valor de corte se uso la siguiente formula: (Media

de absorbancia + 3 SD) de los sueros negativos.

Una vez conocida la respuesta inmune de los animales
inmunizados frente a los antigenos de interés, se procedio al ensayo del
péptido senal de las proteinas MASP , y de los péptidos solapantes
correspondientes a la region C-terminal (C1-C7) frente a una bateria de
sueros de pacientes de Chagas cedidos por el Centro de Transfusion de
Sangre en Valencia (CTSV), correspondiente a una poblacion de
inmigrantes procedentes de Bolivia y Argentina (n=195) clasificados como
digestivos, cardiopatas y asintomaticos confirmados por dos técnicas
inmunologicas (IFI y kit de ELISA comercial), y cuya parasitemia fue
confirmada por PCR. Ademas fueron tipificados como enfermos de
Chagas por la cepa de T. cruzi clasificada como Tcl. Otros 10 sueros
procedentes del CTSV seronegativos para Chagas fueron usados como

controles.

Por otro lado se us6 una bateria de sueros (n=161) cedidos por el
Dr. Alejandro Schijman, investigador de CONICET (Argentina),
seropositivos por dos test inmunologicos, y cuya parasitemia por PCR
fue positiva. De los 161 sueros, 42 fueron inicialmente probados frente
a los péptidos C1 al C7 de la region C-terminal, clasificados como
digestivos (n= 11), cardidopatas (n= 14) y asintomaticos (n= 12) y

negativos (n=5), procedentes de Brasil y tipificados como Tcll. Estos
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sueros fueron clasificados segun su historial médico, examinacion
fisica, electrocardiograma (ECG), analisis de rayos X, ecocardiografia
Doppler, etc., como Cardidépatas Arritmicos (n=36), Cardiopatas-
Insuficientes cardiacos (n= 28), Digestivos (n=28) y Asintomaticos

(n=31).

Todos los protocolos que involucraron sujetos humanos fueron
aprobados por el Comité Etico Médico del Hospital Ramos Mejia de
Buenos Aires y la Facultad de Ciencias de la Salud, Universidad

Nacional de Salta y el Hospital San Bernardo de Salta, Argentina.

Los sueros fueron enfrentados al PS MASP, a la region C-terminal
MASP y a proteinas solubles totales de epimastigotes de T. cruzi a la
misma cantidad por pocillo (5 ug/ pocillo) y a la dilucion de 1/100 total,
usando como anticuerpos secundarios anti-inmunoglobulinas IgG

humanas (Sigma) a una diluciéon 1/1000.
3.9.5 DISOCIACION DE INMUNOCOMPLEJOS (ICs).

Los sueros procedentes de Argentina fueron divididos en dos
grupos, sueros con inmunocomplejos (CICs) y sueros sin
inmunocomplejos (SICs). Para la disociacion de los inmunocomplejos,
una alicuota de 20 ul de cada suero fue diluida en solucién Glicina-HC1
0.1M pH 4.5 hasta una concentracion final de 1/100 e incubados en
agitacion durante 15 min a TA. A continuacion, se centrifugaron a 500
x g durante 30 min para eliminar los restos de células presentes en el
suero. Los sobrenadantes se pasaron a tubos nuevos y se volvieron a
centrifugar a 17000 x g 30 min. Finalmente, se realizo un ultimo paso
de ultra centrifugacion de los sobrenadantes a 100000 x g 1h at 4 °C en
una ultracentrifuga Sorwal WX80 y rotor Fiberlite™ FS50L-24 x 1.5
Fixed-Angle Rotor en microtubes (Hitachi No 1508) de 1.5 ml. El

sobrenadante se paso a nuevos tubos y se les anadio 20 ul de solucion
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NaOH 1N para neutralizar el pH acido y para finalmente ensayarlos

mediante ELISA frente al péptido PS y proteinas totales de T. cruzi.

Para valorar la respuesta de los sueros sin inmunocomplejos se
compararon con los mismos sin tratar, es decir, con inmunocomplejos
(CICs) a la misma dilucion (1/100) siguiendo el protocolo de la técnica

ELISA descrito en el apartado 3.9.4.

El pellet obtenido tras la ultima ultracentrifugacion corresponde a
las EVs procedentes de cada uno de los sueros de los grupos de

pacientes con patologias Chagasicas tras el tratamiento libres de IgGs.

Para comprobar la correcta separacion de los ICs de los sueros, se
determino la concentracion de las proteinas de las EVs purificadas
libres de IgGs de cada grupo mediante el quit de ensayo de proteinas
micro BCA Thermo Scientific TM) como se explico en el apartado

3.7.2.2.
3.9.6 Deteccion de EVs por ELISA

Se usaron placas de 96 pocillos PolySorp (Nunc, Thermo) los
cuales fueron cubiertos con 5 ug/ml de anticuerpo anti-PS MASP
(obtenido en ratas) en un volumen de 100 ul /pocillo en tampon
carbonato (pH 9.6) y se dejo incubar durante toda la noche a 4 °C.
Después de tres lavados con PBS los pocillos se bloquearon con 300 ul
de tampon de bloqueo durante toda la noche a 4 °C. Los pocillos se
lavaron nuevamente tres veces con PBS y se procedio6 a la incubacion de
la placa con las EVs de los sueros de argentina obtenidos tras el
tratamiento para la eliminacion de ICs (EVs tratadas), en un volumen
total de 50 pl e incubados toda la noche a 37 °C. Tras esto, los pocillos
fueron nuevamente lavados tres veces con PBS, y se procedi6o a la
adicion de dos anticuerpos diferentes: inmunoglobulinas en raton anti-

EVs-T, inmunoglobulinas anti-PTTC obtenidas en conejo y anticuerpos
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monoclonales anti-CD9 (Biolegend), a una concentracion de 5 pg/ml en
PBS (100 ul por pocillo) y, por otra parte, se adicion6 en ensayos
diferentes 100 ul de una dilucion 1/100 de los sueros de los pacientes

en PBS tras el tratamiento para eliminar los anticuerpos unidos a ICs.

Las placas se incubaron durante 1 h a 37 °C en agitacion. Tras el
lavado 3 veces en PBS, se anadio 100 ul de anticuerpo secundario anti-
raton HRP (DAKO) a una dilucion 1/10000 en PBS, anticuerpo
secundario anti-conejo HRP (DAKO) dilucion 1/2000 y anticuerpo
secundario anti-Humano (H+L) HRP (SIGMA) dilucion 1/1000, y se dejo
incubar 1 h TA. Finalmente, se procedi6é al revelado posteriormente del
lavado con PBS mediante incubacion con la solucion sustrato de la
Peroxidasa durante 15 min (SIGMA). La reaccion se detuvo mediante la

adicion de HCI 3M y se realizo la lectura a 492 nm.

3.9.7 DETECCION DE INMUNOCOMPLEJOS “INMUNOGLOBULINAS-EVS?”

MEDIANTE ELISA

Para la deteccion de inmunocomplejos “inmunoglobulinas-EVs” en
los sueros de los pacientes chagasicos procedentes de Argentina
(n=123), se procedi6 a la incubacion de placas de 96 pocillos Maxisorp
(Nunc, Thermo) de cada uno de las EVs obtenidas de cada grupo de
sueros chagasicos sin previo tratamiento para la eliminacion de los
anticuerpos presentes en los ICS, segun el protocolo descrito en el
apartado 3.9.5. Se anadieron 5 ug/ml de EVs purificadas del suero
disueltas en 50 ul de tampodn carbonato (pH 9.6), incubandose toda la
noche a 4 °C. Tras esto se procedio al lavado tres veces con PBS vy,
posteriormente, los pocillos se bloquearon con tampon de bloqueo toda
la noche a 4 °C. El agente de bloqueo se elimin6 con tres veces PBS y se
incubaron con una diluciéon 1/1000 de anticuerpo anti-humano (H+L)

HRP (SIGMA) durante 1 h a 37°C en agitacion. Tras esto se siguio el
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mismo protocolo para una ELISA convencional como se describe en el

apartado 3.9.4.

Como control de reactividad en los ensayos de inmunocaptura por
la posible presencia de la enzima Peroxidasa en dichos ICs, se realizo la
incubacion de las EVs tratadas de cada grupo de sueros capturadas en
los pocillos mediante el anticuerpo anti-PS MASP y se incubaron con el
anticuerpo secundario anti-humano (H+L) HRP (SIGMA) a una dilucion
1/1000 para posteriormente ser incubados con la soluciéon sustrato

Peroxidasa siguiendo el protocolo descrito anteriormente.

3.10 Inhibicion de la lisis mediada por Complemento.

Para la determinacion de la capacidad del parasito de evadir la
actividad del complemento durante la enfermedad de Chagas se llevo a
cabo el ensayo de inhibicion de la lisis mediada por el sistema del

Complemento humano.

3.10.1 MARCAJE DE LAS FORMAS EPIMASTIGOTAS DE T. CRUZI

CON EL ISOTOPO CR51

Se partio de un cultivo de formas epimastigotas del parasito en
crecimiento exponencial ajustandose el numero de parasitos a 1x107
epimastigotes/ml. El cultivo se centrifugé a 1500 x g 15 min y se
reemplazé6 con medio RPMI (Gibco LTD. Middlesex, England; UK)
suplementado con 10 % de SBFI mas 50 mCi/ml of Cr5! (actividad
especifica de 200-900 Ci/mol (DUPONT, USA)). Después del marcaje
durante 2 h a 28 °C, los parasitos fueron lavados tres veces por
centrifugacion en medio frio. El pellet se resuspendié en tampon
Veronal (VB, 10 mM barbital/NaCl 145 mM, CaCl 0.15 mM/MgCl 0.5
mM, pH 7.4 (Virion).
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Una vez marcados los parasitos con el radioisotopo, se procedio al
ensayo de la capacidad para competir con anticuerpos opsonizantes
tanto de los péptidos sintéticos SP , C1-C7 y C-terminal consenso , asi
como de las EVs secretadas por las formas E, T y A de T. cruzi mediante

la siguiente metodologia:
I. Calculo de CH50.

Primeramente se realizo el calculo de CHS0, es decir, la
concentracion del complemento para la cual aun sigue siendo activo
produciendo la lisis del 50 % de las células, en este caso, de las formas
E marcadas con Cr5!. Para ello 2.5x10° parasitos/ml fueron tratados a
diferentes diluciones de complemento humano (CHS) (SIGMA)
(1/200,1/100,1/50 y 1/25) en tampon Veronal mas el 10 % de un pool
de sueros positivos para Chagas (determinado por ELISA con un titulo
de 1/500) previamente inactivado a 56 °C 30 min e incubados a 37°C 1
h. Tras esto los diferentes tubos fueron centrifugados a 17000 x g 5
min. El sobrenadante fue transferido a nuevos tubos para su posterior
medida de la radiactividad liberada. Por otra parte, los pellets fueron
tratados con 1 ml de solucion SDS 0.1 % NaOH 1N y transferidos a
nuevos tubos, anadiéndose para ambos casos hasta un total de 3 ml de
Ultima Gold LC Cocktail (SIGMA) (liquido de centelleo). La radiactividad
fue determinada mediante la lectura en un contador de particulas y-
Spectrometre (Beckman, LS6000) con el objetivo de calcular la

liberacion especifica de Cr5! mediante las siguientes formulas:

CPMSbn.Crl
0 - .1
L CPMStn.Cerl. +CPMpelletCrrl, il
CPMShn. Pré.
0 o) = \.IT
o CPMSbn. Prb.+CPMPelletPrh. .
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% LE = liberacion espontanea; % LSP= liberacion especifica; CPMSbn=
CPM en sobrenadante; CPM pellet= CPM en pellet; Ctrl= control; Prb=

problema.

El calculo de la DL50 (dilucion letal 50) del complemento para la
lisis del parasito (CHS0) fue obtenida mediante regresion lineal de los
datos para la liberacion especifica de las diferentes diluciones del
complemento mediante el software Graph Path InStat version 3.06

software.

3.10.2 Ensayo in vitro de la proteccion a la lisis

mediada por el complemento

Tras la determinacion de la concentracion letal del complemento
para el 50 % de los parasitos, se procedio a la incubacion de las formas
E-Cr5! con tres grupos de pools de sueros de enfermos cronicos de
Chagas diferenciados por presentar patologias diferentes (digestiva,
cardiaca o asintomatica) junto con la concentracion optima de CHS (
CHS50=1/18) y 1 pug /100 pl de cada elemento inmuno protector a
ensayar ( péptidos PS MASP, C1,C2,C3,C4,C5,C6, C7 y C-terminal
consenso, EVs -E, EVs-T y EVs-A), todos incubados a 37 °C durante 1
h. Como control positivo se uso6 el pool de sueros a de los pacientes con
Chagas sin inactivar y como control negativo un pool de loa tres grupos
diferentes de sueros previamente inactivados (56 °C 30 min en bano) y

sin suplemento de complemento humano.

Tras el tiempo de incubacion las muestras fueron procesadas como
se ha descrito en el apartado 3.10.1. Los datos del porcentaje de
inhibicion de la lisis fueron calculados por la formula % IC= (LspC-
Lsp/LspC) x100, donde % IC es el porcentaje de inhibicion del

complemento.
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3.11 ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados obtenidos fueron sometidos a analisis de
significancia, con el objetivo de comparar las medias entre los diferentes
grupos en los distintos ensayos, utilizandose para ello el programa
GraphPad Instat v 3.05. Las diferencias entre grupos fueron analizadas
mediante un Test ordinario ANOVA de una via, donde p<0.0001 (***¥*)
fue considerado extremadamente significativo. Mediante el test de
Tukey-Kramer de comparacion multiple se realizo la comparacion de las
medias entre grupos en los correspondientes ensayos donde p <0.001
(***) fue considerado extremadamente significativo, p <0.01 (*¥)
ligeramente significativo, y p <0.05 (*) poco significativo y p >0.05 (ns)

no significativo.
3.12 SOLUCIONES Y MEDIOS.
A. Cultivos de parasitos.

*RPMI (1L) : 16.4 g RPMI-1460 (SIGMA), 2.2 g Carbonato Sédico, 0.134
g Penicilina, 0.060 g Estreptomicina, 0.134 g Kanamicina, 100 ml SBFI
10 % ( GIBCO), 900 ml agua destilada, pH 7.7-7.4.

*MTL (1L): 9.91 g Sales de HANKS (HBSS) (SIGMA), 0.350 g Carbonato
Sodico. 5 g Lactoalbumina hidrolizada, 0.1 g Extracto de Levadura, 0.2
g Hemoglobina humana o bovina, 0.056 g de Penicilina, 0.1 g

Estreptomicina y 0.048 g Kanamicina, pH 7.2, 10 % SBFI (GIBCO).

*Medio Grace’s modificado (100 ml): 0.250 gr de Hemoglobina
(inactivada a 56 ° C durante 30 min), 5.2 gr de Grace’s Insect Medium
(Sigma). La solucion fue mezclada y filtrada y posteriormente
suplementada con 10 % de SBFI (v/v). Tras esto, se procedio a bajar el
pH hasta niveles comprendidos entre 1 y 1.5 mediante una solucion de

HCI 1N para luego subir de nuevo el pH a niveles comprendidos entre 5
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y 5.8 con una solucion de NaOH 1N. Finalmente, el medio fue filtrado

para eliminar precipitados formados por la variacion brusca de pH.
B. Purificacion de EVs:

*RPMI (1L), 25 mM HEPES, 10 % U-SBFI : 16.4 g RPMI-1460 medium
(SIGMA), 2.2 g Carbonato Sodico, 0.134 g Penicilina, 0.060 g
Estreptomicina, 0.134 g Kanamicina, 100 ml U-SBFI 10 % (GIBCO),
5,95 g HEPES, 900 ml agua destilada, pH 7.4.

*RPMI (1L), 25 mM HEPES, 10 % U-SBFI : 16.4 g RPMI-1460 (SIGMA),
2.2 g Carbonato Soédico, 0.134 g Penicilina, 0.060 g Estreptomicina,
0.134 g Kanamicina, 100 ml U-SBFI 10 % ( GIBCO), 5,95 g HEPES, 900
ml agua destilada, pH 6.5.

C. Cultivo celular:

* MEM (1L): 9.53 g Eagle Essencial Medium (MEM) (SIGMA), 2.2 g
Carbonato Sodico, 4.4 g Hepes, 0.056 g Penicilina, 0.1 g
Estreptomicina, 0.048 g Kanamicina, 100 ml SBFI, pH 7.2.

e Tripsina-EDTA (400 ml): 0.1g EDTA, 0.5g Tripsina, pH7.4.

D. Soluciones para microscopia electronica de transmision e

Inmunocitoquimica:

*eTampon de fijacion Karnovsky’s: Formaldehido 4 %, Glutaraldehido

0.5 %, PBS (0.2 M, pH 7.4).

e Tampon Glicina: Glicina 0.02 M en PBS

* Tampon de Bloqueo 1: Gelatina de teledsteo 1 % en PBS.
e Tampon de Bloqueo 2: Ovoalbumina 1 % en PBS.

e Tampon fosfato salino (PBS): 10 mM Na HPO4, 10 mM KH>PO4, pH 7.2.
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-Todas las soluciones se prepararon antes de realizar el método y fueron

esterilizadas mediante filtracion por filtro de 0.2 um (Sartorius).
E. Soluciones para microscopia laser confocal:

eTampon de fijacion: Formaldehido 4 % en PBS (0.4 g Para
formaldehido en 7 ml H20O, calentar en bano a 60°C, anadir unas gotas
de NaOH 1M, dejar enfriar a TA y ajustar hasta 10 ml con PBS (0.2 M).
Ajustar el pH a 7.4.

e Tampoén de permeabilizacion: Acido citrico 10 mM, 10 % Nonidep-40.

* Tampon de lavado: PBS filtrado en filtro de 0.22 pym de tamano de poro

(Sartorius).

* Tampon de bloqueo: Albumina de suero bovino (BSA) (SIGMA) 1 % en
PBS.

F. Electroforesis de proteinas en geles de poliacrilamida:

* Gel separador: Acrilamida/Bisacrilamida 30 %, Tris-HC1 1.5 M pH 8.8,
SDS 10%, Persulfato de Amonio 10 %, Temed 1 %.

*Gel concentrador: Acrilamida/Bisacrilamida 30 %, Tris-HC1 1 M pH
6.8, SDS 10 %, Persulfato de Amonio 10 %, Temed 1%.

e Tampon de la muestra: Tris-HCI 0.5 M pH 6.8, SDS 10%, EDTA 0.2 M
pH 8, glicerol 50 % (v/v), azul de bromofenol 0.01 %, 2-mercaptoetanol
0.01 %.

* Tampon de electroforesis: Tris 0.05 M, Glicina 0.384 M, SDS 0.01 %.
G. Soluciones de tincion de geles de poliacrilamida:

* Solucion de tenido: Azul de Coomassie 0.025 % (p/v), Metanol 40 %,
Acido Acético 10 % en agua bidestilada.
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*Solucién de desteniido: 2-propanol 10 %, Acido Acético 10 %,

completar con agua bidestilada.
H. Inmunoblotting:

* Tampon de bloqueo: 2 % Leche en polvo deslipidizada, 0.1 % Tween-20
en PBS.

* Tampon de Lavado: 0.3% Tween-20 en PBS.
I. Soluciones para electroforesis en gel de Agarosa:

e Tampo6n TAE (10X): 0.4M Tris-Acetato, 20 mM EDTA, 11.14 ml Acido
Acético pH 8.2.

* Tampon de electroforesis: TAE 1X, agua destilada 1:9 (v/v).
* Agarosa 2 %: 1 g en 50 ml de tampon TAE 1X.
J. Soluciones para células competentes:

* Medio TYM: 2 % Triptosa, 0.5 % Extracto de levadura, 0.1% NaCl, 0.01

% MgCls. Estéril mediante autoclavado a 121 °C durante 20 min.

* Medio TFBI: Acetato de potasio 30 mM, MnCl, 50 mM, HCl 100 mM,
CaClz 10 mM. Estéril previo filtrado.

*Medio TFBII: NaMOPS 10 mM, CaCly, 75 mM, 15 % Glicerol, pH 7.

Estéril previo filtrado.

* Medio LB: 1g Triptona, 0.5 g Extracto de levadura, 1 g NaCl en 100 ml
de agua bidestilada. Estéril mediante autoclavado a 121 °C durante 20

min.
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K. Soluciones para la transformacion:

*Medio SOC (100ml): 2 g Bacto-Triptona, 0.5 g Extracto de levadura, 1
ml NaCl 1M, HCIl 1M. Se esteriliza por autoclavado a 121 °C durante 20

min. A continuacion se le anade 1 m Mg2+* 2 M, 1 ml Glucosa 2 M.

* Mg2* 2M: 20.33 g MgClz — 6 H20, 24.65 g MgSO4 — 7 H20, pH 7. Estéril

previo filtrado.

*Solucion stock de IPTG (0.1M): 1.2 g Isopropil-B-D-tio-galactosido
(IPTG) disueltos en 50 ml. Estéril previo filtrado.

*Solucion stock X- Gal: 100 mg de S5S-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-
galactosidasa disueltos en 2 ml de N, N -dimetilformamida. Cubrir con

aluminio y guardar a -20 °C.

* Solucion stock Ampicilina (100 pg/ml): 100 mg Ampicilina en 1 ml de
agua MiliQ.

*Medio LB Agar (100 ml): 1 g Triptona, 0.5 g Extracto de levadura, 1 g
NaCl, 2 g Agar.

*Placas LB Agar: Para 100 ml de medio LB se anadi6 100 ug/ml de
Ampicilina, 0.5 mM de IPTG y 80 ug/ml X-Galactosidasa.

L. Solucion para dialisis:

*Tampon de dialisis: Acetato de Amonio 1 M, ajustar hasta 0.1 M con

agua bidestilada.
M. Soluciones para ELISA:

*Tampon carbonato: Carbonato sodico 0.1 M, Bicarbonato Soédico 0.1

M, pH 9.4.
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*Tampon de Bloqueo: 2 % Leche en polvo deslipidizada, 0.1 % Tween-

20 en PBS.
* Tampon de lavado: 0.3% Tween-20 en PBS

 Solucion sustrato Peroxidasa: 12.5 ml tampoén Citrato (Acido Citrico
0.1 M, Citrato sodico 0.1 M, pH 5), 12.5 ml agua bidestilada, una
pastilla de OPD (O-fenil diaminobenzidina) (SIGMA).

* Solucion de parada: HC1 3 M.

*Glicina- HC1 0.1 M, pH 4.5.

*NaOH 1 N.

N. Soluciones inhibicion del complemento:

eTampon Veronal: 10 mM Barbital/NaCl 145 mM, CaCly 0.15
mM/MgCl> 0.5 mM, pH 7.4) (Virion).

* Complemento Humano (SIGMA).

* Medio caliente: RPMI-1460, 10 % SBFI, Cr>! (50 uCi/ml).

* Medio frio: RPMI-1460, 10 % SBFI.

* Solucién de precipitado: Acido Tricloroacético 10 % en agua destilada.
* Solucién de lavado-1: Acido Tricloroacético 5 % en agua destilada.

* Solucion de lavado-2: Etanol 80 % en agua bidestilada.

* Solucion de lavado-3: Etanol 70 % en agua bidestilada.

*Solucion de medida del marcaje: NaOH 1 N, sodium docecilsulfato

(SDS) 0.1 % en agua bidestilada.
* Solucion de contaje: Liquido de centelleo (Ultima Gold, Thermo Fisher).
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4 RESULTADOS

4.1 IDENTIFICACION DE EVS SECRETADAS POR T. CRUZI CEPA
PAN4

Se procedio a la identificacion de EVs secretadas por los parasitos
mediante microscopia electronica de barrido, microscopia electronica de
transmision y cuantificacion del tamano de las vesiculas particula

purificada por Dinamic Ligth Scatering.

En primer lugar se corrobor6 la secrecion de EVs por parte del
parasito mediante la observacion por microscopia electronica de barrido

como se muestra en la Figura 4.1.
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Figura 4.1. Liberacion de EVs desde la superficie de T. cruzi cepa PAN4.
a, b. Superficie de formas epimastigote con EVs en el exterior de su superficie
como indican las flechas. b.1. Ampliacion de la imagen B correspondiente a la
zona de la bolsa flagelar con liberacion de EVs. ¢. Momento de entrada de un
tripomastigote metaciclico en la célula hospedadora con EVs en su superficie
marcadas por dos flechas. d y d.1. Liberacion de EVs por las formas
intracelulares amastigotes de T. cruzi. Tamano de barra S um ay b, 1 um b.1,

C, d.1. Flechas blancas indicar EVs secretadas.

Tanto en la superficie de las formas libres (E, MT y A) como en el
momento de entrada del parasito en la célula se observa la existencia de
vesiculas a lo largo de la superficie del parasito y en la cercania de la

bolsa flagelar (Figura 4.1).

Para verificar que dichas EVs no se trataban de artefactos
producidos por la fijacion o por algun proceso que afectase a la
superficie del parasito, se procedio a la visualizacion de los mismos por
microscopia electronica de transmision. El analisis de la ultra
estructura del parasito confirmé la existencia de EVs asociadas a la
membrana del flagelo y en el exterior de la misma (Figura 4.2 (a), (b), (c)
y (d)) asi como de la formacién de endosomas tempranos y de cuerpos
multivesiculares (Figura 4.2 (b.1)) en el citosol de los parasitos
asociados al complejo Reticulo Endoplasmatico/Aparato de Golgi

(Figura 4.2 (d.1)).
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Figura 4.2. Formacion y secrecion de EVs en epimastigotes de 7. cruzi
Desarrollo de la formacion de cuerpos multivesiculares y secrecion de EVs por
microscopia electronica de transmision (TEM). F: flagelo; N: nucleo; EE:
endosoma temprano MVB: cuerpos multivesiculares; K: kinetoplasto. Tamarnio

de barra 500 nm. Flechas grises indican EVs secretadas.

Tras esto, se realizo la purificacion de EVs libres en el medio de
cultivo para la comprobacion de la existencia de estas en el medio

mediante visualizacion por TEM (Figura 4.3).
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Figura 4.3. Micrografia electréonica de transmisién de EVs secretadas por las

formas tripomastigotas infectivas de T. cruzi. Las flechas indican los exosomas.

Tras el analisis de las imagenes obtenidas por microscopia
electronica se observaron EVs que presentan la forma tipica en copa y

esféricas con un tamano medio de 41 £ 10.84 nm.

Para obtener unos datos mas detallados y fiables sobre el tamafno
de dichas vesiculas se llevdé a cabo la técnica Dinamic Ligth Scatering
(Figura 4.4) de cada poblacion de EVs secretadas por las cuatro formas

del parasito.
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Figura 4.4. Cuantificacion del tamano de las EVs secretadas por las formas
Epimastigotes, tripomastigotes metaciclicos, amastigotes y tripomastigotes

derivados de cultivo infectados de T. cruzi mediante Dinamic Light Scatering.

La medida del tamano de las EVs de cada una de las formas fue
diferente. En las formas libres (epimastigotes, tripomastigotes
metaciclicos y tripomastigotes sanguineos) se obtuvieron dos picos
comprendidos entre 50 y 210 nm, el primero de menor tamano y menor
intensidad, apareciendo un unico pico en las formas intracelulares de

aproximadamente 100 nm de diametro. En la Tabla 5 se muestran los
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tamanos, porcentajes de intensidad y la media para el potencial Z de

cada uno de ellos.

Tabla 5. Medida del tamaino de EVs de las diferentes muestras de T. cruzi.

%
Diametro Intensidad Potencial Z

(nm)
Epimastigotes 202.4 89.7 504.0
(1)
Epimastigotes 51.61 10.3 5.436
(2)
Tripomastigotes 121.4 93.6 345.1

metaciclicos (1)

Tripomastigotes 32.03 6.4 3.375
metaciclicos (2)

Amastigotes 109.0 100 456.5

Tripomastigotes 194.4 74.3 175.5
sanguineos (1)

Tripomastigotes 69.1 25.7 16.69
sanguineos (2)

Por tanto, existe una poblacion de EVs de tamano variable
secretadas por las distintas formas del parasito o bien se podrian

encontrar formando agregados, de ahi la variabilidad de tamanos.
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4.2 ESTUDIOS PARA LA EVALUACION DE LAS CONDICIONES OPTIMAS

DE CULTIVO EN LA LIBERACION DE EVSs POR T. CRUZI CEPA PAN4

Con el objetivo de estudiar las condiciones Optimas de cultivo a las
cuales se produce una mayor liberacion de EVs, se llevaron a cabo
varios ensayos variando las condiciones del cultivo incluyendo la
temperatura, tiempo, deprivacion de glucosa e inhibicion del
citoesqueleto. La liberacion de dichas EVs se midio previo marcaje con
el precursor radiactivo leucina-H3 de las proteinas transportadas por

las EVS tanto en su superficie como en su interior.
Para ello se realizaron los siguientes experimentos:

A. Evaluacion de la influencia del tiempo de cultivo vs

liberacion de EVs.

En primer lugar se realiz6 una curva de liberacion de EVs en
funcion del tiempo de cultivo transcurrido estableciendo como
condicion optima de liberacion la temperatura normal de crecimiento de
un cultivo de epimastigotes, es decir, 28 °C y, estableciéndose como
tiempos de incubacion las O, 2, 4, 6, 12, 18 y 24 h, tras los cuales los
cultivos fueron procesados para la purificacion de las EVs secretadas
tal como se describe en el capitulo 3. La cuantificacion de EVs
secretadas y marcadas radioactivamente a los distintos tiempos se
muestra en la Figura 4.5 (a), donde el mayor valor de c.p.m (cuentas por

minuto) se muestra a las 12 h de cultivo.
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Figura 4.5. (a). Curva de secrecion de EVs con respecto al tiempo.
Cuantificacion en CPM de las EVs marcadas y secretadas por epimastigotes de
T. cruzi cepa PAN4 a lo largo del tiempo. El medio de cultivo fue enriquecido
con Leucina- H3 a una concentracion de S uCi/ml. (b) Incremento de
radioactividad creciente cuantificada por horas con respecto a las CPM

obtenidas por cada tiempo independiente.
B. Evaluacion del factor Temperatura vs liberacion de EVs.

Tras determinarse el tiempo de liberacion maximo de EVs, se
procedidé con el estudio de la influencia de la temperatura en dicha
liberacion. Para ello se incubaron diferentes cultivos de las formas
epimastigotas a cuatro temperaturas diferentes siendo 18, 28, 37 y 45
°C las temperaturas a ensayar. Como se muestra en la Figura 4.6, y
tras corroborarse en cierta medida en el experimento anterior, la mayor
cantidad de aminoacidos radiactivos incorporados a las proteinas de las
EVs marcados fue a los 28 °C de temperatura, temperatura 6ptima de

crecimiento de las formas epimastigotas de T. cruzia las 12 h.
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Figura 4.6. Influencia del estrés térmico en la liberacion de EVs por las

formas epimastigotas de T. cruzi cepa PAN4.

Cabe destacar la disminucion en la liberacion de Evs a los 37 °C, y
como a los 45 °C vuelve a elevarse como consecuencia del estrés

térmico sufrido por los parasitos.

Para ratificar que esta secrecion esta afectada por la temperatura
optima a la que cada forma del ciclo de vida del parasito se desarrolla,
realizamos una comparacion entre las formas epimastigotas y
tripomastigotes metaciclicos a las dos temperaturas optimas de cultivo

para cada una de ellas.

Siguiendo el mismo comportamiento anterior, los epimastigotes
liberaron una mayor cantidad de EVs a los 28 °C que a los 37 °C de
temperatura, en un porcentaje del 48.75 % (Figura 4.7). Para los
tripomastigotes metaciclicos el incremento en la libracion de EVs
marcadas a los 37 °C fue del 70.83 % del total con respecto a los 28 °C
de temperatura (29.17 %).
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Figura 4.7. Comparacion de la liberacion de EVs entre la fase epimastigote
(Epi) y tripomastigote metaciclico (MT) de T. cruzi cepa PAN4 a distintas
temperaturas mediante el marcaje de proteinas con leucina-H3 tras 24 h y en

presencia de lectina de germen de trigo (WGA= wheat germ agglutinin).

Para determinar la presencia de glicoproteinas de superficie en las
EVs, los tripomastigotes metaciclicos fueron tratados con lectina de
germen de trigo (WGA) capaz de unirse a los grupos N-glicosilados de
las glicoproteinas. Este tratamiento produjo una disminucion en el
porcentaje de liberacion de EVs del 83.33 % con respecto a la condicion

normal de cultivo.

C. Relacion del ciclo celular del parasito y la secrecion de
EVs.

Tras esto se prosiguio con el estudio de la secrecion de EVs por T.
cruziy su evaluacion a lo largo del ciclo celular del parasito. Para ello se
marcaron tanto las proteinas como el ADN y ARN mediante los analogos
radiactivos leucina-H3, timidina-H3 y uridina-H3 respectivamente, y se

sincronizaron en la fase S del ciclo celular. Tras 24 h, en intervalos de 4
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h, se cuantifico la cantidad de radiactividad liberada en EVs asi como
en los parasitos para cada uno de los componentes anteriormente

descritos y como se muestra en la Figura 4.8.
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Figura 4.8. Cuantificacion de proteinas, ADN y ARN transportados por EVs
secretadas por T. cruzi cepa PAN4 durante la fase S del ciclo celular. Se
muestra la medida de la radiactividad en DPM (desintegracion por minutos) de
EVs y epimastigotes marcados con 5 uCi/ml de leucina-H3, timindia-H3 y

uridina-H3 tras 30 h de sincronizaciéon con 30 mM de HU.

En el periodo de tiempo comprendido entre las 8 y 12 h y las 20 a
24 h ocurre la maxima incorporacion en los parasitos de Timidina-H3
correspondiente a la maxima sintesis de ADN asi como la presencia de
Uridina-H3 en EVs secretadas por las formas epimastigotas del
parasito. Si bien en valores absolutos no se corresponden con la mayor
cantidad de EVs marcadas con Leucina-H3, quizas como consecuencia
las proteinas de las que se componen las EVs sean proteinas pre
sintetizadas y estén aun en el RE o AG de los parasitos. Mientras que al
ser mas facilmente degradable, son los ARN presentes en la EVs

mejores marcadores de la sintesis de dichas vesiculas. Existen, por
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tanto, dos periodos de maxima secrecion de EVs, tras las 12 h después
de fase S, donde el marcaje en las EVs de ARN, ADN y proteinas es
similar, volviendo a disminuir a las 16 h ligeramente, siendo las 24 h

donde hay una mayor liberacion de ARN, ADN y proteinas en las EVs.

D. Evaluacion del efecto de la ausencia de Glucosa e

inhibicion del citoesqueleto sobre la secrecion de EVs.

Para comprobar si una deficiencia en el metabolismo energético
afecta a la secrecion de EVs y, por lo tanto, al transporte de proteinas,
se sometieron a los cultivos a una deprivacion de glucosa. Para ello se
cultivaron las formas epimastigotas en medio rico en glucosa (RMPI=
0.5 g/l glucosa) a las 12 y 24 h frente a cultivos en medio sin glucosa
(MTL) y 2-desoxi-Glucosa como se muestra en la Figura 4.9. De la
misma manera, se comprobo el efecto en la inhibicion del citoesqueleto
sobre la secrecion de EVs mediante la comparacion de dos cultivos, uno

tratado con Citocalasina D y otro en condiciones normales de cultivo.

Tras realizarse el cultivo en condiciones optimas de temperatura a
distintos tiempos, se produjo una disminucion del 52.38 % en la

secrecion de EVs a las 24 h con respecto a las 12 h.
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Figura 4.9. Efecto de la inhibicion del metabolismo energético y del
citoesqueleto sobre la secrecion de EVs en T. cruzi. Porcentajes de EVs
secretadas por las formas epimastigotas en presencia de 2-Deoxi-D-Glucosa y

Citocalasina B con respecto a las EVs secretadas en condiciones normales.

La liberacion de EVs en los cultivos de epimastigotes en
condiciones de deprivacion de glucosa se vio reducida en un 83.64 %,
mientras que el porcentaje de inhibicion de la liberacion de EVs

mediante el inhibidor del citoesqueleto Citocalasina D fue del 91.51 %.
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4.3 EXPRESION DE PROTEINAS ESPECIFICAS DE T. CRUZI EN LOS

DISTINTOS ESTADIOS Y EN EVS SECRETADAS

4.3.1 EXPRESION DE LAS PROTEINAS MASP MEDIANTE LA

IDENTIFICACION DEL EXTREMO N-Y C-TERMINAL CONSERVADOS

Como ya se indic6 en apartados anteriores, las regiones
conservadas de las proteinas MASPs aparecen tanto en el extremo 5’
(amino terminal) como en su extremo 3’ (carboxilo terminal). A fin de
obtener anticuerpos especificos frente a estas dos regiones, se usaron
péptidos sintéticos (PS y C-terminal consenso) con los que se
inmunizaron ratas Wistar y ratones Balb/c para la obtencion del suero
policlonal especifico para cada uno de ellos como se explica en el

apartado 3.8 en el capitulo Materiales y Métodos.

En el caso del péptido sintético PS, se determiné la secuencia de
aminoacidos correspondiente al péptido senal de la proteina MASPS52
previamente estudiada por nuestro grupo de investigacion mediante el
uso del programa informatico Signal P como se muestra en la Figura

4.10.
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Figura 4.10. Prediccion del péptido senal de la proteina MASP52 mediante el

programa informatico SignalP-4.1 (EXPAsy tools). La linea verde indica la
prediccion para el péptido senal (S-score); en rojo se muestra la prediccion
para el sitio de escision (C-score) y en azul se muestra la combinacion de la

prediccion para el sitio de escision dado por los S- y C- score (Y-score).

El péptido senal de la proteina MASPS2 presenta un sitio de
escision entre la posicion 29 de su secuencia de aminoacidos,
correspondiendo con al aminoacido Serina (S), es decir, que es
susceptible de escision tras la maduracion de las proteinas MASP en la

cara externa del aparato de Golgi.

Para comprobar la alta conservacion del extremo N-terminal de las
proteinas MASP entre distintas cepas se realizé la busqueda de dicha
secuencia mediante BlastP para un total de 5 cepas diferentes de T.
cruzi CL-Brener Esmeraldo (Tc VI), CL-Brener Non Esmeraldo (Tc III),
DMC28 (Tc I), Sylvio X10 (Tc I) y Marenkellei. Como se muestra en la

Tabla 6, el mayor numero de secuencias homologas para el extremo N-
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terminal de las proteinas MASP se obtuvo para la cepa CL-Brener
Esmeraldo (366), siguiendo un patréon de homologia entre secuencias de
mayor a menor conforme las cepas se alejan filogenéticamente, como es
el caso de la mas alejada, Marenkellei, con un total de 159 secuencias
altamente homologas para el extremo N-terminal de la proteina MASPS52

expresada en este caso por la cepa CL-Brener Esmeraldo.

Tabla 6. Analisis de las secuencias para el extremo N-terminal de las

proteinas MASP entre distintas cepas de T. cruzi mediante BlastP.

Similitud en Blast

CL-Brener CL-Brener Dmc28 Silvio Marenkellei
Esmeraldo Non X10
Esmeraldo
Blast* 430 391 285 164 175
Corregido** 366 314 268 149 159

*Solo se consideraron en este analisis las secuencias con e-valor <le -04

** Todos los pseudogenes y secuencias ambiguas fueron eliminadas

El alineamiento multiple de todas las secuencias correspondientes
a los péptidos seniales de las proteinas MASP de cada una de las cepas
analizadas puso de manifiesto la existencia de una conservacion de
motivos repetidos para el extremo N-terminal de dichas proteinas como

se observa en la Figura 4.11.
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Figura 4.11. (a) Representacion de los motivos estructurales conservados de
las seis secuencias aminoacidicas pertenecientes a los extremos N-terminales
de las proteinas MASP de T. cruzi de las cepas CL Brener Esmeraldo, CL
Brener Non-Esmeraldo, DmC28, Sylvio X10 y Marenkellei, tras el alineamiento
multiple de sus secuencias mediante el programa MEME.4.3.0. (b) Porcentaje
de conservacion de la secuencia de aminoacidos de cada cepa de T. cruzi

analizada para el PS MASPs.

Tras comprobar el grado de conservacion de esta secuencia, se
llevo a cabo la sintesis de dicho péptido senal consenso, cuya
estructura esta formada por la union de cuatro péptidos iguales
ramificados y unidos por residuos de Lisina (Lys-) (Figura 4.12) con una

longitud de 25 aminoacidos, el cual fue utilizado para la inmunizacion
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de ratas Wistar sin la necesidad de acoplarlo a KLH debido a que esta
ramificacion permite multiplicar por cuatro su peso molecular que de

manera individual es de 2.64232 kDa.

a b

MAMMMTGRVLLVCALCVLWSVAADG 10 20

Lys - - -
MAMMMTGRVLLVCALCVLWSVAADG MAHFHTGRVL LVCALCVLWS VAADG

Lys
MAMMMTGRVLLVCALCVLWSVAADG )
> Lys Theoretical pl/Mw: 5.58 / 2642.32

MAMMMTGRVLLVCALCVLWSVAADG

Figura 4.12. Representacion esquematica del péptido sintético PS MASP y de
su peso molecular teérico analizado mediante la herramienta bioinformatica

Compute pl/Mw.

Para la region C-terminal de las proteinas MASP se sintetizé un
péptido cuya secuencia de aminoacidos es la resultante del
alineamiento de 41 secuencias de aminoacidos consenso de dicho
extremo entre dos cepas de T. cruzi. Para ello se llevo a cabo el estudio
de las secuencias de dicho extremo expresadas por formas
tripomastigote metaciclico de las cepas CL Brener (Tc VI) y PAN4 (Tc I,
a-d), ambas filogenéticamente divergentes y como se muestra en la

Figura 4.13 (a).
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Figura 4.13. Analisis de la expresion de las secuencias de aminoacidos de la
region extremo C-terminal MASP. (a) Gel de agarosa (2 %) de los amplicones
de la region C-terminal MASP (94-88 pb) usando ADNc proveniente de las
cepas Cl-Brener y PAN4 como muestras e incluyendo como control de calidad
ARNm de ambas. (b) Alineamiento multiple de las secuencias obtenidas de la
region C-terminal en las cepas PAN4 (23 clones) y CL-Brener (17 clones). En
negro se muestran los residuos con el 100 % de conservacion mientras que los
que tienen >80 % aparecen en gris. (c) Esquema de la estructura hidrofobica
tipica de las proteinas MASP y las frecuencias de aminoacidos del extreme C-

terminal de las MASPs expresadas en ambas cepas.

Se obtuvieron un total de 24 clones para la cepa PAN4 y 17 clones
para la region C-terminal expresada por la cepa CL-Brener. Como se

observa en la Figura 4.13, se obtuvo una homologia muy alta entre
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secuencias de los distintos clones independientemente de la cepa,
ademas siendo las zonas de mayor conservacion las situadas al
principio y al final de todas las secuencias obtenidas, donde predomina
la secuencia de aminoacidos DGS en los 17 primeros residuos,
correspondientes al motivo de union a lipidos GPI de la proteina. La
variacion entre las secuencias de los clones entre cepas y entre ellos
mismos se produce en los siguientes 18 residuos donde abunda el
aminoacido Leucina (L), aminoacido con carga neutra que confiere

hidrofobicidad a esta region (Figura 4.13 (c)).

Tras esto, se sintetizo el péptido consenso C-terminal, con un peso
molecular teodrico de 2.7522 kDa, el cual se unié al hapteno KLH
siguiendo el protocolo descrito en el apartado 3.8. Tras la inmunizacion

de ambos se obtuvo un titulo de anticuerpos por ELISA de 1/1600.

10 20
DGSTAVSHTT SPLLLLLVVA CLAATAVVA

DGSTAVSHTTSPLLLLLVVACAAATAVVA .
Theoretical plivw: .08 /2752 22

Figura 4.14. Representacion esquematica del péptido sintético C-termianl
consenso (C7) y de su peso molecular tedrico (Compute Pi /MW, EXPAsy

tools).

Una vez obtenidos los inmunosueros con los anticuerpos
especificos para ambas regiones de las proteinas MASP, se procedio6 a la
determinacion de la expresion de las mismas en los distintos estadios

de T. cruzi mediante western blot.

En el caso del péptido senal PS se obtuvo un patron de bandas de

tamanos comprendidos desde los 150 kDa hasta 30 kDa, con
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diferencias en el grado de

parasito (Figura 4.15 (a)).

expresion en los

diferentes

Resultados

estadios del

a b
2 2l
250 — 250 — &
150 — 150 —
100 — 100 — I
8
75 — 75 —
50 —P o 50 —
-
37 — —_— af
37 o
=
» 5
25 — 25 —
20 — 20 —
—_— — —— —
E T A E T A 1 2

Figura 4.15. Western blot de las proteinas solubles totales (a) y de las
proteinas de las EVs (b) en las tres formas del parasito (epimastigotes (E),
tripomastigotes derivados de cultivo (T), y Amastigotes (A)), asi como de EVs
secretadas al medio de interaccion (EVs-MI 1 (Ectosomas) y 2 (Exosomas))

parasito-célula mediante el uso de inmunosuero anti-PS MASP. (MW=

molecular weight).

Como se puede observar, la presencia de proteinas MASP que

conservan el péptido senal es menor en epimastigotes, siendo
relativamente mayor en amastigotes, es decir, que en las formas
intracelulares del parasito existe un mayor numero de proteinas MASP
sin procesamiento de su péptido senal. En las tres formas, aparece una
banda de alrededor de 52 kDa, que podria corresponder a la
anteriormente descrita por De Pablos et al. (2011) [127] y registrada
como MASPS52 en la base de datos GENBAK con el numero de

identificacionXP_820015.1.
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El uso de este inmunosuero anti-PS MASP frente a proteinas
totales de EVs secretadas al cultivo de cada una de las formas parasitos
(Figura 4.25 (b)) revelo la existencia de dicho péptido senal en las
mismas. La senal obtenida por quimioluminiscencia es mayor para EVs
de epimastigotes asi como de Amastigotes, apareciendo menor senal en

EVs de tripomastigotes derivados de cultivo.

En el siguiente experimento se procedio a analizar dos poblaciones
diferentes de EVs secretadas durante la interaccion parasito-célula

(Ectosomas y Exosomas) (Figura 4.16).

a b

250 kDa
150 kDa
100 kDa

75 kDa

50 kDa —> -

25 kDa

20 kDa

15 kDa

Figura 4.16. Densitograma de las proteinas marcadas con el inmunosuero

anti-PS MASP en EVs secretadas al medio de interaccion parasito-célula,
Ectosomas (a) y Exosomas (b) y en EVs de formas T (c). Linea azul:
densitograma para bandas marcadas en Exosomas del MI; Linea roja:
densitograma para bandas marcadas en Ectosomas del MI; Linea negra:

Densitograma para bandas marcadas en EVs de las formas T.
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El patron de bandas obtenido fue similar en ambos casos,
manteniéndose igualmente la banda de 52 kDa (senaladas con flechas),
y haciéndose patente la diferencia de bandas e intensidad de las
mismas entre las EVs del parasito en cultivo y las presentes en el medio
de interaccion como se puede ver en el densitograma (Figura 4.16),
compartiendo un total de seis bandas. Este resultado indica que la
presencia de la célula hospedadora estimula una mayor secrecion de

proteinas MASP en EVs por parte de los tripomastigotes sanguineos.

Siguiendo con el estudio de la presencia de proteinas MASP en EVs
secretadas por el parasito, se ensayé el inmunosuero anti-C-terminal

MASP de igual manera que anti-PS MASP.

El western blot revel6 un perfil de bandas muy similar al obtenido
frente al PS MASP en EVs, sin embargo, tanto la intensidad como el
numero de bandas y, por lo tanto, de proteinas MASP, es mayor en este
caso. Mientras que para el PS MASP se mantenia una banda de unos 52
kDa aproximadamente, en este caso aparece una banda de
aproximadamente 160 kDa en todas las EVs de las tres fases del
parasito asi como en los ectosomas y exosomas del medio de interaccion

(Figura 4.17 (a)).
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Figura 4.17. (a) Identificacion mediante western blot del extremo C-terminal
de las proteinas MASP en EVs secretadas por los parasitos y secretadas al
medio de interaccion parasito-célula hospedadora. (b) Western blot de EVs de
formas T mediante el uso de wun inmunosuero anti-EVs-Tripo. (E=
Epimastigotes, T= tripomastigotes derivados del cultivo, A= amastigotes, 1 =
exosomas del medio de interaccion, 2= ectosomas medio de interacciéon, MW=

molecular weight).

Cuando wusamos un inmunosuero especifico para proteinas
transportadas en EVs de tripomastigotes sanguineos fijadas con
glutaraldehido, frente a proteinas obtenidas a estas mismas, el
inmunosuero reconocié un total de tres proteinas (Figura 4.17 (b)),
siendo una de ellas de un tamano de banda de 120 kDa, igual que las
que se identifican con el péptido PS MASP, y otra banda entre 100 kDa
y 150 KDa de tamano también presente en ambos casos. A pesar de
esto, el niumero de bandas detectadas fue menor que para el resto de

los inmunosueros.
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4.3.2 INMUNO LOCALIZACION DE LAS PROTEINAS MASPs

MEDIANTE MICROSCOPIiA LASER CONFOCAL

Mediante microscopia laser confocal se realizo el estudio de
localizacion de los extremos N- y C-terminal conservados de las proteinas
MASP en los diferentes estadios del parasito y durante el ciclo de vida del

mismo.

En los parasitos libres en cultivo, el PS MASPs se localiz6 en
puntos dispersos cercanos a la membrana plasmatica de las formas
epimastigotes (Figura 4.18). Por el contrario dicho PS no fue localizado en
los tripomastigotes infectivos (Figura 4.19) pero si la region C-terminal
MASPs a lo largo de la superficie del parasito e incluso en el citosol. En
los amastigotes (Figura 4.18 (C)), el péptido senal se encontré confinado
en una posicion polarizada, especificamente en una zona posiblemente
asociada al complejo RE/AG en el citosol del parasito y, ademas, co-

localizandose con la region C-terminal.
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DAPI Regic’_m PS MASP DAPI +FITC+
C-terminal Alexa 633

Figura 4.18. Inmunolocalizacion del péptido PS y de la region C-terminal de
las proteinas MASPs mediante Microscopia Laser Confocal en formas libres del
parasito. Marcaje del péptido PS MASPs mediante inmunosuero anti-PS MASP
en rata (Alexa fluor 633) y region C-terminal mediante inmunosuero especifico
en raton (FITC).A. Epimastigote; B. Tripomastigote derivado de cultivo; C.
Amastigote. D. Control negativo con inmunosueros de ratéon y rata pre-

inmunes. El ADN se marcé mediante DAPI Tamano de barra de escala: 5 um.
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N DAPI +FITC+
DAPI P PS MASP Alexa 633

Figura 4.19. Inmunolocalizacion en el ciclo de invasion parasito-célula desde

las 4 hasta las 72 h infeccion. Marcaje del péptido PS MASP mediante
inmunosuero anti-PS MASP en rata (Alexa fluor 633) y region C-terminal
mediante inmunosuero especifico en raton (FITC). E1 ADN se marco mediante

DAPI. Tamano de barra de escala: 10 um.
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En experimentos independientes, se procedié a la localizacion de
ambos extremos de las proteinas MASP durante la invasion celular.
Después de la infeccion de las células Vero durante 4 h previamente
sincronizadas en la fase S del ciclo celular, éstas fueron fijadas a
distintos tiempos post- infeccion (4, 12, 24 y 72 h) e incubadas con los
inmunosueros especificos para dichas regiones (Figura 4.18 (B)). En el
primer contacto del parasito con la célula hospedadora (reconocimiento
y adhesion), éste co-expresa ambos extremos de las proteinas MASP
(Figura 4.19), en contraste con las formas tripomastigotas libres de
células hospedadoras (Figura 4.18). Una vez el parasito se transforma a
amastigote en el interior de la célula tras 12 h de infeccion, la
fluorescencia para el péptido PS aparece con una localizacion mas
difusa mientras que para la region C-terminal se mantiene de manera
puntual como muestra la fluorescencia en verde en contraste con la
fluorescencia en rojo mas dispersa alrededor del amastigote. Tras las 24
y 72 h post-infeccion, la distribucion de ambas marcas en el interior de
la forma intracelular del parasito fue claramente diferenciada, con la
region C-terminal acumulado probablemente en el aparato de Golgi del
amastigote y el péptido PS con un marcaje mas especifico bordeando
toda la superficie del amastigote a través de la membrana y en el

citosol.

A continuacion, se quiso comprobar la localizacion mediante el
inmunosuero anti-EVs-Tripo y, de las proteinas que transportan, en
cada uno de las formas del parasito permeabilizados asi como su co-
localizacion con el péptido PS MASP. El marcaje por parte del
inmunosuero anti-EVs-Tripo mostro especificidad en las formas
epimastigotas y amastigotas con un marcaje difuso por todo el parasito
exceptuandose la zona correspondiente a la bolsa flagelar como se

muestra en la Figura 4.21 (A) y (C). Ambos anticuerpos mostraron co-
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localizarse en la zona entre el nucleo y el kinetoplasto, pudiéndose

corresponder al complejo RE/AG.

DAPI +FITC+

DAPI Ant-EVS Alexa 633

Tripo

C
K
N .

Figura 4.20.Co-localizaciéon del péptido PS MASP y de las proteinas

PS MASP

transportadas en EVs de tripomastigotes en los diferentes estadios del ciclo de
vida de T. cruzi cepa PAN4. Marcaje del péptido PS MASP con inmunosuero
anti-PS MASP en rata (Alexa fluor 633), marcaje de EVs-Tripo con
inmunosuero anti- EVs-Tripo en raton (FITC), marcaje del ADN con DAPI.A.
Epimastigotes. B. Tripomastigote derivado de cultivo celular. C. Amastigote. D.

Control del marcaje mediante sueros pre-inmunes de rata y raton. Barra: Sum.
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En las formas tripomastigotas infectivas el marcaje de las proteinas
marcadoras de EVs fue difuso exceptuandose la membrana ondulante
del parasito y la zona de la bolsa flagelar como se observa en la Figura

4.20 (B).

El mismo ensayo de co-localizacion se realiz6 para la region C-
terminal MASP y las proteinas presentes en las EVs de tripomastigotes
derivados de cultivo. Como ambos inmunosueros se obtuvieron en el
mismo modelo animal (ratén), la identificacion de ambos se realizo
mediante la inmunolocalizacion de ambas proteinas con distintos
fluorocromos, puesto que el extremo C-terminal MASP fue
anteriormente localizado en la superficie de los parasitos y en el area
que corresponderia al complejo RE/AG , y el inmunosuero anti-EVs
Tripo co-localizado con el PS MASP mostré una localizacion menos
especifica pero reconociendo a las proteinas presentes en las tres

formas del parasitos ( Figura 4.18 y 4.20).

Por lo tanto, esto permitio diferenciar como en epimastigotes el
extremo C-terminal se encontraba anteriormente difuso excepto por
algunos puntos cercanos a la membrana plasmatica, en esta ocasion
también se encuentra disperso pero a su vez se co-localiza con las
proteinas presentes en las EVs de las formas infectivas, llegandose a
diferenciar unas estructuras con forma de “vesiculas” por todo el
citoplasma del parasito, encontrandose cercanas al nucleo y al

kinetoplasto como se observa en la Figura 4.21 (A).

En tripomastigotes derivados de cultivo (Figura 4.21 (B)) el marcaje
seguia el mismo patron anterior, disponiéndose el extremo C-terminal
por la membrana plasmatica del parasito, en la bolsa flagelar y en el
citoplasma en la zona cercana al nucleo y al kinetoplasto. En

amastigotes (Figura 4.21 (C)), la fluorescencia se localiza principalmente
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en la membrana plasmatica con varios puntos en ella donde el marcaje

es mas intenso para la co-localizacion de ambas inmunosueros.

_ » DAPI
Antl‘-EVS' Reglo.n +FITC+
DAPI Tripo C-terminal Alexa 633

Figura 4.21. Co-localizacion mediante microscopia laser confocal del extremo
C-terminal MASP y de las proteinas transportadas en EVs de tripomastigotes
en las diferentes estadios del ciclo de vida de T. cruzi cepa PAN4. Marcaje del
extremo C-terminal con inmunosuero anti-C-terminal MASP (Alexa fluor 633),
marcaje de EVs de tripomastigotes con inmunosuero anti- EVs-Tripo (FITC),
marcaje del ADN con DAPI. Barra 5 um A. Epimastigotes. B. Tripomastigote
derivado de cultivo celular; C. Amastigote “like”; y D. Control negativo con

suero pre- inmune de raton. Tamano de barra de escala: Sum.
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La localizacion celular de los dos extremos conservados de las
proteinas MASP en parasitos sin permeabilizar mostré6 como en
epimastigotes el marcaje es difuso a lo largo del citosol para ambos no
asi en las formas involucradas en el ciclo celular del parasito
(tripomastigotes y amastigotes), localizandose en la superficie del
parasito bordeandolo siguiendo el contorno de la membrana plasmatica

(Figura 4.21).

4.3.3 INMUNOCITOQUIMICA DE LAS EXTREMOS CONSERVADOS DE LAS

PROTEINAS MASP EN EVS SECRETADAS POR T. CRUZI.

Tras la localizacion de los extremos conservados de las proteinas
MASP en las formas libres del parasito y durante su ciclo de invasion,
asi como la demostracion de la presencia de EVs secretadas por el
parasito y del estudio del perfil proteico de éstas mediante western blot
en proteinas solubles y EVs, se procedio a inmunolocalizarlas mediante
microscopia electronica de transmision y marcaje con particulas de oro

en cortes ultrafinos de dichas EVs.

Tras el analisis por microscopia electronica de las EVs aisladas de
las formas tripomastigotas infectivas se determind el numero de EVs
marcadas para ambos extremos y para la proteina Clatrina como
marcador especifico de este tipo de vesiculas (Figura 4.22). Mediante el
contaje de al menos 100 EVs se determiné el numero de EVs para cada
uno, presentandose la region C-terminal en aproximadamente el 7 % de
las EVs analizadas con un numero promedio de 1.6 * 0.8 de marcas por
EVs. En el caso del péptido PS ~46 % de las EVs presentaron marca con
1.41 = 0.2 marcas promedias por EVs. La proteina Clatrina fue
encontrada en el 29.11 % de las EVs analizadas con un promedio de
marcas por EVs de 1 £ 0.2. Por lo tanto, del total de EVs analizadas

existe un incremento de ~63 % de EVs que transportan el péptido senal
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de las proteinas MASP. (Figura 4.23), y en menor porcentaje aquellas

que mantienen la region C-terminal MASP.
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Figura 4.22. Inmuno-marcaje con oro coloidal de EVs-T transportando el
péptido PS y la region C-terminal MASP. (a y b). Inmunomarcaje con
inmunosuero anti-C-terminal MASP. (¢ y d) Inmunomarcarje con
inmunosuero anti-PS MASP. (e y f) Inmunomarcaje con anticuerpos anti-
Clatrina. (g y h) Control mediante marcaje con anticuerpos anti-CD9. Flechas
negras indican las EVs marcadas, flechas azules las que no presentan marca.

Tamarno de particulas de oro de 10 y 25 nm. Barra: 200 nm.
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Clatrina PS MASP C-terminal MASP
Figura 4.23. Cuantificacion de EVs marcadas. Las barras son representativas

de al menos 100 EVs contadas por cada uno de los inmunosueros especificos

para cada una de las proteinas.
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4.4 RESPUESTA HUMORAL DEL PEPTIDO PS Y DE LA REGION C-

TERMINAL DE LAS PROTEINAS MASP DE T. CRUZI.

Después de demostrar la presencia de ambos extremos
conservados de las proteinas MASP en EVs y de la expresion diferencial
de esta familia de proteinas durante su ciclo de vida completo, se
procedio al estudio de la respuesta humoral asociada a estas dos

regiones en diferentes muestras de sueros de pacientes chagasicos.

Para ello, en primer lugar se realizo la evaluacion de la respuesta
humoral de un pool de los sueros clasificados en grupos segun la
patologia que presentan: cardidopatas, digestivos y asintomaticos. Como
control negativo se usé un pool de sueros de individuos sanos
procedentes de la misma area que los enfermos y como control positivo
frente a Chagas se enfrentaron los sueros a un extracto total de

proteinas solubles de las formas no infectivas del parasito.

La respuesta de IgG frente al péptido sintético PS MASP de todos
los sueros probados fue positiva aunque mas baja que el extracto de
proteinas solubles (PTTC) como se observa en la Figura 4.24, sin
embargo, ambas fueron superiores al valor de corte (DO 0.16 = 0.02).
Comparando este resultado con respecto a la clasificacion de los sueros
segun la patologia, la mayor respuesta fue obtenida en el caso del grupo
de sueros digestivos (DO 0.82 + 0.02) seguida del grupo de cardiopatas
(DO 0.40 £ 0.17) y el grupo de asintomaticos (DO 0.44 %= 0.03). Sin
embargo, la respuesta de los tres grupos de sueros fue similar para

TPTC sin diferencias significativas entre ellos.
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Figura 4.24.Respuesta IgG de los distintos grupos de sueros de pacientes con
Chagas frente al péptido PS MASP y PTTC (Total Protein T. cruzi) clasificados
segun su patologia y del grupo control negativo. Los valores del p-valor p<
0.0001 (****) fueron considerados como extremadamente significativos, p<
0.001 (***) altamente significativos, p< 0.01 (**) ligeramente significativos, p

<0.05 (*) baja significancia y ns como no significativos.

En ensayos separados se procedio a determinar la respuesta
humoral de dichos sueros frente a una bateria de péptidos sintéticos
correspondientes a epitopos solapantes procedentes de un mapeado de
la region C-terminal (C1-C6) y del péptido sintético C7 correspondiente
la region C-terminal de la proteina MASPS52 caracterizado por De Pablos
et al. (2011) [127] y que posee tres sustituciones en la secuencia
consenso: Leu-Leu-Val por Phe-Phe-Phe en la posicion 16 a la 18. Este
péptido sirvié para evaluar una variacion en la respuesta humoral
debida o no por las sustituciones de aminoacidos con la misma

polaridad.
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La respuesta de anticuerpos de los péptidos para cada grupo de
sueros frente a cada uno de los péptidos fue positiva (Figura 4.25), sin
embargo y al igual que ocurri6 para el péptido PS, los valores obtenidos
por los péptidos C1-C7 fueron menores comparados con el lisado total
de parasitos usado como control, indicando que la respuesta frente a
ambas regiones de las proteinas MASP corresponde a una fraccion de la

respuesta humoral total frente a T. cruzi.
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Figura 4.25. ELISA de los péptidos C1-C7 y de los parasitos lisados (total
antigen) usando sueros de pacientes infectados con T. cruzi clasificados segiin
las diferentes manifestaciones de la enfermedad. (a) Digestivos. (b).
Cardiopatas. (c) Asintomaticos. Todas las muestras con valores de DO 492 nm
/ valor de corte > 1 fueron consideradas positivos. El valor de corte fue
calculado usando un pool de sueros negativos de Panama con la siguiente

formula: Media+ 3 x SD pool de sueros negativos.
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Por otra parte, con el objetivo de evaluar la capacidad antigénica
del péptido senal de las proteinas MASP y de su asociaciéon con la
patologia que pueden sufrir los enfermos de Chagas, se procedio al
estudio de la respuesta humoral de cada uno de los sueros de forma
individual en presencia o ausencia de inmunocomplejos (ICs) formados
por IgG especificas que se unen al péptido PS MASP mediante la
metodologia descrita en el apartado 3.9.5. Tras el tratamiento de cada
uno de los sueros a bajo pH (4.5) para separar las posibles
inmunoglobulinas de los inmunocomplejos, se probaron dichos sueros
frente al péptido PS MASP, dividiéndolos en dos grupos: CICs (con
inmunocomplejos, es decir, sin tratar) y SICs ( sin inmunocomplejos o

tratados).

Tras el tratamiento de los sueros se procedi6é a la determinacion de
la presencia de EVs libres de IgGs obtenidas por ultra-centrifugacion

(Figura 4.26).

Las concentraciones medias de proteinas de EVs presentes en los
ICs de los sueros fueron de 8.91 + 5.53 ug para los sueros digestivos;
33.05 £ 16.62 ug para los sueros de arritmicos cardiopatas; 46.54+
15.23 ug para los sueros de insuficientes cardiacos y 32.01 + 13.80 g
para los sueros en fase indeterminada. Todos ellos presentando
diferencias estadisticas altamente significativas (p <0.0001), excepto con
el grupo de sueros asintomaticos donde no hay difirencias
significativas, y entre los grupos de sueros cardiopatas donde existio

una ligera diferencia significativa (p< 0.001)
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Figura 4.26. Concentracion de proteinas procedentes de EVs libres de IgGs
humanas obtenidas tras el desacoplamiento de los ICs presentes en cada uno
de los sueros individuales de los pacientes agrupados por patologias. Las
barras horizontales representan los valores medios y las barras verticales los
valores de la desviacion estandar SD. Los valores con p-valor p <0.0001 (***¥)
fueron considerados como extremadamente significativos, p < 0.001 (**%
altamente significativos, p< 0.01 (**) ligeramente significativos y ns (p<0.09)
como no significativos. (CARD-Arr= cardiopatas arritmicos; CARD-ICC=
cardiopatas con insuficiencia cardiaca, DIG= digestivos, Asintomaticos= sin

sintomas determinados).

Tras corroborar la existencia de proteinas pertenecientes a las EVs
que forman los ICs en cada uno de los sueros de los pacientes, se
procedio a la determinacion de la respuesta frente al péptido senal PS

MASP en para cada uno de los sueros CICs y SICs (Figura 4.27).
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Figura 4.27. Respuesta IgG frente al péptido PS MASP de los sueros de
pacientes de Chagas clasificados por patologias y en presencia (CICs) o no
(SICs) de ICs. El valor de corte fue calculado mediante un pool de sueros de
donantes sanos tratados y sin tratar.CARD-Arr: pacientes cardiopatas
arritmicos; CARD-ICC: pacientes con insuficiencia cardiaca; DIG: pacientes
digestivos, ASINTOM: pacientes sin sintomatologia. Barras rojas: Sueros con

ICs; Barras azules: sueros sin ICs.

Como se observa en la Figura 4.27, la respuesta en los sueros SICs
comparada con el grupo control no infectado esta en concordancia con
la respuesta de IgGs totales previamente ensayadas en la Figura 4.25.
Cuando comparamos los sueros CICs y SICs entre grupos, el grupo de
pacientes con patologia digestiva en ausencia de ICs (DIG SICs) mostro
la respuesta frente al péptido PS MASP mas alta en relacion con la
respuesta obtenida con el grupo de sueros con inmunocomplejos (CICs),
lo cual indica la presencia de inmunocomplejos formados por IgGs anti-

PS MASP en este grupo de sueros. La razén entre la DO obtenida para
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cada suero fue relativamente superior a 1 en la mayoria de los casos,

excepto para el grupo de pacientes cardiopatas arritmicos (CARD- Arr).

La sensibilidad del test para los sueros tratados (SICs) fue del 93 %
mientras que para los sueros sin tratar (CICs) fue del 41 %, siendo la

especificidad del 99 % para ambos casos.

4.5 DETERMINACION DE LA PRESENCIA DE EVS Y DEL PEPTIDO PS

MASP EN INMUNOCOMPLEJOS

Para determinar si las EVs secretadas por los tripomastigotes
sanguineos presentes en el hospedador son parte de dichos ICs, y de si
en la superficie de dichas EVs se encuentran las proteinas MASP, se
realizo0 un ensayo de inmunocaptura. Dicho ensayo se basa en la
presencia de anticuerpos en el inmunosuero anti-PS MASP capaces de
ligarse a dichas EVs liberadas y obtenidas tras ultracentifugacion
diferencial, siendo previamente tratadas para desacoplar las IgGs
humanas especificas frente a ellas. Este procedimiento se realizé para
cada uno de los grupos de los sueros de pacientes chagasicos. El
ensayo de inmunocaptura se detalla en la Figura 4.28 (a) asi como los

resultados obtenidos.

La incubacion con los anticuerpos anti-PS MASP previamente
recubriendo el pocillo de la placa de ELISA y la deteccion de las EVs
libres de inmunoglobulinas utilizando un inmunosuero anti-EVs Tripo
como elemento de deteccion, reveldo una alta respuesta en los cuatros
grupos de pacientes frente al grupo control no infectado (valor de corte
= 0.503), siendo el grupo digestivo el mas reactivo (DO/ valor de corte =
2.42) (Figura 4.28 (b)), y con diferencias altamente significativas con
respecto al resto de grupos (p<0.001). Cuando los ensayos de
inmunocaptura- ELISA se realizaron con un pool de los sueros tratados,
es decir, sin ICs (dilucion 1/100), la respuesta obtenida fue mayor que

en el ensayo anterior, pero similar entre todos los grupos (Figura
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4.28.c), aunque si existen diferencias significativas (p>0.001) entre el
grupo de sueros digestivos y el grupos de sueros (CARD-Arr, CARD-ICC
y Asintomaticos), entre los dos grupos de sueros con cardiopatias
(p<0.001) con el grupo de sueros asintamitocos, y no encontrandose
diferencias significativas entre los dos grupos con cardiopatias (p>0.095).
Estos resultados demostraron la existencia del PS MASP en los ICs
capturados detectado por inmunoglobulinas especificas anti-PS MASP,
presentes en los sueros chagasicos inmune, con los niveles mas altos

para el grupo digestivo (Figura 4.28.b).

Por otra parte, se probé como control positivo de la reacciéon un
inmunosuero anti-PTTC e inmunoglobulinas anti-CD9 como anticuerpo
control de EVs humanas, manteniendo los anticuerpos anti-PS MASP
como cebos y las mismas EVs libres de IgGs de cada uno de los grupos
de sueros de pacientes chagasicos (Figura 4.28 (d)). El resultado
obtenido mostré una alta presencia de antigenos de T. cruzi y una baja
respuesta para el marcador de EVs humanas CD9. Por lo tanto, este
resultado muestra que las EVs procedentes de los ICs capturadas por
los anticuerpos especificos anti-PS MASP tienen un origen parasitario
predominante, y ademas, estos no estan formados por EVs humanas

presentes en los sueros.
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Figura 4.28. Ensayos de inmunocaptura de las EVs presentes en los ICs
presentes en los sueros de los pacientes de Chagas cronico con diferentes
patologias. (a) Representacion esquematica de la metodologia empleada en el
ensayo de inmunocaptura. (b) Inmunocaptura de EVs libres de IgGs
purificadas de un pool de sueros de cada grupo de pacientes de Chagas, con el
inmunosuero anti-PS MASP como elemento de captura y anticuerpo especifico
frente a EVs-Tripo como anticuerpo de deteccion, revelado mediante
inmunoglobulinas anti-raton (S ug/ml) marcadas con HRP. (¢) Inmunocaptura
de las EVs presentes en los sueros chagasicos mediante el inmunosuero anti-
PS MASP como elemento capturador y una dilucion 1/100 de cada pool de
sueros tratados (SICs) como anticuerpos especificos, revelados mediante
anticuerpos anti-IgGs humanas marcadas con HRP. (d) Inmunocaptura de las
EVs libres de IgGs procedentes de un pool de suero de cada grupo clinico
chagasico, mediante inmunosuero anti-PS MASP como elemento capturador y
dos sueros, anti-PTTC (control positivo para T. cruzi) y anti-CD9 (control
positivo humano) (5 ug/ml) como anticuerpos especificos, revelado con
inmunoglobulinas anti-conejo y anti-raton con HRP (5 ug/ml). (e)
Inmunocaptura de EVs secretados por las formas T mediante el inmunosuero
anti-PS MASP como elemento capturador, enfrentadas a cada uno de los pools
de sueros tratados (SICs) como anticuerpos especificos (1/100), revelados con
inmunoglobulinas anti-humanas con HRP. (*= p <0.05, **= p <0.01, ***=p

<0.001, ns = p>0.05, no significativo)

Para determinar si las EVs de T. cruzi estan formando parte de los
inmunocomplejos, la captura inmunolégica fue ligeramente modificada
mediante el uso de los mismos anticuerpos anti-PS MASP como cebo,
pero como antigenos se usaron las EVs secretadas por las formas T. A
continuacion, la placa se incubo con el conjunto de sueros de pacientes
chagasicos y, finalmente, se revelo utilizando un conjugado de
anticuerpos anti-IgGs humanas marcados con HRP (Figura 4.28 (e)).
Los resultados muestran que el reconocimiento de anticuerpos
especificos frente a T. cruzi es muy alto con respecto al grupo de control

con una diferencia significativa entre el grupo de insuficientes cardiacos
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y los pacientes indeterminados (p <0,001), diferencia ligeramente
significativa entre cardiacos arritmicos e indeterminados (p <0,01) y no
significativo (p >0,05) entre los pacientes digestivos e insuficientes

cardiacos (Figura. 4.28 (e)).

Para determinar la presencia de inmunoglobulinas humanas en la
superficie de los ICs, se purificaron los ICs procedentes de un pool de
cada grupo de sueros y se recubrieron con ellos los pocillos de la placa
para ELISA. Las placas fueron incubadas con anticuerpos secundarios
anti-IgGs humanas marcadas con Peroxidasa. Como se muestra en la
Figura 4.29 (b), la absorbancia de los sueros con diferentes patologias
fue aproximadamente 2.5 veces superior que el grupo control, revelando
que las inmunoglobulinas humanas estaban presentes en las fracciones

purificadas.
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Figura 4.29. Controles de los ensayos de inmunocaptura. (a) Representacion
esquematica de la metodologia a desarrollar. (b) Ensayo control de la
determinacion de la presencia inmunoglobulinas humanas en los ICs de los
sueros de los pacientes chagasicos usando un anticuerpo anti-Ig Gs humanas
marcado con HRP como anticuerpo de deteccidon. (¢) Ensayo control de la
determinacion de la ausencia de la enzima Peroxidasa en las EVs libres de ICs
tras el tratamiento a pH 4.5. Anticuerpo anti-PS MASP usado como elemento

capturador y solucion sutrato Peroxidasa como elemento de detector.

Finalmente, se realizo6 un ensayo control para determinar la no
presencia de la enzima Peroxidasa en las EVs que forman los ICs. Para
ello se us6 como antigeno las proteinas libres de los ICs de cada grupo
de sueros obtenidos por ultracentifugacion y revelados con el sustrato

de la enzima Peroxidasa (Figura 4.29 (c)). Los resultados muestran que
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tanto el grupo control como las muestras de los pacientes no hay
presencia de la enzima Peroxidasa en las fracciones de las EVs de los

ICs la cual podria interferir potencialmente con la reaccion.

4.6 ENSAYO DE INHIBICION DE LA LISIS POR EL COMPLEMENTO

DEL PEPTIDO PS, LA REGION C-TERMINAL MASP Y DE LAS EVs DE T. CRUZI

Después de verificar la existencia de inmunocomplejos (ICs) en los
sueros de pacientes Chagasicos cronicos y de que existe reactividad
frente al péptido PS MASP en los sueros de los pacientes digestivos e
indeterminados tras el tratamiento para eliminar de los ICs las
inmunoglobulinas humanas, y de que ademas tanto el péptido PS y la
region C-terminal MASP son transportados en EVs secretadas por las
formas T, se procedio a la evaluacion de la funcionalidad de los
antigenos liberados por EVs en la evasion del sistema inmune. Para ello

se llevo a cabo un ensayo de la inhibicion del complemento humano.

Tanto las EVs como el péptido PS MASP y los péptidos C1 al C7
fueron capaces de inhibir la lisis mediada por el sistema del
complemento humano presente en los sueros chagasicos en diferentes

grados para los distintos pool de los grupos de sueros chagasicos

(Figura 4.30 (a) y (b))-

En el caso del PS MASP, el porcentaje de inhibicion mayor aparece
en el grupo de sueros digestivos con un 50 % de inhibicion, con
diferencias estadisticamente significativas (p<0.001) respecto a los
porcentajes obtenidos para los grupos de sueros cardiopatas y

asintomaticos, que fueron mas bajos (< 20 %) (Figura 4.30 (a)).
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Figura 4.30. Inhibicion de la lisis mediada por Complemento. (a) Porcentaje
de inhibicién de la lisis mediada por el sistema del complemento por el péptido
PS MASP. (b) Porcentaje de inhibicion de la lisis mediada por el complemento
por los péptidos C1 hasta C7 de la region MASP C-terminal. Los Epimastigotes
marcados con Cr5! fueron tratados con 10 % de un pool de suero de pacientes
chagasicos inactivados por calor y diagnosticados como digestivos, cardi6patas
y asintomaticos. Después se incubaron con una dilucion 1/18 del
complemento humano (DL50) y 1 ug/100 ul para cada péptido a 37 °C durante
1 h. Como control positivo se usaron los pools de sueros de pacientes
chagasicos sin inactivar y un pool de sueros inactivados sin adicion del

complemento como control negativo.
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Siguiendo con la evaluacion de la capacidad de inhibir la actividad
litica del complemento humano, se procedié a evaluar el panel de
péptidos pertenecientes a la region C-terminal de las proteinas MASP y
de la presencia de anticuerpos liticos especificos frente a dicha region

en los sueros anteriormente probados (Figura 4.30 (b)).

Cada uno de los péptidos mostro capacidad de inhibir la actividad
litica del complemento en todos los grupos de sueros, con un
incremento de la accion para los sueros de pacientes con patologia
digestiva y una disminucion en los pacientes asintomaticos. El péptido
CS mostré un alto porcentaje de inhibicion, con la excepcion del grupo
de sueros de pacientes con patologia digestiva, donde el péptido C7

presento el mayor efecto bloqueando la accion de anticuerpos liticos.

Usando la misma metodologia, se procedi6 a evaluar el papel de las
EVs secretadas en la evasion inmune del sistema del complemento en
las formas E, T y A de T. cruzi. La mayor respuesta inhibitoria para la
actividad litica del complemento se obtuvo en el caso de los pacientes
con cardiopatias (% inhibicion> 50 %) (p <0.001 entre todos los sueros
probados) en EVs obtenidas de las tres formas del parasito, seguidos
por los sueros de pacientes con patologias digestivos para las EVs
secretadas por las formas E y T (>50 % y 30 % respectivamente) (Figura
4.31). El porcentaje de proteccion mas bajo en los tres grupos de sueros
fue para las EVs secretadas por las formas intracelulares con respecto a

las EVs de las formas Ey T
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Figura 4.31. Inhibicion de la actividad litica del sistema del complemento
humano por EVs secretadas por 7T. cruzi EVs E= EVs secretadas por
epimastigotes; EVs T= EVs secretadas por tripomastigotes; EVs A= EVs
secretadas por amastigotes (1 ug/100 ul).

Esto muestra como la respuesta inmune frente a T. cruzi, y mas en
concreto, frente a las proteinas de superficie MASP, depende de la
patologia de procedencia de los sueros y del origen de las EVs como
captadoras de anticuerpos capaces de disparar la lisis por

complemento.
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DiscUSsION

La secrecion de pequenas vesiculas por parte de las células
eucariotas fue descubierta en los afios 80, cuando se describieron por
primera vez como vesiculas de origen endosomal secretadas por
reticulocitos [142, 260]. Desde entonces, el conocimiento sobre la
biogénesis, composicion y funcion de las EVs ha ido en aumento. Es
debido a sus particulares funciones donde reside el interés sobre éstas
vesiculas, dado que intervienen en la comunicacion intercelular,
capaces de modular respuestas en otras células, asi como de intervenir
en la presentacion de antigenos y, por tanto, modificar la respuesta
inmune [139, 174]. Ademas, debido al conocimiento sobre a su
composicion y su presencia en todos los fluidos corporales, son usadas

como biomarcadores de enfermedades como por ejemplo cancer [261].

El tipo de vesiculas que una célula puede liberar varia desde vesiculas
de tamano mayor a 100 nm o Microvesiculas, hasta vesiculas de
pequeno tamano como los exosomas, de tamano comprendido entre 30
y 100 nm, pasando por cuerpos apoptéticos, microparticulas,
ectosomas y oncosomas, de distinto origen celular, y que pueden ser
confundidos con las EVs. Por ello, se han establecido protocolos
universales para el aislamiento y reconocimiento por parte de la ISEV
(International Society of Exovesicles) [262], independientemente del tipo

de célula del que procedan dichas EVs.

En el caso de T. cruzi, las condiciones de cultivo juegan un papel
muy importante tanto en su crecimiento como en el proceso de
diferenciacion hacia las formas metaciclicas infectivas. Entre ellos la
concentracion de electrolitos, la osmolaridad, la concentracion de

fuentes de carbono, como la glucosa, y la temperatura [50, 263, 264].
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Por todo ello, se analizo el efecto producido por el tiempo,

temperatura y nutrientes en la liberacion de dichas EVs.

Las formas epimastigotas se caracterizan en cultivo por presentar
tres fases de crecimiento, la fase adaptativa, la fase logaritmica (con un
tiempo de duplicacion de ~12 h) y la fase estacionaria. Siguiendo este
comportamiento, se estudido la secrecion de EVs a lo largo de dicha
curva de crecimiento (Figura 4.5).La secrecion de EVs fue en incremento
conforme el tiempo de cultivo, observandose un maximo de secrecion de
EVs a las 12 h de incubacion repitiéndose a las 24 h. Estos periodos
coinciden con la cinética de crecimiento del parasito, el cual presenta
un tiempo de generacion de aproximadamente 12 h [265], coincidiendo
igualmente con un incremente de la fase S del ciclo celular, donde
ocurre la mayor sintesis de ADN y posteriormente una mayor sintesis

de proteinas [266].

Por otra parte, se sabe que la variacion en la temperatura asi como
la presencia de algunos medicamentos, metales pesados o depravacion
de glucosa, induce un estrés térmico que desencadena una respuesta
celular comun tanto en eucariotas y como en procariotas que conlleva a
la sintesis de proteinas de choque térmico o HSP (Heat Shock Proteins),
encargadas de proteger a las células frente a dicho estrés [267] y

permitir su supervivencia.

Las proteinas de choque térmico o HSPs son chaperonas
encargadas de proteger al proteoma de las células impidiendo que se

produzca el misfolding de las mismas y su agregacion [268].

En T. cruzi también han sido estudiadas estas proteinas tanto a
nivel de organizacion genoémica como de caracterizacion molecular [269-
272]. T. cruzi esta sometido a condiciones térmicas diferentes a lo largo
de su ciclo de vida, desde la temperatura ambiente a la del insecto

vector de (26-28 °C) a la del hospedador mamifero (37 °C).
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El stress térmico sobre las formas infectivas tiene un efecto antes y
durante la infeccion, reduciéndose el porcentaje de parasitacion asi
como la capacidad de multiplicacion de las formas intracelulares a una

temperatura no mayor de 37 °C [264].

Ademas, de afectar a las tasas de parasitacion, el stress térmico
influye en la biosintesis de ADN, ARN y proteinas por parte de los

parasitos como demostraron Sanchez-Moreno et al. (1997)[273].

La asociacion entre stress térmico y la liberacion de exosomas
reside en la presencia de proteinas HSPs en exosomas secretados, como
es el caso de la proteina HSP70, HSP 90 6 HSP 60 secretadas por
diferentes tipos de células por las via no-clasica de secrecion que
incluye la via exosomal [274], siendo incluso usadas como proteinas

marcadoras de EVs [175].

En consecuencia, la evaluacion de la variacion de temperatura en la
secrecion de EVs mostr6 como ésta es mayor en las formas
epimastigotas a la temperatura optima de crecimiento (28 °C), pero en
respuesta a una temperatura extrema (45 °C) vuelve a elevarse la
secrecion de EVs (Figura 4.6). Puesto que los exosomas intervienen en
la comunicacion célula-célula, y las proteinas HSPs forman parte de los
mecanismos de proteccion frente al estrés térmico, y son secretadas por
la via exosomal, este aumento de la liberacion de EVs podria ser la
consecuencia de la activacion de un mecanismo protector frente al
choque térmico como se demostro en L. donovani [202], donde
promastigotes sometidos a 37 °C liberaban exosomas con un
incremento significativo de estos marcadores de choque térmico y un

aumento en la liberacién de exosomas.

La influencia del estrés térmico en la secrecion de EVs en las
formas MT también mostré esta respuesta, con un incremento

significativo de las EVs cuantificadas en los cultivos de MT expuestos a
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37 °C, por encima de la temperatura a la que se produce la
Metaciclogénesis, 28 °C [253]. Este aumento de EVs liberadas podria
deberse al hecho de que éstas son las formas que infectan al
hospedador mamifero, el cual presenta un temperatura corporal de 37
°C, ademas de conocerse la implicacion de las EVs en los procesos de
infeccion de los parasitos [194, 211, 235] . Esta participacion de las EVs
en la propagacion de los parasitos podria deberse a la composicion
proteica de las mismas, ya que como se demostr6 mediante la
disminucion del porcentaje de EVs purificadas tras el tratamiento de
las formas infectivas del parasito con lectina de germen de trigo, lo que
demuestra que éstas EVs estan recubiertas por glicoproteinas (Figura
4.7). Las glicoproteinas forman una parte importante de la superficie del
parasito (glicocalix) y se han demostrado que son importantes en los
procesos de reconocimiento, adhesion y entrada del parasito en la

célula hospedadora [76, 275].

La relacion entre la liberacion de EVs y el ciclo celular del parasito
también has sido estudiado en la presente tesis. Para ello se llevo a
cabo la sincronizacion de la sintesis de ADN mediante la adicion de
Hidroxiurea [266, 276-278]. Tras la sincronizacion, se produjo la mayor
liberacion de EVs a las 12 h de incubacion, con un aumento en el
marcaje de proteinas, ADN y ARN en las mismas, que se corresponden
con elevados niveles de incorporacion de Uridina H3 y Timidina H3 por

parte de los parasitos (Figura 4.8).

La liberacion de EVs que trasportan proteinas, ADN y ARN,
aparece ciclica, como se observa en la Figura 4.8, con un aumento a las
12 h, disminucionon a las 16 h, y aumento de nuevo a las 24 h. De esta
manera se demuestra como en 7T. cruzi existe una correlacion entre el
ciclo celular y la secrecion de vesiculas como via de secrecion de

proteinas. Ademas, dichas EVs transportan ARN y ADN, como se ha
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comprobado en todas las EVs secretadas por todos los tipos de células y

organismos [171, 208, 279].

Al objeto de conocer si otras condiciones de estrés afectan a la
secrecion de EVs, los parasitos se sometieron a condiciones de

deprivacion de glucosa.

Para su crecimiento, el parasito necesita fuentes de carbono
(carbohidratos) que va consumiendo y metabolizando hasta la fase final
de su crecimiento exponencial. Debido al metabolismo de la glucosa los
parasitos secretan al medio productos derivados de dicho catabolismo
como el acido acético y piruvico [133]. De esta manera, el pH del medio
va acidificandose hasta 5.6 a 6.0, provocando la rapida diferenciacion
de las formas epimastigotas hacia tripomastigotas metaciclicas [49, 50,

280].

La adicion al medio de cultivo del inhibidor de la glicélisis, 2-Deoxi-
D-Glucosa, no produjo ningun efecto sobre el proceso de diferenciacion
[263], sin embargo, cuando se cuantifico la liberacion de EVs por
epimastigotes en presencia de este analogo de la Glucosa, la reduccion
del numero de EVs cuantificadas fue del 83.64 %, con respecto con el
cultivo control tras las 24 h de incubacion (Figura 4.9). Este resultado
podria explicarse como consecuencia de que las rutas de secrecion de
EVs son procesos activos dependiente de energia y consumo de ATP.
Este consumo es obviamente disminuido por la inhibicion de la
glicolisis inducida por la 2-Deoxi-D-Glucosa, ya que los
tripanosomatidos y, en concreto, las formas epimastigotas de T. cruzi, se
caracterizan por presentar un alto consumo de glucosa mediante una
“fermentacion aerobica” de la misma, de la cual obtienen el ATP

necesario para sus funciones metabdlicas [281, 282].

Ademas de energia, el parasito necesita del citoesqueleto para

poder secretar dichas vesiculas, a través de la polimerizacion y
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elongacion de los filamentos de actina mediante la union de una
proteina motora, la Dineina, presente en las EVs de T. cruzi entre otros
elementos del citoesqueleto, como la Clatrina, proteinas GTPasas y Rab
[208]. La inhibicion del citoesqueleto mediante la adicion al medio de
Citocalasina D, que actia uniéndose a la actina de los microtibulos
impidiendo su polimerizacién y elongacion, provocd practica ausencia
de secrecion de EVs con un 91.51 % de inhibiciéon con respecto al
control como se muestra en la Figura 4.9. Por lo tanto, la liberacion de
las EVs en T. cruzi se lleva a cabo mediante un proceso de transporte

activo de vesiculas.

Este transporte esta mediado por el citoesqueleto, encargado de
transportar las vesiculas desde el aparato de Golgi hasta su posterior
fusion con los endosomas tempranos liberando las proteinas que
transportan [283]. Estos endosomas maduran hacia endosomas tardio
para formar los cuerpos multivesiculares (MVBs) por medio de la
invaginacion de su membrana formando en su interior vesiculas
intraluminares (ILVs) quedando las proteinas del interior del endosoma

tardio encapsuladas en dichas ILVs.

Tras esto, los MVBs se fusionan con la membrana citoplasmatica y
liberan su contenido al espacio extracelular, siendo las proteinas

secretadas a través de los exosomas [140].

Los estudios de microscopia laser de barrido confirmaron junto con
los estudios de la ultraestructura del parasito por microscopia
electronica de transmision, la presencia en todas las formas del parasito
de las EVs en la superficie del parasito, cercanas al bolsillo flagelar, asi
como la presencia de estas vesiculas en el momento de interaccion con
la célula hospedadora (Figura 4.1). El estudio de la ultra-estructura
permitié la observacion de los de los compartimentos celulares

relacionados en la formacion de las vesiculas, como los endosomas

192



Discusion

tempranos y los cuerpos multivesiculares (Figura 4.2) como

previamente se han descrito en la cepa Dmc28 de T. cruzi [208].

Los estudios de liberacion de EVs en distintas condiciones de
cultivo y su relacion con el ciclo celular del parasito, asi como los
estudios de microscopia indican la posible funcionalidad que tienen las
EVs en el proceso de diferenciacion de las formas no infectivas hacia las
formas infectivas del parasito, dado que su biogénesis y liberacion esta
directamente relacionada tanto con su ciclo celular y las condiciones
necesarias de cultivo para el crecimiento normal de los parasitos,
necesitandose glucosa para su transporte llevado a cabo a través del

citoesqueleto asi como transportando en ellas, proteinas, ADN y ARN.

Los ARNs que transportan dichas EVs de T. cruzi podrian ser los
encargados, en condiciones de estrés nutricional en cultivos axénicos,
de promover la Metaciclogénesis. Debido al alto numero de ARNts (ARN
de transferencia) liberados en EVs de T. cruzi, Garcia-Silva et al. 2014
[284] han sugerido la participacion de ARNts tanto en la
Metaciclogénesis como en el proceso de infeccion de la célula
hospedadora. Este hecho ha sido ampliamente observado en otro tipo
de células como las cancerigenas, donde los ARNs que transportan las
EVs intervendrian en los procesos comunicacion intercelular
modulando la diferenciacion celular, la apoptosis o la metastasis [285,
286], e incluso en la patogénesis de muchas enfermedades
neurodegenerativas (Parkinson, Alzheimer) [287-289] , cardiovasculares

[290], bacterianas o viricas como la tuberculosis o el SIDA [190, 193].

Por tanto, en la presente tesis se quiso comprobar el papel de estas EVs
en la enfermedad de Chagas a través del estudio de su composicion, y

en concreto como transportadoras de la familia de proteinas MASP.

T. cruzi, junto con T. bruceiy Leishmania spp., constituye dentro de los

Kinetoplastidos uno de los tripanosomatidos epidemiolégicamente mas
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complejos, asi como una mayor diversidad genética como se demostro
tras la secuenciacion completa de los tres genomas mediante el

proyecto denominado Tritryp [134].

Después de la secuenciacion del genoma del parasito, nuevas
familias de proteinas de superficie de T. cruzi DGF-1, TcSMP, TcTASV y
MASP han sido conocidas y estudiadas [127, 128, 134, 135, 291].

Todas ellas se encuentran recubriendo la superficie celular
conformando el glicocalix de las formas infectivas tripomastigotas,
ancladas a la membrana citoplasmatica mediante motivos GPI e
involucradas en el mecanismo de entrada del parasito en la célula

hospedadora [127, 275, 292].

Sin embargo, no todas estas proteinas van a encontrarse formando
parte de la superficie sino que pueden ser secretadas al exterior,
denominandose al conjunto de éstas proteinas Secretoma. Este
secretoma representa alrededor del 9 % del total de proteinas
secretadas por la via clasica de secrecion, mientras que el 48 % del total
de estas proteinas se secretan por vias no clasicas [98]. Existen
evidencias de que estas proteinas son transportadas en EVs (ectosomas
y exosomas) [194, 208, 211]. Esto supondria que el parasito usa otras
vias para la secrecion de proteinas como en el caso de las
glicoproteinas, como se demostré mediante el tratamiento con lectina de

las formas MT del parasito (Figura 4.7) [293].

Aunque la composicion proteica de las EVs de T. cruzi ya ha sido
estudiada, es poco el conocimiento que existe en relacion a la funcion
que algunas desempenan. Dentro de las proteinas de superficie
caracterizadas, se identifico un miembro de la familia de proteinas
MASP en exosomas liberados por epimastigotes y tripomastigotes
metaciclicos de la cepa Dmc28 de T. cruzi, identificada con el namero de

acceso gi| 322829180, abriendo la posibilidad de la secrecion de éstas
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proteinas por la via de secrecion exosomal, como se determiné para

otras proteinas de superficie de T. cruzi.

Los miembros de la familia de proteinas MASP poseen dos
extremos altamente conservados (N- y C- terminal), un sitio de anclaje a

la membrana o GPI y una region hipervariable central [135].

Debido a dicha ausencia de un patron definido en la region
hipervariable de estas proteinas, se decidié estudiar la presencia de los
dos extremos conservados en los parasitos y su ciclo de infeccion, asi

como en las EVs secretadas por los mismos.

En las células eucariotas, las proteinas sintetizadas, que pueden
ser o bien secretadas, o expuestas hacia el exterior de la superficie
celular, presentan un péptido senal en el extremo N-terminal el cual las
dirige hacia el RE [294-296]. Después, éste péptido debe ser escindido
por la actuacion de una peptidasa del proteosoma, liberando el

polipéptido hacia el lumen del RE [297].

En el caso de las proteinas MASP, éste péptido presenta una
longitud de 30 aa y un sitio de escision en la posicion 29 (Figura 4.10),
previamente descrito para la proteina MASPS52 [127], con un alto grado
de conservacion entre distintas cepas de T. cruzi filogenéticamente

alejadas (Figura 4.11).

Por otra parte, la region C-terminal de las proteinas MASP como se
ha mencionado anteriormente, se caracteriza por tener un motivo
altamente repetido que potencialmente sirve como senal para la adicion
del motivo de anclaje GPI al RE. Los estudios sobre la posible variacion
aminoacidica de esta region confirmaron, al igual que para el péptido

senal, un alto grado de conservacion en esta secuencia (Figura 4.13).
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Estas dos regiones podrian servir como sitios de recombinacion
homologa a nivel nucleotidico y, por tanto, generar diversidad genética

en esta familia de genes [134] .

Los estudios de inmunolocalizacion de estas dos regiones
conservadas de las proteinas MASP mostraron una localizacion
diferente dentro de las formas infectivas tripomastigotas, no asi en las
formas epimastigotas y amastigotas donde muestran una localizacion
similar (Figura 4.18), en el citosol, asi como en la superficie de los
parasitos. En las formas tripomastigotas infectivas libres, so6lo se
inmunolocaliz6 la region C-terminal MASP, siendo la intensidad de

fluorescencia para el péptido senal casi inexistente (Figura 4.18 (B)).

La inmunolocalizacion de ambas regiones constantes de las
proteinas MASP durante el ciclo de infeccion de la célula hospedadora
fue diferente para las formas intracelulares amastigotas y las formas
infectivas tripomastigotas (Figura 4.19). La localizacion de las regiones
C- y N-terminal difiere dependiendo de si el parasito esta libre en el
medio de cultivo o en el proceso de infeccion de la célula hospedadora.
En las formas tripomastigotas que estan en contacto con las células
(después de las 4 h de infeccion), el extremo N-terminal MASP se
encuentra localizado en el citosol, probablemente en el RE y aparato de
Golgi, mientras que el extremo C-terminal MASP aparece rodeando la
membrana plasmatica y en el citosol, al igual que ocurre en las formas

tripomastigotas libres en cultivo.

En las formas amastigotas, la localizacion del extremo N-terminal
MASP varia, pudiendo encontrarse polarizado en las formas amastigotas
extracelulares, a distribuirse rodeando la membrana plasmatica y en el
citosol en formas amastigotas intracelulares, especialmente tras las 72
h de infeccion y tras producirse la disrupcion de la célula parasitada.

Por su parte, la region C-terminal MASP se encuentra en el interior de
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las formas intracelulares con una distribucion polarizada hacia un
extremo del amastigote al igual que ocurre en las formas amastigotes
extracelulares (Figura 4.18 y 4.19), mostrando una distribucion

concreta dentro de los parasitos.

Los niveles de expresion y sintesis de proteinas de T. cruzi varia
entre los distintos estadios durante su ciclo de vida [298], asi como
durante el proceso de invasion intracelular [299]. La diferencia de
localizacion de los extremos N y C- terminal de las proteinas MASP
podria deberse a una variacion en la funcionalidad y/o procesamiento

de éstas proteinas cuando el parasito cambia de fase.

Como se ha demostrado para otras glicoproteinas del parasito
como las trans-sialidadasas y las mucinas, estudios recientes
mostraron como péptidos procedentes de la region hipervariable MASP
provocan una respuesta IgM e IgG variable en infecciones
experimentales similares a las descritas para la region C-terminal MASP

donde existe un switching incorrecto de los Isotipos IgM e IgG [138].

Dicha implicacion en la patogénesis del parasito por parte de las
proteinas MASP se muestra durante su ciclo de infeccion (Figura 4.19),
ademas de existir una mayor sintesis de proteinas MASP en las formas
tripomastigotas infectivas cuantificadas mediante PCR en tiempo real

[127].

La sintesis y expresion de dichas proteinas parece ser secuencial,
ya que existen diferencias en su localizacion conforme avanza la
infeccion y conservandose ademas dentro de una poblacion clonal de
tripanosomatidos, confiriéndole una variabilidad de cara a la evasion de

la respuesta del sistema inmune del hospedador mamifero [133, 300].

La conservacion de estas dos regiones N- y C-terminal indica que

son necesarias y constantes para la funcionalidad de la familia de
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proteinas de superficie MASPs. Una de estas funciones seria la de
participar en la evasion de la respuesta inmune del hospedador como
asi ha sido demostrado para otras proteinas de superficie del parasito
[230, 231, 233, 236].

La presencia del péptido senal (PS) y del extremo C-terminal en
EVs secretadas por T. cruzi en una subpoblacion de EVs secretadas por
tripomastigotes infectivos asi como en EVs secretadas en el medio de
interaccion parasito-célula (Figura 4.15, 4.16, 4.17, 4.22), podria
suponer la Uinica forma de exponer estas regiones constantes al sistema

inmune del hospedador.

El péptido senal (PS) tiene normalmente un domino amino terminal
basico (domino N) y un dominio hidrofébico (dominio H), junto a un
dominio polar donde se encuentra el sitio de escision [297]. La
ineficiencia en la escision depende de variaciones en la secuencia como
consecuencia de la variabilidad genética, bien por mutacion o presencia
de Snips, o de un incorrecto procesamiento protéico, como se ha

descrito en el caso del hipotiroidismo o la diabetes [301, 302]

Una excesiva colision procedente de un exceso de sintesis entre
proteinas no procesadas en el RE puede conducir a una baja eficiencia
en el procesamiento de éstas. Este suceso ocurre como consecuencia de
no disponer de chaperonas que dirijan las proteinas a las enzimas
proteoliticas del proteosoma, encargadas de eliminar las zonas que
deben ser cortadas para su total maduracion y salida al exterior celular.
De esta manera, la frecuencia de interaccion de estas proteinas con las
chaperonas en el RE determinaria las tasas de procesamientos

correctos [294].

La acumulacion intracelular de proteinas no procesadas con un PS
no escindido podria permitir la produccion de agregosomas [303] en el

RE y aparato de Golgi, como asi han sido observados en importantes
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enfermedades humanas en los ultimos 20 anos incluyéndose entre ellas
el Alzheimer y el Parkinson, la encefalopatia espongiforme, la diabetes
tipo II, hipotiroidismo [304-306], cancer [307], enfermedades cardiacas

[308], e incluso en infecciones virales[309].

La acumulacion en el RE de proteinas inmaduras ha sido también
descrito en T. cruzi debido a la ineficiencia en el procesamiento de la
region N-terminal de la cistein proteasa Cruzipaina, un proceso similar
que podria darse con las proteinas MASPs inmaduras conservando el
péptido senal y, por tanto, siendo posteriormente exportadas y

secretadas via EVs [310, 311].

Este “error” tedrico de procesamiento del PS de las proteinas por el
RE y la subsecuente liberacion en EVs en las formas tripomastigotas
podria constituir un mecanismo adaptativo para el establecimiento del
parasito en el hospedador, contribuyendo en la evasion de la respuesta

inmune a la que se enfrenta en el hospedador mamifero.

Por lo tanto, debido a la presencia de las regiones conservadas PS 'y
extremo C-terminal en EVs de T. cruzi cabrian dos hipotesis para

explicar dicho mecanismo de secrecion.

Hipotesis 1: el PS y extremo C-terminal se liberarian via EVs como
parte de proteinas MASP no procesadas y, por tanto, inmaduras con
ambos extremos intactos. Este caso podria deberse a procesos de estrés
celular, como el estrés térmico o el cambio de pH que los parasitos
sufren durante la infeccion de la célula hospedadora. De este modo se
sintetizarian como proteinas no procesadas que escaparian de los
sistemas de control interno celulares, pudiendo ser cargadas dentro de
los MVBs para ser finalmente secretadas en las EVs [312] como se

muestra en la Figura 4.32.
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Hipotesis 2: En el caso del extremo C-terminal, una segunda hipotesis
contemplaria la posibilidad de que la secuencia senal para GPI actuara
como region trans-membrana en las membranas lipidicas y, por tanto,
presentes en proteinas MASP maduras. Como se ha mencionado
anteriormente, la gran mayoria de las proteinas maduras con anclaje
GPI carecen del segmento hidrofobico C-terminal. Sin embargo, existen
ejemplos donde esta region no se escinde, lo que proporcionaria a las
proteinas maduras una regiéon trans-membrana como ocurre con el
antigeno 2 de la célula del estroma de la médula 6sea humana ( BST-2)
[313]. Esta hipotesis explicaria que la secuencia senal GPI de las
proteinas MASPs hiciera el papel de region trans-membrana en la

membrana de las EVs.
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Figura 4.32. Representacion de la secrecion no-candnica de las proteinas
MASP via EVs de T. cruzi. La ruta de secrecion de T. cruzi esta formada por
el complejo RE/AG cercano al ntcleo (N) de la célula y de la via endocitica. Las
proteinas MASPs van a ser sintetizadas en el nucleo (1) con una secuencia
senal en la region N-terminal dirigida al RE, y una region C-terminal con un
dominio de union a membrana GPI y/o trans-membrana como se ha explicado
en el texto (hipotesis 2). Segun la hipétesis 1, en condiciones de estrés, el PS o
la region C-terminal MASP no van a ser escindidas de las proteinas, generando
proteinas no procesadas en el AG (2). El polipéptido PS se transportaria en
vesiculas provenientes del AG hacia el citosol, entrando en la ruta de secrecion
endocitica mediante captaciéon por los endosomas tempranos (ET) (3). Por
tanto, las proteinas no procesadas con el PS o con la region C-terminal van a
ser englobadas en el lumen del MVB por maduracion del ET (4), mediante
micro invaginacion de la membrana endosomal, formando vesiculas
intraluminares (ILVs) donde quedarian retendrian dichas proteinas. Después
el MBV se fusionaria con la membrana citoplasmatica para liberar al espacio

extracelular los exosomas portando las proteinas MASP con una u otra region
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(5). De esta manera, dichas regiones quedarian expuestas a anticuerpos frente
a ellas y formarian Immunocomplejos circulantes a partir de EVs liberados por

T.cruzi. (6).

Para valorar la capacidad antigénica de éstas dos regiones se
realizaron ensayos de ELISA al objeto de evaluar la respuesta humoral
frente ambas regiones conservadas de las proteinas MASP en sueros de
pacientes chagasicos cronicos que presentan diferentes patologias
(digestivos, cardiépatas y asintomaticos). La respuesta humoral
observada fue alta para ambos péptidos procedentes de proteinas
inmaduras y para los tres grupos de sueros de pacientes chagasicos con
relacion al grupo control no infectado (Figuras 4.24, 4.25). Sin embargo,
el grupo de sueros con patologias digestivas presentdé una mayor
reactividad frente al péptido senal (PS), mientras que fue practicamente
idéntica la reactividad de los sueros para los péptidos solapantes C1 al
C7 correspondientes a la parte C-terminal de las proteias MASPs

(Figura 4.24 y 4.25).

Debido a la presencia del PS en EVs y la posible formacion de
inmunocomplejos con las mismas, se procedi6 a eliminar las
inmunoglobulinas de los ICs presentes en los sueros de pacientes y
ensayar la reactividad de éstas inmunoglobulinas frente al antigeno,
que va a estar formado por el PS MASP presente en las EVs que forman
los ICs. La respuesta observada frente al PS MASP se mantuvo muy
elevada en el grupo de sueros con patologia digestiva (Figura 4.27),
confirmando por tanto la formacion de inmunocomplejos formados por

las EVs portando el péptido SP MASP [314, 315].

La formacion de inmunocomplejos constituidos por
inmunoglobulinas y las porciones constantes de las secuencias de las
proteinas MASPs inmaduras presentes en EVs condujo al estudio de la
capacidad de estas regiones para inhibir la accion de anticuerpos liticos

en el parasito. Los estudios de inhibicion de la actividad litica del
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complemento si mostraron diferencias en la respuesta para ambos. La
respuesta obtenida frente a los péptidos C1 al C7 de la region C-
terminal MASP fue mas baja en el pool de sueros con patologias
cardiacas en comparacion con alta inhibicion encontrada para los
péptidos del C4 al C7 en los sueros de los pacientes con patologias

digestivas, al igual que para el PS MASP (Figura 4.31).

Recientemente Henrique et al (2016) han correlacionado la
expresion de la proteina Complement Regulatory Protein (CRP) con la
virulencia de las diferentes cepas del parasito, observando como las
cepas de T. cruzi, Colombiana y Ninoa, con altos niveles de expresion de
esta proteina son mas virulentas [316]. De igual manera Zulatay et al.
(1998) encontraron como los pacientes de Chagas con baja parasitemia
eran los que poseian mayores niveles de anticuerpos liticos circulantes
[317]. En este sentido, es posible que las cepas de tripanosomas con
menores niveles de expresion de la CRP o de produccion de EVs sean
capaces de desviar hacia ellos menos anticuerpos liticos lo que

aumentaria la lisis de las formas circulantes del parasito.

Las patologias digestivas estan presentes en tan solo el 8-10 % de
los pacientes con Chagas y estan caracterizadas por la aparicion de
fenomenos mega en los organos del aparato digestivo, mega esofago,
mega colon, mega duodeno o incluso mega colédoco, ademas del dafo
provocado en los nervios periféricos, en especial del plexo nervioso del

intestino.

Las causas reales de estas patologias se desconocen, habiéndose
atribuido o bien a la produccion de “toxinas” por parte del parasito o a
la produccion de auto-anticuerpos que alteren la funcionalidad
nerviosa, que lleve a la falta de inervacion de los diferentes o6rganos del
aparato digestivo, donde se perderia la contractibilidad y originarian la

dilatacion de los mismos [318]. Se ha sugerido la existencia de una
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respuesta inmune hacia los componentes de la mielina periférica del
plexo nervioso [319] o la presencia de depositos de ICs en el nervio
tisular que provocan dano en los mismos, como se ha descrito en otras

enfermedades infecciosas como la filariosis y la esquistosomiasis [320].

Como confirmaron los ensayos de inmunocaptura, estos ICs estan
presentes en los sueros de los pacientes cronicos de Chagas y estan
formados por EVs que trasportan entre otros componentes, el péptido
senal de las proteinas MASP (Figura 4.28). Recientemente, Ohyama et
al. (2016) [321] identifico 39 antigenos de T. cruzi en los ICs circulantes
en sueros de chagasicos cronicos, incluyendo antigenos de superficie y
en especial proteinas trans-sialidasas, gp63 y algunas proteinas MASPs.
Los mismos autores también mostraron la asociacion de dos proteinas
hipotéticas con ICs procedentes de pacientes que manifestaban mega

colon.

Si bien la teoria del dano causado por los inmunocomplejos no ha
tenido mucha relevancia hasta el momento, en los estudios aqui
presentados, el PS MASP aparece en los ICs de los pacientes digestivos.
De esta manera dichos ICs portadores de estas proteinas inmaduras
podrian implicarse en la posible asociacion entre la composicion de los

ICs con la patologia digestiva en la enfermedad de Chagas.

Igualmente, la composicion de las EVs liberadas por las formas E,
T y A y su respuesta asociada debe ser altamente dinamica y variable,
como revelo la diferencia en la capacidad de inhibicion del sistema del
complemento usando diferentes muestras de sueros y de EVs (Figura
4.31). Ademas, se podria hipotetizar la existencia de una bateria de
diferentes proteinas MASPs con expresion diferencial dentro de las
poblaciones celulares de T. cruzi [133, 300] con diferentes funciones: i)
ser parte de las proteinas de superficie y jugar un papel en la invasion

de la célula hospedadora junto con otras proteinas de superficie [127,
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135]; ii) ser secretadas al espacio extracelular o formando parte de la via
de excrecion/secrecion de EVs, constituyendo un mecanismo de la
evasion inmune como se ha demostrado mediante los ensayos de

inhibicion del complemento.

Por tanto, tanto las regiones N- y C-terminal de las proteinas
MASPs como las EVs que las transportan secretadas por T. cruzi,
formarian parte de la bateria de mecanismos de evasion de la respuesta
inmune, estando involucradas en la infectividad y patogénesis, bien
directamente o a través de la formacion de ICs que indujeran las
patologias Chagasicas. Ademas, la secrecion de EVs podria constituir
un sistema antimedida desarrollado por el parasito capaz de secuestrar
anticuerpos liticos y asi resguardar y permitir a las formas infectivas
libres en el torrente sanguineo del hospedador la infeccion de nuevas
células, quedando asi protegidos de wuna respuesta humoral

desarrollada frente a ellos para su eliminacion.
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Conclusiones
6 CONCLUSIONES

1. La secrecion de proteinas MASPs por parte del protozoo parasito
T. cruzi cepa PAN4 Tcl se realiza mediante una via de secrecion no
clasica a través de EVs, tras haberse comprobado mediante microscopia
laser de barrido y microscopia electronica de transmision e
inmunolocalizacion. Dicha secrecion es dependiente de energia estando
relacionada con la participacion del citoesqueleto del parasito y con las

situaciones de estrés.

2. La secrecion de EVs por T. cruzi es dependiente del ciclo celular
del parasito, coincidiendo la mayor liberacion con la fase final de la fase

S del ciclo celular.

3. Las regiones conservadas N- y C-terminal MASP son
inmunogénicas, desarrollandose una respuesta inmune especifica

frente a las mismas en el hospedador parasitado.

4. Las EVs de T. cruzi forman parte de inmunocomplejos
circulantes en los sueros de los pacientes con Chagas cronicos. El
péptido senal se encuentra formando parte de dichos ICs con una
respuesta humoral mayor en el caso de los pacientes que presentan

patologias digestivas.

S. Las EVs que transportan las regiones conservadas de las
proteinas MASPs (PS MASP y region C-terminal MASP) intervienen en la
evasion de la respuesta humoral del hospedador mamifero, al
secuestrar anticuerpos circulantes frente a los parasitos, inhibiendo la
lisis mediada por el complemento in vitro. Esta estrategia de evasion
estaria mas desarrollada en los pacientes que muestran patologia
digestiva, usando a las proteinas MASPs incorrectamente procesadas y

transportadas en EVs como antigenos “cepo” capaces de desviar la
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respuesta dirigida frente a las fases sanguineas extracelulares de T.

cruzi.

6. La presencia de proteinas inmaduras MASPs en EVs con el PS
MASP formando parte de ICs circulantes en el suero, podria constituir
una de las bases de la patologia digestiva. E1 PS MASP es indicador de
la patologia digestiva en la fase cronica de la enfermedad de Chagas
pudiendo usarse en pacientes en fase indeterminada 6 asintomatica de
la enfermedad como posible biomarcador predictivo del desarrollo de

esta patologia.
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6 CONCLUSIONS

1. MASP protein secretion by the protozoan parasite T. cruzi strain
PAN4 Tcl is performed through EVs via the non-classical secretion
pathway, as it was verified by scanning electron microscopy,
transmission electron microscopy and immunolocalization. Such
secretion is energy-dependent and related to the participation of the

parasite cytoskeleton and stressful situations.

2. Secretion of T. cruzi EVs is dependent on the parasite cell cycle,

the highest release coinciding with the final S phase of the cell cycle.

3. The conserved N- and C-terminal MASP regions are
immunogenic, developing a specific immune response against them in

the parasitized host.

4. T. cruzi EVs are part of circulating immune complexes in sera
from chronic Chagas patients. The signal peptide is part of such ICs,
with a higher humoral response in the case of patients with digestive

syndromes.

S. EVs carrying the MASPs conserved regions (MASP SP and C-
term region MASP) are involved in evasion of the humoral response of
the mammalian host, by sequestering circulating antibodies against
parasites, inhibiting the complement mediated lysis in vitro. This
evasion strategy would be more developed in patients showing digestive
syndromes, using incorrectly processed MASPs and transported in EVs
as “bait” antigens able to deflect the directed response against

extracellular bloodstream stages of T. cruzi.

6. The presence of immature MASPs in EVs with the signal peptide
in circulating ICs in serum could form one of the bases for the digestive

pathology. The MASP SP in EVs is a marker of the digestive pathology in
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the chronic phase of Chagas disease and can be used for patients in an
indeterminate or asymptomatic phase of the disease as a possible

predictive biomarker for the development of this pathology.
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